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 תקציר

משמשות להדברה  טפילות על חרקיםה Heterorhabditisמהמשפחה  נמטודות אנטומופתוגניות

 דרגהזחל מ הוא הדרגה המדביקה bacteriophora Heterorhabditisביולוגית של מזיקים. בנמטודה 

זחל זה נקרא זחל אינפקטיבי )ז"א(. ; המותאם להישרדות בקרקע ונמצא במצב של עצירת התפתחות שלישית

בי מחדש את התפתחותו: הוא מתפתח לזחל דרגה כאשר הוא מאתר פונדקאי וחודר אליו, הזחל האינפקטי

מאפיין את האינטראקציה  Recovery-תהליך ה. Recovery"תהליך זה נקרא " ;רביעית ואחר כך לבוגר

 יפונדקאי שכן הוא מתרחש בחשיפה של השלב האינפקטיבי לפונדקאי. הבנת המכאניזם המולקולאר-טפיל

זו שהתפתחו  הבהבנת המנגנונים השונים של אינטראקציפונדקאי יכולה לעזור -של האינטראקציה טפיל

 בנמטודות טפילות. 

תוך השוואה  Recovery-בתהליך ה המתבטאים זיהוי ובידוד גניםמטרות המחקר העיקריות היו: 

לגנים המתבטאים  םפונקציונאליימבחנים אפיון ביטוי גנים נבחרים בתהליך זה ועריכת , למערכות אחרות

 . כמו כן, זיהוי של חלבונים המתבטאים בתהליך.Recovery-בתהליך ה

 .H -ב פותח ,Recovery-של תהליך ה יבכדי לענות על מטרות המחקר ולאפיין את המנגנון המולקולאר

bacteriophora .מבחן זה כלל חשיפת ז"א להמולימפת חרק  מבחן ביולוגי לזיהוי מוקדם של התהליך

על סמך המבחן  הנמטודה. אירוע המציין את תחילת התהליך.מ יובחינת מועד הפרשת החיידק הסימביוט

מז"א שנחשפו לפונדקאי, לאחר שלוש שעות ולאחר שש שעות חשיפה  cDNAהביולוגי הוכנו ספריות 

של ז"א שלא נחשפו לפונדקאי ולפיכך נמצאים  cDNAלהמולימפה של הפונדקאי, שהופחתו ע"י ספריות 

מספריות ההפחתה בשני המועדים  ESTsרצפי  שש מאות. (developmental arrest)בעצירת התפתחות 

 םלאורגניזמי; שונים םרוצפו והושוו למאגרי מידע חלבוניים. נמצאו גנים בעלי הומולוגיות לאורגניזמי

 אאוקריוטים, בניהם לנמטודות טפילות על יונקים ורצפים הומולוגיים לחלבונים מהנמטודה החופשייה

Caenorhabditis elegans,  המשמשת כמודל למחקר ביולוגי נרחב. כמו כן נמצאו גנים ללא הומולגיה

 לגנים ידועים. 

מבין הגנים שנמצאו . תהם השתייכו למספר קבוצות פונקציונאליו על בסיס אנוטציית הגנים, נמצא כי

מת מצביע על רשונים, ממצא ה מסלולים מטבולייםידועים רבים המעורבים בC. elegans -הומולוגיים ל

לעומת ז"א שנמצאים בעצירת התפתחות. מתוך הגנים בשתי  Recoveryשעוברים  בז"אמטבוליזם גבוהה 

 תוך השוואה למערכות אחרות: הספריות בחרנו עשרים ושלושה גנים להמשך אפיון, הבחירה נעשתה

-ך הביטויים של גנים אלו אופיין במהלך תהלי .וכן לנמטודות טפילות אחרות, לנמטודות חופשיות

Recovery בשיטת Real time qPCR . התוצאות מראות עליה משמעותית בביטוי גנים, לאחר שלוש שעות

חשיפה להמולימפה בגנים שבודדו מספריית שלוש השעות, וכך גם לגבי גנים שבודדו לאחר שש שעות 

 חשיפה להמולימפה. תוצאות אלו תומכות בתוצאות הספריות.

וכתוצאה מההשתקה התקבלו פנוטיפים שונים כגון: עצירת  RNAi יטתגנים הושתקו בש עשרים ושלושה

בז"א שהתפתחו  Recovery-התפתחות, מוות עוברי, צאצאים עקרים ועוד. בשלב הבא נבדק שיעור ה

 Recovery-גנים אשר השתקתם פוגעת בתהליך ה שמונה נמצאו מהנמטודות בהן הושתק הגן הרצוי.

שתקתם חלה ירידה משמעותית באחוזי הזחלים האינפקטיביים היוצאים עם ה .H. bacteriophora בנמטודה



 .Recovery-משלב זה וממשיכים להתפתח לדרגה הבאה. על כן ככל הנראה גנים אלו חיוניים לתהליך ה

gei-17: (GEX Interacting protein ) ;ילסרין טראונין קינאז טרנס ממברנל מקודדה :akt-1הגנים הם: 

: ttl-15; מקודד לגלובין תוך תאיה E3 SUMO-ligase; glb-1: (GLoBin)-מקודד לה

((TransThyretin-like; ahcy-1: המקודד לאנזים S-adenosylhomocysteine hydrolase; pinin: 

(pnn) מקודד לחלבון הSR-like; tnt-2: (TropoNin T family member )מקודד לטרופוניןה-T; 

Integral transmembrane protein-1 :itm-1 .יתרה מכך, לפחות שניים מהגנים ,akt-1 ו-glb-1, 

 שהינו אחד המסלולים המווסתים כניסה ויציאה ממצב של זחל, insulin/IGFIקשורים ישירות למסלול 

הינו פחות ידוע  Recovery-הקשר של שאר הגנים לתהליך ה .C. elegansעמיד )המקביל לז"א( בנמטודה 

בנמטודות אנטומופתוגניות  Recovery-לכל גן. חיוניותם של גנים אלו לתהליך הומצריך מחקר פרטני יותר 

 ידועה לפני מחקר זה. הלא היית

 Recovery-בנוסף לביטוי הגנים בדקנו גם את החלבונים המתבטאים בז"א הנמצאים בתהליך ה

שנחשפו  בהשוואה לז"א שנמצאים בעצירת התפתחות. לשם כך הופקו חלבונים מזחלים אינפקטיביים

להמולימפה לאחר שלוש שעות ולאחר שש שעות בהשוואה לחלבונים שהופקו מזחלים אינפקטיביים שלא 

התוצאות הראו שינויים בביטוי החלבונים . 2D gelsנחשפו להמולימפה. בדיקת ביטוי החלבונים נעשתה ע"י 

-יים במהלך תהליך הבין הטיפולים השונים. החלבונים העיקריים אשר הופיעו רק בזחלים אינפקטיב

,Recovery  נשלחו לזיהוי ע"יLC/MS/MS . על בסיס התוצאות והשוואה למאגרי מידע זוהו מספר

וכמה חלבונים הידועים  C. elegansבנמטודה  Recovery-חלבונים הידועים כמעורבים בתהליך ה

נים שהתבטאו בתהליך פונדקאי בנמטודות טפילות. נראתה הקבלה בין החלבו-כמעורבים באינטראקציה טפיל

 וגנים שנמצאו בספריות ההפחתה.  Recovery-ה

הגנים  Recovery.-החיוניים לתהליך ה H. bacteriophoraלסיכום, בעבודה זו הראנו שמונה גנים של 

הנמצאים במסלול  C. elegansגנים בעלי הומולוגיה לגנים של  ,בקבוצה הראשונה .נחלקים לשתי קבוצות

מפתיע מאחר ואורח  הזה בין הנמטודה הטפילה על חרקים והנמטודה החופשיי דמיון שלה. Recovery-ה

הנמטודה הטפילה מזהה את הפונדקאי, חודרת אליו באופן אקטיבי, מתחמקת ממערכת : חייהן כה שונה

בנמטודה החופשייה . Recovery-החיסון שלו, ולאור האינטראקציה הזו עם הפונדקאי מתחילה את תהליך ה

ירידה בטמפרטורה ועליה , שינוי ברמות פרומון אחרים וכוללים הם Recovery-זאת הסיגנלים ללעומת 

ואינם  Recovery-גנים נוספים המשפיעים על תהליך ה מצאנו ברמת המזון. בקבוצה השנייה של הגנים

אחרות של הנמטודות הטפיליות חלקם בעלי הומולוגיה גבוהה יותר לגנים , C. elegans-ידועים ככאלה ב

על בני אדם. הגנים בקבוצה הראשונה התומכים בהשערה כי ישנו מסלול  הטפילה ,Brugia malayiכגון 

הגנים  .H. bacteriophora-ול C. elegans-של כניסה ויציאה ממצב של זחל אינפקטיבי המשותף ל

שיות, המווסתים לאלה הנמצאים בנמטודות חופ ישנם מסלולים נוספיםבקבוצה השנייה תומכים בהשערה כי 

 את התהליך בנמטודות אנטומופתוגניות בתגובה לחשיפה לפונדקאי.

בנמטודה                 Recovery-ממצאים אלה מעידים על כך שישנם שני שלבים עיקריים בתהליך ה

H. bacteriophora  ובכל שלב מופעל מסלול להעברת סיגנלים שונה, בתגובה לסיגנל חיצוני שונה. בשלב

שון, בתגובה לסיגנלים מהפונדקאי מופעל מסלול העברת סיגנלים שנמצא רק בנמטודות טפילות ובו הרא



סביר להניח שמעורבים גנים מהקבוצה השנייה. בשלב השני מופעלים מסלולי העברת סיגנלים המופעלים 

 .H -ם ולנמטודה הטפילה על חרקי C. elegans -בתגובה לסיגנל מזון המשותפים לנמטודה החופשייה 

bacteriophora השמור לאורך האבולוציה ובו מעורבים גנים מהקבוצה הראשונה. סביר להניח ,

 שבנמטודות טפיליות מסלולי העברת סיגנלים אלה חופפים בחלקם, אך הסיגנל המפעיל אותם שונה.

ות בנמטודות פרזיטי Recovery-הלמניעת  דרכיםממצאי העבודה הנוכחית עשויים גם לסייע למצוא 

ת התהליך או פיתוח אבעלי חיים. גישות אפשריות הן השתקת גנים חיוניים להשרבמזיקות בצמחים וה

  בנמטודות טפילות. Recovery-הגנים אלו החיוניים לתהליך  של פעילותהחומרים/תרופות המונעים את 

 

 

 

 

 

 

 



 תוכן עניינים
 

 תקציר
  

  מבוא .1
 1 ........................................................................................ נמטודות אנטומופתוגניות 1.1

 H. bacteriophora ............................................ 1לוגיה ומחזור החיים של הנמטודה ביו 1.2

 2 ................................................................................ של הזחל האינפקטיבי ומאפייני 1.2.1

 4 ........................................................................ יחסי הגומלין בין הנמטודות לחיידקים 1.3

 5 ..................................................... תהליך הפתוגניות של הנמטודות וחיידק הסימביונטי 1.4

 6 ................................................... שימוש בנמטודות אנטומופתוגניות להדברה ביולוגית  1.5

 Recovery? .................................................................................................. 7מהו  1.6

 8 ............................... ליות שונותיטפ בנמטודות Recovery-תהליך הגורמים המשרים את  1.6.1

 9 ...................................... כמאפיין את האינטראקציה טפיל פונדקאי Recovery-התהליך  1.6.2

 H. bacteriophora  ............................................................ 10-ב Recovery-תהליך ה 1.6.3

 C. elegans ........................................................................ 11-ב Recovery-תהליך ה 1.6.4

 C. elegans ................. 12-ב dauerל של זחמסלולים גנטיים המבקרים כניסה ויציאה ממצב  1.7

 12 ........................................................... (Guanylyl ceclase)גואניליל ציקלאז מסלול  1.7.1

 TGF-like............................................................................................... 12מסלול  1.7.2

 Insulin-like ............................................................................................. 13מסלול  1.7.3

 15 ........................................................... (steroid hormone)מסלול הורמון סטרואידי  1.7.4

 16 ...................................................................................................... מטרות המחקר 1.8

 

 חומרים ושיטות המחקר .2
 17 ...................................................................................... זני נמטודות ושיטות גידול  2.1

 Recovery bioassay ................................ 18 -הכנת המולימפה למבחן השריית התפתחות  2.2

             H. bacteriophora  ........................................ 18-מבחן להשראת התחדשות התפתחות ב  2.3

 RNA ....................................................................................................... 18הפקת   2.4

 19 ............................................................................................ הכנת ספריות הפחתה  2.5

 ESTs ................................................................................................ 19 של אנליזה  2.6

2.7  Real Time quantitative PCR ........................................................................... 19       

  H. bacteriophora ....................... 20-ומ C. elegans-מ unc-22-ו dpy-13בידוד הגנים   2.8

 dsRNAi  .......................................................... 21 -כתבנית ל םם ליניארייהכנת מקטעי  2.9

2.10In vitro transcription   ליצירתdsRNAi ............................................................. 21           

          RNAi  ...................................... 22 (RNA-mediated interference)י"השתקת גנים ע 2.11

                                  RNAi ................................. 23י "גן הרצוי עלאחר השתקת ה Recovery-מבחן ביולוגי ל 2.12

            H. bacteriophora ..................................... 23ת חלבונים מזחלים אינפקטיביים של הפק 2.13

 23 ......................... החלבון וקביעת רצף( לים בשני ממדים'ג) 2D gelsהפרדת חלבונים על  2.14

 

 תוצאות .3

                                                  Recovery   ............................................................... 25-מבחן ביולוגי לתהליך הפיתוח  3.1

  28 ..................................................................................................... ספריות הפחתה 3.2

 28 ............ להמולימפה חשיפה שעות 6 לאחר ההפחתה מספריית (ESTs) הרצפים של אנליזה 3.2.1

 28 ............ להמולימפה חשיפה שעות 3 לאחר ההפחתה מספריית (ESTs) הרצפים של אנליזה 3.2.2

  29 ........................................................ הפחתהמספריות ה ESTs-טבלאות אנוטציה של ה 3.3

 29 ............................................. שעות לושמספריית ההפחתה של ש ESTs-אנוטציה של ה 3.3.1

 33 ................................................ מספריית ההפחתה של שש שעות ESTs-אנוטציה של ה 3.3.2

           KEGG ............................... 38עפ"י  מטאבוליים מסלולים פי על לקבוצות ESTs-ת החלוק 3.4

ESTs 3.4.1  38 ................................................................... שעות שלושמספריית הפחתה של             



ESTs 3.4.2 38 ...................................................................... שעות ששפריית הפחתה של מס 

  41 ....................................................................................... בחירת גנים להמשך אפיון 3.5

              42 ........................................................................ שעות שלושהגנים שנבחרו מספריית  3.5.1

 44 ........................................................................... שעות ששהגנים שנבחרו מספריית  3.5.2

 RT-qPCR ....................................................................... 45בדיקת שעתוק הגנים ע"י  3.6

              H. bacteriophora ....................... 46 -ומ C. elegans-מ unc-22-ו dpy-13הגנים בידוד  3.7

 H. bacteriophora ......................................................... 47-ב dpy-13השתקה של הגן  3.8

   H. bacteriophora  ............................... 47 -בdsRNAi   י"ע שנבחרו גניםה 23 השתקת 3.9

 dsRNAi .............. 48 ע"י לאחר השתקת הגן הרצוי H. bacteriophora-פנוטיפים שנראו ב 3.9.1

             dsRNAi...................... 53 י"ע הרצוי הגן השתקת לאחר IJs-בRecovery -מבחן לתהליך ה 3.9.2

                    Real Time qPCR ........................... 55ע"י  RNAiבדיקת ביטוי הגנים לאחר השתקה ע"י  3.9.3

                                                                              Recovery ............................................................... 57-ה תהליךמהלך ב חלבונים ביטוי 3.10

                                             LC/MS/MS ............................................................................ 60ע"י  זיהוי החלבונים 3.10.1

                                                                                   61 ....... חשיפה להמולימפה פרוט החלבונים שהתבטאו בזחלים אינפקטיביים לאחר שלוש שעות 3.10.2

                                     66 ..............................................  ת חשיפה להמולימפהשעו ששל לאחר 'חלבונים שזוהו מג 3.10.3

 66 .......... חשיפה להמולימפה שעות שפרוט החלבונים שהתבטאו בזחלים אינפקטיביים לאחר ש 3.10.4

                                                                                        

 ומסקנות דיון .4
                                              Recovery .................................................................................. 68-יך התהלהשריית  4.1

 Recovery .......................................................... 70-שינויים טרנסקריפטומים בתהליך ה 4.2

 Recovery .................................................................................... 74-גנים החיוניים ל 4.3

  Recovery ................................................................ 80-חלבונים המתבטאים בתהליך ה 4.4

 81 ...................................................................... בראי האבולוציה Recovery-תהליך ה 4.5

 84 ................................................................................................................. סיכום 5.5

 

 87 ..........................................................................................  ביבליוגרפיה .5
 

 נספחים .6
 1 .................................................................................................... תמיסות ומצעים 6.1

 2 .................................................................................................. רשימת פריימרים 6.2

6.32D proteins gels  של חלבונים מזחלים אינפקטיביים בתהליך ה-Recovery .................. 5 

 

 VII .............................................................................. . תוכן עניינים באנגלית7

  

 IV........................................................................................ .תקציר באנגלית8

 
 

  

 



 בואמ  .1 
 

בשתיים. יש נמטודות חופשיות, נמטודות הן תולעים חוטיות הנמצאות במגוון רחב של בתי גידול ימיים וי 

 על בני אדם. ואףעל חרקים ויש נמטודות טפילות על יונקים ויש טפילות על צמחים 

 נמטודות אנטומופתוגניות 1.1

הן טפילות על  Steinernema-ו Heterorhabditis מהסוגים (קוטלות חרקים) פתוגניותואנטומ נמטודות

 פתוגניותהן ו הפונדקאי הרגגורמות להן טפילות מוחלטות הו נמטודות אל .זחלים של חרקים החיים בקרקע

נמטודות אלו  (.Klein, 1990) ד הכולל כמעט את כל סדרות ומשפחות החרקיםוטווח פונדקאים רחב מאל

 בקנה והן נמצאות בשימוש (Grewal et al., 2005)ד כמדבירות ביולוגיות של חרקים מזיקים וחשובות מא

 (.Johnigk et al., 2004) בחממות ובגידולים בעלי ערך כלכלי גבוה, בגינות, ותמידה מסחרי בארצות רב

 –הנמנית על הסוג  Heterorhabditis bacteriophora מהמיןהנוכחית עבדתי עם נמטודות בעבודה 

Heterorhabditis. 

 H. bacteriophoraביולוגיה ומחזור החיים של הנמטודה  2.1

, בוגרים )זכרים, נקבות ונקבות (J1-J4)כולל ארבע דרגות זחל  אלו חיים של נמטודותהמחזור 

 ,זחל המקביל לזחל מדרגה שלישיתכאשר הרמפרודיטיות( וביצים. מחזור החיים הראשון בפונדקאי מתחיל 

זחל זה מתפתח לזחל חודר להמולימפה של הפונדקאי.  ,IJ (infective juveniles) "מדביק"הנקרא זחל 

בדור ראשון הבוגרים הן נקבות  .הפריה עצמיתב המתרבה תהרמפרודיטימכן לנקבה  לאחרומדרגה רביעית 

דרך  ,מביצים של נקבות הרמפרודיטיות מדור ראשון ההשני המתחיל הדורהתפתחות הרמפרודיטיות בלבד. 

כוללים זכרים, נקבות ונקבות הרמפרודיטיות המתרבים והמתפתחים לבוגרים  ,(J1-J4) ארבע דרגות זחלים

 הנמטודה מחזור חיים שלם של .(Zioni Cohen-Nissan et al., 1992) בייה עצמית או הדדיתבר

H. bacteriophora  ב שעות 70-60 נמשך ,ביצה בדור הבאמביצה ל ,בפונדקאי-C°25  'ראה תמונה מס(

 ,Kahel-Raifer and Glazer) שעות 12עד  10הוא  זחליםהשלבי  תארבעממשך כל אחד  .(בעמוד הבא 1

גוברת הצפיפות , כשבועיים נמשךה ,יית זחל החרקומחזורי חיים בגו שניים עד שלושהלאחר . (2000

מתפתחים לזחלים אינפקטיביים  השנייזחלים מדרגה  ,במצב זה .ויית החרקופוחתים המזון והחמצן בגו

, שלהם מכילים את החיידק הסימביונטי במעישלישית. הזחלים האינפקטיביים ה במקום לזחלים מדרגה

 .פונדקאי חדש ומחפשיםיית החרק וועוזבים את ג

1 
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 בתוך גויית החרק הפונדקאי H. bacteriophoraמחזור חיים של הנמטודה : 1 פרתמונה מס

הנכנס  ((infective juvenile, IJ, מתחיל מזחל אינפקטיבי הפונדקאי מחזור החיים של הנמטודה בתוך גויית זחל :1תמונה מס' 

מתרבה ברבייה עצמית. ית אשר הרמפרודיטנקבה ל זחל זה מתפתח .ומתפתח לזחל מדרגה רביעית  Recoveryעובר ,לפונדקאי

ואח"כ  J4ורביעית  J3, שלישית J2 ההמתפתחים לזחלים מדרגה שנייJ 1מהביצים המופרות בוקעים זחלים מדרגה ראשונה 

הופכים הזחל הפונדקאי,  גווייתמחזורי חיים בתוך  2-3לאחר . יותהרמפרודיטנקבות שני זכרים, נקבות והוללים בדור כלבוגרים ה

לחפש  לקרקעהפונדקאי  גוייתמפורצים ו הסימביונטי החיידק את הנושאים IJsזחלים מדרגה ראשונה לזחלים אינפקטיביים 

 .פונדקאי חדש
 

 

 ניו של הזחל האינפקטיביימאפי 1.2.1

במשך מחזור חייהן ( הפונדקאי מחוץ לגוף החרק)היחידה השורדת בקרקע  הזחל האינפקטיבי הינו הדרגה

 אקטיבי של לחיפוש, יולוגית לשהייה ארוכה בקרקעזהוא מותאם מבחינה מורפולוגית ופי .של הנמטודות

והוא מסוגל לשרוד בקרקע א.( 2)ראה תמונה מבנה גופו צר ומותאם לתנועה מהירה  .פונדקאי ולהדבקתוה

 נמצא במצב של עצירת התפתחות הזחל האינפקטיבי. (Glazer, 2002) חודשים יותר משלושה

(developmental arrest,) המטבוליזם  ד.וורמת המטבוליזם שלו נמוכה מא חסומים פיוגפי  ,הוא אינו ניזון

 ,ליפידים בצורה של טריגליצרידיםשל בעיקר  ,של הזחל האינפקטיבי מותאם לניצול מאגרי אנרגיה פנימיים

 תמיטוכונדריוריבוי של בו דרמליותומאגרי מזון בבלוטות היפכך הוא מצויד ב משוםוגליקוגן,  של אך גם

(Burnell, 2005). ב.(2)ראה תמונה  ביחס לדרגות האחרות מאודמפותחים  שלו חישההאברי  ,כמו כן ,

בעודו , כגון יובש או מים חופשיים ,מלחצים אוסמוטיים משתנים עליו נהיהמגקוטיקולה כפולה בעל הוא ו

 . (Glazer, 2002) מחפש את החרק הפונדקאי בקרקע
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 זחל אינפקטיבי :2 פרתמונה מס

                            

הוא מותאם לתנועה בקרקע והמבנה צר ובעל קוטיקולה כפולה, הינו  H. bacteriophoraזחל אינפקטיבי של . : א2תמונה מס' 

אלקטרוני סורק של ראש הזחל האינפקטיבי, ניתן לראות את אברי החישה  פבמיקרוסקו. צילום במכיל חומרי תשמורת בגופו. 

 ניסן.-בקדמת הראש מסביב לפתח הלוע )החיצים מצביעים על שניים מאברי החישה( ואת פתח הלוע. צולם ע"י שלומית כהן

 

 

)ראה  ובמעי של Photorhabdus luminescensי הסימביונט החיידק את הנושא הזחל האינפקטיבי

פונדקאי בקרקע  של חרק מאתר זחל ,בהמשך( 1.3לגבי יחסי הגומלין בין הנמטודה לחיידק בסעיף  פירוט

להמוצל של  או חודר( פי הטבעת ופתחי הנשימה, פה)טבעיים הפתחים הדרך לתוכו נכנס ע"י כמוטקסיס ו

הוא הפונדקאי של מוצל לה. מרגע שהזחל האינפקטיבי חודר הקוטיקולה הקורעת את בעזרת שן זחל החרק

את החיידק  באופן אקטיבי מפרישמתחיל להתפתח: גפי הפה נפתחים, מערכת העיכול הופכת לפעילה, והוא 

החיידקים המופרשים . (Johnigk, 1999; Ciche and Ensign, 2003) של החרק ולימפהלהמהסימביונטי 

מתחילים להתרבות ומפרישים , בהמשך( 1.4בסעיף  פירוט)ראה  מתחמקים מהתגובה החיסונית של החרק

הזחל  .שעות 48-24הורגים את הפונדקאי תוך  אשר ,םיאנזימים פרוטאוליטיו רעלנים כגון חומרים שונים

אשר מתפתח לנקבה  ,עיתידרגה רבמלזחל גדל ו תחותומחדש את התפ ,ןניזו האינפקטיבי המשתנה,

 (.3)ראה תמונה מס'  כך מתחיל מחזור החיים הראשון בגוף החרק. ברבייה עצמית המתרבה יתהרמפרודיט

 

 ב.  
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 והחיידק הסימביונטי  H. bacteriophoraהנמטודה  התהליך הפתוגני והתרבות: 3 פרתמונה מס

 
 

        ונגמר בזחלים אינפקטיביים שהם בעלי היכולת לשרוד בקרקע ולחפש פונדקאי חדש.מחזור חיים זה מתחיל  :3תמונה מס' 

הפרשה של . 3זחל אינפקטיבי זוחל על זחל פונדקאי במטרה להיכנס פנימה.  .2 אינפקטיבי מחפש פונדקאי בקרקע.ההזחל  .1

מתרבה ומפריש Photorhabdus luminescens החיידק המופרש  .4החיידק הסימביונטי המתרחשת בתוך המוצל הפונדקאי. 

הנמטודות משלימות  .6שעות )צבעו הופך אדום בגלל החיידק(.  48הזחל הפונדקאי מת תוך  .5 .חומרים ההורגים את הפונדקאי

דלדל והצפיפות גוברת נוצרים זחלים אינפקטיביים הנושאים את החיידק תכאשר המזון מ .7מחזורי חיים בגויית הזחל.  2-3

 נמשך ,מהדבקת הפונדקאי ועד להגחת זחלים אינפקטיביים ,יוצאים לחפש פונדקאי חדש. מחזור חיים זהויונטי במעי שלהם הסימב

 יום לערך בתנאי מעבדה. 14

 

 

  גומלין בין הנמטודות לחיידקיםהיחסי  3.1 

יידק חזהו  ,Photorhabdus luminescens ואה H. bacteriophora החיידק הסימביונטי של הנמטודה

 Enterobacteriaceae.-למשפחת ה והוא שייך כצורת מקלוןפקולטטיבי, צורתו  יאנאירובגרם שלילי, 

, Plesiomonas shigelloidesים חשובים של יונקים כגון יחיידקים פתוגנגם למשפחה זו שייכים 

Salmonella ,Escherichia coli  .הסוג ועודPhotorhabdus ע"י לוציפראז  לייצר אור וביכולת ןמאופיי

בשנת  .bioluminescence (Boemare, 2002))החיידק היבשתי היחיד הידוע כבעל לומינציה ) והוא

של  P. luminescens subsp. Laumondii TT01 הושלם ריצוף הגנום של החיידק הסימביונטי 2003
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גנים  4,839 י להכילנמצא כי הוא צפוו ,מגה בסיסים 5.68שגודלו   H. bacteriophoraהנמטודה

(Duchaud et al., 2003). 

