ניסוי I: מיקום של אנזימים בתא פרוקריוטי





מטרת הניסוי: בירור מיקום האנזימים -(גלקטוזידאז ופוספטאז בסיסי בתאים של


 E. coli K12.





מבוא


אחת התכונות המרשימות של התא החי היא היכולת לבצע, בעת ובעונה אחת, מספר עצום של ריאקציות כימיות ותהליכים ב"בית חרושת" שממדיו זעירים ביותר. ביצוע יעיל של הריאקציות והתהליכים מחייב הפרדה ל"מדורי ייצור", כשבכל אחד מהם מתבצעים, בתנאים המתאימים, תהליכים שונים, וכולם קשורים זה בזה ליחידה אחת הפועלת בתיאום מלא בין המדורים.





מידור (compartmentalization) מעין זה קיים בתא החי, ויחד עם גורמים נוספים הוא מאפשר ביצוע של תהליכי החיים המוכרים לנו בו-זמנית. בתאים איקריוטיים בולט המידור במיוחד: אנזימי הנשימה מצויים בתוך אברון סגור - מיטוכונדריון - המוקף בממברנה. בתוך האברון אין האנזימים "צפים" בנוזל, אלא קשורים לממברנה. RNA-שליח מוצא את דרכו מהגרעין אל הריבוזומים הממוקמים על גבי הרשתית התוך-פלסמית, שם מתבצעת יצירת החלבונים. תהליכי פירוק מתרחשים בליזוזומים, ואילו הכפלת הDNA- מתרחשת בגרעין התא. מידור קיים גם בתאים פרוקריוטיים, בעלי המבנה הפשוט יותר, אם כי בהם הוא פחות מפותח. החלבונים הפעילים במסלול הובלת האלקטרונים בתהליך הנשימה קשורים לצידה הפנימי של הממברנה הציטופלסמית. אנזימי הגליקוליזה מצויים בציטופלסמה, ואילו אנזימים אחרים, שמתפקידם לפרק חומרים לפני כניסתם לתא, מצויים אצל חלק מהחיידקים בין שתי ממברנות, פנימית וחיצונית.





הפרדה בין מקטעי התא נעשית על-ידי סירכוזים של תרחיף תאים מרוסקים במהירויות שונות (differential centrifugation). שיטה מקובלת לזיהוי של המקטעים היא באמצעות בדיקה של פעילות אנזימית אופיינית במקטע. בדיקת הפעילות האנזימית מאפשרת לקבוע מה מידת "ניקיונו" של כל מקטע.





בניסוי המעבדה נבדוק פעילות אנזימית בשני מקטעים אותם נכין מחיידקים מהמין E. coli:





1.	המקטע שבין הממברנה הפנימית לממברנה החיצונית של התא (periplasmic space).


2.	מקטע ספרופלסטים, שהם תאים החסרים את מרבית הדופן (cell wall).


את פעילות האנזימים בשני המקטעים הללו נשוה לכלל פעילותם בתאים שלמים החדירים למולקולות קטנות.





האנזימים שאת פעילותם נבדוק הם -(גלקטוזידאז ((-galactosidase) - אנזים שהכרת בקורסים "מבוא למדעי החיים" וביחידה 7 של  "התא - מבנה ופעילות", ופוספטאז בסיסי (alkaline phosphatase).





הפוספטאז הבסיסי הוא אנזים שיצירתו בחיידקים מושרית כאשר הם גדלים בריכוז נמוך של זרחה (Pi). בתנאים בסיסיים האנזים מפרק אסטרים אורגניים של זרחה. תרכובות אלה אינן חודרות לתא החיידק, והאנזים מאפשר לנצל את תוצרי הפרוק כמקור לזרחה.
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הסימול R מציין תרכובת אורגנית, ואילו הסימול Pi מציין, בספרות הביוכימית, תערובת של היונים H2PO4� ו-HPO42-. נבדוק את פעילות האנזים בעזרת הסובסטרט p�nitrophenyl phosphate, אשר בהתפרקו משחרר p-nitrophenol, שהוא חומר בעל צבע אופייני. עצמת הצבע שמתקבל נמצאת ביחס ישר לכמות האנזים. הריאקציה האנזימית מופסקת על-ידי הוספת זרחה בריכוז גבוה, המעכב את פעילות האנזים.





