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  שלמי תודות
  

הן מהבחינה המקצועית והן , תקופת המחקר הייתה ללא ספק מעניינת ומרתקת עבורי

וזאת בזכות , שניים בהרמוניההתאפשר לי לשלב בין ה, לשמחתי הרבה. מהבחינה האישית

  : ועל כך אני מבקשת להודות להם מקרב לב, אלה שסייעו לי וליוו אותי

 ההזדמנות לבצע את - ראשונה לקבל את תודתי על כל שהעניקה ליפרופסור עדה רפאלי

והעידוד , התמיכה והגיבוי, העצות הטובות ביותר, הסיוע הרב, ההדרכה המעולה, המחקר

, בקיאותה הרבה, זכיתי להנות מניסיונה העצום. ובעיקר ברגעים הקשיםלכל אורך הדרך 

  .גישתה האוהדת ודבריה שנאמרו תמיד בנחת, יחסה החם, נועם הליכותיה

הן מהצד הטכני והן , על הסיוע הרב לעבודתי, תודה על עבודת גידול העש, לאבי עזריאלי

  . ועל האווירה הנעימה שאתה משרה במעבדה, מהצד הרעיוני

תודה על כך שלימדת אותי את מרבית שיטות העבודה , חברתי למעבדה, לרחלי בובר

על שיתוף הפעולה הרב מצידך שהוליד פרק נוסף וחשוב , במעבדה שהיו כה נחוצות לעבודתי

ועל כך שלימדת , על הסבלנות הרבה, על השעות הרבות שהקדשת בכדי לסייע לי, בעבודה

  .חייםהן במחקר והן ב, אותי מניסיונך

תודה על , וליאן אלכס, אורן, זיו, אורלי, וידיה, ליתר חברי למעבדה בשנתיים האחרונות

יחד עם , על השיחות המעניינות ועל כך שיצרנו כולנו, עזרתכם בהיבטים השונים של עבודתי

  .שמח ויצירתי, תא מגובש, אבי ורחלי, עדה

תודה לכם , דניאלולבן זוגי , נועה  ואחותישרי ודרורהוריי , לבני משפחתי היקרים, ולבסוף

  . תמכתם בי וחיזקתם את ידיי לאורך כל הדרך, על שהאמנתם בי

  

  

   

  

  .כולכם תבואו על הברכה
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  רשימת קיצורים ומונחים
  

1. 7TM- seven transmembrane receptors  

2. AG- Abdominal ganglia 

3. Atf-Bct-NHS-PBAN- (N-[N-azido-tetrafluorobenzoyl] biocytinyloxyl-             

    succinimide)- pheromone biosynthesis activating neuropeptide 

4. B + S- Bursa & Spermatheca 

5. Br- Brain  

6. Br-SOG- brain-subesophageal ganglion complex 

7. BSA- bovine serum albumin  

8. CA- corpora allata 

9. Ca2+- calcium ions 

10. CaM- calmodulin 

11. cAMP- cyclic AMP (3′,5′-cyclic monophosphate) 

12. CC- corpora cardiaca 

13. CNS- Central Nervous System  

14. cpm- counts per minute 

15. D (Displacement)- a binding treatment performed on membrane               

      preparations from the tested tissues, in a presence of Hez-PBAN ligand    

      labeled with a photo affinity group (Atf-Bct-NHS-PBAN) and with biotin in   

      an excess of unlabeled Hez-PBAN.    

16. DH- Diapuse Hormone 

17. DMF- Dimethyl formamide 

18. E (Endogenous)- a binding treatment performed on membrane                 

      preparations from the tested tissues, without supplement of Hez-PBAN  

19. E-value- Expect value; a parameter that describes the number of hits one 

      can expect to see just by chance. In other words, it is the frequency of       

      occurrence by chance for a reporting alignment. For example, an E-value  

      of 1 assigned to a hit means in a database of particular size one might       

      expect to see one match of particular length with simlar percent identity by 

      chance.    
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20. EC50- Effective Concentration; the concentration of a ligand, which             

      produces 50% of the maximum possible response for that ligand (e.g.        

      binding to a receptor or pheromone production)   

21. ETH- Ecdysis Triggering Hormone  

22. GC- Gas Chromatograph 

23. Gl- Pheromone glands 

24. GPCR- G-protein-coupled receptor 

25. Hez-PBAN- Helicoverpa zea pheromone biosynthesis activating                

      neuropeptide neuropeptide 

26. HPLC- High perfomance liquid chromatograph 

27. HRP- horseradish peroxidase 

28. IBMX- 3-Isobutyl-1-methylxanthine  

29. IDV- integrated density value 

30. IDVD- IDV received for the displacement treatment 

31. IDVE- IDV received for the endogenous treatment 

32. IDVL- IDV received for the labeling treatment 

33. JH- Juvenile hormone 

34. L (Labeled)- binding of Hez-PBAN ligand labeled with a photo affinity        

      group (Atf-Bct-NHS-PBAN) and with biotin to membrane preparation from 

      the tested tissues   

35. LPK- Leucopyrokinin 

36. LPK4-8- the FTPRLamide C-terminal end of Leucopyrokinin  

37. M- Wing muscle 

38. Md- Myomodulin 

39. MRCH- Melanization and reddish coloration hormone 

40. NMU- Neuromedin U 

41. PBAN- Pheromone biosynthesis activating neuropeptide 

42. PBAN-R- Pheromone biosynthesis activating neuropeptide 

43. PCR- Polymerase chain reaction 

44. PGNs- PBAN gene neuropeptides (PBAN gene products) 

45. PGN-7- 7 amino acid-long PBAN gene product  

46. PGN-8- 8 amino acid-long PBAN gene product 

47. PGN-18- 18 amino acid-long PBAN gene product 

48. PGN-24- 24 amino acid-long PBAN gene product 
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49. Pss-Pt- Pheromonotropin  

50. RIA- Radio Immuno Assay 

51. RMCE- Receptor-mediated calcium entry 

52. RT-PCR- Reverse transcription polymerase chain reaction 

53. SDS-PAGE- Sodium dodecyl sulfate- polyacrylamide gel electrophoresis 

54. SEM- standard error of the means 

55. Sf9 cells- a cell line derived from Spodoptera frugiperda, that expresses   

      the gene of H. zea PBAN-R  

56. SOG- subesophageal ganglion 

57. TAG- Terminal abdominal ganglion 

58. TFA-Trifluoroacetic acid 

59. TG- Thoracic ganglion 

60. UV- Ultra violet 

61. VNC- Ventral nerve cord 

62. Z9-16:Ald- (Z)-9-hexadecenal 

63. Z11-16:Ald- (Z)-11-hexadecenal 

64. Z11-16:OH- (Z)-11-hexadecenol 
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  תקציר

  

שייך למשפחת התנשמיות , חרק מודל של המחקר הנוכחי, Helicoverpa armigera עשה

ומשתמש א פעיל בשעות הלילה הו. מהווה מזיק לגידולים חקלאיים רבים ברחבי העולםו

של פרומוני מין למשיכת תערובת עש משחררות הנקבות . בתקשורת כימית לצורך התרבותו

.  נעשה בבלוטת הפרומוןH. armigeraייצור פרומוני המין על ידי נקבות . להזדווגותזכרים ה

ל פיתוח אמצעי בקרה שונים עתלויה במידה רבה ב אוכלוסיית מין העש המזיק הפחתת

האחראיים , הבנת המנגנונים המולקולרייםישנה חשיבות רבה ל, לכן. שחרור פרומון המין

   . אסטרטגיות להפרעת הזיווגעל מנת למצוא, לייצור הפרומונים

סינתזת פרומוני המין נעשית תחת בקרת יום ולילה ומתווכת על ידי , במיני עש רבים

נוירופפטיד  (PBANמכונה ו ,ליד המוחהממוקם , וצר בגנגליון התת ושטיהנ, נוירופפטיד

                 - פפטידים בעלי תפקידים שוניםת שייך למשפחPBAN ).המאקטב סינתזת פרומון

PBAN- pyrokinin peptide family ,נושאים את הרצף הFxPRLamide (x=G, S or T) 

 בבלוטות .וטרופיתהמהווה את הרצף החיוני והמינימלי לפעילות פרומונ,  טרמינליC -בקצה ה

, )PBAN) PBAN-R -קולטן לזוהה  Helicoverpa zeaהפרומון של נקבות עש מהמין 

. H. armigera כולל,  נמצאו במינים נוספיםPBAN -קולטנים נוספים ל. Gהמצומד לחלבון 

  .דומה בשני המינים PBAN-R -ו,  רבהובים במידהקר H. zea - וH. armigeraהמינים 

ובבלוטות פרומון , biotin -המסומן בקבוצת פוטואפיניות וב,  PBAN-אנלוג לעל ידי שימוש ב

 לחלבון PBANהומחשה קשירה ספציפית של , H. armigeraשל נקבות בוגרות מהמין 

  . kDa 50 -הקשור לממברנה של כ

. ברמת החלבון והגן,  בעשPBAN -המטרה העיקרית של מחקר זה היא אפיון הקולטן ל

לפיה , בוחן את השערת המחקר, H. armigeraע בנקבות עש מהמין המבוצ, מחקר זה

ושאותם ,  ברקמות שונות בגוף העש נוסף לבלוטות פרומון המיןPBAN -קיימים קולטנים ל

 PBAN -דמויי או של פפטידים PBANיות נוספות של קולטנים מהווים אתרי פעולה לפעילו

 העבודה נקבעה הנוכחות בחלק הראשון של. FxPRLamide -השייכים למשפחת ה

 Sf9 ברמת החלבון ברקמות נוספות לבלוטת הפרומון ובתאי PBAN-Rהאפשרית של 

. H. armigera -הדומה במידה רבה לקולטן מ, H. zeaהמבטאים את הגן לקולטן של 

המבוססת על קשירת ליגנד ,  מהווה ביקורת חיובית לבדיקה ביולוגית Sf9-השימוש בתאי ה

בחלק השני של העבודה נבחנה נוכחותו של הגן לקולטן ברקמות . PBAN-R -מסומן ל

בחלק . PBAN -כי החלבונים שזוהו ברקמות הם אכן קולטנים ל, השונות בכדי לאמת

על מנת לברר את , השלישי נחקרה מעורבות שליחים משניים בביוסינתזת פרומון המין

בחלק . לוטת פרומון המיןבב,  בביוסינתזת הפרומון ברמת התאPBAN -תפקיד הקולטן ל

הרביעי והאחרון של העבודה נבחנה הפעילות הפרומונוטרופית של פפטידים ממשפחת        
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בבלוטות הפרומון של נקבות              , PBAN - ושל פפטידים דומים ל PBAN -pyrokinin-ה

H. armigera .  

 באמצעות בדיקה  ברקמות השונות נעשהPBAN -הניסיון לזהות את חלבון הקולטן ל

 biotin -בקבוצת פוטואפיניות וב מסומן PBANהמבוססת על קשירת ליגנד , ביולוגית

 לחלבונים Western blot - וSDS-PAGEועל ידי אנליזת , לממברנות שהופקו מהרקמות

 kDa 50בניסויים אלו נמצאו חלבונים במשקל מולקולרי של . אליהם נקשר הליגנד המסומן

 המבטאים את Sf9 -כמו גם בתאי ה, בצינור העצבי ובבלוטות הפרומון, החזהבגנגליון , במוח

 שאינו מסומן PBANכי ליגנד , בכל הרקמות הללו נמצא גם. H. zea של PBAN-R -הגן ל

. שניתן בעודף במקביל לליגנד המסומן הצליח לדחוק את הליגנד המסומן מהקשירה לקולטן

הספציפיים             , PBAN-R - או קולטנים דומים לPBAN -הדבר מעיד על נוכחות קולטנים ל

שריר הכנף            , בשתי רקמות אחרות שנבחנו, עם זאת.  ברקמות העצביות בגוף העשPBAN -ל

המחשת נוכחותו של חלבון הקולטן לא התאפשרה באמצעות , bursa & spermatheca -וה

לבדיקת נוכחותו של  in vitroחן כמותי בשתי רקמות אלו נערך מב. Western blot -שיטת ה

PBAN-R ,כי רמתו התוך תאית בבלוטת פרומון המין של השליח , המבוסס על העובדה

עולה כתוצאה מזירוז על ידי , cyclic-AMP) (cAMP, המשני בביוסינתזת פרומון המין

PBAN .בשריר הכנף וב- bursa & spermatheca לא נמצאה השפעה מובהקת של מתן 

PBANחיצוני על ייצור ה - cAMP ,ששימשו כביקורת חיובית , בניגוד לבלוטות פרומון המין

 PBAN - כפונקציה של ריכוז הcAMP -בהן נצפתה עליה מובהקת בייצור ה, בניסויים אלו

 אינם bursa & spermatheca -כי שריר הכנף וה, משמעות הדבר היא. במדיום ההדגרה

 משרה מסלול שונה של שליחים משניים PBAN -ו שא, PBANמגיבים לזירוז על ידי 

   .ברקמות אלו

של נקבות                       ברקמות השונות PBAN-R - או לקולטן הדומה לPBAN-R -נוכחות הגן ל

H. armigera נקבעה על פי נוכחותו של mRNA ,שה- cDNAמקודד    ,  ממנו הוא משועתק

, PBAN -תחלים עוצבו כנגד הקולטן ל. חת מהרקמותבכל א, )או לקולטן דומה (PBAN-R -ל

רצפים אלו נמצאו ,  שהתקבלו מהרקמות השונותcDNA - שנערך לרצפי הBlast -ובחיפוש ב

 של הגן                     GenBank - לרצף המופיע ב) הומולוגיה100%-96%(דומים במידה רבה 

כי הגן , מסקנה מתוצאות אלו היאה. H. armigera מבלוטות פרומון המין של PBAN-R -ל

המוח , בלוטת הפרומון; אכן קיים ומתבטא ברקמות הנבחנות) או גן דומה לו (PBAN-R -ל

הם אכן  kDa 50לכן החלבונים שנמצאו ברקמות אלו במשקל מולקולרי של . וגנגליון החזה

כי , מורבו נמצא כא, בשריר הכנף, לעומת זאת.  או קולטנים דומים לוPBAN -קולטנים ל

 שהופק ממנו נמצא הומולוגי cDNA -רצף ה, PBAN -הרקמה כנראה אינה מכילה קולטנים ל

הדומה               , כי מדובר בקולטן אחר, ולכן סביר להניח, H. armigera - מPBAN-R -לגן ה

 המבוסס על שליחים משניים שאינם PBAN-Rאך עובד במנגנון שונה משל , PBAN-R -ל

cAMP .  
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לשם  בביוסינתזת פרומון המין +Ca2של חקירת מעורבותו , ק השלישי של העבודההחל

ביקש לבדוק האם הקשירה ,  בביוסינתזת הפרומון ברמת התאPBAN-Rמציאת תפקידו של 

 שבממברנת התא של בלוטת פרומון המין מתווכת PBAN-R - וPBANהספציפית בין 

מבחני הדבר נעשה באמצעות . ניים בתאבמנגנון הביוסינתזה על ידי הפעלת השליחים המש

in vitro , באופנים שוניםבהם הודגרו בלוטות הפרומון עם חוסמי תעלות סידן הפועלים .

 עיכבו באופן verapamil - וSKF 96365, כי מבין החומרים שנבחנו, התוצאות מראות

ע על רמות  לא השפיamiloride -בעוד ש, מובהק את ייצור הפרומון בבלוטות פרומון המין

,  המתווכת על ידי קולטן+Ca2מעכב של כניסת כ ידוע SKF 96365 -היות ו. הפרומון

החיוני , +Ca2 -שכניסתו של ה, העובדה כי הוא מונע ייצור פרומון מין מצביעה על כך

  . PBAN -מתווכת על ידי הקולטן ל, לביוסינתזת פרומון המין

מונוטרופית של פפטידים ממשפחת                בחלק האחרון של העבודה נבחנה הפעילות הפרו

שבדקו , in vitro באמצעות מבחני PBAN - ושל פפטידים דומים לPBAN- pyrokinin -ה

כי , אותהתוצאות מר. את רמת פרומון המין הנוצר כפונקציה של ריכוז אחד הפפטידים

 PBANהגן כמו כולל אלו המקודדים על ידי אותו , PBAN -מרבית הפפטידים הקרובים ל

הם בעלי פעילות פרומונוטרופית בבלוטות פרומון המין של נקבות              , )PGNsהמכונים (

H. armigera .  

           PBAN -המחקר הנוכחי הצליח להמחיש לראשונה את נוכחותם של קולטנים ל, לסיכום

 ברמת H. armigeraברקמות העצביות בגוף נקבת העש ) PBAN-R -או קולטנים דומים ל(

         PBAN-R -גנים המקודדים ל, כמו גם בבלוטת פרומון המין, החלבון וזיהה ברקמות אלו

כי בעבודה זו הגנים לקולטנים שנמצאו ברקמות השונות , יש לציין). או לקולטנים דומים לו(

ר  הינו הפפטיד בעל האפיניות הגבוהה ביותPBANוכן לא נבדק האם , לא רוצפו במלואם

לא ניתן לקבוע בודאות האם מדובר , לכן. לקולטנים הללו בהשוואה לפפטידים דומים אחרים

  .PGNs -כגון ה, H. armigera - או לפפטידים אחרים הנוצרים בPBAN -בקולטנים ל

הינם , PGNs -כולל ה, PBAN -המחקר הראה כי מרבית הפפטידים הקרובים ל, כמו כן

משמעות הדבר . H. armigeraלוטות הפרומון של נקבות בעלי פעילות פרומונוטרופית בב

 הוא PBAN -והדבר מציע ש,  דומה מבחינה תפקודית לפפטידים הקרובים לוPBANכי , היא

העבודה הראתה כי , לבסוף. בעל תפקידים נוספים ברקמות בהן הפפטידים הללו פועלים

 בלוטת הפרומון  המעוגן לממברנת התא שלPBAN-R - וPBANהקשירה הספציפית בין 

וכי , )cAMP(מתווכת במנגנון ביוסינתזת פרומון המין על ידי הפעלת שליחים משניים בתא 

Ca2+המחקר הנוכחי עשוי לסייע בהבנת המנגנונים .  חיוני לביוסינתזת פרומון המין

תרום ת,בשילוב מחקרים נוספים בנושא, עבודה זו .המולקולריים האחראיים לייצור פרומון מין

המבוסס על הפרעה לתהליך , תוח אמצעי בקרה יעיל וספציפי על אוכלוסיות העש המזיקלפי

   .ולעניין ישנה חשיבות כלכלית רבה, ביוסינתזת פרומון המין בעש
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  הקדמה

  

השימוש המוגבר בחומרי הדברה כנגד חרקים מזיקים בחקלאות גרם , בשנים האחרונות

  , כחלק מהמלחמה במזיקים. רהלהתפתחות של עמידות המזיקים נגד חומרי ההדב

נשקלת הגבלה בשימוש בתרכובות , בטיחות ואיכות הסביבה, ועקב שיקולים של בריאות

הדבר הוביל לחיפוש אחר אלטרנטיבות בטוחות . רעילות במזון ובתוצרים חקלאיים אחרים

  . יותר לבקרת אוכלוסיות חרקים מזיקים בחקלאות

. ת של החרקים המזיקים העיקריים בחקלאות מהווה את אחת הקבוצותנשמיותקבוצת ה

וכך , נקבות מייצרות ומשחררות תערובת של פרומוני מין לכיוון הזכרים, ברוב מיני העש

עד כה נעשו מאמצים רבים בזיהוי מרכיבי התערובת של פרומוני . מושכות אותם להזדווגות

. רת אוכלוסיית המזיקאך הדבר קצר הצלחה מוגבלת בבק, המין ובפיתוח אנלוגים לפרומונים

פיתוח אמצעי בקרה שונים על שחרור פרומון המין יסייע במידה רבה לבקרת אוכלוסיית מין 

חיונית למציאת , האחראיים לייצור הפרומונים, הבנת המנגנונים המולקולריים. העש המזיק

, יםכגון תכנון אנטגוניסטים אפקטיביים וסלקטיבי, אסטרטגיות אידיאליות להפרעת הזיווג

  . המסוגלים לחסום את התקשורת באמצעות פרומוני מין

סינתזת פרומוני המין נעשית תחת בקרת יום ולילה ומתווכת על ידי , במיני עש רבים

הנוירופפטיד נוצר ). נוירופפטיד המאקטב סינתזת פרומון (PBANהמכונה , נוירופפטיד

ומשוחרר תחת בקרה , )Raina and Klun, 1984(הממוקם ליד המוח , בגנגליון התת ושטי

  ). Fabrias et al., 1994) (המולימפה(לדם ) Ichikawa, 1988(פוטופריאודית 

PBANכולל , היוצר חמישה פפטידים,  מקודד על ידי גןPBAN , אשר כולם בעלי רצף

FxPRLamide (x=G, S or T)בקצה ה - C טרמינלי )Kawano et al., 1992; Sato et al., 

1993; Ma et al., 1994( , שהינו הרצף המינימלי וההכרחי לפעילות פרומונוטרופית                 

)Raina and Kempe, 1990, 1992; Kuniyoshi et al., 1991 .(ב- H. zea , ארבעת

, PGN-24 -והם צוינו כ, )PBAN gene products) PGNsהפפטידים הנוספים מכונים 

PGN-7 ,PGN-18ו - PGN-8) Ma et al., 1996 .(כל ה- PGNs הינם בעלי פוטנציאל 

   ).;Ma et al., 1996 Teal et al., 1989(לזירוז ביוסינתזת פרומון מין 

PBANשייך למשפחה של פפטידים בעלי תפקידים שונים - PBAN-pyrokinin peptide 

family , שכל הפפטידים החברים בה נושאים את הרצףFxPRLamideבקצה ה - C 

  ).Review Rafaeli, 2002ראה (טרמינלי 

Choi et al. (2003) זיהו בבלוטות הפרומון של נקבות עש מהמין Helicoverpa zea קולטן 

 נמצאו במינים PBAN -גנים דומים לקולטן ה. G) (AY319852המצומד לחלבון , PBAN -ל

 Bombyx mori) (AB181298 ,H. armigera) AY792036( ,Plutella xylostella: נוספים

)AY974334(,Spodoptera littoralis ) DQ407742) (Hull et al., 2004; Choi et al., 
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2004, GENBank; Lee and Boo, 2005, GENBank; Zheng et al., 2006, 

GENBank .(הקולטן ל- PBANנמצא דומה גם לקולטנים של פפטידים דמויי -pyrokinins 

- Diapauseזוי עבור קולטן לפפטיד דמוירצף ח (Tribolium castaneum: מהמינים הבאים

Hormone) (XM 963636( ,Apis mellifera)  חזוירצף) (XM_623963( ,Anopheles 

gambiae) DQ103706) (Cazzamali et al., 2005( ,Drosophila melanogaster ;

 Park et) (AF522190 (CG8795 הגןו) Park et al., 2002) (CG9918) AF52291הגן

al., 2002( ,B. mori) AB164390/89/88/87/86) (Homma et al., 2006 .(בין המינים               

H. armigeraו - H. zea והקולטן ל, ישנה קרבה רבה- PBANדומה בשני המינים .  

הוסק כי משקלו ,  חומצות אמינו346שאורכו , H. zea - מPBAN-Rעל סמך הרצף של 

              על ידי שימוש באנלוג ). kDa) Choi et al., 2003 38.6המולקולרי של הקולטן הינו 

ובבלוטות פרומון של נקבות בוגרות , biotin -המסומן בקבוצת פוטואפיניות וב,  PBAN-ל

 לחלבון הקשור לממברנה של PBANהומחשה קשירה ספציפית של , H. armigeraמהמין 

לאחר לקיחה ). kDa) Rafaeli and Gileadi, 1997, 1999; Rafaeli et al., 2003 50 -כ

             הגודל הנראה של,  שנשאר קשור לקולטןbiotin - המסומן ב PBAN-בחשבון של ה

PBAN-R45 - הופחת לכ kDa ,גודל החלבון של, אך לפי הגן armigera H. אינו שונה 

   . SDS-PAGE -דבר שעשוי להצביע על אי דיוק ב, H. zeaמגודל החלבון של 

  

. ברמת החלבון והגן,  בעשPBAN - היא אפיון הקולטן למטרה העיקרית של מחקר זהה

לפיה , השערת המחקרבוחן את , H. armigeraהמבוצע בנקבות עש מהמין , מחקר זה

ושאותם ,  ברקמות שונות בגוף העש נוסף לבלוטות פרומון המיןPBAN -קיימים קולטנים ל

 PBAN -דמוייאו של פפטידים  PBAN נוספות של יותקולטנים מהווים אתרי פעולה לפעילו

  .FxPRLamide -השייכים למשפחת ה

 שייך למשפחת פפטידים בעלי תפוצה רחבה PBAN -ש, השערה זו מתבססת על העובדה

. Review (Rafaeli, 2002ראה  (בחרקים ועם תפקידים רבים בתהליכים פיסיולוגיים שונים

,  טרמינליC - בקצה ה FxPRLamideהרצף בעלי PBAN - דומים לנוכחות פפטידים

ברקמות שונות בגוף העש ) Raina and Kempe, 1990(ההכרחי לפעילות פרומונוטרופית 

  .  באותן רקמות פעיל גם הואPBAN כי, מציעה

  

   :מטרות העבודה

 ברמת החלבון ברקמות נוספות PBAN -קביעת הנוכחות האפשרית של קולטן ה .1
הדומה , H. zea המבטאים את הגן לקולטן של Sf9 ובתאי לבלוטת הפרומון

 מהווה ביקורת חיובית לבדיקה Sf9 - השימוש בתאי ה.H. armigera -לקולטן מ

 נוצר PBAN -היות ו. PBAN -המבוססת על קשירת ליגנד מסומן לקולטן ה, ביולוגית
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 ברקמות PBAN -ייתכן כי קיימים קולטנים ל, במוח וקשור למערכת העצבים

   . העצביות

כי החלבונים שזוהו ,  על מנת לאמת-קביעת נוכחותו של הגן לקולטן ברקמות .2

  . PBAN -ברקמות השונות הם אכן קולטנים ל

 pyrokinin/PBAN -בחינת הפעילות הפרומונוטרופית של פפטידים ממשפחת ה .3
 פעילות פרומונוטרופית של פפטידים בעלי .PBAN -ושל פפטידים דומים ל

דמיון תפקודי בינם לבין  על עשויה להצביע ברקמות אחרות תפקידים פיסיולוגיים

PBAN ,המציע כי ל- PBANתפקידים נוספים באותן רקמות  .  

 בכדי לברר את תפקיד -בחינת מעורבות שליחים משניים בביוסינתזת פרומון המין .4

  . בבלוטת פרומון המין,  בביוסינתזת הפרומון ברמת התאPBAN -הקולטן ל

  

  ברקמות אחרות בגוף העש יביא לחקירה מעמיקה יותר של פעילותPBAN -לזיהוי קולטנים 

המחקר .  בבלוטת הפרומוןPBAN -במקביל לחקירת הקולטן לבאותן רקמות  PBAN -ה

למרות . הנוכחי עשוי לסייע בהבנת המנגנונים המולקולריים האחראיים לייצור פרומון מין

בשילוב מחקרים , המחקר הנוכחי, ישיריםשלתוצאות מחקר זה לא יהיו יישומים חקלאיים 

, יתרום לפיתוח אמצעי בקרה יעיל וספציפי על אוכלוסיות העש המזיק, נוספים בנושא

ולעניין ישנה חשיבות כלכלית , המבוסס על הפרעה לתהליך ביוסינתזת פרומון המין בעש

  .רבה
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  מבוא. 1

  

  תקשורת כימית בחרקים) 1.1

. להעברת מסרים, כתלות בתנאים הסביבתיים, ם בדרכי תקשורת שונותחרקים משתמשי

חוש הריח של חרקים . אקוסטית וכימית, סוגי התקשורת הנפוצים הינם תקשורת ויזואלית

מקום מחיה ובן או בת , בייחוד לגירויים חשובים בסביבת החרק כגון מקור מזון, רגיש מאוד

  ).Wedell, 2005(זוג 

ה החיצונית והפנימית של החרק חיונית לקיום תהליכים פיסיולוגיים התקשורת בין הסביב

הנוצרים בכמויות מועטות בגוף , אלו הם כימיקלים. והיא תלויה בפעולת הורמונים, רבים

תקשורת בין , לעומת זאת. ואשר ממקום הווצרותם מגיעים לרקמת המטרה, החרק

ברים דרך הסביבה החיצונית המוע, אורגניזמים נעשית באמצעות כימיקלים מסוג אחר

החיים , השימוש בהם נפוץ באורגניזמים ליליים או תת קרקעיים. כימיקלים-ומכונים סמיו

בניגוד לתקשורת , כיוון שהם מסוגלים להתגבר על מכשולים פיסיים, בסביבות חשוכות

  ). Hunsell, 1985(הויזואלית 

בות פיסיולוגיות או התנהגותיות על ידי המתווכים בתגו, פרומונים הינם חומרים כימיים נדיפים

           חישת הפרומונים דורשת כמויות זעירות בלבד       . העברת אותות בין פרטים באותו המין

)Karlson and Luscher, 1959 .( הפרומונים הינם נגזרות של שרשראות פחמימניות או של

ויים להווצר באותו מסלול שמרכיביה עש, הם מצויים לרוב בתערובת. טבעות טרפניות

השונות הרבה בין הפרומונים קיימת הודות לאפשרויות הרבות ולשילובים שונים . ביוסינתזה

ראה ( משמעות הדבר היא בידוד מיני בין המינים השונים. של נגזרות בתערובות הפרומונים

Review Tillman et al., 1999 .(זמנים שונים בידוד מיני מושג גם על ידי שחרור הפרומון ב

. במקרים בהם מינים שונים משתמשים באותו הכימיקל לתקשורת, של היום או הלילה

צמחים ובעלי חיים ובסביבות מימיות , הפרומונים הינם מתווכי תקשורת חשובים בחיידקים

  ). Review Tillman et al., 1999ראה (

, ובת פרומוני המיןתער. פרומוני מין משמשים למשיכה ולתקשורת מינית בחרקים רבים

נקלטת על ידי בני הזוויג השני , הזכר או הנקבה, המשוחררת על ידי אחד משני הזוויגים

ייצור , ובייחוד במינים הליליים, במיני עש. מאותו מין ומשפיעה על התנהגותם המינית

  . הפרומון נעשה לרוב על ידי הנקבות

, רכובות אליפטיות קרובות מבניתפרומוני המין במיני עש מורכבים לרוב מתערובת של ת

בכמות ובמיקום , בגיאומטריה, המשתנות באורך השרשרת, שהנן נגזרות של חומצות שומן

התרכובות הללו נוצרות על ידי מגוון פעולות של . הקשרים הכפולים והקבוצות הפונקציונליות

ם ספציפיות ומשולבות ליצירת קשרים כפולי) Δ-desaturases(דסטוראזות -דלתא

  ).  Review Rafaeli, 2002ראה (קיצורה או הארכתה ושינויים נוספים , בשרשרת
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המרכיב העיקרי הנו נגזרת .  נמצאו שלושה מרכיבים עיקריים בתערובתH. armigeraבמין 

, עם קשר כפול בפחמן מספר אחת עשרה,  פחמנים16אלדהידית של חומצת שומן באורך 

המרכיבים ). Z11-16:Ald או 11-hexadecenal-(Z)וגם  (cis 11 hexadecenalהמכונה 

אך בעלת ,  פחמנים16המשניים כוללים נגזרת אלדהידית של אותה חומצת שומן באורך 

 או 9-hexadecenal-(Z)וגם  (cis 9 hexadecenalהמכונה , קשר כפול בפחמן מספר תשע

Z9-16:Ald (והוא , 11פר ונגזרת כהלית של חומצת השומן בעלת הקשר הכפול בפחמן מס

ומהווה את ) Z11-16:OH או 11-hexadecenol-(Z)וגם  (cis 11 hexadecenolקרוי 

                    מחקרם של). 11-hexadecenal) Nesbitt et al., 1979-(Z) -הפרקורסור ל

Deming et al. (1997)כי היחס בין שלושת מרכיבים אלו ב,  מצא- H. armigera הוא 

100:4.5:8.8 ((Z)-11-hexadecenal: (Z)-9-hexadecenal: (Z)-11-hexadecenol).  

ואף , ביניהם 1:10ביחסים של , כי שני המרכיבים האלדהידיים,  נמצאH. armigeraבמין 

                                                     מספיקים למשיכת הזכרים,  לבדו)Z)-11-hexadecenalהמרכיב העיקרי 

)Kehat et al., 1980; Kehat and Dunkelblum, 1990; Deming et al., 1997 .( לעומת

, כלומר דחה אותם, המרכיב הכהלי היה בעל השפעה הפוכה על התנהגות הזכרים, זאת

 Kehat and(הכוללת מרכיבים נוספים ,  ומעלה מכלל תערובת פרומון המין5%כאשר היווה 

Dunkleblum, 1990; 1993; Deming et al., 1997.(  

  

  Helicoverpa armigeraהמין ) 1.2

. שייך למשפחת התנשמיות, חרק מודל של המחקר הנוכחי, Helicoverpa armigeraהמין 

עגבניות , תירס, כותנה, חומוס: כגון, הוא מהווה מזיק לגידולים חקלאיים רבים ברחבי העולם

                  הוא פעיל בשעות הלילה גם, כמו שאר המינים במשפחה). 1983, איזנשטיין(ובטטות 

)Lingren et al., 1982( ,ומשמעות הדבר היא שימוש כמעט בלעדי בתקשורת כימית ,

  . וחיוניות פרומוני המין לצורך התרבותו

H. armigeraמבין חמש דרגות הזחל .  ימים לאחר ההזדווגות3-2 - בוקע מהביצים כ

בתום דרגת הזחל .  והשלישית הן המזיקות ביותרהדרגה השנייה, הנוצרות במהלך החיים

  ).wandering -שלב ה(הזחל מתחיל באיתור מקום מתאים להתגלמות , החמישית

החרקים גודלו בתנאים , על מנת לחקות את הפוטופריאודה הקיימת בטבע בעונת הקיץ

, )ºC 25 -טמפרטורה של כ(בתנאי הגידול .  שעות חושך10 - שעות אור ו14מבוקרים של 

ניתן להבחין בהתגלמות . ולאחר מכן הוא עובר התגלמות ונחנט,  יום15העש חי כזחל למשך 

לאחר שסיים , wandering -כאשר הוא מתחפר במצע המזון בשלב ה, הקרבה של הזחל

  . לאכול

ולאחר שסיים , )Fan et al., 1999a( ימים 8בגיל ) pharate(הגולם מתפתח לבוגר חבוי 

בתנאים הקיימים . הוא מגיח כעש בוגר,  הימים הבאים5-3אה במשך להתפתח בצורה מל
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 הגחתם מתרחשת -שהזכרים מגיחים בגיל צעיר ביום מאשר הנקבות, בתנאי הגידול נמצא

  . יום13-12שמגיחות בגילאי ,  יום לעומת הנקבות12-11בגילאי 

  

  התנהגות מינית בעש) 1.3
                                         למשיכת זכריםנקבות עש משחררות מולקולות של פרומוני מין 

)Birch and Haynes, 1982 ( במהלך התנהגות קריאה)Wedell, 2005 .( הרצפטיביות של

המשתנים בין נקבות בתולות , נקבות בפרפראים ובמיני עש מושפעת מגורמים רבים

) קוראת( פרומון הנקבה מפרישה, ברוב מיני הפרפראים). Wedell, 2005(למזווגות 

התקופתיות של . ורצפטיבית לזיווג רק במהלך תקופה קצרה יחסית במהלך היום או הלילה

 ,Roelofs and Carde(תגובת הזכר פחות או יותר חופפת לקצב האטרקטיביות של הנקבה 

1974  .(           

  כמו במין, ןייצור פרומוני המין על ידי הנקבות למשיכת זכרים נעשה לרוב בבלוטת הפרומו

H. armigera) Rafaeli and Soroker, 1989a .( במהלך התנהגות הקריאה נקבת העש

ובכך , "איתות"פעולה זו מכונה . חושפת את בלוטת הפרומון על ידי הבלטת קצה הבטן

 ,Sanderford and Conner(הנקבה מאפשרת לתערובת הפרומונים להתנדף לסביבה 

  ). 1983, איזנשטיין; 1990

 או איברי חישה במחושים של הזכרים odorant receptors ומוני המין נקלטים על ידיפר

במהלכה הם עפים , ובעקבות זאת הזכרים מגיבים בהתנהגות אופיינית, )1983, איזנשטיין(

  ). (O’Connell, 1972מה שמביא להזדווגות , כנגד כיוון הרוח אל הנקבות המאותתות

בעוד שאחרים מזדווגים יותר ,  אחת בלבד במהלך חייהםמינים מסויימים מזדווגים פעם

הנקבות עושות , )מינים פוליאנדריים(במינים שמזדווגים יותר מפעם אחת . מפעם אחת

 Shorey and Gaston, 1965; Raina)הפוגה זמנית בהתנהגות הקריאה ובייצור הפרומון 

et al., 1986b) . נקבות מהמיןH. armigera ובכל , הינן פוליאנדריותscotophase הן 

שכן במהלך ההזדווגות הזכר מעביר לנקבה חומרים שונים בנוסף , מזדווגות פעם אחת בלבד

חלק מהחומרים הללו משרים התנהגות לאחר ). Raina, 1989(לזרע מבלוטת העזר שלו 

ירידה ברצפטיביות המינית לזכרים וזירוז , הכוללת הפסקה בייצור הפרומון, הזיווג בנקבה

  ). Fan et al., 1999b; Eliyahu et al., 2003; Nagaklashmi et al., 2004(טלת ביצים בה

  

   המיןתהליך ייצור פרומון) 1.4
, )Review Tillman et al., 1999ראה (מסלול ביוסינתזת פרומוני מין נחקר במיני עש רבים 

כי סינתזת , הראומחקרים אלו . כי הוא זהה בתחילתו למסלול סינתזת חומצות שומן, ונמצא

, )Review Rafaeli, 2002ראה ( כחומר מוצא acetate -פרומונים במיני העש מתחילה מ
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יחד עם קבוצות ,  פחמנים16- ו14, 12ממנו נוצרות ברוב המינים שרשראות אליפטיות בנות 

  . aldehyde או ester ,alcoholפונקציונליות מסוג 

האנזים , ראשית. ינתזה של חומצות שומןכס, תהליך הביוסינתזה מתחיל בציטופלסמה

acetyl-CoA-carboxylase) ACCase ( הופךAcetyl-CoAל - Malonyl-CoA .לאחר מכן ,

מאריכים את השרשרת לחומצת שומן בת ) fatty acid synthetase) FASסדרת האנזימים 

, וצריםבעת שתוצרי הביניים נ). בהתאמה, חומצה פלמיטית או סטארית( פחמנים 18 או 16

 Reviewראה (הם ממשיכים בכיוונם במסלול הביוסינתזה ליצירת התוצרים הסופיים 

Rafaeli, 2002.(  

השלב הבא הנו יצירת קשרים כפולים בחומצות השומן כתוצאה מפעולת אנזימי 

desaturase) ליצירת חומצות , המצויים ברשתית האנדופלסמטית, ייחודיים) דסטוראזות

מספר הקשרים הכפולים ומיקומם בשרשרת קובעים את . וויותבלתי ר-שומן חד ודו

 קובע קשר כפול Δ11-desaturaseהאנזים , Helicoverpa -ב. הספציפיות למין העש

לאחר מכן מתבצע קיצור השרשרת באמצעות אנזימים .  בשרשרת11בפחמן מספר 

  . אשר מביא לחומצת שומן באורך השרשרת הנכון, ספציפיים

על ידי , תווספות לשרשרת הקבוצות הפונקציונליות באופן ספציפי למיןמ, בשלב האחרון

 הופך reductaseהאנזים . alcohol oxidase - וreductase ,acetate esteraseהאנזימים 

 הופכים את acetate-esterase או alcohol oxidaseואילו , את חומצת השומן לאלכוהול

 נמצא alcohol oxidaseהאנזים . בהתאמה, אסטר-האלכוהול שנוצר לאלדהיד או אצטט

עובדה זו מאפשרת לעש להפטר מהתוצרים . בקוטיקולה שעל גבי הבלוטה, ברובו מחוץ לתא

               בכך נוצרת תערובת הפרומונים הסופית. שעלולים להיות רעילים, האלדהידים

(Bjostad et al., 1987; Jurenka and Roelofs, 1993; Tillman et al., 1999 Review) .  