 הוא הדדיות מוחלטתבמעי הקשר בין הנמטודה לחיידק הסימביוטי שהיא נושאת 

(obligate mutualism) , להתרבות וכדי לגבור על הפונדקאי. כאשר כל אחד מהצדדים זקוק לשני כדי

מעביר אותו לתוך ההמוצל של והאת הפונדקאי באופן אקטיבי  מחפשה רהחיידק מנצל את הנמטודה כווקטו

 על ןלהגוכדי של החרק הפונדקאי,  להתגבר על המערכת החיסונית כדי חרק. הנמטודה זקוקה לחיידקה

כמקור משמשים גם . החיידקים נמטודות חופשיות וחרקים ,ת החרק מספרופיטים שונים כגון חיידקיםייוגו

לגרום להרג בדרך כלל אינם מצליחים  ,ללא החיידק הסימביוטי ,מזון לגדילה והתרבות. זחלים אינפקטיביים

 .(Han and Ehlers, 2000)הם אינם מצליחים לגדול ולהתרבות  ,אך אם הם מצליחים ,הפונדקאי

החיידק הסימביונטי יכול לשרוד שבועות רבים במעי של הזחל האינפקטיבי עד אשר הוא מופרש בתוך  

 150-130-נושא כ  H. bacteriophora. הזחל האינפקטיבי שלוהופך לפתוגני ההמוצל של זחל הפונדקאי

. החיידק (Ciche and Ensign 2003; Ciche, 2006)בעיקר בחלק הקדמי של המעי  ,חיידקים סימביונטים

. ההפרשה Recovery-המרמז על הקאה כחלק מתהליך ה ,טי מופרש דרך הפה בתהליך אקטיבינהסימביו

כאשר צברים של חיידקים או חיידקים בודדים  ,דקות 300האקטיבית מתרחשת בפולסים ויכולה להמשך עד 

-. האינטראקציה חיידק(Ciche and Ensign, 2003)כל שתי דקות בבקצב של סימביונט אחד ם מופרשי

הנמטודות מבחינות בין החיידק הסימביונטי לחיידק לא סימביונטי. בניסיון להבין את , תספציפי ההינ נמטודה

אשר אינם מועברים ע"י  P. luminescens חיידקי שלהגורמים לספציפיות זו, נמצאו כמה מוטנטים 

המנגנון המאפשר את הזיהוי והספציפיות בין הנמטודה אך  .(Bennett and Clarke, 2005) הנמטודות

לחיידק עדיין אינו מובן. כמו כן עדיין לא ידוע איך החיידק אינו פתוגני לזחל האינפקטיבי או איך הוא אינו 

בעיקר מתאי החיידקים ניזונות  ,למעט הזחל האינפקטיבי ,מעוכל במעי הזחל כאשר כל דרגות הנמטודה

 קרומולקולות המסופקות ע"י החיידקים.ים וממיהסימביונט

 

 ות של הנמטודות והחיידק הסימביונטיתהליך הפתוגני 4.1

מסייר ותר אחר חרק פונדקאי מתאים בקרקע באופן  H. bacteriophoraהזחל האינפקטיבי של 

           וחומרים נדיפים המשתחררים ע"י הפונדקאי, ונמשך גם לחומר CO2אקטיבי. הוא חש רמות של 

E-beta-caryophyllene  טרפן המשתחרר משורשי צמחים כאשר הם נפגעים הנקרא (Rasmann et al., 

בו יש שהם בעלי חישה כימית לא רק לגילוי הפונדקאי אלא גם למיקום  םזחלים אינפקטיביי ,כלומר .(2005

  .סבירות למצוא אותו

של כאשר הזחל האינפקטיבי נכנס לתוך ההמוצל של הפונדקאי, עליו להתמודד עם התגובה החיסונית 

מורכבת מתגובה תאית והומורלית. פונדקאי חרק השל ה. התגובה החיסונית (Li et al., 2007) החרק

התגובה התאית כוללת פאגוציטוזה )בליעה ע"י המוציטים( ונודולציה )קשירה של המוציטים רבים לחיידק 

פפטידים אנטימיקרוביאליים כגון סקרופין  התגובה ההומרלית כוללת (.aggregate-צברליצירת 

(Cecropin וכמו ) הפעלת מפל פנולאוקסידאז,כן אנקפסולציה, ומלניזציה ע"י (PPO) 

Prophenoloxidase cascade (Allen and MacDonald, 1998; Li et al., 2007) ,מס' )ראה תמונה 

5



ונטי פועלים יחדיו כנגד המערכת החיסונית של החרק הפונדקאי. הנמטודה חיידק הסימביה(. הנמטודה ו4

מונעת את תגובת השרשרת של פנולאוקסידאז, הדרושה לזיהוי של גורם זר ולמלניזציה וכמו כן את 

והחיידק הסימביונטי משפיע על המערכת  (Jarosz, 1996)הפעילות האנטימיקרוביאלית של ההמולימפה 

יכול למנוע פאגוציטוזה  Photorhabdus. (Jarosz, 1998)ית טפונדקאי ע"י פעילות אנזימהחיסונית של ה

 ,.Au et al)כנראה ע"י הריסת ההמוציטים של החרק או ע"י שיבוש יכולת הבליעה שלהם  ,ע"י הפונדקאי

2004).  

זחל רביית הנמטודות בתוך ללהתפתחות ו תאופטימאליסביבה על מנת להרוג את הפונדקאי וליצור 

( Prtמתאלופרטאזות ) RTX-like( כנגד חרקים, Tcsמפריש החיידק קומפלקס של רעלנים ) ,החרק

. (Bowen et al., 1998) ואנזימים שונים הכוללים ליפאזות, פרוטאזות, אנטיביוטיקות וליפופוליסכרידים

מספק נישה  ין החיידק הסימביונטכמו כ שעות לאחר חדירת הנמטודות. 48-24החרק הפונדקאי מת תוך 

, מוגנת לו ולנמטודה ע"י ייצור חומרים אנטיביוטיים למניעת זיהומים ע"י חיידקים אחרים, נמטוצידים

 . (Ciche, 2007) המרחיקים נמטודות אחרות ואפילו חומרים המרתיעים נמלים המחפשות גויות חרקים

 

 נמצאו בתוך חרק פונדקאיש יםיזחלים אינפקטיבמלניזציה של : 4תמונה מספר 

 
 

ניזציה ואנקפסולציה בתוך המולימפת החרק לאשר עברו מ H. bacteriophoraזחלים אינפקטיביים של  :4תמונה מס' 

אחד האנזימים החשובים במערכת  זהו .(PPO)ע"י פנול אוקסידאז , Galleria mellonella הגדולהדונג זחל של עש   -הפונדקאי

 .ומונע ממנו להתפשט( encapsulation)עוטף את הגורם הזר בקפסולה  ,רם להיווצרות מלנין בהמולימפההחיסון של חרקים הגו

 .10 פי הגדלה (inverted microscope) הופכיצילום במיקרוסקופ אור 

 

 

 שימוש בנמטודות אנטומופתוגניות להדברה ביולוגית 5.1

יבתית בטוחה יותר לקוטלי חרקים כימיים. הדברה ביולוגית חלופה סבמהווה בשני העשורים האחרונים 

הן בעלות תכונות רבות שהופכות אותן למדביר Steinernema -ו Heterorhabditis מהסוגים נמטודות ה

יונקים לשל חרקים אך לא מהוות איום לצמחים, לבעלי חוליות ו מאודהן פתוגניות לטווח רחב ביולוגי מצוין: 
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(Kaya, 1993) . )הן מסוגלות לנוע בקרקע ולאתר באמצעות חישה כימית, ע"י קולטנים )כמורצפטורים

החיידק את המכיל במצע מזון נוזלי,  in-vitroאפשר לגדל נמטודות אלו שעל פני גופן את הפונדקאי. 

 בתרבית נוזלית בנפחים גדולים אפשר לרבותן בביוראקטוריםוהן בעלות יכולת רבייה גבוהה סימביונטי. ה

וקל ליישמם בשדה חודשים  4-3משך . ניתן לאחסן את הזחלים האינפקטיביים לשל עשרות אלפי ליטרים

נמטודות טיפול בלשם הדברת מזיקים.  (Ehlers, 2001)בשיטות פיזור וריסוס קונבנציונאליות 

 Grewal et) בהדרים, בגידולי תות שדה, חמוציות, משתלות, ומשטחי דשאכיום  םאנטומופתוגניות מיוש

al., 2005). 

 בגידול של הנמטודות בביוראקטורים, התפתחות הזחלים בתרבית הראשונית וקצב הגידול אינם הדירים

ומכאן , דבר הגורם להארכת זמן הגידול וליבולים לא יציבים סינכרוני,הגידול אינו  ,כתוצאה מכך ;יםקבועו

 תמונעים שימוש רחב יותר בנמטודות אנטומופתוגניו אלוגורמים  .(Ehlers, 1998) לעלות גידול גבוהה

הגורם העיקרי לחוסר היעילות בגידול הוא השיעור הנמוך יחסית להדברה ביולוגית בגידולים מסחריים. 

את האינוקולום הראשוני, לשלבי  םהמהווי ,Recovery( של הזחלים האינפקטיביים העוברים 30%-50%)

זחלי עש הדונג, נמצא בדרך כלל שכל  כגון. לעומת זאת בחרק מתאים, אקטורבביור ההתפתחות הבאים

. הגדלת שיעור הזחלים האפקטיביים שעוברים יםהזחלים האינפקטיביים שחדרו לפונדקאי מתפתחים לבוגר

Recovery  אורגניזם מועיל זה. צור של יעל את תהליך הייעשוי ליבביוראקטורים 

ים ביוראקטור בכך שבראשון הזחלים האינפקטיבישונה מגידול בק יש לציין שתהליך הגידול בחר 

שני הזחלים תהליך הגידול הבש בעוד ,ומפרישים לתוכה את החיידק מגופןנחשפים להמולימפת החרק 

 טיים הגדלים על גבי מצע מלאכותי.  נמביויים נחשפים ישירות לתרחיף של חיידקים סיהאינפקטיב

השבחה בשיטות גנטיות  ודות אנטומופתוגניות ננקטות כמה גישות:במטרה לייעל את השימוש בנמט 

מניפולציות אך במקביל נעשות גם  ,שיפור ע"י סלקציה, השבחה ומוטגנזה כגוןלשיפור תכונות רצויות 

של הגנים  יהמולקולארהבנת הבסיס ב על מנת לנקוט בגישה של מניפולציה גנטית יש צורך. גנטיות

 ,הדבר כולל בידוד ואפיון גנים המקודדים לתכונות רצויות. ולשנות וצים לשפרהאחראים לתכונות אותם ר

י "מניפולציה שלהם והחדרתם חזרה לזנים רצויים עהבנת תפקידם והמנגנונים בהם הם מעורבים ולאחר מכן 

 .כך ניתן ליצור נמטודות טרנסגניות המשופרות בתכונות רצויות. טרנספורמציה

 ?ecoveryRמהו  1.6

ההתפתחות נקרא  תהליךוחידוש  )הנמצא בעצירת התפתחות( ך היציאה ממצב של זחל אינפקטיביתהלי

Recovery” "תפתחותהאו התחדשות ה (Golden and Riddle, 1982).  מרגע שהזחל האינפקטיבי חודר

דרגה מלזחל  מתחיל להתפתח ת התחדשות ההתפתחות וזחל הנמטודהאמתחיל תהליך השרהחרק  זחל לגוף

 בכניסההתחדשות ההתפתחות בנמטודות פרזיטיות מושרה . (Dolan et al., 2002) רביעית ובהמשך לבוגר

 . (Tissenbaum et al., 2000) פונדקאיהמולימפת הפונדקאי ע"י גורמים לא ידועים בל

רחב של בעלי במגוון  הקיים, הינה מצב התפתחותי אלטרנטיבי של האטה מטבולית חותתהתפהרת עצי

עצירת מנת להתמודד עם תנאי סביבה שאינם מאפשרים גדילה והתפתחות.  תחו מצב זה עליחיים, שפ

 ,היא תורמת לגמישות במחזור החייםולהישרדות  תמרכיב עקרי באסטרטגיה הפיזיולוגי התפתחות הינה
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ות במגוון רב של נמטודות עצירת התפתחות ופיזור הן תכונות נפוצכמו כן תאמה לשינויים סביבתיים. הב

 תמתרחשהיא ו במחזור החיים הכרחיהתפתחות היא שלב הבנמטודות פרזיטיות עצירת  .ופרזיטיות חופשיות

 נמטודה החופשייהב  dauerלזחל בדרגתהמקביל  ,בשלב הזחל האינפקטיביב ולר

Caenorhabditis elegans  ( 1.6.4 בהמשך פירוט)ראה(Sommerville, 2002) .בתהליך ה-Recovery 

מסתיימת תקופת עצירת ההתפתחות והזחל המדביק מתפתח ומשלים את מחזור החיים של הנמטודה 

התפתחות וכמו כן את המעבר להיציאה ממצב של עצירת התפתחות מסמנת את החזרה לגדילה ו בפונדקאי.

 מדרגה חופשית לטפילות.

 ,.Recovery (Dolan et al., 2002; Datu et al-מחקרים על תהליך ה מאודעד היום ידועים מעט 

2008; Datu et al., 2009; Kikuta, 2009; Hao et al., 2010)  בנמטודות טפיליות ועוד פחות על הגנים

ה והמנגנונים המולקולאריים המווסתים את התהליך. מחקר זה הינו הראשון המתרכז בנושא זה בנמטוד

 .H. bacteriophoraהאנטומופתוגנית 

 שונותליות יטפ בנמטודות Recovery-התהליך גורמים המשרים את  1.6.1

בנמטודות הפרזיטיות השונות תלוי בגורמים שונים בפונדקאי, כגון מצב  Recovery-תהליך ה

פונדקאי היא לרוב -ועוד. האינטראקציה טפילבגוף הפונדקאי התפתחותי, מערכת החיסון, דרגה, מיקום 

של הפונדקאי, מצבו הפיזיולוגי, מתחמקות מתגובתו  שות את סביבתו הפנימיתספציפית, הנמטודות ח

הזחל האינפקטיבי בנמטודות פרזיטיות שונה החיסונית ואם התנאים מתאימים הן מתפתחות ומתרבות. 

ב הדרגה השורדת מחוץ לפונדקאי וזוהי לר פונקציונאלית מזחלים בדרגות אחרות.והתנהגותית  ,מורפולוגית

. להלן כמה Recovery-התהליך  בה מתרחשהדרגה אשר גם לחיפוש פונדקאי חדש וזוהי  ומותאמת

 דוגמאות:

השייכת  Ancylostoma caninumבנמטודות טפילות על יונקים כגון  - מיקום הטפיל בגוף הפונדקאי

 שהינועצירת ההתפתחות מתרחשת בזחל המדביק,  ,והטפילה על כלבים ובני אדם Hookworms-לקבוצת ה

הזחל נודד בזרם לאחר כניסתו לפונדקאי מותאם לחיים בקרקע ולחדירה לפונדקאי. ה מדרגה שלישית,זחל 

נצמד לדופן ומערכת העיכול לאחר שהזחל האינפקטיבי הגיע להדם לריאות ומשם למערכת העיכול. רק 

ת ארהש ,שבמהלכו הזחל ניזון וממשיך את התפתחותו. כלומר Recovery-מתחיל תהליך ה ,המעי

הסביבה מתאימה מצויה ת מקום בתוך הפונדקאי, ורק בדופן המעי יהינה תלויבנמטודה זו ההתפתחות 

 Moser et al., 2005; Datu et) התפתחותהולהמשך  Recovery-ת תהליך האהשרוהסיגנלים הנכונים ל

al., 2008). 

, הכניסה לפונדקאי היא בשלב שגם היא טפילה על כלבים ,Toxocara canisבנמטודה  - סוג הפונדקאי

אינו ממשפחת הכלביים, שאם הביצה נאכלת ע"י פונדקאי  .(Maizels et al., 2000) ן אורליבאופ ,הביצה

במצב של  ראינו משלים מחזור חיים ויכול להישא ,הזחל בוקע, שומר על מטבוליזם פעיל אך אינו מתפתח

יתפתח  Recovery,שנים. אם החיה )עכבר, שועל( תאכל ע"י כלב אזי הזחל יעבור  9עצירת התפתחות עד 

ית יההתפתחות הינה תלו השראת. כלומר (Maizels et al., 2000)בתוך הכלב וישלים את מחזור חייו 

 התפתחות.הולהמשך  Recovery-נכונים להסיגנלים הרק בפונדקאי המתאים ישנם  ,פונדקאי
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הנושאת את החיידק  Brugia malayiנמטודה נוספת הטפילה על בני אדם היא    

נורות לימפתיים וגורמת למחלת האלפנטיזיאזיס )דלקת חמורה בצי  Wuchereria bancroftiהסימביונטי

הגורמת להגדלת האיבר בצורה קיצונית(. נמטודה זו נישאת ע"י יתוש ומועברת לדם הפונדקאי האנושי ע"י 

עקיצה. הדרגה המדביקה היא זחל מדרגה שלישית הנמצא בעצירת התפתחות ביתוש המשמש כווקטור. רק 

מתפתחת ומשלימה את מחזור חייה והנמטודה  Recoveryהאנושי הוא  עובר  יכאשר זחל זה נכנס לפונדקא

(Blaxter et al., 1996) . 

ה בעיה בריאותית היא וומהואחת מהנמטודות הטפילות על בני אדם  - סוןהשפעת מצב מערכת החי

Strongyloides stercoralis . זו לנמטודה  .ליון בני אדם נושאים אותהישכמאה עד מאתיים ממעריכים

ומחזור חיים טפילי. כאשר תנאי הסביבה טובים מתקיים מחזור החיים המלא  מחזור חיים חופשי בקרקע

ניזון ומצוי בעצירת התפתחות חודר  שאינור תנאי הסביבה קשים נוצר זחל מדביק. זחל זה אך כאש ,בקרקע

של סימפטומים ולפעמים אך לא מתפתח  ,דרך העור וגורם להדבקה הראשונית. הזחל נודד למערכת העיכול

רה אשר מערכת החיסון נחלשת, הפרזיט מתבסס וגורם לדלקת חמואך כגם לאחר שנים, לא נראים ההדבקה 

מתאימים לזחל המדביק לעבור ההתנאים נוצרים . רק כאשר מערכת החיסון נחלשת, (Genta, 1992)במעי 

Recovery תהליך ה ,לומראשר מתרבה ברבייה לא מינית. כ ,ולהתפתח לנקבה-Recovery  של הזחל

  המדביק תלוי במצב בריאותו של הפונדקאי. 

נמצאת בדרגה שנייה, אשר ב ולרבנמטודות הטפילות על צמחים עצירת ההתפתחות היא  -הזנה המקום 

פונדקאי האת הצמח זחלים מדרגה שנייה בוקעים ומאתרים  ,עדיין בביצה. כאשר תנאי הקרקע מתאימים

, הדרגה המדביקה הנמצאת בעצירת הטפילה על צמחים Globodera rostochiensisודה בקרקע. בנמט

ונודד לאתר ליד  הצמח הזחל חודר לשורש .א זחל מדרגה שנייה אשר מתאפיין ביכולת תנועהיהתפתחות ה

ליצירת אתר אכילה קבוע. רק לאחר שהאכילה החלה, הנמטודה הופכת לישובה  תהוסקולארי הרקמה

לנמטודה זו דרושים  ,כלומר .(Williamson and Hussey, 1996)דרגות זחל לבוגר  שלושך ומתפתחת דר

התפתחות ההמשך למגיע מהקרקע והשני להתיישבות ושהאחד לבקיעה מהביצה  ,שני סיגנלים לתהליך

 מגיע לאחר הזנה מהצמח.ש

אותות הנקלטים הפונדקאי הינה ספציפית ועד כמה -יה טפילקצדוגמאות אלה ממחישות עד כמה האינטרא

הנמטודה עוברת את , "נכונים"בפונדקאי . רק כאשר התנאים Recovery-מהפונדקאי חשובים לתהליך ה

 , יוצאת ממצב של עצירת התפתחות ומשלימה את מחזור חייה בפונדקאי.Recovery-התהליך 

 פונדקאי-טראקציה טפילכמאפיין את האינ coveryeR- תהליך ה 2.6.1

חופשי לצורה הטפילית של הנמטודה. זחל של שלב המאפיין את המעבר מ Recovery-תהליך ה

פונדקאי בנמטודות אנטומופתוגניות מאופיין בשני שלבים. בשלב הראשון הנמטודה -טפיל ההאינטראקצי

בשלב השני . Recovery-מזהה את הסיגנל לתחילת תהליך ה ,חשה את סביבת הפונדקאי ,חודרת לפונדקאי

 הזחל האינפקטיבי מתפתח לזחל מדרגה רביעית.

האות או  .החרק מהמולימפת( ידוע שטיבו אינו) בסיגנל צורך יש יתחיל Recovery-ה שתהליך כדי

האותות אשר גורמים לתחילת התהליך ולהפרשת החיידק הסימביונטי נמצאים בהמולימפה של כל פרוקי 
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של בעלי חוליות או בנוזל תרבית  לא בדמםל תרביות תאי חרקים שנבדקו, אך הרגליים ובכל הנוזלים ש

משקלו ושרוק ע"י פרוטאז י. נמצא גם שחומר זה עמיד לחום ולפP. luminescensחיידקים של 

 .kDa 500 (Ciche, 2007) -קטן מ יהמולקולאר

על החיידק הסימביוטי המופרש.  ולהגןמערכת החיסון של החרק  צריכה להתחמק או לגבור עלהנמטודה 

א אינה מצליחה לגבור על מערכת החיסון של החרק יכאשר הנמטודה חודרת לזחל של חרק שאינו רגיש ה

החיסון  לטפיל שתי אסטרטגיות; האחת התחמקות ממערכתיש כדי לשרוד בפונדקאי, אינו מוטפל.  ואוה

יכולת דיכוי התגובה החיסונית של הפונדקאי  .(Blaxter et al., 1992)דיכוי התגובה החיסונית  הוהשניי

פונדקאי וחושבים שהיא נעשית ע"י שחרור של סידרת מולקולות -הינה תוצאה של האינטראקציה טפיל

 .  (Allen and MacDonald, 1998)המשנות פקטורים של מערכת החיסון בפונדקאי 

הסיגנל הנקלט  .פונדקאי-תלוי באינטראקציה טפיל Recovery-תהליך ההצלחתו של  התחלתו ו

משרה את התהליך באופן טבעי והתחמקות/התגברות ממערכות ההגנה של הפונדקאי מאפשרות מהפונדקאי 

 .עד להשלמת התפתחותה של הנמטודה את המשך התהליך

  H. bacteriophora-ב Recovery-תהליך ה 3.6.1

מתחיל לאחר איתור פונדקאי מתאים  H. bacteriophora-ב Recovery-התהליך תואר כבר כפי ש 

קוטיקולה שנשארה  יהאינפקטיבלפונדקאי משיל הזחל  עם כניסתווכניסת הזחל האפקטיבי לפונדקאי. 

. בהמולימפת החרק הזחל חש את הסביבה (Ciche, 2007)נשאר עם קוטיקולה אחת ו J2 הקודמת דרגההמ

. הזחל (Hallem et al., 2007)והחשופים לסביבה  שלו חישההע"י נוירונים כמוסנסוריים הנמצאים באיבר 

מתחיל. גפי הפה  Recovery-ההאינפקטיבי מגיב לפקטור לא ידוע המצוי בהמולימפת החרק ותהליך 

דקות מכניסת הזחל  30נפתחים, מערכת העיכול הופכת פעילה והחיידק הסימביוטי מופרש לאחר 

ר שהחיידק האינפקטיבי לחרק הפונדקאי, בזמן זה הנמטודה מתחמקת מהתגובה החיסונית של הפונדקאי. לאח

מתרבה, הזחל האינפקטיבי מחדש את התפתחותו, ניזון, מתפתח לזחל מדרגה רביעית ולאחר מכן לנקבה 

 הרמפרודיטית. 

 בזחל אינפקטיבי של הנמטודה הטפילה בבני אדםC. elegans, -שכמו במחקרים קודמים הראו 

Strongyloides stercoralis בזחל אינפקטיבי של וH. bacteriophora הליך תה-Recovery  מתווך ע"י

 ;Tissenbaum et al., 2000)הנמצאים באיברי חישה והחשופים לסביבה  ASJ -נוירונים כמוסנסוריים

Hallem et al., 2007) . האותות מהסביבה )בנמטודות פרזיטיות מהפונדקאי( נקלטים ע"י הנוירונים

הכמוסנסוריים והסיגנל להתחדשות ההתפתחות מועבר למסלולי הבקרה הגנטיים ולתאים וההתפתחות 

 מתחדשת. 

התהליך ו H. bacteriophora-ב Recovery-את תהליך ה משרה cGMP הומולוג של כי נמצאעוד 

. (muscarinic acetylcholine receptors)ורים מוסקריניים של אצטיל כולין ע"י רצפטגם מבוקר 

 -תהליך ה השראתגורמים לוקשרים לרצפטורים של אצטיל כולין( )נמוסקריניים הם אגוניסטים 

,Recovery  גואניליל ציקלאז מסלול הומולגי למסלול דרך כנראה(Guanylyl ceclase)  הידוע בנמטודה

C. elegans בהמשך(  1.7.1 )ראה(Tissenbaum et al., 2000; Hallem et al., 2007).  
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המסלולים המבקרים  Recovery,-העל הדמיון במסלולי הבקרה של תהליך המצביעות למרות הראיות 

 .לא ידועים הגנים המעורבים במסלולים אלהו תמולקולאריאת התהליך לא נבדקו מבחינה 

 

   Caenorhabditis elegans-ב Recovery-תהליך ה. 6.4.1

רות בחיידקים וניזונה מהם. נמטודה זו שהינה חיה בקרקעות עשי C. elegansנמטודה חופשייה ה 

 בעולם תאיים הנחקרים ביותר-שוט יחסית, הינה אחד היצורים הרבתאי, אאוקריוטי, שקוף ופ-אורגניזם רב

רצף הגנום  .תמשמשת כאורגניזם מודל ללימוד אנטומיה, גנטיקה וביולוגיה התפתחותית ומולקולאריהיא ו

-ו C. elegansנמטודות מהמינים  (C. elegans Consortium, 1998)של נמטודה זו ידוע 

H. bacteriophora קבוצה המשתייכות לאותקרובות יחסית מבחינה פילוגנטית ו (clade) בתוך משפחת ה-

Rabditoidea (Kiontke and Fitch, 2005). 

