מעבדה מס' 3: מחזור הכפלת הכרומוזום 

ב-E. coli

הנחיות לתלמיד

לקראת המעבדה עליך -



לחזור על יחידה 10 בקורס "התא-מבנה ופעילות".

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

לענות על ממ"ן 17

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



מבוא

במהלך הכפלת הכרומוזומים בתא נפרדים שני גדילי ה-DNA זה מזה, וכל גדיל משמש כמדפסת ליצירתו של גדיל חדש. אחרי חלוקת תא האם לשניים מכיל כל אחד משני התאים החדשים מטען תורשתי זהה לחלוטין לזה שהיה מצוי בתא האם. ברור שמנגנון בקרה קפדני אחראי על כך שחלוקת התא לא תצא אל הפועל לפני שהוכפל הכרומוזום (או הכרומוזומים) נושאי המטען התורשתי.

לראשונה נבדק הקשר שבין הכפלת ה-DNA וחלוקת התא בתאי חיידקים. המהווים, כפי שלמדת, דגם נוח לחקר התהליכים המולקולריים המתרחשים בתא החי. בתאים אלה הזמן העובר בין חלוקת תא אחת לבאה אחריה ("זמן דור") הוא קצר, יחסית לזמן הדור של תאים איקריוטיים, ואפשר לשנותו, בין היתר, על-ידי הרכב מצע המזון בו גדלים החיידקים. כך, למשל, חיידקי E. coli וסלמונלה (Salmonella) הגדלים במצע מזון "דל" המכיל מלחים ומקור פחמן ואנרגיה כמו החומצה האמינית סרין מתחלקים כל 4 שעות, בעוד שבמצע מזון "עשיר" המכיל מלחים, תערובת מלאה של החומצות האמיניות, פורינים, פירימידינים, ויטמינים וגלוקוז מתחלקים אותם חיידקים כל 20 דקות.

הכפלת ה-DNA היא כאמור תנאי הכרחי לחלוקת התא, ונשאלת השאלה כיצד משפיעים שינויים בזמן הדור על קצב צירוף הנוקלאוטידים זה לזה בגדיל המתארך של ה-DNA מחד, ועל קצב יצירת ה-DNA בתא מאידך.� במילים אחרות - האם כאשר זמן הדור של החיידקים הוא 20 דקות נע מזלג ההכפלה בקצב העולה פי 20 מהקצב בו הוא נע כאשר החיידקים מתחלקים אחת          ל4- שעות? מלימודיך הקודמים ידוע לך שהתשובה היא שלילית, והנוקלאוטידים מצורפים         זה  לזה בתהליך ההכפלה של ה-DNA בקצב קבוע. הזמן שבו מוכפל הכרומוזום, בחיידקי E. coli, באמצעות שני מזלגות הכפלה הוא כ40- דקות. לאחר תום ההכפלה עוברות עוד כ20- דקות נוספות עד להשלמת החלוקה, כלומר עד יצירת דופן המפרידה בין שני תאים. מכיוון שזמנים אלה הם קבועים, כיצד אפוא מתרחשת החלוקה בתאי חיידקים בעלי זמן דור הקצר מ60- דקות, כמו באלה המתרבים במצע מזון עשיר?

הדגם אותו מתארים המחברים במאמר שתקרא מציע פתרון לבעיה זו, בהסתמך על שורה של ממצאים שאת חלקם תכיר במהלך הקריאה ובמעבדה עצמה. בתרגיל שאותו תבצע ייבדק הקשר בין תכולת ה-DNA ומסת התא בתרביות חיידקים הגדלים בקצבי גידול שונים. לצורך זה נחשב את המשקל היבש של החיידקים הגדלים בתנאים שונים ואת תכולת ה-DNA בתאים. כמו כן, נבדוק את כמות ה-DNA בתאים בעקבות הוספת כלורמפניקול - תרכובת אנטיביוטית המעכבת יצירת חלבונים (ראה בקורס "התא-מבנה ופעילות" יחידה 6, סעיף 6.6.2.2). 

תרכובות המעכבות יצירת חלבונים מעכבות את תחילת ההכפלה (Initiation), כלומר יצירת מזלגות הכפלה חדשים, אולם אינן מפריעות למזלגות הכפלה שנעים כבר לאורך הכרומוזום להשלים את ההכפלה (הסיבות לכך ידועות לך מיחידת הלימוד העוסקת בהכפלת ה-DNA). יצירת DNA בתרבית פוחתת, ונפסקת לאחר פרק זמן של C+D דקות. ה-DNA בתאים הנמצאים בשלב של גידול לוגריתמי תלויה אפוא במספר מזלגות ההכפלה שנעו לאורך הכרומוזום קודם להוספת הכלורמפניקול. בניסוי נמדוד את התוספת בכמות ה-DNA ((DNA)  שנוצרת בתאים המתרבים בתנאים שונים, אחרי הוספת הכלורמפניקול.



