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פרויקט מחקר באבולוציה: 

בחינת הקשר בין השתנות וירוס השפעת מטיפוס H3N2 

למיקום הגיאוגרפי של אוכלוסיית הפונדקאי

תקציר
וירוס השפעת הוא אחד המיקרואורגניזמים הנחקרים ביותר כיום. מחקרים הראו כי הווירוס עובר שינויים מתמידים באזוריו האנטיגנים נוכח 2 מנגנונים עיקריים1: הסחיפה האנטיגנית וההעברה האנטיגנית. הסחיפה האנטיגנית מתרחשת בעת שכפול הווירוס עקב הצטברות מוטציות (מאחר והרנ"א פולמראז חַסַר פעילות (proofreading בליווי סלקציה חזקה באזורים האנטיגנים של הווירוס. ההעברה האנטיגנית מתרחשת בעקבות הדבקת תא פונדקאי ביותר מטיפוס וירוס יחיד ושחלוף בניהם. תהליך זה יכול להוביל ליצירת טיפוסי וירוסים חדשים.
שינוייו האנטיגנים המתמידים של וירוס השפעת מהווים המגבלה המרכזית במציאת חיסון אפקטיבי. שינויים אלו מחייבים עדכון חוזר ונשנה של החיסון בהתאם לשינויי הפרופורציות של טיפוסי הוירוסים השונים באוכלוסייה2. דרישה זו מהווה מנוע אדיר למחקר במטרה לחזות את השתנות הווירוס, על טיפוסיו השונים. השוואת רצפים ומודלים ממוחשבים הראו כי קצב השתנותו של וירוס השפעת נשאר קבוע למדי בין השנים 1984-1996 ועומד על 10-3*16 החלפות לקודון בשנה. מחקרים נוספים הראו ישירות כי לחץ הסלקציה פועל לשינוי קודונים מסוימים באתר קשירת הנוגדן ובאתר קשירת הרצפטור. מודל מתמטי שהתבסס על 18 קודונים ספציפיים שנמצאו תחת סלקציה גבוהה במיוחד בטיפוסי H3N2 הצליח לנבא את האבות הקדמונים של שושלות עתידיות עבור 9 מתוך 11 עונות שנבדקו3.- בתקציר בד"כ לא מביאים ציטוטים. 
מטרת מחקר זה היא לבחון האם קיים קשר בין המיקומים הגנטיים- מה זה מיקום גנטי? בהן חלה נטייה להשתנותו של הווירוס H3N2 לבין המיקום הגיאוגרפי של אוכלוסיית הפונדקאי. בחינת הקשר יתבצע על ידי השוואת רצפים של חלבון ה- HA של וירוסים מהטיפוס H3N2 ובחינת השונות במיקומי חומצות האמינו המשתנות. המחקר יתבסס על שיטות ביואינפורמטיות וסטטיסטיות כפי שנתאר בהמשך. במידה ותתקבל שונות נמוכה באופן מובהק במיקומי חומצות האמינו המשתנות בין אוכלוסיות מאותו מיקום גיאוגרפי בהשוואה לשונות בין אוכלוסיות מאזורים גיאוגרפיים שונים נקבל את היפותזת העבודה. 

מחקר זה עשוי לתרום למציאת חיסון אפקטיבי יותר לווירוס השפעת תוך שימת דגש על התאמה בין החיסון הניתן לבין המיקום הגיאוגרפי של זני המוצא מהם צפויים להגזר הזנים העתידיים...בו הוא ניתן.

