Si και mi RNA: Ανακάλυψη, ρόλος και μελλοντικές προοπτικές 

Μικρά RNA (micro RNA, miRNA)

Εν αντιθέσει προς τη φυσική ή τα μαθηματικά, η βιολογία είναι ίσως η μόνη θετική επιστήμη η οποία δεν «αγαπά» τα δόγματα και τις οικουμενικές αλήθειες. Φυσικά αυτό δεν είναι τυχαίο: η ρευστότητα της ζωής είναι τέτοια που έχει υπαγορεύσει στους βιολόγους τη στάση τους απέναντι σε αυτή. Παρ' όλα αυτά, για δεκαετίες οι φοιτητές βιολογίας διδάσκο​νταν το κεντρικό, δόγμα της επιστήμης τους. Σύμφωνα με αυτό, η ροή της πληροφορίας μέσα στο κύτταρο έχει την εξής κατεύθυνση: από το DNA, περνά στο RNA και από εκεί στις πρω​τεΐνες. Με άλλα λόγια, τα γονίδια τα οποία είναι κομμάτια DNA, περιέχουν την πληροφορία για τη δημιουργία των πρωτεϊνών την οποία μεταβιβάζουν μέσω του RNA (και ειδικότερα στο mRNA). Η αρχική διατύπωση του δόγματος, το οποίο περιγραφικά συνοψίζεται DNA(RNA(πρωτεΐνη, υπέστη μια αρχική τροποποίηση όταν ανακαλύφθηκαν οι RNA-ιοί. Το γενετικό υλικό των ιών αυτών δεν είναι το DNA, όπως συμβαίνει με την πλειονότητα των οργανισμών, αλλά το RNA. Τώρα το δόγμα θα πρέπει να υποστεί και δεύτερη τροποποίηση: μεταξύ των κομματιών που DNA τα οποία μελέτησαν οι ερευνητές κατά την τελευταία δεκα​ετία διαπιστώθηκε ότι πολλά δεν κωδικοποιούν για πρωτεΐνες, αλλά για RNA. Η πληροφορία δηλαδή η οποία εμπεριέχεται σε αυτά τα κομμάτια DNA δεν χρησιμοποιείται για τη δημιουρ​γία πρωτεϊνών αλλά για τη δημιουργία μορίων RNA τα οποία ονομάστηκαν microRNAs ή miRNAs.[1]

Τα MicroRNAs (miRNAs) ανήκουν σε µια καινούργια τάξη µικρών, µονόκλωνων µορίων RNA, µε µόλις 22 νουκλεοτίδια µήκος, κατά µέσο όρο, τα οποία δεν κωδικοποιούν πεπτίδια. Λειτουργικός τους ρόλος είναι ο υβριδισµός µε αγγελιοφόρα RNA (mRNA), σε ένα µοτίβο µερικής ή πλήρους συµπληρωµατικότητας που οδηγεί σε παρεµπόδιση της µετάφρασης ή ενδονουκλεοτιδική διάσπαση. Η παρουσία τους σε όλους τους πολυκύτταρους οργανισµούς και η ρύθµιση που επιτελούν στη γονιδιακή έκφραση κατά το µετα-µεταγραφικό επίπεδο, τα καθιστούν ως ένα πολύ δηµοφιλές αντικείµενο µελέτης στη Βιολο​γία.[2]

Πως ανακαλύφθηκαν 

Το 1993 ο Ambros και οι συνεργάτες του ανακάλυψαν ότι το lin-4, ένα γονίδιο γνωστό για το ρόλο του στην ανάπτυξη του καινοραβδίτη, δεν κωδικοποιεί για κάποια πρωτεΐνη αλλά παράγει δύο µικρού µεγέθους µόρια RNA Το ένα από τα δύο RNA που µεταγράφονται από το lin-4 έχει µέγεθος 22 και το άλλο ~60 νουκλεοτίδια. Το µεγαλύτερο RNA είχε προταθεί ότι έχει δευτεροταγή δοµή που µοιάζει µε φουρκέτα και ότι είναι το πρόδροµο µόριο του µικρότερου. Αργότερα, βρέθηκε ότι στην 3’ αµετάφραστη περιοχή του mRNA του γονιδίου lin-14 υπήρχαν περιοχές µε συµπληρωµατικότητα στο µικρότερο RNA. Αυτή η παρατήρηση απέκτησε ιδιαίτερο ενδιαφέρον όταν συνδυαζόταν µε το γεγονός ότι µεταλλάξεις στην ίδια περιοχή επηρεάζανε την µετάφραση του lin-14 RNA. Η περιοχή αυτή είχε συνδυαστεί ήδη µε τη ρύθµιση του lin-14 από lin-4, το οποίο επηρέαζε σηµαντικά τα επίπεδα της πρωτεΐνης LIN-14, χωρίς να µεταβάλλονται τα επίπεδα του mRNA. Αργότερα ανακαλύφθηκε και άλλο ένα παρόµοιο γονίδιο το let-7 το οποίο είχε σηµαντικό ρόλο στην ανάπτυξη του καινορα​βδίτη και λειτουργούσε µε τον ίδιο τρόπο σαν το lin-4.

Αυτά τα µικρού µεγέθους µόρια RNA επειδή ορίζανε τα χρονικά όρια των αναπτυξια​κών σταδίων την προνύµφης του καινοραβδίτη ονοµάστηκαν «µικρά χρονικά RNA» (small temporal RNA, stRNA). Τα stRNA επειδή είχαν αυστηρά καθορισµένη λειτουργία θεωρή​θηκε ότι ήταν µία κατηγορία γονιδίων χαρακτηριστική για τον καινοραβδίτη Την εποχή που διαφάνηκε η άµεση σχέση των siRNA µε τη PTGS/RNAi και ο σηµαντικός τους ρόλος στην ρύθµιση των γονιδίων σε µεταγραφικό και µετα-µεταγραφικό επίπεδο, τρεις διαφορετικές ερευνητικές οµάδες ανέπτυξαν τεχνικές χαρακτηρισµού και αλληλούχισης µικροµοριακών RNA, µε σκοπό να ανακαλύψουν ενδογενή siRNA. Η ανάλυση αυτή αποκάλυψε διάφορα µικρού µεγέθους µονόκλωνα µόρια RNA µε δοµική οµοιότητα µε τα lin-4 και let-7. Τα µόρια αυτά ανακαλύφθηκαν αρχικά στην ∆ροσόφιλα (Εικόνα 1)και στο καινοραβδίτη σήµερα οµόλογα γονίδια έχουν βρεθεί επιπλέον στα θηλαστικά και στα φυτά και είναι γνω​στά σαν «µικρά RNA» (micro RNA,miRNA). [3]
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Εικόνα 1. microRNA διαδικασία ανίχνευσης στόχων για το D. Melanogaster[4]
Τα miRNA συνδέονται με τα mRNA Η σύνδεση δεν είναι τυχαία: απαιτείται συμπλη​ρωματικότητα των βάσεων για να επιτευχθεί. Καθώς όμως το mRNA οφείλει να είναι μονό​κλωνο προκειμένου να αξιοποιηθεί η πληροφορία που κουβαλά, η σύνδεσή του το συμπλη​ρωματικό miRNA (και η δημιουργία δίκλωνου μορίου) έχει σαν αποτέλεσμα την αναστολή της ροής της πληροφορίας. Με άλλα λόγια, όταν ένα mRNA συνδέεται με το συμπληρωμα​τικό miRNA του, η σύνθεση της αντίστοιχης πρωτεΐνης σταματά. (Εικόνα 3) [1]
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Εικόνα 3 Αναστολή της μετάφρασης και αποικοδόμηση στόχων mRNA.[5]

