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כל התאים בגוף מכילים את כל הגנום אולם הם נבדלים בביטוי שלו: בתאים שונים מתבטאים סוגים שונים של גנים בעיתוי ועוצמת ביטוי שמשתנה במהלך מחזור חיי התא.  לפיכך, בכל תא נוצרים  חלבונים ייחודים בכמות ובמועד על פי צורכי התא.
1. תן דוגמה לחלבון שמתבטא בתאים מסוג מסוים ולא בתאים אחרים? האם חלבון זה מיוצר בתא זה בכמות קבועה במהלך כל חיי התא? (לדוגמה: אינסולין מיוצר רק בתאי בטא של הלבלב.  כמותו משתנה בהתאם לריכוז הגלוקוז בדם) 
· הבקרה על עיתוי ועוצמת ביטוי הגנים מבוקרת בכל אחד משלבי הייצור של חלבונים בתא: 
מדנ"א - לרנ"א - לחלבון.
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ה. מה תפקידו של גורם הסיגמה המופיע כעיגול צהוב בתרשים? (זהו חלבון המשמש כגורם תעתוק ומשמש לבקרה על התעתוק- הוא נקשר לרנ"א פולימראז - בלעדיו לא יתרחש תעתוק)
ו. האם מוכרים לך מנגנוני בקרת ביטוי גנים אחרים? 
( לדוגמה: שחבור, יציאה מגרעין התא, פוליאדנילציה, ועוד)
3. איזה מבין 2 גדילי הדנ"א משועתק? (גדיל הדנ"א שבקצה '3 שלו מצוי רצף פרומוטר- גדיל האנטיסנס) 
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4. מדוע לא משועתק הגדיל הנגדי, המשלים (גדיל הסנס)? 
(אין פרומוטר בצד '3 על הגדיל המשלים של הגן)
5. מה יקרה אם, בנוסף לגדיל האנטיסנס,  גם גדיל הסנס ישועתק? 
(2 גדילי הרנ"א, בעלי רצף משלים, ייצמדו וכתוצאה מכך התרגום ימנע)
6. לפניך קטע קצר מרצף נוקליאוטידים של גדיל דנ"א המקודד לחלבון – גדיל האנטיסנס, מה יהיה הרצף בגדיל המשלים (סנס)?          5’TTTAATCCCGGT3’
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( הגן מורכב ממולקולת דנ"א דו-גדילית.
( בכל גן מופיע רצף המשמש כפרומוטור על אחד מגדילי הדנ"א ומסמן את הגדיל שיתועתק – גדיל האנטיסנס.
( במידה ושני גדילי הדנ"א יתועתקו, יווצרו 2 מולקולות רנ"א-שליח בעלות רצף משלים שייצמדו זו לזו וכתוצאה מכך ימנע התרגום והייצור של חלבון מגן זה.

ב- 1983 התגלו על קרום התא של חיידקי E. coli   זוג חלבונים המשמשים תעלות: ompC ו- ompF.
• נמצא כי סה"כ מספר הערוצים משני הסוגים על קרום התא של החיידק נשמר קבוע. 
• כאשר ריכוז המומסים בסביבת התא עולה, עולה מספר התעלות מסוג ompC ויורד מספר התעלות מסוג ompF, ולהיפך כשריכוז המומסים יורד.  
7.  מהי חשיבות התיאום במספר התעלות מכל סוג על גבי קרום התא? (כל אחת מהתעלות עושה פעולה הפוכה)
הגן ompF מקודד לחלבון שיוצר את התעלה ompF, והגן ompC מקודד לחלבון שיוצר את התעלה ompC.  הביטוי של גן ompC מושתק כאשר גן ompF משופעל, ולהיפך.  לפיכך, לא נוצרים חלבוני תעלה מסוג ompF כאשר נוצרים חלבוני תעלה מסוג ompC, ולהיפך.