מבוא

וירוס השפעת הוא פתוגן במערכת הנשימה ממשפחת Orthomyxoviridae. כיום מבחינים בין שלושה זני וירוסים1 (A,B,C) הנבדלים ברמת הפתוגניות, סידור הגנום ובזוג החלבונים האנטיגנים שלהם. הזן A נפוץ בעופות וביונקים, ואילו זנים B ו-C נפוצים בעיקר באדם. הזנים A ו-B הם מחוללי מחלת השפעת העיקריים באדם והזן C גורם להדבקות קלה בלבד. שלושת הזנים בעלי גנום רנ"א המקודד ל 8-10 חלבונים ועטוף בקפסולה. הווירוס עטוף מעטפת עשויה ממברנה שמקורה מממברנת תא הפונדקאי. על גבי מעטפת הווירוס ממוקמים זוג הגליקופרוטאינים האנטיגנים HA (Hemgglutinin) ו- NA (Neuraminidase) המעוררים את תגובת מערכת החיסון של הפונדקאי2. חלבונים אלו אחראים על מנגנון הזיהוי, הספיחה וההדבקה של תא הפונדקאי וכן על השחרור של הויריונים לזרם הדם.
וירוס השפעת עובר שינויים מתמידים באזוריו האנטיגנים ע"י 2 מנגנונים עיקריים1: הסחיפה האנטיגנית (antigenic drift) וההעברה האנטיגנית (antigenic shift). הבסיס לסחיפה הגנטית הוא הצטברות מוטציות בגנום הווירוס בשל חוסר במנגנון תיקון של הרנ"א פולימראז (מפלמר רנ"א מתבנית רנ"א, הווירוס מביא את האנזים יחד איתו לתא הפונדקאי). רוב, אם לא כל, המוטציות שנמצאו בטיפוסי הוירוסים המוצלחים מקובצים באזורים האנטיגנים של הווירוס ובעיקר באזור ה- HA3. המנוע להצטברות מוטציות אלו הוא לחץ הסלקציה המתמיד הפועל ע"י מערכת החיסון של הפונדקאי על אזורים אלו בעת שהיית הווירוס בתא הפונדקאי1. שינויים באזורים האנטיגנים מאפשרים את "התחמקות" הווירוס ממערכת החיסון.
ההעברה האנטיגנית היא המנגנון העיקרי השני. השפעתה על אבולוציית הווירוס דרסטית מאחר והיא תורמת ליצירת טיפוסי וירוסים חדשים. טיפוסים אלו נוצרים בעקבות הדבקת תא פונדקאי ביותר מטיפוס וירוס יחיד ושחלוף בניהם. הטיפוס החדש אינו מוכר לנוגדני הפונדקאי ועל כן עמיד בפניהם. גם במקרה זה תפעל סלקציה חזקה לטובת וירוסים עמידים אלה ותביא לעליה בתדירותם בדורות הבאים. בקיצור, אם הייתי רוצה להיות וירוס "חכם ומתוחכם" הייתי רוצה להיות וירוס השפעת: בעל זמן מחזור קצר מאד, קצב מוטציה גבוה והשתנותו הסלקטיבית מאפשרת התגברות מהירה על מכשול ההכרה של מערכת החיסון עם הווירוס.
וירוס השפעת הוא גורם מחלה ותמותה עולמי1. מחלת השפעת נפוצה בעיקר בחודשי החורף, מאי עד ספטמבר בכל שנה. המחלה עוברת מאדם לאדם, לרוב באמצעות שיעול או התעטשות דבוקי הווירוס. בדרך כלל המחלה נפתרת תוך שבוע-שבועיים5 (מחלה המלווה בצינון, שיעול וחום) ובמקרים נדירים יותר גורמת להחמרה של בעיות רפואיות1 (כמו בעיות לב ומחלות ריאה). לאחרונה, התגלו מספר מקרים בהם זני וירוס מעופות עברו את מחסום המין והדביקו ישירות בני אדם1 (זנים H5N1,H9N2,H7N7). תופעות אלו הובילו למחלה ובחלק מהמקרים אף למוות. לשמחתנו זני וירוסים אלו לא "הצליחו" לעבור מאדם לאדם בצורה יעילה. עם זאת מעלות תופעות אלו חשש מפני הופעת והתפשטות טיפוס אלים במיוחד שיביא למגיפה של כלל העופות והיונקים על פני כדור הארץ5.
כיום מקובלות 2 דרכי התמודדות עיקריות עם מחלת השפעת: האחת, טיפול באמצעות תרופות אנטיוירליות והשנייה, מניעה באמצעות חיסון1. התרופות האנטי-ויראליות הידועות, כמו טמנטדין וזנמויר, פועלות לעיכוב סלקטיבי של הדבקת או פעילות הוירוס5. כך לדוגמא מעכבת אמנטדין את תעלות ה- M2 על גבי מעטפת הווירוס ומונעת את שחרור הרנ"א של הויריון לתא הפונדקאי. לחלקן מהתרופות תופעות לוואי ורמת האפקטיביות של התרופות משתנה בין תרופה לתרופה. כיום נחשב החיסון לאבן הפינה של בעיית וירוס השפעת1. החיסון מומלץ לאנשים בעלי סיכון גבוה לסיבוכים במקרה של הדבקה בווירוס, דיירי מוסד סיעודי וילדים בגילאי 6-23 חודשים. תרכיב החיסון המקובל היום הוא תרכיב מומת של שלושה זני וירוסים (2 מזן A ואחד מזן B) וניתן באמצעות זריקה5. זנים אלו מגודלים בביצי עופות ועל כן אנשים אלרגיים לביצים לא יכולים לקבל חיסון זה. אופטימיזציה של החיסון טומנת בחובה חילופיות (trade off): בעוד סלקציה של הטיפוס הקרוב ביותר לטיפוסי הווירוס הצפוי לחולל מחלה תעלה את אפקטיביות החיסון, טיפוס קרוב מדי לטיפוסים מחיסונים קודמים יוביל לעיתים לאפקטיביות נמוכה יותר של חיסונים חוזרים6 (בהשוואה לחיסונים הניתנים פעם ראשונה). יתרה מזאת, החיסון מעלה חשש כי שחלוף בין הנגיף המוחלש לבין נגיף רגיל שיתקוף את הפונדקאי יביא ליצירת זנים חדשים ואלימים יותר1. 
שינוייו האנטיגנים המתמידים של וירוס השפעת מהווים המגבלה המרכזית במציאת חיסון אפקטיבי. שינויים אלו מחייבים עדכון חוזר ונשנה של החיסון בהתאם לשינויי הפרופורציות של טיפוסי הוירוסים השונים באוכלוסייה2. דרישה זו מהווה מנוע אדיר למחקר במטרה לחזות את השתנות הווירוס, על טיפוסיו השונים. מחקרים אלו עוסקים בניתוח נתונים קליניים2, בעזרת מודלים ממוחשבים6 והשוואת רצפים7, ובחינת המודלים על סמך ריאקציות cross-reaction2 בין האנטיגן לסרום של אדם בתנאי מעבדה. פעמיים בשנה מתקיימת ישיבת עדכון במסגרת ארגון ה- WHO (World Health Organization) ומומלצים השינויים הדרושים בבחירת זני וירוס השפעת לחיסונים הקרובים6. בשנים האחרונות מסתמנת עליה בשיתוף הפעולה בין מדענים מארגון ה- WHO וחוקרים ביולוגים-מתמטיים. שיתוף פעולה שכזה הניב עד כה התקדמויות משמעותיות בחקר הווירוס, כמו שיפור אנליזת הנתונים, פיתוח שיטות לחיזוי ולניתוח נתונים גנטיים והתקדמות בנושא החיסון החוזר.
הטיפוס H3N2 שמקורו העיקרי הוא אסיה7 הוא הטיפוס הנחקר ביותר כיום מבין טיפוסיו השונים של וירוס השפעת4 (נקרא גם Hong Kong subtype). השוואת רצפים ומודלים ממוחשבים הראו כי קצב השתנותו של טיפוס זה נשאר קבוע למדי בין השנים 1984-1996 ועומד על  10-3*16 החלפות לקודון בשנה. למרות זאת נמצא כי אזורים נרחבים ומסוימים בטיפוסי הווירוסים השונים שמורים מאד. כך לדוגמא נמצא ששיירים המשתתפים בעיגון הווירוס לתא הפונדקאי שמורים לא רק בין זני H3 שונים אלא גם נמצאה שמירה בהשוואה לזן B4. ניתוחי רצפים נוספים הראו כי אין עדיפות למיקום הנוקלאוטיד בקודון (ראשון, שני או שלישי) שעבר החלפה וכי השינויים פזורים אקראית בניהם7.