Τα γονίδια

Ο συνδυασµός της γενετικής πληροφορίας που διαθέτουµε από την αλληλούχιση των γονιδιωµάτων και η δυνατότητα χρήσης υπολογιστικών αλγόριθµων, ήταν καθοριστικοί πα​ράγοντες για την ανεύρευση, αρχικά in silico, των γονιδίων miRNA. Ήδη στις βάσεις δεδοµένων υπάρχει σηµαντική πληροφορία για την γενετική θέση και τη αλληλουχία αυτών των γονιδίων miRNA όπου έχουν ανακαλυφθεί. Παραδείγµατα προδρόµων miRNA. Χαρα​κτηριστική δευτεροταγής δοµή της φουρκέτας των pre-miRNA ορισµένων miRNA. Με κόκ​κινους χαρακτήρες σηµειώνεται το ώριµο miRNA όπως θα προκύψει µετά το τελευταίο στά​διο ωρίµανσης. Τα γονίδια των miRNA ανήκουν στην οµάδα των γονιδίων που δεν κωδικο​ποιούν πρωτεΐνη ενώ το τελικό προϊόν τους είναι ένα µονόκλωνο µόριο RNA µεγέθους περί​που 22 νουκλεοτιδίων. Το ιδιαίτερο χαρακτηριστικό αυτών των γονιδίων είναι ότι τα πρόδροµα µετάγραφα έχουν δευτεροταγή δοµή φουρκέτας (Εικόνα 4) γεγονός που βοήθησε στην ανάπτυξη των υπολογιστικών αλγορίθµων. Οι πρώτοι αλγόριθµοι που σχεδιάστηκαν βασίστηκαν σε αυτή τη παρατήρηση και ερευνούσανε το γένωµα για περιοχές όπου η αλλη​λουχία τους θα επέτρεπε τη δηµιουργία δοµής φουρκέτας Η ανίχνευση των γενοµάτων µε υπολογιστικές µεθόδους σε συνδυασµό µε µεθόδους της µοριακής βιολογίας έδωσαν πολλές πληροφορίες για την αλληλουχία και τη δοµή αυτών των γονιδίων. ∆εδοµένου του όγκου της πληροφορίας που έχουµε σήµερα για αυτά τα γονίδια δεν φαίνεται να παρουσιάζουν κάποια συγκεκριµένη δοµή στη κατανοµή τους γένωµα. Εµφανίζονται σε όλες τις δυνατές γενετικές θέσεις βρίσκονται κυρίως µεταξύ γονιδίων αλλά έχουν εντοπιστεί και στα εσώνια γονιδίων που κωδικοποιούν πρωτεΐνες. Μπορεί κάθε γονίδιο miRNA να υπάρχει µεµονωµένο ή πολλά µαζί να οργανώνονται σε δοµές που θυµίζουν τα οπερόνια των προκαρυωτικών οργανισµών.[3] 
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Εικόνα 4. Ένα ευδιάκριτο χαρακτηριστικό ενός γονιδίου miRNA είναι ότι το αντί​γραφό του είναι σε θέση να διπλώσει σε μια δομή μίσχος-βρόχων όπως εμφανίζεται παρα​πάνω - το αποκαλούμενο πρόδρομο miRNA. Το πραγματικό miRNA (που τονίζεται στο κόκ​κινο) αποκόβεται αυτού του πρόδρομου από ένα βασικό ένζυμο αποκαλούμενο DICER.[6]

Η βιογένεση 

Τα γονίδια των miRNA κωδικοποιούν ένα πρόδροµο µετάγραφο miRNA το οποίο τροποποιείται για να παραχθεί τελικά το miRNA. Συνεπώς ακολουθούν διάφορα στάδια ωρίµανσης του αρχικού µεταγράφου µέχρι να παραχθεί το ώριµο miRNA. Το αρχικό ή πρώιµο µετάγραφο ονοµάζεται pri-miRNA και µπορεί να είναι µονοκιστρονικό ή πολυκι​στρονικό ανάλογα από την οργάνωση των γονιδίων από την οποία θα προκύψει. Το πρώτο από τα στάδια της ωρίµανσης γίνεται στον πυρήνα όπου από το pri-miRNA αποµακρύνονται οι επιπλέον αλληλουχίες που µπορεί να φέρει από τη διαδικασία της µεταγραφής και µετατρέπεται σε πρόδροµο miRNA (pre-miRNA). Στην περίπτωση που το µετάγραφο είναι πολυκιστρονικό διαχωρίζονται ένα-ένα τα pre-miRNA. Ένα pre-miRNA έχει µέγεθος περί​που 60-80 νουκλεοτίδιων και διατηρεί την δοµή της φουρκέτας. Στη συνέχεια το pre-miRNA εξέρχεται από τον πυρήνα στο κυτταρόπλασµα για το τελευταίο στάδιο της ωρίµανσης του που είναι η αποκοπή του miRNA (Εικόνα 5 ). [3]
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Εικόνα 5 miRNA Βιογένεση.[7]

Η λειτουργία

Από την εποχή που ξεκίνησε ο χαρακτηρισµός της λειτουργίας των miRNA φάνηκε ότι συµµετέχουν στα περισσότερα βιοχηµικά και αναπτυξιακά µονοπάτια. Γενετικές µεταλλαγές που δεν µπορούσαν συσχετισθούν µε την λειτουργία κάποιας πρωτεΐνης συχνά αποδεικνύο​νταν ότι οφείλονταν σε ένα γονίδιο miRNA Πως όµως λειτουργούν τα miRNA; Τα stRNA όπως έχει ήδη αναφερθεί αποτελούν τα πρότυπα µέλη των miRNΑ, για την δοµή τους αλλά για την λειτουργία τους. Τα lin-4 και let-7 είχε προταθεί ότι ελέγχουν την έκφραση των γονι​δίων σε µετα-µεταγραφικό επίπεδο ελέγχοντας την µετάφραση των µεταγράφων συγκεκριµένων γονιδίων στόχων. Είχε προταθεί ότι τα stRNA ελέγχουν τη µετάφραση ορισµένων mRNA µέσω πρόσδεσης τους σε συγκεκριµένες θέσεις στη 3’ UTR. Η αρχική αυτή υπόθεση έχει αποδειχθεί για τα περισσότερα miRNA. Ο Lai πρώτος παρατήρησε ότι περιοχές στην 3΄UTR ορισµένων γονιδίων στην ∆ροσόφιλα παρουσίαζαν µερική οµολογία µε κάποια miRNA. Συγκεκριµένα παρατήρησε ότι, τα έξι πρώτα νουκλεοτίδια στη 5΄ περιοχή ορισµένων miRNA ήταν πλήρως συµπληρωµατικά µε γνωστά µοτίβα τα οποία εντοπίζονται στην 3΄ UTR ορισµένων mRNA, και εµπλέκονταν µε την µετάφραση των τελευταίων. Εκτός από τα 5-6 νουκλεοτίδια την 5’ περιοχής των miRNA τα υπόλοιπα προσδένονται µε µερική συµπληρωµατικότητα. Αυτή η παρατήρηση έθεσε τον κανόνα της λειτουργίας των miRNA και ισχύει για τα περισσότερα miRNA που έχουν χαρακτηριστεί κυρίως στους ζωικούς οργανισµούς. Συνοπτικά φαίνεται ότι τα miRNA ελέγχουν την µετάφραση ενός mRNA µέσω πρόσδεσης τους στην 3’ UTR. Η πρόσδεση αυτή γίνεται µε µερική συµπληρωµατικότητα σε συγκεκριµένες αλληλουχίες παρεµποδίζοντας την µετάφραση τους. Το συµπέρασµα ότι ελέγχουν την µετάφραση προκύπτει από το γεγονός ότι ενώ τα επίπεδα της πρωτεΐνης µειώνονται, η ποσότητα του mRNA παραµένει σταθερή Η λειτουργία των miRNA στα φυτά διαφοροποιείται σε ορισµένες περιπτώσεις από αυτή που ισχύει για τους ζωικούς οργανισµούς. (Εικόνα 6) Ενώ και στα φυτά τα miRNA εκφράζονται από το γένωµα και ακο​λουθούν τα ίδια βασικά µονοπάτια βιογένεσης µε αυτά των ζώων, δεν λειτουργούν πάντα µε τον ίδιο τρόπο. Τα µέχρις σήµερα γνωστά φυτικά miRNA φαίνεται ότι ελέγχουν τη γονιδιακή έκφραση µε ένα τρόπο πολύ όµοιο µε αυτόν των siRNA. Συγκεκριµένα οι θέσεις αναγνώρι​σης των φυτικών miRNA βρίσκονται συνήθως στην κωδική περιοχή του mRNA στόχου στην οποία προσδένονται µε πλήρη ή µε σηµαντικά µεγάλη συµπληρωµατικότητα. Η ισχυρή πρόσδεση του miRNA στο στόχο του οδηγεί στην αποικοδόµηση του RNA όπως γίνεται και στην περίπτωση των siRNA Ένα µεγάλο µέρος της έρευνας για την λειτουργία των miRNA έχει αναλωθεί στην ανάπτυξη υπολογιστικών και πειραµατικών µεθόδων µε σκοπό να χαρα​κτηριστούν ποια γονίδια ελέγχονται από miRNA. Η ανάπτυξη αλγορίθµων που ανιχνεύουν τις 3΄ περιοχές των γονιδίων ολόκληρων γονιδιωµάτων οδήγησαν στην δηµιουργία λιστών γονιδίων που πιθανότατα ελέγχονται από ένα miRNA Κάποια από τα ζευγάρια mRNA:miRNA έχουν επιβεβαιωθεί και πειραµατικά [3]
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Εικόνα 6 Λειτουργίες του miRNA.[8]

