מעבדה מס' 1:  העברה פעילה של לאוצין


 בחיידקי E. coli





מטרת הניסוי: בדיקת מקור האנרגיה להעברת החומצה האמינית L-לאוצין בחיידקיE. coli .





הנחיות לתלמיד


לקראת המעבדה עליך -





לחזור על יחידות 4-3 ו-5 בקורס "התא-מבנה ופעילות".


להתכונן למעבדה, להבין מה תעשה בה ולהכין תרשים זרימה לעבודה במעבדה.


לענות על ממ"ן 11


שים לב: ללא תרשים זרימה וממ"ן לא תוכל להשתתף במעבדה.








רקע לניסוי


העברה פעילה של חומרים אל תוך התא וממנו החוצה היא תהליך הדורש אנרגיה, ומותנה משום כך, בקיומם של תהליכים משחררי אנרגיה בתא. קיימות כמה אפשרויות להסביר את מקור האנרגיה לתהליכי ההעברה הפעילה:





פירוק הקשר עתיר האנרגיה במולקולת ATP או בנגזרת מטבולית שלה.


יצירת מפל אלקטרוכימי של פרוטונים או של יוני נתרן באמצעות משאבות. יצירת המפל האלקטרוכימי דורשת השקעת אנרגיה היכולה להתקבל בשתי דרכים:


הצמדת משאבת הפרוטונים או משאבת יוני הנתרן לשרשרת מעבר האלקטורנים.


הפעלת המשאבה באמצעות פירוק ATP על-ידי האנזים ATPase.





לפי  התיאוריה הכמיאוסמוטית שהוצעה על-ידי מיטשל, יונים מועברים דרך הממברנה בניגוד למפל האלקטרוכימי. תנועת היונים בחזרה, עם המפל, מלווה בפליטת אנרגיה המאפשרת מעבר חומר מסוים דרך הממברנה.





בניסוי זה ננסה לבדוק את מקור האנרגיה להעברת החומצה האמינית L-לאוצין בחיידק E. coli. מעבר הלאוצין נבדק על-ידי הדגרת החיידקים למשך זמן קצר בתמיסה המכילה את החומצה האמינית המסומנת באיזוטופ רדיואקטיבי. מפרידים את החיידקים מהתמיסה על-ידי סינון מהיר דרך נייר סינון העשוי ניטרוצלולוז. שיעור הרדיואקטיביות בתאים מהווה מדד לחדירה של החומצה האמינית לתוך התא.





המכשיר שבו נשתמש למניית הרדיואקטיביות נקרא מונה נצנץ (scintillation counter). את החומר הרדיואקטיבי מכניסים לתוך נוזל מיוחד (נצנץ), שבו כל אלקטרון הנפלט מהחומר הרדיואקטיבי גורם להבהק אור הנקלט בתא פוטו-חשמלי, ונרשם במונה. תוצאות המנייה מחושבות כמספר הספירות לדקה (cpm - counts per minute). בדרך כלל, יעילות המנייה של מוני הנצנץ נמוכה      מ100%-, כך שלא כל ההתפרקויות נספרות במונה. יעילות המנייה תלויה בסוג האיזוטופ, בטיב המונה, בנוזל הנצנץ ובגורמים אחרים. אם, למשל, יעילות המניה היא 70%, אז מספר ההתפרקויות יהיה:   dpm = cpm x 100/70





מאחר שבניסוי שתבצע במעבדה יעבדו כל הסטודנטים באותו מכשיר מנייה, ועם אותו האיזוטופ, נוכל להסתפק בהצגת תוצאות הספירה (cpm) לצורך השוואת התוצאות שיקבלו הקבוצות השונות.