מהלך הניסוי





I.  הכנת מקטעי תאים


לקראת המעבדה גודלה תרבית של E. coli K12 במשך 18 שעות במצע מלחים דל  פוספט, המכיל גליצרול כמקור פחמן וIPTG- (שהוא משרן ל-(-גלקטוזידאז).


35 מ"ל של התרבית סורכזו במהירות של 10,000 סיבובים לדקה במשך 5 דקות. המשקע הורחף במי-מלח (saline), וסורכז פעם נוספת. הניסוי שתבצע במעבדה מתחיל מהשלב הבא.


קח שתי מבחנות צנטריפוגה המכילות את משקע החיידקים ושמור אותן באמבט  מי קרח.


הכנת ספרופלסטים:


למבחנת  צנטריפוגה אחת הוסף 4.6 מ"ל בופר  טריס-סוכרוז  קר (33mM Tris-HCl, �16.6% sucrose, 6.25pH ). הרחף את החיידקים בעזרת פיפטה, והעבר לטמפרטורת החדר.


הוסף לתרחיף 0.2 מ"ל EDTA (M 0.05), ומיד לאחר מכן 0.2 מ"ל מתמיסת הליזוזים (mg/ml 10). טלטל מדי פעם את המבחנה.


ודא את הפיכת מרבית התאים לספרופלסטים, כעבור 20, 30, 40 ו50- דקות אחרי הוספת הליזוזים, באופן הבא:


הכנס למבחנה סרולוגית אחת 0.4 מ"ל מים מזוקקים, ולמבחנה סרולוגית שנייה 0.4 מ"ל בופר טריס-סוכרוז (8.0pH ).


לכל אחת משתי המבחנות הוסף 0.1 מ"ל מתרחיף החיידקים המודגר עם הליזוזים. העלמות הדרגתית של העכירות במים, ולא בבופר, מעידה על הפיכת רוב התאים לספרופלסטים (מדוע?). 


לאחר קבלת ספרופלסטים הוסף 5 מ"ל של בופר טריס-סוכרוז (pH8.0) וסרכז את התרחיף במהירות של 10,000 סיבובים לדקה במשך 10 דקות. בעזרת פיפטת פסטר הרחק בזהירות את הנוזל העליון למבחנה, מבלי לטלטל את משקע הספרופלסטים. סמן את המבחנה "נוזל עליון", ושמור אותה באמבט מי קרח עד הבדיקה.


הכן "תמצית ספרופלסטים" על-ידי הרחפת משקע הספרופלסטים שקיבלת בסעיף ד ב10- מ"ל מים מזוקקים קרים. סמן את המבחנה, ושמור אותה באמבט מי קרח עד הבדיקה.


הכנת תאים חדירים למולקולות קטנות:


למבחנת הצנטריפוגה השנייה (ראה סעיף ג), המכילה משקע מ35- מ"ל של תרבית חיידקים, הוסף 2 מ"ל בופר טריס ( M0.1, 7.4pH ) הרחף את התאים בעזרת פיפטה.


 העבר 1 מ"ל מתרחיף התאים למבחנת זכוכית. הוסף 0.1 מ"ל טולואן (מהול 1:10 באתנול), וערבב מיד, במשך 30 שניות, על מכשיר הערבול (Vortex), כשהוא מופעל במהירות הגדולה ביותר.


הדגר באמבט בטמפרטורה של (C 30 למשך 20 דקות. ערבב את התרחיף כל 5 דקות, למשך 10 שניות, בעזרת מכשיר הערבול.


בגמר ההדגרה הוסף 4 מ"ל בופר טריס ( M0.1, 8.0 pH), ערבב, והתחל מיד בניסוי.


הכנת האנזימים לבדיקת פעילות:


מהל את המקטעים שהכנת לפי סעיפים ד ו-ה ביחס של 1:5 בבופר טריס (M0.1, 8.0 pH), על-ידי הוספת 4 מ"ל בופר ל1- מ"ל מקטע (שים לב - מהל לפי יחס זה גם את מקטע התאים החדירים שכבר נמהל מיהול ראשוני של 1:5 לפי סעיף ו4-). שמור את המקטעים המהולים באמבט מי קרח.





II. בדיקת הפעילות האנזימית במקטעים


א.  מדידת פעילות האנזים פוספטאז בסיסי


     1)  הכן במבחנות את תערובות הריאקציה הרשומות בטבלה. הוסף את החומרים לפי הסדר


         הרשום.