Αν και η πρώτη παρατήρηση σχετικά με την ύπαρξη και τον ρόλο των miRNa έγινε πριν από 10 περίπου χρόνια, από επιστήμονες οι οποίοι εργάζονταν με τον γεωσκώληκα Caenorhabditis elegans, χρειάστηκε να περάσει πολύς καιρός για να πειστεί η επιστημονική κοινότητα για την ευρύτερη παρουσία τους σε άλλους οργανισμούς. Σήμερα έχει διαπιστωθεί η παρουσία τους στο φυτό Arabidopsis thaliana, (Εικόνα7) στη μύγα του ξιδιού Drosophila melanogaster, αλλά και στους ανθρώπους. [1]
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Εικόνα 7. Τα υγιή φυτά (arabidopsis) στα αριστερά έχουν αναπτυχθεί κανονικά ενώ τα φυτά στα δεξιά έχουν μια μετάλλαξη ώστε να λείπει ένα σημαντικό miRNA. [6]

Όλα δείχνουν πως για το κύτταρο, τα miRNA είναι μόρια κλειδιά στη ρύθμιση της πα​ραγωγής πρωτεϊνών. Για τους επιστήμονες όμως είναι και ένα καλό εργαλείο μελέτης και επέμβασης στα βιολογικά συστήματα με στόχο την κατανόησή τους αλλά και την αντιμετώ​πιση των ασθενειών. Τον περασμένο μήνα αμερικανοί ερευνητές μπόρεσαν να μελετήσουν τον ρόλο των πρωτεϊνών που κωδικοποιούνται από συγκεκριμένα γονίδια του C. elegans ει​σάγοντας στο μικρό αυτό πειραματόζωο συνθετικά μικρά δίκλωνα RNA τα οποία, όπως και τα miRNA, διέκοψαν την πρωτεϊνοσύνθεση. Με άλλα λόγια, οι αμερικανοί επιστήμονες με​λέτησαν τι συνέβαινε στο πειραματόζωο όταν η σύνθεση κάποιας πρωτεΐνης διακοπτόταν. Με τον τρόπο αυτό οι ερευνητές μπόρεσαν να εντοπίσουν 400 γονίδια τα οποία εμπλέκονται στην παραγωγή και αποθήκευση λίπους. Καθώς 200 από αυτά τα γονίδια έχουν ανάλογό τους στον άνθρωπο, από τα ευρήματά τους ελπίζουν να αναπτύξουν φάρμακα για την παχυσαρκία η οποία εξελίσσεται στη μάστιγα του 21ου αιώνα. Επίσης εφαρμόζοντας την ίδια τεχνική, η οποία ονομάζεται RNA interference (παρέμβαση από το RNA), δύο διαφορετικές ερευνητι​κές ομάδες πέτυχαν να αναστείλουν τη σύνθεση βασικών πρωτεϊνών του ιού HIV, ο οποίος προκαλεί το σύνδρομο της επίκτητης ανοσολογικής ανεπάρκειας στους ανθρώπους (AIDS). Η αναστολή της σύνθεσης αυτών των πρωτεϊνών του ιού μείωσε κατά 50% τη δυνατότητά του να αναπαράγεται στα κύτταρα που χρησιμοποιήθηκαν για τον πειραματισμό, γεγονός που κάνει τους επιστήμονες αισιόδοξους για τις θεραπευτικές δυνατότητες της τεχνικής. [1]

Μια πρόσφατη μελέτη καταδεικνύει το ρόλο των miRNAs στη ρύθμιση του μυικού παγκρεατικού ενδοκρινούς ιστού Ένα νέο miRNA, το "miR-375",ειδικό για τα παγκρεατικά κύτταρα νησίδες, καταστέλλει την έκφραση της myotrophin (Mtpn), μιας πρωτεϊνης που πε​ριλαμβάνεται στο ακραίο στάδιο της έκκρισης ινσουλίνης στα παγκρεατικά βήτα κύτταρα. Η υπερέκφραση miR375 επηρεάζει την απόκριση των βήτα κυττάρων στη γλυκόζη με την κα​ταστολή της έκκρισης ινσουλίνης και η παρεμπόδισή της ενισχύει την έκκριση ινσουλίνης (Εικόνα 8). Τέτοια πρόϊμη-κατάσταση ελέγχου της έκκρισης ινσουλίνης είναι πιθανό να είναι ένας ασφαλής μηχανισμός για να εξασφαλίσει normoglycemia.[9]
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Εικόνα 8. Μεταφραστική καταστολή της myotrophin από miR-375.[9]

Μελλοντικές προοπτικές

Μπορεί το microRNA να βάλει φρένο στον καρκίνο;

Μια μελέτη του 2005 στο περιοδικό Nature διαπίστωσε ότι η μέτρηση των επιπέδων των ακριβώς 217 microRNAs θα μπορούσε να παραγάγει σαφέστερες γενετικές υπογραφές για τους όγκους από 16.000 ελέγχους για το mRNA. Ενθαρρυνμένοι από αυτά τα αποτελέ​σματα, οι Slack και Weidhaas ελπίζουν μέσα σε δύο έτη να τελειοποιηθεί μια microRΝΑ-βασισμένη συσκευή διαλογής που θα μπορούσε να βοηθήσει να προσαρμόσει τις θεραπείες καρκίνου στους τύπους όγκων των ασθενών, και είναι στα αρχικά στάδια της δοκιμής μιας εισπνευστικής θεραπείας let-7 για να χαλιναγωγήσουν την ανεξέλεγκτη αύξηση κυττάρων του καρκίνου πνευμόνων. [10]

Ένα βρετανικό και ένα ολλανδικό ινστιτούτο αποφάσισαν να επενδύσουν 500.000 στερλίνες σε ένα πρόγραμμα το οποίο στοχεύει στο να απόκαλύψει τον ρόλο 800 γονιδίων που σχετίζονται με τον καρκίνο χρησιμοποιώντας την τεχνική RNA interference (παρέμβαση από το RNA). Εκτιμάται ότι η επαναστατική αυτή τεχνική θα παράσχει στους επιστήμονες τη δυνατότητα να «βγάλουν νόημα» από την πληροφορία που συγκεντρώθηκε από την αποκω​δικοποίηση του ανθρωπίνου γονιδιώματος. Οι ερευνητές ελπίζουν να χρησιμοποιήσουν αργό​τερα την τεχνική σε όλα τα 35.000 ανθρώπινα γονίδια, προσπάθεια που υπολογίζεται ότι θα κοστίσει περί τα 3 εκατ. στερλίνες.[1]

Η µελέτη ρύθµισης της µετάφρασης µετά την ανακάλυψη των miRNA µπαίνει σε µία νέα εποχή. Ο ρόλος της 3’ UTR στον έλεγχο της µετάφρασης ενός mRNA ήταν γνωστός πολύ πριν την ανακάλυψη των miRNA αλλά πλέον µε τα νέα δεδοµένα είναι πολύ πιθανό να αναθεωρηθούν πολλές βασικές έως σήµερα αρχές. Εκπλήξη παρουσιάζει και το γεγονός ότι µέχρι πολύ πρόσφατα αγνοούσαµε την ύπαρξη τους, δεδοµένου ότι έχουν ανακαλυφθεί σε φυτικούς και ζωικούς οργανισµούς ενώ πολύ πρόσφατα ανακαλύφθηκε ότι και κάποιοι ιοί κωδικοποιούν miRNA µε σκοπό να ελέγχουν την έκφραση ιϊκών και ενδοκυτταρικών mRNA (Pfeffer et al., 2004). Ενδεικτικά αναφέρουµε ότι βάσει των καταχωρίσεων στην βάση δεδοµένων RNAfam έχουν βρεθεί 78 miRNA στη δροσόφιλα, 116 στον καινοραβδίτη, 43 στην Arabidopsis και 191 στον άνθρωπο.[11]