אפשר "לסמן" חומר באיזוטופ רדיואקטיבי כגון טריטיום (3H), פחמן (14C), גפרית (35S), על-ידי הכנסת האיזוטופ באמצעים כימיים או אנזימיים לתרכובת. אפשר, למשל, לסמן גלוקוז כך שכל הפחמנים שלו יהיו רדיואקטיביים, ואפשר לסמנו כך שרק פחמן אחד בטבעת יהיה רדיואקטיבי. מובן שמידת הרדיואקטיביות בגלוקוז המסומן בכל פחמניו תהיה גדולה מזו של הגלוקוז המסומן רק בפחמן אחד. אפשר למהול את תמיסת הגלוקוז המסומן בתמיסה המכילה גלוקוז לא מסומן. ואז תרד מידת הרדיואקטיביות של התמיסה. הפעילות (הרדיואקטיבית) הסגולית של חומר (specific activity) היא מידת הקרינה לכל מול של חומר:


� EMBED Equation.2  ���


שימוש בסימון רדיואקטיבי מאפשר זיהוי של חומרים בכמויות זעירות, שאינן ניתנות לגילוי בשיטות כימיות אחרות. בין היתר, אפשר לעקוב אחר תנועת תרכובת מסומנת בגוף ובתאים. בניסוי שתערוך תבדוק את חדירת החומצה האמינית לאוצין, מסומנת באיזוטופ רדיואקטיבי, לתוך תאי החיידקים.








חזרו וקראו את  כללי הזהירות לעבודה בחומרים רדיואקטיביים בעמוד ו'. מומלץ לעיין גם בנספח שבסוף החוברת על השימוש באיזוטופים רדיואקטיביים.


�
תמיסות וחומרים


תרבית חיידקים בזן B  E.coli  גזע הבר בתוך מצע דיוויס (pH 7).


מצע מזון זה מכיל בכל ליטר:


3 גר' KH2PO4


7 גר' K2HPO4


0.5 גר' Na3 Citrate(3H2O


0.1 גר' MgSO4(7H2O


1 גר' (NH4)2SO4


5 גר' גליצרול


5 גר' D,L-Lactate


בופר פוספט pH 7.4 ,0.1M


בופר טריס pH 7.4 ,0.1M (לשטיפה)


בופר טריס pH 7.4 ,0.1M (לקליטה)


גלוקוז 1M


פירובט 0.25M


דיניטרופנול (DNP) 0.25M (מומס  ב-DMSO)


ציאניד האשלגן 0.1M (KCN)


ארסנט הנתרן 0.01M (NaAS)


טולואן


L-לאוצין-14C, 2(10-4M, רדיואקטיביות ספציפית (s.a.) של 10(Ci/( mole


�
מהלך הניסוי


הכנסת התאים לניסוי


העבר 30 מ"ל מתרחיף החיידקים שקיבלת למבחנת סירכוז אחת, ו30- מ"ל למבחנת סירכוז שניה.


הכנס את המבחנות לתוך הצנטריפוגה, המקוררת ל- 4(C, והפעל אותה במהירות של 10,000 סיבובים לדקה, למשך 5 דקות.


בגמר הסירכוז הוצא את המבחנות ושפה בזהירות את הנוזל העליון. שים לב למשקע התאים בתחתית המבחנה.


לתוך מבחנה אחת הוסף 10 מ"ל בופר טריס קר, 0.025M והרחף את המשקע. סמן את המבחנה בסימון "טריס".


בצע אותן הפעולות במבחנה השניה, אך השתמש בבופר פוספט קר.


סמן את המבחנה בסימון "פוספט".


הכנס את שתי המבחנות לצנטריפוגה, וסרכז במשך 5 דקות, במהירות של 10,000 סיבובים לדקה.


בגמר הסירכוז הוצא את המבחנות, שפה את הנוזל העליון, והרחף שוב את משקע התאים שבכל מבחנה בבופר המתאים לו, כמתואר בסעיף 2; זוהי השטיפה השניה. בצע עוד שטיפה כנ"ל.


לאחר השטיפה השלישית הרחף את משקע התאים ב2- מ"ל מהבופר המתאים. הבא את תרחיפי התאים לעכירות של  0.35O.D הוסף תחילה 1 מ"ל מתרחיף החיידקים לתוך 10 מ"ל מהבופר המתאים. (0.1M טריס, ו-0.1M פוספט). עתה הוסף כמויות קטנות של בופר או של תרחיף החיידקים כדי להגיע לעכירות תרחיף של 0.35O.D. מדוד את עכירות התרחיף בספקטרופוטומטר, ורשום את עכירות התאים בכל מבחנה.