שהביאה להוספת אנזים בודד או מספר אנזימים , חרקים עברו התפתחות אבולוציונית

במיני . שהופכים את התוצרים של המטבוליזם הרגיל לתרכובות פרומון, ספציפיים לרקמה

המלוות על ידי חיזור , עש רבים נעשה שילוב של ריאקציות דסאטורציה וקיצור השרשרת

  . בוניליהפחמימן הקר
  

  בקרת סינתזת פרומון מין) 1.5
ההצלחה האבולוציונית והאקולוגית של החרק תלויה ביכולתו להתחיל ולסיים את ביוסינתזת 

המנגנונים הנוירואנדוקריניים והמולקולריים המעורבים בייצור ובשחרור פרומוני . פרומוני המין

 חלוקת היממה לשתי - פוטופריאודה:ביניהם, מושפעים מגורמים פיסיולוגיים וסביבתיים, מין

              , בחלק ממיני העש). scotophase(וזמן החושך ) photophase(זמן האור ; תקופות

 הינו זמן scotophase -וה, בו החרק אינו פעיל,  מהווה את זמן המנוחהphotophase -ה

 השנה משפיעות על עונות. שבו מתרחשים רוב התהליכים הפיסיולוגיים בחיי העש, הפעילות



  22

גורמים נוספים מבקרים את , מלבד הפוטופריאודה. החלוקה בין שתי תקופות אלו בטבע

, מהירות זרימת האוויר ונוכחות צמח מאכסן, הזדווגויות, טמפרטורה: סינתזת פרומון המין

פעילות הורמונים (מצב פיסיולוגי ובקרה אנדוקרינית , כגון גיל הנקבה, וגורמים פנימיים

   Raina et al., 1986; Raina, 1993;( ונוירומודלוטורים) וירוהורמוניםונ

ייצור והפרשת פרומונים מבוקרת על ידי קצב סירקאדי ). Review Rafaeli, 2002ראה 

 Raina and Klun, 1984; Rafaeli and(שמועלה על ידי אותות פוטופריאודיים , אנדוגני

כי השיא ,  נמצאHelicoverpaבסוג ). Review Rafaeli, 2002 ;Soroker, 1989aראה 

וכי קיימת חפיפה , )scotophase) Raina et al., 1986 -ברמת הפרומון מתרחש באמצע ה

). Rafaeli and Soroker, 1989a(במועדי שחרור פרומוני המין והתנהגות הקריאה בנקבות 

 בשחרור כי השפעת הפוטופריאודה באה לידי ביטוי,  נמצאBombyx moriבמין העש 

          וכן בתנועתיות הבטן במהלך הקריאה, נוירופפטידים פרומונוטרופיים מתאים נוירוסקרטוריים

Ichikawa, 1998) .( במיןGrapholitha molestaכי הן התנהגות הקריאה והן ,  נמצא

 באופן חלקי על ותתגובת הזכר לפרומון המין על ידי פרישת הכנפיים בעת ההליכה מושפע

, רמות טמפרטורה מוחלטות קבעו את תזמון הקריאה, באותו מין. ות פוטופריאודיידי א

השילוב בין . נמצא טווח טמפרטורה אופטימלי לקריאה, ובזמנים ספציפיים של הפוטופריאודה

אותות השעון האנדוגני ושל הטמפרטורה האקסוגנית בסינכרוניזציית הפעילות המינית 

  ).Baker and Carde, 1979(עלי טמפרטורות שונות בחרקים מאפשר התאמה לאיזורים ב

נצפו כמעכבים את ייצור הפרומון בטרם מציאת צמח , Helicoverpa zeaכגון , חלק מהמינים

   .(Raina, 1988)מאכסן מתאים להטלת הביצים 

מעורבים בבקרת ההתרבות של נקבות ) Juvenile Hormones) JH, הורמוני הנעורים

 עולות בנקבות בוגרות נמצאו מעורבות בזירוז יצירת JHרמות . ם רביםבוגרות של מיני חרקי

                              חיוני ליצירת הביצים JHוכן במיני פרפראים רבים , )Nijhout, 1994(החלמון 

)vitellogenesis) (Ramaswamy et al., 1997 .( הפעילות רחבת התפוצה שלJH , הפועל

 ;Wyatt and Davey, 1996(תועדה על ידי , ה שונות ובדרכים שונותעל מגוון רקמות מטר

Gilbert et al., 2000 .(JH משחק תפקיד חשוב בבקרת ביוסינתזת הפרומון בתיקנים                 

)Schal et al., 1997 ( ובחיפושיות קליפת העץ)Tittiger, 2003 .(תפקיד ה- JH בבקרת 

 Cusson and(המציגים התנהגות נדידה , יני עש ייצור הפרומון הומחשה במספר מ

McNeil, 1989; Gadenne, 1993; Picimbon et al., 1995 .( רמות נמוכות שלJH 

הדרושות להתפתחות ( גבוהות JHורמות , מעכבות את רצפטיביות הזכרים לנקבות עש

  ).Cusson et al., 1994(משרות התנהגות רצפטיבית בנקבות ) השחלות הויטלוגניות

 ונוירופפטידים מגוונים corpora allata) (CA - מבוקרים על ידי הJHסינתזת ושחרור 

). Nijhout, 1994; Simonet et al., 2004(הנוצרים על ידי מערכת העצבים המרכזית 

הם מתווכים , JHונוירופפטידים מבקרים ייצור ,  חיוני לרצפטיביות הנקבהJH -מאחר ו
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 עשוי לבקר חיובית את JHכי ,  מצאוRafaeli et al. (2003(. בבקרת התרבות הנקבה

  . ימים לפני הגחתן3בנקבות גולם ) PBAN) up regulation -הקולטן ל

Rafaeli and Bober (2005)כי ייצור פרומון על ידי נקבות בוגרות מהמין,  המחישו                 

H. armigeraימים4ת עד למקסימום בגיל התגובה הפרומונוטרופית מוגבר. גיל- הוא תלוי  ,

 עשוי לפעול על JHכי ,  הציעוRafaeli and Bober (2005). ולאחר מכן ישנה ירידה בתגובה

את " מבגר"ולכן , בכך שהוא מקדם את התוכנית להשלמה, תבנית גנטית הקשורה בגיל

או מקדם ) בקרה חיובית(הנקבות שבשלב הבוגר החבוי למצב של נקבות שכבר הגיחו 

  ).בקרה שלילית(ות שהגיחו זה עתה למצב של נקבות מבוגרות יותר נקב

  

.61(PBAN ואופן פעולתו   

  

.6.11 PBAN  

. נוירופפטידים מתפקדים כשליחים במערכת הנוירואנדוקרינית ברוב בעלי החיים

כגון בקרת תהליכי , הנוירופפטידים מבקרים תהליכים רבים במחזור חייהם של החרקים

הם מופרשים על ידי תאים נוירוסקרטוריים . רדמה וההתפתחות המיניתהת, הגלגול, הנשל

פפטידים אלו לרוב מקובצים יחד . בגנגליוני החזה ובגנגליוני הבטן, בגנגליון התת ושטי, במוח

  ).Review Rafaeli, 2002ראה (למשפחות בהתבסס על זהות ברצפי חומצות האמינו 

שהינו ,  מבוקר על ידי גורם הורמונליHelicoverpa zeaייצור פרומוני מין בנקבות העש 

של הנקבה ) SOG(נוירופפטיד המיוצר על ידי תאים נוירוסקרטוריים בגנגליון התת ושטי 

ומשוחרר תחת ) (Jaffe et al., 1986; Raina et al., 1987, 1989הממוקם ליד המוח 

וכך , scotophase -להמולימפה בזמן ה) corpora cardiaca) CC -בקרה פוטופריאודית מה

, H. zeaבנקבות . Raina and Klun, 1984)(מזרז את בלוטת הפרומון לייצר פרומון מין 

                 כמויות הפרומון עולות בבלוטת הפרומון במהלך , כמו בנקבות ממגוון מינים אחרים

בעוד שהפעילות . כאשר הנקבות רצפטיביות מינית לזכרים, scotophase -ה

 בקומפלקסי המוח  scotophase- וה photophase-וטרופית נמצאה במהלך ההפרומונ

פעילות זו נמצאה במהלך , בהמולימפה, עם זאת. של נקבות) Br-SOG( ושטי-והגנגליון התת

 ,.Raina and Klun, 1984; Jaffe et al., 1986; Raina et al( בלבד scotophase -ה

1987.(  

             Pheromone Biosynthesis Activating Neuropeptideהנוירוהורמון שהתגלה כונה 

)PBAN( ,במין . נוירופפטיד המאקטב סינתזת פרומוןH. zea ,PBAN זוהה לראשונה על ידי 

Raina et al. (1987, 1989) חומצות אמינו ובמשקל מולקולרי של33 כפפטיד באורך                

3.9 kDa .במינים במחקרי מבנה ופעילות שנערכו  H. zeaו - B. moriכי רצף של ,  נמצא

מהווה את ) FXPRLamide, Xaa=Ser, or Thr( טרמינלי  C-חמש חומצות אמינו בקצה ה
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 Raina and(הרצף המינימלי ההכרחי לזירוז ייצור פרומון מין בבלוטת הפרומון בנקבות 

Kempe, 1990, 1992; Kuniyoshi et al., 1991.(  

  

 

  
בעש . Helicoverpa spp. - סכימה המתארת את ההתנהגות הרבייתית ואת מערכת העצבים ב: 1איור 

אז , )Scotophase(בזמן החושך . ייצור פרומון המין מושפע על ידי הפוטופריאודה, Helicoverpaמהסוג 

ם והמערכת מערכת העצבי. כמות הפרומון בבלוטת הפרומון עולה, הנקבות רצפטיביות לזכרים

, )SOG(הגנגליון התת ושטי : הנוירואנדוקרינית מורכבת על ידי המוח וגנגליונים הממוקדים לאורך גוף החרק

, פפטיד הורמונלי). VNC(המרכיבים את הצינור הונטרלי , )TAG - וAG(וגנגליוני הבטן ) TG(גנגליוני החזה 

PBAN ,המיוצר ב- SOGומשוחרר מה - corpora cardiaca) CC ( להמולימפה פועל על בלוטת הפרומון בכדי

  .11-hexadecenal-(Z)המרכיב העיקרי של הפרומון הוא . לזרז ביוסינתזת פרומון

  

 של זכרים ושל נקבות Br-SOG נצפתה בקומפלקסי PBANפעילותו הפרומונוטרופית של 

, )H. zea) Raina and Klun, 1984( ,H. assulta) Choi et al., 1998; ממיני עש רבים

Bombyx mori) Kitamura et al., 1989, 1990( ,Lymantria dispar) Masler et al., 

1994( ,Agrotis ipsilon) Duportes et al., 1999 (ו- Mamestra brassicae                         

)Jacquin-Joly et al., 1998 . (כמו כן נמצאה פעילות דומה של פפטידים דמויי- PBAN 

               ,B. mori) (Kitamura et al., 1989כגון , קמות עצביות של נקבות של מיני עשבר

Ostrinia nubilalisו - Lymantria dispar) Masler et al., 1994( ;במיני פרפראים רבים ,

 ,.Torfs et al(בתיקנים ואף בסרטניים , )Gade et al., 1997(בסדרות חרקים אחרות 

שייכים למשפחת הפפטידים , PBANכמו גם , ם אלופפטידי). 2001

PBAN/pyrokinin/myotropin ,שנושאים את מוטיב ה- FXPRLamide)  ראהReview 

Rafaeli, 2002 (בקצה ה-Cהם נמצאו אחראים למגוון תפקידים פיסיולוגיים .  טרמינלי

  .והתנהגותיים בחרקים

  



  25

  
 PRXamide, FxPRXamide( .PBAN ( ופפטידים דומיםpyrokinin/ANPB - משפחת פפטידי ה: 2איור 

חלק .  טרמינלי משותףCכל הפפטידים במשפחה נושאים קצה . pyrokininשייך למשפחת פפטידים הנקראת 

 חומצות האמינו 5הרצף המינימלי הדרוש לפעילות הינו . ולחלקם תפקידים אחרים, מהפפטידים פרומונטרופיים

  . FXPRLamide -נלי טרמיC -בקצה ה

  

Leucopyrokinin) LPK) ( שבודד על ידי, הינו נוירופפטיד חרקי) 2איורHolman et al. 

(1986a) ממיצויי מוחות של התיקן Leucophaea maderae .LPK נמצא מזרז את פעילות 

  המקטע הפנטאפפטידי). Holman et al., 1986(התכווצות המעי האחורי בתיקנים 

FTPRLamideה כליבה הפעילה של  זוהLPK) Nachman et al., 1986) ( 2איור .(

נסיגת הפרקים , ניוח( מערבת הן פעילויות התנהגותיות cyclorrhaphousהתגלמות בזבובי 

ירידה בגמישותה והקשחתה ) והן את השחמת הקוטיקולה) כיווץ אורכי של הגוף, הקדמיים

 LPK .)(Zdarek and Fraenkel, 1972; Zdarek et al., 1979) על ידי השחרה פנולית

    ואנלוגים שלו נמצאו פעילים במידה רבה בהאצת התגלמות של זבובים מהמין 

Sarcophaga bullataהמצויים בשלב ה - wandering , והחישו את האירועים ההתנהגותיים

         כל האנלוגים ). Zdarek et al., 1997; Nachman et al., 1997(והקוטיקולריים גם יחד 

 FxPRLamide) x=V,T,S or G) (Holman et טרמינלי C - חולקים את הרצף הLPK -ל

al., 1990( ,[2-8] האנלוג . שנמצא כליבה הפעילה המספיקה להפקת פעילויות אלוLPK הוא

               עצמו LPKהמראה פעילות גבוהה יותר מאשר , הפרגמנט הראשון של נוירופפטיד חרקי

)Nachman et al., 1986 .(בנוסף ,LPK נמצא גם כבעל השפעות ביולוגיות בחולדות              

)Plech et al., 1997 .(  
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                         מזוהה על ידי קולטן מיוטרופי LPK בליבה הפעילה של β-turn -כי מבנה ה, הוצע

)Nachman et al., 1991 .(  

Pheromonotropin) Pss-PT (חומצות אמינו שבודד וזוהה 18ופפטיד באורך הינו נויר 

). Pseudaletia separata) Matsumoto et al., 1992aממיצויי מוחות של זחל העש 

 נקבות עש של           כאשר נבחן ב, פפטיד זה נמצא בעל פעילות פרומונוטרופית גבוהה מאוד

B. mori .ם גילו את המבנה הראשוני ניתוח רצף חומצות האמינו והשוואה לפפטידים סינתטיי

והוא נושא , נוירופפטיד חרקי מיוטרופי, LPK - קרוב מבנית לPss-PT). 2איור (של הפפטיד 

  .האחראי לפעילות הביולוגית,  טרמינליC - בקצה הFTPRLamideגם כן את הפנטאפפטיד 

MRCH) melanization and reddish coloration hormone) ( ון הינו נוירוהורמ) 2איור

אשר מבקר את המלאניזציה והצביעה לחום אדמדם של ,  בפרפראיםSOG -המופרש מה

 Ogura, 1975; Hiruma et al., 1984; Morita et al., 1988; Mastumoto et(הקוטיקולה 

al., 1988 .(לאחר זיהוי ה- Pss-PT ,Matsumoto et al. (1992b)תיארו פעילות דמויית -

MRCH עבור Pss-PTבזחלי, פפטידים הקרובים לו סינתטי ו P. separata .MRCH נמצא 

הפעילות נמצאה קשורה ברצף ). Bom-PBAN) Matsumoto et al., 1990 -זהה ברצפו ל

 המחישו Matsumoto et al. (1992b), כמו כן.  טרמינליC -חמש חומצות האמינו בקצה ה

 Diapuse(רדמה  הוא בעל פעילות דמויית הורמון התPss-PTכי , B. moriבנקבות 

Hormone; DH ( שלB. mori)  שמיוצר אף הוא ב, )2איור- SOG על ידי אותו גן המקודד  

)            H. zea - מPGN-24 -המקביל ל (B. mori - מSGNP I -זהה ברצפו ל PBAN .DH -ל

)Imai et al., 1991; Sato et al., 1993( , נושא גם כן את רצף חמש חומצות האמינוכלומר 

FGPRLamide בקצה ה- C טרמינלי )Imai et al., 1991 .(  

בה כל פפטיד עשוי להיות פעיל בכל התפקודים , חברי המשפחה הם בעלי פעילות מצולבת

 Kuniyoshi et al., 1992; Nachman et al., 1993a,b; Raina and(הפיסיולוגיים 

Kempe, 1992 .(  

 PBAN -לי הכרחי ומספיק לכל תפקידי ה טרמינלי המינימC-שרצף הפנטאפפטיד ה, נמצא

 C - חומצות אמינו בקצה ה3 - מהתגובה זוהה כ10% -בה רצף מינימלי ל, למעט התגלמות

 TPRLamide חומצות האמינו 4מקטע של , אך לתגובה מקסימלית, PRLamide, טרמינלי

 ;Raina and Kempe, 1990, 1992; Holman et al., 1990(זוהה כרצף הליבה הפעיל 

Kuniyoshi et al., 1991; Zdarek et al., 1998.(  

כל הפפטידים .  עצמו PBANכולל ארבעה פפטידים נוספים מלבד H. zea - ב PBAN-הגן ל

 טרמינלי C - המשותף בקצה הFXPRLamide -המקודדים על ידי הגן נושאים את רצף ה

על בלוטות פרומון כשנבחנו , ורובם נצפו כמזרזים את ביוסינתזת פרומון המין, שלהם

                        בבדיקת תפוצת ). Ma et al., 1994; Ma et al., 1996( מבודדות ממיני עש שונים

כי קומפלקס המוח ,  הומחשH. armigera - וH. zea ברקמות השונות של PBAN -ה

         ואחריו , PBAN -והגנגליון תת ושטי הכיל את הרמות הגבוהות ביותר של חומר דמוי
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-פעילות דמויית). Ma et al., 1996(בהתאמה ,  וגנגליון החזהcorpora cardiaca -ה

PBANאו אימונוריאקטיביות נמצאה גם במיני עש אחרים/ ו; Heliothis peltigera, 

Chrysodeixis chalcities, Spodoptera littoralis, S. latifascia, S.descoinsi,  

Eldana saccharina, Pieris brassicae, H. assulta ו-  Agrotis ipsilon) Gazit et al., 

1992; Jacquin-Joly and Descoins, 1996; Marco et al., 1996; Choi et al., 1998; 

Duportes et al., 1998 .(  

, לאחר מכן. Davis et al. (1992) דווח  על ידי Hez-PBAN -רצף חלקי של הגן המקודד ל

            הרצף השלם של , כמו כן). Ma et al., 1994(דים המלא של הגן נמצא רצף הנוקלאוטי

 B. mori) Kawano et al., 1992; Sato et - נקבע בBom-PBAN - המקודד לcDNA -ה

al., 1993.( רצף חומצות האמינו המוסק מה- cDNA של המינים H. zeaו - B. moriהראה  ,

המכיל מספר אתרי , פרוהורמון- כחלק מפרה מקודדיםBom-PBAN - וHez-PBANכי 

במידה וכל האתרים הפרוטאוליטיים הללו מנוצלים . עריכה אנדופרוטאוליטיים משוערים

אשר כולם בעלי רצף , PBANכולל , צפוי שחמישה פפטידים, במהלך עריכה שלאחר התרגום

FXPRLamideזהה בקצה ה - Cיווצרו ,  טרמינלי)Kawano et al., 1992; Sato et al., 

1993; Ma et al., 1994 .(ב- H. zea ,נוירופפטידים -ארבעת הפפטידים הנוספים מכונים 

, PGN-24 -והם צוינו כ, )PBAN) PBAN gene products ;PGNs -המקודדים על ידי הגן ל

PGN-7 ,PGN-18ו - PGN-8) Ma et al., 1996) ( ה). 2איור- PGNs נמצאו זהים מבחינה 

שהינו הרצף , בכך שרצפיהם מסתיימים במקטע הפנטאפפטידי, Hez-PBAN -מבנית ל

 ;Raina and Kempe, 1990, 1992(המינימלי וההכרחי לפעילות פרומונוטרופית 

Kuniyoshi et al., 1991( ,FXP(R/K)Lamide) X=G, S or T) (Raina and Kempe, 

1990; Nagasawa et al., 1994 .(כל ה, לכן- PGNsטנציאל לזירוז  הינם בעלי פו

כי ,  הראוMa et al., 1996 Teal et al., 1989;.( Ma et al. (2000)(ביוסינתזת פרומון מין 

יותר מאשר על , בקרת ביוסינתזת פרומוני מין בעש עשויה להתבצע על ידי תערובת פפטידים

  .Hez-PBAN, ידי הפפטיד היחיד

. קרה במספר מיני פרפראים על שלבים שונים במסלול הביוסינתזה נח PBAN-השפעת ה

.  טרם זוהה באופן סופיPBANהאנזים העיקרי במסלול ביוסינתזת הפרומון המבוקר על ידי 

נראה , במיני עש המייצרים את פרומון המין שלהם באמצעות עריכת שינויים בחומצות השומן

          זורן או חי,  עשוי להיות התחלת ביוסינתזת חומצות השומןPBAN -כי השלב מגביל הקצב ל

, מציאת האנזים מגביל הקצב הסתמכה בעיקר על ניסויים). Review Rafaeli, 2005ראה (

.  או בנוכחותוPBANבהם נעשה שימוש בפרקורסורים מסומנים ובתוצרי ביניים בהעדר 

PBAN נצפה כמזרז את האנזים reductase , ההופךacyl-CoA לאלכוהול כפרקורסור 

, )Bombyx mori) Arima et al., 1991; Osawa et al., 1995 כולל, במספר מיני עש

Thaumetopoea pityocampa) Fabrias et al., 1995( ,Spodoptera littoralis                    
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)Martinez et al., 1990; Fabrias et al., 1994( ,ו- Manduca Sexta) Fang et al., 

1995; Tumlinson et al., 1997 .(  

 Argyrotaenia velutinana) Tang et al., 1989( ,Helicoverpa zea) Jurenkaינים במ

et al., 1991a( ,Cadra cautella ,Spodoptera exigua) Jurenka, 1997 (                        

 שולט על ביוסינתזת PBANכי , שוער) Mamestra brassicae) Jacquin et al., 1994 -ו

הוכחות נסיבתיות . בקרת שלב לפני או במהלך ביוסינתזת חומצות השומןפרומון על ידי 

 ,.Rafaeli et al (H. armigera -ו) Agrotis segetum) Zhu et al., 1995 -שהתקבלו ב

האנזים מגביל .  גם במינים אלוPBANהעידו על בקרת סינתזת חומצות שומן על ידי ) 1990

                       acetyl coenzyme-A carboxylaseב הקצב בביוסינתזת חומצות השומן הוא לרו

)ACCase( ,אך לא נקבע האם אנזים זה מבוקר חיובית בתגובה לטיפול ב-PBAN.  

 ביוסינתזת פרומון מבוקרת על ידי פעולת שני Argyrotaenia velutinanaבעש מהמין 

                                     BPP ומכונה bursa copulatrix -ופפטיד אחר המצוי ב, PBAN  -פפטידים שונים

)Jurenka et al., 1991b; Fabrias et al., 1992; Jurenka and Roelofs, 1993 .( שני

הפפטידים נמצאו מזרזים את ביוסינתזת פרומון המין בבלוטות פרומון מבודדות של מין עש 

  .Jurenka et al., 1994 )(זה 

  

    ברקמות השונותPBAN -ו פפטידים דמוייא/ וPBAN נוכחות 1.6.2

התפוצה המרחבית , במטרה להבין טוב יותר את מנגנון בקרת ייצור הפרומון במיני עש

 ברקמות השונות נחקרה במיני עש שונים ונמצאה קשורה לפעילות PBANוהזמנית של 

  ).PBAN) PBAN-IR -האימונוריאקטיבית דמויית

          תוכנן אנטיסרום רב שבטי כנגד הקצה ,  בהתאם לכךבמחקרים אימונוציטוכימיים שבוצעו

מחקרים רבים .  על מנת לעקוב אחר גופי תאים עצביים ואקסוניםPBAN טרמינלי של C-ה

 במיצויים של המוח PBAN-כי קיימת פעילות אימונוריאקטיבית דמויית, מסוג זה הוכיחו

 SOG ((Rafaeli et al.,1991, 1993; Ma et al., 1996; Kingan et(והגנגליון התת ושטי 

al., 1992; Ma and Roelofs, 1995a; Sato et al., 1994) ,ה- corpora cardiaca) (CC 

(Rafaeli et al.,1991, 1993; Ma et al., 1996) , גנגליון בית החזה)TG) (Rafaeli et 

al.,1991, 1993( , הצינור העצבי)(VNC ,)Rafaeli et al.,1991, 1993; Ma et al., 1996; 

Kingan et al., 1992; Ma et al., 1996; Teal et al., 1996) ( גנגליון הבטן)(AG 

(Rafaeli et al.,1991, 1993) וגנגליון קצה הבטן )TAG) (Rafaeli et al.,1991, 1993 (

בנקבות עש ממינים , כמו כן.  מגילאים שוניםH. armigera - וH. zeaבנקבות ובזכרים של 

 ;Predel and Eckert, 2000(ובמיני פרפראים נוספים , )Iglesias et al., 1998(ים אחר

Schoofs et al., 1992; Tips et al., 1993; Choi et al., 2001 ( התקבלו עדויות לפעילות

המצאות פפטידים פרומונוטרופיים באיזורים רבים בגוף . PBAN -אימונוריאקטיבית דמויית

  . דים אלו עשויים להיות מנויידים מאתרי שחרור מרכזיים והיקפייםכי פפטי, החרק מציעה
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מכיל את הרמות הגבוהות ביותר ) Br-SOG(כי קומפלקס המוח והגנגליון התת ושטי , נמצא

 ;Raina et al., 1987. (TG)( וגנגליון החזה  CC-ואחריו ה, PBAN-של פפטידים דמויי

Rafaeli et al.,1991, 1993; Ma et al., 1996 .(נראה כי , כמו כןPBAN  נמצא בעיקר        

                     Hez-PBANשאינו , PBAN מכיל פעילות דמויית TG -בעוד ש, CC - ובSOG -ב

(Ma et al., 1996). רקמות העצביות הצביעו אף הם על מיצויי מבחנים ביולוגיים שנערכו ב

 של HPLC-הפרדה ב.  מערכת העצבים בכל חלקיPBAN -אותן רמות יחסיות של חומר דמוי

        הצביעה על נוכחות מספר פפטידים נוספים הקרובים ELISA-הרקמה העצבית המלווה ב

  ).CC) Ma et al., 1996 - ובBr-SOG בקומפלקס PBAN-ל

Golubeva et al. (1997) ,שחקרו את תפקיד ה- VNC בביוסינתזת פרומון המין בעש 

Lymantria dispar , כי קיימת פעילות אימונוריאקטיבית בצברי תאים לאורך המצאו- VNC ,

וכי מצברי התאים בגנגליוני הבטן יוצאים אקסונים אימונריאקטיביים לכיוון הגנגליונים 

 כי תפקיד ,  שיערוGolubeva et al. (1997), על סמך מידע זה. המצויים בפרקים השונים

, L. disparבמין . בגנגליונים הפרקיים הינו בבקרת התאים הנוירוסקרטוריים VNC -ה

 ,.Golubeva et al(ובגנגליוני הבטן , SOG - הומחשה בPBAN -אימונוריאקטיביות דמויית

1997  .(  

  .  משוחרר לתוך ההמולימפה ולאחר מכן נודד לאתר הפעולה שלוPBANכי , מידע זה מרמז

געה בייצור הפרומון התקין  פM. brassicae - בVNC -כי כריתת ה,  המחישוin vivoמחקרי 

 S. littoralis) Marco et  -כפי שהוצג לפני כן ב,  השלישי שלהןscotophase -בנקבות ב

al., 1996 .(שהושגו , רמות האימונוריאקטיביות היו נמוכות יותר בדגימות המולימפה, בנוסף

, M. brassicae - וS. littoralis, בזמן השיא של ייצור הפרומון על ידי נקבות משני המינים

מהוות אינדיקציה , יחד עם מידע שדווח קודם לכן, תוצאות אלו.  כרותיםVNCשהיו בעלות 

         -או פפטידים דמויי (PBANלכך שבקרת ייצור פרומון מין בשני המינים עשוי לערב הן 

PBAN (והן את ה- VNC ,ותומכות בהשערה לפיה גורם עצבי מה- VNC גורם לשחרור 

שלאחר מכן פועלים ישירות על בלוטת הפרומון לזירוז , ם פרומונוטרופיים להמולימפהפפטידי

   ).Iglesias et al., 1998(ביוסינתזת פרומון 

 ;H. zea) Raina and Klun, 1984המחשת פעילות ביולוגית בהמולימפה של 

Ramaswamy et al., 1995 (כי , הציעהPBAN                 משוחרר להמולימפה          

  ).   corpus cardiaca) CC) (Raina, 1996 -מה

  
  PBAN אתר המטרה של 61..3

הוכחה מבנית מוקדמת רמזה על אפיתליום הבלוטה בין הפרקים השמיני והתשיעי של הבטן 

 Percy(בקצה צינור ההטלה כאתר אפשרי לייצור פרומון מין בנקבות של מספר מיני עש 

and Weatherston, 1974; Teal et al., 1983; Aubrey et al., 1983 .(כי קפלים , נמצא

 ;Roelofs and Feng, 1968(בקו האורך מגבירים את שטח פני הממברנה הבין פרקית 
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Weatherson and Percy, 1970 .( מחקרם שלRaina et al. (2000) ביחס לארגון המבני 

על ידי טבעת כמעט שלמה של כי הפרומון נוצר ,  המחישH. zea -של בלוטת פרומון המין ב

במחקר זה התגלו . הממוקמים בין הפרקים השמיני והתשיעי של הבטן, תאים עמודיים

  .שנוצרו בזמני ביוסינתזת פרומון המין, מאפיינים על מבניים

בהם , H. zea - וH. armigera שנערכו בבלוטות פרומון מבודדות של המינים in vitroמבחני 

סינתטי זירזו את ביוסינתזת ) H. zea - שמקורו בHez-PBAN) PBAN -מיצויי מוח ו

הראו כי פעילות פרומונוטרופית , Z-11-hexadecenal, המרכיב העיקרי של פרומון המין

. (Soroker and Rafaeli, 1989; Rafaeli et al., 1990, 1993)ספציפית לבלוטת הפרומון 

, ופי אינה תלויה במצבן הפיסיולוגיכי תגובת הבלוטה המבודדת לגירוי הפרומונטר, הוכח

                      ;Rafaeli et al., 1993(בפוטופריאודה או בהזדווגות של הנקבות , בגילן הכרונולוגי

  ).Review Rafaeli, 2002ראה 

כי הממברנה הבין , H. zea - וH. armigeraהוכח לגבי המינים , על סמך מחקרים אלו

מהווה את רקמת המטרה , ים השמיני והתשיעי של בבטן העשהממוקמת בין הפרק, פרקית

 PBAN) Soroker and Rafaeli, 1989; Rafaeliהעיקרית לפעילות הפרומונוטרופית של 

and Gileadi, 1995a; Jurenka, 1996 .(הוכחות נוספות לכך הצטברו במיני עש נוספים ;

B. mori, S. litura, O. nubilalis, Plodia interpunctella, Thaumetopoea 

pityocampa) Arima et al., 1991; Fonagy et al., 1992; Ma and Roelofs, 

1995a,b; Fabrias et al., 1995.(Fan et al. (1999a) כי בלוטות פרומון מין של ,  הראו

 PBAN -ולא מגיבות ל, אינן מייצרות פרומון מין באופן עצמאי, בטרם ההגחה, בוגרים חבויים

  .  חיצוניתהניתן

כי הממברנה הבין פרקית מייצגת את רקמת , in vitro -בהתבסס על המסקנה ממחקרי ה

נקבע כי רקמה זו מכילה ככל הנראה ,  ברוב המינים הנחקריםPBAN -המטרה של ה

כי המגוון , עם זאת, יש לציין). Review Rafaeli, 2002ראה  (PBAN -קולטנים משוערים ל

כי עשויים ,  מציעPBAN-pyrokinin-myotropin -משפחת ההתפקודי של הפפטידים מ

   ).Nassel, 1993(להיות מספר אתרים לפעולה 

   