מתפתחת תוך שלושה ימים מביצים מופרות דרך ארבעה שלבי C. elegans  ,טובים כאשר תנאי הגידול

צאצאים. כאשר תנאי  300-( לנקבה הרמפרודיטית בוגרת המסוגלת ע"י הפריה עצמית להעמיד כJ1-J4זחל )

משתנה  ,מזון מוגבלתה, ואספקת גבוהה האוכלוסייהצפיפות דהיינו  ,הסביבה אינם מתאימים לרבייה

נמצא שונה, שמבחינה התפתחותית דרגה שלישית מזחל מתפתח ל הדרגה שניימזחל  .התפתחות הנמטודה

"זחל   dauer juvenileשרדות לזמן ארוך ולפיזור. זחל זה נקראהימותאם לובעצירת התפתחות 

דרגה מ שונה מורפולוגית והתנהגותית מזחל והוא enduring)בגרמנית מהמילה  (dauer מתמיד/עמיד"

 .(Riddle, 1997)שלישית, גופו צר ודמוי מחט, בעל קוטיקולה עבה, גפי הפה שלו חסומים והוא אינו ניזון 

, אספקת המזון ה; צפיפות האוכלוסייdauer-שלושה גורמים סביבתיים משפיעים על היווצרות זחל ה

א לידי ביטוי וא בהוטמפרטורה. הגורם העיקרי המשפיע על עצירת ההתפתחות הוא צפיפות האוכלוסייה, הו

; הפות האוכלוסייקונסטיטוטיבית ומשוחרר ע"י הנמטודות. ריכוז ההורמון משקף את צפי המסונתזבפרומון 

כאשר צפיפות הנמטודות גבוהה ורמת הפרומון המופרש גבוהה הוא משרה יצירת זחל עמיד ומונע 

Recovery לעומת זאתהנמצאים בעצירת התפתחות.  אינפקטיביים של זחלים ,food signal  המשוחרר ע"י

אינפקטיביים ל זחלים ש Recoveryומקדם  dauerמונע יצירת זחל  ,חיידקים, משקף את זמינות המזון

יעבור  J1הן הקובעות אם זחל  food signal-הנמצאים בעצירת התפתחות. הכמויות היחסיות של פרומון ו

. dauer (Golden and Riddle, 1982)למצב של עצירת התפתחות ויתפתח בסופו של דבר לזחל 

טמפרטורה גבוהה מגבירה את עצירת ולכן , food signalהטמפרטורה מווסתת את התגובה למאזן הורמון/

מווסת ע"י נוירונים  Recovery-ההתחלת תהליך ידוע כי  פך.יפרומון ולהב התלויהההתפתחות 

. גם כניסה וגם יציאה ממצב של זחל (Schackwitz et al., 1996) אשר חשופים לסביבה כמוסנסוריים

 אינפקטיבי הם תגובות התפתחותיות לגירויים ע"י אותות כמוסנסוריים, אותות אלה מיידעים את הזחל אם יש

סביבתיים הנקלטים האותות ה .(Riddle, 1997)מספיק מזון ותנאים סביבתיים המאפשרים רבייה  או אין

המפעילים את המסלולים  ,גנים המקודדים לליגנדים שונים שעתוקמווסתים שכמוסנסוריים הנוירונים הע"י 

 .(Liu et al., 2004) ויציאה ממנו  dauerכניסה למצב של זחל הגנטיים המווסתים 
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 C. elegans-ב ויציאה ממנו auerdכניסה למצב של זחל  מסלולים גנטיים המווסתים  .1.7

אנליזה גנטית ע"י מוטנטים הובילה למציאת גנים ומסלולים המווסתים עצירת התפתחות ויצירת זחל 

dauer  בנמטודהC. elegans מרכיבים ממסלולים אלה ששובטו ואופיינו, מגלים פעולה ותגובה הדדית .

יותר עד כה זוהו . dauer (Hu, 2007)של לפחות ארבעה מסלולי העברת אותות המווסתים יצירת  מורכבת

 ,daf genes ( (dauer formation(Riddleורובם מכונים  dauerמשלושים גנים השולטים ביצירת זחל 

 להלן ארבעת המסלולים העיקריים. .(1997

 

 (Guanylyl ceclase)מסלול גואניליל ציקלאז  1.7.1

 למסלול מונע עצירת התפתחות ומקביל )לפחות בחלקו( (Guanylyl ceclase)מסלול גואניליל ציקלאז 

TGF-like עצירת התפתחות ו מווסת גם הואש-Recovery .ן גמסלול זה מתחיל בdaf-11  וכולל את

מקודד  daf-11הגן  (.14בעמ'  6)ראה תמונה מס'  daf-14-ו daf-1, daf-4, daf-7, daf-8: הגנים

( המתבטא cGMP) cyclic GMPאשר מקטלז יצירה של זהו אנזים  ,טרנסממברנלי ציקלאזלגואניליל 

 דנוקליאוטיהוא שליח משני הנפוץ בוויסות של קינאזות,  Cyclic GMP .בנוירונים הכמוסנסוריים

המשחררות  cGMP-gated ion channels-ו  cyclic nucleotide phosphodiesterasesאזות,ציקל

מפעיל סיגנל של שכנראה ן מהווה סיגנל שיחרור האצטיל כולי. (Birnby et al., 2000) אצטיל כולין

 ,.dauer (Tissenbaum et al-של זחל ה -Recoveryהמביא בסופו של דבר ל Insulin like-מסלול ה

מונע עצירת  DAF-11קונסטיטוטיבי. החלבון  dauerגורמת למצב של זחל  daf-11פגיעה בגן  .(2000

 tax-2. הגנים cGMPדרך עלייה בסינתזה של  TAX-4-ו TAX-2 החלבונים התפתחות ע"י אקטיבציה של

ת יונים, המווסתות חישת חום, חישה כימית, ובשער של תעל cGMP של מקודדים לתת יחידות tax-4-ו

תאים רבים בקצות כנראה מפעיל  daf-11 (amphides).פתחות נוירונים תחושתיים באברי החישה והת

. dauer (Birnby et al., 2000)של זחל  תעצבים, התורמים למניעת עצירת התפתחות ולמניעת היווצרוה

 בהמשך. TGF-like-תפקידם של הגנים הנוספים במסלול יתוארו במסלול ה

 ( like-TGF β)-actorFrowth GTransformingמסלול  1.7.2

אשר בפגיעתם  41 -ו daf-1 7 ,8, 4, מוגדר ע"י הגניםוהמווסת עצירת התפתחות  ,TGF-likeמסלול 

אשר פגיעה בהם גורמת  daf-5-ו daf-3קונסטיטוטיבי, וע"י הגנים  dauerמתקבל פנוטיפ של זחל 

בעלי פעילות של נקשרים ומפעילים רצפטורים  TGFליגנדים ממשפחת . פגוע dauerלהיווצרות זחל 

 SMADשעתוקגורמים לפוספורילציה והפעלה של פקטורי והנמצאים על פני שטח התא סרין/טראונין קינאז 

התפתחות  לקדם הוא ליגנד,TGF-מקודד לה daf-7ן תפקידו של הג .שעתוקלווסת  כדי המועברים לגרעין 

מתבטא בנוירונים  DAF-7 ,כאשר תנאי הסביבה מתאימים להתפתחות. dauerהיווצרות זחל  למנוערציפה ו

חישת אותות  הוא תפקידםש ,שבקדמת ראש הנמטודה( amphid)החישה  יבאיבר הנמצאים תחושתיים

כל י הסביבה אינם טובים להתפתחות, דבר המביא לאיבוד מדוכא כאשר תנא DAF-7 של ביטויו מהסביבה.

 IIומסוג  Iמסוג  TGFמקודדים לרצפטורים של  daf-4-ו daf-1. הגנים dauerהמסלול וליצירת זחל 
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 TGF. ליגנדים ממשפחת SMAD שעתוקמקודדים לפקטורי  daf-14-ו daf-3 daf-8בהתאמה. הגנים 

הנמצאים על פני שטח התא. בעלי פעילות של סרין/טראונין קינאז ים ינקשרים ומפעילים רצפטורים הטרומר

עוברים פוספורילציה ואקטיבציה, מועברים לגרעין ומווסתים  SMADכתוצאה מכך פקטורי שעתוק 

מווסתת  DAF-3פעילות  ואילו daf-7הוא בהעברת הסיגנל של  DAF-14-ו DAF-8שעתוק. תפקידם של 

הינו בעל הומולוגיה למשפחת אונקוגנים  daf-5(. הגן 5ונה מספר תמראה באופן שלילי ע"י המסלול )

Sno/Ski המווסת באופן שלילי מעבר סיגנלים של ,TGF  .בבעלי חוליותDAF-5  עובר אינטראקציה

הנמצא בסוף המסלול והמושפע גם  ,daf-12כדי לקדם התפתחות רציפה של הזחל. הגן  DAF-3פיזית עם 

רצפטור להורמון בגרעין אשר דרוש לוויסות של אספקטים רבים, ספציפיים מקודד ל ,ממסלולים נוספים

 ומקודד לאיזופורמים רבים ע"י מאודמורכב  daf-12הלוקוס של הגן  .לדרגה, בהתפתחות הנמטודה

alternative splicing .(Liu et al., 2004; Savage-Dunn, 2005). 

 

 TGF-likeמסלול : 5 פרתמונה מס

 

 שהוא DAF-1מועבר ע"י  DAF-7של  סיגנל. dauerהיווצרות זחל  ענומקדם התפתחות רציפה ומ DAF-7 .5תמונה מס' 

רכיבים אלה כאשר . Smad שעתוקפקטורי  שהם DAF-14-ו DAF-8 ע"י, וIIרצפטור מסוג  שהוא I ,DAF-4רצפטור מסוג 

 .dauer, אשר מקדמים התפתחות זחל DAF-5 Sno/Skiושל  DAF-3 Smadים את הפעילות של מונע הםבמסלול, מופעלים 

 .(Savage-Dunn, 2005)האיור נלקח מתוך 

 

 like-Insulinמסלול  1.7.3

 -ו daf-2, age-1 (daf-23,) pdk-1, ist-1, akt-1, akt-2 מעורבים הגנים: insulin–likeבמסלול 

daf-16 ו גואניליל ציקלאז. מסלול זה מקביל למסלולים-TGF-like  '(בעמוד הבא 6)ראה תמונה מס .

בכך שהן  ,קונסטיטוטיבי dauer-ל ונות פנוטיפית ממוטציות הגורמותמוטציות המשפיעות על מסלול זה ש

. בנוסף, להתפתחך ילהמשוללא התניות וללא אפשרות לצאת ממצב זה  dauerזחל  תגורמות להיווצרו

הם בעלי תוחלת חיים ארוכה. הגנים במסלול זה מגדירים מסלול שמור, המונע  daf-2מוטנטים במסלול 

 AGE-1רצפטור אינסולין, אקטיבציה של הומולוג ל שהוא DAF-2אקטיבציה של  עצירת התפתחות ע"י
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. AKT-2-ו PDK-1 ,AKT-1( ואקטיבציה של פרוטאין קינאזות; PI3Kקינאז )-3פוספואינוזיד שהוא 

. FOXOשהוא פקטור השעתוק  DAF-16,את פעילותו של באופן שלילי שלושת הקינאזות הנ"ל מווסתות 

גנים הדרושים להתפתחות הזחל,  עתוקלשפעיל הוא עובר לגרעין ומתפקד כרפרסור  DAF-16כאשר 

 ,אינו פעיל הוא נשאר בציטופלזמה DAF-16. כאשר dauerכתוצאה מכך ההתפתחות נעצרת ונוצר זחל ו

וההתפתחות  dauer)לא נוצר זחל ), משועתקיםגנים הדרושים להמשך התפתחות הזחל וכתוצאה מכך 

   .6תמונה מספר ראה . (Hu, 2007)ממשיכה משלבי הזחל לבוגר 

למרות  ,( מווסתים עצירת התפתחותinsulin) insישנן עדויות משמעותיות שגם גנים ממשפחת 

הדומה  INSמקודד לחלבון  ins-1שמחקרים על גנים אלו מסובכים בגלל ריבויים ותפקידם החופף. הגן 

גרם  ins-18או של  ל חלבון זהביטוי ביתר ש. C. elegans-ב ילאינסולין הומאנ -INSמכל חלבוני ה ביותר

לא היה בעל אותה  ins-31או  ins-9 ,ins-22 ,ins-19, בעוד שביטוי ביתר של להגברת עצירת התפתחות

דבר המרמז כי תנאים סביבתיים  ,. רבים מהגנים האלו מבוטאים בנוירונים הנמצאים באברי החישההשפעה

המקדם  ,INS-מקודד ל daf-28של אינסולין. הגן  גם ביטוי או/ו הפרשהלווסת יכולים  dauerהמווסתים 

מתפקדים  INS-6-ו INS-4מעבר סיגנלים במסלול האינסולין ומווסת שלילית ע"י פרומון והרעבה. חלבוני 

התפתחות את כנראה מקדם  INS-7המקדם מעבר סיגנלים במסלול האינסולין.  ,DAF-28-באופן דומה ל

  .(Hu, 2007)נים הנוספים הדומים לאינסולין עדיין לא ידוע ב החלבווהזחל. התפקיד הביולוגי של ר

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

מבוססים על פנוטיפים של מוטנטים ואינטראקציות גנטיות, ביטוי גנים במוטנטים, והומולוגיה  יחסים בין הגניםה :6תמונה מס' 

 .(Liu et al., 2004)האיור  נלקח מתוך  אחרים. םלמסלולים באורגניזמי

Recovery 

 C. elegansבנמטודה  dauerמסלולים המווסתים : 6תמונה מספר 
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  (steroid hormone(מסלול הורמון סטרואידי  1.7.4

הנמצאים במורד ביחס לשאר החלבונים המווסתים עצירת  daf-12-ו daf-9במסלול זה משתתפים הגנים 

 -ו DAF-9-נחשבים ליחידה נפרדת משאר שלושת המסלולים. ישנן עדויות התומכות בכך שהם התפתחות ו

DAF-12 ווסת עצירת התפתחות. משתתפים במסלול הורמון סטרואידי המDAF-9  אינו עצמאי בתפקודו

מקודד לציטוכרום  daf-9התפתחות, דבר זה מתיישב עם השפעותיו המתווכות ע"י הורמון. הבמניעת עצירת 

P450 הדומה לסטרואיד הידרוקסילאז, וdaf-12- בעל הוא מקודד לרצפטור גרעיני עם אתר קישור לדנ"א, ו

 daf-12של אתר הקישור כמו כן  .מחולייתנים D ןולוויטמי pregnane Xהומולוגיה גבוהה לרצפטורים: 

מונע  DAF-9בחולייתנים. באופן רגיל  תירואידלרצפטורים של הורמון הינו בעל הומולוגיה גבוהה לליגנד, 

  של (. לאחרונה זוהו סטרואידים אנדוגניים שהם מטאבוליטים6)תמונה מספר  DAF-12פעילות של 

DAF-9 ם בעלי אפניות גבוהה לוליגנדי-DAF-12 (Hu, 2007) . 

 

 

תלויים באותות כמוסנסוריים  זהויציאה ממצב למצב של זחל בעצירת התפתחות לסיכום, כניסה 

גנטיים למסלולים  םסיגנלי מעביריםנוירונים אלה  .ע"י נוירונים תחושתיים חשופים הסביבהמהנקלטים 

ינוי המשתנים ועוברים ש ,אברי מטרהלולבסוף לתאים מפרישים או  Recovery,-ההמווסתים את שונים 

 אותות אלהאות/בנמטודות אנטומופתוגניות  .(Tissenbaum et al., 2000)מטאבולי בהתפתחות הזחל 

  ותם אינה ידועה.נמצאים בהמולימפת החרק הפונדקאי וזה

הם מרובים וחופפים, ועדיין לא מובנים במלואם.  Recovery-האת תהליך המסלולים המווסתים 

ואינה  יציאה ממצב של זחל אינפקטיבי הינה הרת גורל מבחינת הנמטודהאו  למצב ההחלטה של כניסה

 .תאנטומופתוגניונמטודות ב הקדועדיין לא נב מבוקרת בכמה רמות וע"י כמה מסלולים היאמשום כך  .הפיכה

בגורמים לכניסה למצב של  יותרעוסקים   C. elegansבנמטודה dauerהמחקרים שנעשו על זחל  ,כמו כן

-התהליך  :זחל זה ובעצירת ההתפתחות כמאריכה חיים ופחות בגורמים המווסתים את היציאה ממצב זה

Recovery . מחקר נוסף בנושא זה. נדרשוכיום  יםמועטבנמטודות טפילות וההבנה של תהליך זה הידע 

בדרגת   H. bacteriophoraסקריפטום של הנמטודהננבדק הטר .Bai et alבעבודה שנעשתה ע"י 

בנמטודה  Recovery-הומולגיים לגנים הידועים כי מעורבים ב גניםכמה בעבודה זו נמצאו הבוגרים. 

C. elegans (Bai et al., 2009). ידוע כי ישנם מסלולים המווסתים את תהליך ה-Recovery  השמורים

של  םאך עד כה לא אומתה הימצאות H .bacteriophora-מצא גם בהיצפויים ל הם לאורך האבולוציה ולכן

-העד כה לא נעשו עבודות לבדיקת הגנים המבקרים או המשתתפים בתהליך מסלולים אלה בנמטודה זו. 

Recovery דה האנטומופתוגנית בנמטוH. bacteriophora.  כי יש דמיון בבקרת התהליך בהשוואה ידוע

  נמטודות השונות.בעד כמה דומים המסלולים המווסתים תהליך זה אך לא ידוע  ,לנמטודות אחרות

נמטודות פרזיטיות מונות משפחה גדולה של פתוגנים המדביקים פונדקאים שונים; מצמחים, חרקים, 

 Recovery-הגורמות לנזק כלכלי ברחבי העולם ולסיכון בריאותי. תהליך הן בני אדם ויונקים ועד 

שמתרחש בכל הנמטודות הטפילות הינו שלב מכריע בהתפתחות הנמטודות בפונדקאי, ותלוי במצבו של 
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יתרחש והאם הנמטודה  Recovery-ההפונדקאי. האינטראקציה בין הנמטודה לפונדקאי קובעת האם תהליך 

לימוד מעמיק של שלב חיוני זה בנמטודות בעלות להתפתח ולהשלים את מחזור חייה בפונדקאי.  תמשיך

עם התהליך, לעידודו  דותחשיבות רבה לאדם )הן כפתוגניות והן כמועילות( יאפשר מציאת דרכים להתמוד

 .או למניעתו

מחזור חייהן כאשר  יכולות להשלים את H. bacteriophoraמכיוון שנמטודות אנטומופתוגניות מהמין 

ם יפרזיטי םבניגוד לאורגניזמי( )in vitro)הן ניזונות מהחיידק הסימביונטי שגדל על מצע מזון מלאכותי 

הן יכולות לשמש כמודל להבנת ו קלות יחסית לגידול מעבדתיהן  ,(אחרים או לנמטודות טפילות על צמחים

המאפיין את האינטראקציה  Recovery-הליך הבנה של המנגנון המולקולארי של תה .יחסי טפיל פונדקאי

 פונדקאי בנמטודות אנטומופתוגניות, יכולה לעזור בהבנת מנגנונים דומים בנמטודות טפילות אחרות.-טפיל

 

 מטרות המחקר 8.1

H. bacteriophora ללימוד האינטראקציה  - חשובה הן מבחינה מדעית תהינה נמטודה אנטומופתוגניו

-שכן היא משמשת להדברה ביולוגית בגידולים רבים. תהליך ה ,ינה כלכליתפונדקאי והן מבח-טפיל

Recovery  להבנת התפתחות הנמטודות בתהליך הגידול  וגםלהבנת האינטראקציה טפיל פונדקאי גם חשוב

 ,במהלך המעבר מדרגה חופשייה לדרגה טפילית ,אפיון הגנים המתבטאים בדרגת הזחל האינפקטיביהמסחרי. 

שרדות של נמטודות טפילות שונות. היגם במציאת גנים הקשורים בחדירה, נדידה, התיישבות ו יכול לעזור

 ללימוד מעמיק של הגנים המעורבים בתהליך זה עשוי לאפשר להשפיע על התהליך ומתוך כך לשפר את ייעו

  .Recovery-ההמעורבים בתהליך וחלבונים לזהות גנים של עבודה זו הייתה מטרתה . תהליכי הגידול

 :מטרות המחקר הספציפיות הן

   H. bacteriophora.בנמטודה Recovery,-ה בתהליךהמשתתפים  גנים ובידוד זיהוי .1

 . Recovery-ה של גנים אלו בתהליך השעתוקאפיון  .2

ע"י השתקתם במערכת Recovery -ה בתהליך מתבטאיםשנמצאו  לגנים םפונקציונאליי מבחניםעריכת  .3

 .RNAiשל 

 המשתתפים בתהליך זה. זיהוי חלבונים  .4

 

 Recovery,-על ידי הבנת תהליך ה ,האינטראקציה של נמטודות אנטומופתוגניות עם הפונדקאי ודמיל

פונדקאי גם במערכות אחרות שהתפתחו לאורך האבולוציה כגון -תביא להבנה רחבה יותר של יחסי טפיל

והגורמים המשפיעים על תהליך  Recovery-הבנת מנגנון ה יהיישומ טמההיב. בנמטודות טפילות על יונקים

 הגברתות של ייצור הנמטודות וע"י כך לויהגידולים המסחריים של נמטודה זו, להורדת העל לזה, יעזרו בייעו

 שימוש במדביר ביולוגי זה ובסופו של דבר להקטנת השימוש בקוטלי חרקים כימיים.ה
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 המחקר  חומרים ושיטות. 2

 
 דולזני נמטודות ושיטות גי  2.1

והחיידק הסימביונטי  TTO1 מזן Heterorhabditis bacteriophora הנוכחי הןהנמטודות במחקר 

מעבדתו ב מקור האוכלוסייה .Photorhabdus luminescens subsp. Laumondii TT01הטבעי שלהן 

ריצוף נבחר מאחר והוא גם משמש מקור לזה זן נמטודות  אנגליה(., Bathאוניברסיטת ) D. Clark ר"של ד

 NHGRI (Nationalי "הוחלט ע 2005ביוני  .הגנום של הנמטודות ממין זה בפרוייקט שנערך עתה

Human Genome Research Institute)  לרצף את הגנום שלH. bacteriophora  כמודל למחקרים

 45המייצגת  תנבחרה כנמטודה אנטומופתוגני H. bacteriophora .נוספים בנמטודות אנטומופתוגניות

כבר  1TTOבנוסף, הגנום של החיידק הסימביוטי מהזן  .מינים אחרים של מדבירים ביולוגים של חרקים

 .(Duchaud et al., 2003)ואופיין חלקית כולו רוצף 

 

סודיום היפוכלוריד  0.1%-במזחלים אינפקטיביים שעברו חיטוי  החיידק הסימביונטי של הנמטודות בודד

(Bio-lab , )זחל אינפקטיבי  פעמים במים סטריליים. 3נשטפו  מכן רדקות ולאח 10למשך ירושלים, ישראל

 נספחפירוט תמיסות ומצעים ב)ראה  PBS ((Phosphate-buffered saline בודד הועבר לטיפה של בופר

על מנת לשחרר את החיידק הסימביוטי הנמצא במעי הזחל, חלקי  .בינוקולר מבעדסכין  בעזרת ונחתך( 1עמ' 

ראה פירוט תמיסות ומצעים בנספח עמ' )  LBעם מצע צלחתבנזרעה אשר  PBS-טיפת הבהנמטודה הורחפו 

לזריעת  הועברהמושבה בודדת , יומיים נראו מושבות של החיידקלאחר  25°C.-אינקובציה בל והועברה (1

 של 40ml-חיידקים ממושבה בודדת גודלו ב. על מנת להימנע מזיהום ע"י חיידקים אחרים LBבידוד במצע 

LB 28°שך לילה בטמפ' של למ נוזליC 200 ובטלטול שלrpm .גליצרול סטוק ) לתרבית נוזליתv/v  25% 

 .  80°C--של החיידק נשמר ב( תרבית נוזלית v/v 75%-גליצרול סטרילי ו

 Galleria mellonella של הנמטודות נעשה בפונדקאי רגיש, זחלים של עש הדונג הגדול in vivoגידול 

 עש הדונג זחלים של עשרה .(Kaya, 1997) על פי שגודלו במעבדתנו, למותמדרגה האחרונה לפני ההתג

של מים  אחד מ"לספוג ב מ, על נייר פילטר"ס 9 שקוטרהבצלחת פטרי  הונחו  G. mellonellaהגדול

על מנת לאפשר הדבקה של  25°C-לאינקובציה ב הושארוזחלים אינפקטיביים ו 1000-מזוקקים המכילים כ

כודות מים, על מנת לאסוף את הזחלים למל הועברו המתים שעות זחלי עש הדונג 48החרק הפונדקאי. לאחר 

 ,Shapiro-Ilan and Gaugler) דונגהאינפקטיביים של הנמטודות המגיחים מהזחלים המתים של עש ה

 ובבקבוקי אגירה ונשמר ונאספ, ימים 14-7במהלך  שבמלכודות למים שהגיחו זחלים אינפקטיביים .(2002

  למספר חודשים. 14°Cבטמפרטורה של 

ראה ) Lipid agar -מוצק על מצע ,מ"ס 9של הנמטודות נעשה בצלחות פטרי בקוטר  in vitroגידול 

דורות של נמטודות על גבי שלושה של כ מםזה מאפשר קיועשיר מצע  (.1פירוט תמיסות ומצעים בנספח עמ' 

ם חיידקיהנזרעו על הצלחות ,  H. bacteriophora TTO1קודם לזריעת הנמטודות מהזן אותה צלחת.

לאחר  .חיידקי מרבדליצירת  25°C-בשגודלו במשך יומיים  TTO1 P. luminescensהסימביונטים 
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סודיום היפוכלוריד  0.1%-חוטאו בשזחלים אינפקטיביים  400-בכל צלחת, כ התבססות החיידקים, נזרעו

 פעמים במים סטריליים. שלושנשטפו מכן דקות ולאחר  10למשך 

 

 Recovery bioassay)) -התפתחותהתחדשות  השראתהכנת המולימפה למבחן  2.2

ע"י יצירת חתך לפני הרגל הקדמית של , G. mellonellaזחלים בדרגה רביעית של המולימפה נאספה מ

סטרילי שהכיל PBS בבופר  2אפנדורף ודוללה מיד פי  תהזחל. ההמולימפה נאספה ישירות למבחנ

0.25µg/ml  שלPhenylthiourea (PTU),  האנזים של ופעילותאת חומר המעכבPhenoloxidase   

(Allen and MacDonald, 1998)  וכך מונע מלניזציה(Park et al., 2005) . המבחנות המכילות את

 עד לשימוש. 20°C--ההמולימפה המטופלת הוקפאו ב

 

 H. bacteriophora -ב( Recovery bioassayהתפתחות )התחדשות  השראתמבחן ל 2.3

מצע אגר מים. זחלים  המכילותס"מ  9צלחות פטרי בקוטר ב התפתחות נעשה השראתהמבחן הביולוגי ל

 3דקות ולאחר נשטפו  10סודיום היפוכלוריד למשך  0.1%-אינפקטיביים בני שלושה שבועות חוטאו ב

מטופלת  של המולימפה כל אחת( 20µl)טיפות  5טופטפו  ,מים-פעמים במים סטריליים. על צלחות  האגר

 15,000-הצלחות נזרעו ב. בלבד PBS כל אחת( של בופר 20µlות )טיפ 5בצלחות הביקורת טופטפו ו

שעות  8-6לאחר  .מופרשים הסימביונטים חיידקיםהעד שנראו  C°28-זחלים אינפקטיביים והודגרו ב

בשלב . (Inverted Microscope) הופכי תחת מיקרוסקופ נראתה הפרשת החיידקים מהחשיפה להמולימפה

  .רנ"אהפקת צורך ל 80°C--והוקפאו ב( NaCl 0.7%) תפיזיולוגימיסה נשטפו בת ,נאספושזה הזחלים 

מאחר ותחילת התחדשות ההתפתחות זוהתה באמצעות הופעת החיידקים הסימביוטיים במצע, קשה היה 

שעור הנמטודות שהפרישו את החיידק  והתחילו להתפתח. Recoveryלקבוע את שיעור הנמטודות שעברו 

. בצלחת הפטרי ,כת מספר הנמטודות שלאורך גופן נראו החיידקים שהופרשוהסימביונטי נקבע ע"י הער

גופן של אורך ל נמצאים שהופרשו (, החיידקיםמתגיםנראים כה) יםבשלב מוקדם של הפרשת החיידק

 לאחר שהחיידקים רוכשים יכולת תנועה הם)מתח הפנים של הנוזל המקיף את הנמטודות  חוהנמטודות מכ

 ישו את החיידק הסימביונטי.רבשלב זה הוערך מספר הנמטודות שהפ. (לים להתרבותמתפזרים במצע ומתחי

 

 RNAהפקת  2.4

Total RNA  בעזרתהופק Tri reagent (ישראל ,סיגמה, רחובות ) והפקתmRNA  לספריות ההפחתה

הרנ"א הורץ על  (.ארה"במדיסון,  Promega,) PolyATract mRNA isolation system :בעזרתנעשתה 

 NanoDrop (A260)-וכמותו נמדדה במכשיר ה איכותועל מנת לראות ולוודא את  2%ל אגרוז ג'

(Nanodrop Technologies, Wilmington, DE) .הרנ"א טופל ב-DNaseI (,Fermentas  ,הנובר

 פטר משאריות דנ"א גנומי בדגימת הרנ"א. יעל מנת לה(, ארה"ב
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   ary(Subtraction librספריות הפחתה ) הכנת 2.5

שעות  שלושו שששהופק מזחלים אינפקטיביים שנחשפו להמולימפה למרנ"א הוכנו  ספריות ההפחתה

 PCR-Select cDNA- באמצעות ,ביקורת() טיפול( וכן מזחלים אינפקטיביים שלא נחשפו להמולימפה)

subtraction kit  (Clontech,  )לפי פרוטוקול הקליפורניה, ארה"ב-Kit . 