לשם מה שוטפים את התאים ממצע הגידול ו"מעבירים" אותם לתוך תמיסות �בופר? (היעזר בתשובתך בהרכב מצע המזון המפורט לעיל).


מדוע מרחיפים את החיידקים בבופר ולא במים?





הכנת מערכות הריאקציה


הכן 19 מבחנות קטנות. סמן אותן 19-1, שים בהן את החומרים הרשומים בטבלה הבאה. שמור אותן בקרח.


�
מקום לטבלה 1


�
ג.	הכנת מערכות סינון


	1.	הכן את מערכת הסינון על-פי הוראות המדריך, ופתח את ברז הואקום.


	2.	הוצא מבחנה מספר 1 מהקרח, ושים אותה באמבט מים בטמפרטורה של (C30			למשך 5 דקות.


לשם מה נעשית ההדגרה המוקדמת?


טלטל מדי פעם. הכן את שעון העצר.


הכנס 100 מיקרוליטר לאוצין רדיואקטיבי באמצעות פיפטה אוטומטית, והפעל את שעון העצר. טלטל את המבחנה בידך במשך דקה. בתום הדקה, שפוך את תוכן המבחנה לתוך מכשיר הסינון. הוסף מיד 5 מ"ל בופר פוספט לתוך המבחנה, ערבב, ושפוך את התוכן לתוך מכשיר הסינון. שטוף את מכשיר הסינון ב5- מ"ל נוספים של בופר פוספט.


(השטיפות חייבות להיעשות במהירות).


הוצא בעדינות את נייר הסינון, בעזרת מלקטת ושים ליבוש על לוח קלקר המכוסה בניר כסף.


3.	חזור על הפעולה המתוארת בסעיף 2 עם המבחנות האחרות.


	שים לב: את התסנינים ממבחנות 12-17 יש לשטוף בבופר טריס 0.1M ולא�	בבופר פוספט!


4.	לתוך מבחנות 18 ו19- הכנס 100 מיקרוליטר לאוצין רדיואקטיבי לכל מבחנה, וערבב.


		הוצא מתוך כל מבחנה 10 מיקרוליטר והנח על נייר סינון יבש. הכנס את ניירות			הסינון לתוך בקבוקונים המסומנים במספרים 18 ו19-.


	5.	הכנס את לוח הכסף עם ניירות הסינון לתוך תנור המחומם לטמפרטורה של (C90 		למשך מספר דקות עד שיתיבשו.


		את ניירות הסינון היבשים שים בבקבוקי מנייה.








ד.	קביעת שיעור הרדיואקטיביות בתמיסות הניסוי


	1.	מלא את בקבוקוני המנייה בנוזל מנייה, ופקוק אותם. הכנס את הבקבוקונים לתוך 		צנצנות מנייה גדולות והכנס אותן לתוך מכשיר מנייה. רשום באילו מקומות במונה �		נמצאים במדגמים שלך (המקומות ממוספרים). זמן המנייה של כל מדגם הוא דקה.


	2.	הוצא את הבקבוקונים ואת גיליון התוצאות מהמכשיר.


	3.	נקה את כל הכלים שבהם השתמשת. את הכלים שהכילו חומר רדיואקטיבי שים�		בכלי המיועד לכך.





חישוב התוצאות


1.	ריכוז הלאוצין: תמיסת האם היא בריכוז � EMBED Equation.2  ���מולר. מהלת אותה פי 10 (לקחת 100�	מיקרוליטר לתוך 1 מ"ל נפח ריאקציה), ומכאן שריכוז הלאוצין במערכת הוא � EMBED Equation.2  ��� 	מולר.