מטרת הניסוי

מעקב אחר יצירת DNA בתאי חיידקים המתרבים בקצבי גידול שונים.



מהלך הניסוי

I	גידול החיידקים

נתונות לך שתי תרביות של החיידק E. coli 16thy � בשלב גידול לוגריתמי, בשני מצעים, 25 מ"ל מכל תרבית:

1.	מצע מינרלי המכיל 10(g/ml טימידין מסומן בטריטיום (H3) וגליצרול כמקור פחמן.

2.	מצע מינרלי המכיל  10(g/mlטימידין מסומן בטריטיום (H3), תערובת של חומצות �	אמיניות וגלוקוז כמקור פחמן.

	הפעילות הספציפית של הטימידין בשני המצעים זהה - 0.025(Ci/mg.



חלק 1 מ"ל TCA (10%) ל20- מבחנות . שמור את המבחנות באמבט מי קרח. 

חלק 2 מ"ל פורמלין (2%) ל21- מבחנות בטמפרטורת החדר. 

הכן שתי מבחנות סטריליות ריקות לספירת החיידקים.

הדגר את שתי התרביות שקיבלת באמבט מטלטל ב-(37. הוצא שתי דגימות בנות 1 מ"ל כל אחת מכל תרבית חיידקים בזמנים 0, 15, 30 ו45- דקות.

הוסף דגימה אחת מכל תרבית למבחנה המכילה TCA בקרח ודגימה אחרת למבחנה המכילה פורמלין בטמפרטורת החדר. ציין על כל מבחנה את התרבית ממנה נלקחה הדגימה ואת הזמן בו נלקחה.

בזמן 60 דקות, הוצא 3 דגימות בנות 1 מ"ל מכל תרבית. הכנס 1 מ"ל למבחנה סטרילית ושמור בקור. ב2- מ"ל הנותרים טפל כמו בסעיף ה.

אחרי שלקחת את הדגימה של 60 דקות מדוד את נפח התרבית הנותרת והוסף לכל אחת משתי התרביות כלוראמפניקול לריכוז סופי של 200 מק"ג ((g) למ"ל (ל-14 מ"ל יש להוסיף 1.5 מ"ל מתמיסה שריכוזה 2 מ"ג למ"ל). ערבב והוצא מיד 2 דגימות של 1 מ"ל. טפל בהן כמו בסעיף ה, הוצא דגימות נוספות בזמנים 20, 40 ו80- דקות וטפל בהן כנ"ל.



II	מדידת צפיפות אופטית של התרביות

אפס את הספקטרופוטומטר על תמיסת פורמלין (2%), באורך גל של 450 nm.

קרא את הצפיפות האופטית(O.D.)  של כל הדגימות שנאספו לתוך פורמלין. שים לב: ערבב את תוכן המבחנה וקרא מייד את התוצאה. אם תשתהה החיידקים ישקעו ותקבל קריאה שגויה. 

הכפל את הערכים בפקטור המיהול בפורמלין (מדוע?).



III	ספירת חיידקים

ערוך מיהולים עשרוניים עד 10-6 של הדגימות מתרביות החיידקים שנלקחו בזמן 60 דקות ושנשמרו בקור. בצע את המיהולים העשרוניים בדרך הבאה:

הכן בשורה 6 מבחנות סטריליות מסומנות 10-1  עד 10-6.

הוסף לכל מבחנה, באופן סטרילי, 1.8 מ"ל של saline.

למבחנה הראשונה בשורה הוסף, באופן סטרילי, 0.2 מ"ל של תרבית החיידקים וערבב. �במבחנה זו נמהלה תרבית החיידקים המקורית פי 10.

העבר, באופן סטרילי, 0.2 מ"ל מהמבחנה הראשונה למבחנה השניה (10-2) וערבב. במבחנה זו נמהלה התרבית המקורית פי 100.

המשך להעביר בדרך זו 0.2 מ"ל ממבחנה למבחנה, עד למיהול של 10-6.



זרע 0.1 מ"ל משני המהולים האחרונים על כל אחת משתי צלחות אגר מק-קונקי3 המכילות טימידין. אופן הזריעה יודגם במעבדה.

הדגר את הצלחות ב-(37 במשך 24 שעות.�אחרי זמן זה יישמרו הצלחות בקור כדי למנוע גידול נוסף.

בפגישה הבאה ספור את המושבות וחשב את מספר החיידקים במ"ל בשתי התרביות.