Μικρά παρεµβαλλόµενα RNA (short interfering RNA, siRNA)

Πως ανακαλύφθηκαν

Στις αρχές της δεκαετίας του ’90 όταν η γενετική τροποποίηση των φυτών ήταν δυνατή µια οµάδα ερευνητών αποφάσισε να κατασκευάσει διαγονιδιακά φυτά που θα υπερεκφρά​ζουν το γονίδιο της χαλκοσυνθάσης Α. Υποθέτανε ότι υπερέκφραση του γονίδιου της χαλκο​συνθάσης στην πετούνια, θα οδηγούσε στην δηµιουργία φυτών που θα φέρανε άνθη µε εντο​νότερο µοβ χρώµα από αυτό των φυτών αγρίου τύπου. Προς µεγάλη τους έκπληξη τα άνθη των διαγονιδιακών φυτών ήταν λευκά ή εµφάνισαν µωσαϊκό λευκών και ερυθρών χρωµάτων Τα παραπάνω αποτελέσµατα οδήγησαν στη διατύπωση της θεωρίας της «συγκαταστολής» (co-suppression) σύµφωνα µε την οποία όταν στο γένωµα συναντώνται οµόλογα (δια)γονίδια αυτά αλληλοκαταστέλλονται. Φαινότυποι συγκαταστολής του γονιδίου της χαλκοσυνθάσης σε άνθη πετούνιας. Το φαινόµενο της συγκαταστολής έχει µετα-µεταγραφική ρύθµιση Τα φυτά που φέρουν ως διαγονίδια κωδικές περιοχές του γενώµατος ιών παρουσιάζουν ανθεκτι​κότητα στο συγκεκριµένο ιό Η «ανθεκτικότητα προερχόµενη από το παθογόνο» βασιζόταν στην οµολογία µεταξύ του διαγονιδίου και του ιού Η ανθεκτικότητα του διαγονιδιακού φυ​τού στο παθογόνο οφείλονταν στην αδυναµία του παθογόνου να πολλαπλασιαστεί µέσα στον ξενιστή. Αρχικά είχε προταθεί ότι η καταστολή του πολλαπλασιασµού του ιού, γίνεται λόγω αλληλεπίδρασης του προϊόντος (πρωτεΐνης) του διαγονιδίου που φέρει ο ξενιστής, το οποίο κατά κάποιο τρόπο παρεµβαίνει στον πολλαπλασιασµό του παθογόνου Πέντε χρόνια αργό​τερα ο Lindbo παρατήρησε ότι µπορούσε να επάγει PDS σε διαγονιδιακά φυτά που φέρανε διαγονίδια οµόλογα µε την 5’ µη µεταφραζόµενη περιοχή ενός ιού. Ενώ είχε ήδη δειχθεί ότι δεν ήταν απαραίτητο η πρωτεΐνη που παράγονταν να είναι λειτουργική Συνεπώς ανακάλυψαν ότι για να επαχθεί η PDS δεν ήταν απαραίτητο το διαγονίδιο να κωδικοποιεί και να µπορεί να µεταφράζει µια πρωτεΐνη του ιού. Η ίδια οµάδα πρότεινε ότι η αλληλεπίδραση µεταξύ του διαγονιδίου του ξενιστή και του παθογόνου γίνεται στο επίπεδο των µεταγράφων. Το µοντέλο το οποίο πρότειναν ήταν ότι η υψηλή συγκέντρωση των µεταγράφων του διαγονι​δίου, ανιχνεύεται από το κύτταρο το οποίο ενεργοποιείται και αποικοδοµεί όλα τα οµόλογα µόρια RNA, συµπεριλαµβανοµένων και του ιού Πολύ σύντοµα απεδείχθη µε δοκιµές «run-off» ότι τα επίπεδα της µεταγραφής του διαγονιδίου παραµένουν σταθερά είτε τα φυτά είναι µολυσµένα µε το αντίστοιχο ιό είτε όχι Αποδεικνύοντας ότι τα επίπεδα µεταγραφής του δια​γονιδίου παραµένουν σταθερά, και δεν επηρεάζονται από την παρουσία του ιού, η οµάδα του Dougherty έδειξε ουσιαστικά ότι η καταστολή µπορεί να γίνει σε µετα-µεταγραφικό επίπεδο. Τα πειράµατα µε τη διαγονιδιακή πετούνια έδειξαν µε εντυπωσιακό τρόπο αυτό που ήταν ήδη γνωστό, ότι ένα σηµαντικό ποσοστό των διαγονιδιακών σειρών δεν εκφράζουν τα διαγο​νίδια λόγω επιγενετικών φαινοµένων γονιδιακής σίγησης. Το ιδιαίτερο χαρακτηριστικό αυ​τού του τύπου γονιδιακής σίγησης, είναι ότι συµβαίνει µεταξύ (δια)γονιδίων που έχουν σηµαντικό ποσοστό οµολογίας. Αρχικά είχε θεωρηθεί ότι όλα τα επιγενετικά φαινόµενα σί​γησης αφορούν κυρίως αλλαγές στη δοµή του DNA µέσω µεθυλίωσης στο επίπεδο του υπο​κινητή του (δια)γονιδίου, ή επειδή το διαγονίδιο ενσωµατωνόταν σε ετεροχρωµατική περι​οχή, το φαινόµενο αυτό ήταν γνωστό ως «µεταγραφική γονιδιακή σίγηση» (Transcriptional Gene Silencing, TGS). Τα πειράµατα της οµάδας των Dougherty έδειξαν ότι υπάρχει και η «µετα-µεταγραφική γονιδιακή σίγηση» (Post-Transcriptional Gene Silencing, PTGS). Το βα​σικό κοινό χαρακτηριστικό των δύο µηχανισµών γονιδιακής σίγησης είναι ότι πρέπει να υπάρχει σηµαντικό ποσοστό οµολογίας µεταξύ των (δια)γονιδίων που καταστέλλονται Τι επάγει το φαινόµενο της PTGS; Η παρατήρηση ότι υπάρχει γονιδιακή σίγηση σε µετα-µεταγραφικό επίπεδο προκάλεσε µεγάλη έκπληξη και σύγχυση την εποχή που ανακαλύφ​θηκε. Η γονιδιακή σίγηση στο επίπεδο της µεταγραφής ήταν κατανοητή, γιατί επιγενετικές αλλαγές όπως η µεθυλίωση ή η συµπύκνωση της χρωµατίνης παρεµποδίζουν τη µεταγραφή και συνεπώς την έκφραση του γονιδίου. Η µετα- µεταγραφική σίγηση παρουσίαζε ένα παρά​δοξο, το γονίδιο βρισκόταν σε σίγηση ενώ ήταν µεταγραφικά ενεργό. Γεννήθηκε συνεπώς το ερώτηµα του πώς λειτουργεί αυτός ο µηχανισµός. Τα διαγονίδια και ο ρόλος των διαγονιδια​κών RNA στην επαγωγή της PTGS Ήταν γνωστό ότι η παρουσία ενός διαγονιδίου που έχει οµολογία µε ένα ενδογενές γονίδιο είναι ικανό να επάγει την PTGS αλλά όχι σε όλες τις πε​ριπτώσεις. Μόνο ένα ποσοστό των διαγονιδιακών φυτών παρουσιάζει PTGS, συνεπώς τα διαγονίδια που µπορούν να επάγουν το φαινόµενο πρέπει να έχουν κάποιο ιδιαίτερο χαρα​κτηριστικό. Όπως έχει ήδη αναφερθεί, τα διαγονίδια δεν είναι απαραίτητο να κωδικοποιούν κάποια πρωτεΐνη για να επάγουν PTGS, γεγονός που δείχνει ότι το φαινόµενο πιθανότατα βασίζεται σε αλληλεπιδράσεις του DNA ή του RNA. Η ποσότητα του DNA ή του RNA φαί​νεται να παίζει κάποιο ρόλο αφού τα διαγονιδιακά φυτά που είναι οµόζυγα για το διαγονίδιο εµφανίζουν µεγαλύτερα ποσοστά σίγησης Αργότερα διαφάνηκε ότι αυτό που παίζει σηµαντικότερο ρόλο δεν είναι η οµοζυγωτία αλλά ο αριθµός των διαγονιδίων. Επίσης καλύ​τερα ποσοστά PTGS παρουσιάζουν τα διαγονιδιακά φυτά που το διαγονίδιο ελέγχεται από ισχυρούς υποκινητές ή που το RNA έχει µεγαλύτερο χρόνο ηµιζωής Το πρώτο µοντέλο που διατυπώθηκε συσχέτιζε τα επίπεδα της συγκέντρωσης των RNA µε την επαγωγή της PTGS (Threshold model). Η αρχική υπόθεση ήταν ότι εξαιτίας της µεγάλης ποσότητας ενός συγκεκριµένου RNA στο κυτταρόπλασµα το κύτταρο επάγει την PTGS, µε σκοπό την αποικοδόµηση των συσσωρευµένων µορίων RNA. Το µοντέλο αυτό βασίστηκε στο γεγονός ότι υπήρχε σχεδόν άµεση σχέση της επαγωγής της PTGS και της ισχύος του υποκινητή του διαγονιδίου. Αλλαγές που επηρέαζαν τη µεταγραφή των γονιδίων επηρέαζαν αντιστοίχως και τα ποσοστά επαγωγής της PTGS Επιπλέον το µοντέλο υποστηρίχθηκε και από το γεγονός ότι για να επαχθεί η ανθεκτικότητα των φυτών στους ιούς ήταν απαραίτητη η παρουσία του ιού στα φυτά. Σε αυτή την περίπτωση εξαιτίας του πολλαπλασιασµού του ιού αυξάνονταν γενική η συγκέντρωση των συγκεκριµένων RNA και επαγόταν η PTGS Παρόλο που πολλές παρα​τηρήσεις συνηγορούσαν στη θεωρία ότι τα επίπεδα του RNA παίζουν σηµαντικό ρόλο στην επαγωγή της PTGS το µοντέλο δεν εξηγούσε ορισµένες περιπτώσεις όπου η επαγωγή δεν σχετιζόταν άµεσα µε υψηλά επίπεδα µεταγραφής. Σε πολλές περιπτώσεις η επαγωγή της PTGS οφείλονταν στην διάταξη των διαγονιδίων. Πολλαπλά διαγονίδια που διατάσσονταν το ένα δίπλα στο άλλο µε την ίδια φορά ή πιο συχνά σε αντιπαράλληλη φορά παρουσίαζαν συ​νήθως µεγαλύτερα ποσοστά επαγωγής της PTGS. Η συσχέτιση της τοποθέτησης των διαγο​νιδίων στο γένωµα και το γεγονός ότι τα ποσοστά της µεταγραφής δεν φαίνεται να είναι η κύρια αιτία επαγωγής της PTGS, οδήγησαν στην διατύπωση του µοντέλου του «έκτροπου RNA» (aberrant RNA, abRNA). Η ιδέα του abRNA βασίζεται στη δοµή του RNA και όχι στη συγκέντρωση του. Ουσιαστικά το µοντέλο προτείνει ότι κατά τη διαδικασία της µεταγραφής, µόρια RNA µε συγκεκριµένη δοµή, παράγονται και αναγνωρίζονται από το κύτταρο, το οποίο επάγει τη PTGS. Το πώς παράγονται τα abRNA και τι δοµή έχουν δεν έχει διευκρινισθεί ακόµα και σήµερα.[12]