8. כיצד ניתן להשיג תיאום בעיתוי (מועד) הייצור של כל אחד מהחלבונים המרכיבים את שתי התעלות? 
(גן אחד מעכב את ביטויו של האחר)
9. מהי חשיבות הבקרה ההדדית של הגנים ompC  ו- ompF? 
(שמירה על הומיאוסטזיס – כל אחד מהערוצים מתפקד בתנאים אוסמוטיים שונים) 
החוקרים מצאו כי במקביל לתעתוק של הגן ompC מתועתק בתא גם הגן micF.
הרנ"א שליח של גן micF משלים ברצף שלו לרצף הנוקלאוטידים ברנ"א שליח של גן ompF.  לפיכך, במקביל לתעתוק של גן ompC מתועתק גם micF שנצמד לרנ"א-
שליח ompF ומונע את תרגומו.  
לחלופין, כאשר נפסק התעתוק של גן ompC נפסק גם התעתוק של micF דבר שמאפשר תרגום של  ompF. 
10. כיצד מעכב גן micF את הביטוי של גן ompF? (רנ"א micF נצמד לרנ"א ompF, וכך מונע את תרגומו) 
11. האם הבקרה של micF על ompF היא שלילית או חיובית? (זוהי בקרה שלילית כי  micF מונע תרגום של ompF)
תגלית זו היוותה פריצת דרך בהבנה שתהליכי בקרה תאיים לא מבוססים רק על גורמי תעתוק חלבוניים הפועלים בשלב התעתוק, אלא גם על רנ"א משלים שנקשר לרנ"א שליח וכך מפריע לתרגומו. 
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12. כיצד מפריע גדיל רנ"א משלים לביטוי של הגן? 
(ה-RNA  שליח פוגש בתא מולקולות RNA משלימות, שמתקשרות עימו ומונעות באופן מכאני את תהליך התרגום)
13. האם אפשר ליישם את מנגנון הפעולה של רנ"א משלים בביוטכנולוגיה? 
(להשתקת גנים לא רצויים שגורמים למחלות) 

( בחיידקים התגלה גן המשמש לבקרה: הגן המקודד לרנ"א-שליח שהוא בעל רצף נוקליאוטידים שמשלים לרנ"א-שליח של גן אחר.  
( היצמדות של הרנ"א-שליח של גן הבקרה לרנ"א-שליח של הגן הנמצא תחת בקרה גורמת לעיכוב התרגום של הגן המבוקר. 

( האם גם באאוקריוטים קיימים גנים דומים המתפקדים בבקרה (ולא מתורגמים לחלבון)?



ב- 1998 עסקו המדענים האמריקאים אנדרו פייר וקרייג מלו (Andrew Fire and Craig Mello) בניסיונות להשתיק גן שאחראי לכושר התנועה של התולעת  C. Elegans באמצעות הזרקה של רנ"א משלים.
· הם הזריקו לתולעת אחת מתוך 3 תמיסות שונות: תמיסה המכילה גדילי רנ"א אנטיסנס, תמיסה המכילה גדילי רנ"א משלים (סנס) ותמיסה המכילה שילוב של שתי התמיסות האחרות.  
· להפתעתם גילו החוקרים שחשיפה של התולעת לתערובת של שני סוגי גדילי הרנ"א, סנס ואנטיסנס, שיצרו יחדיו רנ"א דו-גדילי גרמה לשינוי פנוטיפי ביעילות גבוהה פי 10 מזו של רנ"א משלים חד-גדילי.  
14. האם התוצאות של החוקרים מפתיעות? 
(כן, ציפנו שהרנ"א המשלים, ולא הרנ"א הדו-גדילי, יגרום להשתקה של הגן שאחראי לתנועה של התולעת)
15. נסה להציע הסבר לממצאים של החוקרים? (רנ"א דו-גדילי נפרם, נצמד לרנ"א שליח וכתוצאה מכך גורם להשתקת הגן) 


מסקנותיהם של פייר ומלו
· השתקת גנים יעילה ביותר כאשר רנ"א דו-גדילי (dsRNA) מוזרק לתא. 
· במצבים כאלה, הרנ"א שליח המשלים לרנ"א הדו-גדילי נעלם – כנראה מפורק. 