  ופריימר  מר רנדומאליפרייתערובת שלoligo dT  להפיכת תוצרי  ושימשבהתאמה,  1:3ביחס של

mRNA  למהטיפול והביקורת-cDNA . 

 ה-cDNA  נחתך באנזים רסטריקציהRsaI ( לקבלת קצוות ישריםblunt-ends). 

 ע"י ליגציה לשני אדפטורים שונים  )טיפול( יצירת שתי אוכלוסיות של זחלים שנחשפו להמולימפה

 .וסיית הביקורת אין אדפטורים()לאוכל

 עם  כל אחת בנפרדעברו היברידיזציה , שתי אוכלוסיות הטיפול השונות :ראשונה היברידיזציה

 אוכלוסיית הביקורת לקבלת רצפים המתבטאים באופן שונה בין הטיפול לביקורת.

  ערבוב שתי ההיברידיזציות הראשונות והוספת : השנייהיברידיזציהcDNA תשל אוכלוסיי 

 הביקורת, במטרה לבודד רצפים עם אדפטורים שונים בכל קצה.

 ב ת הרצפים השוניםהגבר-PCR  שימוש בפריימר המגביר רק רצפים המכילים שני אדפטורים

 בקצוות )אלו הרצפים הנבדלים(.

 המתאימים לאדפטורים כדי להגביר רק את הרצפים הרצויים. הגברה נוספת עם פריימרים פנימיים 

 E. coli Top10הוכנסו לתאי ( מדיסון, ארה"ב, Promega) pGEM-T ייה שובטו לווקטורתוצרי הספר

מרכז ריצוף גנומים באוניברסיטת וושינגטון לאו ( סאול, קוריאה)  Macrogenלחברתונשלחו לריצוף 

Washington University Genome Sequencing Center (מיזורי ,סנט לואיס , .)ארה"ב 

 

  STsEאנליזה של  2.6

 BLASTX הרצפים מספריית ההפחתה נוקו מרצפי הווקטור והושוו כנגד מאגרי מידע ע"י אלגוריתם

(Altschul et al., 1990). שני מאגרי מידע הרצפים הושוו כנגד:National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi )ונגדwormpep131 ,  מאגר

 C. elegans (C. elegans protein database at The Wellcome Trust Sangerהמידע של חלבוני  

Institute, Cambridge, UK) (http://www.wormbase.org) (Apweiler et al., 2004) . רצפים

10-נמוך משווה או  e-valueדומים עם 
-5

 .בעלי הומולוגיה משמעותית נחשבו 

 

2.7 PCRtive uantitaReal Time q   

 Appliedשל חברת Primer Expressבאמצעות תוכנת  נעשהתכנון הפריימרים הספציפיים 

Biosystems )רשימת ראה ) נבחרשבסיסים מכל גן  100של בגודל להגברת מקטע  ).קליפורניה, ארה"ב

ליעילות הגן נעשתה לכל הגנים הנבחרים והושוותה עקומת יעילות הפריימרים  .(2עמ'  פריימרים בנספח

, אפסום (Absolute Blue QPCR SYBR Green Rox mix ,ABgene עם הבוצע הריאקציההמנרמל. 
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 שעתוקעל מנת להשוות את רמת , Relative quantification בשיטה של ,בהתאם להוראות היצרן אנגליה(

  .Recovery-הבזמנים שונים של תהליך הגנים 

 של 1µg להפיכת ושימשבהתאמה,  1:3ביחס של  oligo-dT ופריימר פריימר רנדומאליתערובת של 

Total RNA שעות )טיפול( וכן מזחלים  שלושושש שהופק מזחלים אינפקטיביים שנחשפו להמולימפה ל

 (VersoTM cDNA Kit  ,ABgeneע"יcDNA -אינפקטיביים שלא נחשפו להמולימפה )ביקורת(, ל

 אנגליה( לפי הוראות היצרן. , אפסום

מחזורים של  45את הפולימראז, ולאחר מכן  שפעלעל מנת ל 95°C-דקות ב PCR :15-ת הייקצתנאי רא

מחזור אחד נוסף של  .72°C-שניות ב 30-ו, 60°C-שניות ב 95°C ,30-שניות ב 30 הגברה, שבכל מחזור:

95°C 60°שניות,  30-לC 95°-שניות ו 30-לC ליצירת עקומת דיסוציאציה בכדי לוודא  ,שניות 30-ל

 2µl כללה: ההריאקצי 60°C. הלכל הפריימרים היית הצמדותטמפרטורת ה. היצירת תוצר יחיד בריאקצי

 של 10µl, 1:64מיהול של מcDNA  של 1µl כל אחד,350nM או  250nMפרימריים בריכוז של  של

2xAbsolute Blue SYBR Green Rox mix 7-וµl 96נעשו בפלטות של  תמים סטריליים. הריאקציו 

 QPCR Systemes  Mx3000pTהתבצעו במכשיר תהריאקציו. 20µl שבכל באר נפח סופי של ,תבארו

Stratagene) ,)והאנליזה של הניסויים נעשתה בתוכנת סן דייגו, ארה"ב MxPro-QPCRTM 

(Stratagene, סן דייגו, ארה"ב .)18  התוצאות נורמלו כנגד הגןSrRNA(Hoogewijs et al., 2008), 

לכל וחזרות ביולוגיות  4 ניסויים המהווים 4 נעשו הגנים שנבדקו לכל.  H. bacteriophoraמהנמטודה

 ΔΔCT(Livak and  של הגנים חושבה בשיטת שעתוקהחזרות טכניות. רמת  3נעשו  בכל ניסוי הריאקצי

Schmittgen, 2001) 

 

 H. bacteriophora-ומ C. elegans-מ unc-22 -ו dpy-13בידוד הגנים  2.8

גנים אשר יהוו סמנים חיוביים ב היה צורך H. bacteriophora-ב RNAi-על מנת לכייל את מערכת ה

 unc-22. והגן dpy-13הגן  C. elegansשני גנים בעלי פנוטיפ ידוע מהנמטודה  נבחרולניסוי. לצורך זה 

 PCR-ה תיוריאקצי (2בנספח עמ'  ראה רצפי פריימרים) C. elegansשל הגן הפריימרים תוכננו לפי רצף 

 .H. bacteriophora של הנמטודה  cDNAועל C. elegansשל הנמטודה  cDNAנעשתה על 

 :PCR-תנאי ריאקצית ה

 : מחזורים שכל אחד מהם מורכב מארבעת השלבים הבאים 30הריאקציה כללה 

 94-ב שניות 30: דנטורציהC  

  :45-ב שניות 30אניליגC  

 68-ב שניות 30 :אלונגציהC  

 DNA -ארוך של אלונגציה לסיום הסינתזה של כל גדילי ה נוסף אחדנעשה מחזור  ,המחזורים 30 לאחר

 PCR-לאחר מכן נבדקו הפרגמנטים ב 72C. של 'בטמפדקות  5מחזור זה ארך  ,שכבר עברו איניציאציה

( בטמפרטורת אניליג 2עמ'  בנספח רצפי פריימריםראה ( )NF, NR:nested ) מרים פנימייםיחוזר עם פרי

והפרגמנטים הרלוונטיים  1.2%הורצו בג'ל  PCR-תוצרי ה דא את אמיתות התוצר.על מנת לוו 60°Cשל 
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 RBC Bioscienceשל חברת  HiYieldTM gel/PCR DNA fragment extraction kitנוקו מהג'ל ע"י

שובטו ו לריצוף והם נשלחנוקו  PCR-לאחר שתוצרי ה .בהתאם להוראות היצרן( צ'אנג הו, טיוואן) 

 .בהתאמה 1:3: הוא insert-וה רהווקטוליגציה שבה היחס המולרי בין  תיאקציברי pGEM רלווקטו

 E. Coliיטרנספורמציה לתאב הוכנסולאחר מכן תוצרי הליגציה  .Kit-ההליגציה נעשתה על פי פרוטוקול 

Top10 ,של חברת  םקומפטנטיי-אלקטרוInvitrogen .קליפורניה, ארה"ב( לפי הוראות היצרן( 

  

 : dsRNAiריים ליצירת אם לינייהכנת מקטע 2.9

מספרית  נבחרים רצפים ,dsRNAשישמשו כתבנית ליצירת  םליניאריי DNAעל מנת ליצור מקטעי 

הפריימרים  .המתאימים לרצף הפלסמידעם פריימרים  הגברהעברו  pGEMההפחתה המשובטים בווקטור 

 T7פולימראזות  RNA-ל מוטוריםהפרו פיאת רצהרצוי  רצףל בנוסף יכללו PCRתוכננו כך שבהגברה ע"י 

  הפלסמיד. גבי הנמצאים על SP6-ו

 הפרימריים:

              AGGGTTTTCCCAGTCACGACG 3’ 5’  pGEMF: 

               TCCGGCTCGTATGTTGTGTGG 3’ 5’ pGEMR: 

  PCR:-ה תיריאקצי

, פריימרכל  של 10pmol, פלסמיד המכיל את הרצף הרצוי להגברהשל  5-10ng הראקציה הכילה:

12.5µl 2 שלx Reddy Mix PCR Master Mix ABgene), 10אפסום, אנגליה(, המכילmM dNTPs 

mix ,ואנזים, בופר המותאם לאנזים - Thermoprime Plus DNA Polymerase ABgene) , ,אפסום

 .י מים מזוקקים סטריליים"הנפח החסר הושלם ע  25µl,נעשתה בנפח של ההריאקצי. אנגליה(

 :השלבים הבאים שלושתמחזורים שכל אחד מהם מורכב מ 30 :הי הריאקציתנא

 94-ב שניות 30: דנטורציהC  

 60-ב שניות 30יג: נאנילC  

 72-ב שניות 30 :אלונגציהC  

שעברו כבר DNA -של אלונגציה לסיום הסינתזה של כל גדילי ה נוסף שלבנעשה עוד  ,מכןלאחר 

  72C. של 'בטמפדקות  5מחזור זה ארך  ,איניציאציה

 

2.10 transcription In vitro  ליצירתdsRNAi: 

ע"י  הדנ"א, בשתי מבחנות נפרדות משני צדדי מחדר נעשה in vitro transcription)עתוק במבחנה )ת

 .PCR-ה תיהרצוי בעזרת ריאקצי ינכללו במקטע הליניאר ,אשר הפרומוטורים להם SP6-ו T7פולימראזות 

 RiboMaxYM Large Scale RNA Production System-SP6 and T7 :נעשתה ע"י ההריאקצי

(,Promega  ,ארה"במדיסון)  . 
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 :ההריאקצי הרכב

 4µl   בופר טרנסקריפציהX5 

 (ATP, CTP, GTP, UTP) 25mM rNTPs 4µl   

 5µl תוצר ידנ"א לינ( אריPCR ) 

 5µl םמים סטריליי   

  2µl אנזיםSP6/T7  

 . 20µl ההנפח הסופי של הריאקצי

על מנת להפטר מהדנ"א ששימש כתבנית לאחר מכן . 37°C-שעות ב ששהודגרו למשך  תהריאקציו

הודגרה  הוהריאקציRQ1 RNase-Free DNase   (1u/1µ),של 1µl ההוסף לכל ריאקצי ,ליצירת הרנ"א

ברו עורבבו ועשל אותו מחדר  SP6-וה T7-ה תריאקציונפחים שווים של  37°C.-דקות נוספות ב 15למשך 

על מנת ליצור רנ"א איטי לטמפרטורת החדר(  רדקות קירו 20-ו 70°C-דקות אינקובציה ב 10) היברידיזציה

אמוניום  5Mשל  10µlעם מים סטריליים, הוספו 100µl -הנפח הושלם ל: קעושהדו גדילי דו גדילי. הרנ"א 

 סורכזוולאחר מכן , 4°C-לאינקובציה למשך שעה ב עברוהמבחנות הו ,100%של אתנול  250µl-אצטט ו

 -אתנול, יובש והורחף ב 70%-בטמפרטורת החדר. הפלט נשטף פעמיים ב  rpm 14,000דקות במהירות 30

50µl  .1מים סטרילייםµl  על מנת לראות ולוודא את תקינותו  2%,מהרנ"א הדו גדילי הורץ על ג'ל אגרוז

 Nanodrop Technologies, Wilmington, DE) NanoDropכמותו נמדדה במכשיר .של הרנ"א

(A260 .(.)וילמינטון, ארה"ב 

 

 mediated interference) dsRNAi -(dsRNA השתקת גנים ע"י 2.11

דל ושעליו ג (1בנספח עמ'  תמיסות מצעים פירוט )ראה LPזחלים אינפקטיביים סטריליים גודלו על מצע 

הרמפרודיטיות  נקבות עד לשלב של, 28°C ימים בטמפ' של 4שעות, במשך  48החיידק הסימביונטי במשך 

טיות מלאות יההרמפרוד נקבותה. תמיסה פיזיולוגיתע"י שטפו נאספו מהצלחת ונהנמטודות מלאות ביצים, 

תערובת  .הביצים ששהו בתמיסה פיזיולוגית נדקרו בעזרת מחט סטרילית באזור הולווה להוצאת הביצים

הביצים עוברות את  ך הפרדת הביצים מהנמטודות,לצור 60µmהביצים והנמטודות הועברו דרך נפה של 

שבה  20µmלאחר מכן הביצים נשטפו היטב בתמיסה פיזיולוגית בעזרת נפה של . הנפה והנמטודות לא

ראה פירוט תמיסות ) נשארות ביצים בשלות יחסית לפי גודלן. הביצים נשטפו שלוש פעמים בתמיסת רינגר

 (,בארות 96בפלטה של ) בארכל ל ביצים הועברו 75-50. הציהסינכרוניזלהגברת  (1מצעים בנספח עמ' 

 28°Cבטמפרטורה של הודגרה הפלטה  .20µlובופר רינגר לנפח סופי של רנ"א דו גדילי  של 5µgשהכילה 

עברו הו RNAi-בתמיסת ה (J1הזחלים שבקעו ). (Ciche and Sternberg, 2007) שעות 25-26למשך 

ראה פירוט תמיסות מצעים בנספח ) כולסטרול המכילNA (nutrient agar )בארות למצע  24לפלטה של 

הפנוטיפים להמשך התפתחות ומעקב אחר שעות,  24משך המכוסה בחיידק הסימביונטי שגדל ב (1עמ' 

ימים הופיעו זחלים אינפקטיביים שנאספו לניסויי  7-10 לאחרוימים  4-5הפנוטיפים נראו לאחר  השונים.

Recovery. 
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 dsRNAiלאחר השתקת הגן הרצוי ע"י  Recovery-מבחן ביולוגי ל 2.12

בארות על  12נעשה בפלטה של  ,dsRNAi"י לאחר השתקת הגנים ע Recovery-המבחן הביולוגי ל

חיידק ה ועליו כולסטרול 10mg/ml המכיל( 1ראה פירוט תמיסות מצעים בנספח עמ' ) Nutrient agarמצע 

של זחלים אינפקטיביים ( 30-20מספר ידוע ). 28°Cבטמפרטורה של , שעות 48הסימביונטי שגדל במשך 

נקבות והפכו ל Recoveryנספרו הזחלים שעברו שעות  48הונחו בכל באר ולאחר  RNAiמניסוי 

 חושב ביחס לביקורת שבה לא הושתק אף גן.Recovery -אחוז ה. הרמפרודיטיות

 

 H. bacteriophora הפקת חלבונים מזחלים אינפקטיביים של  2.13

לי של כדורי זכוכית והדוגמאות נכתשו בעזרת חנקן נוז 0.4gr לכל גרם אחד של נמטודות קפואות הוספו

דקות בקרח. לאחר מכן  10 והדוגמאות הודגרו ,של בופר מיצוי2ml הוספו  לאבקת הנמטודות .לאבקה דקה

הועבר העליון בתום הסירכוז, הנוזל  10,000rpm,דקות במהירות של  30סורכזו למשך  הדוגמאות

. לאחר מכן דקות  בקרח 10 של פנול רווי במים והמבחנות הודגרו 2mlלמבחנות חדשות. לנוזל הוספו 

פאזת הפנול התחתונה . 4°Cבטמפ' של  10,000rpmדקות במהירות של  30הדוגמאות סורכזו למשך 

 10והודגרו למשך  , הדוגמאות עורבבוהשל בופר מיצוי הוספו לכל דוגמ 2ml-הועברה למבחנה חדשה, ו

. 4°Cבטמפ' של  10,000rpmדקות במהירות של  30דקות בקרח. לאחר מכן הדוגמאות סורכזו שוב למשך 

קר. הדוגמאות  אמוניום אצטט מומס במתנול 0.1Mשל  10mlפאזת הפנול הועברה למבחנה חדשה והוספו 

 10,000rpmדקות במהירות של  30הדוגמאות סורכזו למשך  ,למשך לילה. למחרת20°C- -הודגרו ב

נול קר. שטיפה אמוניום אצטט מומס במת 0.1Mשל  4ml-והפלט נשטף שלוש פעמים ב 4°C בטמפ' של

 200µl -דקות והומס ב 30-60 במשך רשל אצטון קר. הפלט יובש באווי 4ml-סופית של הפלט נעשתה ב

 ,7M urea, 2M thiourea, 4% w/v CHAPS, 0.3% w/v DTT המכיל:)  IPG re-swellingשל בופר

1% v/v 3–10 IPG Buffer (GE Healthcare) .)20°-.-הדוגמאות נשמרו בC בון נבדקה כמות החל

 .(Bradford, 1976) בשיטת ברדפורד

 

  וקביעת רצף )2D gels) ג'ל בשני ממדים  הפרדת חלבונים על 2.14

של חברת   immobilized pH gradient (IPGs)פי עקרונות  לעהרצת ג'ל חלבונים דו מימדי נעשה 

Amersham Biosciences (ניו- .)של  רצועותג'רזי, ארה"בIPG  עם טווחpH  הוספגו  3.0-10.0של

 -ה חלבונים בטמפרטורת החדר. הרצת 50µgהמכיל  re-swellingשל בופר  250µl-במשך לילה ב

Isoelectric focusing (IEF)  ה רצועתלאורך-pH נעשתה במכשירMultiphor II   :של חברת

,Amersham Biosciences) Amersham המימד הראשון לפי  תניו ג'רזי, ארה"ב(. הרצpH  נעשתה

 דקות, 15למשך  1300Vדקות,  15למשך  800Vדקות,  15למשך  300V בצורה מדורגת. תנאי ההרצה:

1800V  2300דקות,  15למשךV  2800דקות,  15למשךV  3300דקות,  15למשךV  דקות  15למשך

  שעות. 4למשך  -3500Vו

 equilibration בופר של 5ml-ב תההושר הרצועהpH, -ה רצועתבסיום הרצת החלבונים על גבי 

 6M Urea, 2% v/v SDS ,30% v/v glycerol ,75mM Tris-Hcl pH 8.8, 0.002%שהרכבו: )
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Bromophenol blue) 40המכילmg/ml   שלDDT  5-דקות, ולאחר מכן הושרה שוב ב 30למשךml 

 ההונח מכן הרצועהלאחר  דקות נוספות. 30למשך 80mg Iodouacetamide המכיל  equilibrationבופר 

. למניעת תזוזה 0.5% של ג'ל אגרוז 1.5ml-ב התלהפרדה על פי גודל וכוס PAGE-SDS %12.5  על ג'ל

לאחר . פרנסיסקו, ארה"ב(-סן Hoepher) SE600,שעות במכשיר  20למשך  59V-ההרצה נעשתה ב

  אילינוי, ארה"בG-250 Coomassi Blue  (Pierce protein ,.)ההרצה הג'לים נצבעו ע"י

, Z3, 2D gel image analysis system (Compugen ניתוח תוצאות הג'לים נעשה בעזרת תוכנת

 ונשלח חלבונים שהופיעו רק בטיפול מספר .הטיפול לג'ל הביקורת רחובות, ישראל(. על ידי השוואת ג'ל

 ן ישראל.לפרוטאומיקה הטכניו סמולר מרכזב (mass spectrometry) ומטריית מסותרלזיהוי על ידי ספקט

 SEQUEST (Pendarvis et al., 2009) נעשה ע"י תוכנת LC/MS/MSניתוח תוצאות 
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  תוצאות. 3

בנמטודות  Recovery-ההמשתתפים בתהליך וחלבונים מטרת העבודה הייתה זיהוי גנים 

. כדי להשיג את מטרות םע"י מבחנים פונקציונאלייוהוכחת מעורבותם  של הגנים בתהליך אנטומופתוגניות, 

רק, המתבטאים בתגובה להמולימפת ח ESTsהעבודה הוכנו ספריות הפחתה, אשר הכילו מספר רב של 

 שלושלהמשך אפיון ע"י בדיקת דגם שעתוקם לאחר  25. מתוכם נבחרו Recovery-ההמשרה את תהליך 

וכתוצאה מכך נראו פנוטיפים  RNAiשעות ושש שעות חשיפה להמולימפה. הגנים שנבחרו הושתקו ע"י 

או שמונה נבדקה ע"י מבחן ביולוגי. נמצ Recovery-השונים. מידת השפעת השתקתם של הגנים על תהליך 

באופן מובהק ביחס  Recoveryגנים אשר השתקתם משפיעה על אחוז הזחלים האינפקטיביים העוברים 

 לזחלים Recovery-ה בתהליך הנמצאים אינפקטיביים זחלים בין ניםחלבו יטויבב לביקורת. ההבדלים

בזחלים מספר חלבונים שהתבטאו  .2D gelsע"י נבדקו התפתחות  בעצירת שנמצאים אינפקטיביים

 ההפחתה בספריות הופיעו אשר חלבונים מספר נשלחו לזיהוי. נמצאו Recovery-אינפקטיביים בתהליך ה

לאינטראקציה  Recovery-לדרגת הזחל האינפקטיבי, לפונקציות בתהליך ה םרלוונטיי אשר חלבונים ומספר

  .ביעיתר מדרגה לזחל האינפקטיבי הזחל התפתחות של הביולוגי ולתהליך פונדקאי-טפיל

 

  Recovery-פיתוח מבחן ביולוגי לאפיון תהליך ה 3.1

ענה על  המבחן הביולוגימתאים.  ביולוגי מבחן לייסדנדרש היה  Recovery-העל מנת לאפיין את תהליך 

בתגובה להמולימפה של  in-vitroמחוץ לפונדקאי כלומר  Recovery-התהליך  השראת. 1כמה דרישות: 

. עבודה בקנה 3התהליך ללא ההמולימפה של החרק.  השראת את הנמטודות לאחר. אפשרות לבודד 2חרק. 

 Real-Time qPCRהגנים ע"י  שעתוקליצירת ספריות, לבדיקת  mRNAמידה גדול על מנת להפיק 

 .2D protein gels-ולהפקת חלבונים ל

טווח רחב של  בדקתיהתפתחות הנובעת מהמולימפת החרק בלבד ולא מגורמים אחרים  השראתכדי לקבל 

המצע עליו נערך המבחן, טיפולי ההמולימפה שונים, צפיפות הנמטודות, ב.; 1-א. ו1 טבלההמוצגים בתנאים 

במבחן  Recovery-טמפרטורה וזמן חשיפה להמולימפה. הפרשת החיידק הסימביונטי היוותה סמן לתהליך ה

( על Inverted Microscopeי ). הפרשת החיידק זוהתה בהסתכלות במיקרוסקופ הופכערכתיהביולוגי ש

 . Galleria mellonella  של זחלי עש הדונג הנחשפו להמולימפ םאינפקטיבייצלחות הניסוי בהן זחלים 

כי בצפיפות  מצאתיצפיפות הנמטודות לצלחת ו נבדקהכדי לבצע את המבחן הביולוגי בקנה מידה גדול 

הפרשת החיידק הסימביונטי  ,ס"מ 9ר של זחלים אינפקטיביים לצלחת פטרי בקוט 20,000גבוהה מעל 

. לפיכך במבחן הביולוגי נזרעו נמוך Recovery העוברים, ואחוז הזחלים האינפקטיביים מאודמעוכבת 

שעות חשיפה  ששבצפיפות זו נראתה הפרשת חיידק לאחר  ,זחלים אינפקטיביים לצלחת 15,000

 לא הופרש החיידק לאחר זמן זה. ללא המולימפה, בה – לעומת הביקורת טיפול, - להמולימפה
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עם ובלי המולימפת  Recovery,-בדיקת מצעים שונים לביסוס המבחן הביולוגי לתהליך ה :א1 פרמס טבלה

 .C°25בטמפרטורה של חרק, 

 

 עם המולימפה ללא המולימפה מצע

 3h 6h 12h 24h 3h 6h 12h 24h 

  PBS buffer - - - + - - + + 

  Water agar - - - + - - + + 

  T7 agar - - - + - - + + 

  Lipid agar - - + + - - + + 

  MGN - - - + - - + + 

 

לא נראתה הפרשה  -נראתה הפרשה,  + .בדיקת מצעים שונים עם ובלי המולימפת חרק להפרשת החיידק הסימביונטיא.  1 טבלה 

 . 25°Cאינקובציה של  ובטמפרטורת עים שוניםבארות, על מצ 12נעשה בפלטת של החיידק הסימביונטי.  המבחן 
 

 

 

, עם ובלי המולימפת Recovery-בדיקת מצעים שונים לביסוס המבחן הביולוגי לתהליך ה: ב1 פרמס טבלה

 .C°28בטמפרטורה של  חרק,

 

 עם המולימפה ללא המולימפה מצע

 3h 6h 12h 24h 3h 6h 12h 24h 

  PBS buffer - - - + - + + + 

  Water agar - - - + - + + + 

  T7 agar - + + + + + + + 

  Lipid agar - + + + + + + + 

  MGN - + + + + + + + 

 

לא נראתה הפרשה  -נראתה הפרשה,  + .בדיקת מצעים שונים עם ובלי המולימפת חרק להפרשת החיידק הסימביונטיב.  1 טבלה

התנאים שנבחרו . 28°C ובטמפרטורת אינקובציה של בארות, על מצעים שונים 12נעשה בפלטת של החיידק הסימביונטי.  המבחן 

 .סומנו בעיגול

 

 

, אפשר לראות שללא המולימפה, נראתה הפרשת 25°C הניסוי נעשה בטמפרטורה של א.1מספר  טבלהב

שעות על יתר המצעים. עם המולימפה נראתה  24בלבד ולאחר  Lipid agarשעות על מצע  12חיידק לאחר 

 שעות בכל המצעים. 12פרשת חיידק לאחר ה

, אפשר לראות שללא המולימפה נראתה הפרשת 28°C ב. הניסוי נעשה בטמפרטורה של1 מספר טבלהב

מים -שעות במצע האגר 24ורק לאחר  NGM-ו T7 agar ,Lipid agarשעות במצעים  ששחיידק לאחר 
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-ו T7 agar ,Lipid agarות במצעים שע שלוש. עם המולימפה נראתה הפרשת חיידק לאחר PBSובבופר 

NGM  שעות בשאר המצעים.  ששולאחר 

שבמצעים בהם החיידק הסימביונטי לא הצליח להתבסס לא נראה מעבר לזחל  מצאתיבמבחן הביולוגי 

חו יהמעבר לדרגה הבאה נראה רק על מצעים בו הצלדהיינו  Recovery,-המשך תהליך ה .דרגה רבעית

. לאור התוצאות נבחר NGM-ומצע ה T7 agar  ,Lipid agarלגדול ולהתרבות:החיידקים הסימביונטים 

)התנאים שנבחרו מסומנים 28°C. שעות בטמפרטורה של  ששמצע האגר מים עם ובלי המולימפה לאחר 

 ב(.1 טבלהבעיגול אדום ב

שיפה ובקנה מידה גדול כתוצאה מח Recovery in-vitro-התהליך  השראתבוסס מבחן ביולוגי המאפשר 

הוא  Recoveryהזחלים האינפקטיביים שעברו  רששיעונראה הניסוי שנבחר  ךבמערלהמולימפה של חרק. 