   מסלול הולכת הסיגנל ותיווך שליחים משניים61..4
קשירת הורמונים פפטידיים לקולטן ספציפי בממברנת תאי אתר המטרה הכרחית , לרוב

 domain -והורמונלי אודות קשירתו ללאחר שהקולטן מקבל סיגנל ממקור עצבי . לפעולתם

הוא מעביר ומגביר את המסר מסביב לממברנת התא באמצעות , חוץ תאי של הקולטן

. שליחים משניים ובכך משפיע על מסלול ביוכימי באמצעות פעילויות אנזימים ותוצריהם

ולכל תא עשוי להיות שילוב ייחודי של , תהליך מעבר אותות מתרחש ברוב סוגי התאים

  ).Review Rafaeli, 2002ראה (נגנוני האיתות הללו מ
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,  באשר למאורעות התאייםH. armigera במין Rafaeli and Soroker (1989b)מחקרן של 

יוני גילה מעורבות של , PBANשמתרחשים בבלוטות פרומון המין כתוצאה מזירוז על ידי 

 Adenosine 3′,5′-cyclic monophosphate ) (cyclicסידן ושל הנוקלאוטיד הציקלי

AMPהשליחים המשניים הללו מופעלים כתוצאה . כשליחים משניים בביוסינתזת פרומון המין

 ,.Jurenka et al( לקולטן בממברנת התא של בלוטת פרומון המין PBAN -מקשירת ה

1991c; Jurenka, 1996; Rafaeli and Soroker, 1989b ( ומפעילים את מסלול

  ). 3איור (המין הביוסינתזה של פרומון 

 PBAN תוך תאיות עולות כתוצאה מזירוז על ידי cAMPכי רמות , ניסויים פרמקולוגיים הראו

)Rafaeli and Soroker, 1989b; Rafaeli et al., 1990 .( חומרים הגורמים לפתיחת

 Soroker and (ionomycinכגון , )ionophores(תעלות סידן בממברנת תאי המטרה 

Rafaeli, 1995(ו - thapsigargin) Rafaeli and Gileadi, 1996a ( נמצאו מזרזים את ייצור

הדבר רמז כי סידן .  התוך תאיותcAMP -פרומון המין וגרמו לעליות משמעותיות ברמות ה

 Rafaeli and.  במהלך זירוז ביוסינתזת הפרומוןadenylate cyclaseמפעיל את האנזים 

Gileadi (1996a)מצאו בנקבות מהמין  H. armigera , כיPBAN גורם לפתיחת תעלת 

           כי סידן הנכנס לתא נקשר , הוצע. המביאה לכניסת סידן חוץ תאי אל הציטוזול, סידן

וכך מפעיל את האנזים , calcium-calmodulinליצירת קומפלקס ) calmodulin) CaM -ל

adenylate cyclase , המייצרcAMP) Soroker and Rafaeli, 1995 .(CaM הוא חלבון 

 ,.Klee et al(המתווך בפעולת הסידן על אנזימים רבים ותהליכים תוך תאיים , קושר סידן

                         מעודד את יוני הסידן ליצירת קומפלקס cAMP ,thapsigarginבנוכחות ). 1980

                פעולת ובכך מחקה את , )(calcium-calmodulin Rafaeli and Gileadi, 1996a -ה

 נטרלו את העלייה PBAN בנוכחות CaMמעכבי , בנוסף.  בביוסינתזת הפרומון PBAN-ה

                  H. armigera -ב, PBAN ובייצור פרומון המין שנגרמת על ידי cAMP -ברמת ה

ר משמעות הדב). B. mori) Soroker and Rafaeli, 1995; Matsumoto et al., 1995 -וב

,  משחק תפקיד קריטי בפעילות הפרומונוטרופיתcalcium-calmodulinשהקומפלקס , היא

  .וכי ישנה תקשורת הדדית בין שני השליחים המשניים
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ייצור הפרומון מתווך על ידי שליחים משניים .  שליחים משניים המתווכים בביוסינתזת פרומון המין: 3איור 

ועל ידי כך מפעיל שני שליחים ,  מגיעה ונקשרת לקולטן המעוגן בממברנת התאPBAN מולקולת. ברמת התא

כי , ניסויים פרמקולוגיים הראו. והמסלול ממשיך ליצירת פרומון, cAMP והפעלת +Ca2פתיחת תעלות : משניים

ן ניתן לכ. adenylate cyclaseשמאקטב את האנזים , Gהמפעיל חלבון , NaFיצירת פרומון מופעלת על ידי 

סונתז ליגנד , לצורך זיהוי הקולטן. GPCRs - ושייך למשפחת הG קשור לחלבון PBAN -שהקולטן ל, לומר

  . לקולטןPBAN -המאפשר מעקב אחר קשירת ה, biotin - עם קבוצת פוטואפיניות וPBANהכולל , מסומן

  

                 PBAN סידן חוץ תאי נמצא חיוני לפעילות הפרומונוטרופית המושרית על ידי, כמו כן

                Spodoptera litura - ובBombyx mori -ב; )H. zea ) Jurenka et al., 1991c-ב

)Fonagy et al., 1992( ;ב- Argyrotaenia velutinana) Jurenka et al., 1994( ;           

              ; )H. armigera) Rafaeli and Soroker, 1993; Soroker and Rafaeli, 1995 -ב

 אינו משרה PBAN, בהיעדר סידן). Ostrinia nubilalis) Ma and Roelofs, 1995b -וב

חוסמים , בהתאם לכך). Soroker and Rafaeli, 1995( תוך תאיות cAMPעלייה ברמות 

 PBANשל תעלת הסידן נצפו כמעכבים את הפעילות הפרומנוטרופית בתגובה לזירוז על ידי 

)Jurenka et al., 1991c, 1994 .(לעומת זאת ,Rafaeli and Gileadi (1996a)כי ,  הוכיחו

בעוד , cAMP - בריכוזים גבוהים אינה תלויה בPBANהפעילות הפרומונטרופית של 

  . התוך תאיcAMP - ייצור פרומון המין תלוי בעליית רמת הPBANשבריכוזים נמוכים של 

verapamil hydrochlorideגוניסט ליוני סידן  הינו אנט)Fleckenstein, 1977; 

Rosenberger and Triggle, 1978( ,שפעולתו אינה מוגבלת לתעלות סידן .verapamil 

 ומדכא את שטף K+-ATPבכך שמשפיע על תעלת , מפריע להווצרות מפל הפוטנציאל בתא

 ,Kimura et al., 1992; Bellamy(המביא לקיצור פוטנציאל המנוחה , +K -ה

1996.(Jurenka et al. (1991c) , אשר המחישו בבלוטות פרומון מבודדות שלH. zea , כי
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Ca2+ חוץ תאי חיוני לפעילות הפרומונוטרופית המושרית על ידי PBAN ,כי , הראו במחקרם

verapamil ,לא עיכב את פעילות ה, על אף היותו חוסם תעלות סידן- PBANבבלוטות  ,

. PBANשנמצאו בעלי השפעה מעכבת על , +Mn2 - ו+La3לעומת חוסמי תעלות הסידן 

             אינו חוסם כניסת סידן לתא המתווכת על ידי קולטן verapamil -ש, משמעות הדבר היא

)Receptor-mediated calcium entry ;RMCE .( מאחר וכניסת הסידן לתא לא נמצאה

 .Jurenka et al, )תלויות מתחחוסמי תעלות  (nifedipine - וverapamilמעוכבת על ידי 

(1991c)המשופעלות על ידי , כי כניסת הסידן לתא נעשית באמצעות תעלות,  קבעו

  .  וקולטןPBANהאינטרקציה בין הליגנד 

 חומצות האמינו 6 ובקטע של Hez-PBANמחקרי פעילות שעשו שימוש ברצף המלא של 

                 מנגנונית -תגובה דוהציעו , )Hez-PBAN) YFSPRLamide טרמינלי של C-בקצה ה

אפיניות גבוהה לקולטן או  (PBANאחד המנגנונים מגיב לריכוזים נמוכים של . PBAN -ל

אפיניות נמוכה לקולטן או לאתר  (PBANוהאחר מגיב לרמות גבוהות של , )לאתר הקולטן

  ).Raina and Kempe, 1992; Rafaeli, 1994; Rafaeli and Gileadi, 1996a) (הקולטן

 adenylateהמפעיל את האנזים  (forskolinכדוגמת , גורמים פרמקולוגיים אחדים

cyclase המזרז יצירתcAMPמ - ATP( ,3-Isobutyl-1-methylxanthine ;IBMX)  המעכב

 8-bromo-cAMP ,dibutyryl (cAMP -ואנלוגים ל) phosphodiesteraseאת האנזים 

cAMPו - Sp-cAMP ( התגובה הפרומונוטרופית של נמצאו מחקים אתPBAN) Rafaeli 

and Soroker, 1989b; Rafaeli et al., 1990; Jurenka et al., 1991c; Jurenka, 

1996.(  

נמצאו מעכבים את ) NaF( כגון סודיום פלואוריד phosphoprotein phosphatasesמעכבי 

                        B. mori) Matsumoto et al., 1995( ,H. zea -ב, in vitroביוסינתזת הפרומון 

 בריכוזים נמוכים משפעל את NaF, מצד שני). H. virescens) Jurenka, 1996 -ו

adenylate cyclase דרך חלבון G) Howlett et al., 1979 ( על ידי פעולתו על תת היחידה

Gα) Northup et al., 1983 .(ב- H. armigera ,NaF ייצור פרומון  בריכוז גבוה נמצא מעכב

in vitro ,ייצור פרומון וגם רמות , באופן תלוי בסידן, אך בריכוזים נמוכים יותר הוא הפעיל

cAMPוהדבר רמז על מעורבות חלבוני ,  תוך תאיותG בפעילות הפרומונוטרופית )Rafaeli 

and Gileadi, 1996b .(  

Rafaeli and Gileadi (1995b)של האמין הביוגני המחישו את פעולתו הפרומונוסטטית  ,

octopamine , על ייצור פרומון המיןin vitro בנוכחות PBAN .משמשים , אמינים ביוגניים

וחסרי ) tyramine(נוירוהורמונים ונוירומודולורים במערכות חולייתנים , כנוירוטרנסמיטורים

 ידי מאחר והפעילות הפרומונוטרופית מתווכת על). octopamine) (Evans, 1980(חוליות 

cAMP , ההשפעה שלoctopamineעל זירוז העליה רמות ה - cAMP על ידי PBAN נחקרה 

                    ונמצא כי עיכוב משמעותי בעליית רמות , )Rafaeli and Gileadi, 1995b(אף היא 

  ). Rafaeli and Gileadi, 1995b( התוך תאיות ובייצור פרומון המין נגרמת על ידו cAMP -ה
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סינתזת פרומון עשויה להיות מבוקרת גם ברמת קולטן הממברנה על ידי אינטרקציה עם ביו

 Rafaeli and( במשוב שלילי adenylate cyclaseשגורם לעיכוב , octopamine -קולטן ל

Gileadi, 1995b .(  

 כמו גם את השליח השניוני התוך תאי in vitro מאקטב ביוסינתזת פרומון PBANכי , יש לציין

 Rafaeli et(רק ברקמות בין פרקיות של בלוטת הפרומון של נקבות שהגיחו , cAMP, שלו

al., 2003 .( רקמות בין פרקיות של נקבות בשלב הגולם והרקמות ההומולוגיות של זכרים

  ).PBAN) Rafaeli et al., 2003 -בוגרים אינם מגיבים ל

  

.71( coupled receptors-G protein) GPCRs(  
פפטידים הורמוניים יכולים להיות מסווגים לשלוש קטגוריות עיקריות של קולטנים של 

קולטנים המצומדים ) 2(, תעלות יונים הנפתחות על ידי הליגנד) 1: (חלבונים ממברנליים

 ,Vanden Broeck(קולטנים בעלי דומיין טרנסממברנלי יחיד ) 3 (- וGPCR) (Gלחלבון 

1996.(  

, יוצרים משפחה גדולה ומגוונת של חלבונים) G) GPCRsקולטנים המצומדים לחלבון 

אלו הם ). Bohm et al., 1997(כולל אורגניזמים חד תאיים , המצויים בכל האאוקריוטים

שתפקידם העיקרי הוא בהמרת גירויים חוץ תאיים לסיגנלים , חלבונים הנעוצים בממברנה

, הורמונים, דןהכוללים יוני סי,  קושרים מגוון של ליגנדיםGPCRs. תוך תאיים

                     פפטידים ואף חלבונים גדולים , chemokinins, אמינים ביוגניים, נוירוטרנסמיטורים

)Hargrave and McDowell, 1992; Strader et al., 1994; Sakmar, 1998; Shichida 

and Imai, 1998; Bohm et al., 1997; Hamm, 1998 .( האינטרקציה שלGPCRs עם 

 ,G) Bockaertהליגנד או אגוניסט לרוב מובילה לשפעול מסלולי מעבר סיגנל מצומד לחלבון 

1991 ;Van Roey et al., 2004 .(  

והדבר ,  חולקים הומולוגיה גבוהה הן במבנה הראשוני והן במבנה השלישוניGPCRs -ה

 של מאפייני המבנה הכללי). Gilman, 1987(משקף את מנגנון הפעולה המשותף שלהם 

 הידרופוביים של domainsהמבנה הכולל שבעה .  שמורים במידה רבהGPCRs -משפחת ה

      ;Baldwin et al., 1997) (7TM) (טרנסממברנליים( המקיפים את הממברנה αסלילי 

(Palczewski et al., 2000 וקשורים על ידי לולאות חוץ תאיות ושלוש לולאות תוך תאיות 

 טרמינלי תוך C טרמינלי וקצה N - חוץ תאי בקצה הIC3( ;domain - וIC1 ,IC2(הידרופיליות 

רוב ההומולוגיה ברצף הראשוני מצויה בדומיין ). Hamm, 1998; Harmer, 2001(תאי 

                   בעוד שאיזורי הלולאות ההידרופיליות מגוונים יותר בין , הטרנסממברנלי ההידרופובי

  ).GPCRs) Strader et al., 1995 -ה

 GPCRs - החוץ תאיים והטרנסממברנליים של הdomains -קשירת ליגנדים ספציפיים ל

שמעוררים תגובות , Gהפועלים כמתג להעברת הסיגנל לחלבוני , גורמת לשינויים במבנה
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 Iiri(המונחות ביסוד התגובות הפיסיולוגיות של רקמות ושל אורגניזמים , תוך תאיות נוספות

et al., 1998 .(שהלמע ,GPCRs ממירים גירויים חוץ תאיים לאותות תוך תאיים על ידי 

 ,.G heterotrimer) Kroeze et alאינטרקציה של הדומיינים התוך תאיים שלהם עם חלבוני 

). Bohm et al., 1997 (γ - וα ,β מורכבים מתת היחידות G heterotrimerחלבוני ). 2003

  .  ומאפייני התגובות התאיות לאותותהם משחקים תפקיד חשוב בקביעת הספציפיות

 Gהמביא לקשירתו לחלבון ,  על ידי קשירת ליגנד גורם לשינוי מבני בוGPCRs -שפעול ה

הקטליזה של . G של חלבון Gαבתת היחידה , guanine, הטרוטרימרי ולשחלוף נוקלאוטיד

 תת ,בטרם השפעול.  מאוקטב מורכבת ממספר שלביםGPCRשחלוף הנוקלאוטיד על ידי 

כלומר , GDP -פעילים במצב קשירתם ל- הם בלתיGחלבוני . GDP - קשורה לGαהיחידה 

 המזורזת על ידי guanineוהם מופעלים על ידי החלפת הנוקלאוטיד , במצב הטרודימרי

  . הקולטן

הוא גורם לדיסוסיאציה של ,  ההטרוטרימריGכאשר הקולטן המשופעל קושר את חלבון 

GDP מתת היחידה Gαשירת  ולקGTPכתוצאה מכך.  על ידה ,Gαהקשורה היטב ל - GTP 

 ונעשות חופשיות ליצור GPCR - נפרדות זו מזו ומהG של החלבון Gβγותת היחידות 

האנזים . ולשפעלם) אפקטורים(אינטרקציה עם חלבונים במורד הזרם של מעבר הסיגנל 

GTPase פועל על Gα וגורם להידרוליזה של GTPמשתחרר פוספט , כךעקב .  הקשור אליה

ניתקת מאותם , GTP - הקשורה כעת לGα, בשלב זה. GDP -והוא הופך ל, GTP -מה

 ,.Gβγ) Fung, 1983; Bohm et alומתחברת שוב לתת היחידה , חלבונים אליהם נקשרה

1997; Hamm, 1998.(  הפיכת חלבוןG לבלתי פעיל מחדש מהווה גורם מגביל קצב בכיבוי 

  .   GDP - מתפרק לGα הקשור לתת היחידה GTPשת כאשר התגובה התאית ומתרח

השוואות רצפים רבות של קולטנים גילו מספר , GPCRs -על אף המבנה האוניברסלי של ה

                   בחלק ממשפחות  ).Kolakowski, 1994; Josefsson, 1999(משפחות חלבונים 

הגדולה ) 1: (ם ליגנדים פפטידייםהקולטנים ששייכים להן כבר הוכחו כקושרי, GPCRs -ה

 GPCRs (Rhodopsin של Aהמכונה גם משפחה  (Rhodopsin -ביותר היא משפחת ה

 ,.Unger et al., 1997; Baldwin et al( אחרים GPCRs - המהווה מודל לGPCRהינו 

1997; Palezewski et al., 2000 .(במשפחת ה- Rhodopsin חברים בין השאר קולטנים 

                   FXPRLa( ,CAP2b- (pyrokinin/myotropin/PBAN: )2איור  (PRXaלפפטידי 

)-FPRXa (ו- ETH) Ecdysis Triggering Hormone) (-PRXa) (Claeys et al., 2005 .(  

  

  PBAN הקולטן של )8.1
 בשלמותו אפשרה זיהוי קולטנים Drosophila melanogaster -קביעת הרצף של גנום ה

באמצעות שיטות אימונוציטוכימיות ). Adams et al., 2000( לפפטידים בחרקים רבים יותר

          השייכים למשפחת ,  מכיל פפטידים D. melanogasterכי, ומבחני פעילות ביולוגית נקבע
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 44 - נמצאו כ D. melanogaster-בגנום ה). PBAN-pyrokinin) Choi et al., 2001 -ה

 G (GPCRs)) Hewes andפטידיים המצומדים לחלבון גנים המקדדים לקולטנים פ

Taghert, 2001( , ולפחות אחד הקולטנים תואר כקושר פפטידים בעלי המוטיב

FXPRLamide) Park et al., 2002 .( ארבעה נמצאו זהים לקולטנים ,  גנים44מתוך אותם

כי , ערניתן לש). Hewes and Taghert, 2001( בחולייתנים NMU) (neuromedin Uשל 

עשויים להיות דומים  Drosophila -ולכן הליגנדים לקולטני ה, רצפי הליגנד והקולטן שמורים

 ,.Park et al(   טרמינלי C- בקצהו הFRPRNamideהמכיל , neuromedin Uלליגנד 

                              מכיל פפטידים השייכים למשפחת D. melanogasterכי , העובדה). 2002

וכי לפחות קולטן אחד תואר כקושר פפטידים , )PBAN-pyrokinin) Choi et al., 2001 -ה

 PBAN -סייעו בחיפוש אחר קולטן ל) FXPRLamide) Park et al., 2002בעלי המוטיב 

 Helicoverpa zea מבלוטות פרומון המין של נקבות העש Choi et al. (2003(בעש על ידי 

)AY319852.(  

Neuromedin U) NMU) ( הינו נוירופפטיד בעל פעילות גבוהה בכיווץ שריר חלק) 2איור ,

ומאוחר יותר , )Minamino et al., 1985(שבודד לראשונה מעמוד השדרה של חזירים 

, )O’Harte et al., 1991(עמוד השדרה והמעי של מינים רבים אחרים כגון כלב , מהמוח

 ,.Austin et al(בני אדם , )Domin et al., 1989(צפרדע , )Kage et al., 1991(ארנב 

  ). Domin et al., 1992(ועופות ) 1995

המורכב , )2איור  ()NMU-8(אוקטאפפטיד ; שתי צורות מולקולריות של הנוירופפטיד נוקו

 או 25 - טרמינלי המורכב מN -והרצף ה, NMU טרמינלי של C -מהליבה הפעילה בקצה ה

 ,.Austin et al., 1995; Conlon et al(בהתאמה , דות חומצות אמינו בבני אדם ובחול23 -מ

1988; Minamino et al., 1985; 1988 .( שתי הצורות המולקולריות שלNMU פעילות 

שמור במידה רבה , ) טרמינליC -הקצה ה(האיזור הפעיל ביולוגית של הפפטיד . ביולוגית

האצת התכווצות הרחם  כוללות את NMUהפעילויות הפריפריאליות של . במינים שהוזכרו

 Gardiner(כיווץ כלי דם בחולדות ובכלבים , )Minamino et al., 1985(של נקבות עכברים 

et al., 1990; Minamino et al., 1985; Sumi et al., 1987( , החלפת מעבר היונים במעי           

)Brown et al., 1988 (י התיאבון המתבטאת בדיכו, ובקרה מרכזית של האכילה בחולדות          

)Howard et al., 2000; Nakazato et al., 2000 .(  

Howard et al. (2000)כי שני ,  הראוGPCRs" יתומים" ,FM-3)  המכונה גםGPR66 (           

הקולטן . בהתאמה, NMU2R - וכNMU1R -והם צויינו כ, NMU - הינם קולטנים לFM-4 -ו

FM-3 (NMU1R)ה ברקמות פריפריות רבות של חולדות ושל בני  הוא בעל תפוצה רחב

 ;Howard et al., 2000; Raddatz et al., 2000(כולל מערכת העיכול והריאות , אדם

Szekeres et al., 2000 .(זאת בעוד ש- FM-4) NMU2R ( מבוטא באיזורים ספציפיים של

רים הללו במוח אחד מהאיזו). Austin et al., 1995; Howard et al., 2000(המוח בלבד 

 Nakahara (hypothalamus -של ה) suprachiasmatic nucleus ) SCN-חולדות הוא ה
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et al., 2004 .(ה- SCN שולט על המחזור הסירקאדי של תהליכים התנהגותיים ופיסיולוגיים 

אות (כגון מחזוריות של אור וחושך , והוא מבוקר על ידי אותות פריאודיים סביבתיים, ביונקים

 ;Lowrey and Takahashi, 2000) (אות שאינו תלוי באור(או טמפרטורה ) וי באורהתל

Reppert and Weaver, 2001, 2002 .(כי איזור הליבה של ה, נמצא- SCN) Moore et 

al., 2002 ( משחק תפקיד חשוב בסינכרוניזציה היומית של תהליכים)Hamada et al., 

              SCN - בcircadian -משתתפים בבקרת הקצב הכי נוירופפטידים אחדים , ידוע). 2001

)Reppert and Weaver, 2001 .(העובדה כי קולטן ה- FM-4מבוטא ב - SCNכי ,  הציעה

). (Mori et al., 2005הליגנד האנדוגני של הקולטן מעורב במערכת המקצב הסירקאדית 

ומצות אמינו במוחות של חולדות  ח36 נוירופפטיד באורך Mori et al. (2005)זיהו , במחקרם

, הפפטיד). NMU) Howard et al., 2000 -שהינו גם הקולטן ל, FM-4 -כליגנד האנדוגני ל

                           NMU טרמינלי זהה לשל Cהנושא רצף , )neuromedin S) NMS -שצויין  כ

)FRPRNamide) ( מבוטא ,)נים מוצג הרצף השמור המשותף לאורגניזמים שו2באיור 

 משתנה NMSכי ביטויו של , נמצא. hypothalamus -ה של SCN -ספציפית באיזור ליבת ה

 נותר יציב בתנאים NMS -בעוד שייצור ה, במחזוריות של אור וחושך, על פי המקצב היומי

 למוחותיהן של חולדות גרמה NMSהזרקת ). (Mori et al., 2005קבועים של חושך 

במקצב הסירקאדי של ) phase shift(תזוזת פאזה  והשרתה SCN -הנוירונים בלהפעלת 

אלא באות סביבתי , התזוזה בפאזה נמצאה בלתי תלויה באור. פעילות התנועה בחולדות

,  מעורב בבקרת המקצב היומיNMSכי , ממצאים אלו מציעים). (Mori et al., 2005אחר 

ית זו מבוקרת על ידי אות סביבתי וכי מערכת סירקאד, המשפיע על תהליכים שונים ביונקים

, NMU -כי אותה תופעה נמצאה גם ב, מעניין לציין). (Mori et al., 2005שאינו קשור באור 

 ,.Nakahara et alששוער אף הוא כגורם בקרה במערכת המקצב הסירקאדי ביונקים 

2004).(  

רקים ממינים  שזוהו מחneuromedin U -כי פפטידים בעלי הומולוגיה מסויימת ל, נמצא

 שיערו כי Choi et al. (2003), לכן). PBAN) Park et al., 2002-שונים הינם פפטידים דמויי

neuromedin Uכי , נמצא.  עשוי לזרז ביוסינתזת פרומון מין בבלוטות פרומון מבודדות

neuromedin U 1 בריכוז של µMשמקורו בחזיר אכן מסוגל לזרז ביוסינתזת פרומון מין            

in vitro בנקבות מהמינים H. zea .כי ישנה הומולוגיה בין הקולטן , מכאן הוסק                       

,  בבלוטת פרומון המיןPBAN - בחולייתנים לבין הקולטן המשוער לneuromedin U -ל

כי , יש לציין, עם זאת. Choi et al. (2003)והדבר היווה את הבסיס להמשך מחקרם של 

 ,.Choi et al(  H. zea - אינו פעיל פרומונוטרופית בNMU, )nM 10( נמוך יותר בריכוז

2003.(  

נבחנו פפטידים נוספים באשר לפעילותם הפרומונוטרופית , neuromedin U -נוסף ל

נמצא בעל פעילות ) 2איור  (H. zea .Hez-PBANבבלוטות פרומון מבודדות של נקבות 

                       CAP2b-3הפפטיד ). µM 1 - וnM 10(חנים פרומונטרופית בשני הריכוזים הנב
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              בעוד שפפטיד אחר , נמצא אף הוא פעיל בשני הריכוזים הללו) 2איור  (Drosophila -מ

נמצא לא ) 2איור () ETHאחד הפפטידים המקודדים על ידי הגן ( Drosophila ,ETH-1 -מ

  ). Choi et al., 2003( בלבד µM 1וז של אלא בריכ, nM 10פעיל בריכוז של 

שזוהו , הם משפחה גדולה של נוירופפטידים, )2איור ) (myomodulin) Md -פפטידי ה

                רכיכהב) cholinergic buccal) (B16(לראשונה בנוירון מוטורי כולרינרגי 

Aplysia californica) Cropper et al., 1987 .(Mdת התכווצות שרירי  נמצא מעורב בבקר

 על ידי העברת A. californica -הבורסליים ב) ARC) accessory radula closer -ה

 ,Cropper et al., 1987; Whim and  Lloyd(  עצביים לשרירים אלו -מסרים שריריים

1990 .(  

של מגוון אורגניזמים ) CNS( נמצאו גם במערכת העצבים המרכזית Md -פפטידים דמויי

 .Christie et al) סרטניים, (Keating and Sahley, 1996)הכוללים טפילים , אחרים

          ). Nassel et al., 1994( וזבובים (Swales  and  Evans,  1994)ארבה  ,(1994

O’Brien and Taghert (1998)הראו ב - D. melanogaster , כי תאים לאורך הטרכיאות

 כחלק מהבקרה האנדוקרינית של תהליך Md-בפריפריה משחררים פפטידים דמויי

) Md -אחד מפפטידי ה( Myomodulin Aכי , הראה) Evans (1994. ההתנשלות בחרקים

 Schistocercaמבקר את המתח הנוצר בשריר המותח של הרגל האחורית בארבה מהמין 

gregaria .  

Mdנמצא לא פעיל פרומונטרופית ב - H. zea בשני הריכוזים הנבחנים    )Choi et al., 

לגבי זירוז ביוסינתזת פרומון ) Choi et al., 2003(מבין הפפטידים שנבחנו על ידי ). 2003

:     ואחריו בסדר יורד,  נמצא הפעיל ביותרH. zea ,Hez-PBANבבלוטות פרומון מבודדות של 

CAP2b-3 ,NMU ,ETH-1ו - Md ,שנמצא לא פעיל בטווח הריכוזים הנבחן )Choi et al., 

2003   .(  

          PCR  אסטרטגיית שיבוט המבוססת על Choi et al. (2003)בוצעה על ידי , בשלב הבא

תוכננו פריימרים דגנרטיביים , לשם כך. H. zea מבודד מבלוטות הפרומון של mRNA -ל

שנמצאו , Drosophila -כנגד רצפים שמורים במידה רבה של שלושה גנים לקולטנים מ

          CG9918 - וCG8795 ,CG8784,  מבעלי חוליותneuromedin U -ני ההומולוגיים לקולט

)Hewes and Taghert, 2001 .( הדבר אפשר זיהוי גן המקדד לקולטן המצומד לחלבוןG 

(GPCR) מבלוטות הפרומון של נקבות העש H. zea) Choi et al., 2003 .( כמוזכר בתת

והדבר רמז על היות הקולטן , ולוגית נקבעה פרמקGמעורבות חלבוני , הפרק הקודם

  ).G) GPCR) (Rafaeli and Gileadi, 1996b קשור לחלבון PBAN -המשוער ל

 הצביעה על נוכחות שבעה דומיינים Choi et al. (2003)אנליזה הידרופתית שבוצעה על ידי 

  של דומיין ERY -נמצא וריאנט ה, כמו כן. GPCRsשהנם מאפיינים של , טרנסממברנליים

 GPCRששמור במידה גבוהה בקרב ,  מיד לאחר החלק הטרנסממברנלי השלישיDRY -ה

שני אתרים משוערים של גליקוזילצייה התגלו , נוסף על כך. Gוחיוני לקישור ולשפעול חלבוני 



  39

, לבסוף). Choi et al., 2003 (5 - ו4 טרמינלי ובין הדומיינים הטרנסממברליים N -באיזור ה

 טרמינלי כאותות אפשריים C - הקצהרין ותריאונין נמצאו בשאריות אחדות של ס

שהחלבונים ,  הצביע על כךGenBank שנערך במאגר המידע BLASTחיפוש . לפוספורילציה

 היו קולטני H. zea - מPBAN-R -מחולייתנים בעלי זהויות הרצף הקרובות ביותר ל

neuromedin U , מלווים בקולטניghrelin) Choi et al., 2003 .(כי , על סמך מידע זה הוסק

PBAN-R ,הנו , המזרז ביוסינתזת פרומון בנקבות עשGPCR , המתאים לפפטידים

  ). Choi et al., 2003(ממשפחה זו 

   אכן מעורב בסינתזת פרומון מין ופעיל בקשירתH. zea -על מנת להוכיח שהקולטן מ

PBAN ,נעשתה טרנספורמציה לגן של הקולטן בתאים חרקיים ,Sf9 , לצורך הדמייה על ידי

קשירת . PBAN - ולפפטידים דמוייPBAN -ונבחנה האפיניות של הקולטן ל, סידן בתא בודד

, לשם כך.  הוערכה על ידי מדידת שטפי הסידן בציטוזולPBAN-R -ל) הפפטידים(הליגנדים 

בטרם . הקושר יוני סידן באופן תלוי במנה, Fluo-4/ AM, נעשה שימוש בכילטור פלואורסנטי

ורמת , Fluo-4 הודגרו בחושך בתמיסה המכילה Sf9 -ה תאי, הוספת הליגנדים הפפטידיים

נמדדו , לאחר הוספת אחד הליגנדים. הפלואורסנציה נמדדה באמצעות מיקרוסקופ קונפוקלי

על מנת לקבל קריאה . השינויים ברמת פלואורסנציה כפונקציה של זמן ההדגרה עם הליגנד

וכך , הפותח תעלות סידן בממברנת התא, ionomycinהוסף , רסנציהמקסימלית של הפלואו

  . גורם לכניסת סידן לתוך התא

 שורטטה עקומה המתארת את עוצמת הפלואורסנציה, עבור כל ליגנד שנקשר לקולטן

) רמת הפלואורסנציה שהתקבלה כתוצאה מקשירתו מחולקת ברמה המקסימלית(היחסית 

, )EC50) Effective Concentration - באמצעותה חושב ה.כנגד לוגריתם של ריכוז הליגנד

המבטא את ריכוז הליגנד הנדרש לקבלת מחצית מיעילות הקשירה המקסימלית שלו לקולטן 

)Choi et al., 2003 .(  

              ,PGN-7,  מחומצןHez-PBAN ,Hez-PBAN: הליגנדים שנבחנו במערכת זו הינם

PGN-18 ,PGN-8 ,PGN-24 ,LPK ,CAP2b-3 ,ETH-1 ,NMU ,Md ,FMRFamide           

 שני .PBAN ביותר נמצא עבור ך הנמוEC50 - הךער). Proctolin) Choi et al., 2003 -ו

 הגבוהים EC50 - נמצאו כבעלי ערכי הETH-1 - וDrosophila ,CAP2b-3 -הפפטידים מ

 Proctolin - וMyomodulin ,FMRFamideהפפטידים . שנבדקוביותר מבין הליגנדים 

  ). µM) (Choi et al., 2003 10 <(נמצאו בלתי פעילים במערכת זו 

 הם הפפטידים הפעילים ביותר LPK - וPBAN ,PGN-7 ,PGN-18כי , מתוצאות אלו הוסק

ולכן בעלי היכולת הסבירה ביותר בזירוז ביוסינתזת הפרומון , PBAN-Rבניוד סידן על ידי 

הם ו ,PBAN זהים לשל EC50 היות והפפטידים בעלי ערכי ,כמו כן. בריכוזים פיסיולוגיים

 אינו בהכרח PBAN  טרמינלי של N-הוסק כי החלק ה, )2איור  (PBANקצרים יותר מאשר 

 Choi et( טרמינלי C - בקצה הFxPRLamideאלא די ברצף , מעניק אפיניות קשירה נוספת

al., 2003 .(  
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ונבחן גם הוא , Sf9וא טרנספורמציה לתאי  עבר גם הDrosophila - מCG8795הגן לקולטן 

למטרות , H. zea - מPBAN-Rלגבי קשירתו לליגנדים שונים באותה מערכת כמו 

 תואר לפני כן כקושר פפטידים הנושאים CG8795הקולטן ). Choi et al., 2003(השוואתיות 

וסווג לאותה , Xenopus של oocytesכאשר בוטא בתאי , FxPRLamideאת הרצף 

על ). Park et al., 2002( בהתבסס על הומולוגיה ברצף H. zea PBAN-Rחה כמו משפ

 Sf9) H. zea -מנת להשוות בין פעילות שני הקולטנים שעברו טרנספורמציה לתאי ה

PBAN-Rו - Drosophila CG8795( ,מבין הליגנדים שנבחנה קשירתם ל- PBAN-R , ערך

 הגבוה EC50 - נמצא כבעל ערך הETH-1 -ו, LPK הנמוך ביותר נמצא עבור EC50 -ה

כי , יש לציין). µM) (Choi et al., 2003 10> ( נמצא בלתי פעיל במערכת זו NMU. ביותר

, Xenopus של oocytes הוחדר  לתאי CG8795בו , Park et al. (2002)במחקרם של 

 .ETH-1 .Choi et al - וCAP2b-3 נמוכים יותר עבור הפפטידים EC50התקבלו ערכי 

שלמערכת הביטוי עשויות להיות ,  בכךEC50 - הסבירו את ההבדלים בערכי ה(2003)

  .השפעות שונות על פעילות הפפטידים הנבחנים בהן

 שהתקבלו עבור קשירת הליגנדים השונים על ידי שני הקולטנים EC50 -מהשוואה בין ערכי ה

 PBAN -הה יותר ל ישנה אפיניות גבוPBAN-R -כי ל,  הוסקSf9במערכת הביטוי בתאי 

  ). CG8795) Choi et al., 2003 - קולטן ה הנבחנים לעומתמאשר הליגנדים

 הנמוך ביותר EC50 - נמצא בעל ערך הChoi et al. (2003 PBAN(במחקרם של , לסיכום

. FXPRLamide -מלווה במספר פפטידים נוספים בעלי מוטיב ה, מבין הפפטידים הנבחנים

,  מקודד לחלבוןH. zea - שבודד מcDNA -שה,  מוצקה לכךתוצאות אלו מספקות הוכחה

פפטידים אחרים הנושאים את . H. zea בתאי בלוטת הפרומון של PBAN -הפועל כקולטן ל

 PBANאך ,  עשויים אמנם לזרז ביוסינתזת פרומון בנקבות עשFXPRLamide -מוטיב ה

 ,.Choi et al( פיזיולוגיים נו הפפטיד הסביר ביותר בזירוז ביוסינתזת פרומון בריכוזיםיה