Αν το dsRNA επάγει την PTGS/RNAi γιατί δεν ανιχνεύουµε την αντικωδική αλυσίδα του RNA (asRNA); Μήπως γιατί έχει πολύ µικρό µέγεθος; Την παραπάνω υπόθεση αποφά​σισαν να ερευνήσουν οι Hamilton και Baulcombe, και τα αποτελέσµατα που πήραν αποτέλε​σαν τον τρίτο και σηµαντικότερο σταθµό στη ερεύνα της PTGS/RNAi. Αποµόνωσαν εκχυλίσµατα RNA από φυτά στα είχε επαχθεί η PTGS/RNAi µε την παρουσία ενός διαγονι​δίου οµόλογου για ένα ενδογενές γονίδιο ή µε VIGS. Από την ανάλυση των δειγµάτων ανα​κάλυψαν µία οµάδα µικρών µορίων RNA τα οποία σχετίζονταν µε την PTGS. Ειδικότερα σε φυτά όπου είχε επαχθεί η PTGS, άσχετα µε πιο τρόπο έχει γίνει, ανιχνεύανε µία συγκεκριµένη οµάδα µορίων RNA µεγέθους περίπου 21-22 νουκλεοτιδίων. Τα µικρά αυτά RNA ανιχνεύονταν αποκλειστικά στα δείγµατα που προέκυπταν από φυτά που παρουσίαζαν σίγηση. Σε κάθε δείγµα όπου ανιχνεύανε τα µικρά RNA µπορούσαν να ανιχνεύσουν την κω​δική και την αντικωδική αλυσίδα ενώ δεν µπορούσαν να ανιχνεύσουν το mRNA του γονιδίου που στοχεύανε. Στα δείγµατα όπου δεν παρουσιάζανε PTGS δεν ανιχνεύανε µικρά RNA ενώ το mRNA του γονιδίου ήταν ακέραιο. Τα µικρά RNA ή µικρά παρεµβαλλόµενα RNA (short interfering RNA, siRNA) όπως ονοµάστηκαν αργότερα, ανιχνεύονται σε όλους τους οργανισµούς όπου επάγεται η PTGS/RNAi και αποτελούν πλέον το µοριακό δείκτη της επα​γωγής του φαινοµένου.[12]

Η δοµή των siRNA

Τα siRNA είναι δίκλωνα και το µέγεθος τους κυµαίνεται από 21-25 περίπου νουκλεο​τίδια. Η ακριβής δοµή των siRNA διευκρινίστηκε πλήρως όταν ανακαλύφθηκε στη ∆ροσόφιλα η πρωτεΐνη που είναι υπεύθυνη για την παραγωγή τους. Η πρωτεΐνη Dicer, όπως ονοµάστηκε εξαιτίας της ικανότητας της να πέπτει dsRNA σε καθορισµένα κοµµάτια, αποµονώθηκε από κυτταρικά εκχυλίσµατα εµβρύων ∆ροσόφιλας H πρωτεΐνη Dicer φέρει δύο περιοχές οµόλογες µε την RNaseΙΙΙ των βακτηρίων, µία περιοχή ελικάσης, µία πρόσδε​σης και αναγνώρισης dsRNA, και συνήθως µία περιοχή πρόσδεσης RNA, την Paz. Η οµολογία των δύο περιοχών της µε τις νουκλεάσες RNaseΙΙΙ των βακτηρίων αποτέλεσε και το κλειδί στο τι δοµή µπορεί να έχουν τα siRNA. Οι ριβονουκλεάσες τύπου ΙΙΙ αναγνωρίζουν και πέπτουν dsRNA σε κοµµάτια µεγέθους 17-25 νουκλεοτιδίων Ένα τυπικό προϊόν πέψης dsRNA από µία RNase τύπου ΙΙΙ χαρακτηρίζεται από τα άκρα του τα οποία έχουν στο 5’ άκρο µία φωσφορική οµάδα και δύο προεξέχοντα νουκλεοτίδια στο 3΄άκρο. Τη χαρακτηρι​στική αυτή δοµή έχουν και τα siRNA όπως αποδείχθηκε µε πειράµατα σε κυτταρικά εκχυλίσµατα εµβρύων ∆ροσόφιλας .[12]

O λειτουργικός ρόλος των siRNA

Ενώ τα siRNA θα µπορούσαν να θεωρηθούν ως το τελικό προϊόν της PTGS/RNAi δι​αφάνηκε πολύ σύντοµα ότι έχουν και σηµαντικό λειτουργικό ρόλο. Τα siRNA φαίνεται να είναι το µόριο κλειδί που καθορίζει την εξειδίκευση του συστήµατος.(Εικόνα 9) [12]
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Εικόνα 9. Μηχανισμός δράσης της RNAi[13]