קיימת כיום הסכמה כי ישנם אזורים מסוימים בטיפוס H3N2 הנמצאים תחת סלקציה חזקה. מיקומי חומצות האמינו באזורים אלו כה מוגבלים עד כי לעיתים נצפתה החלפה שנייה במיקום יחיד באוסף קטן של רצפים שנלקחו מאותו אזור גיאוגראפי4. ארגון ה- WHO פרסם כי למעשה 18 קודונים ספציפיים בחלבון ה-HA נמצאים תחת סלקציה חזקה5. במחקר מתמטי-ממוחשב שהתבסס על קודונים אלו הצליחו חוקרים לנבא את האבות הקדמונים של שושלות עתידיות עבור 9 מתוך 11 עונות שנבדקו3. המחקר הראה ישירות כי לחץ הסלקציה פועל לשינוי קודונים מסוימים באתר קשירת הנוגדן ובאתר קשירת הרצפטור. החוקרים העלו השערה כי מדובר בשינויים אדפטיביים שמובילים לשינוי באתר קשירת הרצפטור אשר מאפשר "הכרה טובה יותר" עם תאי אפיתל מוצלחים יותר. 
אנליזות עכשוויות מראות כי הטיפוס H3N2 צפוי לשינויים משמעותיים בשנים הקרובות בעיקר בחמשת אתריו האנטיגנים וכי מלבד זאת צפוי כי הווירוס כמעט ולא ישתנה1 (לדוג' בשיירים קרובים לאתריו האנטיגנים או שיירי עגינה). הגילוי כי השינויים מוגבלים למעשה לאזורים ספציפיים וידועים בחלבון האנטיגני HA, יכול להקל על מציאת חיסון אפקטיבי. כל יום חדש מביא איתו שיפור בשיטות ובאפליקציות שמטרתן מתן מענה טוב יותר לבעיית השתנותו הבלתי נמנע של וירוס השפעת. ידע זה כוח. ככל שנגדיל את מאגר הידע שברשותנו וננתח מידע זה באמצעים מתקדמים ואיכותיים יותר כך נתקרב מהר יותר למציאת הפתרון המיוחל.