2003.(  

 בעל תפקיד ידוע של GPCR מהווה את הזיהוי הראשון של Choi et al. (2003)מחקרם של 

מאחר . PBAN/ pyrokinin -עם משפחת פפטידי ה, זירוז ביוסינתזת פרומון בנקבות עש

רצף  מצוי במגוון פפטידים ומייצג את הPBAN טרמינלי של C- הFXPRLamide -ורצף ה

 Raina and Kempe, 1990, 1992; Kuniyoshi( המינימלי הדרוש לפעילות פרומונוטרופית

et al., 1991,( ,צפוי שחלבוני קולטן ה-PBAN  יהיו מתוארים גם כמשפחה של קולטנים 

 H. zea - מPBAN-Rהרצף המוסק של . המצויים במגוון רקמות של חרקים, ספציפיים לחרק

 עבור חלבון kDa 38.6והדבר מצביע על משקל מולקולרי של , אמינו חומצות 346הנו באורך 

  ). Choi et al., 2003(הקולטן 

) GPCR (Gהביא לזיהוי ולבידוד קולטן המצומד לחלבון ) Choi et al., 2003(המחקר הנדון 

 PBAN -קולטנים ל. H. zea) (AY319852 מבלוטות הפרומון של נקבות PBAN -ל

                Bombyx mori:  נמצאו במינים נוספיםHez-PBAN-R -בה לההומולוגיים במידה ר



  41

             ,)AY792036) ( הומולוגיהAB181298( ,H. armigera) 98%()  הומולוגיה80%(

Plutella xylostella) 86%הומולוגיה ) (AY974334 (ו-Spodoptera littoralis                

 ;Hull et al., 2004; Choi et al., 2004, GENBank) (DQ407742) ( הומולוגיה87%(

Lee and Boo, 2005, GENBank; Zheng et al., 2006, GENBank .(בין המינים                

H. armigeraו - H. zea ולכן הקולטן ל, ישנה קרבה רבה- PBANדומה בשני המינים .  

Hez-PBAN-Rיי נמצא דומה גם לקולטנים של פפטידים דמו-pyrokininsמהמינים הבאים  :

Tribolium castaneum)  רצף חזוי עבור קולטן לפפטיד דמויDiapause-Hormone (         

)XM 963636( ,Apis mellifera) חזוי) (XM_623963( ,Anopheles gambiae                     

)DQ103706) (Cazzamali et al., 2005( ,Drosophila melanogaster; CG9918              

)AF52291) (Park et al., 2002 (ו- CG8795) AF522190) (Park et al., 2002(,             

B. mori) GPCRלהורמון התרדמה  ,DH-R) (AB164390/89/88/87/86) (Homma et 

al., 2006 .(  

בלוטות פרומון וב, biotin -המסומן בקבוצת פוטואפיניות וב,  PBAN-על ידי שימוש באנלוג ל

 לחלבון PBANהומחשה קשירה ספציפית של , H. armigeraשל נקבות בוגרות מהמין 

 ,SDS-PAGE )Rafaeli and Gileadi, 1997בשיטת  kDa 50 -הקשור לממברנה של כ

1999a; Rafaeli et al., 2003 .( של האת הגודל לאחר לקיחה בחשבון-PBAN  המסומן  

            הופחת PBAN-R של מחושבהגודל ה,  במערכת זוטן שנשאר קשור לקולbiotin -ב

שמבקרים ייצור ,  הם מינים קרובים במידה רבהH. armigera - וkDa .H. zea 45 -לכ

ובנוסף רצף הגן מקודד לחלבון בגודל  ,)Review Rafaeli, 2002ראה (פרומון בדרכים זהות 

ל נובעים ' החלבון שהופרד בגההבדלים הנראים בגודל. )AY319852, AY792036(זהה 

, SDS-PAGE - או אי דיוק של שיטת ה שוניםגליקוזילציות באתרי גליקוזילציהקרוב לודאי מ

   .השערות אלו טרם נבדקו. בהערכה מדוייקת של המשקל המולקולרי

לא נצפתה  kDa 50הקשירה הספציפית של הליגנד המסומן לחלבון הקולטן המשוער בגודל 

הדבר היה נכון גם עבור נקבות צעירות יותר .  ימים לפני ההגחה3, ולםבנקבות בשלב הג

 Rafaeli et al., 2003( .Rafaeli and Bober (2005) ( ימים לפני ההגחה4, בשלב הגולם

ועוצמת הקשירה הגבוהה , גיל- הינה תלויתPBAN-R - לPBAN -כי קשירת ה, המחישו

  . ימים5-4ביותר מתרחשת בנקבות בוגרות בגיל 

  

  סיכום) 91.
                                ביוסינתזת פרומוני המין הינה תחת בקרה פוטופריאודית , במיני עש רבים

)Ichikawa, 1988 ( שלPBAN , הנוצר בגנגליון התת ושטי)Raina and Klun, 1984 .(

ת  נושאים אPBAN -שבדומה ל,  נוצרים ארבעה פפטידים נוספיםPBAN -מהגן המקודד ל

 Kawano et al., 1992; Sato( טרמינלי C - בקצה הFxPRLamide (x=G, S or T)הרצף 
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et al., 1993; Ma et al., 1994( , שהינו הרצף המינימלי וההכרחי לפעילות פרומונוטרופית 

)Raina and Kempe, 1990, 1992; Kuniyoshi et al., 1991, .(ב- H. zea , ארבעת

והם בעלי פוטנציאל לזירוז ביוסינתזת , )PGNs) Ma et al., 1996הפפטידים הללו מכונים 

   ).;Ma et al., 1996 Teal et al., 1989(פרומון מין 

PBANשייך ל - PBAN-pyrokinin peptide family , אשר לפפטידים החברים בה תפקידים

  Reviewראה (  טרמינליC - בקצה הFxPRLamideוכולם נושאים את הרצף , שונים

Rafaeli, 2002.(  

Choi et al. (2003) זיהו בבלוטות הפרומון של נקבות עש מהמין Helicoverpa zea קולטן 

אך גם , Hez-PBAN -הקולטן נמצא בעל אפיניות גבוהה ל. Gהמצומד לחלבון , PBAN -ל

                  PBAN-R -הדומים ל, PBAN -קולטנים נוספים ל. לכמה פפטידים אחרים במשפחה

, שני המינים הללו קרובים. H. armigeraדוגמת , נמצאו גם במינים אחרים ,H. zea -מ

  ). הומולוגיה98%( דומה בשני המינים PBAN -והקולטן ל

שאורכו , הוסק על סמך רצף הגן לקולטן, Hez-PBAN-R ,38.6 kDaמשקלו המולקולרי של 

המסומן בקבוצת ,  PBAN-באמצעות אנלוג ל). Choi et al., 2003( חומצות אמינו 346

הומחשה , H. armigeraובבלוטות פרומון של נקבות בוגרות מהמין , biotin -פוטואפיניות וב

 kDa) Rafaeli and 50 - לחלבון הקשור לממברנה של כPBANקשירה ספציפית של 

Gileadi, 1997, 1999; Rafaeli et al., 2003 .(  

כי קיימת פעילות אימונוריאקטיבית , ו הוכיחELISAמחקרים אימונוציטוכימיים ומחקרי 

כי ,  הדבר מציע. בכל חלקי מערכת העצבים של מיני עש ופרפראים שונים PBAN-דמויית

               ואשר , FxPRLamideנושאים את הרצף ש, PBAN -קרובים להכמה מן הפפטידים 

רופית בבלוטות הם בעלי פעילות פרומונט,  ישנה אפיניות קשירה גבוהה עבורםPBAN-R -ל

 בעלי תפקידים מגוונים גםהיות ופפטידים אלו .  בוססהPBAN-Rבהן נוכחות , הפרומון

 ברקמות שונות בגוף PBAN -קיימים קולטנים ליש לשער כי , ברקמות השונות בגוף העש

  .םהמהווים אתרי פעולה לפעילות, העש נוסף לבלוטות פרומון המין
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  שיטות וחומרים. 2
  

  ימת חומרים וציודרש
1. 3,8-Diamino-5-ethyl-6-phenylphenanthridinium bromide (Ethidium bromide) 

    (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)   

2. 3-Isobutyl-1-methylxanthine (IBMX) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO,        

    USA) 

3. 8-(4-chlorophenylthio)adenosine 3’,5’-cyclic monophosphate (cyclic AMP    

    acid) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)    

4. β-counter (Kontron Instruments, USA) 

5. β-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)  

6. Acetic acid (Bio Lab, Jerusalem, Israel) 

7. Acetic anhydride (Merck Chemicals Ltd, Poole, Dorset, England, UK)   

8. Acetonitrile (Bio Lab, Jerusalem, Israel) 

9. Activated charcoal (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 

10. Adenosine 3’,5’-cyclic phosphate, Ammonium salt [2,8-3H] (NEN, Boston,  

      MA, USA) 

11. Agarose (Hispanagar, Burgos, Spain)    

12. Amiloride hydrochloride (Tocris Bioscience, Ellisville, MO, USA) 

13. Anti-Adenosine 3′,5′-cyclic monophosphate (cAMP) antibody produced in  

      rabbit (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 

14. Avidin-Horse Radish Peroxidase conjugated (Avidin-HRP) (Pierce,            

      Rockford, IL, USA) 

15. Bio-rad Protein assay kit (Bio-Rad Labratories, Hercules, CA, USA) 

16. Biotinylated standard protein mixture for gel electrophoresis (Bio-Rad        

      Labratories, Hercules, CA, USA) 

17. Bovine Serum Albumin (BSA) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 

18. Centrifuge rotor (Sorvall, RC-5B, DuPont Instruments, Newtown, CT,         

      USA) 

19. Complete EDTA free (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) 

20. Dimethyl formamide (DMF) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 

21. DNA-freeTM DNase Treatment and Removal Reagents kit (Ambion, Inc.,    

      Austin, TX, USA)  
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22. Ethanol (Bio Lab, Jerusalem, Israel) 

23. Formaldehyde (Bio Lab, Jerusalem, Israel) 

24. Gc-17 Gas Chromatograph (Shimadzu, Kyoto, Japan) 

25. HCl (Merck, Darmstadt, Germany) 

26. Heliothis Premix (Stonefly Industries, Inc, Bryan, TX, USA) 

27. Heraeus Biofuge Fresco (DJB Labcare, Newport Pagnell,                           

      Buckinghamshire, England, UK)  

28. Hexane (Bio Lab, Jerusalem, Israel)  

29. Hez-PBAN (Bachem, AG, Bubendorf, Switzerland) 

30. HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japan) 

31. Image Master® VDS (Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) 

32. iMupid (i-Mupid) Mini Agarose Gel Electrophoresis Apparatus System        

     (Helixx Technologies, Inc., Toronto, Ontario, Canada) 

33. isopropanol (Bio Lab, Jerusalem, Israel)   

34. Leucopyrokinin4-8 (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)  

35. Methanol (Bio Lab, Jerusalem, Israel) 

36. MinEluteTM Gel Extraction Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany)  

38. Myomodulin (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)   

39. N-[N-4-azido-tetrafluorobenzoyl)-biocytinyloxylsuccinimide (Atf-Bct-NHS)   

     (Boehringer-Roche, Mannheim, Germany) 

40. NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop Technologies,           

      Wilmington, DE, USA)  
41. neuromedin U (Bachem, AG, Bubendorf, Switzerland) 

42. PCR primers (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 

43. PCR-Ready Mix SupremeTM (Syntezza Bioscience Ltd, Jerusalem, Israel) 

44. PGN-7 (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)  

PGN-8 (Hebrew University, Jerusalem, Israel) 45. 

PGN-24 (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 46. 

Pheromonotropin (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 47. 

48. Polyoxyethylenesorbitan Monolaurate (Tween 20) (Sigma-Aldrich Co., St. 

      Louis, MO, USA) 

49. Quick-Load 100bp DNA ladder (New England BioLabs Inc., Ipswich, MA,  

      USA)  
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50. Reverse-iTTM 1st Strand Synthesis Kit (ABgene, Epsom, Surrey, England, 

      UK)    

51. RNA Stabilization Reagent (RNAlater) (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany)   

52. RNase-Off™ (PureBiotech, Llc, Middlesex, NJ, USA) 

53. RNeasy Mini Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany)    

54. SDS-PAGE long life gels (8-16% mini gels) (Gradipore, Frenchs Forest     

      NSW, Australia) 

55. SDS-PAGE products (Mini-Protean Gel Electrophoresis Unit, Bio-Rad,      

      Labratories, Hercules, CA, USA) 

56. Sequencing services (Hy Labratories Ltd., Rehovot, Israel) 

57. SKF 96365 hydrochloride (Tocris Bioscience, Ellisville, MO, USA) 

58. SuperFreezeTM Peroxidase conjugate Stabilizer (Pierce, Rockford, IL,        

      UDA)    

59. Supersignal- West Dura Extended Duration Substrat (Pierce, Rockford, IL, 

      USA) 

60. Thermal Cycler BioCyclerTC-S (Medical-Biological Research &                  

      Technologies (BioSan), Riga, Latvia) 

61. Tridecyl-acetate (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 

62. Triethylamine (Merck Chemicals Ltd, Poole, Dorset, England, UK)  

63. Trifluoro acetic acid (TFA) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)  

64. UV 254 lamp (Ultra-Violet Products, Inc, San Gabriel, California, USA) 

65. Verapamil hydrochloride (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)   

66. Vydac C4 reversed phase- HPLC columns (Alltech®, Lexington, KY, USA) 

  

   ותנאי גידולוHelicoverpa armigeraהעש  ) 2.1
 26ºC בטמפרטורה קבועה של H. armigeraגודל העש , בכל שלבי ההתפתחות

 Heliothisהעש ניזון ממזון מלאכותי .  שעות חושך10 - שעות אור ו14ובפוטופריאדה של 

Premix ,י "המיוצר עStonefly Industries Inc.)  ים מים ליטר3, ג אבקת מזון" ק1המכיל ,

, inbreedingלשם מניעת ). ל חומצה אצטית"   מ8 -ו)  פורמאלדהיד35%(ל פורמלין " מ4

  . המאגר הגנטי של הגידול חודש מדי שנה על ידי הוספת פרטים שנלכדו בשדה

ל בתבניות " מ30 - שלישית הועברו לתאים בנפח של כ-זחלים בדרגת התפתחות שנייה

 גרם 57 -עם כ, כל זחל הועבר לתא נפרד, ע קניבליזםעל מנת למנו. פלסטיק חד פעמיות

הועברו הזחלים , )Wandering(בשלב החיפוש אחר מקום להתגלם , כעבור כשבוע. מזון
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צוין , עבור כל זחל. בדרגה החמישית לתאי גידול חדשים עם מצע ורמיקוליט לשם התגלמות

כעבור כשבוע . ני הגחתותאריך ההתגלמות על גבי התבנית בכדי לקבוע את גיל הגולם לפ

. על מנת שהגחת בוגרי הזכרים והנקבות תתרחש בנפרד, נוסף הגלמים מוינו לפי זוויגים

בתוספת , הגלמים הושמו בכלובי פלסטיק מאווררים ומקורים בלוח פרספקס, לאחר מיונם

  .  כמקור מזון10%גפן ספוג בתמיסת סוכרוז -צמר

כשליש . שלפני כן) scotophase(ו בזמן החושך מדי יום הופרדו הגלמים מהבוגרים שהגיח

 ,.Rafaeli et al (13-וכשני שליש ביום ה,  לאחר התגלמותם12-מהגלמים הגיחו ביום ה

והבוגרים נחשבו כבני , 1 בו הופרדו הבוגרים הוגדר כיום )photophase(זמן האור ). 2003

  .יום בעת הפרדתם

והוכנסו לכלוב ,  זכרים בני יומיים40 -יום וכ נקבות בנות 20 -נלקחו כ, לשם ריבוי העשים

שעליהם הוטלו , על דופן הכלוב הונחו רבדי צמר גפן. המכוסה בלוח זכוכית, פלסטי מאוורר

 4-3כעבור . 10%והוספה לו צלחת פטרי עם צמר גפן הספוג בתמיסת סוכרוז , רוב הביצים

ובתחתית , פסאות פלסטיקימים הודבקו רבדי הצמר גפן על גבי הצד הפנימי של מכסי קו

בהגיעם , הזחלים שבקעו מהביצים בקופסאות.  גרם מזון7 - גושים של כ6הקופסאות הונחו 

הועברו לתאים בתבניות פלסטיק חד פעמיות עם מזון ,  שלישית-לדרגת התפתחות שנייה

  .כמתואר

  

   PBAN-NHS-Bct-Atfיצירת ובידוד הליגנד ) 2.2
 Rafaeli and Gileadi (1999) ,Hez-PBAN על ידי שתוארה, על פי פרוטוקול השיטה

). pmol/µl) 20.4 µg/µl 100כך שריכוזו בתמיסה היה ,  מתאנול50% -סינתטי הומס ב

) dimethyl formamide 15µl) DMF -היא הומסה פעם נוספת ב, לאחר ייבוש הדוגמא

  . 1M borate buffer ,pH 8.5ובתמיסת 

 (Atf-Bct-NHS) [N-4-azido-tetrafluorobenzoyl-biocytinyloxylsuccinimide]הריאגנט 

, Hez-PBAN - לתמיסת הµl 4הוסף בנפח של , )פוטואפיניות(שהינו בעל זיקה לאור 

נלקחה , ביום השני. ºC 4והריאקציה ביניהם נעשתה למשך הלילה בטמפרטורה של 

 של µl 10י ונעשתה הפסקת הריאקציה בה על יד, µl 2.5מתערובת הריאקציה כמות של 

glycine (1 M)0.5 - ו µl של borate buffer (0.1 M) ,pH 8.5.  

PBANשסומן בקבוצה בעלת פוטואפיניות וב - biotin , עבר הפרדה באמצעותHPLC 

על פי מפל ריכוזים שטוח          , Vydac) 4.6 mm X 25 cm (C4 reversed phaseבקולונת 

בקצב , TFA 0.1% - בacetonitrile 30% - לTFA 0.1% - בacetonitrile 20% -מ

על מנת להבטיח .  לדקהml 0.5כאשר הזרימה נשמרה בקצב של ,  לדקה1%השתנות של 

 Hez-PBAN - מהµg 5הוספו ,  הסינתטיHez-PBAN - המסומן אכן יופרד מהPBAN -כי ה

  . לדוגמא
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ילה ריאגנט שהכ,  והושוותה לביקורתnm 220בליעת פרופיל השטיפה נמדדה באורך גל של 

ובמהלכו , איסוף כל מקטע ארך שתי דקות. Hez-PBAN - ואת תוספת הglycine, לא פעיל

התמיסות מהמקטעים השונים נודפו ושימשו לאחר מכן הן לצורך . ml 1נאסף נפח סופי של 

 והן לצורך מבחנים ביולוגיים avidin-biotinזיהוי תוצרי הריאקציה באמצעות טכנולוגיית 

אולם בפעם זו ,  תערובת הריאקציה נוקתה לפי תנאי ההפרדה שתוארו למעלהשאר. אחרים

וזאת כדי לייצר מאגר של ,  ולא הוסף הפפטיד הלא מסומןUVלא בוצע הזיהוי באמצעות 

  . תמיסת ליגנד פעילה

  

  PBAN-NHS-Bct-Atfבידוד וזיהוי האנלוג ) 2.3

 זוהה הליגנד על HPLC -על מנת לבודד את המקטע המכיל את הליגנד לאחר ההפרדה ב

 עברו HPLC -מקטעים מסיסים של הליגנד שהתקבלו מההפרדה ב. avidin-HRPידי 

, לאחר מכן.  שעות3 בארות וטולטלו במטלטלת בתנאי חושך למשך 96הדגרה בצלחת עם 

, לאחר החשיפה.  דקות30 למשך nm 254 באורך גל של UVהדוגמאות הוקרנו למקור אור 

                  phosphate buffer: והבארות נשטפו בתמיסה שהכילה, תהושלך תוכן הבארו

:                  שהורכב מ, )blocking buffer(הוסף בופר חוסם . Tween 20 0.05% -ו

phosphate buffer1%- ו BSA  .בוצעה הריאקציה על ידי צירוף , לאחר שטיפה נוספת

. יאקציה נמשכה שעה בטמפרטורת החדרהר.  אל הבופר החוסםavidin-HRPהאנזים 

ולבסוף הריאקציה הופסקה באמצעות              , TMBהוסף הסובסטרט , לאחר שטיפה נוספת

1M H3PO4 . 450התוצר הסופי כומת על ידי קריאה באורך גל של nm.  

 HPLC -נבחנו המקטעים השונים מהפרדת ה,  קשורה לליגנדbiotinבנוסף לזיהוי קבוצת 

 PBANלפי פעילות המקטעים ובהשוואה לפעילות .  לצורך זיהוי נוסףin vitroבמבחן 

  .pmol/µl 1 -כמות הליגנד הוערכה כ, סינתטי

  

                        PBAN-NHS-Bct-Atf באמצעות הליגנד PBAN -זיהוי הקולטן ל) 2.4
  PAGE-SDSי "וע

                      PBAN -משוער לבמטרה להבהיר את הנוכחות האפשרית של הקולטן החלבוני ה

)PBAN-R (נערכו ניסויי קשירה , ברקמות השונות בגוף הנקבה למעט בלוטת פרומון המין

 5-2 בגילאי H. armigeraעל הכנות ממברנות מרקמות הגוף השונות של נקבות מהמין 

הצינור , )thoracic ganglia) ,TGגנגליוני החזה : בניסויים אלו נבחנו הרקמות הבאות. ימים

יחד עם שק             bursa copulatrix  -שק ה, )ventral nerve cord ,VNC(העצבי הונטרלי 

נוכחות חלבון ). Br(והמוח ) wing muscle ,M(שריר הכנף , )spermatheca) B + S -ה

 על ידי SDS-PAGE לאחר Western blotהקולטן המשוער נקבעה באמצעות אנליזת 

בנוסף . biotin - המסומן בקבוצת פוטואפיניות ובPBAN -יפית לליגנד הקשירתו הספצ
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נערכו מבחני קשירה לתאי מחדר המכונים ,  משוער ברקמות גוף הנקבהPBAN-Rלחיפוש 

Sf9מ - Spodoptera frugiperda ,אשר הגן ל- PBAN-R של H. zeaהוחדר אליהם  ,

  . Choi et al., (2003)כמתואר על ידי 

  

  ת השיטה הקיימת לרקמות השונות התאמ2.4.1
שבכל רקמה , נערכה בדיקה במטרה לוודא, לפני עריכת ניסויי הקשירה ברקמות השונות

המפריעים ,  בגודל זהה לקולטןbiotin -נחקרת אין ייצור אנדוגני של חלבונים הקשורים ל

 ממברנות לצורך כך נעשתה הפקת. נבחנו בנקבות בנות יומיים כל הרקמות, לשם כך. בזיהויו

שהינה שוות ערך , ועבור כל רקמה נמצאה כמות החלבון, בכל אחת מהרקמות הנבחנות

רק ברקמות . Western blot - וSDS-PAGE  נערכה אנליזת , לאחר מכן. לבלוטות הפרומון

שהינו משקלו המולקולרי , kDa 50שלא הופיע בהן חלבונים אנדוגניים במשקל מולקולרי של 

  .בוצעו ניסויי הקשירה, )PBAN) Rafaeli et al., 2003 -של קולטן ה

  

   הכנת הבלוטות והרקמות השונות למבחני הקשירה2.4.2
הוצאת הבלוטות . החזה והבטן, הוצאו בנפרד בלוטות הפרומון, לאחר הסרת ראש הנקבה

שגרמה , נעשתה באמצעות לחיצה בעדינות על הפרק השביעי של הבטן על ידי פינצטה

כך , וחיתוך באיזור הפרק השמיני בעזרת מספריים מתאימים, מחוץ לבטןלהבלטת הבלוטה 

הבלוטות שהוצאו בדרך . פרקית של הבטן-שהושגו הפרקים השמיני והתשיעי והרקמה הבין

:                                     שהכילה,  של תמיסה פיסיולוגית ללא סידןµl 20 זו הונחו בטיפות בנפח

5 mM pipes buffer ,18 mM magnesium chloride ,3 mM calcium chloride               ,

21 mM potassium chloride ,12 mM sodium chloride ,85 mM glucose                        ,

43 mM trehalose ,וכאינדיקטור ל- pH 0.001 הוסף גם M phenol red .  על מנת להגיע

הכנת התמיסה נעשתה בהתאם לפרוטוקול שפותח . KOHם נעשתה טיטרציה ע, pH 6.6 -ל

  . Jurenka et al. (1991b)על ידי 

ואת חיתוך של , הביצים וקצה צינור ההטלה, ניתוח הבלוטות כלל את הסרת גופי השומן

שכללה את האפידרמיס , פרקית-כך שנותרה מבלוטת הפרומון הרקמה הבין, הפרק השמיני

בכדי לעכב פעילות אנזימטית , עיל נעשה על גבי קרחכל המתואר ל. ואת הקוטיקולה

  .  ברקמה

 M - וTG(ניתוח הרקמות האחרות נעשה על ידי הוצאת כל רקמה מהאיבר המכיל אותה 

גם כן על גבי , ואת ניקיונה מגופי שומן, ) מהראשיםBr - מהבטן וB + S - וVNC, מהחזה

  .קרח
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   הפקת הממברנות מהרקמות השונות2.4.3
נעשתה הפקת , שיטה המבוססת שנחקרה ברמת החלבון בבלוטות הפרומוןבדומה ל

  . ממברנות מכל אחת מהרקמות הנבחנות
נותחו כמפורט לעיל ) או הכמות האקוויולנטית מרקמה אחרת( בלוטות פרומון המין 20

לאחר מכן עברו הבלוטות או הרקמות כתישה בהומוגנייזר . בתמיסה פיסיולוגית ללא סידן

 בופר -להלן (mM Hepes buffer ,pH 7.4 50 של µl 600 זכוכית עם -יתמסוג זכוכ

שארית הרקמות הכתושות . EDTAהבופר הכיל מעכבי פרוטאזות ללא ). ההומוגנציה

  . ונכתשה קלות בשנית) µl 600(הורחפה באותו נפח של הבופר 

בוע מסוג הרקמות הכתושות בבופר סורכזו בצנטריפוגה בעלת רוטור זוויתי ק, בשלב הבא

Sorvall SE12 234 במהירות x g 4 ובטמפרטורה של ºC התסנין נאסף .  דקות5 במשך

בתום הסרכוז .  למשך שעהºC 4 ובטמפרטורה של x g 23,000 במהירות , וסורכז שנית

ולאחר מכן סורכז פעם ,  מבופר ההומוגנצייהµl 800המשקע שהתקבל הורחף בנפח של 

  .  למשך שעהºC 4בטמפרטורה של  וx g 23,000במהירות , נוספת

המשקע שנוצר בשלב זה שימש כתוצר של ממברנות בלוטות הפרומון או של אחת הרקמות 

  .האחרות בגוף העש

  

   מבחן קשירה בין הליגנד והקולטן הנחקר ברקמה2.4.4
  :ניסויי הקשירה ברקמות השונות כללו את הטיפולים הבאים

כי הרקמה אינה מכילה חלבונים , אות מטרתה להר- PBAN -ביקורת ללא קשירה ל )א(

ולכן ניתן לבחון את המצאות ,  בגודל זהה לקולטןbiotin -אנדוגניים הקשורים ל

 ).E ,Endogenous(הקולטן המשוער ברקמה 

תתקבל ,  במידה והקולטן המשוער אכן מצוי ברקמה- PBANאנלוג מסומן של   )ב(

 ). L ,Labelled(קשירה בינו לבין הליגנד המסומן 

, על מנת לבדוק - ללא סימוןPBAN בנוכחות עודף של PBANג מסומן של אנלו  )ג(

 ).D ,Displacement(האם הקשירה בין הקולטן והליגנד ספציפית 
  

עבור כל בלוטה או  (Atf-Bct-NHS-PBANתמיסת הליגנד , במקביל להפקת הממברנות

שך באמצעות נודפה כולה בחו) pmol 1רקמה אחרת בכמות האקוויולנטית נדרשה כמות של 

הוסף בופר קשירה , למשקע הממברנות שהתקבל בהפקת הממברנות. זרם קל של חנקן

כמו . M NaHCO3  ,pH 7.4 0.25- וM sucrose ,5 mM Hepes 0.25:  שהכילµl 10בנפח 

הוא , לאחר הרחפת משקע הממברנות.  תמיסה פיסיולוגית ללא סידןµl 30הוספו לו , כן

 המנודף                                         Atf-Bct-NHS-PBANהליגנד המכילה את , הועבר למבחנה

)final concentration lb PBAN = 25 nM .(  
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. בתנאי חושך ובטמפרטורת החדר, הריאקציה בין הליגנד והממברנות הועמדה למשך שעה

     באורך גל שלUVהופסקה הריאקציה על ידי חשיפת הממברנות לקרינת , בתום השעה

254 nm בוצעה צנטריפוגה אחרונה                        , לאחר מכן.  דקות ועל גבי קרח15 למשך

המשקע שהתקבל נאסף , לבסוף.  למשך שעהºC 4 ובטמפרטורה של x g 23,000 -ב

  . ºC 80-בטמפרטורה של , ונשמר במקפיא

ירה לליגנד                 למעט הקש, ממברנות ששימשו כביקורת בניסוי עברו את אותו התהליך

Atf-Bct-NHS-PBAN.  

אך לאחר ההעברה ,  עברו את אותו התהליךDisplacement -ממברנות ששימשו לטיפול ה

 של                µl 1.5 -הוסף להן הליגנד הלא מסומן, למבחנה המכילה את הליגנד המסומן

Hez-PBAN 5000 בכמות של pmol50% ( המומס בתמיסת מתאנול חומצי MeOH                

והממברנות הורחפו בשנית                                                                      , )M HCl 0.001 -ב

)final concentration unlabelled PBAN = 125 nM .(  

  

   קביעת חלבון בדוגמאות הממברנות2.4.5
דוגמאות שהתקבלו במבחן הקשירה היא בכדי מטרת קביעת כמות החלבון היחסית לכל ה

 עבור כל SDS-PAGE -ל ה'להבטיח בהמשך הטענת כמויות חלבון שוות על גבי ג

ל בין 'על מנת שניתן יהיה להשוות את עוצמות הפסים של החלבונים שיופרדו בג, הדוגמאות

  .הדוגמאות

בתחום שבין             , ם בריכוזים עוליBSAהוכנו תמיסות סטנדרט של , לצורך קביעת החלבון

10-100 µg/ml .  

או מהכמות ( בלוטות פרומון 20 -שהתקבל במבחן הקשירה מ, משקע הממברנות

לצורך .  מים מזוקקים פעמייםµl 10 -הורחף ב, )האקוויולנטית של אחת הרקמות האחרות

טות  בלו5 -שנפחה שווה ערך ל, נלקחה מהמשקע המורחף דוגמא, קביעת חלבון לממברנות

  . פרומון

יחד עם תמיסות ,  בארות96הדוגמאות שנלקחו מהממברנות הונחו בצלחת בעלת 

וכך נפח תמיסות הדוגמאות והסטנדרטים בכל , לדוגמאות הוספו מים בבארות. הסטנדרט

בנפח של ) Bio-Rad Dye Reagent(לכל באר הוסף ריאגנט צבע . µl 160הבארות היה 

40µl ,ועברה טלטול , הצלחת הוכנסה למטלטלת. ת פיפטציהוהתמיסות הורחפו באמצעו

ולאחר מכן הדוגמאות והסטנדרטים נקראו באורך ,  דקות10 למשך ºC 37בטמפרטורה של 

לפיה , הקריאות שהתקבלו עבור הסטנדרטים שימשו לבניית עקומת כיול. nm 595גל של 

דהיינו , מקוריותוכן בנפח שנותר מהדוגמאות ה, נמצאה כמות החלבון בדוגמאות שנלקחו

  . המשקעים הממברנליים שהופקו בשלב מבחן הקשירה
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הדוגמאות הועברו . 1:1 ביחס נפחי של x sample buffer 2לנפח שנותר בדוגמאות הוסף 

לאחר הוצאת הדוגמאות מהאמבט וקירורן למשך .  דקות5 למשך ºC 94 -לאמבט וחוממו ב

  .ºC 20- הן אוחסנו במקפיא בטמפרטורה של,  דקות בקרח10

  

2.4.6 PAGE-SDSו - Western blot  
. ל'הפרדת החלבונים נעשתה באמצעות הרצה אלקטרופורטית של הדוגמאות על גבי ג

 ובמפל ריכוזים של               cm x 10 cm x 0.1 cm 8ל בגודל של 'ההרצה בוצעה במתקן מיני ג

, בשלב הבא). ת היצרןשהוכן על פי הוראו( ובתוך בופר הרצה V 150במתח של , 8-16%

 Towbinל לממברנת ניטרוצלולוז בתוך בופר 'החלבונים המופרדים הועברו למשך שעה מהג

והשלמת הנפח         , liter methanol ,57.5 gr glycine ,12.1 gr Tris ,pH 8.61 1(מקורר 

  .  ובתנאי קורV 180במתח של , ) ליטר עם מים5 -ל

  ,  ml 10% Tween 20 1-המורכב מ, ן בופר חוסםהוכ, לצורך חסימת אתרי הקשירה

1.5 gr BSA ,50 -והנפח הושלם ל ml 30% עם TBS , 137שהכיל mM NaCl             ,

20 mM Tris ,HCl ,pH 7.6 . בתוך הבופר החוסם הונחה ממברנת הניטרוצלולוז למשך

  . הלילה

 של µl 60, טרוצלולוזהוספו לתמיסת הבופר החוסם בו נמצאה ממברנת הני, ביום המחרת

avidin-HRP) 0.5 µg/ml( ,באמצעות ריאקציית , בכדי שניתן יהיהavidin-biotin , לזהות

התמיסה טולטלה . Atf-Bct-NHS-PBAN,  שקשור לליגנד המסומןbiotin -את ה

שבסיומה נשטפה ממברנת הניטרוצלולוז חמש פעמים ,  למשך שעהºC 25בטמפרטורה של 

על ידי הנחתה במטלטלת עם , ml 10% Tween 20 ,240 ml TBS 10 -בבופר שהורכב מ

50 ml נשטפה הממברנה בפעם , לאחר מכן.  דקות בכל שטיפה10 מהבופר במשך

  . האחרונה עם מים מזוקקים פעמיים

שכללה , Chemiluminescenceהפיתוח לממברנת הניטרוצלולוז נעשה באמצעות מערכת 

הערכת המשקל המולקולרי של . Supersignalסטרט וכן על ידי שימוש בסוב, CDCמצלמת 

). biotinylated protein standards(החלבונים נעשתה באמצעות סמני גודל חלבוניים 

 Alpha EaseFC Chemilmagerשהתקבלה בעזרת התוכנה , מתוך תמונת הממברנה

 קבלת פס על ידי, ניתן היה לראות היכן התקבלה קשירה בין הליגנד לקולטן המשוער, 4400

עוצמות , לבסוף. שהינו משקלו המולקולרי המוערך של הקולטן, kDa 50 -במקום המתאים ל

השוואת ). integrated density value) IDV -הקשירה לקולטן נותחו באמצעות ערך יחסי

 לטיפולים בהם ניתן הליגנד המסומן Atf-Bct-NHS-PBANערך זה בין הביקורת ללא הליגנד 

אך יש (ת ליגנד לא מסומן בעודף סיפקה אינדיקצייה להבדלים בין הטיפולים בלבד או בתוספ

כיוון שרמות החשיפה לצבע , לים שונים כפי שהם'לציין שהדבר אינו מאפשר השוואה בין ג

נערכו לפחות , B + S - ולM -פרט ל, לכל רקמת בוחן). בעת הפיתוח משתנות מפעם לפעם
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חושבו ערכי         , צות שנערכו בכל אחת מהרקמותעבור כל אחת מההר.  הרצות נפרדות3

  :  היחסיים באופן הבאIDV -ה

Relative IDV(-PBAN) = (IDVL - IDVE) / IDVE   

)IDVL הנם ערכי IDV ,שהתקבלו עבור טיפולי ה- Labeling ,דהיינו קשירה לליגנד המסומן(  

Relative IDV(+PBAN) = (IDVD - IDVE) / IDVE   

)IDVDי  הנם ערכIDV ,שהתקבלו עבור טיפולי ה- Displacement , דהיינו קשירה תחרותית

  ). הניתן בעודף ריכוז, לליגנד המסומן יחד עם הליגנד הלא מסומן

והדבר מאפשר בין טיפולי , נוטרלו ההבדלים בעוצמות הרקע בין הרקמות השונות, בדרך זו

ת את חוזק                             על מנת להשוו.  בכל רקמהDisplacement - והLabelling -ה

                 Δ IDV -עבור כל הרצה חושב ערך ה,  שהתקבל ברקמות השונותDisplacement -ה

)Δ IDV = IDVD - IDVL .(ככל שערך ה- Δ IDVכך                 ,  של הרצה מסויימת שלילי יותר

  . באותה הרצה חזק יותרDisplacement -ה

והדבר , ל אחד לשני באותה רקמה'מות החשיפה לצבע בעת הפיתוח נבדלות בין גר, כאמור

שאינם נובעים              ,  בין הרצה להרצה ברקמה מסויימתΔ IDV -יוצר הבדלים בערכי ה

לא , לכן.  ממוצע לכל רקמהΔ IDVכך שאין משמעות לחישוב ערך , Displacement -מה

וניתוח הערכים שהתקבלו נעשה באופן , Δ IDV -נערך מבחן סטטיסטי לערכי ה

  . אינדיבידואלי

     

  קביעת פעילות פרומונוטרופית על ידי תגובת שליחים משניים) 2.5
  

  cAMP הפקת 2.5.1

כל אחת מהרקמות . 2.4.2בלוטות הפרומון והרקמות השונות הוצאו ונותחו כמתואר בסעיף 

שמעכב את , IBMX 0.9 mM ,pH 6.6המכילה , הנבחנות הודגרה בתמיסה פיסיולוגית

התמיסה הפיסיולוגית הכילה אחד . phosphodiesterases על ידי cAMP -פירוק ה

 PBANאו לחילופין לא הכילה , )PBAN) 0.05, 0.1, 0.5 µMמשלושה ריכוזים שונים של 

 PBANביקורת או (כל טיפול .  דקות30 או 20, 10וההדגרה בוצעה למשך , )כביקורת(

  .  חזרות5כלל ) ים וזמן אינקובציה מסוייםבריכוז מסוי

 שנוצר על ידי הרקמה נעשו על ידי העברת כל בלוטה או cAMP -עצירת הריאקציה ומיצוי ה

,            mM NaOAc ,0.02% NaN3 50:  שהכילµl 60 בנפח של RIA buffer -רקמה ל

0.001% phenol red ,pH 6.2 , 95וחימומן באמבט בטמפרטורה של ºCדקות5משך  ל  .