= מיליליטר/מילימול � EMBED Equation.2  ��� = ליטר/מול � EMBED Equation.2  ��� = � EMBED Equation.2  ��� מולר 


מיליליטר/ננומול 20 = מיליליטר/מיקרומול � EMBED Equation.2  ���=


מכאן שבכל מיליליטר תרחיף תאים יש 20 ננומול לאוצין.


2.	הרדיואקטיביות הספציפית (s.a) היא מידת הרדיואקטיביות שיש בכמות מסויימת של �	חומר. מהי מידת הרדיואקטיביות של 1 ננומול לאוצין?


א.	מתוך 1 מ"ל נפח ריאקציה נלקחו לבדיקת מידת הרדיואקטיביות (מבחנות 18, 19) 10 	מיקרוליטר (0.01 מ"ל). מידת הרדיואקטיביות ב1- מ"ל תרחיף תאים היא התוצאה �	שקיבלנו כפול 100.


ב.	ב1- מ"ל תרחיף יש 20 ננומול לאוצין, ומכאן שמידת הרדיואקטיביות של ננומול אחד 	היא הרדיואקטיביות במיליליטר חלקי 20.





לסיכום החישוב:


100 ( ממוצע הספירות לדקה במבחנות 18, 19 


—————————————————— = רדיואקטיביות ספציפית


		20 ננומול





התוצאה מתקבלת ביחידות של ספירות לדקה לננומול, ומשמעותה היא כמה רדיואקטיביות יש בננומול אחד של לאוצין.


3.	חישוב קצב ההעברה של לאוצין: קצב ההעברה מבוטא בננומולים של חומר המועברים �	בדקה ב1- מ"ל של תרחיף תאים. נחשב את מספר הננומולים של לאוצין שחדרו לתאים� 	המורחפים בנפח של 1 מ"ל במשך הדקה שבה נערך הניסוי.





		ספירות לדקה במדגם


קצב ההעברה = ————————— 


		רדיואקטיביות ספציפית





היחידות של קצב ההעברה המתקבלות כאן הן:


-1 מ"ל ( -1 דקה ( ננומולים.


הערה: מקובל לקבוע את כמות החלבון ביחידת נפח של תרחיף חיידקים ולבטא את קצב ההעברה ביחידות של ננומול לדקה למיליגרם משקל יבש ולא לנפח של תרחיף. עליכם להשתמש בנתון     1OD = 175(g/ml. זה יאפשר לכם התייחסות ל-CPM למיקרוגרם משקל יבש של חיידקים.


מה ההבדל בביטוי קצב ההעברה בשתי השיטות? (רמז: האם תוכל להשוות את התוצאות שקיבלת לתוצאות של קבוצה אחרת?)


�
דיון בתוצאות


לצורך הדיון בתוצאות, התיחס, בין היתר, לשאלות הבאות:


התבונן במערכת התאים שהיו בבופר פוספט (11-1).


איזה מטבוליטים נדרשים לתא כדי לבצע העברת לאוצין?


האם ללא מטבוליטים אלה מתקיים התהליך? אם כן, מה תוכל להסיק מכך על טיב "השטיפות" שערכת לתאים לפני הניסוי? האם השטיפות מילאו את המטרה לשמן נעשו?


מהם החומרים המעכבים את תהליך ההעברה?


לאור התשובות לשאלות 1 ו3-, האם תוכל לקבוע שמעבר לאוצין תלוי בנשימה? נמק!


השווה את מערכות 2 ו- 7 למערכות 13 ו-16. האם פוספט נחוץ למעבר הלאוצין?


השווה את מערכות 13 ו-16 למערכות 14 ו-17. האם ATP מעורב במעבר הלאוצין ישירות או כתורם ליצירת מפל פרוטונים? נמק!


כיצד משפיע טולואן (מבחנות 5 ו-10) על מעבר הלויצין. למרות דרך הפעולה השונה, פעילותו דומה למעכב אחר בניסוי. מהו המעכב? הסבר את הדמיון בעיכוב.


קרא שנית את הרקע לניסוי. סכם בקיצור את מסקנותיך מניסוי זה, לגבי מקורות האנרגיה של החיידק E. coli למעבר לאוצין דרך הממברנה.











