


ניסוי II: יצירה מושרית של פניצילינאז בחיידקים





מטרת הניסוי:  בדיקת הקינטיקה של יצירה מושרית של פניצילינאז בחיידקים מהמין Bacillus cereus.





מבוא


הפניצילין הוא תרכובת אנטיביוטית, אותה מייצר ומפריש עובש מהסוג פניציליום (Penicillium). התרכובת פוגעת ביצירת הדופן של חיידקים הנמצאים בשלב של גידול. הדופן הפגועה אינה מצליחה להגן על החיידק בפני הפרש הלחצים האוסמוטיים בין פנים התא לבין הסביבה החיצונית, והתא מתפוצץ.





בקבוצות אחדות של חיידקים התפתח מנגנון הגנה, המאפשר לתא להתגבר על הפעילות ההרסנית של הפניצילין. חיידקים אלה מייצרים אנזים המכונה פניצילינאז ((penicillinase, או -(לקטמאז  ((-lactamase) המפרק את טבעת ה-(-לקטם שבפניצילין. החומצה הפניצילואית המתקבלת היא חסרת פעילות אנטיביוטית.























חומצה פניצילואית                                 פניצילין





איור 1  פירוק של פניצילין על-ידי פניצילינאז. השייר R שונה בפניצילינים שונים.





חיידקים המייצרים את האנזים (ועמידים לפיכך בפני התרופה) מהווים בעיה חמורה בטיפול בזיהומים. תעשיית התרופות עוסקת בייצור של פניצילינים חדשים, השונים זה מזה במבנה השרשרת הצדדית R הקשורה ל"גרעין" הפניצילין. השינוי הכימי בשרשרת הצדדית מונע, במידה זו או אחרת, את פירוק התרכובת על-ידי האנזים.





בתאים רבים של חיידקים מושרה ייצור של פניצילינאז על-ידי תרכובות המכילות מבנה של -(לקטם. בניסוי שתבצע תבדוק את היצירה המושרית של פניצילינאז בחיידקים מהמין Bacillus cereus הנמצאים בשלב של גידול וחלוקה. חיידקים אלה, הנפוצים בקרקע, מפרישים את האנזים אל מחוץ לתא. ייצור האנזים על-ידי החיידקים נבדק במעבדה בנוכחות משרן ובהעדרו, בפרקי זמן שונים, תוך מעקב אחר גידול החיידקים בתרבית. בניסוי תיבדק גם השפעתה של תרכובת המעכבת ייצור של חלבונים, על ייצור הפניצילינאז בתא.





(	מהי, לדעתך, מטרת השימוש במעכב של יצירת חלבונים בניסוי זה?





בדיקת פעילות האנזים


ניתן לקבוע את קצב ייצור האנזים בתאים לפי קצב היעלמות הסובסטרט מהמערכת או לפי קצב היווצרות התוצר. בניסוי זה תיקבע כמות הפניצילינאז הנוצרת על-ידי החיידקים לפי קצב היווצרות החומצה הפניצילואית. לצורך הקביעה ניעזר בתכונתה של החומצה הפניצילואית לספוח אליה מולקולות יוד מתוך תמיסת יוד-יודיד ((I-KI. תמיסת יוד היא בעלת צבע צהבהב האופייני ליוד, בעוד שיוד שספוח לחומצה פניצילואית הוא חסר צבע. הזמן הדרוש להיעלמות הצבע של כמות קבועה של יוד נמצא ביחס הפוך לכמות החומצה הפניצילואית הנוצרת במבחנת הבדיקה כתוצאה מהפירוק האנזימי של הסובסטרט בנזילפניצילין ((benzylpenicillin. ברור, שככל שהמדגם הנבדק מכיל כמות גדולה יותר של אנזים (ולכן גם יותר חומצה פניצילואית) נעלם צבע היוד בזמן קצר יותר.





הצבע הצהוב של תמיסת היוד אינו מאפשר לקבוע במדויק את זמן היעלמות הצבע, ולכן אנו מוסיפים למבחנת הבדיקה עמילן. יוד חופשי יוצר עם עמילן תצמיד שצבעו כחול כהה. הצבע הכחול נעלם כאשר יוד נספח לחומצה פניצילואית. מבחנת הבדיקה מכילה גם תמיסת ג'לטין, שהוא חלבון המונע ספיחה של האנזים לזכוכית המבחנה, וכן בופר בpH- אופטימלי לפעילות האנזים.





מהלך הניסוי


א.  סמן 3 ארלנמיירים המכילים תרחיף חיידקים הנמצאים בשלב גידול לוגריתמי בסימנים:


  B, P, C.


ב.  בדוק את הצפיפות האופטית של תרחיף החיידקים בספקטרופוטומטר, באורך גל של 600nm.


ג.  הכן 15 מבחנות, והכנס לכל מבחנה 3 מ"ל ג'לטין בריכוז של 0.5%.





       שים לב: הקפד להכניס למבחנות הבדיקה (ראה סעיף ד') פניצילין בריכוז 5000 יחידות 


                        למ"ל, ולארלנמיירים המכילים תרחיף  חיידקים (ראה סעיף ה') פניצילין בריכוז    100 יחידות למ"ל. 