Τα siRNA µπορούν να επάγουν PTGS/RNAi

Έχει δειχθεί πολλές φορές ότι µεταφορά siRNA σε ολόκληρο οργανισµό ή κυτταρική σειρά µπορεί να επάγει πολύ αποτελεσµατικά την αποικοδόµηση συγκεκριµένων µορίων στόχων Το µονοπάτι της PTGS/RNAi µπορεί να διαχωριστεί σε τέσσερα χαρακτηριστικά λειτουργικά στάδια Το πρώτο στάδιο απαιτεί την κατανάλωση ATP και είναι ανεξάρτητο από τη αλληλουχία των µορίων RNA που συµµετέχουν. Αυτό είναι το στάδιο πέψης του dsRNA σε siRNA. Στο δεύτερο στάδιο τα siRNA χωρίς την απαίτηση για ATP φορτώνονται σε ένα σύµπλοκο πρωτεϊνών γνωστό ως RISC (RNA-Induced Silencing Complex). Στο επόµενο στάδιο µε την κατανάλωση ενέργειας και µε την βοήθεια µιας ελικάσης διαχωρίζονται οι δύο αλυσίδες των siRNA. Το τέταρτο και τελευταίο στάδιο είναι το στάδιο όπου το σύµπλοκο RISC χρησιµοποιώντας την αλυσίδα των siRNA ως οδηγό αναγνωρίζει και πέπτει τα RNA στόχους. Το σύµπλοκο RISC φαίνεται να παίζει κυρίαρχο ρόλο στην διαδικασία της PTGS/RNAi. Παρόλο που γνωρίζουµε κάποιες από τις ενεργότητες του συµπλόκου, δεν έχουν χαρακτηριστεί πλήρως οι πρωτεΐνες όπου συµµετέχουν Γενικά γνωρίζουµε ότι η RISC ενεργοποιείται µόνο όταν προσδεθούν τα siRNΑ Μια από τις πρωτεΐνες του συµπλέγµατος πρέπει να έχει δράση RNA ελικάσης για να αποδεσµεύεται η µία από τις δύο αλυσίδες των siRNA (Εικόνα 10)Τέλος, έχει αποδειχθεί ότι το σύµπλοκο φέρει και ενεργότητα RNase η οποία είναι απαραίτητη και την πέψη των µορίων RNA που αναγνωρίζονται. [12]
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Εικόνα 10 Μηχανισμός siRNA σίγασης.[14]

siRNA και µεταγραφική γονιδιακή σίγηση 

(TGS) Πριν µελετηθεί διεξοδικά η PTGS, γνωρίζαµε ότι γονιδιακή σίγηση µεταξύ οµόλογων γονιδίων σε µεταγραφικό επίπεδο µπορεί να έχουµε µε την µεθυλίωση των υποκι​νητών τους. Η«µεταγραφική γονιδιακή σίγηση» (Transcriptional Gene Silencing, TGS) και αργότερα η PTGS/RNAi είναι δύο µηχανισµοί του φαινοµένου της συγκαταστολής ή καλύ​τερα της «γονιδιακής σίγησης βασιζόµενη στην οµολογία» των γονιδίων Το βασικό κοινό χαρακτηριστικό των δύο µηχανισµών HDGS είναι ότι πρέπει να υπάρχει σηµαντικό ποσοστό οµολογίας µεταξύ των γονιδίων που µπαίνουν σε κατάσταση σίγησης. Επίσης προκειµένου να εδραιωθεί η σίγηση και στις δύο περιπτώσεις ακολουθεί µεθυλίωση των περιοχών των γονιδίων. Στην περίπτωση της TGS η σίγηση γίνεται κυρίως µε µεθυλίωση του υποκινητή. Η PTGS/RNAi όπως γνωρίζουµε εξελίσσεται σε µετα-µεταγραφικό επίπεδο και έχει παροδικό χαρακτήρα δηλαδή σε κάθε νέα κυτταρική γενιά επαναπροσδιορίζεται. Το φαινόµενο της TGS λόγω της µεθυλίωσης είναι σταθερό και είναι ένα χαρακτηριστικό που κληρονοµείται στα νέα κύτταρα. Πρόσφατα παρατηρήθηκαν φαινόµενα µεθυλίωσης της κωδικής περιοχής των γονιδίων που είχαν υποστεί σίγηση σε µετα-µεταγραφικό επίπεδο Ενώ ήταν τεχνικά εύ​κολο να αποδειχθούν τα φαινόµενα της µεθυλίωσης στο επίπεδο του DNA και για τους δύο µηχανισµούς, αυτό που δεν µπορούσε να κατανοηθεί ήταν το πώς εξασφαλιζόταν ότι µόνο τα οµόλογα (δια)γονίδια θα µεθυλιωθούν. Το ερώτηµα απαντήθηκε µε την ανακάλυψη των siRNA. Τα siRNA φαίνεται ότι είναι ο οδηγός µε τον οποίο καθοδηγούνται οι µηχανισµοί µεθυλίωσης του πυρήνα για το ποιες περιοχές πρέπει να µεθυλιωθούν. Οι συσχέτιση των siRNA µε την µεθυλίωση έχει αποδειχθεί µε την κατασκευή διαγονιδιακών φυτών που φέ​ρουν συστήµατα διαγονιδίων. Το ένα διαγονίδιο µεταγράφεται σε RNA µε δοµή φουρκέτας, το οποίο έχει αλληλουχία οµόλογη µε τον υποκινητή ενός δεύτερου διαγονιδίου που βρίσκε​ται στο ίδιο φυτό Τα RNA µε τη δίκλωνη δοµή τους επάγουν PTGS/RNAi γεγονός που απο​δεικνύεται από την παρουσία των οµολόγων siRNA. Η επαγωγή της PTGS/RNAi σχετίζεται άµεσα µε το φαινόµενο της µεταγραφικής σίγησης που παρατηρείται για το δεύτερο διαγονί​διο. Απάντηση στο ερώτηµα για το πώς στοχεύονται από τα siRNA περιοχές των γονιδίων που δεν µεταγράφονται, όπως οι υποκινητές, δεν µπορεί να δοθεί µε σιγουριά. Το µοντέλο που προτείνεται είναι ότι αρχικά η µεθυλίωση ξεκινά στην κωδική περιοχή του γονιδίου που υπόκεινται σε PTGS. Τελικά από γενιά σε γενιά κυττάρων η µεθυλίωση εξαπλώνεται προς τηνπεριοχή του υποκινητή µετατρέποντας ουσιαστικά τη PTGS σε TGS Τα περισσότερα ερωτήµατα και σε αυτή τη περίπτωση παραµένουν ανοιχτά. Όπως ανοιχτό είναι και το ερώτηµα του τι επάγει τελικά την PTGS/RNAi. Το γεγονός ότι το dsRNA και τα siRNA µπορούν να επάγουν τη PTGS/RNAi, µπορούν να µας οδηγήσουν στο σχεδιασµό ορισµένων µοντέλων που περιγράφουν το µονοπάτι. Επειδή όµως το dsRNA και τα siRNA φαίνεται να παίζουν ρόλο στα ενδιάµεσα στάδια το ερώτηµα παραµένει, πιο είναι το εναρκτήριο σήµα; Όσοι υποστηρίζουν το µοντέλο του έκτροπου RNA (abRNA) θεωρούν ότι η µεθυλίωση στην κωδική περιοχή ενός γονιδίου οδηγεί στην µεταγραφή abRNA τα οποία επάγουν την PTGS. Μετά την επαγωγή το φαινόµενο ενισχύεται µε επιπλέον µεθυλίωση όσο αφορά το πυρηνικό κοµµάτι. Το µοντέλο αυτό όµως δεν απαντά το ερώτηµα για το τι γίνεται σε οργανισµούς όπως τη ∆ροσόφιλα ή τον καινοραβδίτη οπού δεν διαθέτουν µηχανισµούς µεθυλίωσης του DNA τους αλλά επάγουν κατά πολύ οµόλογο τρόπο µε τα φυτά PTGS/RNAi. [12]