הן אוחסנו במקפיא ,  דקות בקרח20לאחר הוצאת הדוגמאות מהאמבט וקירורן למשך 

  .ºC 80-בטמפרטורה של 
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.2.52) RIA(Radio Immuno Assay   
בתחום שבין ,  בריכוזים עוליםcAMP acidהוכנו תמיסות סטנדרט של , RIA -לצורך מבחן ה

25-400 fmol/50 µl , דוגמאות מיצוי ה. עקומת כיולששימשו בהמשך לבניית- cAMP 

 פעמים על מנת לפרק 4שהתקבלו מבלוטות הפרומון או מהרקמות השונות הוקפאו והופשרו 

לכל .  והועבר למבחנות חדשותµl 50 מכל דוגמא או סטנדרט נאסף נפח של. את התאים

ילה שהכ,  של תערובת אצטילציהµl 5דוגמא וסטנדרט נעשתה אצטילציה באמצעות הוספת 

Triethylamineו - Acetic anhydride 50, לאחר מכן.  וערבוב מיידי2:1 ביחס נפחי של µl 

הדוגמאות . הוספו לכל אחד מהם) 1:50במיהול של  (cAMP - לantiserumשל 

 למשך שעתיים ºC 30-35 אינקובציה באמבט בטמפרטורה של -והסטנדרטים עברו פרה

הוסף להם , טים מהאמבט והעברתם לקרחלאחר הוצאת הדוגמאות והסטנדר. לפחות

cAMPמסומן ב - H3 - Adenosine 3’,5’-cyclic phosphate, Ammonium salt [2,8-3H]  

 של תערובת האצטילציה µl/ml 100 ושעבר אצטילציה על ידי cpm/50 µl 10,000המכיל 

, )*cAMP( המסומן רדיואקטיבית cAMP - של הµl 50לכל דוגמא וסטנדרט הוספו . 2:1

 מתחרה עם  *cAMP -ה(למשך הלילה ºC 4 והדוגמאות הודגרו במקרר בטמפרטורה של 

 הלא מסומן שנוצר על ידי הרקמות השונות או מהסטנדרטים על הקשירה                cAMP -ה

  ). antiserum -ל

לאחד מהם לא הוסף . התהליך המתואר למעלה בוצע גם על שני סטנדרטים נוספים

antiserumולא  cAMP100אלא ,  שאינו מסומן µl של RIA buffer , ולכן הוא מייצג קשירה

 cAMPהסטנדרט השני לא הכיל גם הוא "). blank"ומכונה  (*cAMP -לא ספציפית של ה

 באמצעות µl 100 -והנפח הושלם ל, µl 50 בנפח של antiserumאך הוסף לו , שאינו מסומן

RIA buffer . המכונה (סטנדרט זה"max.("                   מייצג קשירה מלאה וללא תחרות של 

  .שני הסטנדרטים הללו שימשו אף הם לבניית עקומת הכיול. antiserum - ל*cAMP -ה

, suspension 300 µl charcoalלכל הדוגמאות והסטדנדרטים הוספו , בסיום ההדגרה

  mM phosphate buffer pH 7.4 ,1% dextran ,0.5% BSA ,2% charcoal 100: שהכיל

הדוגמאות , לאחר מכן. antiserum - שלא נקשרו לcAMP - וה*cAMP -וספח את ה

התסנין , לאחר הוצאתם מהצנטריפוגה. x g 13,000 - דקות ב10והסטנדרטים סורכזו למשך 

. β-נאסף מכל אחד מהם למבחנות סנטילציה יחד עם נוזל סנטילציה ונספר באמצעות מונה

המתארת , נבנתה עקומת כיול,  שנקראו במונה עבור הסטנדרטיםcpm -באמצעות ערכי ה

עקומת הכיול הראתה מגמת .  הלא מסומןcAMP - כפונקציה של כמות הcpm -את ערכי ה

 מסומן נקשר  *cAMPכך פחות ,  בתמיסה גבוהה יותרcAMP -לפיה ככל שכמות ה, ירידה

, באמצעות עקומת הכיול. יפךולה, והקריאה המתקבלת במונה נמוכה יותר, antiserum -ל

 שנוצרה על ידי כל אחת מהרקמות הנבחנות בעת הדגרתן עם cAMP -נמצאה כמות ה

PBANבריכוזים שונים ובזמני אינקובציה שונים .  
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  PBAN -בחינת הפעילות הפרומונוטרופית של פפטידים דמויי) 2.6
, על ידי בלוטות פרומון מבודדות) 2.6.1ראה סעיף  (in vitroנבחן ייצור פרומון , בניסויים אלו

בתגובה לריכוזים שונים של כל אחד ,  ימים4-2שהוצאו מנקבות בוגרות בגילאים 

הבלוטות ).  עד לרוויהHez-PBAN) dose responsesשכללו את , מהפפטידים הנבחנים

הדגרה עם (וכל טיפול , הודגרו למשך שלוש שעות בנוכחות אחד מהפפטידים הנבחנים

, יים ובריכוז מסויים או הדגרה בתמיסה שלא מכילה את אחד הפפטידיםפפטיד מסו

  . חזרות5כלל לפחות ) כביקורת

 שנוצר על ידי H. armigera ,(Z)-11-hexadecenal -כמות מרכיב הפרומון העיקרי ב

, log probit analysisבאמצעות . GC -נקבעה באמצעות  הפרדת הדוגמאות ב, הבלוטות

) ng/femaleביחידות (המתארת את רמת ייצור הפרומון , טיד עקומהשורטטה עבור כל פפ

. ונמצאה משוואת הישר עבור העקומה,  של ריכוז הפפטיד10כנגד לוגריתם בבסיס 

המבטא את , )EC50) Effective Concentration -באמצעות משוואת הישר חושב ערך ה

  . 11-hexadecenal-(Z)ריכוז הפפטיד הנדרש לקבלת מחצית מהכמות המקסימלית של 

            PBAN - המקודדים על ידי הגן לPGNs -הפפטידים הנבחנים כללו שלושה מארבעת ה

)PGN-7 ,PGN-8ו - PGN-24( ; את הפפטידיםPheromonotropin) (Pss-Pt                      

ם  וכן שני פפטידיPBAN/pyrokinin - השייכים למשפחת הLeucopyrokinin (LPK) -ו

  ). Md (Myomodulin - מחולייתנים וNMU) (neuromedin U; דומים להם

נמצא כי דרגת הנקיון של הפפטידים ,  חושבו עבור הפפטידיםEC50 -לאחר שערכי ה: הערה

 בלבד                                            73% -אשר הינו נקי ב, PGN-8למעט , 98-95%הנבחנים היא 

(Jurenka and Choi, personal communication) ,ולכן תוקן ערך ה- EC50           עבור 

PGN-8באופן הבא  :  

100% purity of PGN-8 → EC50=175 nM 

73% purity of PGN-8 → EC50=128 nM 

  .   וניתוח התוצאות תוקנו בהתאם לנתון זהPGN-8 -יתר התוצאות המתייחסות ל, כמו כן

  

  itroin v ייצור פרומון 1.62.
מאפשרת מעקב אחר ביוסינתזת , Soroker and Rafaeli (1989)שפותחה על ידי , השיטה

  . פרומון המין על ידי בלוטת הפרומון

אלא אם (הודגרו למשך שלוש שעות , 2.4.2שהוסרו ונוקו כמתואר בסעיף , בלוטות הפרומון

 - פפטיד דמויאו (PBANללא ועם ) 2.4.2ראה סעיף (בתמיסה פיסיולוגית ) צוין אחרת

PBAN( , בריכוז מסויים)בתום . בהתאם למטרת המבחן הספציפי, )או מספר ריכוזים

לצורך . הונחה על נייר מגבת בכדי לייבשה קלות, שהיוותה חזרה אחת, כל בלוטה, ההדגרה

הנמצאים בתוך , )insertsהמכונים (הוכנסה הבלוטה לבקבוקוני זכוכית , מיצוי הפרומון
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, ng Tridecyl-acetate 25המכיל , hexane של µl 10יחד עם , קטניםבקבוקי זכוכית 

, הבלוטות הוצאו מהבקבוקונים, כעבור רבע שעה לאחר מכן. ששימש כסטנדרט פנימי

 במטרה לכמת את פרומון Gas Chromatograph) (GCוהדוגמאות נבדקו לבסוף במכשיר 

  . המין הנוצר על ידי הבלוטות

  

  omatographGas Cr - הפרדה ב2.6.2
)                     Z-11-hexadecenal(שיטה זו מאפשרת לכמת את מרכיב הפרומון העיקרי 

שנוצר על ידי בלוטות הפרומון במבחני , H. armigera) (Kehat & Dunkelblum, 1993 -ב

in vitro .הדוגמאות המהוות מיצויים של הבלוטות ב- hexaneיחד עם הסטנדרט הפנימי  ,

,  GC-הדוגמאות הוזרקו למכשיר ה. µl 4-8 -בעזרת זרם חנקן איטי עד לנפח של כנודפו 

 Class VPTM(ותוכנת מחשב לביצוע האנליזה ) FID(הכולל גלאי יוניזציה 

Chromatography Data System .(ה- injectorשל ה -GC וכגז הנשא ,  היה ללא פיצול

ות הופרדו על עמודה קפילרית              הסטנדרטים והדוגמא. psi 22 שימש הליום בלחץ של

)SE-54 , שלAlltech ; 0.25קוטר ,  מטר30אורך mm .(                טמפרטורת הגלאי נשמרה

ההפרדות נעשו תוך עליית הטמפרטורה במהלך . ºC 300 - בinjector - ושל הºC 280 -ב

 15 בערך זה למשך והטמפרטורה נשארה, ºC 270 עד ºC 120 -מ,  הדקות הראשונות15

כמות הפרומון חושבה על פי היחס בין שטח הקריאה שהתקבל בדוגמא לבין . דקות נוספות

על מנת להקל על הבדיקות נמדדה רק . שהוסף לה, שטח הקריאה של הסטנדרט הפנימי

  ).Z-11-hexadecenal) Z-11-16:Ald, כמותו של מרכיב הפרומון העיקרי

  

  בחינת חוסמי תעלת סידן) 2.7

שנערכו על , )2.6.1כמתואר בסעיף  (in vitroפעילות  של חוסמי יונים נבדקה במבחני 

הבלוטות המבודדות .  ימים4-2שהוצאו מנקבות בוגרות בגילאי , בלוטות פרומון מין מבודדות

 PBAN או עם PBANעם , PBANהודגרו למשך שלוש שעות בתמיסת הדגרה ללא 

 ששימשה בניסויים אלו הייתה בריכוז של                PBAN -התמיסת . בתוספת החומר המעכב הנבחן

0.5 µM .  

SKF 96365) 1-{β-[3-(4-methoxyphenyl)propoxy]-4-methoxyphenethy}-1H-

imidazole hydrochloride ( הינו מעכב של כניסתCa2+                          המתווכת על ידי קולטן 

)Receptor-mediated calcium entry ;RMCE) (Meldolesi and Pozzan, 1987; 

Hallam and Rink, 1989( , ושל שחרורCa2+שתואר על ידי ,  מהמאגרים הפנימיים בתא

Merritt et al. (1989, 1990).מחקרם של ,  לעומת זאתChan and Greenberg (1991) 

 SKF 96365. ולטןי ק"י מתח והן ע"חוסם תעלות סידן המתווכות הן ע SKF 96365כי , מצא

  . בתיווך התגובות התפקודיות של תאיםRMCE -נו אמצעי חיוני לחקירת תפקיד היה
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amiloride הוא מעכב של החלפת הקטיונים Na+ /Ca2+בכך שהוא חוסם את כניסת ,  בתא

  ).Debetto et al., 1989( לתא +Ca2 -ה

  :החומרים חוסמי תעלת הסידן נבחנו בריכוזים הבאים

SKF96365 - 10 µM, 100 µM, 1 mM, 10 mM SKF96365) נבחן גם בהיעדר PBAN ,

כביקורת שלילית . µM( ;verapamil - 2 mM, 20 mM ;amiloride- 20 mM 100בריכוז של 

 בנוכחות +Ca2נבחן ייצור פרומון על ידי בלוטות שהודגרו בתמיסת הדגרה ללא , בניסויים אלו

PBAN 0.5 בריכוז של µM .כמות                             .  חזרות5בחנים כללו כל הטיפולים הנ

 GC - הנוצר על ידי הבלוטות נקבע באמצעות הפרדת הדוגמאות בZ-11-hexadecenal -ה

  ). 2.6.2כמתואר בסעיף (

  

   ברקמות השונותR-PBAN -קביעת ביטוי הגן ל) 2.8
עדה '  בהנחיית פרופסטודנטית לתואר שלישי, פרק זה בוצע בשיתוף פעולה עם רחל בובר(

  .)רפאלי

  
  RNA - הכנת הבלוטות והרקמות השונות להפקת ה2.8.1

 2-4החזה והבטן מנקבות בנות , הוצאו בנפרד בלוטות הפרומון, לאחר הסרת ראש הנקבה

הוצאת הבלוטות נעשתה באמצעות לחיצה בעדינות על הפרק השביעי של הבטן על ידי . ימים

וחיתוך באיזור הפרק השמיני בעזרת ,  מחוץ לבטןשגרמה להבלטת הבלוטה, פינצטה

. פרקית של הבטן-כך שהושגו הפרקים השמיני והתשיעי והרקמה הבין, מספריים מתאימים

הבלוטות או כל . בכדי לעכב פעילות אנזימטית ברקמה, המתואר לעיל נעשה על גבי קרח

תחו תחת בינוקולר נו,  בלוטות פרומון20 -במשקל אקוויולנטי ל, אחת מהרקמות האחרות

, RNase-Offשהושגו על ידי שימוש בחומר , RNases -מיד לאחר הסרתן בתנאים נקיים מ

הביצים וקצה , ניתוח הבלוטות כלל את הסרת גופי השומן. בעת העבודה, RNasesההורס 

כך שנותרה מבלוטת הפרומון , ואת חיתוך של הפרקים השמיני והתשיעי, צינור ההטלה

ניתוח הרקמות האחרות . שכללה את האפידרמיס ואת הקוטיקולה, קיתפר-הרקמה הבין

 Br - מהבטן וVNC,  מהחזהM - וTG(נעשה על ידי הוצאת כל רקמה מהאיבר המכיל אותה 

הן הוקפאו בחנקן , על מנת לשמור על יציבות הרקמות. ואת ניקיונה מגופי שומן, )מהראשים

 של הריאגנט µl 50 -או נאספו לאחר ניתוחן ב) Br - וGl ,TG ,M(נוזלי מיד לאחר הניתוח 

  . VNC)( ונשמרו על גבי קרח RNAlaterהמייצב 
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  RNA הפקת 2.8.2
 RNAeasyבאמצעות הקיט ,  מהרקמות השונות בוצעה בטמפרטורת החדרRNA -הפקת ה

כמות הרקמה ,  אופטימליתRNAבמטרה להשיג תפוקת .  לפי הוראות היצרןQIAGENשל 

בעזרת פינצטה  RNAlater -כל רקמה הוצאה מה. mg 30  -הייתה כששימשה להפקה 

, RLT buffer של µl 600 זכוכית עם - מסוג זכוכיתml 1ונכתשה בהומוגנייזר מעוקר בנפח 

שארית הרקמות הכתושות ). β-Mercaptoethanol) β-Me/1 ml RLT 10 µlאליו הוסף 

הרקמות , בשלב הבא. בשניתונכתשה קלות ) µl 600(הורחפה באותו נפח של הבופר 

במהירות  ) microfuge) DJB Labcareהמרוסקות בבופר סורכזו בצנטריפוגה מסוג 

10,000 x g 20-25 ובטמפרטורה של ºC 600והוספו לו , התסנין נאסף.  דקות5 למשך µl 

בוצע .  מהדוגמאµl 700אליה הוטענו , למבחנת האיסוף הוכנסה קולונה. ethanol 70%של 

 15 למשך ºC 20-25 ובטמפרטורה של x g 10,000נוסף של הדוגמא במהירות סרכוז 

במידה ונפח הדוגמא היה גבוה              .בתום הסרכוז הנוזל שהצטבר במבחנה הושלך. שניות

בתום הסרכוז והשלכת הנוזל שהצטבר במבחנת . שלב זה בוצע פעם נוספת, µl 700 -מ

 15 -ובוצע סרכוז ל,  לשטיפת הקולונהRW1 buffer של µl 700 הוספו לקולונה, האיסוף

והקולונה הועברה , המבחנה עם הנוזל שנאסף הושלכה. x g 10,000שניות במהירות 

 עם             1:5שנמהל  (RPE buffer של µl 500 הוספו, בשלב הבא. למבחנת איסוף חדשה

100% ethanol (10,000 שניות במהירות 15 -ובוצע סרכוז ל, לקולונה x g , ובתום הסרכוז

והדוגמא ,  לקולונהRPE buffer של µl 500לאחר מכן הוספו שנית . הנוזל במבחנה הושלך

הקולונה הועברה . x g 10,000  דקות במהירות2 -סורכזה שוב למטרת ייבוש הממברנה ל

, לבסוף. x g 10,000ובוצע סרכוז לדקה במהירות , פעם נוספת למבחנת איסוף חדשה

הוספו , ml 1.5הקולונה הועברה למבחנת איסוף בנפח של ,  מהקולונהRNA -צוי הבשלב מי

30 µl של DEPC water10,000 -ובוצע סרכוז לדקה ב,  למרכז הקולונה x g .              כמויות

 Nano Drop) NanoDrop שהופקו מהרקמות השונות הוערכו על ידי מכשיר RNA -ה

Technologies.(  

 באמצעות DNA - מהרקמות השונות בוצע ניקוי תוצרי ההפקה מRNA -לאחר הפקת ה

Ambion Kit . 10בשלב הראשון הוספו לדוגמאות x Dnase I Buffer 3 בנפח של µl                 

 דקות                       22לאחר מכן הדוגמאות הודגרו במשך . µl 1בנפח של ) rDNase) 2U/ µl -ו

והן , Dnase Inactivation Reagent של µl 3הוספו לדוגמאות , רהבתום ההדג. ºC 37 -ב

הדוגמאות סורכזו , לבסוף.  דקות בטמפרטורת החדר ועורבבו מדי פעם2הודגרו למשך 

והתסנין נאסף למבחנות , x g 10,000 למשך דקה וחצי במהירות של 4ºC בטמפרטורה של

  . -ºC 80סנו בטמפרטורה של  אוחRNA -דוגמאות ה, בתום הניקוי. נקיות וסטריליות

לא ניתן היה , Bursa & spermatheca - מהRNA -כי עקב בעיה טכנית בהפקת ה, יש לציין

  . ברקמה זוPBAN-R -לקבוע את ביטוי הגן ל

  



  58

  )DNAc) Reverse Transcription - לRNA - הפיכת ה2.8.3
 Reverse-iTTM 1st Strand Synthesis Kit בוצעה באמצעות cDNA - לRNA -הפיכת ה

 cDNA - סינתזת הגדיל הראשון של ה-הריאקציה נעשתה בשני שלבים. ABgeneשל 

  . דו גדיליcDNAתוך יצירת ) amplification(והגברת מספר העותקים שלו 

  :     הוספו למבחנת הריאקציה המרכיבים הבאים, cDNA -לצורך סינתזת הגדיל הראשון של ה

RNA templateשעבר טיפול ב - DNAse) 500 -בנפח שהכיל כ ng RNA( ,primer לגדיל 

 מבודדים         Oligo-dT של 50%-50%שהכיל תערובת , )µl) 450 ng/µl 1הראשון בנפח של 

)500 ng/µl ( ושלdecamers אקראיים )400 ng/µl (20 ומים סטריליים לנפח כולל של µl .

 לטמפרטורה של PCRבמכשיר  חוממו RNA -דוגמאות ה, על מנת להסיר מבנים שניוניים

70 ºC והוספו להן המרכיבים , הדוגמאות הועברו לקרח, בתום החימום.  דקות5 למשך

תערובת  (dNTP mix של 5x 1st Strand Synthesis buffer ,2 µl של µl 4: הבאים

   Reverse Transcriptase של תערובת האנזים1 µl, ) (mM/nucleotide 5)נוקלאוטידים

הדוגמאות הודגרו ). 100 mM (DTT של µl 1 -ו) Rnase) 50 U/µl -כב להמכילה מע

ומיד לאחר מכן בטמפרטורה של ,  דקות50 למשך ºC 47 בטמפרטורה של PCR -במכשיר ה

75 ºC 20- -בתום סינתזת הגדיל הראשון הדוגמאות אוחסנו ב.  דקות10 למשך ºC .  

  במבחנות ריאקציה המכילותבוצע , cDNA -הגברת מספר העותקים של ה, השלב הבא

PCR Master Mix של Syntezzaהכולל את כל מרכיבי ה,  שעבר ייבוש- PCR           למעט 

                 primers :10x One-Step buffer) 15 mM MgCl2( ,dNTP mix - והtemplate -ה

5 mM/nucleotide)  (ו- Taq DNA polymerase) 5U/ µl .(יה              אל מבחנות הריאקצ

תערובת הריאקציה של הגדיל הראשון של              :  הוספו המרכיבים הבאיםMaster Mix -וה

 של תערובת פריימרים µl( ,1 µl 3-5כלומר , DNA של ng 100 -בנפח המכיל כ (cDNA -ה

 µM ;PBAN-R-400F: ttcacggtggagcggtacat 0.4 בריכוז PBAN-R -ספציפיים לגן ה

(Tm=60 oC; 55% gc) ,PBAN-R-480R: gaagcgcaccgctcttga (Tm 60 oC; 61% gc) 

לנפח של (ומים מזוקקים , bp (Tm 83 oC; Ta 61oC) 81 באורך cDNA ampliconהיוצרים 

25 µl .( בוצעה ריאקציתPCRבוצע מחזור , בשלב הראשון:  מחזורים בתנאים הבאים35 - ב

לאחר מכן .  דקות2 למשך ºC 94 רטורה של בטמפcDNA -אחד של דנטורציה התחלתית ל

 ºC 94דנטורציה של שני הגדילים בטמפרטורה של :  שלבים3 מחזורים שכללו 35בוצעו 

 30 למשך ºC 67בטמפרטורה של ) היברידיזציה(התחברות שני הגדילים ,  שניות30למשך 

, חזורים המ35ובתום ,  לדקהºC 72שניות והתארכות הגדילים המחוברים בטמפרטורה של 

תוצרי .  דקות5 למשך ºC 72 התארכות סופית של שני הגדילים המחוברים בטמפרטורה של

  . ºC 4- אוחסנו בטמפרטורה של bp 81 באורך PBAN-R - של הגן לPCR -ה

,  איתו עבדנו תקיןABgene של Reverse Transcription -על מנת לוודא כי קיט ה

 בריכוז             MS2 RNA template:  שכללה שבקיטRNA -השתמשנו בביקורת החיובית ל

50 ng/µl ,primer 1) 10 µM (ו- primer 2) 10 µM (קבלת תוצר . לביקורתPCR יחיד 
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 עבור PCR -תנאי ה.  העידה על תקינותו של הקיטMS2 template - מהbp 522באורך 

 למשך ºC 94 בטמפרטורה של DNA -דנטורציה התחלתית לגדילי ה: הביקורת היו כדלקמן

 30 למשך ºC 94  מחזורים שכללו דנטורציה של שני הגדילים בטמפרטורה של30,  דקות2

 שניות והתארכות הגדילים 30 למשך ºC 60היברידיזציה בטמפרטורה של , שניות

התארכות סופית ,  המחזורים30ובתום ,  שניות40 למשך ºC 72המחוברים בטמפרטורה של 

  . דקות5 למשך ºC 72בטמפרטורה של של שני הגדילים המחוברים 

        

   PCR - אנליזה לתוצרי ה2.8.4
ל            'ההרצה בוצעה במתקן מיני ג. ל' עברו הרצה אלקטרפורטית על גבי גPCR -תוצרי ה

). שהוכן על פי הוראות היצרן( ובתוך בופר הרצה V 50במתח של , agarose 1% -וב

וכן , Image Master VDS) (Pharmacia Biotechל נעשה באמצעות מצלמת 'הפיתוח לג

 נעשתה cDNA -הערכת אורכם של מקטעי ה. Ethidium Bromide -על ידי שימוש ב

ל שהתקבלה במצלמה ניתן 'מתוך תמונת הג). DNA marker(באמצעות סמן נוקלאוטידים 

 על ידי קבלת פס במקום PCR - שנוצרו בריאקציית הcDNA -היה לזהות את מקטעי ה

 המתקבל באמצעות הפריימרים בהם amplicon -שהינו אורך ה, bp 81~ -תאים להמ

ל נחתך בעזרת 'הג, bp 81 באורך PCRבמידה והתקבלו תוצרי . השתמשנו בריאקציה

 בודדו לחתיכות bp 81 -ל במקום המתאים ל'סקלפל באופן בו הפסים שהופיעו על גבי הג

שתוצריו , )DNA -ניקוי ה(ל ' מהגDNA -צוי הל הללו עברו תהליך למי'וחתיכות הג, נפרדות

  .נשלחו לריצוף

  

  ל' מהגDNA - מיצוי ה2.8.5
 MiniElute Gel Extraction Kitבאמצעות , ל בוצע בטמפרטורת החדר' מהגDNA -מיצוי ה

לכל . החתיכות נשקלו, bp 81 -ל המכילות את פס ה'לאחר קבלת חתיכות הג. QIAGENשל 

). mg ~ 100 µl 100(ל ' לנפח אחד של גBuffer QG של x3 נפח הוסף) ל'חתיכת ג(דוגמא 

 32- דקות תוך ערבובן מדי 10 למשך ºC 50 הדוגמאות הודגרו בטמפרטורה של, לאחר מכן

צבע התערובת הפך (ל הומסו לחלוטין בבופר 'לאחר שחתיכות הג, בתום ההדגרה. דקות

. והן עורבבו קלות,  לדוגמאותisopropanol של x1הוסף נפח , )כצבע הבופר עצמו, לצהוב

  ובוצע ,  מכל דוגמאµl 800 אליה הוטענו,  הוכנסה קולונהml 2למבחנת איסוף בנפח 

 x g 10,000במהירות ). DJB Labcare) microfugeסרכוז לדוגמאות בצנטריפוגה מסוג 

 .הנוזל שהצטבר במבחנה הושלך, בתום הסרכוז.  למשך דקהºC 20-25ובטמפרטורה של 

בתום הסרכוז . שלב זה בוצע פעם נוספת, µl 700 -דה ונפח הדוגמא היה גבוה מבמי

ובוצע , Buffer QG של µl 500 הוספו לקולונה, והשלכת הנוזל שהצטבר במבחנת האיסוף

הנוזל , בתום הסרכוז.  למשך דקהºC 20-25 ובטמפרטורה של x g 10,000סרכוז במהירות 

 Buffer PE של µl 750הוספו ,  את הקולונהעל מנת לשטוף. שהצטבר במבחנה הושלך
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 דקות 5הדוגמא הודגרה בטמפרטורת החדר למשך , לקולונה)  אתאנול100%המכיל (

, בתום הסרכוז.  למשך דקהºC 20-25 ובטמפרטורה של x g 10,000וסורכזה במהירות 

 הפעם ללא הבופר באותם תנאים, והדוגמא סורכזה שנית, הנוזל שהצטבר במבחנה הושלך

בשלב מיצוי            , לבסוף. המבחנה עם הנוזל שנאסף הושלכה, בתום הסרכוז. למשך דקה נוספת

 של µl 10הוספו , ml 1.5הקולונה הועברה למבחנת איסוף בנפח של ,  מהקולונהDNA -ה

Buffer EB) 10 mM Tris-Cl, pH 8.5 (הדוגמא הודגרה למשך דקה, למרכז הקולונה ,

 אוחסנו בטמפרטורה DNA -דוגמאות ה, בתום התהליך. x g 10,000 -ובוצע סרכוז לדקה ב

  . -ºC 20של 

  

  ניתוח סטטסיטי) 2.9
ונעשה באמצעות התוכנה , הניתוח הסטטיסטי במחקר הנוכחי מבוסס על ניתוח שונות

StatViewTM ומבחן Fisher PLSD-ANOVA test . במקרים בהם הניתוח הסטטיסטי היה

 ובאותה Unpaired T-test, 1 tailנעשה שימוש במבחן , בלבדמבוסס על שני טיפולים 

  .תוכנה

בטרם הניתוח , בפרק העוסק בקביעת פעילות פרומונוטרופית על ידי תגובת שליחים משניים

נבחנה השפעת הגומלין בין שני הגורמים , StatViewTMהסטטיסטי שבאמצעות התוכנה 

 לקבוע האם ניתן לבחון כל אחד על מנת, ) וזמן ההדגרהPBAN -ריכוז ה(הנבחנים 

. או שיש להשוות בין הצירופים השונים שמתקבלים משני גורמים אלו, מהגורמים בנפרד

  .  JMP® IN 5הדבר נעשה באמצעות התוכנה הסטטיסטית 

עבור כל , PBAN -בפרק המתייחס לבחינת הפעילות הפרומונוטרופית של פפטידים דמויי

המתארת , שבה שורטטה עקומה, log probit analysisאחד מהפפטידים הנבחנים נעשתה 

של ריכוז ) log10 (10כנגד לוגריתם בבסיס ) ng/femaleביחידות (את רמת ייצור הפרומון 

באמצעות משוואת הישר חושב ערך               . ונמצאה משוואת הישר עבור העקומה, הפפטיד

ת מרמת הפרומון המקסימלית המבטא את ריכוז הפפטיד הנדרש לקבלת מחצי, EC50 -ה

  . לכל פפטיד בנפרד
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  תוצאות. 3
  

  : ברקמות שונותPBAN -הבהרת נוכחותו של חלבון הקולטן ל) 3.1

 ברקמות השונות בגוף PBAN -על מנת להבהיר את הנוכחות האפשרית של הקולטן ל

בוצת  המסומן בקAtf-Bct-NHS-PBANנערכו ניסויי קשירה באמצעות הליגנד , הנקבה

photo-affinityוב - biotin ,על ממברנות שהוכנו מרקמות , יחד עם אותו ליגנד ללא הסימון

:           בניסויים אלו נבחנו הרקמות הבאות.  ימים5-2הגוף השונות של נקבות בגילאי 

thoracic ganglia) TG-גנגליוני החזה ( ,ventral nerve cord) VNC-הצינור העצבי ( ,

bursa copulatrix) Bu -יחד עם            )  השק דרכו מוחדרים הזרע וחומרים נוספים מהזכר

)  שריר הכנף-M (wing muscle, )ל"השק בו נאגרים החומרים הנ (Spermatheca -ה

  ). Br(והמוח 

 המסומן ברקמות השונות נעשתה על פי  PBAN-הערכת הקשירה הספציפית של ליגנד ה

באיורים הבאים        . kDa 50במשקל מולקולרי של , )PBAN-R(העוצמה היחסית של הקולטן 

  . PBAN-Rהסימון באמצעות חץ מורה על מיקום הפס במשקל מולקולרי זה של , )4-9(

במסלולים . biotin - ממוקמים סמני הגודל המולקולריים הקשורים ל M-במסלולים שסומנו ב

ת או מבלוטות הפרומון ללא  ממוקמות ממברנות שהופקו מאחת הרקמוE -המסומנים כ

במטרה להראות נוכחות חלבונים אנדוגניים הקשורים , Atf-Bct-NHS-PBANהוספת הליגנד 

 מציינים את מיקומן של L -המסלולים שסומנו ב. PBAN-Rהמפריעים בזיהויו של , biotin -ל

המסלולים . שעברו קשירה עם הליגנד המסומן, ממברנות מאחת הרקמות או מבלוטות

שעברו קשירה תחרותית עם ,  מראים את מיקומן של ממברנות כדלקמןD -סומנים בהמ

במטרה לקבוע את ספציפיות הקשירה בין , בעודף, הליגנד המסומן וליגנד שאינו מסומן

PBANו - PBAN-R .  

