פרס נובל ברפואה 2006 - על גילוי מעורבות מולקולות RNA דו גדילי במנגנון שיתוק ביטוי גנים

סקירה: ולי שטיינהרט
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שני החוקרים האמריקנים אנדרו פייר וקרייג מלו זכו בפרס נובל לרפואה לשנת 2006, על גילוי הדרך ל"שיתוק" גנים. 

פייר, בן 47, ומלו, בן 45, הם בין הזוכים הצעירים ביותר בהיסטוריה בפרס הנובל. תגליתם פורסמה בשנת 1998 בכתב העת Nature והיא קרויה "מנגנונים בסיסיים לשליטה בזרימת המידע הגנטי". התגלית סייעה מאז למדענים לשתק ולהחליש את פעילותם של גנים שונים, וכך לסייע בניטרול נגיפים ומוטציות גנטיות שונות. 

על ידי ניסויים בתולעת C. elegance, השניים הראו שרנא דו גדילי [dsRNA] יכול "להשתיק" גנים נבחרים בתהליך המכונה RNA interference, או RNAi. 
מאחר שמולקולת הרנא היא חד גדילית, היא יכולה להתקפל למגוון גדול של מבנים דו גדיליים [ראש סיכה hairpin  , מבנה של עלה תלתן]. 

לפני למעלה מעשור דווח על תצפית מעניינת בפיטוניה – החדרת גנים להגברת הצבע הסגול בפיטוניה יצרה תופע ההפוכה מהמצופה – במקום לקבל פרחים בצבע סגול כהה התקבלו פרחים חיוורים עד לבנים במגוון פנוטיפים. 

בבדיקה התברר לחוקים שכמות ה mRNA בציטופלסמה של תאי פרח הפיטוניה היה נמוך מהרגיל. נשאלה השאלה – מדוע עודף של עותקי גן כלשהו גורמים לירידה בכמות  

ה mRNA ? 
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http://www.scq.ubc.ca/?p=265
לפני שמונה שנים פרסמו אנדרו פייר וקרייג מלו את תוצאות הניסויים שבצעו בתולעת C. elegance – הזרקת רנא דו גדילי גרם להשתקת גנים שלהם נוקליאוטידים משלימים לרנא הדו גדילי שהוחדר.  

הובן שלרנא דו גדילי תפקיד מכריע בביטוי גנים בתאים!

חוקרים מצאו שבצמחים כמו פיטוניה, קיים רנא פולימראז המייצר רנא דו גדילי כאשר בתא יש עודף של רנא שליח. כאשר התא נחשף לעודפי רנא שליח [ביטוי הגנים העודפים לצבע סגול] הוא מגיב בהרס עודפי הרנא שליח באמצעות רנא דו גדילי! למנגנון הזה קראו RNA interference  או  RNAi. 

איך זה עובד?
נוכחות רנא דו גדילי בתא הוא נדיר. רנא כזה יכול להיות מוחדר אל התא ע"י החוקר, הוא יכול להיות רנא ויראלי או תוצר של גן קופץ [טרספוזון].

רנא זה מזוהה ע"י אנזים ציטופלסמטי המכונה Dicer – הוא מתחיל לחתוך את הרנא הדו גדילי לרצפים קצרים בני 21-25 נוקליאוטידים. אלה מכונים small interfering RNA .  
הרנא הקטנים יוצרים תצמיד  RISC עם מספר חלבונים – חלבון הליקאז הפורם קשרי מימן בין נוקליאוטידים ונוקליאזות. בעזרת מולקולת ATP הם נפרמים – חוט האנטיסנס נותר צמוד לקומפקס החלבוני ונקשר אל הנוקליאוטידים המקבילים ברצף הרנא שליח. מבנה זה מתחיל בחיתוך הרנא שליח. התוצאה היא הפרעה לתרגום המידע הגנטי או השתקת הגן.  

[image: image4.jpg]An siRNA

FHITTIITITIIITI TR
3 HO: p 5
P ————
19 Nucleotides

SN 0.0.0.0°0,0/0.00,00,

/ ATP
- )
Vertebrates ADP+ P, J ® e Synthesized

Global Interferon P Transfect cells SIRNA
Response sanadpex )/ V4

p
SANA-protein complex (SANP) 8
g -
3
ATP

RISC activation
ADP + P,
P

e

l SIANA-mediated target recognition

mRNA

WaAVAV2Y \VAVAVAWN

l ANA cleavage

/NSNS NNNSNy,




http://www.life.uiuc.edu/shapiro/RNAiApps.html
לסיכום:
מתברר שבתאי רב תאיים איאוקריוטים בתנאים נורמליים זהו  מנגנון הגנה כנגד פלישת RNA ויראלי או רכיבים נודדים בגנום כמו "גנים קופצים". 