siRNA και διασυστηµατική µεταφορά

Σηµαντικός ρόλος, αν και πάλι όχι πλήρως ξεκάθαρος, προσδίδεται στα siRNA όσον αφορά τη διασυστηµατική µεταφορά της PTGS/RNAi. Τα siRNA εµπλέκονται µε τη διασυστηµατική µεταφορά της PTGS/RNAi µε δύο τρόπους είτε να µεταφέρονται τα ίδια, είτε να συµµετέχουν στην ενίσχυση του διασυστηµατικού σήµατος. Όπως σε όλες τις περι​πτώσεις που αφορούν αυτό το µονοπάτι έτσι και σε αυτή υπάρχουν ενδείξεις που υποστηρί​ζουν και τις δύο πιθανότητες. Η διασυστηµατική µεταφορά της PTGS/RNAi έχει αποδειχθεί για τον καινοραβδίτη και τα φυτά, αλλά έχει µελετηθεί εκτενώς στα φυτά Σύµφωνα µε το µοντέλο µία οµάδα κυττάρων στα οποία έχει επαχθεί η PTGS/RNAi παράγουν ένα σήµα το οποίο µε κάποιο τρόπο µεταφέρεται µέσα στον οργανισµό και επάγει σίγηση στα νέα κύτ​ταρα. Το σύστηµα της διασυστηµατικής µεταφοράς έχει απόλυτη εξειδίκευση για το RNA που στοχεύεται και µόνο αυτό τελικά αποικοδοµείται. Εξαιτίας της εξειδίκευσης του συστήµατος υποθέτουµε ότι το διασυστηµατικό σήµα είναι νουκλεϊκό οξύ και κατά πάσα πιθανότητα είναι RNA. Είναι όµως τα siRNA; Μέχρι τώρα έχουµε δει τα siRNA να καθοδη​γούν την RISC για την αναγνώριση των RNA που πρέπει να αποικοδοµηθούν, ενώ παράλ​ληλα καθορίζουν και στο επίπεδο του DNA ποιες περιοχές θα µεθυλιωθούν. Πειράµατα εµβολιάσµατος φυτών που εκφράζουν ιικές πρωτεΐνες που δεσµεύουν τα siRNA, δείχνουν ότι όταν στο υποκείµενο δεσµευτούν τα siRNA στις ιικές πρωτεΐνες το σήµα που επάγει τη PTGS στο εµβόλιο εξακολουθεί να λειτουργεί Οι παραπάνω παρατηρήσεις δείχνουν ότι κατά πάσα πιθανότητα τα siRNA δεν αποτελούν το διασυστηµατικό σήµα. Τα siRNA στα φυτά εµφανίζονται σε δύο οµάδες, η πρώτη περιλαµβάνει τα «κοντά» siRNA που έχουν µέγεθος 21-22 νουκλεοτίδια και η δεύτερη τα «µακριά» siRNA µε µέγεθος 24-26 νουκλεοτίδια. Οι δύο οµάδες siRNA φαίνεται ότι έχουν σαφή λειτουργικό διαχωρισµό Η οµάδα των «κοντών» siRNA σχετίζεται µε την αναγνώριση και την αποικοδόµηση των µορίων στόχων, ενώ τα «µακριά» siRNA σχετίζονται µε τη διασυστηµατική µεταφορά. Αφού είναι γνωστό ότι τα «κοντά» siRNA δεν είναι το διασυστηµατικό σήµα θα µπορούσε να είναι τα «µακριά» siRNA; Η οµάδα του Zamore που σχετίζει τα «µακριά» siRNA µε την ενεργοποίηση του ενζύµου RdRp (RNA dependent RNA polymerase) περιπλέκει τα πράγµατα Η RNA-εξαρτώµενη RNA πολυµεράση (RNA-dependent(directed)-RNA-polymerase, RdRp) είναι µία κυτταροπλασµατική πολυµεράση η οποία σχετίζεται µε τον πολλαπλασιασµό των φυτι​κών RNA ιών. Ενδογενείς οµόλογες πρωτεΐνες έχουν χαρακτηριστεί για την τοµάτα και το καινοραβδίτη Από ανάλυση σε µεταλλαγές της πρωτεΐνης δείχνουν ότι παίζει ρόλο στην επα​γωγή της PTGS/RNAi και για τους δύο οργανισµούς στους οποίους έχει χαρακτηριστεί. Ο ρόλος της RdRp δεν είναι απολύτως ξεκάθαρος, πιθανότατα σχετίζεται µε την παραγωγή του dsRNA. Ο Tang έδειξε ότι σε φυτικά εκχυλίσµατα, τα οποία µπορούν να επάγουν PTGS/RNAi και έχουν ενεργότητα RdRp, όταν εισαγάγανε µονόκλωνο RNA µπορούσαν να εντοπίσουν την de novo συντεθειµένη συµπληρωµατική αλυσίδα. Στις περιπτώσεις όπου η επαγωγή της PTGS στα φυτικά εκχυλίσµατα γινόταν µε την µεσολάβηση της RdRp, τότε τα siRNA που προέκυπταν άνηκαν στην οµάδα των «µακριών» siRNA Συνεπώς η παρατήρηση ότι τα «µακριά» siRNA σχετίζονται µε τη διασυστηµατική µεταφορά θα µπορούσε να σηµαίνει ότι: Όταν το σήµα εισέρχεται στα νέα κύτταρα, επάγεται η RdRp το πολλαπλασιά​ζει προκειµένου να ενισχυθεί. Μέρος του dsRNA που θα προκύψει δίνει κυρίως τα «µακριά» siRNA και κάποια «κοντά» siRNA. Τα «κοντά» siRNA µε την σειρά τους ενεργοποιούν την RISC. Πως θα µπορούσε εξάλλου να είναι το διασυστηµατικό σήµα αν δεν σχετίζονται µε την αποικοδόµηση των RNA και τη ενεργοποίηση του συµπλόκου της RISC; Τα siRNA έχει προταθεί ότι µπορεί να λειτουργούν ως εκκινητές για να καθοδηγούν την RdRp για το πιο RNA πρέπει να «µεταγράψει». Έχει παρατηρηθεί ότι είναι δυνατό να ανιχνευθούν siRNA που στοχεύουν περιοχές έξω από την περιοχή οµολογίας δύο (δια)γονιδίων. Το µοντέλο που έχει προταθεί είναι ότι η RdRp µεταγράφει το mRNA στόχο για την παραγωγή της αντικωδι​κής αλυσίδας και κατά συνέπεια του dsRNA. Για να εξασφαλιστεί ότι θα µεταγραφεί το σω​στό RNA πιθανολογείται ότι τα siRNA λειτουργούν ως εκκινητές. Έχει δειχθεί στη ∆ροσόφιλα στον καινοραβδίτη και στα φυτά ότι τα siRNA πιθανώς να µπορούν να παίξουν αυτό το ρόλο. [12]

Τα RNA interference (Εικόνα 11) σχετίζονται με φυσικές λειτουργίες καταστολής της γονιδιακής έκφρασης. Φυτά και μύκητες παρουσιάζουν τέτοιου τύπου RNA καταστολή (post transcriptional gene silencing), στην οποία δίκλωνο dsRNA παρεμποδίζει την έκφραση ενός γονιδίου. Μία “πρόχειρη” πηγή τέτοιου RNA στόχου μπορεί να είναι ένας πολλαπλασιαζόμε​νος ιός, και ο φυσικός μηχανισμός μπορεί να έχει εξελιχθεί σαν άμυνα εναντίον ιικών μολύν​σεων. Όταν ένας ιός μολύνει φυτικό κύτταρο, ο σχηματισμός του dsRNA προκαλεί την κα​ταστολή της έκφρασής του από το φυτικό γονιδίωμα. Το siRNA μπορεί να εξαπλωθεί σ’ όλο το φυτό συστηματικά, πιθανόν και μέσω της κίνησης του ίδιου του ιού. Έτσι μία RNA εξαρ​τώμενη RNAπολυμεράση μπορεί να χρησιμοποιεί το siRNA σαν εκμαγείο και να παράγει πολλαπλά αντίγραφά του που καταστέλλουν το RNA-στόχο.(Εικόνα 12)[15]
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Εικόνα 11. Επεμβατικό (interference) siRNA[16]
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Εικόνα 12. Στους ανθρώπους, ένα διαφορετικό μοντέλο έχει προταθεί με το οποίο μια Rna-εξαρτώμενη RNA πολυμεράση (RDRP) και μία ελικάση συνδυάζονται με το siRNA προκειμένου να καθοδηγήσει το συγκρότημα στο mRNA. Τα ξετυλιγμένα σκέλη του siRNA ενεργούν ως εκινητήρες για τη δημιουργία των συμπληρωματικών κλώνων μέσω της δρα​στηριότητας της RDRP. Νέο dsRNA δημιουργείται στη συνέχεια και δέχεται την επίθεση από το Dicer. Κατ' αυτό τον τρόπο περισσότερο siRNA παράγεται και η γονιδιακή σίγαση ενισχύεται.[17]
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Εικόνα 13.[18]