אספקט המרכיבים המשפיעים על השתנותו של הווירוס מטיפוס H3N2 סיקרן אותי במיוחד– האם ישנה עדיפות או יתרון לשינויים באזורים אנטיגנים מסוימים על פני אחרים (מתוך מאגר מיקומי השינויים הצפויים) כתלות באזור הגיאוגרפי של אוכלוסיית הפונדקאי?. ברור כי לא כל שינוי / החלפה של חומצה אמינית באזורים הצפויים יניבו טיפוסי וירוסים מועדפים וכי סלקציה לוקחת חלק מרכזי בברירת הטיפוסים המותאמים יותר (לדוג' החמקניים יותר ממע' חיסון הפונדקאי). אבל האם למיקום הגיאוגרפי יש השפעה כלשהי על כיווניות הסלקציה?

מטרת המחקר וחשיבותו

מטרת המחקר היא לבחון האם קיים קשר בין המיקומים הגנטיים בהן חלה נטייה להשתנותו של הווירוס H3N2 לבין המיקום הגיאוגרפי של אוכלוסיית הפונדקאי. מחקר זה עשוי לתרום למציאת חיסון אפקטיבי יותר לוירוס השפעת תוך שימת דגש על התאמה בין החיסון הניתן לבין המיקום הגיאוגרפי בו הוא ניתן. כיום ניתנים חיסונים שונים באזורים שונים מאחר ופרופורצית טיפוסי הוירוסים משתנה מאזור לאזור, אך האם המיקום הגיאוגרפי של טיפוס וירוס מסוים לוקח חלק בכיווניות הסלקציה?

תאור המחקר

היפותזת העבודה היא כי קיים קשר בין האזורים הספציפיים בהם עובר וירוס השפעת מטיפוס H3N2 סלקציה לבין המיקום הגיאוגרפי של האוכלוסייה המושפעת מהוירוס. זאת בניגוד להיפותזת האפס כי אין קשר בין השניים.

חשיבותו האפידמיולוגית העולמית של וירוס השפעת הפכה אותו לנושא נחקר רבות בשנים האחרונות, בעקבות זאת נוצר מאגר אדיר של רצפי גנום הווירוס מאזורים שונים בעולם ולאורך תקופה ארוכה. אני מציעה להשתמש במאגר זה ולנתח סטטיסטית בעזרת תוכנת מחשב (שתבנה למטרת המחקר) את המיקומים הגנטיים בהם השתנה גנום הווירוס במבחר מדגמים בעלי חתך של אזורים גיאוגרפיים שונים.

שתי ההיפותזות (האפס והאלטרנטיבית) מניבות פרדיקציות שונות. בהנחה והיפותזת האפס נכונה אז מדגמים של חולי שפעת שנדבקו מוירוס מטיפוס H3N2 יראו שונות דומה מבחינת מיקומי חומצות האמינו המשתנות בין אוכלוסיות באותו מיקום גיאוגרפי ובין אוכלוסיות הממוקמות באזורים גיאוגרפיים מרוחקים. לעומת זאת, באם ההיפותזה האלטרנטיבית נכונה נצפה לשונות נמוכה באופן מובהק בין אוכלוסיות מאותו מיקום גיאוגרפי בהשוואה לשונות בין אוכלוסיות מאזורים גיאוגרפיים שונים. יש להדגיש כי לצורך המחקר עדיף לבחור באזורים בעלי שונות מובהקת, לדוג' עיירה מצפון אמריקה ושבט מדרום אפריקה. כמו כן יש צורך במס' אזורים בינהם נבצע ההשוואה ומספר רב של מדגמים של רצפים על מנת לעלות את רמת המובהקות הסטטיסטית. לבסוף, יש לבחור מדגמים בהם ההעברה האנטיגנית אינה משתתפת באבולוצית הטיפוסים או שתרומתה מינימלית כדי לצמצם את "הרעש".