(, ב7א, 7תמונה ) C°28בטמפרטורה של  על מצע אגר מים להמולימפה חשיפתם שעות 6-8 לאחר ,70%-כ

 הסימביונטי באותם זמנים החיידק את הפרישו ולא להמולימפה נחשפו שלא אינפקטיביים לזחלים בניגוד

 ספריית הוכנה שממנו mRNA להכנת נשטפו והוקפאו נאספו, הנמטודות זו זמן . בנקודת(ד7ג, 7תמונה )

 ששל חרק לאחר התפתחות ע"י המולימפה ש השראתמ כתוצאה שהתבטאו גנים המבטאת הראשונה הפחתה

ספריית ההפחתה השנייה הוכנה מזחלים אינפקטיביים שנחשפו להמולימפה במשך שלוש שעות בלבד  .שעות

 .Recovery-ההמווסתים את התהליך המתבטאים מוקדם יותר בתהליך וגנים  במטרה לאתר גנים

 

 הפרשה של החיידק הסימביונטי בתגובה להמולימפה של חרק :7פר מס תמונה

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 יםמצביע ציםהח ,שעות שש חרק למשך של להמולימפה שנחשפו H. bacteriophora של אינפקטיביים זחלים :ג7א, 7תמונה 

 אינפקטיביים זחלים ד:7ב, 7. להמולימפה מהחשיפה כתוצאה אינפקטיביים הזחלים י"ע ושהופרש P. luminescens יחיידק על

. שעות ששמים לאחר -הסימביונטי על מצע אגר החיידק את הפרישו ולא להמולימפה פונחש שלא H. bacteriophora של

 (.10פי ד, הגדלה 2ג, 2 .40 פי הגדלהב, 2א,2)

 

    

 ג ד

 ב א
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 ספריות הפחתה 3.2

-הבזחלים אינפקטיביים בתהליך עולה אלו גנים שעתוקם של  ספריות ההפחתה נעשו על מנת למצוא

Recovery חשיפה להמולימפה של חרק. ספריית ההפחתה מאפשרת ההתפתחות ע"י  השראתמ כתוצאה

 .(מצב מושרה לעומת לא מושרה)לזהות גנים אשר עלו בתגובה לאינדוקציה כאשר ההפחתה היא ישירה 

לאחר שלוש שעות חשיפה להמולימפה )במטרה למצוא גנים המתבטאים בשלב : הספריות נעשו בשני זמנים

 יפה להמולימפה )זמן הפרשת החיידק הסימביוטי(.וכשש שעות לאחר חש מוקדם יותר בתהליך(

 

 שש שנעשתה ההפחתה מספריית agsTequence Sxpressed E (ESTs) הרצפים של אנליזה 12.3.

 .להמולימפה חשיפה לאחר שעות

 נוקו שהתקבלו הרצפים. לריצוף נשלחו ההפחתה מהספרית ESTs)) רצף מקטעי המכילות מושבות220 

 נשארו הניקוי לאחר. הנתונים ממאגר הוצאו םנוקליאוטידי 50-מ פחות המכילים ורצפים רהווקטו מרצפי

 NCBI: ברשת נתונים למאגרי הושוו אלו רצפים. םנוקליאוטידי ±100300 באורך רצפים 183

(Altschul et al., 1990) ו-wormbase (Chen et al., 2005) י"ע BLASTX םאלגורית.  

 בהם המידע ממאגרי חלבון לאף התאימו לא( הרצפים מכלל 16%) רצפים 29 כי העלו החיפוש תוצאות

 יותר או אחד לרצף תואמים נמצאו( הרצפים מכלל90% ) רצפים 165. חדשים נחשבים ולכן החיפוש נערך

 גבוה דמיון ולנותרים C. elegans של לחלבונים משמעותי דמיון יש רצפים 78-ל מתוכם, המידע ממאגרי

-ו הזברה דג - Danio rerio כגון אחרים אאוקריוטים םואורגניזמי אחרות נמטודות של לרצפים יותר

Drosophila melanogaster - ה רשימת. הפירות זבוב-ESTs מספריית שבודדו, שלהם והאנוטציה 

 .29בעמוד  2מספר  טבלהזו מופיעים ב ההפחתה

 

 שנעשתה ההפחתה מספריית agsTequence Sxpressed E (ESTs) הרצפים לש אנליזה 22.3.

 .להמולימפה חשיפה לאחר שעות שלוש

 הרצפים. לריצוף נשלחו השנייה ההפחתה מהספרית ESTs)) רצף מקטעי המכילות מושבות 384

 לאחר. םהנתוני ממאגר הוצאו םנוקליאוטידי 50-מ פחות המכילים ורצפים רהווקטו מרצפי נוקו שהתקבלו

: ברשת נתונים למאגרי הושוו אלו רצפים. םנוקליאוטידי ±100200 באורך רצפים 202 נשארו הניקוי

NCBI ו-wormbase (Chen et al., 2005) י"ע BLASTX םאלגורית. 

 בהם המידע ממאגרי חלבון לאף התאימו לא( הרצפים מכלל 17%) רצפים 33 כי העלו החיפוש תוצאות

 יותר או אחד לרצף תואמים נמצאו( הרצפים מכלל83% ) רצפים 169. חדשים נחשבים ולכן החיפוש נערך

 גבוה דמיון ולנותרים C. elegans של לחלבונים משמעותי דמיון יש רצפים 55-ל מתוכם,  המידע ממאגרי

 87. אחרים אאוקריוטים םואורגניזמי Brugia malayi כגון יונקים על טפילות נמטודות של לרצפים יותר

 ESTs-ה רשימת. (Bai et al., 2007) שפורסמו  H. bacteriophoraלרצפי תואמים נמצאו רצפים

 .33בעמוד  3מספר  טבלהזו מופיעים ב ההפחתה ייתמספר שבודדו, שלהם והאנוטציה
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 מספריות ההפחתה ESTs-טבלאות אנוטציה של ה 3.3

 

 מספריית ההפחתה של שלוש שעות ESTs-אנוטציה של ה  1.3.3

 

 חשיפה להמולימפה  שעות שלושלאחר  H. Bacteriophoraמספריית ההפחתה של זחלים אינפקטיביים של נוטציה שלהם אוה ESTsרשימת :  2מספר   הטבל
      

clone no. annotation no. genebank no. e-value organism 

      

Hb3HAa1 Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 2 (iftb-1)  EDP37332 2.00E-34 Brugia malayi (human parasitic nematode) 

Hb3HAa6 40S ribosomal protein S19S.  P39698 4.00E-13 Ascaris suum (pig roundworm) 

Hb3HAa8 Cytochrome c oxidase subunit I 38  YP_817454 7.00E-18 Heterorhabditis bacteriophora 

Hb3HAa10 Cytochrome oxidase subunit I  AAY64066 9.00E-44 Bactrocera cucurbitae (melon fruit fly) 

Hb3HAa12 TYRosinase family member (tyr-4)   NP_491709 9.00E-12 Caenorhabditis elegans 

Hb3HAc5 Zinc finger transcription factor  AJ535757 3.00E-07 Bactrocera oleae  (olive fruit fly) 

Hb3HAd2 NADH dehydrogenase subunit 1  11 YP_817451 2.00E-09 Heterorhabditis bacteriophora  

Hb3HAd3 Mitochondrial ribosomal protein MRP17   CAE66739 9.00E-07 Caenorhabditis briggsae 

Hb3HAd5 fis-1-related protein   EDP34346 3.00E-23 Brugia malayi (human parasitic nematode) 

Hb3HAd9 NADH dehydrogenase subunit 5 7 YP_817460 2.00E-39 Heterorhabditis bacteriophora  

Hb3HAe2 Meiotic recombination protein  (spo-11)  CAA92974 2.00E-05 Caenorhabditis elegans 

Hb3HAe4 Hypothetical protein CBG00994   XP_001678153 2.00E-25 Caenorhabditis briggsae  

Hb3HAe10 Trehalose 6-Phosphate Synthase protein 1 (tps-1) / tag-25  EDP32297 1.00E-29 Brugia malayi 

Hb3HAf8 Cytochrome c oxidase subunit II  3 YP_817455 1.00E-37 Heterorhabditis bacteriophora 

Hb3HAg5 AQuaPorin or aquaglyceroporin related family member (aqp-7)  NP_508515 1.00E-45 Caenorhabditis elegans 

Hb3HAh2 HIStone family member (his-35)  NP_505463 4.00E-10 Caenorhabditis elegans 

Hb3HAh9 Hypothetical protein CBG11890   XP_001667415 5.00E-16 Caenorhabditis briggsae  

Hb3HBa1 DNA replication licensing factor MCM5, putative   EDP34804 7.00E-51 Brugia malayi 

Hb3HBa3 NADH dehydrogenase subunit 2 4 YP_817453 8.00E-13 Heterorhabditis bacteriophora 

Hb3HBa5 Hypothetical protein CBG13298   XP_001665020 2.00E-13 Caenorhabditis briggsae  

Hb3HBa6 AKT kinase family member (akt-1)   NP_001023646 4.00E-45 Caenorhabditis elegans 

Hb3HBa7 AMmonium Transporter homolog family member (amt-1)  NP_508784 6.00E-14 Caenorhabditis elegans 

Hb3HBa8 Ribosomal Protein, Small subunit family member (rps-30)  AAY46303 7.00E-20 Caenorhabditis remanei 

Hb3HBa9 F01G12.6  NP_510666 4.00E-05 Caenorhabditis elegans 
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Hb3HBa10 Predicted short chain-type dehydrogenase  NP_506406 5.00E-07 Caenorhabditis elegans 

Hb3HBa11 Inositol Polyphosphate 5-Phosphatase type I (ipp-5)  AAL72637 6.00E-09 Caenorhabditis elegans 

Hb3HBa12 F35C11.5 gene  XP_001678628 4.00E-05 Caenorhabditis briggsae  

Hb3HBb5 CyTochrome b (ctb-1) 12 YP_817457 6.00E-41 Heterorhabditis bacteriophora 

Hb3HBb7 Intracellular GLoBin (glb-1)   AAL56427 8.00E-27 Syngamus trachea (gapeworm) 

Hb3HBb9 NADH dehydrogenase subunit 4 5 AAN38918 4.00E-07 
Longistriata blarinae 

 (shrew parasitic nematode) 

Hb3HBd6 MAP kinase activating protein C22orf5 / F40E10.6 gene  EDP32424 1.00E-10 Brugia malayi 

Hb3HBd9 F53F4.16   NP_001023963 1.00E-09 Caenorhabditis elegans 

Hb3HBd10 Heterorhabditis bacteriophora satellite sequence  U19928 4.00E-55 Heterorhabditis bacteriophora 

Hb3HBe2 5' nucleotidase family IMP-GMP specific 5'-nucleotidase  EDP31758 1.00E-18 Brugia malayi 

Hb3HBe4 PH domain containing protein  PH (pleckstrin  homology) domain   NP_505929 5.00E-34 Caenorhabditis elegans 

Hb3HBe6 RNA polymerase III transcription factor (tag-315)  NP_505626 2.00E-20 Caenorhabditis elegans 

Hb3HBe10 Glutaryl-Coenzyme A dehydrogenase   NP_496469 3.00E-69 Caenorhabditis elegans 

Hb3HBf4 Uncharacterized conserved protein (contains TPR repeat)  ZK20.4  NP_496487 8.00E-06 Caenorhabditis elegans 

Hb3HBf8 Paralysed Arrest at Two-fold family member (pat-10),   NP_491501 2.00E-75 Caenorhabditis elegans 

Hb3HBf11 Integral TransMembrane protein 1 - ITM1 protein, putative   EDP32911 3.00E-06 Brugia malayi 

Hb3HBf12 Autophagocytosis associated protein   EDP30311 3.00E-08 Brugia malayi 

Hb3HBg7 Ribosomal Protein, Small subunit (rps-4)   ABP52061 6.00E-12 Ancylostoma caninum (dog hookworm) 

Hb3HBg8 Ancient conserved domain protein 4,  EDP32873 7.00E-08 Brugia malayi 

Hb3HBg11 Cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 6.  NP_001017993 4.00E-04 Danio rerio (zebra fish) 

Hb3HBh3 Partial gene for TRaNsposase (trn-7)  AM402994 5.00E-08 
Listonella anguillarum serovar 

(g-proteobacteria) 

Bb3HCa1 Protein kinase domain containing protein   EDP37422 9.00E-05 Brugia malayi 

Hb3HCa2 Caenorhabditis elegans Cosmid C29F7  Z92827 8.00E-29 Caenorhabditis elegans 

Hb3HCa3 Elongation factor 1 alpha   ABX79382 6.00E-49 Dictyocaulus viviparus (bovine lungworm) 

Hb3HCa5 Serpentine Receptor, class AB family member (srab-14)  NP_001022279 7.00E-23 Caenorhabditis elegans 

Hb3HCa7 Chaperonin Containing TCP-1 family member (cct-5)  NP_497915 2.00E-32 Caenorhabditis elegans 

Hb3HCa9 Hypothetical protein M02B7.4  AAB09129.2 4.00E-10 Caenorhabditis elegans 

Hb3HCa12 Dephospho-CoA kinase family protein   EDP35901 3.00E-25 Brugia malayi 

Hb3HCb9 CHOline transporter family member (cho-1)   NP_502539 1.00E-32 Caenorhabditis elegans 

Hb3HCc3 Hypothetical protein K09H9.8  AAB97572  5.00E-06 Caenorhabditis elegans 

Hb3HCc6 Ribosomal Protein, Large subunit family member (rpl-22)  NP_494932 1.00E-10 Caenorhabditis elegans 
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Hb3HCc11 Heterorhabditis bacteriophora satellite sequence  U19928 4.00E-45 Heterorhabditis bacteriophora 

Hb3HCd3 EGg Laying defective family member (egl-3)= kpc-2  NP_505614 2.00E-35 Caenorhabditis elegans 

Hb3HCd8 Protein Disulfide Isomerase (pdi-2)  AAS84454 2.00E-66 Ancylostoma caninum (dog hookworm) 

Hb3HCd9 Heavy chain, Unconventional Myosin family member (hum-4)  NP_509914 2.00E-13 Caenorhabditis elegans 

Hb3HCe2 Tyrosine aminotransferase   NP_510454 9.00E-21 Caenorhabditis elegans 

Hb3HCe3 DeHydrogenase Short chain family member (dhs-6)   NP_001021972 3.00E-23 Caenorhabditis elegans 

Hb3HCe4 Acyl-Coenzyme A dehydrogenase family member 10  XP_588758 6.00E-05 Taeniopygia guttata (bird, zebra finch) 

Hb3HCf3 Hypothetical protein T25G3.1  NP_492112 2.00E-34 Caenorhabditis elegans 

Hb3HCf4 Y43F8C.7  NP_507807 7.00E-20 Caenorhabditis elegans 

Hb3HCf6 D-3-phosphoglycerate dehydrogenase  XP_001203904 2.00E-11 Strongylocentrotus purpuratus (sea urchin) 

Hb3HCf8 RhoGAP domain containing protein   EDP36063 8.00E-14 Brugia malayi 

Hb3HCf10 Tapt1 protein   NP_507972 7.00E-40 Caenorhabditis elegans 

Hb3HCf11 Amino acid transporter H32K16.1  NP_492453 3.00E-05 Caenorhabditis elegans 

Hb3HCf12 Vesicle trafficking protein SEC22b  NP_508198.1 2.00E-32 Caenorhabditis elegans 

Hb3HCg4 GEx Interacting protein family member (gei-17)  NP_001021679 4.00E-06 Caenorhabditis elegans 

Hb3HCg5 AdaPtin, Mu/medium chain (clathrin associated complex) (apm-1)  NP_491572 1.00E-13 Caenorhabditis elegans 

Hb3HCg11 Proteasome Regulatory Particle  (rpn-9)   NP_496405 7.00E-20 Caenorhabditis elegans 

Hb3HCh7 Sodium-independent organic anion transporter family protein  NP_508394 2.00E-14 Caenorhabditis elegans 

Hb3HDa2 TransThyretin-like protein 2 precursor (ttl-15)   NP_499285 9.00E-18 Caenorhabditis elegans 

Hb3HDa5 C15C8.7  NP_506186 1.00E-06 Caenorhabditis elegans 

Hb3HDb5 ATPase, AAA family protein /( figl-1 )  NP_504197.1 4.00E-15 Caenorhabditis elegans 

Hb3HDb6 Peptidase M16 inactive domain containing protein / mppa-1   EDP36925 5.00E-19 Brugia malayi 

Hb3HDb7 ATP-dependent helicase DDX48  XM_001894333.1 7.00E-62 Brugia malayi 

Hb3HDb9 Y40B1B.8 gene Mitochondrial carrier protein   AAB06575 7.00E-05 Caenorhabditis elegans 

Hb3HDc4 Malate DeHydrogenase family member (mdh-1) 2 NP_498457 3.00E-29 Caenorhabditis elegans 

Hb3HDc8 Elongation FacTor family member (eft-3)   NP_498520 2.00E-55 Caenorhabditis elegans 

Hb3HDc10 DeHydrogenases, Short chain family member (dhs-14)  NP_503752 5.00E-08 Caenorhabditis elegans 

Hb3HDd9 Coatomer alpha subunit / Vesicle coat complex COPI   EDP38481 5.00E-13 Brugia malayi 

Hb3HDe9 Chaperonin Containing TCP-1(cct-7)  EDP35087 2.00E-63 Brugia malayi 

Hb3HDe12 Heterorhabditis bacteriophora satellite sequence  U19928 4.00E-60 Heterorhabditis bacteriophora 

Hb3HDf4 Hypothetical protein CBG20487   CAE73107 8.00E-14 Caenorhabditis briggsae 

Hb3HDf6 Phosphate carrier protein, mitochondrial precursor, 3 EDP32118 1.00E-57 Brugia malayi 

Hb3HDf8 N-6 adenine-specific DNA methyltransferase 2   NP_080802 8.00E-21 Caenorhabditis briggsae 
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Hb3HDh1 ATP-dependent helicase DDX1,  NP_500004  6.00E-17 Caenorhabditis elegans 

Hb3HDh2 Methionyl tRNA Synthetase family member (mrs-1)  NP_502196 2.00E-35 Caenorhabditis elegans 

Hb3HDh6 Y105C5A.15   NP_502883 3.00E-11 Caenorhabditis elegans 

Hb3HDh11 D1022.5  NP_495562 5.00E-05 Caenorhabditis elegans 

Hb3HDh12 Barrier to Auto integration Factor family member (baf-1)   NP_499085 4.00E-31 Caenorhabditis elegans 

 

 מתייחס למספר הפעמים בהם הגן הופיע בספריה. .No-ה הטור .והאנוטציה שלהם (NCBI, Wormbase) אשר נמצאו תואמים לרצף ידוע ממאגרי מידע ESTs: 2מס'  הטבל
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 ש שעותשמספריית ההפחתה של  ESTs-אנוטציה של ה  2.3.3

 

 חשיפה להמולימפה   שעות ששלאחר  H. Bacteriophoraהפחתה של זחלים אינפקטיביים של מספריית השלהם  והאנוטציה ESTsרשימת :  3מספר   הטבל

      

clone no. annotation no. genebank  no. e-value organism 

      
Hb6HA1 C-type lectin                               Y25C1A.3 1.10E-34 Caenorhabditis elegans 

Hb6HA2 Ribosomal Protein, Large subunit family member (rpl-13) 2 NP_001021017 4.00E-77 Caenorhabditis elegans 

Hb6HA4 Temporarily Assigned Gene name family member (tag-210)          EAT46673 1.00E-49 Aedes aegypti (yellow fever mosquito) 

Hb6HA5 Na/Ca eXchangers family member (ncx-4)  NP_492604 3.00E-58 Caenorhabditis elegans 

Hb6HA6 ADP Ribosylation Factor 79F CG8385-PB, isoform B (arf-1.2) 2 NP_476955 3.00E-77 Drosophila melanogaster (fruit fly) 

Hb6HA7 TropoNin T family member (tnt-2)  NP_001024704 1.00E-59 Caenorhabditis elegans 

Hb6HA8 Hypothetical protein F08F3.4  T29433 2.00E-05 Caenorhabditis elegans 

Hb6HA11 GRound-Like (grl-25)   ZK643.8 5.20E-24 Caenorhabditis elegans 

Hb6HA12 Ran-binding protein 7 3 XP_001898051.1 4.00E-05 Brugia malayi (human parasitic nematode) 

Hb6HA15 Splicing factor, arginine/serine-rich 5 |(rsp-1) 2 NP_957161 7.00E-24 Danio rerio (zebra fish) 

Hb6HA17 GLYcosylation related family member (gly-20)  NP_505864 6.00E-28 Caenorhabditis elegans 

Hb6HA18 CYclophyliN family member (cyn-3) 2 XP_002638373.1 9.00E-19 
Caenorhabditis briggsae (free-living 

nematode) 

Hb6HA19 Glutamate/leucine/phenylalanine/valine dehydrogenases  AAC19750 3.00E-07 
Haemonchus contortus  

 (sheep parasitic nematode) 

Hb6HA20 Ribosomal Protein, Large subunit family member (rpl-14) 3 XP_002639221.1 5.00E-50 Caenorhabditis briggsae 

Hb6HA21 CBR-SEC-10 protein   XP_002634328.1 2.00E-47 Caenorhabditis briggsae 

Hb6HA22 Elongation Factor family member (eft-2)  AAD03339 7.00E-61 Caenorhabditis elegans 

Hb6HA23 Inorganic PYroPhosphatase family member (pyp-1)  NP_001023073 3.00E-63 Caenorhabditis elegans 

Hb6HA24 Ribosomal Protein, Large subunit family member (rpl-14)  NP_492576 6.00E-14 Caenorhabditis elegans 

Hb6HA25 Similar to SNARE-associated protein Snapin  XP_001897610.1 2.00E-11 Brugia malayi (agent of lymphatic filariasis) 

Hb6HA26 85 kda calcium-independent phospholipase A2   EAT34967 4.00E-16 Aedes aegypti  

Hb6HA27 Kinesin Light Chain family member (klc-2) 2 NP_001023664 2.00E-67 Caenorhabditis elegans 

Hb6HA28 Immunogenic protein 3  AAR28033 2.00E-20 Brugia malayi 

Hb6HA30 similar to catalase (Q59296)  BE240836 5.40E-51  
Meloidogyne incognita 

(plant parasitic nematode) 
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Hb6HA31 Similar to PABP1-dependent poly A-specific ribonuclease   XP_001900534.1 7.00E-10 Brugia malayi 

Hb6HA32 Hypothetical protein Bm1_32495  2 XP_001897944 4.00E-11 Brugia malayi 

Hb6HA33 Thioredoxin  AAS78778 2.00E-13 Ascaris suum (pig roundworm) 

Hb6HA34 PAttern of reporter Gene expression abnormal (pag-3)  NP_510480 2.00E-80 Caenorhabditis elegans 

Hb6HA35 Moleskin CG7935-PA   NP_524780 7.00E-05 Drosophila melanogaster  

Hb6HA36 NuDiX family member (ndx-4)   NP_493413 8.00E-56 Caenorhabditis elegans 

Hb6HA41 Glutamate decarboxylase/sphingosine phosphate lyase   NP_500051 1.00E-09 Caenorhabditis elegans 

Hb6HA42 Phosphoribosylformylglycinamidine cyclo-ligase   XP_001941001.1 1.00E-65 Pyrenophora tritici-repentis (Fungus) 

Hb6HA43 NADH Ubiquinone Oxidoreductase family member (nuo-3)  NP_502790 2.00E-27 Caenorhabditis elegans 

Hb6HA44 Gamma-glutamyl transpeptidase precursor   AAS18673 8.00E-45 Brugia pahangi 

Hb6HA45 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase   AAF08341 4.00E-19 Brugia malayi 

Hb6HA46 Hypothetical protein C45E1.4  NP_491104 6.00E-14 Caenorhabditis elegans 

Hb6HA47 Yeast SEC homolog family member (sec-3)  NP_508530 1.00E-21 Caenorhabditis elegans 

Hb6HA49 Splicing factor, arginine/serine-rich 4  XP_001902042.1 3.00E-35 Brugia malayi 

Hb6HA50 Steinernema feltiae IS6 - desiccation stress related ESTs  BQ580369 2.00E-10  
Steinernema feltiae  

(entomopathogenic nematode) 

Hb6HD1 Myosin Light Chain family member (mlc-3)  NP_741146 2.00E-05 Caenorhabditis elegans 

Hb6HD2 DVA-1 polyprotein precursor  2 Q24702  2.00E-47 Dictyocaulus viviparus (bovine lungworm) 

Hb6HD3 Long-chain-fatty-acid-CoA ligase 6  XP_698615 2.00E-14 Danio rerio 

Hb6HD4 Glycine-rich protein  EEY60363.1 2.00E-05 
Phytophthora infestans  

(pathogen  potato oomycetes) 

Hb6HD5 Ribosomal Protein, Large subunit family member (rpl-19)  NP_491608 5.00E-17 Caenorhabditis elegans 

Hb6HD6 Fatty Acid CoA Synthetase family (acs-14)  NP_499799.1 1.00E-26 Caenorhabditis elegans 

Hb6HD7 Ribosomal Protein, Large subunit family member (rpl-9)  NP_498660 3.00E-12 Caenorhabditis elegans 

Hb6HD9 Similar to RRN3 RNA polymerase I transcription factor homolog  2 NP_497803 3.00E-27 Caenorhabditis elegans 

Hb6HE2 Protein disulfide-isomerase A4 precursor  NP_498775 1.00E-08 Caenorhabditis elegans 

Hb6HE5 Hypothetical protein C36E8.1  NP_497803.1 3.00E-27 Caenorhabditis elegans 

Hb6HE6 Heat shock protein 16-1 (hsp-16-1)  AAN05752 1.00E-19 Haemonchus contortus 

Hb6HE8 
Nematode polyprotein allergen related 

 post-translationnally (npa-1) 
 Q24702 3.00E-47 Dictyocaulus viviparus (bovine lungworm) 

Hb6HE9 Hypothetical protein R08C7.2  NP_001023333 2.00E-10 Caenorhabditis elegans 

Hb6HA54 DnaJ chaperonine DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily A 2 XM_001891527.1 3.00E-38 Brugia malayi 

Hb6HA56 Ribosomal Protein, Small subunit family member (rps-20)  NP_740944 2.00E-50 Caenorhabditis elegans 
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Hb6HA63 Phosphatidylethanolamine binding protein isoform 1  XP_001662795.1 2.00E-05  Aedes aegypti 

Hb6HA64 Temporarily Assigned Gene name family member (tag-308) 2 NP_495625 2.00E-05 Caenorhabditis elegans 

Hb6HA67 
Similar to Probable ubiquitin carboxyl-terminal 

  (Ubiquitin-specific protease 9) 
 XP_982908 2.00E-67 Mus musculus (house mouse) 

Hb6HA68 Aldose reductase   AAP41124 4.00E-31 
Pristionchus pacificus  

(free-living nematode) 

Hb6HA71 Cytochrome c type-1  P92504 2.00E-21 Ascaris suum  

Hb6HA76 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily A member  XM_002666751.1 4.00E-16 Danio rerio 

Hb6HA78 Ribosomal Protein, Large subunit family member (rpl-4)  NP_491416 1.00E-87 Caenorhabditis elegans 

Hb6HA79 Ribosomal Protein, Small subunit family member (rps-9) 2 NP_496384 6.00E-45 Caenorhabditis elegans 

Hb6HA80 Methyltransferase, subunit GCD14  NP_493229 1.00E-05 Caenorhabditis elegans 

Hb6HA81 ALdehyde deHydrogenase family member (alh-4) 2 NP_741553 1.00E-07 Caenorhabditis elegans 

Hb6HA82 Vacuolar H ATPase family member (vha-15)  NP_508412 2.00E-37 Caenorhabditis elegans 

Hb6HA83 NADH Ubiquinone oxidoreductase Fe-S protein (nduf-5) 2 NM_058684.3 3.00E-38 Caenorhabditis elegans 

Hb6HA84 Manganese superoxide dismutase  CAD42938.2 4.00E-06 Taiwanofungus camphoratus (rot fungus) 

Hb6HA85 Hypothetical protein F01F1.11  T15949 5.00E-13 Caenorhabditis elegans 

Hb6HA86 Isocitrate dehydrogenase gamma subunit   AAD55084 3.00E-28 Strongyloides stercoralis 

Hb6HA89 Kinesin Light Chain family member (klc-2)  CAA82752 4.00E-68 Caenorhabditis elegans 

Hb6HA90 Kelch repeat and BTB (POZ) domain containing 1  NP_001003727 7.00E-14 Danio rerio 

Hb6HA93 C15C7.5   NP_508542 6.00E-28 Caenorhabditis elegans 

Hb6HA94 S-adenosylhomocysteine hydrolase   NP_491955 1.00E-17 Caenorhabditis elegans 

Hb6HA95 Isoleucyl tRNA Synthetase family member (irs-1)  NP_501914 4.00E-09 Caenorhabditis elegans 

Hb6HA96 ELongator complex Protein Component (elpc-2)   NP_499648 4.00E-14 Caenorhabditis elegans 

Hb6HB1 Proteasome Beta Subunit family member (pbs-7)  NP_492354. 5.00E-36 Caenorhabditis elegans 

Hb6HB2 Allatotropin neuropeptide precursor   CAD98809  7.00E-05 Spodoptera frugiperda (fall armyworm) 

Hb6HB5 IS10 transposase, putative  AC160095.1 6.00E-702  Solanum lycopersicum (tomato) 

Hb6HB8 Ribosomal Protein, Large subunit family member (rpl-5)  ACZ13335.1 5.00E-23 
Bursaphelenchus xylophilus  

(pine wood nematode ) 

Hb6HB9 ALdehyde deHydrogenase family member (alh-4)   NP_741553 9.00E-08 Caenorhabditis elegans 

Hb6HB10 3-oxoacid CoA transferase 1  NP_001007292 7.00E-24 Danio rerio  

Hb6HB11 Proteasome Alpha Subunit family member (pas-4)  NP_492360 4.00E-50 Caenorhabditis elegans 

Hb6HB12 Ribosomal Protein, Small subunit family member (rps-9)  NP_496384 6.00E-11 Caenorhabditis elegans 

Hb6HB14 Succinate DeHydrogenase complex subunit A (sdha-1)  NP_509446 2.00E-111 Caenorhabditis elegans 

Hb6HB16 Pinin (desmosome-associated protein) R186.7  3 XP_001902332.1 5.00E-18 Brugia malayi 
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Hb6HB18 Prion-like-(Q/N-rich)-domain-bearing protein (pqn-19)  XP_002639433.1 5.00E-49 Caenorhabditis briggsae 

Hb6HB19 T22C8.6  NP_495834 9.00E-44 Caenorhabditis elegans 

Hb6HB20 Adenosylhomocysteinase  NP_491955 1.30E-29 Caenorhabditis elegans 

Hb6HB25 Hypothetical protein C18A3.1  NP_495127.1 6.00E-08 Caenorhabditis elegans 

Hb6HB27 Fructose-bisphosphate aldolase 1 (Aldolase CE-1) (CE1).  NP_741281 8.00E-41 Caenorhabditis elegans 

Hb6HB28 Mediator complex subunit (rgr-1 )  XP_001898423.1 3.00E-14 Brugia malayi 

Hb6HB32 Lipid Binding Protein family member (lbp-1)  NP_508557 1.00E-37 Caenorhabditis elegans 

Hb6HB33 
Hypothetical protein Bm1_32495. 