Μοντέλο για τα μοναπάτια της παρέμβασης RNA για την παρεμπόδιση παραγωγικής HIV-1 μόλυνσης. si RΝΑ-που κατευθύνεται στον προερχόμενο από ιό δέκτη mRNA εμποδί​ζει την είσοδο ιών μέσα στα κύτταρα στόχους (Βήμα 1) Η σίγαση του προ-ενσωματωμένου HIV-1 μπορεί να εμφανιστεί από p24 siRNA απευθύνοντας το RISC σύμπλεγμα άμεσα στο HIV-1 γονιδίωμα για να αποτρέψει την ενσωμάτωση (βήμα 2). Επιπλέον, η HIV-1 παραγωγή ιών απογόνων μπορεί να εμποδιστεί με το να κατασιγάσει ολόκληρη HIV-1 έκφραση γονι​δίων (mRNA ή genomic RNA) που εκφράζεται από ενσωματωμένο provirus (βήμα 3).(Εικόνα 13)[18]

Μελλοντικές προοπτικές

Πρόσφατα πειραµατικά δεδοµένα µαρτυρούν εποχική διαφοροποίηση στα επίπεδα των µικρών RNAs (ποιοτική και ποσοτική διαφοροποιήση όσον αφορά τις τάξεις µεγέθους 20 nt και 25 nt siRNAs) στο χυµό του φλοιώµατος σε διάφορα φυτά, τα οποία αποδίδονται πιθανό​τατα σε ανάλογες εποχικές διαφοροποιήσεις ως προς την ανάπτυξη και αντιική άµυνα των φυτών Έτσι µία άµεση µελλοντική προοπτική θα ήταν η αντίστοιχη σύγκριση των επιπέδων των µικρών RNAs (ποιοτικά και ποσοτικά πρότυπα-µοτίβα) κάτω από διαφορετικές συνθή​κες φωτισµού (ένταση ή/και ποιότητα φωτός), αποµονώνοντας όµως την επίδραση της θερµοκρασίας σε αντίθεση µε την παραπάνω έρευνα. Eπίσης, ο σχηµατισµός διαφορετικών τύπων µικρών RNAs από διαφορετικές οµόλογες Dicers στα φυτά (οι Dicer 1 και Dicer 3 είναι υπεύθυνες για την παραγωγή τάξης µεγέθους 21 nt και 24 nt siRNAs καθώς επίσης και οι διαφορετικές κινητικές ενεργότητας των αντίστοιχων ενζύµων παρουσία/απουσία ΑΤP (ΑΤP εξαρτώµενη Dicer1 και ΑΤP-ανεξάρτητη Dicer 3 µας υποχρεώνει να ελέγξουµε τα µετάγραφα και τις ενεργότητες αυτών των βασικών ενζύµων-κλειδιών του µηχανισµού στην πειραµατική µας δοµή. Επιπλέον, η εξάρτηση ενός µέλους της οικογένειας των Αργοναυτών από το φώς (ΑGO1), µας υποδεικνύει να σχεδιάσουµε ανάλογα πειράµατα για την Αgo1 κα​θώς θα ήταν ενδιαφέρον και η περίπτωση της RNA-εξαρτώµενης πολυµεράσης στην οποία αποδίδεται ο ρόλος του πολλαπλασιασµού και ενίσχυσης του σήµατος σίγησης.[19]

Τα τελευταία χρόνια και ενώ ένας µεγάλος αριθµός γονιδίων από πολλά είδη οργανισµών έχει αλληλουχηθεί, η περαιτέρω πρόκληση είναι η κατανόηση της λειτουργίας και τις αλληλεπίδρασης αυτών των γονιδίων. Η χρησιµοποίηση µεταλλαγών, µεταθετών στοιχείων και της τεχνολογίας του T-DNA αποτελούν σηµαντικά εργαλεία µελέτης γονιδίων. Ωστόσο, η εφαρµογή των παραπάνω µεθόδων είναι αρκετά αργή και επίπονη για την αποσα​φήνιση της λειτουργίας κάθε γονιδίου. Έχει υπολογιστεί ότι, µέσω της τεχνολογίας του T-DNA, χρειάζονται 350.000 γεγονότα µετασχηµατισµών προκειµένου να βρεθεί η λειτουργία ενός µοναδικού γονιδίου στην Arabidopsis µε πιθανότητα επιτυχίας 90% Οι νέες τεχνολογίες που φαίνεται να αναπτύσσονται στις µέρες µας, όπως είναι η RNAi στα θηλαστικά και η PTGS στα φυτά, υπόσχονται γρήγορη και ακριβή αντίληψη της λειτουργίας των γονιδίων Η εισαγωγή και η έκφραση στους φυτικούς οργανισµούς κατασκευών (hpRNA) που σχηµατίζουν δίκλωνες µορφές RNA (dsRNA), οδηγούν σε σίγηση γονιδίων, ανεξάρτητα αν η κατασκευή έχει στόχο ιϊκό γένωµα, διαγονίδιο ή ακόµη και ενδογονίδιο. Η σίγηση είναι αποτελεσµατική σε καθένα κύτταρο, όπου εκφράζεται η κατασκευή. Οι hpRNA κατασκευές, που φέρουν µία οποιαδήποτε αλληλουχία (αλληλουχία µεσολάβησης) µεταξύ των τµηµάτων που έχουν τοποθετηθεί σε αντίθετη κατεύθυνση (sense και antisense), έχουν αποδειχθεί απο​δοτικές αλλά περισσότερο σηµαντικές φαίνεται να είναι εκείνες που φέρουν ως αλληλουχία µεσολάβησης ιντρόνιο. Το µέγεθος των τµηµάτων, που σχηµατίζουν τη δίκλωνη µορφή RNA, µπορεί να κυµαίνεται από 400-880nt και στην περίπτωση που περιλαµβάνει 3’ ή 5’ µη µεταφραζόµενες αλληλουχίες του γονιδίου στόχου παρουσιάζει υψηλότερα ποσοστά σίγησης Η διευκρίνιση όλων των µονοπατιών και του τρόπου λειτουργίας του µηχανισµού της σίγη​σης υπόσχεται βελτίωση των ήδη αξιόλογων µεθόδων, που έχουν αναπτυχθεί, τόσο για τη διερεύνηση της λειτουργίας των γονιδιωµάτων όσο και για την εισαγωγή καινούργιων επιθυµητών γονιδίων σε διάφορους οργανισµούς. Οι παραπάνω παρατηρήσεις συνιστούν τη χρησιµοποίηση αυτών των κατασκευών σε ένα µεγάλο εύρος ερευνητικών τοµέων και εµπλουτίζουν της ερευνητικές προσεγγίσεις µε πολύτιµα εργαλεία έρευνας. Η µετα-µεταγραφική σίγηση (PTGS) αποτελεί ένα µηχανισµό άµυνας των φυτών κατά τη διάρκεια προσβολής τους από ιούς. Ο µηχανισµός φάνηκε να τίθεται σε λειτουργία ακόµη και όταν τα φυτά δεν προσβαλλόταν από ιό αλλά µετασχηµατιζόταν, ενσωµατώνοντας στο γονιδίωµα τους αλληλουχίες του ιού οι οποίες µπορούσαν να παράγουν δίκλωνες µορφές RNA. Κατά κάποιο τρόπο αυτή η δοµή παράγει µια µορφή “ανοσίας” στα φυτά τα οποία καθιστά άτρωτα σε ιϊκές µολύνσεις Σε εκείνα τα φυτά που παρουσιάζεται “ανοσία” ανιχνεύονται siRNA µόρια, ως προϊόντα αποδόµησης της δίκλωνης RNA κατασκευής. Θα µπορούσε κανένας να συσχετίσει την παρουσία αυτών των µορίων µε τα αντισώµατα στους ζωικούς οργανισµούς. ∆ηλαδή, η ανίχνευση αυτών των µορίων αποτελεί ένδειξη ότι τα αντίστοιχα φυτά θα είναι ανθεκτικά σε µια µελλοντική µόλυνση. Συµπεραίνοντας µπορούµε να πούµε ότι η τεχνολο​γία της δηµιουργίας ανθεκτικών ποικιλιών, βασιζόµενη στο µηχανισµό της σίγησης, προ​σφέρει σηµαντικές υποσχέσεις για ποιοτική και ποσοτική βελτίωση της καλλιέργειας της πα​τάτας. Αναµένεται µόνο να επιβεβαιωθεί επαρκής και αποτελεσµατική ανθεκτικότητα στην περίπτωση καλλιέργειας τέτοιων διαγονιδιακών φυτών πατάτας στο χωράφι. [20]
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