RNAi הוא מנגנון חיוני לבקרה על ביטוי גנים בהתפתחות העוברית. 

לחוקרים זהו כלי עבודה חדש רב עוצמה לחקר תפקידם של גנים שהרצף שלהם זוהה – אפשר לשתק גנים ולברר מהו תפקידם.

יישום מעניין נעשה בחקלאות בעיכוב תהליכי ההבשלה בפרי העגבניה.

וחשוב מכל תולים תקוות רבות ביישום שיטת ה RNAiבריפוי מחלות.  

חברות תרופות וחברות ביוטכנולוגיה עורכות מחקרים עם תהליך ה-RNAi, ורואות בו שיטה חדשה ומבטיחה להתמודדות עם מגוון מצבים. 

תרופה שכבר נמצאת בשימוש היא Fomivirsen (Vitravene)   לטיפול ב cytomegalovirus (CMV) retinitis – דלקת עיניים ויראלית האופיינית בעיקר לחולי איידס. התרופה היא אניטיסנס אוליגונוקליאוטיד של 21 נוקליאוטידים המשלימה לאזור בmRNA  של הנגיף. הקישור של התרופה לרנא שליח של הנגיף בולמת יצירה של חלבונים חיוניים להתרבות שלו. 
"התגלית כבר נמצאת בשימוש בניסויים קליניים בעבור מחלות נגיפיות, מחלות עיניים, ומחלות מטבוליות הקשורות ללב ולכלי דם", אמר חבר בוועדת הנובל, שהעניק את הפרס. הוא הוסיף כי "מעבר לכך, בכל תעשיית התרופות עושים שימוש בתגלית ככלי מחקר בסיסי". 

התגליות שלהם עשויות להוביל לפריצות דרך בטיפול במחלות כמו סרטן, על ידי האטה של צמיחת גידולים. 
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Vitraven 

תרופת אנטיסנס המבוססת על RNA interference
פעילויות לתלמידים :

http://www.glil-yam.org.il/valy/animation_learning/Genetics/Cancer_antisense.doc
חסימת התרגום - רפואת העתיד

http://www.glil-yam.org.il/valy/animation_learning/Genetics/antisense_act.doc
טכנולוגיית אנטיסנס להתערבות בביטוי גנים

מקורות

נובל 2006 ברפואה - אנדרו פייר וקרייג מלו 

RNA interference - gene silencing by double-stranded RNA
אנימציות:
http://www.nature.com/nrg/journal/v2/n2/animation/nrg0201_110a_swf_MEDIA1.html
הרס  mRNA  ע"י siRNA [ [small interferingהמתקבלים מחיתוך RNA דו גדילי [[dsRNA ע"י הנוקליאז Dicer
http://www.nature.com/focus/rnai/animations/animation/animation.htm
3 סרטונים המפרטים את מעורבות הרנא הדו גדילי בבקרת ביטוי גנים

http://www.biocompare.com/console/sigma/missionshRNA_video.asp?type=wmv
מצגת פרסומית - מציגה את מנגנון ההתערבות ע"י רנא דו גדילי להרס רנא שליח

http://www.isispharm.com/animation.html
אנטיסנס רנא כתרופה 

http://imgenex.com/rnai_anim.php
השוואה בין פעילות iRNA בדרוזופילה ובתולעת אלגנס

תמונה:

http://fig.cox.miami.edu/~cmallery/150/gene/how_siRNA_works.htm
מצגת פלאש! 
http://www.hhmi.org/biointeractive/rna/rnai/index.html
גילוי תופעת השתקת גנים ע"י רנא דו גדילי בפיטוניה ובתולעת 

http://www.pbs.org/wgbh/nova/sciencenow/3210/02.html
מצגת + יישומים אפשריים ברפואה! 

http://www.hhmi.org/biointeractive/rna/rnadiversity/index.html
מצגת - מגוון מולקולות רנא
עיון:
http://nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/articles/cech/index.html
סקירה של הגילויים בעולם ה RNA ע"י חתן פרס נובל 1989 Thomas Cech [עם Sidney Altman]  על גילוי הריבוזימים
http://en.wikipedia.org/wiki/Double-stranded_RNA
רקע מורחב על RNA
http://en.wikipedia.org/wiki/RNAi
איך רנא קטנים משתקים את ביטוי הגנים 

http://www.life.uiuc.edu/shapiro/RNAiApps.html
יישום RNAi בפרוייקט הגנום – ברור תפקידם של גנים ע"י שיתוקם
http://www.ynet.co.il/articles/0,7340,L-3310236,00.html
אתר ידיעות אחרונות – חדשות ומחקרים

http://www.hazofe.co.il/web/katava6.asp?Modul=24&id=50181&Word=&gilayon=2878&mador
אתר הצופה – מדור בריאות