של ) IDV(דיאגרמת העמודות המוצגת מתחת למסלולים ממחישה את עוצמתם היחסית 

באמצעות התוכנה            , kDa 50תאים למשקל מולקולרי של הפסים המופיעים במקום המ

Alpha EaseFC ChemiImager 4400.  נוכחות חלבון הקולטן נקבעה לאחרSDS-PAGE 

 מסומן בקבוצת             PBAN על ידי קשירתו הספציפית לליגנד Western blotואנליזת 

photo-affinityוב - biotin . החישובים שלIDVרים להשוות בין רקמות שונות          מאפש

  .היות וערך זה הינו יחסי, )1טבלה (
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כביקורת ,  מציג מבחן קשירה שנערך בממברנות שהופקו מבלוטות פרומון המין4איור 

 בבלוטת הפרומון בוססה באמצעות PBAN-R -מאחר ונוכחות ה, לניסויים ברקמות האחרות

  . Rafaeli et al. (2003(מבחני קשירה על ידי 

כלומר לא הייתה ,  הייתה נמוכהkDa50  -עוצמת הפס בגודל של כ, E -במסלול המסומן ב

והדבר אפשר את המשך זיהויו ,  בבלוטות הפרומוןbiotinנוכחות חלבונים אנדוגניים קושרי 

והדבר , kDa50  התקבל פס בגודל L -במסלולים שסומנו ב.  ללא הפרעהPBAN-Rשל 

שבאה לידי ביטוי בקשירת הליגנד המסומן ,  בבלוטת פרומון המיןPBAN-Rמעיד על נוכחות 

ניכר כי עוצמת החלבון , במסלולים השונים) IDV(מהשוואת עוצמת הפסים היחסית . אליו

 biotinניתן היה לזהות . אליו נקשר הליגנד המסומן גבוהה באופן משמעותי מאשר בביקורת

, )כולל מסלול הביקורת( בכל מסלול kDa 50 -אנדוגני בתחום משקל מולקולרי הגבוה מ

תוצאות דומות התקבלו גם בניסוי קשירה נוספים שנערכו בבלוטות הפרומון . כעוצמות הרקע

  ). 1טבלה (

  

  

  
 בבלוטות פרומון המין של נקבות בוגרות R-PBAN המראה נוכחות Western blot  דוגמת : 4איור 

אליו , kDa 50 החץ מראה את מיקום חלבון הקולטן בגודל. Atf-Bct-NHS-PBANנד באמצעות שימוש בליג

המסלול .  מצביע על מיקום סמני הגודל המולקולרייםM -המסלול המסומן ב. נקשר הליגנד באופן ספציפי

). עוצמת רקע( אנדוגני biotinהמראה ,  מצביע על מיקום הממברנות אליהן לא הוסף הליגנדE -המסומן ב

         photo-affinity מייצגים ממברנות שעברו קשירה עם הליגנד המסומן בקבוצת L -סלולים המסומנים בהמ

 באמצעות kDa 50 -של פס ה) IDV(העמודות מתחת למסלולים מתארות את העוצמות היחסיות .  biotin -וב

  .  AlphaEaseFC ChemiImager 4400התוכנה 
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יחד עם , )TG( בממברנות שהופקו מגנגליוני החזה  מוצג מבחן קשירה שנערך5באיור 

 המתייחס   E-במסלול המסומן ב. כביקורת, )PG(ממברנות שהופקו מבלוטות פרומון המין 

כלומר לא נמצאה נוכחות ,  אינה נראית לעיןkDa50  -עוצמת הפס בגודל של כ, TG -ל

.  ברקמה זוPBAN-R בזיהוי ולכן ניתן היה להמשיך,  TG- בbiotinחלבונים אנדוגניים קושרי 

 PBAN-Rוהדבר מעיד על נוכחות , kDa50  התקבל פס בגודל L -במסלול שסומן ב

כי אותן תוצאות , ניתן לראות. שהתבטאה בקשירת הליגנד המסומן אליו, בגנגליוני החזה

התקבל פס חלש TG  - המתייחס ל D-במסלול שסומן ב.  כרקמת הביקורתPG -התקבלו ב

כי הליגנד הלא מסומן הניתן בעודף ריכוז הצליח , הדבר מראה. L -מסלול הלעומת הפס ב

שישנה ספציפיות בין , משמעות הדבר היא. PBAN-R -לדחוק את הליגנד המסומן ולהקשר ל

) IDV(מהשוואת עוצמת הפסים היחסית . בגנגליוני החזה, PBAN, הקולטן לליגנד שלו

החלבון אליו נקשר הליגנד המסומן גבוהה באופן כי עוצמת , ניתן לראות, במסלולים השונים

בעוד שעוצמת החלבון בממברנות שעברו קשירה גם עם הליגנד ; משמעותי מאשר בביקורת

תוצאות דומות התקבלו גם . אינה גבוהה בהרבה מאשר בביקורת, הלא מסומן בעודף ריכוז

  ). 1טבלה (בניסוי קשירה נוספים שנערכו בגנגליוני החזה 

  

  
  

 בגנגליוני החזה של נקבות PBAN - ספציפי לR-PBAN המראה נוכחות Western blot דוגמת : 5איור 
החץ . בלוטות פרומון המין שימשו כרקמת הביקורת. Atf-Bct-NHS-PBANבוגרות באמצעות שימוש בליגנד 

 M -המסלול המסומן ב. ספציפיאליו נקשר הליגנד באופן , kDa 50מראה את מיקום חלבון הקולטן בגודל  
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 מצביע על מיקום הממברנות אליהן לא הוסף E -המסלול המסומן ב. מצביע על מיקום סמני הגודל המולקולריים

 מייצג ממברנות שעברו קשירה עם הליגנד L -המסלול המסומן ב). עוצמת רקע( אנדוגני biotinהמראה , הליגנד

 מצביע על מיקום הממברנות שעברו קשירה D -  המסלול המסומן ב.biotin - ובphoto-affinity -המסומן ב

 PBAN-Rבמטרה לקבוע את ספציפיות הקשירה בין , בעודף, תחרותית עם הליגנד המסומן וליגנד שאינו מסומן

 באמצעות kDa 50 -של פס ה) IDV(העמודות מתחת למסלולים מתארות את העוצמות היחסיות . PBAN -ו

  . AlphaEaseFC ChemiImager 4400התוכנה 

   

 Eבמסלול ). VNC( מציג מבחן קשירה שנערך בממברנות שהופקו מהצינור העצבי 6איור 

 אינו מכיל חלבונים אנדוגניים VNC -כלומר ה,  נמוכהkDa50  -ניתן לראות שעוצמת פס ה

      התקבל פס של Lבמסלול .  ברקמהPBAN-Rוהדבר אפשר את זיהויו של , biotinקושרי 

 kDa50 , המראה כיPBAN-Rבמסלול . וכי הליגנד המסומן נקשר אליו,  קיים בצינור העצבי

D  התקבל פס חלש לעומת הפס במסלול L .הליגנד הלא מסומן המצוי בעודף דחק , כלומר

, PBAN, שהקולטן ספציפי לליגנד שלו, מכאן. PBAN-R -את הליגנד המסומן ונקשר ל

כי עוצמת , במסלולים השונים העלתה) IDV(ים היחסית השוואת עוצמת הפס. בצינור העצבי

בניגוד לטיפול                   ,  גבוהה באופן ניכר לעומת הביקורתLabeling -החלבון בטיפול ה

בניסויי .  שאינו גבוה בהרבה מאשר בביקורתIDVעבורו התקבל ערך , Displacement -ה

  ). 1טבלה (צאות דומות קשירה נוספים שנערכו בצינור העצבי התקבלו תו

  

  
  

 בצינור העצבי של נקבות PBAN - ספציפי לR-PBAN המראה נוכחות Western blot דוגמת : 6איור 
החץ מראה את מיקום חלבון הקולטן בגודל            . Atf-Bct-NHS-PBANבוגרות באמצעות שימוש בליגנד 
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50 kDa ,המסלול המסומן ב. ציפיאליו נקשר הליגנד באופן ספ- Mמצביע על מיקום סמני הגודל המולקולריים  .

עוצמת ( אנדוגני biotinהמראה ,  מצביע על מיקום הממברנות אליהן לא הוסף הליגנדE -המסלול המסומן ב

.  biotin - ובphoto-affinity - מייצג ממברנות שעברו קשירה עם הליגנד המסומן בL -המסלול המסומן ב). רקע

 מצביע על מיקום הממברנות שעברו קשירה תחרותית עם הליגנד המסומן וליגנד שאינו D -המסלול המסומן ב

  .PBAN - וPBAN-Rבמטרה לקבוע את ספציפיות הקשירה בין , בעודף, מסומן
 באמצעות התוכנה kDa 50 -של פס ה) IDV(העמודות מתחת למסלולים מתארות את העוצמות היחסיות 

AlphaEaseFC ChemiImager 4400  .  

  
יחד עם ממברנות , )Br( מציג מבחן קשירה שנערך בממברנות שהופקו מהמוחות 7איור 

עוצמת , Br - המתייחס ל Eבמסלול. ששימשו כביקורת, )PG(שהופקו מבלוטות פרומון המין 

, Br - בbiotinכלומר לא נמצאו חלבונים אנדוגניים קושרי ,  חלשהkDa50  -הפס בגודל של כ

, kDa50   התקבל פס בגודל Lבמסלול . ניתן היה לפיכך להמשיך בזיהוי הקולטן ברקמה זוו

אותן . שהתבטאה בקשירת הליגנד המסומן אליו,  במוחPBAN-Rמה שמעיד על המצאות 

 נצפה פס חלש Br  - המתייחס ל Dבמסלול .  כרקמת הביקורתPG -תוצאות התקבלו ב

 הלא מסומן הניתן בעודף ריכוז הצליח לדחוק את שהליגנד, מכאן. Lלעומת הפס במסלול 

, PBAN, ישנה ספציפיות בין הקולטן לליגנד שלו, כלומר. הליגנד המסומן ולהקשר לקולטן

כי עוצמת החלבון אליו נקשר הליגנד ,  במסלולים השונים ניכרIDV -מהשוואת ערכי ה. במוח

ון בממברנות שעברו קשירה ואילו עוצמת החלב; המסומן גבוהה משמעותית מאשר בביקורת

. אינה גבוהה יותר באופן משמעותי לעומת הביקורת, גם עם הליגנד הלא מסומן בעודף ריכוז

  ).1טבלה (תוצאות דומות התקבלו גם בניסוי קשירה נוספים שנערכו במוח 
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מוחות של נקבות בוגרות  בPBAN - ספציפי לR-PBAN המראה נוכחות Western blot דוגמת : 7איור 

החץ מראה . בלוטות פרומון המין שימשו כרקמת הביקורת. Atf-Bct-NHS-PBANבאמצעות שימוש בליגנד 

 M -המסלולים המסומנים ב. אליו נקשר הליגנד באופן ספציפי, kDa 50את מיקום חלבון הקולטן בגודל 

 מצביע על מיקום הממברנות אליהן לא E -המסלול המסומן ב. מצביעים על מיקום סמני הגודל המולקולריים

 מייצג ממברנות שעברו קשירה עם L -המסלול המסומן ב). עוצמת רקע( אנדוגני biotinהמראה , הוסף הליגנד

 מצביע על מיקום הממברנות שעברו D -המסלול המסומן ב.  biotin - ובphoto-affinity -הליגנד המסומן ב

במטרה לקבוע את ספציפיות הקשירה בין , בעודף,  וליגנד שאינו מסומןקשירה תחרותית עם הליגנד המסומן

PBAN-Rו - PBAN.  
 באמצעות התוכנה kDa 50 -של פס ה) IDV(העמודות מתחת למסלולים מתארות את העוצמות היחסיות 

AlphaEaseFC ChemiImager 4400  .  

  

). M(שריר הכנף וב) Bursa & Spermatheca) Bu - מציג מבחן קשירה שנערך ב8איור 

  -התקבל פס הנראה לעין בגודל של כ,  בשתי רקמות אלו E-במסלולים המסומנים ב

kDa50מכילות חלבונים , ושריר הכנף) יחד עם הספרמטיקה(הבורסה , כלומר שתי הרקמות

 ניתן היה להמשיך בזיהויו של לאולכן ,  המפריעים בזיהוי הקולטןbiotinאנדוגניים קושרי 

PBAN-Rבשלושת המסלולים , למעשה. ן רקמות באות)E ,Lו -D  (  התקבל פס בגודל של

  . הן בבורסה והן בשריר הכנף, שעוצמתו היחסית הייתה דומה ביניהם, kDa 50 -כ
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לפיו לא ניתן ,  ובשריר הכנף Spermatheca& Bursa - שבוצע בWestern blot דוגמת : 8איור 
 הקשורים kDa 50החץ מראה את מיקום החלבונים בגודל .  ברקמות אלוPBAN-R -ת הלהמחיש את נוכחו

 מצביע על E -המסלול המסומן ב.  מצביע על מיקום סמני הגודל המולקולרייםM -המסלול המסומן ב. biotin -ל

 מייצג L -המסלול המסומן ב). עוצמת רקע( אנדוגני biotinהמראה , מיקום הממברנות אליהן לא הוסף הליגנד

 מצביע על D -המסלול המסומן ב.  biotin - ובphoto-affinity -ממברנות שעברו קשירה עם הליגנד המסומן ב

במטרה לקבוע את , בעודף, מיקום הממברנות שעברו קשירה תחרותית עם הליגנד המסומן וליגנד שאינו מסומן

  .PBAN - וPBAN-Rספציפיות הקשירה בין 
 באמצעות התוכנה kDa 50 -של פס ה) IDV( מתארות את העוצמות היחסיות העמודות מתחת למסלולים

AlphaEaseFC ChemiImager 4400  .  

  
 PBAN-R -אשר הגן ל, Spodoptera frugiperda  - מSf9 מציג מבחן קשירה לתאי 9איור 

 שזיהינו kDa 50על מנת לאמת כי החלבון בגודל ,  הוחדר אליהםHelicoverpa zea -מ

  .PBAN-R הקשירה ברקמות השונות הוא אכן בניסויי

 אינם מכילים חלבונים Sf9 -כלומר תאי ה, kDa50  -לא נצפה פס בגודל של כ,  Eבמסלול

.  שהגן המקודד לו הוחדר לתאיםPBAN-Rוהדבר אפשר את זיהוי , biotinאנדוגניים קושרי 

 בתאי         PBAN-Rהמעיד על ביטוי מוצלח של , kDa50  התקבל פס של L -במסלולי ה

 התקבל פס חלש לעומת הפס            Dבמסלול. שהתבטא בקשירת הליגנד המסומן אליו, Sf9 -ה

הליגנד הלא מסומן בעודף הצליח לדחוק את הליגנד המסומן ונקשר             , כלומר. L -במסלולי ה

, הוחדר לתאים H. zea של PBAN-R - הגן לSf9 -היות ובניסויי הקשירה בתאי ה. לקולטן
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ניתן לקבוע כי החלבון , ותוצאות הניסוי דומות לאלו שהתקבלו בניסויי הקשירה שברקמות

  ).או קולטן הדומה לו (H. armigera של PBAN-Rשזוהה ברקמות הוא אכן 

שעוצמת החלבון אליו נקשר , ניתן לומר, )IDV(על פי השוואת עוצמת הפסים היחסית 

בעוד שעוצמת החלבון בתאים ; משמעותי מאשר בביקורתהליגנד המסומן גבוהה באופן 

. אינה גבוהה בהרבה מאשר בביקורת, שעברו קשירה גם עם הליגנד הלא מסומן בעודף

  ).1טבלה  (Sf9 -תוצאות דומות התקבלו גם בניסוי קשירה נוספים שנערכו בתאי ה

  

   

 אליהם הוחדר 9Sf בתאי PBAN - ספציפי לR-PBAN  המעיד על ביטויWestern blot דוגמת : 9איור 
 ברקמות PBAN-Rומאמת את זיהוי , Atf-Bct-NHS-PBANהגן לקולטן באמצעות שימוש בליגנד 

 M -המסלול המסומן ב. אליו נקשר הליגנד, kDa 50 החץ מראה את מיקום חלבון הקולטן בגודל. השונות

 מצביע על מיקום התאים אליהן לא הוסף E -ול המסומן בהמסל. מצביע על מיקום סמני הגודל המולקולריים

 מייצגים תאים שעברו קשירה עם L -המסלולים המסומנים ב). עוצמת רקע( אנדוגני biotinהמראה , הליגנד

 מצביעים על מיקום התאים שעברו D -המסלול המסומן ב.  biotin - ובphoto-affinity -הליגנד המסומן ב

במטרה לקבוע את ספציפיות הקשירה בין , בעודף, גנד המסומן וליגנד שאינו מסומןקשירה תחרותית עם הלי

PBAN-Rו - PBAN.  
 באמצעות התוכנה kDa 50 -של פס ה) IDV(העמודות מתחת למסלולים מתארות את העוצמות היחסיות 

AlphaEaseFC ChemiImager 4400  .  

  
 וטיפול Labeling -ו עבור טיפול ה היחסיים שחושבIDV - מציגה השוואה בין ערכי ה1טבלה 

 3אלו שכללו לפחות ( לכל אחת מההרצות שנערכו ברקמות הנבחנות Displacement -ה

בכל ניסויי הקשירה שבוצעו על , כפי שניתן לראות בטבלה. כמתואר בפרק השיטות, )חזרות

י            השוואה בין הרקמות השונות בערכ.  בלבדLabeling -בלוטת הפרומון נבחן טיפול ה

 התקבלו עוצמות יחסיות Sf9 - ובתאי הTG ,VNC ,Br -כי ב,  היחסיים מראהIDV -ה
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באף אחת , עם זאת. Labeling - לעומת טיפול הDisplacement -נמוכות יותר בטיפול ה

 IDV - לא התקבלו הבדלים מובהקים בערכי הSf9 -מבין הרקמות הנבחנות או בתאי ה

ניתן לראות על פי ערכי  , כמו כן. Displacement - וLabeling, ליםהיחסיים בין שני הטיפו

בשתי . Sf9 - ושל הBr - מוצלח בכל ההרצות של הDisplacementכי התקבל , Δ IDV -ה

 חזק בשתיים מתוך Displacementהתקבל , VNC - וTG, הרקמות האחרות המוצגות

 חיוביים Δ IDVערכי (מוצלח  אינו Displcement -בעוד שבאחת ההרצות ה, שלוש הרצות

 לעומת Displacement - הייתה גבוהה יותר בטיפול הkDa 50 -משמעותם שעוצמת פס ה

  ).Labaling -טיפול ה

  
Relative IDV values: Labeling  Relative IDV values: Displacement Tissue 

Gel1 Gel2 Gel3 Gel4 Gel5 Mean 

± 

SEM 

Gel1 Gel2 Gel3 Gel4 Gel5 Mean 

 ± 

SEM 

p 

Gl 1.21 1.36 1 1.83 1.58 1.4 ± 
0.16 
 

- - - - - - only one 

treatment 

2.41 ± 
0.83 

0  0.5 4 - - TG 1.5 2 3.73 - - 

Δ IDV -1.5 -1.5 0.27 -  - 

1.5 ± 
1.54  

  

0.2794 

1.44 ± 
0.84 

0.94 0.94 0.3 - - VNC 1.36 0.29 2.67 - - 

Δ IDV -0.42 0.65 -2.37 -  -  

0.73 ± 
0.26 

0.1891 

2.16 ± 
1.5  

2 0 0.07 0 0 Br  7.5 1.1 0.44 0.96 0.8 

Δ IDV -5.5 -1.1 -0.37 -0.96 -0.8 

0.41 ± 
0.44 

0.1544 

0.64 ± 
0.19 

0 0.13 0.13 0.75 0.63 Sf9 0.13 0.33 1 0.88 0.88 

Δ IDV -0.13 -0.2 -0.87 -0.13 -0.25 

0.33 ± 
0.17 

0.1032 

  
 היחסיים ברקמות IDV - בערכי הDisplacement - והLabeling - השוואה בין טיפולי ה: 1טבלה 

 היחסיים שהתקבלו מטיפולי             IDV -העמודות בחלק השמאלי של הטבלה מתייחסות לערכי ה. הנבחנות

העמודות בחלק הימני של ).  בעודף ריכוזובהיעדר ליגנד לא מסומן, קשירה בנוכחות ליגנד מסומן (Labeling -ה

קשירה בנוכחות ליגנד  (Displacement - היחסיים שהתקבלו מטיפולי הIDV -הטבלה מתייחסות לערכי ה

, Displacement - וLabelingהכוללת טיפול , כל הרצה). ובנוכחות ליגנד לא מסומן בעודף ריכוז, מסומן

גנגליון ,  מייצגים את בלוטות הפרומוןSf9 - וGl ,TG ,VNC ,Brרים הקיצו). n=1-5(מופיעה בשני חלקי הטבלה 

טיפול                       . (בהתאמה, PBAN-R - אליהם הוחדר הגן לSf9 -המוח ותאי ה, הצינור העצבי, החזה

 ;Rafaeli and Gileadi, 1997כיוון שכבר פורסם על ידי ,  במחקר זהGl - לא נבחן בDisplacement -ה
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Rafaeli et al., 2003 (. לא נמצאה השפעה מובהקת של הטיפול)L או (Dעל ערכי ה - IDV היחסיים ברקמות 

 TG Unpaired T test, 1 tail) ;p=0.2794( ,VNC Unpaired T test, 1 tail) ;p=0.1891( ,Br; השונות

Unpaired T test, 1 tail) ;p=0.1544( ,M Unpaired T test, 1 tail) ;p=0.1869( ,ובתאי ה- Sf9 

Unpaired T test, 1 tail) ;p=0.1032 .( ערךΔ IDVרמה שלילית גבוהה מצביעה על ,  חושב לכל הרצה

Displacementיותר חזק .  

  

   ברקמות השונותR-PBAN -קביעת ביטוי הגן ל) 3.2
הופק , H. armigera ברקמות השונות של נקבות PBAN-R -על מנת לקבוע את ביטוי הגן ל

 RT-PCR בריאקציית RNA - שנוצר מהcDNA -וה,  מכל אחת מהרקמות הנבחנותRNA -ה

 באורך של          amplicon היוצרים PBAN-R -עבר הגברה עם פריימרים ספציפיים לגן ה

81 bp .תוצרי ה- PCR81 -לאחר זיהוי הפסים באיזור ה. ל' הוטענו על גבי ג bp שהתקבלו 

ל המכילות את הפסים בודדו ועברו 'חתיכות הג, )10-11רים איו(ל עבור הרקמות השונות 'בג

 שנערך Blastבחיפוש .  נשלחו לריצוףDNA -תוצרי מיצוי ה. ל' מהגDNA -תהליך למיצוי ה

רצפים אלו נמצאו דומים במידה רבה לרצף הגן             , לרצפים שהתקבלו מהרקמות השונות

 ,H. armigera)  (AY792036)Choi et al., 2004 בבלוטות פרומון המין של PBAN-R -ל

GENBank .( מציגים את השוואות ה12-16איורים - alignmentבין רצפי ה - cDNA 

בכל אחד מאיורים . H. armigera - בPBAN-R -שנמצאו ברקמות השונות לבין רצף הגן ל

התקבל הוא זה ש) Query(כאשר הרצף העליון , אלו מוצג הקטע ההומולוגי בין שני הרצפים

  Expect value -ערך ה. שייך לרצף הגן הידוע) Sbjct(והתחתון מביניהם , מאחת הרקמות

)E-value (הינו ההסתברות לקבלת הומולוגיה מקרית בין שני הרצפים .gaps הינם מקומות 

  . בהם אחד הרצפים חסר חומצת אמינו הנמצאת בקטע ההומולוגי של הרצף המושווה אליו
  
  
  

  

  

      

  

  

  
  
החץ .  bp81 באורך DNAcהמראה נוכחות מקטע , Gl - שמקורם בPCRדוגמת הרצה לתוצרי  :10יור א

.  מצביע על מיקום סמן הנוקלאוטידיםM -המסלול המסומן ב. bp 81 באורך DNA -מראה את מיקום מקטע ה

  .Gl - שמקורם בPCR - מצביע על מיקום תוצרי הGl -המסלולים המסומנים ב

M  

~ 81 bp  

Gl  
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 באורך        DNAcהמראה נוכחות מקטע ,  שמקורם ברקמות השונותPCRדוגמת הרצה לתוצרי  :11איור 

81 bp .החץ מראה את מיקום מקטע ה- DNA 81 באורך bp .המסלול המסומן ב- M מצביע על מיקום סמן 

 שמקורם PCR -רי ה מצביעים על מיקום תוצVNC - וGl ,TG ,Mus -המסלולים המסומנים ב. הנוקלאוטידים

  .בהתאמה, VNC - וGl ,TG ,M -ב
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  

 בקטע .armigera. H - בR-PBAN - ורצף הגן לGl - מהcDNA - בין רצף הalignment השוואת :12איור 

 והתקבל כי                       ,  ביניהם96%נמצאה זהות של ,  נוקלאוטידים52שאורכו , ההומולוגי בין שני הרצפים

E-value = 2e-11.  

    

  

  

  

  

  

  



  72

  

  

  

  

  
  
  
  
  
  
  
  

 .armigera. H - בR-PBAN - ורצף הגן לTG - מהcDNA - בין רצף הalignment השוואת :13איור 
והתקבל כי              ,  ביניהם100%נמצאה זהות של ,  נוקלאוטידים46שאורכו , בקטע ההומולוגי בין שני הרצפים

E-value = 5e-16  .  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  

 .armigera. H - בR-PBAN - ורצף הגן לVNC - מהcDNA - בין רצף הalignment השוואת :14איור 
והתקבל כי                 ,  ביניהם97%נמצאה זהות של ,  נוקלאוטידים46שאורכו , בקטע ההומולוגי בין שני הרצפים

E-value = 3e-10  .  

  

  

  

  

  



  73

  

  

  

  

  

  

  

  
  
  
  
  

 בקטע .armigera. H - בR-PBAN - ורצף הגן לBr - מהcDNA - בין רצף הntalignme השוואת :15איור 

והתקבל כי                         ,  ביניהם100%נמצאה זהות של ,  נוקלאוטידים46שאורכו , ההומולוגי בין שני הרצפים

E-value = 5e-16  .  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  
  

 בקטע .armigera. H - בR-PBAN - ורצף הגן לM - מהcDNA - בין רצף הalignment השוואת :16איור 

והתקבל כי                          ,  ביניהם100%נמצאה זהות של ,  נוקלאוטידים38שאורכו , ההומולוגי בין שני הרצפים

E-value = 2e-11  .  
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 מהרקמות הנבחנות ורצף cDNA - בין רצפי הalignments - מסכמת את תוצאות ה2טבלה 

כי מכל אחת מהרקמות התקבל רצף , ניתן לראות. H. armigera - בPBAN-R -הגן ל

cDNAהדומה במידה רבה לרצף הגן ל - PBAN-R בבלוטות פרומון המין של H. armigera .

 alignment - שהתקבלו עבור השוואות הE-value -קיים הבדל בערכי ה, למרות זאת

 בקטע ההומולוגי ומאורך הקטע gaps -המאחוז , הנובע מאחוז הזהות בין הרצפים, השונות

 של רצף הגן עם alignments - הנמוך ביותר התקבל עבור הE-value -ערך ה. ההומולוגי

 אלו התקבלה זהות מוחלטת בקטע alignments -וב, Br - ומהTG - מהcDNA -רצפי ה

ושווה  גבוה יותר התקבל כאשר רצף הגן הE-valueערך . gapsללא , ההומולוגי לרצף הגן

 100% - נמצא הומולוגי בM - מהcDNA -אמנם רצף ה. Gl - וכן לרצף מהM -לרצף מה

אך אורך הקטע ההומולוגי קצר יותר ביחס לקטע , gapsללא , PBAN-R -לרצף הגן ל

הדמיון בין , לעומת זאת. Br - ומהTG - עם הרצפים מהalignments -ההומולוגי שנמצא ב

אולם העובדה כי הרצף ההומולוגי , gap אינו מושלם וכולל  לרצף הגןGl - מהcDNA -רצף ה

. M - שווה לזה שהתקבל עבור הE-valueתרמה לערך , Br - והTG -ארוך יותר לעומת ה

 cDNA -שאפיין את ההשוואה בין רצף הגן לרצף ה,  המקסימליE-value -ערך ה, לבסוף

 בקטע ההומולוגי gapsנובע מכך שההומולוגיה אינה מושלמת ומהווצרות , VNC -מה

 96-100%(התקבלו ערכי הומולוגיה גבוהים , לסיכום. Br - ולTG -שאורכו אינו שונה ביחס ל

יחד עם ערכי             , H. armigera - בPBAN-R - לרצף גן הcDNA -בין רצפי ה) הומולוגיה

E-value3 (0 - גבוהים מe-10 5e-16 -.(  

  

Tissue E-value % Identity % Gaps nucleotides 

Gl 2e-11 96% 1% 52 

TG 5e-16 100% 0% 46 

VNC 3e-10 97% 2% 46 

Br 5e-16 100% 0% 46 

M 2e-11 100% 0% 38 

  
 R-PBAN - מהרקמות הנבחנות ורצף הגן לcDNA - בין רצפי הalignment - סיכום השוואות ה: 2טבלה 

 שעבר cDNA - הרקמה ממנה הופק רצף המייצגת את) Tissue( העמודה השמאלית .H. armigera -ב

alignmentעם רצף הגן ל - PBAN-R . הקיצוריםGl ,TG ,VNC ,Brו - Mגנגליון ,  מייצגים את בלוטות הפרומון

שלוש העמודות הבאות מסכמות את הפרמטרים המתייחסים . המוח ושריר הכנף, הצינור העצבי, החזה

אחוז ההומולוגיה בין שני , )E-value) E-value - ערכי ה:alignmentלהומולוגיה שהתקבלה בכל השוואת 

  ).nucleotides(ואורך הקטע ההומולוגי בנוקלאוטידים ) gaps % (gaps -אחוז ה, )Identity %(הרצפים 
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  קביעת פעילות פרומונוטרופית על ידי תגובת שליחים משניים) 3.3
cAMP הנו שליח משני בביוסינתזת פרומון המין בעש H. armigera ) Rafaeli and 

Soroker, 1989b( ,ורמות ה- cAMP התוך תאיות עולות כתוצאה מזירוז על ידי PBAN            

)Rafaeli and Soroker, 1989b; Rafaeli et al., 1990 .(בחנו את  ,על סמך מידע זה

באמצעות מבחן ,  בחלק מהרקמות השונות גם באופן כמותיPBAN -נוכחות הקולטן ל

.  הניתן חיצוניתPBAN שנוצר ברקמה כתוצאה מגירוי על ידי cAMP -מכמת את רמת הה

 שנוצר במהלך ההדגרה באמצעות עקומת cAMP -בכל אחת מהדוגמאות נמצאה כמות ה

 שנוצרו ברקמות cAMP - מציגים ניסויים שנערכו לבדיקת רמות ה1917-איורים . כיול

, ושריר הכנף) spermatheca) B + S -חד עם ה יbursa -ה, בלוטות פרומון המין; השונות

הנוצרת על ידי ) fmol/glandביחידות  (cAMP -העמודות מייצגות את רמת ה. בהתאמה

  . בזמני ההדגרה שוניםPBANאחת הרקמות בתגובה לריכוזים שונים של 

בטרם הניתוח , בפרק העוסק בקביעת פעילות פרומונוטרופית על ידי תגובת שליחים משניים

נבחנה השפעת הגומלין בין שני הגורמים , StatViewTMסטטיסטי שבאמצעות התוכנה ה

על מנת לקבוע האם ניתן לבחון כל אחד , ) וזמן ההדגרהPBAN -ריכוז ה(הנבחנים 

. או שיש להשוות בין הצירופים השונים שמתקבלים משני גורמים אלו, מהגורמים בנפרד

  .  JMP 5הדבר נעשה באמצעות התוכנה הסטטיסטית 

, ) דקות20 - ו10(כי בזמני הדגרה קצרים יותר של בלוטות הפרומון , 17ניתן לראות באיור 

בזמן הדגרה של , לעומת זאת.  אינה מוגדרתcAMP - על רמות הPBAN -השפעת ריכוז ה

 cAMP -כך רמת ה,  המסופק במדיום ההדגרה גבוה יותרPBAN -ככל שריכוז ה,  דקות30

 בתמיסת µM 0.05 בריכוז PBAN או בנוכחות PBANללא ,  כמו כן.הנוצר גבוהה יותר

בעוד שבנוכחות ריכוזי             , cAMP -אין השפעה למשך זמן ההדגרה על ייצור ה, ההדגרה

, cAMP -משך זמן ההדגרה השפיע על רמת ה, )µM 0.5 - ו0.1( הגבוהים PBAN -ה

  .  דקות30והרמה הגיעה לשיאה בהדגרה למשך 
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העמודות מייצגות ערכי .  הנוצרות בבלוטת הפרומוןcAMP - על רמות הPBAN - השפעת ה: 17איור 

 וזמן ההדגרה              PBAN -כי אין השפעת גומלין מובהקת בין ריכוז ה, נמצא). (SEM n=9-10± ממוצעים 

)F test ;p=0.0740( , נמצאה השפעה מובהקת של . של הגורם השניולכן כל גורם נותח בנפרד וברמה קבועה

; Fisher PLSD-ANOVA test( הנוצרת cAMP - דקות על רמת ה30 בזמן הדגרה של PBAN -ריכוז ה

p=0.0162 .(נמצאה השפעה מובהקת של משך זמן הדגרת הבלוטות בנוכחות , כמו כןPBAN 0.1 בריכוזים 

µM) Fisher PLSD-ANOVA test ;p=0.0002 (0.5 -ו µM) Fisher PLSD-ANOVA test ;p=0.0388 ( על

וסימון זה מתייחס לגורם של , ממוצעים עם אותה האות אינם שונים באופן מובהק זה מזה. cAMP -רמות ה

  . PBAN -ריכוז ה

  

 לא PBAN -לריכוז ה, B + S -שבכל שלושת זמני ההדגרה של ה,  ניתן לראות18באיור 

 נמצאה cAMP -רמת ה, עם זאת.  הנוצרותcAMP -הייתה השפעה מוגדרת על רמות ה

  . דקות הדגרה30תלויה במשך זמן ההדגרה והגיעה לשיאה במשך 
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העמודות מייצגות .  Spermatheca& Bursa - הנוצרות בcAMP על רמות PBAN - השפעת ה: 18איור 

 וזמן ההדגרה                 PBAN - בין ריכוז הכי אין השפעת גומלין מובהקת, נמצא). (SEM n=5± ערכי ממוצעים 

)F test ;p=0.1746( ,לא נמצאה השפעה מובהקת . ולכן כל גורם נותח בנפרד וברמה קבועה של הגורם השני

 Fisher PLSD-ANOVA test ;10( הנוצרת cAMP - בזמני ההדגרה השונים על רמת הPBAN -של ריכוז ה

נמצאה השפעה מובהקת של משך זמן ). p=0.2371:  דקותp=0.7241 ;30: דקותp=0.2667 ;20: דקות

; µM) Fisher PLSD-ANOVA test 0.1 בריכוז PBAN ובנוכחות PBANהדגרת הבלוטות ללא מתן 

p=0.0118 ;p=0.0.0101 (על רמות ה- cAMP .ממוצעים עם אותה האות אינם שונים באופן מובהק זה מזה ,  
  . PBAN -וז הוסימון זה מתייחס לגורם של ריכ

  

לא נוצר , ) דקות10(כי בזמן ההדגרה הקצר ביותר של שריר הכנף , 19ניתן לראות באיור 

בשני זמני ההדגרה הממושכים יותר .  למדיום ההדגרהPBAN כתוצאה מהוספת cAMPכלל 

, עם זאת.  אינה מוגדרתcAMP - על רמות הPBAN -השפעת ריכוז ה, ) דקות30 - ו20(

 נמצאה תלויה cAMP -רמת ה, )PBANכולל הביקורת ללא ( הנבחנים PBAN -בכל ריכוזי ה

 PBAN -בנוכחות ריכוזי ה.  דקות הדגרה20במשך זמן ההדגרה והגיעה לשיאה במשך 

 הייתה באופן מובהק נמוכה יותר בהדגרה למשך cAMP -רמת ה, )µM 0.5 - ו0.1(הגבוהים 

  . דקות הדגרה20 דקות לעומת 30
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 SEM± העמודות מייצגות ערכי ממוצעים .  בשריר הכנףcAMP על רמות PBAN - השפעת ה: 19איור 

n=5) .(כי אין השפעת גומלין מובהקת בין ריכוז ה, נמצא- PBAN וזמן ההדגרה )F test ;p=0.6926( , ולכן כל

 בזמני PBAN -של ריכוז הלא נמצאה השפעה מובהקת .גורם נותח בנפרד וברמה קבועה של הגורם השני

). Fisher PLSD-ANOVA test ;p=1 ;p=0.6837 ;p=0.2034( הנוצרת cAMP -ההדגרה השונים על רמת ה

-PBAN) Fisher PLSDנמצאה השפעה מובהקת של משך זמן הדגרת הבלוטות בכל הריכוזים הנבחנים של 

ANOVA test ;p=0.05 ;p=0.0005 ;p=0.0001 ;p=0.0002 (על רמות ה- cAMP . ממוצעים עם אותה האות

  . PBAN -וסימון זה מתייחס לגורם של ריכוז ה, אינם שונים באופן מובהק זה מזה
  

  

  בחינת השפעת חוסמי תעלות סידן על ביוסינתזת פרומון המין) 3.4
החיוני לביוסינתזת פרומון המין , +Ca2 -בפרק הנוכחי נעשה נסיון להמחיש את אופן כניסת ה

Jurenka et al., 1991c)( ,לתאי בלוטת הפרומון ב- H. armigera . כיוון שתהליך

המחקר , )PBAN-R(לקולטן ) PBAN(ביוסינתזת הפרומון מופעל על ידי קשירת ליגנד 

המשופעלות על ידי , באמצעות תעלות נעשית +Ca2 -הנוכחי ביקש לבחון האם כניסת ה

 ).(H. zea Jurenka et al., 1991c -כפי שדווח ב, PBAN-R -ל PBANאינטרקציה בין 

,                 SKF 96365, הידועים כחוסמי תעלות סידן באופנים שונים, נבחנו שלושה חומרים, לשם כך

amiloride hydrochlorideו - verapamil hydrochrolide , לגבי יכולתם לעכב את

ן האם חומר החוסם המחקר הנוכחי ביקש לבחו. H. armigeraביוסינתזת הפרומון בנקבות 

בהשוואה לחומרים , מעכב את ביוסינתזת פרומון המין SKF 96365 - כRMCE -את ה

  . אחרים שחוסמים את תעלות הסידן במנגנונים אחרים
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,  ימים4-2שהוצאו מנקבות בוגרות בגילאי , נבחנה תגובת בלוטות פרומון המין, בניסויים אלו

באמצעות , "שיטות וחומרים"כמפורט ב, ד או יותרבריכוז אח, לחוסמי תעלות הסידן הנבחנים

הנוצר על ידי ) ייצור פרומון המין, להלן (11-hexadecenal-(Z) -כמות ה. in vitroמבחן 

  ). כמפורט בשיטות וחומרים (GC -הבלוטות נקבעה באמצעות הפרדת הדוגמאות ב

על ידי ) ng/glandת ביחידו( מייצגות את רמת ייצור פרומון המין 20-22העמודות באיורים 

או ) 21איור  (amiloride, )20איור  (+Ca2בנוכחות ובהיעדר , בלוטות פרומון המין הנבחנות

verapamil)  22איור .(  

 +Ca2 ללא הוספת Hez-PBANכי ייצור הפרומון המושרה על ידי , 20ניתן לראות באיור 

 עצמו אינו Ca2+ .SKF 96365 בנוכחות PBAN -נמוך באופן משמעותי לעומת התגובה ל

          SKF 96365כי ריכוזים גבוהים של , אך ניתן לראות, משפיע על ביוסינתזת פרומון המין

)1 mM10 - ו mM (כלומר , גרמו לירידה בייצור פרומון המין על ידי הבלוטות המבודדות

  . חסמו את תעלות הסידן שבתאי הבלוטה באופן יעיל

  

  

  
  

  

  

  

  

  

  
  

         SEM± העמודות מייצגות ערכי ממוצעים . 2Ca+ תגובת בלוטות פרומון המין לנוכחות ולהיעדר : 02איור 

)n=5-93 (ביקורת : עבור הטיפולים הבאים)מדיום בלבד) (control( ,SKF 96365  100בריכוז µM                

)SKF 100( ,Hez-PBAN 0.5 בריכוז µM בתוספת Ca2+ )PB + Ca( ,Hez-PBAN 0.5 בריכוז µM ללא 

Ca2+) PB - Ca( ,Hez-PBAN 0.5 בריכוז µM בנוכחות SKF 96365 10 בריכוז µM) PB + SKF 10( ,

Hez-PBAN 0.5 בריכוז µM בנוכחות SKF 96365 100 בריכוז µM) PB + SKF 10( ,Hez-PBAN בריכוז 

0.5 µM בנוכחות SKF 96365 1 בריכוז mM) PB + SKF 1mM (ו- Hez-PBAN  0.5בריכוז µM בנוכחות 

SKF 96365 10 בריכוז mM) PB + SKF 10mM .(כי בהיעדר , נמצאCa2+ , בין אם עקב אי הוספתו למדיום

ייצור פרומון המין יורד , SKF 96365של ) mM 10 או mM 1(מלכתחילה ובין אם עקב נוכחות ריכוז גבוה 

). Fisher PLSD-ANOVA test ;p=0.0001( למדיום ההדגרה PBANבאופן מובהק אף על פי הוספת 

  . ממוצעים עם אותה האות אינם שונים באופן מובהק זה מזה
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 אינו מושפע מנוכחות Hez-PBANכי ייצור הפרומון המושרה על ידי ,  ניתן לראות21באיור 

amilorideהיות ורמת ייצור הפרומון דומה בנוכחות ובהיעדר ,  במדיום ההדגרהamiloride .