	


(      	למה משמשת כל אחת משתי תמיסות הפניצילין? 	


(      	מה עלול לקרות לתוצאות הניסוי אם תחליף בין שתי תמיסות הפניצילין?	





�
ד.  סמן 3 מבחנות עם ג'לטין בסימונים:  B, P, C.


 לכל מבחנה הכנס: 0.5 מ"ל יוד (I/KI).


  1 מ"ל פניצילין (5000 יחידות למ"ל).


     	2 טיפות עמילן 1%.


 ערבב בעדינות את החומרים בכל מבחנה. זוהי תמיסת הבדיקה לפעילות האנזים.


ה.  לכל ארלנמייר המכיל תרחיף חיידקים הוסף את התמיסות הבאות, לפי הטבלה:


�
ארלנמייר�
פניצילין (100 יחידות למ"ל)�
כלורמפניקול�
�
�
B�
�
�
�
�
P�
0.2 מ"ל�
�
�
�
Cl�
0.2 מ"ל�
0.1 מ"ל�
�
     	


ו.  הוצא מכל ארלנמייר מדגם של 1 מ"ל תרחיף חיידקים והעבר אותו למבחנת הבדיקה המתאימה. שים את המבחנות באמבט מים בטמפרטורה של (C30. בעזרת שעון-עצר מדוד את הזמן עד להעלמות הצבע הכחול של התצמיד יוד-עמילן, ורשום בטבלת התוצאות. דגימה זו    מכילה את כמות האנזים במצע בתחילת הניסוי (בזמן אפס).


 העבר את הארלנמיירים לאמבט מטלטל בטמפרטורה של (C37.


ז.  סמוך לבדיקה הבאה הכן שלוש מבחנות בדיקה נוספות (כמתואר בשלב ד' במהלך הניסוי) וסמן אותן בסימנים המתאימים.


ח. לאחר 30 דקות מתחילת הניסוי בדוק את הצפיפות האופטית של תרחיפי החיידקים בארלנמיירים, ורשום בטבלת התוצאות. הוצא מדגם של 1 מ"ל מכל ארלנמייר אל מבחנת הבדיקה המתאימה. החל מיד במדידת זמן העלמות הצבע, ורשום בטבלת התוצאות.





שים לב: במשך כל הניסוי הקפד להחזיר את הארלנמיירים בהם גדלים החיידקים לאמבט המטלטל מיד עם סיום לקיחת הדגימה. 	


	(	מדוע? 	


  	


ט.  חזור על שלבים ז ו-ח לאחר 60, 90 ו120-  דקות מתחילת הניסוי.


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


�
רישום התוצאות


הצג את תוצאות הניסוי בטבלה:


זמן הדגימה�
0’�
30’�
60’�
90’�
120’�
�
מערכת�
OD�
t�
OD�
t�
OD�
t�
OD�
t�
OD�
t�
�
B�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
P�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
Cl�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�



OD הוא קיצור של Optical Density, שפירושו צפיפות אופטית.


t הוא הזמן הנמדד (בדקות) עד להיעלמות הצבע במבחנת הבדיקה.





עיבוד התוצאות


ככל שהזמן העובר עד להיעלמות הצבע במבחנת הבדיקה קצר יותר, כמות האנזים שבמדגם גדולה יותר. הערך ההופכי של זמן היעלמות הצבע ((1/t מהווה אפוא מדד לכמות האנזים בדגימה.





1.  הכן טבלה של ערכי 1/t שקיבלת בניסוי ושרטט לפיהם עקומה על מערכת צירים כמו זו  שלהלן:


�	


                                                                                                                          1/t	


  	


  	


  	


 	 	


�         זמן (דקות)    120                90                 60                  30                 0  





2.  מהן מסקנותיך מעקומה זו?


3.  מדוע, לדעתך, נבדקה בניסוי הצפיפות האופטית של תרחיף החיידקים?


4.  הצג את התוצאות שקיבלת בבדיקת הצפיפות האופטית של תרחיף החיידקים בעקומה על מערכת צירים כמו זו שלהלן:


�	


                                                                                                                    צפיפות אופטית	


                                                                                                           (O.D 600nm)         	


  	


  	


 	 	


�         זמן (דקות)    120                90                 60                  30                 0  





�
5.  מה ניתן ללמוד מעקומה זו? האם לאור זאת תשנה את המסקנות שאליהן הגעת בסעיף 2?


6. הכן טבלה של ערכים מחושבים לגבי כמות האנזים ליחידת צפיפות אופטית של חיידקים [1/t]/OD והצג ערכים אלה בעקומה על מערכת צירים כמו זו שלהלן: 


�	


                                                                                                                       כמות האנזים


                                                                                                                       ליחידת צפיפות 	


  	        אופטית של


  	        חיידקים                                                                                                                                                         [1/t]/OD


 	 	


�         זמן (דקות)    120                90                 60                  30                 0  








7.  דון בקצרה (לפי תוצאות הניסוי) במנגנון המווסת יצירה של פניצילינאז בחיידקים.





