מעבדה מס' 2:  סינתזה של חלבונים ו-RNA בחיידקים





הנחיות לתלמיד





בניסוי שתבצע במפגש המעבדה תבדוק סינתזה של חלבונים וRNA- בתאי חיידקים, נושאים שבהם דנו בקורס "התא-מבנה ופעילות". לפני מפגש המעבדה מוטלות עליך ארבע המטלות הבאות:





עיין ביחידות 6 ו-7 בקורס "התא-מבנה ופעילות".


קרא את הפרק המצורף מ-GENES V 


ענה על ממ"ן 15.


קרא בעיון את המבוא ואת תאור הניסוי שתבצע במעבדה. וודא שברורים לך כל שלבי הניסוי ומה אמור לבדוק כל אחד מהרכיבים של המערכת הניסויית. בתחילת המפגש תוכל להעלות שאלות שהתעוררו אצלך במהלך הקריאה. הכן תרשים זרימה.





במהלך הניסוי תשתמש בתרכובות המכילות איזוטופים רדיואקטיביים. מנת הקרינה הנפלטת מהתרכובות איתם תעבוד היא מזערית, ואף על פי כן אנו נוקטים אמצעי זהירות קפדניים. לפני שתתחיל בביצוע הניסוי קרא בעיון את הנספח: "שימוש בחומרים רדיואקטיביים (בעמ' 85) והקפד למלא את כל ההוראות במהלך העבודה.








ב ה צ ל ח ה !
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מבוא





אצל חיידקים הנמצאים בשלב של גידול לוגריתמי מתקיימת סינתזה של מרכיבי התא בקצב קבוע. אפשר לעקוב אחר קצב יצירתם באמצעות תרכובות המשמשות חומרי מוצא (precursors) בביוסינתזה ושאפשר לזהותן גם כאשר הן נכללות בתוצר התאי של הסינתזה. סימון של חומרי המוצא באיזוטופ רדיואקטיבי מאפשר לגלות בתאים כמויות מזעריות של תוצרי הריאקציה.


בניסוי שתבצע תשתמש בחומצה האמינת לאוצין (leucin), המכילה פחמן רדיואקטיבי (14C), כדי לעקוב אחר הסינתזה של חלבוני התא, ובאורציל (uracil) שמסומן באותו איזוטופ כדי לעקוב אחר הסינתזה של ה-RNA התאי.


מלימודיך הקודמים ידוע לך שיצירתם של חלבונים ו-RNA בתא כפופה לבקרה קפדנית המווסתת את יצירת המקרומולקולות, בהתאם לצרכי התא. מנגנון הבקרה הכובלת המווסת בתאי חיידקים יצירה של RNA תואר בסעיף 7.3.6 ביחידה 7 בקורס "התא-מבנה ופעילות", ובניסוי יבדקו התנאים שבהם מתקיימת בתאים יצירה של חומצת הגרעין. כדי לעמוד על דרך פעולתן של רבות ממערכות הבקרה התאיות נסתייעו החוקרים בחיידקים שאצלם פגועה הבקרה כתוצאה ממוטציה. גם בניסוי זה ניעזר במוטנטים של E. coli שאצלם פגועה הבקרה של סינתזת RNA , וכתוצאה מכך מתקיימת בתאים סינתזה בתנאים שבהם אצל טיפוס הבר היא אינה מתבצעת.


מוטנטים אלה מכונים, כפי שלמדת, "משוחררים" (relaxed), וסימונם ’relA’. כדי להפעיל את מנגנון הבקרה הכובלת בחיידקים צריך להרעיב אותם לחומצה אמינית (אחת או יותר). לחיידקי E.coli מזן הבר, מערכות אנזימיות שיכולות לסנתז כל אחת מחומצות האמינו הדרושות לו, ולכן אי הוספתן למצע הגידול לא תגרום להרעבה.


בניסוי נשתמש בחומר סרין הידרוקסמט (serine hydroxamate) שהוא אנלוג לחומצה האמינית סרין. סרין הידרוקסמט מונע את ריאקציית הקשירה של החומצה האמינית המופעלת אל tRNAser.