אני מציעה להקים צוות מחקר, בראשו יעמוד מדען בכיר מתחום הביואינפורמטיקה ולצידו יעבדו מספר חוקרים צעירים?? בעלי הכשרה מתחום הביואינפורמטיקה (גם) שיחולקו לשלושה צוותים. טרם הקמת הצוותים תעשה עבודת הכנה על מנת להחליט אלו אזורים עשויים להיות מתאימים להשוואה. חשוב לקבוע מספר רב של אזורים על מנת להקטין את הסיכוי כי לא ימצאו מספיק רצפים מאותו איזור גיאוגרפי (בעת הרצת מספר סימולציות חיפוש ב- Gene Bank הבחנתי כי לא תמיד מצוין המקור הגיאוגראפי של הרצף). לשם כך יתואמו פגישות עבודה בין המדען הבכיר לבין מדענים מנוסים מתחום הווירולוגיה, בעלי ידע רב על האפידמיולוגיה והתפוצה של המחלה בעולם. אני ממליצה לנסות ולערב בשלב מקדים מדענים מארגון ה- WHO, לפרוס בפניהם את המחקר המתוכנן ולקבל מהם רשמים והערות. 
צוות החוקרים הראשון יהיה אחראי על יצירת בסיס נתונים של אוספי רצפים של חלבון ה- HA מטיפוסי הוירוסים H3N2. בסיס הנתונים יכלול לפחות 200 רצפים מלפחות ארבעה אזורים גיאוגרפיים שנקבעו מראש, על מנת לאפשר בסיס סטטיסטי מספק. מקורות פוטנציאליים טובים לחיפוש הרצפים הם ה- Gene Bank והאתר 3The Influenza Sequence Database של  Los Alamos (אתר ייחודי לרצפים של ווירוס השפעת). בנוסף אפשר לבקש את עזרת ארגון ה- WHO בהספקת הרצפים. בסיס הנתונים יבוסס על רצפי חומצות אמינו ולא ריבונקלאוטידים מאחר ובמקרה זה תעניק השוואה זו רזולוציה גבוהה יותר (הגעתי למסקנה זו לאחר ביצוע מספר סדרות הדמיה של השוואת רצפים באתר The Influenza Sequence Database בפגישת עבודה עם ד"ר ורד כספי).
צוות החוקרים השני ימונה לאיסוף מרב האינפורמציה אודות 18 הקודונים הספציפיים המצויים תחת לחצי הסלקציה החזקים בטיפוס מסוג H3N2. האינפורמציה תלוקט באמצעות סקירה ספרותית של מחקרים קודמים ותכלול את מיקומם בתוך רצף החלבון, המאפיינים הביוכימיים של חומצות אמינו אלו, מיקומם המרחבי אם ניתן וכו'.

צוות החוקרים השלישי ימונה לבנות תוכנית משוכללת לאנליזת השוואת הרצפים מתוך בסיס הנתונים על ידי שכלול תוכנות מתמטיות-ממוחשבות שקיימות היום. בשלב זה רצוי יהיה להיעזר בביוסטיסטיקאים. מטרת האנליזה היא בחינת השונות בין 18 הקודונים הרלוונטים בתוך כל מדגם ובין המדגמים (כל מדגם מייצג אוכלוסיה במיקום גיאוגראפי מסוים). על בסיס אנליזה זו יבחנו זוג ההיפותזות שהצעתי מעלה. 
במידה ובמסגרת מחקר זה יוכח כי ישנו קשר בין האזורים הספציפיים בהם עובר וירוס השפעת מטיפוס H3N2 סלקציה לבין המיקום הגיאוגרפי של האוכלוסייה המושפעת מהוירוס - יהיה צורך במחקר המשך: מהו הבסיס ליתרון של טיפוס מסוג אחד על פני השני באותו מיקום גיאוגרפי. 
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- הנושא מעניין ביותר והטיפול בו מקיף ומעמיק.

- ההפותיזה נראית סבירה והסיכויים למציאת דגמים מעניינים/חשובים גבוהים.

- עבודה טובה מאוד – כל הכבוד!