  . אינו מהווה חוסם יעיל של תעלות הסידן שבתאי בלוטת פרומון המיןהחומר, כלומר

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

) SEM) 93-8=n± העמודות מייצגות ערכי ממוצעים . amiloride - תגובת בלוטות פרומון המין ל: 21איור 

            +Ca2  בתוספתµM 0.5 בריכוז control( ,Hez-PBAN) (מדיום בלבד(ביקורת : עבור הטיפולים הבאים

)PB + Ca (ו- Hez-PBAN 0.5 בריכוז µM בנוכחות amiloride 20 בריכוז mM) PB + Amiloride 20 mM .(

  .     במדיום ההדגרה לא גרמה לירידה בייצור הפרומוןamilorideכי נוכחות , נמצא

  

ן על ידי  גרם  לירידה משמעותית בייצור פרומון המיverapamilכי , 22ניתן לראות באיור 

לירידה משמעותית אף יותר בריכוז , )mM 2(הבלוטות המבודדות בריכוז הנמוך יותר שנבחן 

 נצפה חוסם את תעלות הסידן שבתאי הבלוטה verapamilכלומר , )mM 20(הגבוה שנבחן 

  . באופן יעיל
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) SEM) 93-5=n± העמודות מייצגות ערכי ממוצעים . verapamil - תגובת בלוטות פרומון המין ל: 22איור 

                     +Ca2 בתוספת µM 0.5 בריכוז control( ,Hez-PBAN) (מדיום בלבד(ביקורת : עבור הטיפולים הבאים

)PB + Ca( ,Hez-PBAN 0.5 בריכוז µM בנוכחות verapamil 2 בריכוז mM) PB + Verapamil 2mM          (

כי , נמצא). mM) PB + Verapamil 20mM 20 בריכוז verapamil בנוכחות µM 0.5 בריכוז Hez-PBAN -ו

verapamil2(הן בריכוז הנמוך שנבחן ,  גרם mM ( 20והן בריכוז הגבוה mM)( , לירידה בייצור פרומון המין על

  .ידי בלוטות הפרומון המבודדות

  

  PBAN -וייבחינת הפעילות הפרומונוטרופית של פפטידים דמ) 3.5
בעלי תפקידים שונים , PBAN/pyrokinin -בפרק הנוכחי נבחנו פפטידים אחדים ממשפחת ה

לגבי פעילותם בזירוז ביוסינתזת הפרומון בבלוטות פרומון מבודדות של נקבות , בגוף העש

H. armigeraבהשוואה ל - PBAN , היות והפפטידים החברים במשפחה זו נושאים את

 Raina and( טרמינלי C -החיוני לביוסינתזת פרומון בקצה ה FXPRLamideהמוטיב 

Kempe, 1990, 1992; Kuniyoshi et al., 1991 .( מאחר ובמחקר הנוכחי הובהרה נוכחות

 -מציאת פפטידים דמויי, H. armigera ברקמות אחדות בגוף נקבות העש PBAN -הקולטן ל

PBANפרומון עשויה לרמז על יכולת  המסוגלים לזרז את ביוסינתזת הפרומון בבלוטת ה

המביאה לביצוע תפקידים אחרים בגוף , קשירתם לקולטנים שנמצאו ברקמות האחרות

  . החרק

 4-2שהוצאו מנקבות בוגרות בגילאים , נבחנה תגובת בלוטות פרומון המין, במבחנים אלו

 נבחן כל פפטיד. Hez-PBANכולל , לריכוזים שונים של כל אחד מהפפטידים הנבחנים, ימים
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כמות מרכיב הפרומון . in vitroבאמצעות מבחן " שיטות וחומרים"בריכוזים שונים כמפורט ב

  .העיקרי זוהה כמפורט בפרק שיטות וחומרים

שנוצרה על ידי , )ng/femaleביחידות ( מייצגות את רמת הפרומון 23-29העמודות באיורים 

נבחנים ובהשוואה                        בתגובה לאחד הפפטידים ה, בלוטות פרומון המין הנבחנות

  . Hez-PBAN -ל

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  
  

העמודות . PBAN-Hez - בהשוואה לPt-Pss עקומת תגובת ייצור פרומון כנגד ריכוזים שונים של : 23איור 

רמת השיא בייצור הפרומון אינה שונה באופן מובהק עבור שני ). (SEM n=5-93± מייצגות ערכי ממוצעים 

  ). Fisher PLSD-ANOVA test ;p=0.0031(פטידים הפ
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העמודות . PBAN-Hez - בהשוואה לPGN-7 עקומת תגובת ייצור פרומון כנגד ריכוזים שונים של : 24איור 

רמת השיא בייצור הפרומון אינה שונה באופן מובהק עבור שני ). (SEM n=5-93± מייצגות ערכי ממוצעים 

  ).Fisher PLSD-ANOVA test ;p=0.0031(פטידים הפ

  

  

  
העמודות . PBAN-Hez - בהשוואה לPGN-8 עקומת תגובת ייצור פרומון כנגד ריכוזים שונים של : 25איור 

רמת השיא בייצור הפרומון שונה באופן מובהק עבור שני ). (SEM n=5-93± מייצגות ערכי ממוצעים 

  ). Fisher PLSD-ANOVA test ;p=0.0031(הפפטידים 
  

   

  

0

10

20

30

40

50

60

Ph
er

om
on

e 
pr

od
uc

tio
n 

(n
g/

fe
m

al
e)

0 0.0001 0.001 0.01 0.025 0.05 0.075 0.1 0.25 0.5 1 10 100 125 500 667 1000

Peptide Concentration ( μM)

PGN7

PBAN



  84

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  
  

. PBAN-Hez - בהשוואה לPGN-24 עקומת תגובת ייצור פרומון כנגד ריכוזים שונים של : 26איור 
רמת השיא בייצור הפרומון שונה באופן מובהק עבור שני ). (SEM n=5-93± העמודות מייצגות ערכי ממוצעים 

  ). Fisher PLSD-ANOVA test ;p=0.0031(הפפטידים 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  
  
  
  

העמודות . PBAN-Hez - בהשוואה ל8-4LPK עקומת תגובת ייצור פרומון כנגד ריכוזים שונים של : 27איור 

רמת השיא בייצור הפרומון אינה שונה באופן מובהק עבור שני ). (SEM n=5-93± מייצגות ערכי ממוצעים 

  ). Fisher PLSD-ANOVA test ;p=0.0031(הפפטידים 
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העמודות . PBAN-Hez - בהשוואה לNMU עקומת תגובת ייצור פרומון כנגד ריכוזים שונים של : 28איור 

רמת השיא בייצור הפרומון שונה באופן מובהק עבור שני ). (SEM n=5-93± מייצגות ערכי ממוצעים 

  ). Fisher PLSD-ANOVA test ;p=0.0031(הפפטידים 

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

העמודות . PBAN-Hez - בהשוואה לMd עקומת תגובת ייצור פרומון כנגד ריכוזים שונים של : 29איור 

רמת השיא בייצור הפרומון שונה באופן מובהק עבור שני ). (SEM n=5-93± מייצגות ערכי ממוצעים 

  ). Fisher PLSD-ANOVA test ;p=0.0031(הפפטידים 
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ערכי  .  עבור כל אחד מהפפטידים הנבחניםEC50 -חושבו ערכי ה, כמתואר בפרק השיטות

  ). 3טבלה  (PBAN שהתקבל עבור EC50 - הללו הושוו לערך הEC50 -ה

יחד עם שני פפטידים נוספים הקרובים ,  מסכמת את תכונות כל הפפטידים הנבחנים3טבלה 

 תו גן כמו  המקודד על ידי אוPGN-18 - וLPKהרצף המלא של (במידה רבה לחלקם 

PBANודומה ל- Pss-Pt( , אשר נבחנו במחקרם שלChoi et al. (2003); Jurenka and 

Choi, personal communication .  

הם בעלי , Mdלמעט , ניתן לומר שכל הפפטידים הנבחנים,  שהתקבלוEC50 -על פי ערכי ה

הפפטידים דרך נוספת לבחינת הפעילות הפרומונטרופית של . פעילות פרומונטרופית

רמת השיא . היא על פי רמות השיא בייצור הפרומון הנגרמות על ידי כל פפטיד, הנבחנים

 אינה נבדלת באופן LPK4-8 - וPss-Pt ,PGN-7בייצור הפרומון המזורז על ידי הפפטידים 

רמת השיא בייצור הפרומון , לעומת זאת. Hez-PBANמובהק מרמת השיא הנגרמת על ידי 

 נמוכה באופן מובהק מרמת Md - וPGN-8 ,PGN-24 ,NMUפפטידים המזורז על ידי ה

  .3)טבלה , 23-29איורים  (Hez-PBANהשיא הנגרמת על ידי 

 ורמת השיא בייצור EC50 -ערכי ה(מניתוח שני הפרמטרים שנבדקו עבור כל פפטיד 

  הםPBANכי הפפטידים בעלי פעילות פרומונטרופית קרובה לשל , ניתן ללמוד, )הפרומון

Pss-Pt ,PGN-7ו - LPK4-8 .כי , חשוב לצייןPGN-7 גורם לייצור פרומון ברמת שיא דומה 

 שלו EC50 -ערך ה, )µM 1-1000(אך היות והוא פעיל בטווח ריכוזים גבוה , PBANלשל 

ביחס לשני הפפטידים האחרים שגורמים לייצור פרומון ברמה ) µM 8.4(גבוה מאוד 

  ). LPK4-8 - וPBAN) Pss-Pt -בהק ביחס למקסימלית שאינה שונה באופן מו

 הינו היחיד Pss-Pt, כי מבין כל הפפטידים הנבחנים, ניתן לראות, בנוסף לממצאים אלו

. Hez-PBAN ,0.075 µMשמזרז ייצור פרומון ברמת השיא המקסימלי באותו ריכוז כמו 

 מקסימלי של בשאר הפפטידים הנבחנים דרושים ריכוזים גבוהים יותר לייצור, לעומת זאת

,            )µM) PGN-8( ,100 µM) PGN-24 ,LPK4-8( ,500 µM) PGN-7 7.3; הפרומון

1000 µM) NMU( ,1000 -וריכוז מעל ל µM Md)) ( כי בטבלה נתון , יש לציין). 3טבלה

אולם המספר מתייחס , Md כריכוז הדרוש לפעילות מקסימלית של µM 1000ריכוז של 

והוא מצויין בטבלה כנגד רמת הפרומון , Md של הניתן לבדיקהלריכוז הגבוה ביותר 

 הגורם לפעילות Md -לכן ניתן לומר שריכוז ה,  בריכוז זהMdהמקסימלית שנוצרה על ידי 

  ).ערך תיאורטי בלבד (µM 1000 -מקסימלית גבוה מ

       ,     Pss-Pt ,LPK ,PGN-7, כי מבין הפפטידים הנבחנים, מכל האמור לעיל ניתן ללמוד

PGN-8 ,PGN-24ו - NMUכי , ויחד עם זאת יש לציין,  נמצאו כבעלי פעילות פרומונוטרופית

פעילותם הפרומונוטרופית של הפפטידים הנבחנים נמוכה יותר מאשר , Pss-Ptלמעט 

  . PBANפעילותו של 
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 שהתקבלו 50EC -והערכים הושוו לערכי ה,  עבור הפפטידים הנבחנים חושבו על פי משוואות הישר של העקומות ששורטטו עבורם50EC -ערכי ה.  תכונות הפפטידים הנבחנים: 3טבלה 

 שהתקבלו EC50 -ערכי ה, כמו כן. PBAN-R המבטאים את Sf9פעילות הפפטידים נבחנה בתאי בו , Choi et al. (2003); Jurenka and Choi, personal communiationבמחקרם של 

 הינם באותו תחום ריכוזים כמו            LPK4-8 - וPss-Pt ,PGN-8 של EC50 -אולם ערכי ה( ונמצאו גבוהים יותר בסדר גודל אחד לפחות Hez-PBAN שהתקבל עבור EC50 -הושוו לערך ה

נמצא כי לביצוע הפעילות המקסימלית של , Hez-PBANעבור כל הפפטידים הנבחנים לזה של , מהשוואת הריכוז בו ייצור פרומון המין מגיע לשיא מקסימלי). Hez-PBAN של EC50 -ה

עבור כל ). Hez-PBANמת השיא באותו ריכוז כמו שמזרז ייצור פרומון בר, Pss-Ptלמעט  (Hez-PBANהפפטידים הנבחנים דרושים ריכוזים גבוהים יותר בסדר גודל אחד לפחות לעומת 

-Hezרמות השיא נמצאו נמוכות יותר באופן מובהק לעומת רמת שיא הפעילות של ). n=5-93) (שגיאת התקן בסוגריים (SEM ±הפפטידים חושבו ממוצעי רמת השיא בייצור הפרומון 

PBAN , עבור הפפטידיםPGN-8 ,PGN-24 ,NMUו - Md) Fisher PLSD-ANOVA test ;p=0.0031 .(תחום ה= {} . ממוצעים עם אותה האות אינם שונים באופן מובהק זה מזה- µM.  

  

Peptide  Sequence EC50 - 

Sf9 cells 

expressing 

PBAN-R 

 

Linear 

Regression 

Equation 

EC50 - 

Pheromone 

glands 

in vitro  

Peptide 

concentration 

required for 

maximal 

pheromonotropic 

response 

Maximal level 

pheromone 

production 

attained 

(ng/gland) 

PBAN  LSDDMPATPADQEMYRQDPEQIDSRTKYFSPRLa 25 nM y=16.06x+75.433 0.54 nM 0.075 µM 45.99 (9.74)a 

Pheromonotropin KLSYDDKVFENVEFTPRLa Not tested y=13.173x+45.01 12.6 nM 0.075 µM  40 (14.55)ab 

PGN-18 SLAYDDKSFENVEFTPRLa 29 nM - Not tested - - 

PGN-7 VIFTPKLa  87 nM y=8.882x+10.831 8.4 µM 500 µM 38.08 (12.7)ab  

Leucopyrokinin PETSFTPRLa 30 nM - Not tested - - 

Leucopyrokinin4-8 FTPRLa Not tested y=6.119x+20.718 140 nM 100 µM 30.93 (5)abc 

PGN-8 TMNFSPRLa 30 nM y=5.85x+15.593 128 nM 7.3 µM 22.3 (3.9)bcd 

PGN-24 NDVKDGAASGAHSDRLGLWFGPRLa 60 nM y=3.038x+8.106 3.55 µM  100 µM 19.56 (7.7)bcd 

Neuromedin U  YFLFRPRNa 136 nM y=2.053x+1.836 9.73 µM  1000 µM 7.73 (2.77)cd 

Myomodulin PMSMLRLa  > 10 µM - > 1000 µM 1000 µM  3.98 (1.17)d 

Sf9 cells EC50 : PBAN ≤ PGN-18 ≤ PGN-8 = LPK < PGN-24 < PGN-7 < NMU << {Md}   

Gl EC50 : PBAN < Pss-Pt (= PGN-18) < PGN-8 ≤ LPK4-8 << {PGN-24 < PGN-7 ≤ NMU << Md}   
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  דיון. 4

  

                 PBAN - עוסק בקולטן ל,H. armigeraהמבוצע בנקבות עש מהמין , המחקר הנוכחי

)PBAN-R (חקר ה. בהיבטים שונים- PBAN-R מסייע בהבנת המנגנונים בתהליך 

, ועשוי להוביל בהמשך לפיתוח אסרטגיות יעילות להדברת עשי לילה, וסינתזת פרומון המיןבי

אסטרטגיות שכאלו תהיינה מבוססות על הפרעה ספציפית . שהינם מזיקים עיקריים לחקלאות

  .  להזדווגותם

. H. armigera בנקבות בוגרות מהמין PBAN-Rעבודה זו מתמקדת בשלושה היבטים של 

ובחינת הפעילות ,  ברמת החלבון והגןPBAN-Rתיאור מולקולרי של , שניים מהם

קשורים , PBAN -של פפטידים הקרובים ל) היכולת לזרז ייצור פרומון מין(הפרומונוטרופית 

 ברקמות שונות בגוף נקבת העש ממין PBAN -שלפיה קיימים קולטנים ל, בהשערת המחקר

 H. armigera) Rafaeli andן של  שנחקר בבלוטת פרומון המיPBAN-R -נוסף ל, זה

Gileadi, 1997, 1999; Rafaeli et al., 2003( .חקירת תפקידו של , ההיבט השלישי

PBAN-Rבודק האם הקשירה הספציפית בין ,  בביוסינתזת הפרומון ברמת התאPBAN         

ה על  המעוגן לממברנת התא של בלוטת פרומון המין מתווכת במנגנון הביוסינתזPBAN-R -ו

 .Jurenka et al על ידי H. zeaכפי שהומחש במין , ידי הפעלת השליחים המשניים בתא

(1991c).  

שבאה לידי ביטוי בקשירה ספציפית של ,  ברקמות אחרותPBAN -נבחנה נוכחות קולטנים ל

PBANבה זוהה כחלבון במשקל מולקולרי של              ,  מסומן לקולטן שלו ברקמה מסויימת 

50 kDa . כביקורת חיובית בבדיקה ביולוגית זו שימשו תאיSf9 , המבטאים את הגן לקולטן

 המזוהה ברקמות kDa 50 -ונמצא כי חלבון ה, H. armigera -הדומה לקולטן מ, H. zeaשל 

  . Sf9 -זהה לחלבון שנמצא בתאי ה

;  עצביותנמצאים גם ברקמות) או קולטנים דומים לו (PBAN -כי קולטנים ל, התוצאות מראות

שריר , בשתי הרקמות הלא עצביות שנבחנו, לעומת זאת. הצינור העצבי והמוח, גנגליון החזה

 ברמת החלבון עקב PBAN-Rלא הצלחנו לזהות את , bursa & spermatheca -הכנף וה

  .שהפריעו בטכניקת הזיהוי, חלבונים אנדוגניים

זוהו ברקמות השונות הם אכן  שkDa 50 כי החלבונים במשקל מולקולרי של, על מנת לאמת

כלומר , PBAN-R -נעשה ניסיון לקבוע באותן רקמות את ביטוי הגן ל, PBAN -קולטנים ל

. PBAN-R -מקודד ל,  ממנו הוא משועתקcDNA -שה, mRNAלבחון בהן את נוכחותו של 

רצפים אלו נמצאו ,  שהתקבלו מהרקמות השונותcDNA - שנערך לרצפי הBlastבחיפוש 

            H. armigera בבלוטות פרומון המין של PBAN-R -מידה רבה לרצף הגן לדומים ב

) (AY792036) Choi et al., 2004 GenBank .(כי הגן         , על פי תוצאות אלו ניתן להסיק

ולכן החלבונים שנמצאו בהן במשקל ,  אכן קיים ומתבטא ברקמות הנבחנותPBAN-R -ל
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הדבר עולה בקנה אחד עם השערת . PBAN-R -ן קולטנים ל הם אכkDa 50 מולקולרי של

  .  ברקמות שונות בגוף העש נוסף לבלוטת הפרומוןPBAN -לפיה קיימים קולטנים ל, המחקר

 מהרקמות השונות לבין רצף cDNA -למרות שאחוז הדמיון בין כל אחד מרצפי ה, עם זאת

              Expect value - הערך, ) הומולוגיה96-100%( היה גבוה מאוד PBAN-R -הגן מ

)E-value( ,היה גבוה מאפס           , ההסתברות לקבלת הומולוגיה מקרית בין שני הרצפים

)5e-16 - 3e-10 .(שעל פי תוצאות ה, משמעות הדבר היא- BLAST ,              הדמיון בין רצפי

ההסבר לכך . ו מושלם אינH. armigera - מPBAN-R - מהרקמות לבין רצף הגן לcDNA -ה

 mRNA -שאינו משקף במלואו את רצף ה, )bp 81( הקצר amplicon -נובע מאורך ה

יש להשתמש , כהמשך לתוצאות שהתקבלו במחקר הנוכחי, לכן. PBAN-R -הספציפי לגן ה

 mRNA -שישקף בצורה מלאה את רצף ה,  ארוך יותר amplicon -בפריימרים המקודדים ל

  .  ברקמות הנבחנותPBAN-R -הספציפי לגן ה

        Bombyx mori) (AB181298 - מPBAN -הגן לקולטן ה, לעומת תוצאות המחקר הנוכחי

)(Hull et al., 2004 ,לגן ה78% -שדומה ב - PBAN-Rמ - H. armigera )AY792036(         

)Choi et al., 2004 GenBank( ,אנליזת . זוהה בבלוטות הפרומון בלבדNorthern blot 

, בלוטת פרומון המין( משלב הבוגר B. moriשבוצעה ברקמות שונות של זכרים ונקבות של 

, גוף השומן, המעי התיכון(ומשלב הזחל ) הביצה והאשכים, גוף השומן, שריר התעופה

,  ספציפי לבלוטת הפרומוןPBAN-R - המקודד לmRNA -כי ה, גילתה) השחלה והאשכים

בין , כאמור). Hull et al., 2004(יו ביום שלפני ההגחה בה מתרחשת עליה מובהקת בביטו

אשר בו לא נמצא ביטוי של , )M(נבחן גם שריר הכנף , שאר הרקמות במחקר המוזכר לעיל

. PBAN-R של mRNA -בו נמצא ביטוי ל, וזאת בניגוד למחקר הנוכחי, PBAN-R -הגן ל

.           ות האנליזה השונותניתן להסביר את ההבדלים בתוצאות שני המחקרים בהתאם לשיט

 הגברה של PCR -בעוד שב,  נדרשות כמויות גדולות כדי לגלות גן מסוייםNorthern blot -ב

, לכן. במידה וקיים באותה רקמה, כמות קטנה של גן גורמת לרגישות יותר גבוהה ולזיהוי הגן

ות הייתה נמוכה  כמות הגן בחלק מהרקמות הנבחנHull et al. (2004(ייתכן שבמחקרם של 

  . ולכן לא ניתן היה לזהותו ברקמות אלו, יותר לעומת כמותו בבלוטת הפרומון

 ברקמות העצביות עשוי להיות מוסבר על ידי התפוצה הרחבה של PBAN -זיהוי קולטנים ל

כי , אשר התגלתה באמצעות שיטות אימונוציטוכימיות ומציעה, פפטידים פרומונוטרופיים

. ופריפריים גם יחד) עצביים(דים מאתרי שחרור מרכזיים פפטידים אלו מנויי

; terminal abdominal ganglion(האימונוריאקטיביות נמצאה בגנגליון האחרון של הבטן 

TAG (כגון ; במיני עש רביםH. armigera) Rafaeli et al., 1991, 1993( ,S. littoralis         

 M. brassicae (Iglesias et al., 1998) .Christensen and Hildebrand (1995) -ו

כי שפעול תקין של בלוטת פרומון המין עשוי לערב מנגנונים עצביים והומורליים , הציעו

שני מנגנוני הבקרה עשויים להיות מאוקטבים באופן שונה בזמנים , או לחילופין, במקביל

הוצעו .  הסביבהשונים במהלך מחזור החיים הקצר של הפרפראים או עקב שינויים בתנאי
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 PBAN, על פי אחת ההשערות). Raina, 1996( בחרקים PBANדרכי העברה שונות של 

השערה זו מבוססת על המחשת ).  CC) corpus cardiaca-משוחרר להמולימפה מה

 ,.H. zea) Raina and Klun, 1984; Ramaswamy et alפעילות ביולוגית בהמולימפה של 

 ומשם מגיע לרקמת TAG אל  VNC- עובר דרך הPBANכי , השערה אחרת מציעה). 1995

בהם , השערה זו מבוססת על מחקרים). בלוטת פרומון המין שבקצה צינור ההטלה(המטרה 

 ,TAG) Thyagaraja and Raina - לPBANנצפו עלייה בייצור פרומון המין עקב הזרקת 

צביות היוצאות ממנו  או בשלוחות העTAG -ומניעת ייצור הפרומון עקב פגיעה ב, )1994

נמצאו הוכחות אנטומיות לגבי שתי דרכי שחרור ). Teal et al., 1989(לכיוון בלוטת הפרומון 

  ).(PBAN Kingan et al., 1992; Davis et al., 1996; Golubeva et al.,1997אלו של 

Kingan et al. (1992) גילו פעילות אימונוריאקטיבית של PBANלאורך ה -VNC בנקבות  

H. zeaכי בנוסף לשחרורו מה,  ושיערו- CCלהמולימפה  ,PBAN משוחרר ממקומות אחרים 

 בחלקים נוספים של PBAN -כי קיים ביטוי ברמה נמוכה של הגן ל, התברר.  VNC-לאורך ה

 TAGכולל , שהינם גנגליון בית החזה וחלק מגנגליוני הבטן, מערכת העצבים בנקבות בוגרות

)Ma et al., 1998.(  

יסויי הקשירה שבוצעו למטרת זיהוי הקולטנים ברקמות השונות כללו טיפול של  נ

Displacement) שבו הוסף לריאקציה ליגנד , )דחיקהPBAN לא מסומן בעודף שהתחרה 

 שבממברנות המופקות מאותה PBAN-R - המסומן על הקשירה לPBAN -עם ליגנד ה

הליגנד המסומן מאתרי הקשירה במידה והליגנד הלא מסומן מצליח לדחוק את . רקמה

בתנאי ,  ברקמותPBAN-R - לPBANהדבר מעיד על ספציפיות בין , שבקולטן במידה חלקית

המפריעים בזיהוי        , biotinשהוכח כי הרקמות אינן מכילות חלבונים אנדוגניים קושרי 

PBAN-R ,בכל אחת מהרקמות בהן זוהה . וכי הקולטן אכן נמצא באותן רקמותPBAN-R ,

ותופעת הדחיקה של הליגנד המסומן על ידי הליגנד , בוצעו מספר חזרות על ניסויי הקשירה

ההסבר . ייתכנו שני הסברים לתופעה זו. המסומן לא חזרה על עצמה בחלק מהמקרים

שתורמת לאפיניות ,  שקשורה לליגנד המסומןphoto affinity -הראשון נעוץ בקבוצת ה

, כמו כן. נד המסומן לעומת האפיניות שלו לליגנד הלא מסומן לליגPBAN-Rגבוהה יותר של 

 ככל הנראה יוצרת הפרעה מרחבית ומפריעה לליגנד המסומן photo affinity -קבוצת ה

. ובד בבד לא מאפשרת לליגנד הלא מסומן להקשר, להשתחרר מאתרי הקשירה שבקולטן

, מבחינה סטטיסטית, לכןו, הליגנד המסומן והלא מסומן מוספים לממברנות בזה אחר זה

ברוב מהמקרים נקשרות לאתרי הקשירה יותר מולקולות של הליגנד הלא מסומן שנמצא 

נוצר מצב של שיווי משקל בין המולקולות של הליגנד המסומן והלא , תיאורטית. בעודף גדול

, בפועל. שבו ישנה כל הזמן קשירה והשתחררות של המולקולות מאתרי הקשירה, מסומן

ולכן כאשר מולקולות של ,  מעוצבת בצורה המאפשרת לה להדבקphoto affinity -הקבוצת 

, הקבוצה הזו מפריעה להן להשתחרר מהקשירה, הליגנד המסומן נקשרות לאתרי הקשירה

בשל העובדה שהליגנד הלא . ומפריעה למולקולות של הליגנד הלא מסומן להקשר במקומן
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בים יהיו מאוכלסים בתום הריאקציה במולקולות של אתרי קשירה ר, מסומן מצוי בעודף ריכוז

בהם המולקולות של הליגנד , אך מבחינה סטטיסטית ייתכנו מקרים, הליגנד הלא מסומן

. המסומן יתפסו את אתרי הקשירה ולא יאפשרו למולקולות הליגנד הלא מסומן להקשר

 עוצמות פס בגודל ל 'הוריאציה בין מצבים אלו היא שגרמה לכך שבחלק מהמקרים קיבלנו בג

50 kDaנמוכות באופן ניכר עבור טיפול ה - Displacementלעומת טיפול ה - Labeling , בו

בעוד שבמקרים אחרים לא יכולנו להבחין בהבדל בעוצמת ,  מסומן בלבדPBANהיה מתן של 

לים בהם נעשה שימוש בטיפול        'בכל הג, מאותה סיבה. הפסים שהתקבלו בשני הטיפולים

מה שבא לידי ביטוי , לא קיבלנו דחיקה מוחלטת של הליגנד המסומן, Displacement -ה

כל זאת , כאמור. ל'עדיין נראה לעין בג, למרות שהיה חלש מאוד, kDa 50 -בכך שפס ה

  . PBAN-Rמתייחס לרקמות בהן הצלחנו להוכיח את המצאות 

ל הניסויים תקף ככל  לא חזר על עצמו בכDisplacement -ההסבר השני לתופעה בה ה

כיוון שברקמות אלו התקבלה וריאציה בחוזק                      , VNC - ולTG -הנראה בעיקר ל

 מוצלח בשתי Displacementכלומר בחלק מהמקרים לא התבצע , Displacement -ה

ייתכן ובאותן רקמות קיימים ).  חיובייםΔ IDVהדבר בא לידי ביטוי בערכי (הרקמות הללו 

 -דמויי, אך בעלי אפיניות גבוהה יותר לפפטידים אחרים, PBAN-R -ולטנים דומים לק

PBAN ,מאשר ל- PBANייתכן וחלק מהפפטידים הקרובים ל, מאותה סיבה.  עצמו- PBAN 

, Pss-Ptכגון ,  המסומן ביעילות רבה יותרPBAN -היו מצליחים לדחוק את ליגנד ה

, או פפטידים אחרים, PBAN -ה מידה כמו ל אליו גבוהה באותPBAN-Rשהאפיניות של 

 C - בקצה הFXPRLamideהפועלים ברקמה הנבחנת באופן טבעי ונושאים את הרצף 

  . טרמינלי

כיוון שטכנית לא היה אפשרי לבדוק את נוכחותו האפשרית של הקולטן באמצעות שיטת              

, bursa & spermatheca -שריר הכנף וה,  בשתי הרקמות הלא עצביותWestern blot -ה

מבחן זה מנצל .  באופן כמותיPBAN-Rהמאפשר לבדוק את נוכחותו של , ערכנו בהן מבחן

כי רמתו התוך תאית בבלוטת פרומון המין של השליח המשני בביוסינתזת , את העובדה

עולה , cAMP  (Rafaeli and Soroker, 1989b; Jurenka et al., 1991c), פרומון המין

). PBAN) Rafaeli and Soroker, 1989b; Rafaeli et al., 1990 מזירוז על ידי כתוצאה

 שנוצר ברקמה הנבחנת כתוצאה מגירוי על ידי cAMP -במבחן זה נעשה כימות של רמת ה

PBANבשריר הכנף וב.  הניתן חיצונית- bursa & spermatheca לא נמצאה השפעה 

בבלוטת פרומון , לעומת זאת. cAMP - ייצור ה חיצוני ושל ריכוזו עלPBANמובהקת של מתן 

 כפונקציה של cAMP -נצפתה עליה בייצור ה, ששימשה כביקורת חיובית בניסויים אלו, המין

 זירז את ייצור               PBANכלומר ,  דקות30בזמן הדגרה של ,  במדיום ההדגרהPBAN -ריכוז ה

 PBAN-Rלה בקנה אחד עם המצאות הדבר עו. כפי שציפינו,  בבלוטת הפרומוןcAMP -ה

 & bursa -ב, בשריר הכנף. cAMP - ומזרז את ייצור הPBANאליו נקשר , בבלוטת הפרומון

spermathecaובבלוטות הפרומון נראתה עלייה בייצור ה - cAMP כפונקציה של זמן 
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           ;                          כלל למדיום ההדגרהPBANשהתרחשה גם ללא הוספת , ההדגרה

 דקות 30 - הגיע לשיאו בcAMP - ובבלוטות הפרומון ייצור הbursa & spermatheca -ב

העלייה .  דקות20ובשריר הכנף רמת הייצור הייתה מקסימלית בהדגרה למשך , הדגרה

 ברקמות אלו במהלך זמן ההדגרה יכולה להיות מוסברת על ידי ייצור            cAMP -בייצור ה

משמעות .  בתמיסת ההדגרהcAMP -קמות בפרק זמן זה והצטברות ה ברcAMP -ה

אינם מגיבים , bursa & spermatheca -כי שריר הכנף וה, התוצאות במבחנים אלו היא

 שהופק משריר הכנף הומולוגי cDNA -כי רצף ה, היות ונמצא כאמור. PBANלזירוז על ידי 

טן המצוי בשריר הכנף הינו קולטן סביר להניח שהקול, H. armigera - מPBAN-R -לגן ה

המבוסס על שליחים משניים , אך עובד במנגנון שונה משלו, PBAN-R -אחר הדומה ל

כי שליחי משנה זהים עשויים להווצר באותו תא ולמלא תפקידים , יש לציין. cAMPשאינם 

, ייתכן שהקולטן בתאי שריר הכנף מגיב לפפטיד אחר, לכן. שונים הודות למידור בתא

לא נעשתה , כפי שצויין בפרק השיטות. cAMPוהתגובה התאית לפפטיד זה מביאה לייצור 

ולכן לא ניתן ,  עקב בעיה טכניתBursa & spermatheca - בPBAN-R -קביעת ביטוי הגן ל

  .  או לאPBAN-Rלקבוע מתוצאות המחקר הנוכחי האם רקמה זו מכילה קולטנים דמויי 

ת של פפטידים בעלי תפקידים שונים ממשפחת                       בבחינת הפעילות הפרומונוטרופי

, Pss-Pt ,LPK ,PGN-7,  מחולייתניםneuromedin U ושל הפפטיד pyrokinin/ PBAN -ה

PGN-8 ,PGN-24ו - NMUאך למעט ,  נמצאו כבעלי פעילות פרומונוטרופיתPss-Pt ,

 כנמוכה יותר מאשר פעילותו פעילותם הפרומונוטרופית של הפפטידים הנבחנים התבררה

פעילותם המקסימלית של , ראשית. הדבר בא לידי ביטוי במספר ממצאים. PBANשל 

 בסדר PBANהתבצעה בריכוזים גבוהים יותר לעומת ) Pss-Ptלמעט (הפפטידים הנבחנים 

, PGN-8רמת השיא בייצור פרומון המין המזורז על ידי הפפטידים , שנית. גודל אחד לפחות

PGN-24 ,NMUו - Md נמצאה נמוכה באופן מובהק מרמת השיא הנגרמת על ידי PBAN ,

אשר רמת השיא בייצור הפרומון המזורז על , LPK - וPss-Pt ,PGN-7בניגוד לפפטידים 

ערכי        , נוסף על כך. PBANידם אינה נבדלת באופן מובהק מרמת השיא הנגרמת על ידי 

,  הנדרש לקבלת מחצית מרמת הפרומון המקסימליתהמבטאים את ריכוז הפפטיד, EC50 -ה

 שהתקבל עבור EC50 -שהתקבלו עבור הפפטידים השונים נמצאו גבוהים יותר לעומת ערך ה

PBAN ,בשני סדרי גודל לפחות .  