· רנ"א דו-גדילי יעיל כאשר הוא משלים מקטעי גן שאינם אינטרונים.  ממצא זה מעיד על כך  שהשתקת ביטוי הגן נעשית אחרי שלב התעתוק וכנראה מתרחשת בציטופלסמה. 
16. על פי מסקנה זו, האם השתקת ביטוי הגנים באמצעות רנ"א דו-גדילי מתרחשת לפני או אחרי שלב השחבור? (אחרי השחבור משום שההיצמדות היא רק לאקסונים)
· השתקת ביטוי ע"י רנ"א דו-גדילי היא ספציפית ולא פוגעת בגנים שלא כוללים רצף משלים למקטע הרנ"א הדו-גדילי. 

· כמות קטנה של רנ"א דו-גדילי מספיקה להשתקת ביטוי של מולקולות רנ"א-שליח רבות, דבר שמעיד על מנגנון אנזימתי בו מתרחשת הגברה של תהליך ההשתקה. 

· אם אכן משתתפים בתהליך ההשתקה של הרנ"א-שליח אנזימים תאיים, ייתכן שבאופן קבוע קיימים בתא רצפים דו-גדיליים של רנ"א המשמשים להשתקת גנים כחלק מתהליך הבקרה על ביטוי הגנים בתא.
התגלית של החוקרים מלו ופייר, שזיכתה אותם בפרס נובל לרפואה בשנת 2006, הניחה אבן דרך למחקרים רבים שנערכו בעקבותיהם.  כך זוהו המנגנונים התאים המעורבים בהשתקת ביטוי הגנים באמצעות רנ"א דו-גדילי.  מנגנונים אלו מורכבים הרבה יותר ממנגנון הרנ"א המשלים שהתגלה מוקדם יותר בחיידקי E. coli.  
מנגנונים תאיים אלו חשובים לא רק לבקרת גנים אלא גם להתגוננות מפני וירוסי רנ"א. 
17. כיצד ניתן להסביר את העובדה שכמות קטנה של רנ"א דו-גדילי מספיקה להשתקת ביטוי של גן פעיל במיוחד? (מנגנון אנזימתי שעושה שימוש רב-פעמי במולקולות רנ"א דו-גדילי לשם השתקת ביטוי של מולקולות רנ"א-שליח רבות ) 

( בתאים אאוקריוטים קיים מנגנון אנזימתי שמזהה רנ"א דו-גדילי ומשתמש בו כתבנית כדי למנוע תרגום של רנ"א שליח בעלי רצף נוקלאוטידים משלים.  

( החוקרים הסיקו כי אם קיים בתאים אאוקריוטים מנגנון אנזימתי שמבוסס על רנ"א דו-גדילי, אזי קיימות בתא מולקולות כאלה. אבל מה מקורם של מולקולות רנ"א דו-גדיליות בתא?