IV	ספירת רדיואקטיביות

לאחר השהיה של כ-15 דקות לפחות ב-TCA קר (סעיף I ג'), סנן את דגימות החיידקים דרך מסנני מיליפור. שטוף כל מבחנה ב10- מ"ל TCA 5% קר וסנן.

שטוף שנית את המסנן ב10- מ"ל מים.

הכן דוגמת בלנק על-ידי סינון 10 מ"ל TCA ו10- מ"ל מים דרך מסנן מיליפור.

יבש את המסננים בחום.

העבר את המסנן בעזרת פינצטה לבקבוק ספירה.

הוסף לכל בקבוק נוזל נצנץ. סגור את הבקבוקים היטב. ספור את הרדיואקטיביות של הדגימות במונה נצנץ.



עיבוד תוצאות



חשב את המשקל היבש של החיידקים בכל הדוגמאות, (התחשב במיהולים שנעשו עקב הוספת הפורמלין והכלורמפניקול).�1OD450=175(g/ml

קבע את תכולת ה-DNA בתאים. קביעת תכולת ה-DNA בתא תעשה על-ידי מדידת ה-cpm שמכילים תאים בעלי דרישה לטימידין הגדלים בנוכחות טימידין מסומן ב-H3. כיוון שהטימידין חודר רק ל-DNA, תכולת ה-DNA בתא תימצא ביחס ישר למידת הרדיואקטיביות הנותרת בתאים לאחר הרחקת המאגר הפנימי של טימידין חופשי על-ידי TCA קר. קבע את תכולת ה-DNA בתאים (cpm ל-(g משקל יבש, במיליליטר) בכל אחת מהדגימות.

חשב את הממוצע של תכולת DNA בתאים (cpm/(g) בתנאים השונים של הגידול. שים לב להבדל בתכולת ה-DNA בתאים שגדלו במצע עני לעומת התאים שגדלו במצע עשיר, ונסה להציע הסבר להבדל.

ספור את המושבות שגדלו על מצע מק-קונקי וחשב את מספר החיידקים למ"ל תרבית.

חשב את המשקל היבש של 107 חיידקים בשני קצבי הגידול שבדקת, לפני הוספת הכלורמפניקול (רמז: העזר בקריאתO.D  של תרביות החיידקים בזמן נטילת הדוגמא לספירה). התחשב במיהול של הכלורמפניקול!

חשב את הכמות היחסית של DNA ב-107  חיידקים לפני הוספת הכלורמפניקול.

שרטט עקום של קצב קליטת טימידין ב1- מ"ל חיידקים.

חשב את היחס בין מספר מזלגות ההכפלה בחיידקים הגדלים במצע עשיר למספרם בחיידקים הגדלים במצע דל. לצורך החישוב יש לחשב, קודם כל, כמה DNA נוצר בתנאים בהם אין גידול, כתוצאה מהוספת כלורמפניקול. התוספת ב-DNA ((DNA) היא ההפרש בין מספר הספירות בתום הניסוי לבין מספר הספירות עם הוספת הכלורמפניקול.�את התוספת ב-DNA יש לייחס למספר התאים בתרבית, הידוע מספירת המושבות (סעיף III ד'.)



דיון



במהלך הדיון עליך להתיחס לכל התוצאות שחישבת, כמו כן התיחס גם לשתי השאלות הבאות:



מדוע לא התחלנו את הניסוי בהוספת כלורמפניקול לתרביות, ומה אפשר ללמוד מהחלק הראשון של הניסוי (לפני הוספת הכלורמפניקול)?

מדוע בתרבית הגדלה במצע עשיר יש יותר DNA, כאשר החישוב נעשה לפי תא/DNA, בעוד שבחישוב של יחידת מסה/DNA הכילה התרבית שגדלה במצע דל יותר DNA?



� שני התהליכים אינם בהכרח זהים, משום שכפי שלמדת מתבצעת ההכפלה באמצעות מזלגות הכפלה אחדים הנעים בכרומוזום אחד או במספר כרומוזומים זהים.



� הסימון thy ליד שם החיידק מציין שגזע זה אינו מסוגל ליצור טימין בעצמו (כגזע הבר), ויש לספק לו טימין במצע.

3 אגר מק-קונקי (Mac-Conkey) הוא מצע מזון מסוים המכיל בנוסף לכל המרכיבים הדרושים לגידול חיידקים, גם גורמים סלקטיבים המאפשרים גידול של חיידקים מסוימים ומונעים גידול של חיידקים אחרים. בניסוי משתמשים במצע זה כדי לאפשר גידול של חיידקי  E. coli  למניעת זיהום בחיידקים אחרים.