 EC50 - שחושבו עבור הפפטידים הנבחנים בבלוטת הפרומון הושוו לערכי הEC50 -ערכי ה

 ,Choi et al. (2003); Jurenka and Choiשהתקבלו עבורם במחקרם של    

unpublished personal commumunication , בו פעילותם נבחנה בתאיSf9 המבטאים 

מבטא את ריכוז הליגנד הנדרש לקבלת מחצית מיעילות  EC50 -ושם ה, PBAN-Rאת 

 בהשוואה זו נלקחו בחשבון גם ).Choi et al., 2003(הקשירה המקסימלית שלו לקולטן 

המקודד על ידי  (PGN-18ושל , LPK4-8 - ברצף המלא הדומה לLPK של EC50 -י הערכ

  .   Choi et al. (2003)שנבחנו גם הם על ידי , )Pss-Pt - ודומה לPBAN אותו גן כמו 
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 שהתקבל עבורו במחקר הנוכחי נמוך בשני סדרי גודל EC50 -אשר ערך ה, PBANלמעט 

 שהתקבלו EC50  -ערכי ה, Choi et al. (2003) שהתקבל במחקרם של EC50 -מערך ה

עבור יתר הפפטידים הנבחנים במחקר הנוכחי נמצאו גבוהים יותר בסדר גודל אחד לפחות 

 ,Choi et al. (2003); Jurenka and Choi שהתקבלו במחקרם של EC50 -לעומת ערכי ה

unpublished personal commumunication .הסיבה להבדלים בערכי ה- EC50  במחקר

שמדובר בשתי מערכות ניסוי ,  נעוצה בעובדהChoi et al. (2003)הנוכחי ובמחקרם של 

. PBAN-R המבטאים את Sf9והשנייה של תאי , האחת של בלוטות פרומון המין, שונות

 הוערכה על ידי מדידת PBAN-R -ל) הפפטידים(קשירת הליגנדים , במערכת הניסוי בתאים

פלואורסנציה כפונקציה של זמן ה השינויים ברמת פו באמצעותשנצ, שטפי הסידן בציטוזול

, בעוד שבמערכת הניסוי בבלוטות הפרומון, )Choi et al., 2003 ( עם הליגנדת התאיםהדגר

ניתן להשוות על פי ערכי            , עם זאת. נמדדה רמת ייצור המרכיב העיקרי של פרומון המין

ניתן . בשתי מערכות הניסוי, ביותר עד הפעיל פחותמהפעיל ,  את דירוג הפפטידיםEC50 -ה

 הינו PBAN. כי בשתי מערכות הניסוי התקבל דירוג זהה לפפטידים, )3טבלה (לראות 

נבחן רק ( הדומה לו PGN-18 -ו) נבחן רק בבלוטות הפרומון (Pss-Ptואחריו , הפעיל ביותר

                        Md -ו LPK4-8 ,PGN-24 ,PGN-7 ,NMU או Sf9( ,PGN-8 ,LPK -בתאי ה

(Choi et al., 2003; Jurenka and Choi, personal commumunication).  

, )Pss-Pt -הדומה ל (PBAN ,PGN-18השייכים לפפטידים ,  הנמוכים ביותרEC50 -ערכי ה

PGN-8ו - LPK , נמצאו קרובים מאוד במחקרם שלChoi et al. (2003); Jurenka and 

Choi, personal commumunication .  

Hez-PBAN ,שעבורו התקבל ערך ה- EC50הנמוך ביותר הן בבלוטות והן בתאי ה - Sf9           

)Choi et al., 2003( , נושא את הרצףFSPRLamideבקצה ה - Cולפני כן מופיע ,  טרמינלי

 השניים השילוב בין.  חומצות אמינו שאינו מופיע ביתר הפפטידים הנבחנים10רצף באורך 

  ).3טבלה ( משאר הפפטידים Hez-PBANהוא זה שמייחד את 

Pss-Ptו - PGN-18 ,אשר ערכי ה- EC50שלהם הינם הקרובים ביותר לערך ה - EC50 של 

Hez-PBAN ,בבלוטות הפרומון ובתאי ה- Sf9) Choi et al., 2003 (נושאים את , בהתאמה

 10 המשותף לשניהם באורך יחד עם מקטע,  טרמינליC - בקצה הFTPRLamideהרצף 

שאינו נמצא בפפטידים ,  טרמינליC -לפני הקצה ה) YDDKSFENVE(חומצות אמינו 

  . האחרים

 טרמינלי הינו C -הקצה ה, EC50 -הפפטיד הבא בדירוג על פי ערכי ה, PGN-8 -ב

FSPRLamide , חומצות אמינו בלבד לפני הקצה ה3ופפטיד זה מכיל - C             טרמינלי   

  ).3טבלה (

 LPKו - LPK4-8 , הפפטידים שאחריPGN-8מסתיימים במקטע ,  בדירוגFTPRLamide 

אלא מקטע ,  טרמינליC -אך אינם כוללים רצף ארוך לפני הקצה ה, PGN-18 - וPss-Ptכמו 
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) LPK4-8( טרמינלי בלבד C -או שמורכבים מהקצה ה, )LPK( חומצות אמינו בלבד 4של 

  ).3טבלה (

נמצאו בשני המחקרים כבעלי , Md - וPGN-24 ,PGN-7 ,NMU, הבאים בדירוגהפפטידים 

כי ערכי , בהן נמצא, בייחוד בבלוטות הפרומון, )Choi et al., 2003( גבוהים יותר EC50ערכי 

  . µM - של פפטידים אלו הם בתחום הEC50 -ה

PGN-24נושא בקצהו ה - C טרמינלי את הרצף FGPRLamide ,ידים בשונה מיתר הפפט

         Pss-Pt ,PGN-18 נושא כמו PGN-7.  חומצות אמינו10וכן רצף ייחודי באורך , הנבחנים

אך רצפו , FxPRLamide ברצף x בעמדה Tגם הוא את חומצת האמינו ) LPK) LPK4-8 -ו

כלומר שונה בחומצת אמינו אחת , )R במקום FTPKLamide) K טרמינלי הוא למעשה C -ה

 ,Raina and Kempe, 1990( החיוני לפעילות פרומונטרופית    ,FxPRLamideמהרצף 

1992; Kuniyoshi et al., 1991( .לפני הקצה מופיעות שתי חומצות אמינו בלבד , כמו כן

כלומר גם בו , )3טבלה  (FRPRNamide טרמינלי הינו C - הרצף הNMU -ב). 3טבלה (

ולפני הקצה , ילות פרומונטרופיתקיים שוני בחומצת אמינו אחת לעומת הרצף ההכרחי לפע

, Mdהפפטיד , לבסוף). 3טבלה ( חומצות אמינו בלבד 3 טרמינלי מופיע רצף באורך C -ה

 בבלוטות µM 1000 <;  הגבוה ביותר שנמצא בשתי מערכות הניסויEC50 -בעל ערך ה

אינו כולל את הרצף ). (Sf9 Choi et al., 2003 - בתאי הµM 10 < -הפרומון ו

FxPRLamideבשלמותו בקצה ה - Cאלא את הרצף ,  טרמינליRLamide 3טבלה ( בלבד.(  

,           Hez-PBANכי הפפטידים ,  שהתקבלו בבלוטת הפרומון עולהEC50 -מניתוח ערכי ה

Pss-Pt ,PGN-8ו - LPK4-8 מגיעים לחצי מפעילותם הפרומנוטרופית המקסימלית כבר 

            PGN-24 ,PGN-7 ,NMU(פטידים הנבחנים בניגוד ליתר הפ, nM -בריכוזים בתחום ה

 הם מסוגלים לזרז ייצור פרומון ברמה שמהווה מחצית µM -שרק בריכוזים בתחום ה, )Md -ו

של ייצור , אלא תיאורטי, בריכוזים כה גבוהים מדובר על זירוז לא אמיתי. מרמת השיא

). EC50 > 1000 µM(יסוי שנמצא לא פעיל כלל בנ, Md -בייחוד ב, הפרומון במערכת זו

, µM - בתחום הEC50 הינו הפפטיד היחיד שנמצא בעל ערך Sf9 ,Md -בתאי ה, לעומת זאת

כלומר רוב הפפטידים , nM - בתחום הEC50בעוד שכל שאר הפפטידים הם בעלי ערכי 

 שבוטא בתאי    Hez-PBAN-R -הנבחנים נמצאו פעילים בניוד סידן כתוצאה מקשירתם ל

Sf9 .ידים הפפטPGN-24 ,PGN-7ו - NMU נמצאו פעילים במידה פחותה בניוד סידן 

 ,Choi et al., 2003; Jurenka and Choi) נמצא בלתי פעיל  Mdואילו , במערכת זו

personal commumunication).  

 טרמינלי C - בקצה הFxPRLamideכי הרצף , שני המחקרים ממחישים, בסיכומו של דבר

או , בין אם פעילות פרומונטרופית בבלוטת הפרומון,  חיוני לפעילותםשל הפפטידים הנבחנים

 Sf9 (Choi et al., 2003; Jurenka and Choi, personal -פעילות ניוד סידן בתאי ה

commumunication) .הריכוז בו (קיימת שונות בשלושת הפרמטרים שהוזכרו , עם זאת

  ) EC50 - בייצור פרומון המין וערכי הרמת השיא, מתבצעת פעילותו המקסימלית של הפפטיד
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 PBAN-Rכי , הדבר נובע מהעובדה.  טרמינליC -בין הפפטידים השונים בעלי הרצף ה

כלומר הוא מסוגל , PBAN -בבלוטת פרומון המין של הנקבה הוא בעל אפיניות גבוהה יותר ל

נים הקולט, לעומת זאת. אך בצורה מעט פחות טובה, PBAN -לקשור פפטידים דמויי

כל אחד לפפטיד הטבעי , הטבעיים של הפפטידים הנבחנים הם בעלי אפיניות גבוהה יותר

קולטנים המסווגים למשפחות בהתבסס על ,  מצאוChoi et al. (2003) -כפי ש. שלו

מחקרם של                          . הומולוגיה ברצף הינם בעלי יכולות קשירה שונות לליגנד מסויים

Abernathy et al. (1995)כי לחומצת האמינו המשתנה ברצף ,  גילהFxPRLamide 

ושגם למבנה ,  טרמינלי ישנה השפעה מובהקת על  הפעילות הפרומונטרופיתC -שבקצה ה

רצפים קצרים נמצאו כבעלי , מחד. הכללי של הפפטיד ישנה חשיבות בקביעת הפעילות

 ,H. zea) Raina and Kempe -פעילות פרומונוטרופית נמוכה בריכוזים פיסיולוגיים ב

1990., Abernathy et al., 1995 .(  

, FxPRLamide,  בליבה הפעילהx בעמדה Tנמצא כי פפטידים בעלי חומצת האמינו , מאידך

הם בעלי פעילות פרומונטרופית מלאה אף בריכוזים , Lom-PK-II ושל Lom-MT-IIכמו 

                   Pss-Pt ,PGN-7כי ,  נמצא אכןבמחקר הנוכחי). Abernathy et al., 1995(נמוכים 

,  טרמינליC - בקצה הx בעמדה Tהפפטידים אשר נושאים את חומצת האמינו , LPK4-8 -ו

אשר רמת השיא בייצור הפרומון המזורז על ידם אינה נבדלת באופן , הינם כל הפפטידים

אינו פעיל בריכוזים  PGN-7כי , ראוי לציין. PBANמובהק מרמת השיא הנגרמת על ידי 

דרוש ריכוז גבוה יותר ( הגבוה שהתקבל עבורו EC50 -והדבר בא לידי ביטוי בערך ה, נמוכים

למרות שהוא גורם לרמת ייצור פרומון , )שלו על מנת להגיע למחצית מהפעילות המקסימלית

פפטידים בעלי , PGN-24 - וLPK4-8 ,PGN-8מקסימלית גבוהה יותר מאשר הפפטידים 

 לבדה אינה x בעמדה Tשחומצת האמינו , משמעות הדבר היא.  נמוכים משלוEC50 ערכי

  . מספיקה לפעילות פרומונטרופית גבוהה

)Abernathy et al., (1995כי פפטידים בעלי ,  מצאוG בעמדה x של הליבה הפעילה הינם 

מינלי  טרC - בקצה הGחומצת האמינו , ככל הנראה. בלתי פעילים בזירוז סינתזת פרומון

החיונית לזירוז ייצור , אינה מאפשרת יצירת מבנה קשיח דיו המתאים לאתר הקשירה בקולטן

בה המבנה ,  טרמינלי לעמדהC -הפפטיד השלם עשוי לדחוף את הקצה ה, עם זאת. פרומון

שקצהו           , PGN-24כי , במחקר הנוכחי התקבל. Abernathy et al., 1995)(הדרוש מושג 

מזרז ייצור פרומון ברמת שיא נמוכה באופן מובהק , FGPRLamideלי הינו  טרמינC -ה

ולראיה ערך          , ובכל זאת הוא פעיל פרומונטרופית כבר בריכוזים נמוכים, PBANלעומת 

ניתן להסביר זאת . µM - הנמוך ביותר בתחום ה- הנמוך יחסית שהתקבל עבורוEC50 -ה

. שוי להתאים את מבנהו לאתר הקשירה שבקולטןשע, בהתייחס לרצף הארוך של הפפטיד

 טרמינלי רצף נוסף C -הנושאים לפני הרצף ה, PGN-18 - וPss-Ptשהפפטידים , ייתכן גם

אשר , פעילים במידה רבה הודות לרצף זה,  חומצות אמינו המשותף לשניהם10באורך 

  .מאלץ את הפפטיד להגיע למבנה המתאים להקשרות לקולטן
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,  יוצרת הפרעה לפעילות הפרומונוטרופיתx בעמדה Gכי חומצת האמינו , ורהיות ונמצא כאמ

          PGN-7 טרמינלי של C -בקצה ה) Rהמופיעה במקום  (Kכי חומצת האמינו , ניתן לשער

)FTPKLamide (ההכרחי לקשירת הפפטיד לקולטן , גם כן מונעת יצירת מבנה קשיח

רם לכך שרק בריכוזים גבוהים מתאפשרת פעילות מה שגו, וליכולת לזרז ביוסינתזת פרומון

  .  פרומונטרופית

נושאים שניהם את חומצת , המקודדים על ידי אותו הגן, PGN-8 - וPBAN -ש, ניתן לראות

 נמצא בתחום PGN-8 של EC50 -ה, כמו כן.  טרמינליC - ברצף הx בעמדה Sהאמינו 

גורם לרמת ייצור שיא של פרומון  PGN-8 -נמצא ש, עם זאת. PBANכמו , nMהריכוזים של 

ההסבר לכך נעוץ בוודאי ברצף חומצות האמינו הארוך . PBANנמוכה באופן מובהק לעומת 

המתאים יותר ,  יוצרות מבנהPBANחומצות האמינו ביתר המולקולה של ). PBAN) 33של 

לה            באיזור הליבה הפעיI מטיפוס β-turnכגון מבנה , למבניהם של אתרי הקשירה בקולטן

)Abernathy et al., 1995( ,כך שמתאפשרת קשירת ה- PBAN לקולטן בצורה המדוייקת 

 באה לידי ביטוי בכך שאתרי הקשירה שבקולטן PBAN - לPBAN-Rהאפיניות של . ביותר

, Hez-PBAN-Rכליגנד הטבעי של , לכן. מותאמים בדיוק לרצף השלם של הפפטיד

שום פפטיד אחר אינו דומה לו במידה כזו , בוהה ביותרשאפיניות הקולטן אליו היא הג

  . Hez-PBANשאפיניות הקולטן לפפטיד האחר תהיה זהה לזו של 

 נבחנה גם במספר pyrokinin-PBAN -הפעילות הפרומונוטרופית של פפטידים ממשפחת ה

 הינו בעל פעילות LPKכי ,  מצאB. mori שנערך בנקבות in vivoמחקר . מחקרים נוספים

, יתר על כן. Bom-PBAN (Nachman et al., 1993a)רומונוטרופית גבוהה יותר לעומת פ

)                          locustapyrokinin-II) Lom-PK-IIשהפפטידים , במחקר מבנה ופעילות נמצא

            PBANהשרו ייצור פרומון רב יותר לעומת ) locustamyotropin-II) Lom-MT-II -ו

 טרמינליים בלבד C - והרצפים הLPK ,Lom-PK, וכי פפטידים אחרים במשפחה, H. zea -ב

הראו דרגות משתנות של פעילות , LPK - וHez-PBAN ,Bom-PBAN ,Bom-DHשל 

 המחישו פעילות Abernathy et al., 1995 .(Kuniyoshi et al. (1992)(פרומונוטרופית 

. B. mori - בLom-MT-II - וLPK ,Lom-PK ,Lom-MT-Iפרומונטרופית עבור הפפטידים 

Fonagy et al. (1992)כי הפפטידים ,  הראוLom-MT-IIו - Lom-MT-III פעילים 

מחקרים שונים מצאו , נוסף על כך. Spodoptera litura - ובB. mori -פרומונוטרופית ב

אשר אותם , pyrokinin-PBAN -פעילות פרומונטרופית באנלוגים לפפטידים ממשפחת ה

 ,Nachman et al., 1991, 1993a(לוגים עמידים כנגד פירוק אנזימטי בהמולימפת החרק אנ

1996, 2001, 2002; Kochansky et al., 1997; Teal and Nachman, 1997 .(  

נמצאו מסוגלים לזרז ) PGNs -ה (PBAN -כל הפפטידים המקודדים על ידי הגן ל, לסיכום

 במידה פחותה -האחרון (NMU - וPss-Pt ,LPKדים כמו גם הפפטי, ביוסינתזת פרומון מין

  .  נמצא לא פעילMd -בעוד ש, )מהשאר
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ראה הרחבה בפרק ( בעלי תפקידים שונים בגוף העש PBAN -העובדה כי פפטידים דומים ל

חלקם (כי הקולטנים לפפטידים אלו , נמצאו בעלי פעילות פרומונטרופית רומזת) המבוא

 או          PBAN -קמות השונות למעשה מהווים גם קולטנים לבר) וחלקם טרם נחקרו, נמצאו

 ברקמות PBAN-Rואכן עלה בידינו לזהות את , H. armigera -המצויים ב, PGNs -ל

 ברקמות PBAN -לפיה קיימים קולטנים ל, הדבר מתיישב עם השערת המחקר. העצביות

או של  PBANפות של וכי אותם קולטנים מהווים אתרי פעולה לפעילויות נוס, השונות

  .PBAN-pyrokinin - השייכים למשפחת הPBAN -דמוייפפטידים 

 בביוסינתזת הפרומון ברמת PBAN-Rחקירת תפקידו של , ההיבט השלישי של העבודה

 שבממברנת התא של בלוטת PBAN-R - וPBANבודק האם הקשירה הספציפית בין , התא

התוצאות . די הפעלת השליחים המשניים בתאפרומון המין מתווכת במנגנון הביוסינתזה על י

 מעכבים את ייצור verapamil - וSKF 96365, כי מבין חוסמי תעלות הסידן שנבחנו, מראות

.                   לא השפיע על רמות הפרומוןamiloride -בעוד ש, הפרומון בבלוטות פרומון המין

SKF 96365 מעכב של כניסת כ ידועCa2+י קולטןעל יד  המתווכת) Meldolesi and 

Pozzan, 1987; Hallam and Rink, 1989; Merritt et al.,1989, 1990; Chan and 

Greenberg, 1991( ,שכניסתו של , והעובדה כי הוא מונע ייצור פרומון מין מצביעה על כך

לטן מתווכת על ידי הקו) Jurenka et al., 1991c(החיוני לביוסינתזת פרומון המין , +Ca2 -ה

יוני כי כניסת ,  שקבעJurenka et al. (1991c)הדבר תואם את מחקרם של . PBAN -ל

המשופעלות על ידי , נעשית באמצעות תעלות H. zeaבנקבות  י בלוטת הפרומוןהסידן לתא

 Jurenkaהדבר גם מתיישב עם מחקרו של . קולטןו PBANהאינטרקציה בין הליגנד 

 .H -י פפטידים פרומונוטרופיים ב" הזירוז ע מעכב אתSKF 96365שמצא כי (1996)

virescens.  

אשר מעכב את שחלוף הקטיונים           , amiloride hydrochlorideכי , המחקר הנוכחי מצא

Na+ /Ca2+ בתעלות )Debetto et al., 1989 (עם זאת. אינו מעכב ביוסינתזת פרומון ,

verapamil hydrochloride ,ני סידן אנטגוניסט ליוהידוע כ)Fleckenstein, 1977; 

Rosenberger and Triggle, 1978( ,                  המפריע להווצרות מפל הפוטנציאל בתעלות

)Kimura et al., 1992; Bellamy, 1996 (נמצא מעכב את ייצור פרומון המין בבלוטות .

ן  יוני הסידתכניסשמצאו כי , Jurenka et al. (1991c)הדבר עומד בסתירה למחקרם של 

ייתכן שהדבר נובע מתנאי ניסוי שונים בשני  .verapamil מעוכבת על ידי אינהלתא 

 הבלוטות לא הודגרו בו זמנית עם Jurenka et al. (1991c)במחקרם של . המחקרים

PBAN ועם החומר verapamil , אלא עברו הדגרה עםverapamil דקות20 בלבד למשך  ,

בעוד ; והודגרו בתמיסה זו במשך שעה, PBANהדגרה המכיל ולאחר מכן הועברו למדיום 

שתנאי הניסוי שבמחקר הנוכחי כללו הדגרה למשך שלוש שעות בתמיסת הדגרה שהכילה 

PBANואת החומר הנבחן  ,verapamil . העובדה כיverapamil אכן מעכב את ייצור פרומון 
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ת פרומון המין עשויה להיות רומזת כי התגובה הפרומונוטרופית בתאי בלוט, המין בבלוטות

  . אלא גם על ידי מפל הפוטנציאל בתאים, מתווכת לא רק על ידי קולטן

 ברקמות השונות בגוף PBAN -כי קיימים קולטנים ל, השערת המחקר הנוכחי הינה, לסיכום

יות נוספות של לפעילוושאותם קולטנים מהווים אתרי פעולה , העש נוסף לבלוטת פרומון המין

PBANדמויי של פפטידים  או- PBANהשייכים למשפחת ה - FxPRLamide.  

 ברקמות העצביות PBAN -מחקר זה הצליח להמחיש לראשונה את נוכחותם של קולטנים ל

 ברמת החלבון H. armigeraבגוף נקבת העש ) בצינור העצבי ובמוחות, בגנגליון החזה(

משמעות הדבר . PBAN-R -נים לביטוי ג, כמו גם בבלוטת פרומון המין, וזיהה ברקמות אלו

כפי , PBAN - שנמצאו ברקמות העצביות הם אכן קולטנים לkDa 50שהחלבונים בגודל , היא

 .   שהשערת המחקר מציעה

כולל הפפטידים המקודדים על ידי , PBAN -המחקר הראה כי פפטידים הקרובים ל, במקביל

טרופית בבלוטות פרומון המין הם בעלי פעילות פרומונו, )PGNs -ה (PBANאותו הגן כמו 

 ישנה אפיניות גבוהה יחסית PBAN-R -כי ל, משמעות הדבר היא. H. armigeraשל נקבות 

ולכן הקולטנים הטבעיים לפפטידים אלו צפויים להיות , PBAN -לכמה מן הפפטידים דמויי ה

כמו . ת ברקמות העצביו PBAN-והדבר מחזק את גילוי הקולטנים ל, PBAN-R -הומולוגיים ל

 המעוגן PBAN-R - וPBANכי הקשירה הספציפית בין , עבודת המחקר הראתה, כן

מתווכת במנגנון ביוסינתזת פרומון המין על ידי הפעלת , לממברנת התא של בלוטת הפרומון

  .  חיוני לביוסינתזת פרומון המין+Ca2וכי , השליחים המשניים בתא

וכן , שנמצאו ברקמות השונות לא רוצפו במלואםכי בעבודה זו הגנים לקולטנים , חשוב לציין

 הינו הפפטיד בעל האפיניות הגבוהה ביותר לקולטנים הללו בהשוואה PBANלא נבדק האם 

על סמך , אף על פי שהקולטנים שזוהו ברקמות העצביות הם, לכן. לפפטידים דומים אחרים

 לקבוע בודאות האם לא ניתן בשלב זה, PBAN -בעלי אפיניות גבוהה ל, ממצאי עבודה זו

או שמדובר , ) עצמוPBAN-R( הינו הליגנד הטבעי שלהם PBANמדובר בקולטנים אשר 

כפי . PGNs -כגון ה, H. armigera -בקולטנים לפפטידים אחרים במשפחה הנוצרים ב

 לא חזרו על עצמם   Displacement -ייתכן שבאותן רקמות בהן ניסויי ה, שהוסבר קודם לכן

)TGו - (VNC,קיימים קולטנים דומים ל - PBAN-R , אך בעלי אפיניות גבוהה יותר

   .PBAN -לפפטידים דמויי

בהמשך למחקר הנוכחי יש לפנות לחקירה מעמיקה יותר של פעילות הקולטנים שנמצאו 

מעניין יהיה .  בבלוטת הפרומוןPBAN -במקביל להמשך חקירת הקולטן ל, ברקמות העצביות

את פעילותם של , )או קולטן דומה לו (PBAN -ה נמצא קולטן ללחקור בכל רקמה עצבית ב

 לגבי פעילות מסויימת הספציפית לאותה FxPRLamide -פפטידים שונים ממשפחת ה

באופן זה אפשר לשייך לכל קולטן את הפפטיד המתאים לו ביותר ולמצוא פעילויות . רקמה

  .  באותן רקמותPBAN - ושל פפטידים דמוייPBANנוספות של 
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המבוטאים באופן ספציפי , ) במבוא1.8ראה סעיף  (NMS - וNMUהפפטידים , לדוגמא

 circadian -הוצעו כמתווכים במערכת ה,  שבהיפותלמוס של יונקיםSCN -באיזור ה

rhythmהיות וגם . המשפיעה על תהליכים שונים ביונקיםPBANהינו פפטיד סירקאדי  ,

ניתן יהיה לבחון האם לשני הפפטידים , המשוחרר תחת בקרה פוטופריאודית להמולימפה

ישנן יכולות ,  ולפפטידים נוספים במשפחהPBAN -בהשוואה ל, NMS - וNMU, הללו

והאם ביכולתם לבצע פעילות סירקאדית , קשירה גבוהות לקולטן שנמצא במוח נקבת העש

בודה ריצוף הקולטן שנמצא במוח העש בע. ולא רק ביונקים, )לאחר הזרקתם למוח(גם בעש 

  . עשויים להיות מעניינים גם כן) (FM-4 ביונקים NMS - וNMUזו והשוואתו לקולטן של 
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Abstract 
 

The moth Helicoverpa armigera, a model insect in the present study, belongs 

to the Noctuidae family, and is a pest of several crops all around the world.     

H. armigera is active during the night and utilizes chemical communication in 

order to reproduce. The female moths emit blends of sex pheromones to 

attract the males for mating. The production of Sex pheromones by the 

females of H. armigera occurs in the pheromone glands. Restriction of the 

pest’s population is dependent mainly on the development of strategies to 

control sex pheromone release. Therefore, there is an importance to 

understand the molecular mechanisms responsible for sex pheromone 

production, in order to find strategies to disrupt mating. 

In many moth species, sex pheromone synthesis is under a circadian control 

and is mediated by a neuropeptide produced in the subosophageal ganglion 

near the brain and termed PBAN (pheromone biosynthesis activating 

neuropeptide). PBAN belongs to a family of peptides with diverse functions- 

PBAN- pyrokinin family, that carry the sequence FxPRLamide (X=G, S or T) 

at the C terminal domain. This represents the minimal and essential sequence 

for pheromonotropic activity. The receptor for PBAN (PBAN-R) was identified 

in the sex pheromone gland of the female moth of H. zea. It is coupled to        

a G protein. Additional receptors were found in other species, including          

H. armigera. Using an analog to PBAN, which was labeled with a photo 

affinity group and with biotin, and pheromone glands of adult female moths of 
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H. armigera, specific binding of PBAN to a 50 kDa protein bound to the cell 

membrane was demonstrated. 

The main target of the present study is the characterization of the PBAN-R in 

the H. armigera moth, at the protein and gene levels. The study, performed on 

female moths of H. armigera, examines the hypothesis, that there are 

receptors for PBAN in different tissues of the moth’s body, in addition to the 

pheromone gland, and that those receptors are sites of action to additional 

activities of PBAN or PBAN-like peptides. In the first part of the thesis, the 

possible presence of the PBAN-R at the protein level was deduced in tissues 

other than the pheromone gland and in Sf9 cells expressing the gene of          

H. zea PBAN-R, which is similar to the receptor from H. armigera. Sf9 cells, 

expressing the PBAN-R were used as a positive control for the developed 

ligand-binding assay. 

In the second part of the thesis, the presence of the gene encoding for the 

receptor was examined in the different tissues in order to confirm that the 

proteins identified in those tissues are indeed receptors for PBAN. In the third 

part, the involvement of second messengers in sex pheromone production 

was studied in order to clarify the PBAN-R’s function in pheromone 

biosynthesis at the cellular level, in the pheromone gland. The last part of the 

thesis examined the pheromonotropic activity of peptides belonging to the 

PBAN- pyrokinin family and of PBAN-like peptides on the pheromone gland of 

H. armigera females.   

In the attempt to identify the PBAN-R protein, a biological analysis, based on 

the binding of a PBAN ligand labeled with a photo affinity group and with 

biotin to membrane preparation from the tissues, was used. By SDS-PAGE 

and Western blot analysis the proteins to which the labeled ligand was bound 

were identified. In these experiments, specific binding to proteins (50 kDa) 

was identified in membranes prepared from the brains, thoracic ganglion, 

ventral nerve cord and in the pheromone glands, as well as in Sf9 cells 

expressing the H. zea PBAN-R gene. The results indicate the presence of 

receptors for PBAN or receptors similar to PBAN-R, with a specificity to PBAN 

in the neural tissues in the moth’s body. Nevertheless, in two other tissues 

which were tested, the wing muscle and the bursa & spermatheca, the 

demonstration of the protein receptor was impossible by the Western blot 
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method due to interference by endogenous biotinylated proteins. In these two 

tissues, an in vitro test was performed in order to demonstrate the possible 

presence of PBAN-like activity. This cyclic-AMP (cAMP) test was based on 

the fact, that PBAN induces a rise in intracellular cAMP in the pheromone 

gland. In the wing muscle and the bursa & spermatheca, no significant effect 

of PBAN on the intracellular cAMP production was found, as opposed to the 

pheromone glands, in which a significant rise in the intracellular cAMP 

production was observed as a function of the concentration of PBAN in the 

physiological solution. Thus either the wing muscle and the bursa & 

spermatheca do not respond to stimulation by PBAN or PBAN induces a 

different second messenger pathway in these tissues.   

The presence of a gene encoding for the PBAN-R or for a receptor similar to 

PBAN-R in the different tissues of H. armigera females was determined by 

testing the presence of mRNA, which is transcripted from a cDNA that 

encodes for PBAN-R (or for a similar receptor), in each tested tissue. Primers 

were designed specifically to code for an 81 bp amplicon of the PBAN-R. 

Using BLAST search that was performed on the cDNA sequences which were 

subsequently obtained from the tested tissues, a 96-100% homology was 

found to the sequence of the gene encoding the H. armigera PBAN-R. The 

conclusion from those results is that the gene encoding to PBAN-R (or a 

similar gene) indeed exists and is expressed in the tested tissues; the 

pheromone glands, the brain, the thoracic ganglion and the ventral nerve 

cord. Therefore, we can conclude that the 50 kDa proteins found in those 

tissues are indeed receptors for PBAN-R or similar receptors. Nevertheless, in 

the wing muscle, in which it was found that the tissue apparently do not 

contain receptors for PBAN, the cDNA’s sequence was found to be 

homologous to the gene encoding for H. armigera PBAN-R, and therefore 

may represent another receptor, similar to the PBAN-R, which may use a 

different second messenger mechanism.  

The third part of the thesis tested the involvement of Ca2+ in pheromone 

biosynthesis in order to determine the function of PBAN-R in that process at 

the cellular level. It was performed using in vitro bioassays, in which 

pheromone glands were incubated with calcium channel blockers of different 

modes of action. The results show that from the examined materials,               
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SKF 96365 and verapamil significantly inhibited pheromone production in the 

pheromone gland, whereas amiloride did not affect pheromone levels. Since 

SKF 96365 is known as an inhibitor of Ca2+ entry mediated by a receptor, the 

fact that it prevents pheromone production indicates that the entry of Ca2+, 

which is essential to the pheromone biosynthesis, to the cell is mediated by 

the PBAN-R.   

The last part of the thesis examined the pheromonotropic activity of peptides 

belonging to the PBAN- pyrokinin family and of PBAN-like peptides using in 

vitro bioassays, that examined the sex pheromone level produced as a 

function of the concentration of each peptide. The results indicated that most 

of the peptides related to PBAN, including those that are encoded by the 

same gene as PBAN (and termed PGNs), have a pheromonotropic activity in 

the pheromone glands of H. armigera females, but with different affinities. 

In conclusion, the present study demonstrated for the first time the presence 

of receptors for PBAN (or receptors similar to PBAN-R) in the neural tissues 

of the H. armigera female’s body at the protein level and identified in those 

tissues and in the pheromone glands genes encoding the PBAN-R (or to 

similar receptors). It should be mentioned that in the present study, the genes 

encoding to the receptors, which were found in the tested tissues were not 

fully sequenced, and it has not yet been examined whether PBAN is the 

peptide with the highest affinity to these receptors, compared to other PBAN-

like peptides. Therefore, it can not yet be determined with certainty whether 

those are PBAN receptors or receptors for other peptides, which are produced 

in H. armigera, such as the PGNs. Moreover, the present study indicated that 

most of the peptides related to PBAN, including the PGNs, have 

pheromonotropic activity in the pheromone glands of H. armigera females. 

The meaning of this is that PBAN may have a functional similarity to related 

peptides, which suggests that PBAN mimics activities in these tissues where 

the PBAN-like peptides work. Finally, the study demonstrated that the specific 

binding between PBAN and the PBAN-R in the cell membrane of the 

pheromone gland mediates sex pheromone biosynthesis by activating second 

messengers in the cell (cAMP), and that Ca2+ is essential for biosynthesis. 

The present study might help in our understanding of the molecular 

mechanisms responsible for sex pheromone production. This work, together 
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with additional studies on this subject, will contribute to development of an 

efficient and specific control of pest populations, which is based on the 

interruption of sex pheromone biosynthesis in female moths, a subject of large 

economic importance.     
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