חומרים (מ"ל)�
1�
2�
3�
4�
5�
6�
7�
8�
9�
10�
11�
12�
13�
�
מים מזוקקים פעמיים�
1.3�
2.3�
1.1�
2.1�
1.3�
2.3�
1.1�
2.1�
1.3�
2.3�
1.1�
2.1�
1.5�
�
תאים חדירים�
0.2�
0.2�
0.4�
0.4�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
תמצית מספרופלסטים�
�
�
�
�
0.2�
0.2�
0.4�
0.4�
�
�
�
�
�
�
נוזל עליון מספרופלסטים�
�
�
�
�
�
�
�
�
0.2�
0.2�
0.4�
0.4�
�
�
p-nitro-phenyl�phosphate (250(g/ml)�
1.0�
�
1.0�
�
1.0�
�
1.0�
�
1.0�
�
1.0�
�
1.0�
�
�
   2)  ערבב את המבחנות על-ידי טלטול, והדגר אותן במשך 10 דקות באמבט בטמפרטורה של


       (C 30.


   3)  הפסק את הריאקציה על-ידי הוספת 0.5 מ"ל מתמיסת Na2HPO4 (1M).


   4)  אפס את הספקטרופוטומטר לפי הבליעה של תערובת הריאגנטים (מבחנה 13), באורך גל של 


       420nm. קרא את עוצמת הצבע במבחנות. הורד מהקריאות את ערכי הצפיפות האופטית של 


       תערובות הריאקציה שהודגרו בהעדר סובסטרט.


ב.  מדידת פעילות האנזים -(גלקטוזידאז


    1)  הכן במבחנות את תערובות הריאקציה הרשומות בטבלה. הוסף את החומרים לפי הסדר


הרשום.


חומרים (מ"ל)�
1�
2�
3�
4�
5�
6�
7�
8�
9�
10�
11�
12�
13�
�
מים מזוקקים פעמיים�
1.3�
2.3�
1.1�
2.1�
1.3�
2.3�
1.1�
2.1�
1.3�
2.3�
1.1�
2.1�
1.5�
�
תאים חדירים�
0.2�
0.2�
0.4�
0.4�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
תמצית מספרופלסטים�
�
�
�
�
0.2�
0.2�
0.4�
0.4�
�
�
�
�
�
�
נוזל עליון מספרופלסטים�
�
�
�
�
�
�
�
�
0.2�
0.2�
0.4�
0.4�
�
�
O-nitro-phenyl-(� galactoside (500mg/ml)�
1.0�
�
1.0�
�
1.0�
�
1.0�
�
1.0�
�
1.0�
�
1.0�
�
 


   2)  ערבב את המבחנות על-ידי טלטול, והדגר אותן במשך 5 דקות באמבט בטמפרטורה של (C30.


   3)  הפסק את הריאקציה על-ידי הוספת 0.5 מ"ל מתמיסת Na2CO3 (1M).


   4)  אפס את הספקטרופוטומטר לפי הבליעה של תערובת הריאגנטים (מבחנה 13), באורך גל של 


        420nm. קרא את עצמת הצבע במבחנות. הורד מהקריאות את ערכי הצפיפות האופטית של 


        תערובות הריאקציה שהודגרו בהעדר סובסטרט.





שטוף את הכלים שבהם השתמשת בזמן הניסוי, ושים אותם במקומות המיועדים לכך.





עיבוד התוצאות


אנזים מוגדרת כ"כמות אנזים הגורמת לשינוי ביחידת .O.D אחת במשך 60 דקות". זכור להתחשב בריכוז ובמיהול התרבית בזמן הכנת המקטעים לפי הנוסחה.


units = [(OD1-OD2) + (OD3-OD4)/2]/2 x 5 x 60/t x 50/35


א. חשב את מספר יחידות האנזים, בכל מקטע, ב1- מ"ל של תרבית חיידקים מקורית. יחידת הבהר לעצמך למה מתייחסים הגורמים 60/t ו50/35-.


ב.  חשב את היחס בין כמויות האנזימים בספרופלסטים לכמותם במקטע הפריפלסמי.


ג.  חשב את אחוז האנזים שנמצא בכל מקטע מכמותו בתא השלם.


ד.  מה אתה מסיק מהיחסים הכמותיים של האנזימים במקטעים השונים על מיקומם בתא? הצע         הסבר למיקום האנזימים במקטעים השונים.