גם ויקטור אמברוס וגרי רובקון (Ambros & Ruvkun) חקרו במעבדתם גנים המעורבים בהתפתחות של התולעת C. elegans .
· הם מצאו שגן lin-4 נחוץ להתפתחות התקינה של התולעת משום שהוא מעורב בפירוק של חלבון LIN-14 הגורם להתפתחות לקויה של התולעת.  
· להפתעתם גילו החוקרים שהגן lin-4 לא מקודד לחלבון אלא מתועתק לרנ"א המצוי בתא בשני אורכים שונים: 21 (lin-4S) או 61 (lin-4L ) נוקלאוטידים.
· ריצוף של lin-4L העלה שגדיל רנ"א זה בנוי מ- 61 בסיסים משלימים היוצרים, כאשר הם נקשרים אלו לאלו, רנ"א דו-גדילי בעל מבנה של סיכה.  
· בתא נחתך lin-4L למקטע רנ"א חד-גדילי באורך 21 בסיסים (lin-4S), 
המשלים באופן חלקי לרצף הנוקלאוטידים ברנ"א שליח המקודד ל- LIN-14.  
אמברוס ורובקון הבינו ש-lin-4  הינו גן תאי שמתועתק לרנ"א שהוא משלים לרנ"א שליח של LIN-14.  כתוצאה מהקשירה של lin-4S לרנ"א שליח של LIN-14 מעוכב התרגום של LIN-14. 
18. מהו ההסבר לנוכחות lin-4L ו- lin-4S בתא? (lin-4L עובר חיתוך והופך ל- lin-4S )
19. מה הקשר בין Lin-4 לבין מנגנון השתקת ביטוי גנים באמצעות רנ"א דו-גדילי עליו קיבלו פייר ומלו פרס נובל? (Lin-4 מכיל רצפים משלימים המאפשרים לו להתקפל למבנה דמוי סיכה של רנ"א דו-גדילי) 
20. בקרת ביטוי גנים באמצעות lin-4 היא ספציפית.  על מה מתבססת הספציפיות של המנגנון? (lin-4 משלים בסיסים ב- LIN-14)
ככל שמספר הרצפים אליהם יכול גדיל הרנ"א המשלים להיצמד רב יותר כך יכולת ההשתקה של מולקולת הרנ"א שליח באמצעות מנגנון הרנ"א המשלים היא גבוהה יותר.

http://www.youtube.com/watch?v=V9fAz3zsQhI&feature=related

                           סיכום:
( מיקרורנ"א הם קבוצה של מולקולות רנ"א קצרות שלא מקודדות לחלבון.  
( באדם, 1-4% מהגנים מקודדים למיקרורנ"א.  
( הגן למיקרורנ"א מתועתק למולקולת רנ"א בעלת רצפים משלימים שגורמים לקיפול המולקולה למבנה דו-גדילי.
( מנגנון אנזימתי תאי, שמזהה רנ"א דו-גדילי, מפרק אותו לרצף חד-גדילי קצר ומשתמש בו כתבנית לקשירה של מולקולות רנ"א-שליח בעלי רצפים משלימים לתבנית זו.
( בעקבות ההיצמדות של מיקרורנ"א למולקולות רנ"א-שליח בעלות רצף משלים של נוקליאוטידים נמנע התרגום של הרנ"א-שליח לחלבון. 
( מיקרורנ"א מסוים יכול לשמש כגורם בקרה ל- 200 סוגים שונים של גנים.
( מיקרורנ"א לוקחים חלק בבקרה של תהליכים תאיים חשובים החל מגדילה, התמיינות, התחלקות ומוות תאי.
נספח 2- יחידת הלימוד בגרסה ראשונית





-44-





� EMBED PowerPoint.Slide.12 ���





2. א. כיצד נקרא התהליך המתואר בתרשים שלפניך? (תעתוק)


ב. מהי המטרה שלשמה מתקיים תהליך זה בתא? 


(העתקת הדנ"א לרנ"א שליח- יצירת רנ"א שליח)


ג. מאיזה חומר עשויים שני הגדילים הצבועים בכתום? (דנ"א)


ד. מאיזה חומר עשוי הגדיל הצבוע בצבע כחול?  (רנ"א)    








גדיל סנס





גדיל אנטיסנס





sense





RNA


antisense





סיכום:
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תעתוק





דנ"א





רנ"א שליח





חלבון





רנ"א משלים





חומצות אמינו





ריבוזום





תרגום





סיכום:








נשאלת השאלה:








-47-





תולעת נורמלית





תולעת מעוותת
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סיכום:








נשאלת השאלה:
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מבנה דמוי סיכה של רנ"א lin-4L








חיתוך





lin-4L





lin-4S





lin-4  יכול להיצמד ולהיקשר ל-7 רצפים שונים  לאורך גדיל הרנ"א שליח של LIN-14 ולכן הוא מהווה מעכב חזק.
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שאלות שהייתי רוצה לדעת / לשאול...










שעתוק
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