הקשירה מחקה מחסור בחומצה האמינית סרין.


�
מהלך הניסוי





גזעי החיידקים: 	E. coli


	 E. coli relA


התרביות גודלו במצע מינימלי (דייויס) המכיל גלוקוז ותיאמין.


הרכב המצע (ב-1 ליטר מים מזוקקים)


K2HPO4 	    7 	גרם


KH2PO4 	    3 	גרם


(NH4)2SO4 	    2 	גרם


         Na Citrate 	    0.5 	גרם 	


         MgSO4.7H2O    	5 	גרם


        glucose    	5 	גרם


        thiamin   	0.01 	גרם











סרכז 30 מ"ל מכל אחת מהתרבויות ב10,000- סל”ד במשך 10 דקות.


שפה את הנוזל העליון. הרחף את המשקעים ב30- מ"ל של מצע דיויס המכיל גלוקוז ותיאמין וסרכז שוב כנ"ל.


כל זוג יקבל משקע מזן אחד של חיידקים. את המשקע יש לשמור בקרח עד להתחלת הניסוי.


הרחף את משקע החיידקים במצע דייויס המכיל גלוקוז ותיאמין עד לצפיפות אופטית של   O.D. 0.3 באורך גל 600 ננומטר. שמור את התרחיף בקרח.


                                                                                                                                    


ערוך 6 ארלנמיירים של 100 מ"ל והוסף להם חומרים כמפורט בטבלה, פרט לחומר הרדיואקטיבי. הדגר את הארלנמיירים במשך 10 דקות באמבט ב- (C30.


בתום ההדגרה פנה למדריך שיוסיף את החומרים הרדיואקטיביים וערבב.


מיד לאחר הוספת החומר המסומן, הוצא מארלנמיירים 1 ו3- דוגמאות של 1 מ"ל לתוך מבחנות המכילות 2 מ"ל חומצה טריכלורואצטית (TCA) קרה בריכוז 10%. ערבב היטב ושמור בקרח. אלה הדוגמאות של זמן אפס.


הדגר את הארלנמיירים באמבט מיטלטל בטמפרטורה (C30. הוצא דוגמאות של 1 מ"ל לתוך 2 מ"ל TCA (כמו בסעיף ו') מכל הארלנמיירים בזמנים 5, 10, 20, 30 ו40- דקות.


לאחר שהדוגמאות שהו לפחות 15 דקות ב-TCA, תוכל להתחיל לסנן את תרחיפי החיידקים דרך מסנני מיליפור: סנן את הדוגמא, רחץ כל מבחנה ב10- מ"ל TCA קר בריכוז 5% וסנן, רחץ את המסנן בעוד 10 מ"ל מים מזוקקים קרים.


את המסננים הנח על לוח מצופה נייר כסף. רשום ליד כל מסנן מאיזה ארלנמייר ובאיזה זמן נלקחה הדוגמא נעץ בו סיכה לבל יזוז והרם אותו.


ייבש את המסננים בתנור. לאחר שיבשו, העבר כל מסנן לבקבוק ספירה בעזרת פינצטה, הוסף נוזל נצנץ. פקוק את בקבוק הספירה ורשום על הפקק איזו דוגמא זו.


מדוד את הרדיואקטיביות של הדוגמאות.





טבלה 1: הרכב מערכות הניסוי (כמויות במ"ל) לבדיקת סינתיזה של RNA וחלבונים.
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עיבוד התוצאות





א. חשב את ה-cpm של כל הדגימות לאחר הורדת ספירת הרקע.


ב. צייר עקומות המבטאות את קצב הסינתזה (נטו) של RNA ושל חלבון לעומת זמן.


ג. חשב את קצבי הסינתזה (cpm/20’ בזמנים 0-20 ו-20-40.


ד. חשב את הירידה היחסית בקצב הסינתזה של חלבון ו-RNA אחרי הרעבה לחומצה אמינית בהשוואה לביקורת.