Similar to immediate early response 5-like  
2 XP_001897944.1 9.00E-42 Brugia malayi 

Hb6HB34 LYSozyme family member (lys-7)  NP_503972 1.00E-14 Caenorhabditis elegans 

Hb6HB35 Similar to Kynureninase (L-kynurenine hydrolase)  XP_001895030.1 5.00E-42 Brugia malayi 

Hb6HB36 MEChanosensory abnormality family member (mec-5)   NP_741941 5.00E-106 Caenorhabditis elegans 

Hb6HB40 Arginine kinase   AAP41028 2.00E-19 
Heterodera glycines  

(plant parasitic cyst nematode) 

Hb6HB42 Nuclear pre-mRNA splicing factor  XP_001700562.1 6.00E-05 
Chlamydomonas reinhardtii  

(single celled green alga)  

Hb6HB45 CYclophyliN family member (cyn-3)  NP_506751 1.00E-19 Caenorhabditis elegans 

Hb6HB46 Hypothetical protein B0491.5  NP_496424.1 9.00E-39 Caenorhabditis elegans 

Hb6HB47 Hypothetical protein CBG01646  2 XP_002634096.1 5.00E-12 Caenorhabditis briggsae 

Hb6HB48 Guanylate kinase 1  NP_491243.1 4.00E-40 Caenorhabditis elegans 

Hb6HB51 Hypothetical protein Bm1_32495 2 XP_001897944.1 6.00E-11 Brugia malayi 

Hb6HB53 Rnu3ip2 protein: RNA, U3 small nuclear interacting protein 2   XP_001894479.1 3.00E-21 Brugia malayi 

Hb6HB58 CHiTinase family member (cht-1)  NP_508588 5.00E-38 Caenorhabditis elegans 

Hb6HB59 Tropomyosin isoforms a/b/d/f (Levamisole resistant protein 11)  Q22866 2.00E-06 Caenorhabditis elegans 

Hb6HB60 Phosphoenolpyruvate carboxykinase [GTP]   P29190 1.00E-34 Haemonchus contortus (barber pole worm) 

Hb6HB62 ACTin family member (act-4) 2 CAA34718 1.00E-76 Caenorhabditis elegans 

Hb6HB64 Hypothetical protein CBG05695  XP_002638641.1 3.00E-30 Caenorhabditis briggsae 

Hb6HB65 Nol5a protein   XP_001900200.1 5.00E-29 Brugia malayi 

Hb6HB74 Heat Shock Protein 20 (hsp-20)  AAN05752 1.00E-38 Haemonchus contortus 

Hb6HB75 Similar to Probable ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase FAF-X  XP_982908 7.00E-69 Mus musculus 

Hb6HB79 TnpA transposase of  IS10    ABG56859 7.00E-122 Klebsiella pneumoniae (bacteria) 

Hb6HB80 Hypothetical protein CBG13067  CBG13067 2.00E-18 Caenorhabditis briggsae 

Hb6HB81  Identified as bumetanide-sensitive Na-K-Cl cotransporter  AAA82423.2 3.10E-07 Caenorhabditis elegans 

Hb6HB83 SyNapTotagmin family member (snt-4)  NP_491853 9.00E-103 Caenorhabditis elegans 
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Hb6HB88 SNARE-associated protein Snapin   XP_001897610.1 3.00E-09 Brugia malayi 

Hb6HB90 Actin (act-1)  CAB04678 8.90E-36 Caenorhabditis elegans 

Hb6HB91 IMportin Beta family member (imb-3)  XP_001898232.1 3.00E-06 Brugia malayi 

Hb6HB92 Hypothetical protein Y77E11A.14   NP_500075.1 3.00E-06 Caenorhabditis elegans 

Hb6HC2 SMA-9 class B (sma-9)  AY390537  2.80E-20 Burkholderia pseudomallei 1710b (bacteria) 

Hb6HC3 Cytochrome oxidase subunit II   YP_817455.1 6.00E-19 Heterorhabditis bacteriophora 

Hb6HC4 Hypothetical protein CBG09543   NP_505622 3.00E-11 Caenorhabditis briggsae 

Hb6HC5 HMG CoA synthase.  AAA92672 2.00E-14 Caenorhabditis elegans 

Hb6HC8 GRound-Like (grd related) grl-23  Z81053 1.60E-25 Caenorhabditis elegans 

Hb6HC12 Heat shock protein 20   CAG25499.1 2.00E-30 
Ostertagia ostertagi  

(cattle prasitic nematode)  

Hb6HC13 Adp-ribosylation factor related protein 1.2 (arf-1 )  AAK18851 4.00E-43 Caenorhabditis elegans 

Hb6HC15 Mitochondrial ribosomal protein, S9, putative    EAT36525 5.00E-06 Aedes aegypti  

 
מתייחס למספר הפעמים בהם הגן הופיע בספריה. .No-טור ה. להםוהאנוטציה ש (NCBI, Wormbase) אשר נמצאו תואמים לרצף ידוע ממאגרי מידע ESTs :3טבלה מס' 
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 KEGGעפ"י  מטאבוליים מסלולים פי על לקבוצות  ESTs-ה של חלוקה 4.3

 הושוו הרצפים, תפקידם פי על ההפחתה מספריית שהתקבלו הרצפים של ביטוי פרופיל לקבל מנת על

 Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes-הנתונים מאגר ידי על מטאבוליים למסלולים ומוינו

(KEGG) י"ע Automatic Annotation Server (Kanehisa and Goto, 2000)  . 

 

.14ESTs 3.  שעות שלושמספריית הפחתה של 

שעות  שלושמספריית הפחתה של  C. elegansבעלי הומולוגיה לגנים מהנמטודה  רצפיםשבעים מאה 

( שייכים לקטגוריה 58%-כ 98מרבית הגנים בספריה זו )(. א.1 מספראיור ) KEGG פי על לקבוצות מוינו

. מטאבוליזם של אנרגיה קטגוריה של תתשייך ל (50%-כ 85)תוכם הרוב מ מטאבוליזם, כאשר של

מכלל הגנים  14%-גנים כ 23בה נמצאים  גנטי מידע עיבוד של הקטגוריה השנייה בגודלה היא הקטגוריה

תרגום  -האחת תת קטגוריות שונותשתי הגנים מתחלקים באופן שווה יחסית בין ב ור בקטגוריה זו .בספריה

( 5%-כ 7בקטגוריה של עיבוד מידע מהסביבה רב הגנים ). פול מיון ודגרדציה של חלבוניםקי -הוהשניי

מכלל הגנים לא מוינו לקבוצה  15%-כ ESTs עשרים ושניים .של העברת סיגנלים גוריהשייכים לתת קט

 א.1באיור מספר תוצאות מוצגות ה. מכלל הגנים הם חלבונים משוערים 7%-כ ESTs שניים עשרמסוימת ו

 .40בעמוד  4מספר  טבלהוב בעמוד הבא

 

.24ESTs 3.  שעות ששמספריית הפחתה של 

 שעות, ששמספריית הפחתה של  C. elegansהרצפים בעלי הומולוגיה לגנים מהנמטודה  חמישים מאה

 של לקטגוריה שייכים( 28%-כ 43) הרצפים מרבית (.ב.1 מספראיור ) KEGG פי על לקבוצות מוינו

קיפול מיון לתת קטגוריה של ו תרגום של קטגוריה תתלשייכים  (13%-כ 20, רובם )גנטי מידע עיבוד

 בקטגוריה מופיע (20%-כ 30רצפים ) של יחסית גדול מספר כן כמו (.8%-כ 12) ודגרדציה של חלבונים

. אנרגיה וחומצות אמינו של במטאבוליזם ,םפחמימני של במטאבוליזם תפקיד לרובם כאשר מטאבוליזםשל 

, של העברת סיגנלים ותקטגורי יייכים לתתתשמהגנים ( 5%-כ 7)וריה של עיבוד מידע מהסביבה בקטג

מכלל הגנים  8%-כ 9. בקטגוריה של תהליכים תאיים )GTPרצפטור ולחלבונים קושרי -איטראקצית ליגנד

מכלל  27%-כ ESTs ארבעים ואחד .תנועת התאכים לתת קטגוריה של ( שיי5%-כ 7בספריה(, רוב הגנים )

תוצאות ה מכלל הגנים הם חלבונים משוערים. 14%-כ ESTs ועשריםלא מוינו לקבוצה מסוימת הגנים 

 .40בעמוד  4מספר  טבלהוב בעמוד הבא ב.1באיור מספר  מוצגות
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 KEGGעפ"י  מטאבוליים מסלולים פי על לקבוצות ההפחתה מספריותESTs -ה תחלוק: 1מספר איור 
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 מספריית הפחתה לאחר שלוש שעות, לקבוצות על פי מסלולים מטאבוליים ESTs-זים של חלוקת הבאחו ביטוי  . :א1איור 
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 ההפחתה ספריות משתי H. bacteriophora רצפי של תנאליופונקציו לקטגוריות חלוקה: 4 פרמס טבלה

 KEGGעפ"י 
 

Regulatory pathway 
Number of 

 ESTs  3h 

Number of 

 ESTs  6h 

Percentage 

of ESTs 3h 

Percentage 

of ESTs  6h 

     

1. Metabolism  98 30 56 20 

1.1. Carbohydrate metabolism 3 7 1.8 4.6 

1.2. Energy metabolism 85 7 50 4.6 

1.3. Lipid metabolism 2 4 1.2 2.6 

1.4. Nucleotide metabolism 1 2 0.6 1.4 

1.5. Amino acid metabolism 3 6 1.8 4 

1.6. Metabolism of other amino acids 1 0 0.6 0 

1.7. Glycan biosynthesis and 

metabolism 
2 1 1.2 0.7 

1.8. Metabolism of Cofactors and 

Vitamins 
1 1 0.6 0.7 

1.9. Metabolism of Terpenoids and 

Polyketides 
0 0 0 0 

1.10. Biosynthesis of secondary 

metabolites 
1 0 0.6 0 

1.11.  Steroid biosynthetic process 0 2 0 1.4 

     

2. Genetic information processing 23 43 14 28 

2.1. Transcription 4 8 2.4 5.3 

2.2. Translation 7 20 4 13.3 

2.3. Folding, Sorting and Degradation 8 12 5 8 

2.4. Replication and repair 4 3 2.4 2 

     

3. Environmental information       

processing 12 7 7 5 

3.1 Membrane transport 0 0 0 0 

3.2. Signal transduction 7 2 4 1.4 

3.3. Ligand-receptor interaction 1 2 0.6 1.4 

3.4. Immune system 0 0 0 0 

3.5. Signaling Molecules and 

Interaction 
4 3 2.4 2.2 

     

4. Cellular processes 1 9 1 6 

4.1 Transport and Catabolism 1 2 0.6  1.4       

4.2 Cell motility 0 7 0 4.6 

4.3 Cell growth and death 0 0 0 0 

4.4 Cell communication 0 0 0 0 

     

5. Unassinignetd 12 41 15 27 

     

6. Hypothetical proteins 22 20 7 14 

     

Total 170 150 100% 100% 
 

באחוזים מכלל  הגנים כמות וביטוי למסלולים מטאבוליים C. elegans-גנים מהומולוגיים ל ESTs 270 מיון של: 4מס'  טבלה

 .Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG). המיון נעשה עפ"י הגנים בספריה
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לאחר  Recovery-הבתהליך מזחלים אינפקטיביים  H. bacteriophoraשל  ESTs תהשווא: 1גרף מספר 

 הנמצאים בעצירת התפתחות H. bacteriophoraשל  אינפקטיבייםמזחלים  ESTs -ל ,שעות ששו שלוש

  .Sandu et alעל פי 
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 Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)ע"י  מיון הגנים לקטגוריות פונקציונאליותעל ידי  :1גרף מס' 

-ל יתבעבודה הנוכח שתי הספריותמ ESTsניתן להשוות בין  ,ביטוי מספר הגנים בכל קטגוריה באחוזים מכלל הגנים בספריהו

ESTs  מספריה שהוכנה מזחלים אינפקטיביים הנמצאים בעצירת התפתחות(Sandhu et al., 2006).  םהמשמעותייההבדלים 

המעורבים של גנים  שעתוקבניכרת  היעלי נראית חשיפה להמולימפה שעות שלושלאחר  ,נראים בקטגוריית המטאבוליזםביותר 

שעות לאחר חשיפה  שלוש שעות לעומת ששלאחר  המתבטאים יש עלייה במספר הגנים מידע גנטיבקטגוריית  .במטאבוליזם

בעצירת  הנמצאים בזחלים אינפקטיביים הוא גבוה ביותרהיבוד מידע מהסביבה אחוז הגנים בקטגורית ע .חרקלהמולימפה של 

הוא לאחר שש שעות  Recovery-בתהליך ה נים המתבטאים בזחלים אינפקטיבייםבקטגוריית תהליכים תאיים מספר הג התפתחות.

 הגבוה ביותר. 

 

 

 בחירת גנים להמשך אפיון 5.3

על (. 1לו בספריות ההפחתה, להמשך אפיון נבחרו לפי כמה קריטריונים: הגנים שנבחרו, מתוך הגנים שע

, בהנחה שגן המופיע בשכיחות גבוהה, משתתף ואף הכרחי לתהליך מספר הפעמים שהגן הופיע בספריהפי 

 מסלול ישנו כי , בהנחהC. elegansבנמטודה  RNAiשתקת הגן ע"י הלפי פנוטיפ (. Recovery .2-ה

 .אנטומופתוגניות ולנמטודות C. elegans-ל המשותף אינפקטיבי זחל של מצבמ ציאהוי כניסה של משותף

 עם חלבונים אחרים, האינטראקציות שלהםו microarrayהגנים בניסויי  שעתוקעל פי מידע על  (.3

 (.C. elegans wormbase (wormbasehttp://www.wormbase.org) .4 במאגר מידע שלהמצויים 

שהיא  C. elegansשהיא נמטודה טפילית ואינם ידועים בנמטודה  Brugia malayiגנים הידועים בנמטודה 

 גנים המעורבים בתהליכי העברת סיגנלים. (. 5 .נמטודה חופשייה

וטיים גנים להמשך אפיון בי 23נבחרו  ,של שתי ספריות ההפחתהבעלי ההומולוגיה רצפים ה 320מתוך 

 .Recovery-לבדיקת מעורבותם בתהליך ה RNAiוהשתקתם ע"י  RT-qPCR, ע"י Recovery-בתהליך ה
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 שעותשלוש מספריית  הגנים שנבחרו 15.3.

 הגן akt-1: קינאז. גן זה נבחר מכיוון שהוא אורטולוגי לגן טראונין לסרין מקודד גן הינו daf-4 בנמטודה 

C. elegans , למצב של זחל  כניסהב הידוע כמעורבdauer ב ויציאה ממנו-C. elegans (Paradis and 

Ruvkun, 1998). 

 הגן aqp-7: AQuaPorin) ) ן, השייך למשפחת האקווה פוריניםגליצרופורי-אקווהגן המקודד לחלבון .

וכנראה מלחים  לגליצרו, ותפקידו הוא העברת מים ההיוצר תעלה בממברנ, הידרופובי, זהו חלבון קטן

 C. elegans נמטודהב microarrayבניסויי גן זה נבחר משום ש .(Huang et al., 2007)קטנים אחרים 

 ,.WBPaper00024393: strongly regulated dauer genes  (Liu et al:שתייך לקבוצהה הגן

2004.) 

 גן המכיל PH domain: ('pleckstrin homology' זהו אתר הנמצא בדרך כלל בחלבונים המעורבים )

, Gבחלבוני , יד האתר הוא בקישור פוספואינוזידים ואינוזיטול פוספטבהעברת סיגנלים תוך תאיים. תפק

 התא תוהכוונה של חלבונים לממבראנ, קישור לשיירים מפוספרים של סרין טראונין, קישור לליפידים

(Lemmon and Ferguson, 2000).  גם  סיגנליםעל שום מעורבותו בהעברת  זה נבחר אתרגן המכיל

 . Recovery-הבתהליך 

  הגןpdi-2: ( (Protein disulfide isomeraseיצירהשתפקידו  דיסולפיד איזומראז אנזיםמקודד ל ,

 ER-מאפשר את קיפולם הנכון בהוא י כך "ע .דיסולפידים בחלבוניםקשרים  שבירה וארגון מחדש של

(endoplasmatic reticulum ) והפרשתם(Winter et al., 2007)פעמייםום שהופיע . גן זה נבחר מש 

 .בספריית ההפחתה

  הגןamp-1 :(AdaPtin, Mu/medium) ספציפית מקודד לתת יחידה ן.מקודד לאדפטי mu1-II  של

(.adaptor protein complex-1 (AP-1  קומפלקס זה ממלא תפקיד במיון חלבונים לואזיקולות

. גן זה (Boehm and Bonifacino, 2002)התא הנוירוני  תהמעבירות אותם ליעד ספציפי בממבראנ

ועצירה מוקדמת של  עצירת התפתחות זחל: והינ RNAiי "ע C. elegans-פנוטיפ השתקת הגן בנבחר כי 

 .(Maeda et al., 2001) התפתחות זחל

   גן המכילRho-Gap domain :שפחת חלבוני מהשייכים ל חלבוניםאתר המצוי בRho שהם חלק 

ושולטים  פלזמהת הבממבראנ מעבירים סיגנלים מרצפטוריםחלבונים אלה הינם . קטנים Gחלבוני מ

משמשים כמתגים  Rhoחלבוני . סקלאטון-י יצירת אקטין בציטו"תנועתם וצורתם ע, בהצמדות תאים

. (Vlahou and Rivero, 2006)תהליכים תאיים רבים תפים בוויסות המשת (switches) םמולקולאריי

 גן זה נבחר בגלל מעורבותו בהעברת סיגנלים.

  הגןgei-17: (GEX Interacting protein) ל מקודד-E3 SUMO-ligase.  תפקידו הוא בבקרת

. גן (Seeler and Dejean, 2003)המשכפל דנ"א הפגום polh-1 (DNA polymerase pol η )האנזים 

 .C. elegans-ב dauer-פתחות זחל התזה נבחר בשל מעורבותו בה

  הגןC15C8.7: תפקידו שאינו ידועו גן זה נבחר בשל יחודו לנמטודות .גן ספציפי לנמטודות שאינו ידוע. 
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  הגןglb-1 :(GLoBin) נות ותפקידים מגוונים וחלבונים אלה הם בעלי תכ. מקודד לגלובין תוך תאי

עם פעילות סולפט, אוקסידאז  תבחסרי חוליות הכוללים: חישת חמצן, אחסון או טיהור ריאקציו

. גן זה נבחר כי ידוע (Hoogewijs et al., 2008a; Vinogradov and Moens, 2008) ופראוקסידאז

גן זה משתייך  C. elegans-ב microarrayבניסויי . כמו כן insulin/IGF-1י מסלול "ביטויו מווסת עש

 .WBPaper00024393: strongly regulated dauer genes (Liu et al., 2004) :לקבוצה

  הגןttl-15 :((TransThyretin-like  שייך למשפחת חלבונים הספציפיים לנמטודות ודומה לחלבון

נפוץ היותו גן זה נבחר בגלל היותו ספציפי לנמטודות,  (.Aהמעביר את הורמון התירואיד ורטינול )ויטמין 

 .(Saverwyns et al., 2008) בעיקר בדרגות הטפילות התבטאותויותר בנמטודות טפילות ו

 הגן:itm-1  (Integral transmembrane protein 1המקודד לחלבון טרנס ממברנאלי אוליגוסכריל )-

מעורבים בתהליכים ביולוגיים רבים גליקנים גליקן.  -Nטראספראז. אנזים זה משתתף בביוסינטזה של 

הם כמו כן י. פונדקא-טפיל הואינטראקציוניות יציבות ועד תגובות חיס ,מקיפול חלבונים, אוליגומריזציה

הגן . (Berninsone, 2006)התפתחותיים  םממלאת תפקיד חשוב גם בתהליכיהגליקוזילציה, במעורבים 

 -ב נמצא לו הומולוג שהיא נמטודה טפילית ולא Brugia malayaiההומולוג לגן נמצא בנמטודה  כי נבחר

C. elegans שהיא נמטודה חופשייה. 

 הגן srab-14: ((Serpentine Receptor קושר  זה רצפטור. כמוסרפטנין רצפטורכמוגן המקודד ל

תפקידו מתבטא בחישה של גירויים כימיים חיצוניים . רת סיגנלים בתאהמעורבים בהעב Gחלבוני 

מעורבותו בחישת גירויים חיצוניים ובהעברת בשל  גן זה נבחר .(Bourne, 1997)והעברת סיגנלים לתא 

 לתא. סיגנלים

  הגן:cct-5 (Chaperonin Containing TCP-1) פרונין אאוקריוטי אשר תפקידו הוא 'לצ מקודד

ריבוי תאים : יכים תאיים רבים כגוןלתפקידי משפחת גנים זו קשורים לתה .בקיפול חלבוני אקטין וטובולין

 :והינ RNAiי "ע C. elegans-פנוטיפ השתקת הגן בגן זה נבחר כי  .(Lundin et al., 2008) וגדילתם

 .(Rual et al., 2004)( larval arrest) עצירת התפתחות זחל

  הגןipp-5: ((Inositol polyphosphate 5-phosphatase type I  5מקודד לחלבון הומולוג לאינוזיטול 

המעורבים במסלול האינסולין לוויסות  PI3לוויסות שלילי של סיגנלים  let-23ורד הגן פוספט הפועל במ

. גן זה נבחר כי spermatheca (Bui and Sternberg, 2002) ומעורב ביצירת Recovery-תהליך ה

 ברצפטורים באפידרמיס.גידול  יפקטורושל  מסלול האינסולין צפוי להשתתף במסלול העברת סיגנלים של

  הגןF35C11.5:  צפוי לקודד לחלבון פוספוליפאז.A2  זהו אנזים קטן העושה הידרוליזה לפוספוליפידים

 ,Tatulian)התא  תומשחרר חומצות שומן וכנראה מעורב בעיצוב מחדש של הפוספוליפידים בממבראנ

  .מעורב בהעברת סיגנליםידוע כהרוזין פוספטאז יטלרצפטור משום שצפוי לקודד  גן זה נבחר. (2001
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 שעות ששמספריית  והגנים שנבחר 25.3.

  הגןtnt-2: (TropoNin T family member מקודד )נין לטרופוT  הנמצא בשריר בבעלי וחסרי

השתקת הגן גן זה נבחר כי פנוטיפ . (Allen, 2000)יוצר קומפלקס עם טרופומיוזין  Tחוליות. טרופוניו 

 ,.Kamath et al) ועצירת התפתחות בזחל, תנועתיות לא תקינה: הינו RNAiי "ע C. elegans-ב

2003). 

  הגןrsp-1: Serine/arginine-rich proteins (SR proteins) חלבון המשמש כ-splicing factor, 

 pre-mRNAבעלי תפקיד חיוני בוויסות של שיחבור ו RNAהשייך למשפחה של חלבונים קושרי 

(Kawano, Fujita et al. 2000) .בניסויי  גן זה נבחר כיmicroarray ב-C. elegans  שתייך מגן זה

 .WBPaper00024393 strongly regulated dauer genes (Liu et al., 2004) :לקבוצה

  הגןrpl-19: ((Ribosomal Protein, Large subunit family member  מקודד לחלבון תת היחידה

 ,-C. elegansב microarrayבניסויי גן זה נבחר כי  .L-19 (Chen et al., 2007) הגדולה של הריבוזום

 WBPaper00024393 strongly regulated dauer genes (Liu et :ת גניםשתייך לקבוצמגן זה 

al.,2004.) 

  הגןF01F.11: (Hypothetical protein )המכיל רצף , צפוי לקודד לחלבון טרנס ממברנליSA  מסוג

II( ,רצף המעגן את הצד ה-N לי של החלבון לצד החיצוני של הציטוזולטרמינ( ,)wormbase: 

http://www.wormbase.org .) כי תפקידו אינו ידועגן זה נבחר. 

  הגןahcy-1: ((S-adenosylhomocysteine hydrolase מקודד ל-S הומוציסטאין הידרולאז. -אדנוזיל

 :ת גניםקבוצשתייך למזה  גן C. elegans-ב microarrayבניסויי גן זה נבחר כי  

WBPaper00024393 strongly regulated dauer genes (Liu et al., 2004). 

  הגןsdha-1: (Succinate DeHydrogenase complex subunit A ( מקודד לתת יחידה הגדולה )תת

. במיטוכונדריה, IIהשייך לקומפלקס הנשימה  או פלבופרוטאין של האנזים סוקינאט דהידרוגנאז A)יחידה 

גן זה . (Behm, 2003)רוביים מחזר פומראט יובתנאים אנא םאירובייאנזים זה מחמצן סוקינאט בתנאים 

ועצירת התפתחות הזחל  מוות עוברי כולל RNAiי "ע C. elegans-פנוטיפ השתקת הגן בנבחר כי 

(Piano et al., 2002). 

  הגןpinin:(pnn)   מקודד לחלבוןSR-like בשחבור השייך לקבוצת חלבונים פקטורי שיחבור חיוניים 

פעמים בספריית  3גן זה נבחר כי הופיע . spliceosom(Wang et al., 2002) -ב pre-mRNAשל 

 ההפחתה.

  הגןibp-1: (Lipid Binding Protein family member )הקושר חומצת שומן, מקודד לחלבון מופרש 

(FABP)ה, הדומה לחלבון מופרש מהנמטודה הטפיל Ascaris suum  תפקידו הצפוי על פי הומולוגיה

קטנות כגון ליפידים או הורמונים סטרואידים  הוא להרחיק או להעביר מולקולות הידרופוביות

(Plenefisch et al., 2000). .גן זה נבחר בשל מעורבותו בהעברת הורמונים סטרואידים 
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   הגןRnu3ip2: (RNA, U3 small nuclear interacting protein 2 )snoRNA  הם מולקולות

 .18S rRNA (Sasano et al., 2008)ריבוזומלי ליצירת RNA החיוניות לעיבוד של  RNAקטנות של 

 גן זה נבחר משום שתפקידו הצפוי הוא בהעברת סיגנלים.

  הגןier-5: ( (Immediate early response-5אקטיבציה של גנים . מקודד לחלבון הצפוי להיות בגרעין

 Williams) .ממשפחה זו היא צעד ראשוני חשוב בוויסות של תגובות גנומיות ותאיות לגירויים חיצוניים

et al., 1999) פיע בספריה פעמיים.וווך תגובות תאיות לסיגנלים חוץ תאיים ומינחשב כממלא תפקיד בת 

  הגןglycoprotein : צפוי לקודד לחלבון הקושרRNA ושייך למשפחת חלבונים בעלי  , חד גדילי

(RRM) RNA recognition motif . אך חלבונים ממשפחה זו  ,אינו ידועהספציפי הנ"ל תפקידו של הגן

 alternative splicing,מעורבות בויסות : ותפקידים שונים כגון RNAבעלי העדפות מגוונות לקישור הם 

 גנים. שעתוקגן זה נבחר בגלל מעורבותו בויסות  .(Birney et al., 1993)ובתרגום  RNAיצוב בי

 

   PCR quantitative Real Time י"ע הגנים שעתוקרמת בדיקת  6.3

 עשרים ושלושה גנים  את תוצאות הספריות, ולוודא שנבחרו הגנים של השעתוקעל מנת לבחון את רמת 

 ולאחר להמולימפה חשיפה תשעו בשני מועדים: לאחר שלוש שעתוקם רמת ונבדקה יותר במדויק אופיינו

תוצאות . Real Time qPCRשעות בהשוואה לזחלים אינפקטיביים שלא נחשפו להמולימפה, ע"י  שש

 ,Ciche) ולאחר בדיקה של כמה גנים קודמות עבודות סמך נבחר עלש  18Sשיעתוק הגנים נורמלו ביחס לגן

2007; Hoogewijs et al., 2008b.)  

מתאר את ממוצע רמת השעתוק של הגנים לעומת הביקורת מארבע חזרות ביולוגיות  2גרף מספר 

 לאחר, הגנים שעתוק ברמת ותיתמשמע עליה ובשלוש חזרות טכניות לכל חזרה ביולוגית. בגרף זה נראית

 לאחר גנים של בשעתוק עליה כן וכמו, שעות שש מספריית שבודדו בגנים להמולימפה חשיפה שעות שש

 בתוצאות תומכות אלו תוצאות, שעות שלוש של מספריה שבודדו בגנים להמולימפה חשיפה שעות שלוש

 חשיפה של שעות ששו שעות וששל לאחר הגנים שעתוק רמת בין שונות נראית. הספריות ההפחתה

 .הספריות לשתי המשותפים גנים מאודמעט  קיבלתי מדוע המסביר דבר להמולימפה,

 שלושהגנים בזחלים אינפקטיביים לאחר  בשעתוקעלייה  (2)גרף מספר  ניתן לראות תיבתוצאות שקיבל

, בגן 3.4פי  השעתוקת ברמעלייה  PH domain, בגן המכיל 3.5פי  akt-1שעות חשיפה להמולימפה בגנים: 

pdi-2  בגן 2עלייה פי ,amp-1  בגן המכיל 2.8עלייה פי ,Rho-Gap domain  בגן 2.2עלייה פי ,gei-17 

עלייה  itm-1 , בגן3.8עלייה פי  glb-1בגן . 4.7עלייה פי  C15C8.7בגן גם לעומת הביקורת,  4.7עלייה פי 

פי  שעתוקעלייה קטנה של  glycoproteinבגן  ,2.5פי  cct-5, בגן 4עלה פי  השעתוק sarb-14, בגן 1.8פי 

לעומת זחלי הביקורת שלא נחשפו להמולימפת חרק. כל הגנים הנ"ל  בשעתוק 6עלייה פי  ttl-15ובגן  1.8

 בודדו מספריית ההפחתה שנעשתה מזחלים אינפקטיביים לאחר שלוש שעות חשיפה להמולימפה.

עלייה פי  aqp-7חר שש שעות חשיפה להמולימפה: הגן לא השעתוקת מברהגנים שבהם נראתה עליה 

, בגן 2.6עלייה פי  rsp-1, בגן 2.8עלייה פי  tnt-2, בגן 2.5עלייה פי  ier-5 לעומת הביקורת, בגן 3.5

sdha-1  בגן  .ביחס לביקורת ,42עלייה פיahcy-1  בגן 4.7פי  בשעתוקנראית עלייה ,Rnu3ip2  עלייה של
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לעומת הביקורת. כל הגנים הנ"ל למעט הגן  בשעתוק 3.7עליה פי  pininובגן  4יה פי עלי ibp-1, בגן 5.7פי 

aqp-7  בודדו מספרית הפחתה ההפחתה שנעשתה מזחלים אינפקטיביים לאחר שש שעות חשיפה

  להמולימפה.

 

 שעות ששו שלושלאחר  Real Time qPCR י"ע שנבדקה גנים 23 של םשעתוקרמת : 2פר גרף מס

 להמולימפה דותת הנמטוחשיפ

Genes

ak
t-1

aq
p-7

ie
r-
5

P
H
 d

om
ai

n
tn

t-2

pdi-2

am
p-1

R
hoG

ap
 d

om
ai

n

rs
p-1

F01
F.1

1

gei
-1

7

F35
C
11

.5

rp
l-1

9

glb
-1

ttl
-1

5

itm
-1

sa
rb

-1
4

cc
t-5

ah
cy

-1

R
nu3i

p2

lb
p-1

gly
co

pro
te

in

pen
in

sd
ha-

1

F
o

ld
 e

x
p

re
s
s
io

n
 o

f 
h

e
m

o
ly

m
p

h
 v

s
. 
n

o
 h

e
m

o
ly

m
p

h

0

1

2

3

4

5

6

7

40

50

Ratio c/3h+H
Ratio c/6h+H

 

שעות חשיפה להמולימפה מיוצגים ע"י  ששו שלושלאחר  H. bacteriophora גנים מהנמטודה 23של  שעתוקהרמות  :2 'גרף מס

. רות טכניותשלכל חזרה ביולוגית שלוש חז חזרות ביולוגיות 4הערכים הינם ממוצעים של ואדומות בהתאמה.  שחורותעמודות 

 חזרות ביולוגיות לכל גן.ה 4-מוצגת על גבי העמודה וחושבה מ ןשגיאת התק

 

  H. bacteriophora ומהנמטודה  C. elegansהנמטודה מ unc-22 -ו dpy-13 הגנים בידוד 7.3

 היה צורךH. bacteriophora  בנמטודה dsRNAi השתקת גנים ע"י של מערכת להעמיד מנת על

גנים שהשתקתם מביאה לפנוטיפים ברורים וידועים מציאת דהיינו ל ,צלחת התהליךהבדיקת סמנים לב

שני  מקטעיו C. elegans-ב ידוע לפנוטיפ גורמת השתקתם אשר שני גנים נבחרו ביקורת חיובית.כשישמשו 

 הקולגן לחלבון המקודד גן הואש dpy-13 הגןהאחד  .H. bacteriophora-מ בודדו גנים הומולוגיים להםה

 dumpy (Mende etהנקרא גוץ  -גוף עבה וקצר הנמטודה גוף צורת על ברור אפקט מתקבל בהשתקתוו

al., 1988).  השני הגןunc-22 (UNCoordinated),  גן המקודד לחלבון תוך תאי ענק הדרוש בויסות הינו

הנמטודות ועל תנועתן  תישל כיווץ והרפיית שרירים. בהשתקתו של גן זה מתקבל אפקט ברור על מורפולוגי
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גנים אלו שימשו כסמנים לכיול מערכת השתקת הגנים . (Kamath et al., 2001) שאינה תקינה ותזזיתית

 .H. bacteriophoraבנמטודה  dsRNAiע"י 

 

  H. bacteriophora -ב dpy-13השתקת הגן  3.8

השתקה של הגן  , התקבלהdsRNA-ב לאחר כיול המערכת של השתקת גנים ע"י טבילת הנמטודות 

dpy-13 ב-H. bacteriophora  של פנוטיפוכתוצאה מכך ביטוי dpy-13: dumpy נמטודה גוצה בעלת ,

 פנוטיפ. כל לא נראה H. bacteriophora-ב unc-22בהשתקת הגן  (.8תמונה מס' )גוף עבה וקצר 

 

 

  H. bacteriophora-ב dsRNAi י"ע dpy-13השתקת הגן  פנוטיפ: 8 פרתמונה מס

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 של נקבות הרמפרודיטיות: ד -ו ב. (WT) הבר מטיפוס  H. bacteriophoraשל נקבות הרמפרודיטיות: ג-ו א.8 מס' תמונה

H. bacteriophora המתקבל בהשתקת הגן פנוטיפ ותהמבטא dpy-13 י"ע dsRNAiגוף עבה וקצר :- ( גוץdumpy ) 

 

 

 ophoraH. bacteri-ב dsRNAiי "ע להמשך איפיון שנבחרוגנים ה 23השתקת  9.3

RNAi (RNA-mediated interference)  בנמטודות מושרה ע"י מקטעי רנ"א דו גדילי ארוכים

(dsRNA), ה תאילהנמטודה כולל  גוף מתפשטים לכל תאימקטעים אלה חודרים לנמטודות ו-germline. 

 של הגן שהושתק  knock downלפחות שלושה דורות וגורם לפנוטיפעובר בתורשה RNAi בנמטודות, 

(Fraser et al., 2000; Grishok, 2005) . ההגנים שנבחרו ומעורבותם בהליך  23על מנת לבדוק את-

Recovery הושתקו הגנים ע"י םע"י מבחנים פונקציונאליי ,dsRNAi השתקת הגנים הרצויים נעשתה ע"י .

שעות, שבה בקעו זחלים מדרגה ראשונה  26למשך  dsRNAiא.( בתמיסת  9ביצי נמטודות )תמונה  תייהשר

( הועברו למצע מזון להמשך התפתחות, הפנוטיפים השונים נראו לאחר J1)ב.(. הזחלים שבקעו  9)תמונה 

 א ב

 ד ג
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ימים הופיעו זחלים אינפקטיביים 12-10 ולאחר F1ימים בדור שני  6-5לאחר  ,ימים בדור ההורים 4-3

 Recovery. שנאספו למבחן ביולוגי של

 

 dsRNAiבתמיסת  J1ביצי נמטודות וזחלי  :9 פרתמונה מס

         

 

 זחלים מדרגה ראשונה שבקעו בתמיסת ב.. 40פי  , הגדלהdsRNAi-ביצי נמטודות בתמיסת ה : א.9 'מסתמונה 

 10 .פי אחוזי בקיעה, הגדלה  90%שעות,  26לאחר  dsRNAi,-ה 

 

 

 

 

 dsRNAiלאחר השתקת הגן הרצוי ע"י  H. bacteriophora -פנוטיפים שנראו ב 19.3.

פנוטיפים שנגרמו הנבדקו הפנוטיפים בנמטודות.  dsRNAiה בתמיסת ית הגנים ע"י השרילאחר השתק

ן ובחלקם לא נראו נראו ברוב המקרים בצאצאי דור שני, בחלקם בדור ראשו dsRNAiמהשתקת הגנים ע"י 

נראו על גבי המצע. גנים בהם לא  J1ימים לאחר זריעה של זחלי  4-5 לרובהפנוטיפים נראו  פנוטיפים בכלל.

-ו  rpl-19גנים בהם לא היו צאצאים: .M-16-ו  aqp-7 ,,itm-1  PH-domain,sarb-14פנוטיפ בכלל:

rsp-1  הולכן לנמטודות בהן הושתקו גנים אלו לא נערך מבחן ביולוגי לתהליך-Recovery . הגנים בהם

מוצגים  השוניםהפנוטיפים  .בעמוד הבא 5 מספר טבלהב מפורטיםוהפנוטיפים השונים נראו פנוטיפים 

 . 52-50בעמודים  12 ,11, 10 בתמונות:

 

 ב א
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 dsRNAiפנוטיפים שהתקבלו כתוצאה מהשתקת הגנים ע"י  :5 'מס טבלה

gene Predicted function פנוטיפ ב-H. bacteriophora 

aqp-7 AQuaPorin  לא נראה פנוטיפ 

akt-1 
Serine/threonine protein 

kinase 

 ,Daf, Groגידול איטי,    ,בייםזחלים אינפקטי מאודמעט 

dauer arrest abnormal 

glb-1 Intracellular globin 
 . התפתחות לאחרJ1 ,J2מעט זחלים דרגה  מעוותים, J1 ,J2זחלים צעירים דרגה 

 .Postembryonic development abnormalעוברית לא תקינה  

PH-

domain 
PH domain containing protein פלא נראה פנוטי 

itm-1 
Integral transmembrane 

protein 
 לא נראה פנוטיפ

srab-14 Serpentine Receptor לא נראה פנוטיפ 

pdi-2 Protein disulfide isomerase 
 ,ביצים, או מעט ביצים גוף לא מלא מהנקבות מעוותות, רועדות לחלק אין 20%

 Emb, Unc, Let, Pvl, Ste, Adl, Sck.  .  .מנומר, נקבות קצרות שקוף, 

RhoGAP-

domain 

Protein that contains a 

RhoGAP domain 
 Long . , ארוכותמאודנקבות גדולות 

gei-17 E3 SUMO-ligase 
 בהתפתחות, מורפולוגית  נקבות קטנות, קצרות, איחור גוציות, נקבות

 Pvl, Gro, Dpy, Bmd, small , ולווה בולטת  חלק אחורי מוזרה

ttl-15 
TransThyretin-like family 

domain 

 .מתים IJs,-ו J2 J3, ,מהזחלים %80-ב התפתחות לאחר עוברית לא תקינה

Postembryonic development abnormal, Lvl. 

C15C8.7  Un named protein 
  , קצרות ושמנות, מורפולוגיית גוף לא תקינה.מאודנקבות ללא ביצים, או מעט 

Sck, Ste, Bmd. 

tnt-2 
TropoNin T family 

member   

  .סטריליות מתים, נקבות J4 ,יםמעוותו תנועה תזזיתית, נראים חולים נגררים

Ste, Gro, Slu, Unc, Sck. 

rsp-1 
Alternative splicing factor 

SRp55/B52/SRp75 

 ,מאודבולטת  ולווהביצים,או מעט ביצים, ללא בדרגות שונות, יש נקבות  גוציות

 Emb, Dpy, Rup, Pvl, Ste, Stp, Muv, Lvlולוות. בכלל. שתי  J1,J2אין זחלים 

rpl-19 
Ribosomal Protein, Large 

subunit 
  .Lvl, Ste .הזחלים שבקעו לא שרדוזחלים,  מאודמעט 

F01F1.11 Predicted membrane protein 
 וללא ביצים.  ותשקופ II 90%דור במהנקבות ללא ביצים,  I 20%דור ב

 .Postembryonic development  abnormal, Ste, Clr, Dpy   גוציםמעט 

ahcy-1 
S-adenosylhomocysteine 

hydrolase 

 לא תקינה, גוף שקוף עם מורפולוגיה  איחור בהתפתחות, שמנות, מורפולוגיית גוף

  .Gro, Bmd, Clr, Lvl, Unc, Pch .  מנומרות ,נמרצת מאוד מאודתנועה מעוותת, 

sdha-1 
Succinate dehydrogenase, 

flavoprotein subunit 
 .Emb, Egl .    מורפולוגיית גוף מעוותת קבות מלאות ביצים, שמנות עםנ

pinin 
Desmosome-associated 

protein 
 J1, J2.  . Small, Lvl מדרגות נקבות קצרות, שמנות, מעט זחלים צעירים

lbp-1 
Fatty acid binding protein 

(FABP) 

 .קצת מעוותים  J2 ,J1זחלים מאודליות ללא ביצים בכלל, מעט סטרי %70 

 Ste Bmd, Lvl. 

ier-5 
Immediate early response 5-

like. 
 .Emb, Gro, Lvl. גידול איטי  ,מתים, עוברים מתים J1הרבה זחלים 

Rnu3ip2 
RNA, U3 small nuclear 

interacting protein 

 מעט תקינה, נקבות עם ההתפתחות לאמתים, נראה שJ4 מהזחלים בדרגת  10%

 .Bmd, Lvl, Ste.     (3-4ביצים ) 

ipp-5 
Inositol polyphosphate 5-

phosphatase, type I 
 לא נראה פנוטיפ

F35C11.5 Unnamed protein בדרגות הרבה זחלים J2-J3 ולוות מתים, שתי Lvl, Muv  . 

dpy-13 
Collagens (type IV and type 

XIII), 

 מורפולוגיה לא תקינה ותבעל 20%-ו dumpyמהנקבות עם פנוטיפ  I 30%ר בדו

  Dpy, Bmd, Unc. 

 

 -Sck גדילה איטית,  -Gro. הקיצורים הינם: dsRNAiהשתקת גנים ע"י כתוצאה משהתקבלו פנוטיפים  פירוט :5 'מס טבלה

 -Bmd תנועה לא מתואמת, -Unc צאצאים עקרים,  -Stp עקרים, -  Ste נרפה איטי, -Slu התפתחות עוברית איטית, -Sle חולה, 

צביעת  -Pch ולוות מרובות,  - Muv מוות עוברי, -Emb הטלת ביצים לקויה,  -Egl שקוף,  -Clr מורפולוגיית גוף לא תקינה, 

הארכת  -Age מוות זחלי,  -Lvl עיכוב זחלי,  -Lva גוץ,  - dpyהתפרצות דרך הולווה,  -Rup ולווה בולטת,  -Pvl  ,תלאים

 שאינה תקינה. dauerיצירת זחל  - Dafתוחלת חיים, 
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 dsRNAiהפנוטיפים השונים שהתקבלו כתוצאה מהשתקת גן רצוי ע"י  :10 פרתמונה מס

 
 ד. .גpdi-2  התקבל בהשתקת הגןהפנוטיפ Bmd, -מורפולוגיית גוף לא תקינהשל  פנוטיפ בעלי בוגרים .ב .א: 10 'מסתמונה 

 פנוטיפ בעל זחל דרגה רביעית ה.. ahcy-1התקבל בהשתקת הגן ש Pch, -צביעת תלאים של פנוטיפבעלות יות נקבות הרמפרודיט

התקבל שdpy, -גוץ פנוטיפנקבה הרמפרודיטית בעלת  .ו Rnu32התקבל בהשתקת הגן שהתפתחות לא תקינה וסטריליות של 

 .tnt-2בהשתקת הגן 

 א

 ב

 ג

 ד

 ה

 ו
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 dsRNAiתוצאה מהשתקת גן רצוי ע"י הפנוטיפים השונים שהתקבלו כ :11פר תמונה מס

 (Postembryonic development)פנוטיפ התפתחות לאחר עוברית לא תקינה בעלשנייה זחל דרגה א.  :11תמונה מס' 

abnormal, התקבל בהשתקת הגן .F35C.11 .התפרצות דרך הולווהפנוטיפ  בעל בוגר ב- Rup התקבל בהשתקת הגןשahcy-1 

 נקבה הרמפרודיטית ד.. rsp-1 בהשתקת הגן והתקבלש -Steוסטריליות  -Pvlפנוטיפ ולווה בולטת בעלת נקבה הרמפרודיטית  ג.. 

מורפולוגיית גוף לא  פנוטיפבעל  רביעיתזחל דרגה  ה.. F35C.11הגןהתקבל בהשתקת ש -Muv פנוטיפ ולוות מרובות בעלת

בל בהשתקת הגן קהתש Pvl -ולווה בולטתפנוטיפ  נקבה הרמפרודיטית בעלת ו. F01F.11.התקבל בהשתקת הגן a Bmd-תקינה

lbp-1. 

 

 

 ד

 ו ה

 ב א

 ג
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 dsRNAiהפנוטיפים השונים שהתקבלו כתוצאה מהשתקת גן רצוי ע"י  :12 פרתמונה מס

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
  Long-נמטודה ארוכהשל פנוטיפ בעלת  יתהרמפרודיטנקבה  ב. -WT.מטיפוס הבר יתהרמפרודיטנקבה . א :12תמונה מס' 

התקבל בהשתקת הגן ש -Steפנוטיפ סטריליות מפרודיטית בעלת רנקבה ה ג.. RhoGap domainהתקבל בהשתקת הגן המכיל 

sdha-1 ..מורפולוגיית גוף לא תקינה פנוטיפנקבה הרמפרודיטית בעלת  ד-Bmd התקבל בהשתקת הגן שC15C8.7 .זחל  .ה

של  פנוטיפ בעל ראשונהזחל דרגה  .ו akt-1התקבל בהשתקת הגן שBmd -ית גוף לא תקינהמורפולוגי פנוטיפבעל דרגה רביעית 

זחל  ז.F35C.11. התקבל בהשתקת הגןש Postembryonic development abnormal)) התפתחות לאחר עוברית לא תקינה

 sdha-1.התקבל בהשתקת הגן ש Bmd -מורפולוגיית גוף לא תקינה פנוטיפבעל  שלישיתדרגה 

 

 

 ג

 ב
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 RNAiי "לאחר השתקת הגן הרצוי ע Recovery-מבחן ביולוגי ל 29.3.

מבחן  נערךבנמטודות  Recovery-התהליך על מנת לבדוק איזה מהגנים המושתקים אכן מעכב את 

נזרעו על  J1מדרגה ראשונה  המטופלים ם. לקבלת זחלים אינפקטיביים לאחר השתקת הגנים, זחליביולוגי

ת המעודד היווצרו (,בנספח 1עמ'  תמיסות ומצעים פירוט)ראה  (NA+cholesterolמצע מזון עני יחסית )

שוב או הרמפרודיטיות, ומהן התפתחו זכרים ונקבות נקבות התפתחו ל J1-של זחלים אינפקטיביים. זחלי ה

(. לצורך המבחן F2( ומהם התקבלו זחלים אינפקטיביים בדור הבא )F1של דור שני ) הרמפרודיטיותנקבות 

אינפקטיביים שהם צאצאי הנמטודות בהן הושתק הגן הרצוי, ונזרעו במספרים היולוגי נאספו הזחלים הב

 1עמ'  בנספח תמיסות ומצעים פירוט)ראה  Lipid agarמצע  Recoveryידועים על מצע טרי המעודד 

ים שעות. מספר הזחל 48שגדל במשך  P. luminescensשל החיידק הסימביונטי  מרבדועליו  (בנספח

 םשבה ; זחלים אינפקטיבייםהרמפרודיטיות נספר וחושב ביחס לביקורתנקבות והפכו ל Recoveryשעברו 

התוצאות . 630-250 נע בין שהושתק לכל גן מספר הזחלים האינפקטיביים אשר נבדקו .אף גן לא הושתק

  .בעמוד הבא 6 מספר טבלהב מוצגות

ביים שלא הושתק בהם אף גן, כלומר הביקורת הוא בזחלים אינפקטי Recovery-ניתן לראות שאחוזי ה

של זחלים אינפקטיביים בהם הושתק גן רצוי, נע בין  Recovery-הבתנאי הניסוי הנוכחיים. ואחוזי  65%-כ

 . כלומר כל הגנים שהושתקו השפיעו במידת מה על התהליך הנבדק. במבחן סטטיסטי55%-ל 25%

Tukey HSD בין שמונה גנים והביקורת, הגנים הם:  שנערך, נמצאו הבדלים מובהקיםitm-1  24.6עם 

 -ahcy-1- 28.9%, ttl-15 ,28.3%עם  Recovery ,-gei-17 25.75% ,glb-1- 28%, pininאחוזי 

29.65%, tnt-2- 30.26% ו-akt-1  אחוזים. במבחן הסטטיסטי נמצא כי ההבדלים הם ברמת  30.62עם

     .(56עמ'  3 מס' )ראה גרף .0.05מובהקות של 
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 של זחלים אינפקטיביים לאחר השתקת גן רצוי Recovery: אחוזי 6 פרמס טבלה

 

Gene 

that was 

silenced  

%  Recovery in IJs No. of 

recovered 

IJs out of 

total No. of 

IJs checked 

Exp.1 Exp.2 Exp.3 Exp.4 Exp.5 Exp.6   
Average± 

SEM 

aqp-7 33.3 37.5 50.0 18.6 41.8 48.0 38.2±6.3 119/300 

akt-1 14.3 ------- 11.1 44.4 33.3 50.0 30.6±8.8 100/351 

glb-1 ------- ------- 30.7 15.1 23.9 42.0 27.9±6.5 84/274 

PH 

domain 
------- 21.0 60.9 41.0 28.3 53.1 40.9±8.3 177/457 

srab-14 ------- 37.2 35.4 35.5 49.5 61.5 43.8±5.7 193/429 

pdi-2 ------- 46.8 30.1 43.9 49.0 44.4 42.9±3.7 123/293 

gei-17 ------- ------- 8.6 38.2 29.2 27.0 25.7±7.2 82/294 

ttl-15 ------- 23.8 ------- 21.0 35.7 38.1 29.6±5.1 160/460 

F01F1.11 ------- 25.0 68.4 25.0 24.1 44.2 37.3±9.6 123/323 

sdha-1 ------- 50.0 81.3 50.0 34.2 31.1 49.3±9.9 115/292 

lbp-1 35.7 17.5 44.2 54.5 61.6 52.9 44.4±7.1 183/388 

Rnu3ip2 30.0 24.0 66.7 20.0 32.1 49.0 36.9±7.9 139/373 

itm-1 ------- 19.3 20.7 38.2 32.0 12.8 24.6±5.1 102/406 

RhoGAP 

domain 
------- 26.9 47.9 ------- 69.1 44.8 47.2±8.6 176/420 

C15C8.7     ------- 20.5 68.4 23.5 48.9 62.1 44.7±10.9 111/234 

tnt-2 ------- 22.8 51.0 10.0 52.0 15.5 30.2±9.9 134/375 

ier-5 ------- 31.8 ------- 32.7 37.3 67.7 42.4±9.8 165/378 

ahcy-1 12.1 7.9 47.3 28.6 ------- 48.6 28.9±9.5 82/314 

pinin 26.2 27.1 35.3 22.2 30.7 ------- 28.3±2.5 116/406 

Ipp-5 50.0 31.0 ------- 21.3 40.4 57.1 40.0±6.6 96/229 

F35C11.5 58.3 50.0 72.0 ------- 39.7 57.6 55.5±5.9 145/299 

WT 62.0 60.7 72.6 81.4 54.5 67.9 66.5±3.9 414/654 

 
 ממוצעהבשישה ניסויים ו הושתק גן רצוי, ןבה שהם צאצאי הנמטודות של זחלים אינפקטיביים Recoveryאחוזי  :6 מס' טבלה

מתוך סך כל  Recoveryסך כל מספר הזחלים האינפקטיביים שעברו  יםינימצובטור האחרון  .(SEMעם שגיאת התקן ) שלהם

 הזחלים שנבדקו לכל גן.  
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 נפקטיביים בהם הושתק הגן הרצוי בזחלים אי Recovery-האחוזי  :3 פרגרף מס

ביחס לזחלים אינפקטיביים של  ,בזחלים אינפקטיביים בהם הושתק גן החשוד כמעורב בתהליך Recoveryאחוזי  :3 'מסגרף  

מסמנות את הגנים אשר השתקתם גרמה לשינוי  Bומסומנות באות  כתוםב ותצבועה העמודותהביקורת בהם לא הושתק אף גן. 

. שגיאת Tukey test α=0.05לפי מבחן סטטיסטי  Aביחס לביקורת המוצגת באדום ומסומנת באות  Recovery-המובהק באחוזי 

 התקן מוצגת על העמודה וחושבה מכל הניסויים.

 

  dsRNAiלאחר השתקתם ע"י  qPCR-RT-ב הגנים שעתוקרמת בדיקת  3.9.3

ת הגנים בהם נמצא הבדל בשמונ dsRNAiגן המטרה ע"י  של השעתוקעל מנת לוודא את השתקת 

הגנים  שעתוקרמת . בדיקת RT-qPCRעזרת ב שעתוקםביחס לביקורת, נבדקה רמת  Recovery-מובהק ב

המושתקים נעשתה על רנ"א שהופק מזחלים אינפקטיביים שהם צאצאי הנמטודות בהן הושתק הגן הרצוי, 

(F2 בדיקת .) אותו הגן בזחלים  של שעתוקלרמת נעשתה ביחס  ,הגן המושתק של שעתוקרמת

נעשתה  השעתוק. בדיקת 1של כל גן בביקורת מחושב כערך של  שעתוקורמת כאשר   WT,אינפקטיביים

בשלושה ניסויים שונים המהווים שלוש חזרות ביולוגיות נפרדות ובשלוש חזרות טכניות לכל חזרה 

 .בעמוד הבא 4ובגרף מספר  7מספר  טבלההתוצאות מובאות ב .ביולוגית
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  RT qPCRהגנים המושתקים בזחלים אינפקטיביים, ע"י של  השעתוקרמת בדיקת  :7 פרמס הטבל

Gene  Exp.1 Exp.2 Exp.3 Average SEM 

gei-17 1.60E-02 2.37E-04 3.01E-01 1.06E-01 0.097 

glb-1 1.74E-03 2.81E-01 9.02E-02 1.24E-01 0.082 

ttl-15 1.38E-03 3.28E-01 1.99E-02 1.16E-01 0.105 

Itm-1 9.04E-03 7.23E-02 8.13E-02 5.42E-02 0.022 

ahcy-1 5.95E-02 5.52E-02 3.37E-01 1.51E-01 0.093 

tnt-2 6.00E-03 3.82E-01 2.21E-01 2.03E-01 0.108 

pinin 9.70E-04 6.40E-04 1.60E-02 5.85E-03 0.005 

akt-1 1.86E-03 1.48E-01 1.29E-01 9.30E-02 0.045 

No RNAi 1 1 1 1.00E+00 0 

 

 הביקורת מחושב כאחד. גן שלהשעתוק כאשר ערך  נעשתה ביחס לביקורת בה לא הושתק אף גן שעתוקהבדיקת  :7מס'  טבלה

 חזרות הטכניות. 3היא הממוצע של ביולוגית שכל חזרה  ,הניסוי נעשה בשלוש חזרות ביולוגיות

 

 

 יים, בזחלים אינפקטיבdsRNAiהגנים אשר הושתקו ע"י  שעתוקרמת  :4 פרמסגרף 
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הבדיקה נעשתה בזחלים  .בזחלים אינפקטיביים dsRNAiהגנים המושתקים ע"י של  שעתוקהרמת בדיקת  :4 'מסגרף 

לעומת  Recovery-ה יאחוזמבחן הביולוגי בשמונת הגנים אשר נמצאו שונים באופן מובהק ב אינפקטיביים בהם הושתקו

שגיאת התקן מוצגת על העמודה וחושבה משלוש חזרות לכל ניסוי. . חזרות ביולוגיות 3. הערכים הינם ממוצעים של הביקורת

 .Student’s t–test  ,p value≤0.05התוצאות מובהקות סטטיסטית במבחן

 

 

 Real Time-בזחלים אינפקטיביים תוצאות ה RNAiשל הגנים שהושתקו ע"י  השעתוקרמת בבדיקת 

qPCR  קים, בזחלים אינפקטיביים שהינם דור של הגנים המושת בשעתוקמראות שישנה ירידה משמעותי

 בשעתוקישנה ירידה  akt-1-ו gei-17 ,glb-1 ,ttl-15שלישי של הנמטודות בהם הושתק הגן הרצוי. בגנים 

הינה  בשעתוקהירידה  ahcy-1, בגן 20הינה פי  בשעתוקהירידה  itm-1מהביקורת, בגן  10בממוצע של פי 
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בכלל. התוצאות נמצאו מובהקות משועתק גן כמעט ואינו ההשתקה כמעט מלאה וה pininובגן  6.5פי 

 .0.05ברמת מובהקות של   Student’s t –testסטטיסטית במבחן

 

 Recovery-ה תהליךמהלך ב חלבונים ביטוי 10.3

-הבין זחלים אינפקטיביים הנמצאים בתהליך ביטוי החלבונים על מנת לראות את ההבדלים גם ברמת 

Recovery ביים שנמצאים בעצירת התפתחות, הופקו חלבונים מזחלים אינפקטיביים לזחלים אינפקטי

שעות בהשוואה לחלבונים שהופקו מזחלים  ששעות ולאחר ש לוששנחשפו להמולימפה לאחר ש

לזחלים האינפקטיביים נעשה באותו אופן  bioassay-אינפקטיביים שלא נחשפו להמולימפה של חרק. ה

  (. 18עמ'  2.3סעיף  ראהלספריות ההפחתה ) RNAבמטרה להפיק  bioassay -השנעשה 

לראות את השינוי בביטוי כדי וגודל של כל חלבון. pHהחלבונים הורצו על ג'ל חלבונים והופרדו לפי 

 Z3, 2D gel image analysisתבתוכנהחלבונים בין הביקורת לטיפול, נעשתה אנליזה לזוגות הג'לים 

system ההתפתחות ע"י המולימפה והמשתתפים  השראתתבטאים כתוצאה ממתוך כוונה למצוא חלבונים שמ

. נראו חלבונים בין הטיפול לביקורת . נמצאו שינויים בדגם הביטוי של החלבוניםRecovery-בתהליך ה

שהתבטאותם עלתה או ירדה, כאלה שביטויים לא השתנה וחלבונים שהופיעו רק בזחלים אינפקטיביים 

הם מבטאים את השינוי המשמעותי ביותר בחשיפה לדעתי לאחרונים, שכן  תישנחשפו להמולימפה. התייחס

 . Recovery-הבתהליך  םשהם משמעותיי המסיק ילהמולימפה ומתוך כך אנ

שלוש ניסויים נפרדים המהווים שלושה חשיפה להמולימפה, נעשו שש שעות או שלוש בכל נקודת זמן 

שנשלחו שנדגמו ו(. החלבונים 9-5עמ'  בנספח התוצאות מובאות הנוספים חזרות ביולוגיות )תמונות הג'לים

מסומנים על הג'לים. החלבונים שנשלחו לזיהוי הם כאלה המופיעים רק בטיפול ולא  MS/MSלזיהוי ע"י 

. Recovery-שהם מופיעים בתגובה לטיפול ההמולימפה וקשורים לתהליך ה המסיק יבביקורת ומתוך כאן אנ

רדת החלבונים על ג'ל בשני מימדים של חלבונים מזחלים אינפקטיביים לאחר ניתן לראות את הפ 13בתמונה 

החלבונים שהוצאו ונשלחו לזיהוי  את האנליזה של ג'לים אלו. 14שעות חשיפה להמולימפה ובתמונה  שלוש

 .(13)תמונה  מסומנים בעיגולים אדומים וממוספרים

מימדים של חלבונים מזחלים אינפקטיביים  ניתן לראות את הפרדת החלבונים על ג'ל בשני 15בתמונה  

החלבונים שהוצאו ונשלחו את האנליזה של ג'לים אלו.  16שעות חשיפה להמולימפה ובתמונה שש לאחר 

ניתן לראות שבשני המועדים בהם הופקו  .(15)תמונה  לזיהוי מסומנים בעיגולים אדומים וממוספרים

 בביטוי בזחלים אינפקטיביים שנחשפו להמולימפה. שעות, נראו שינויים  שששעות ו שלושהחלבונים 
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 שעות עם ובלי המולימפה שלוששהופקו מזחלים אינפקטיביים לאחר  ,Iג'ל חלבונים  :13תמונה מספר 

חלבונים שהופקו מזחלים אינפקטיביים ב.  ביקורת -שעות שלושחלבונים שהופקו מזחלים אינפקטיביים לאחר : א. 13 'מסתמונה 

 החלבונים שהוצאו ונשלחו לזיהוי מסומנים בעיגולים אדומים וממוספרים. .טיפול - שעות חשיפה להמולימפה שלושחר לא
 

 

 

שעות עם ובלי  שלוששהופקו מזחלים אינפקטיביים לאחר  Iאנליזת ג'ל חלבונים  :14תמונה מספר 

 המולימפה.

 
הג'ל הצבוע בירוק הוא ג'ל  .שני הג'לים מונחים האחד על השנישר אנליזה של ג'ל חלבונים בשני מימדים כא. א :14 תמונה מס'

, האזורים הצבועים בורוד הם חלבונים המופיעים רק בג'ל הטיפול ואזורים הצבועים הביקורת והג'ל הצבוע בורוד הוא הטיפול

 .בירוק הם חלבונים המופיעים רק בביקורת
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 שעות עם ובלי המולימפה ששנפקטיביים לאחר שהופקו מזחלים אי Iג'ל חלבונים  :15 פרתמונה מס

 

 
 

חלבונים שהופקו מזחלים אינפקטיביים ב.  ביקורת - שעות ששחלבונים שהופקו מזחלים אינפקטיביים לאחר : א. 15 'מסתמונה 

 בעיגולים אדומים וממוספרים. החלבונים שהוצאו ונשלחו לזיהוי מסומנים .טיפול - שעות חשיפה להמולימפה ששלאחר 

 

 

 שעות עם ובלי המולימפה שששהופקו מזחלים אינפקטיביים לאחר  Iאנליזת ג'ל חלבונים  :16 פרתמונה מס

 

 
 

וע בורוד שני הג'לים מונחים האחד על השני, הג'ל הצבוע בירוק הוא ג'ל הביקורת והג'ל הצבאנליזה כאשר . :א 16תמונה מס' 

, האזורים הצבועים בורוד הם חלבונים המופיעים רק בג'ל הטיפול ואזורים הצבועים בירוק הם חלבונים המופיעים רק הוא הטיפול

 :צהובבמידת ביטויים עלתה בטיפול לעומת הביקורת, חלבונים המסומנים  :מסומנים בכחולהניתוח ממוחשב חלבונים ב. . בביקורת

הופיעו רק בטיפול ולא בביקורת וחלבונים המסומנים  :יפול לעומת הביקורת, חלבונים המסומנים באדוםמידת ביטויים ירדה בט

 באפור לא השתנו בין הביקורת לטיפול.
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  LC/MS/MSע"י  זיהוי החלבונים מהג'לים 110.3.

 LC/MS/MS (Liquid chromatography-mass נעשה ע"י שהוצאו מהג'ל זיהוי החלבונים

spectrometry)  תוכנת והאנליזה לתוצאות נעשתה ע"יSEQEUST  ומול מאגר מידע של חלבוני נמטודות

ובו צפוי שנקודה אחת תכיל יותר מחלבון אחד.  מאודזהו טווח רחב  3-10בג'לים הינו  pH-בלבד. טווח ה

 טבלהמובאים ב החלבונים שהתבטאו בזחלים אינפקטיביים לאחר שלוש שעות חשיפה להמולימפהזיהוי 

 .8מספר 

 

 חלבונים שהתבטאו בזחלים אינפקטיביים לאחר שלוש שעות חשיפה להמולימפה :8 פרמס טבלה

          expected in gel 

Spot 

no. 
Reference Probability Score 

Accession 

no. 

Protein   

MW 

(Kda)/PI 

Protein 

MW 

(Kda)/PI 

1 

RACK1 (mammalian Receptor of 

Activated C Kinase) (rack-1) 

[Caenorhabditis elegans] 

4.92E-07 30.18 17541222 35.8/6.4 30/7.6 

Malate DeHydrogenase family member 

(mdh-1) [Caenorhabditis elegans] 
2.12E-06 30.18 17554310 35.1/9.4 30/7.6 

2 
Calreticulin-like protein [Haemonchus 

contortus] (barber pole worm) 
2.70E-06 30.14 41176449 43.6/4.8 52/4.4 

3 

UDP-glucose pyrophosphorylase     

[Brugia malayi] 
3.75E-08 30.26 157755675 58.9/6.9 48/7.6 

Glutamate dehydrogenase, 

mitochondrial precursor, putative 

[Brugia  malayi] 

1.55E-06 50.18 157775599 56.8/6.7 48/7.6 

UNCoordinated family member       

(unc-87) [Caenorhabditis elegans]. 
7.51E-05 40.15 157764130 44.2/5.3 48/7.6 

4 
Arginine kinase                        

[Caenorhabditis briggsae AF16]  
6.31E-07 30.22 157770444 41.8/6 48/7.2 

5 
UBiQuitin family member (ubq-1) 

[Caenorhabditis elegans] 
2.10E-06 20.11 25151716 93.9/6.9 105/5.2 

6 

Nucleoside diphosphate kinase          

[Brugia malayi]. 
1.26E-07 20.21 17506807 17.1/7 16/6.9 

Major Sperm Protein family member  

(msp-10) [Caenorhabditis elegans] 
1.45E-05 30.19 17541624 14.2/7.8 16/6.9 

7 

Putative calponin 

 [Meloidogyne incognita] 
1.33E-12 60.19 12697208 39.9/8.93 46/9.6 

ACTin family member (act-4) 

[Caenorhabditis elegans] 
1.57E-06 90.15 17568985 41.7/5.3 46/9.6 

9 

 

Heat Shock Protein family member 

(hsp-60) [Caenorhabditis elegans] 
1.06E-10 110.28 17555558 60/5.3 60/ 5.4 

ATP synthase subunit family member 

(atp-2) [Caenorhabditis elegans] 
1.68E-10 120.26 25144756 57.5/5.5 60/ 5.4 

60



Propionyl Coenzyme A Carboxylase 

Beta subunit family member  (pccb-1) 

[Caenorhabditis briggsae] 

4.11E-09 30.21 268578677 58.5/6.1 60/ 5.4 

10 
ATP synthase beta subunit       

[Stylochus sp. KJP-2004] 
4.50E-07 3.95 46909255 46.1/5.12 45/7.8 

 

13 

Fructose-bisphosphate aldolase 

[Caenorhabditis briggsae] 
7.69E-08 50.22 268576316 39.2/6.2 38/7.6 

Arginine kinase                

[Caenorhabditis briggsae]   
1.61E-10 90.26 268580051 41.7/6 38/7.6 

14 

Malate DeHydrogenase family member 

(mdh-1) [Caenorhabditis elegans] 
9.98E-07 60.21 17554310 35.1/9.9 38/8 

Hypothetical protein F01F1.12  

(aldolase) [Caenorhabditis elegans] 
1.75E-13 30.26 71983985 38.8/7.7 38/8 

 

15 

Temporarily Assigned Gene name 

family member (tag-210) 

[Caenorhabditis elegans] 

4.18E-10 30.21 17509631 44.3/6.4 44/5.8 

Proteasome Regulatory Particle, 

ATPase-like family member (rpt-6) 

[Caenorhabditis briggsae] 

3.64E-09 30.26 268561690 46.5/8.95 44/5.8 

UNCoordinated family member (unc-

87) [Caenorhabditis briggsae] 
1.98E-11 70.23 268558662 44.2/5.3 44/5.8 

ACTin family member (act-4) 

[Caenorhabditis elegans] 
1.11E-15 278.32 71994099 40.4/5.83 44/5.8 

20 

 

 

Isocitrate dehydrogenase 1 (NADP+), 

soluble [Caenorhabditis briggsae] 
7.06E-08 30.19 268535544 48.5/6.65 48/5.8 

CBR-UNC-57 protein      

[Caenorhabditis briggsae] 
2.46E-05 38.18 268564197 49.9/5.9 48/5.8 

Necepsin II [Necator americanus] 1.79E-06 30.17 9581805 49.5/6.67 48/5.8 

 

 שעותשלוש שהוצאו מג'ל החלבונים של זחלים אינפקטיביים שנחשפו להמולימפה במשך  חלבונים לאנוטציה ש: 8 'מס טבלה

נמוך יותר ההתאמה טובה ההתאמה ערך של מציאת התאמה במקרה. ככל שההסתברות – LC/MS/MS  Probability.ע"יוזוהו 

הרצף  של ההתאמה טובה יותר ךיותר גבוה כ שהניקודככל בלה. לתוצאה שהתק SEQUEST-יתן ע"י תוכנת הנ -Score ,יותר

  לחלבון.

 

 

 

 

 החלבונים שהתבטאו בזחלים אינפקטיביים לאחר שלוש שעות חשיפה להמולימפה פירוט .2.10.3

 (Mammalian receptor of activated C kinase) RACK1 :רצפטור חלבוני ל-C kinase, מעורבה 

בהצמדות תאים ובתיווך סיגנלים המועברים  כנראה מעורב גם, בין תאיתבהעברת סיגנלים ובתקשורת 

 .  insulin-like (IGF-I )(Kiely et al., 2005)לרצפטור לפקטור גידול 

 :(Malat dehydrogenase) MDH-1 אנזים זה צפוי אנזים האחרון במעגל החומצה הציטריתזהו ה .

הגן המקודד . (Tabuse et al., 2005)מורה להיות מטוכונדריאלי. מעורב מטאבוליזם, בייצור אנרגיה ושי

 .שעות חשיפה להמולימפה שלושגם בספריית ההפחתה לאחר  פעמייםהופיע  mdh-1לחלבון זה 
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 Calreticulin: י כך שומר על מאזן הקלציום "פרון הקושר מולקולות של קלציום וע'צ חלבון זה הוא

ה מופרש מדרגת הזחל המדביק וכנראה מעורב בהתחמקות ממערכת החיסון של בנמטודות חלבון ז. בתא

ההומולוג לחלבון זה  .(Rzepecka et al., 2009) חלבון זה חיוני לאינטראקציה טפיל פונדקאי. הפונדקאי

 גודלו Meloidogyne incognitaואילו בנמטודה  43kDגודלו  Haemonchus contortusבנמטודה 

  משקלו גדול יותר. H. bacteriophora-לא מן הנמנע שבש מכאן 48kDהוא 

 UDP-glucose pyrophosphorylase :בביוסינטזה של  ,אנזים המשתתף במטבוליזם של פחממות

 ,.UDP-glucose ←UTP and glucose-1-phosphate(Jiang et al : טלז את התגובהומק גלוקוז

2010). 

 UNC-87 (UNCoordinated:) סיבי  מבנה של חלבון הדרוש לשמירה על. חלבון שריר דופן הגוף

  .(Kranewitter et al., 2001) חלבון זה דוחס אקטין. השריר בתאים הבונים את דופן גוף הנמטודה

 Arginin kinase: אנזים זה משמש כ-phosphogene פוספורילציה את -י טרנס"בנמטודות ומזרז ע

 ATPאנזים זה משמש כמווסת . N-phospho-L-arginine + ADP  ATP + L-arginine: התגובה

מתבטא בתהליך י אנזים זה ידוע ככמו כן . (Wickramasinghe et al., 2007) למאזן האנרגיה המקומי

 . C. elegans (Wang and Kim, 2003)-ב  Recovery-ה

 UBQ-1 (UBiQuitin:) י פרוטאוזום"פוליפפטיד אשר נקשר לחלבוני מטרה ומסמן אותם לפרוק ע- 

26S .לפחות ארבעה חלבוני יוביקיטין צריכים להקשר לחלבון המטרה בכדי שיוכר על ידי הפרוטאוזום .

הדבר יכול להוביל לשינוי , אם רק חלבון יוביקיטין אחד או פחות מארבעה נקשרים לחלבון המטרה

 ,Kipreos)שינוי ביעוד החלבון ושינוי באנדוציטוזיס , י שעתוק"כולל שינוי בבקרה עבפעילות החלבון 

2005). 

 (Nucleoside diphosphate kinase) NDP kinase: 5ד אנזים המקטלז פוספורילציה של נוקלאוזי' 

משמש גם . בתאNTPs -ו dNTPsשומר על רמות מאוזנות של הוא . טריפוספט '5נוקלאוזיד ל פוספטדי

לחלבונים ממשפחה זו תפקידים נוספים . DNA-ו RNAבסינתזה של  housekeeping enzyme -כ

חלבון זה  GTP. שעתוק ושפעול של חלבונים קושרי, העברת סיגנלים, בבקרה של גדילה והתפתחות

 Trichinella spiralis (Gounaris, etצא מופרש בדרגת הזחל המדביק בנמטודה הטפילה על יונקים נמ

al., 2001). 

 MSP-10 (Major Sperm Protein :) חלבון זה שייך למשפחת חלבוניםMajor Sperm Protein 

חלבונים ממשפחה זו מעורבים בסיגנלים חוץ תאיים ובתפקידים תוך תאיים . השמורה בנמטודות

 .(Miller et al., 2001)בציטוסקלטון לצורך רבייה 

 Calponin: חלבון זה מסוגל כיווץ שרירהדק המעורב בוויסות וכיונון של  נטהקשור לפילמ חלבון .

  UNC-87חלבון זה הוא C. elegans בנמטודה ולטורופומיוזין. Cלהקשר לאקטין, קלמודולין, טרופונין 

(Winder and Walsh, 1993). חלבון זה נמצא מתבטא גם בנמטודה הטפילה על צמחים 

Meloidogyne incognita  ביכולת תנועה  נתאשר מתאפיי ,שהיא הדרגה המדביקה השנייבדרגה

 .(Castagnone-Sereno et al., 2001) לשורש הצמחוחודרת 
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 (Actin) ACT-4: השלד בתא תפקידו במבנה . בתאים מיקרופילמנט את יםהמרכיב אקטיןהחלבון  סיבי

 בשרירי הולווה ובספרמטקה, חלבון זה מתבטא בדופן הגוף C. elegans-ב. ובצורת תאים נודדים

(Krause et al., 1989).  הגן המקודד לחלבון זה act-4  שעות שש הופיע גם בספריית ההפחתה לאחר

 .חשיפה להמולימפה

 HSP 60 ((Heat shock protein :פרונים 'והוא משתייך למשפחת הצ פרון ספציפי למיטוכונדריה'הוא צ

.GroE/Hsp10/60 ות ובוויסבמיטוכונדריה  תגובת החלבונים שאינם מקופליםחלבון זה כנראה מעורב ב

 RNAi. השתקה של הגן ע"י פרונים בתגובה לשינוי סביבת קיפול החלבונים באיבר'הביטוי של צ

גרמה לפנוטיפ של פגמים קשים בגידול וכמו כן לעצירת התפתחות בשלבי  C. elegansבנמטודה 

 . (Yoneda et al., 2004)התפתחות הזחל המוקדמים 

 ATP-2 (ATP synthase subunit) : תת יחידה של האתר הפעיל של קומפלקסV ,של האנזים ATP-

synthase . אנזים זה הוא חלק ממערך השרשרת הנשימתית במיטוכונדריה(MRC ) המשמשת מקור

 . ATP (Tsang et al., 2001)-עיקרי ל

 (Propionyl Coenzyme A Carboxylase Beta subunit family member) PCCB-1 : זהו אנזים

ניים יהינו תוצר ב CoAפרופיוניל  propionyl-CoA.של  קטבוליזםהשלב הראשון ב המזרז את 

 ,.Chandler et al)במטאבוליזם של כמה חומצות אמינו ונוצר גם ע"י חימצון של חומצות שומן מסוימות 

2006). 

 ATP synthase:  אנזים זה הוא חלק ממערך השרשרת הנשימתית במיטוכונדריה(MRC ) המשמשת

עוברית ולהתפתחות הזחל לאחר  אנזים זה נחוץ להתפתחות C. elegansבנמטודה  ATP.-מקור עיקרי ל

דרגה שלשית, כמו כן הוא דרוש לניידות, לשאיבת מזון ע"י הלוע, להפרשה דרך האנוס, לקצב גידול, 

 . (Gonczy et al., 2000; Tsang et al., 2001) ולתוחלת החיים בזחלים

 (Fructose-bisphosphate aldolase) FBP:  על זהו אנזים מפתח בתהליך הגליקוליזה האחראי

 -3ולדיהידרואוקסיאצטון פוספט -3 ביפוספט לגילצראלדהיד-1,6פרוקטוז  פרוקהתגובה ההפיכה של 

 לאחר שש שעות. הגן לחלבון זה הופיע בספריית ההפחתה (Kovaleva et al., 2005) פוספט

 Temporarily Assigned Gene (tag-210) הצפוי לקשור  חלבוןGTP  ושייך למשפחת חלבוני

OBG .בונים ממשפחה זו הם חלבונים קטנים קושרי לח GTP שתפקידם אינו ידוע והם שמורים

ילת הם מעורבים בתגובות לעקות שונות, חלוקת כרומוזומים, תח באבולוציה מחיידקים ועד בני אדם.

תרגום ומשמשים כמתגים ביולוגיים בתהליכים תאיים כגון בהעברת סיגנלים, בהעברת חלבונים והכוונתם 

קשור הוא כי ו ייתכןתפקידו של חלבון זה אינו ידוע, אך . (Buglino et al., 2002)ובויסות מחזור התא 

 . (Mori and Ohshima, 1995) סות של תרגוםילו

 (ATPase-like family member) RPT-6 :הינו תת יחידה של הקומפלקס המווסת את  אנזים זה

סובסטרטים קישור לבהצפוי הוא להתפתחות עוברית ולהתפתחות הזחל. תפקידו  דרושו26S פרוטאוזום 

של  proteolytic particle (CP)ם לליבת יחידה הפרוטאוליטית בהעברתוחלבונים לא מקופלים של 

 . (Takahashi et al., 2002)הפרטאוזום 
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 IDH-1 (Isocitrate Dehydrogenase:) התלויה ב את תגובה מזרז- NAD/NADשל הסובסטרטים :

אספרטט בממברנת המיטוכונדריה. כמו כן /תגובה זו בעלת תפקיד במעבר מלאט. אוקסלואצטט ↔מלאט 

   .(Minarik et al., 2002)לאנזים תפקיד במעגל החומצה הטריקרבוקסילית בתוך המיטוכונדריה 

 UNC-57 (UNCoordinated )זהו חלבון האורטולוג לחלבון אנדופילין A ((endophilin A.  זהו

במהלך  .הנמצאות בקצות תאי העצב של הוזיקולות הסינפטיות לחידוש חלבון הקשור לממברנה והדרוש

מולקולות המשמשות  משחררותמתאחות עם ממברנה והוזיקולות הסינפטיות  עצביגירוי 

צריכות  שיחרור הנויירוטרנסמיטרים הוזיקולותלאחר  .(neurotransmitter)ים רוטרנסמיטרינויכ

בסינפסה של  תהליך זה נעשה ע"י אנדוציטוזיס המבוצע ע"י קומפלקס של חלבונים הממוקמים ,להתחדש

 .(Schuske et al., 2003)הינו אחד החלבונים המרכיב קומפלקס זה  Aלין יתא העצב. אנדופ

 Necepsin П :הפעיל פרוטאז אספרטי שייך למשפחת של פרוטאזות בעלי שייר אספרטי קטליטי באתר. 

חלבונים אלה ידועים . ים בפונדקאימתחילים דגרדציה של הומוגלובינ, אנזימים אלה הספציפיים לנמטודות

 ,.Williamson et al) כמתבטאים ומופרשים בנמטודות פרזיטיות על יונקים בשלב הזחל המדביק

2003). 
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 שעות חשיפה להמולימפה ששל לאחר 'חלבונים שזוהו מג 310.3.

 טבלהמובאים ב שעות חשיפה להמולימפה ששהחלבונים שהתבטאו בזחלים אינפקטיביים לאחר זיהוי  

 .9מספר 

 

 חלבונים שהתבטאו בזחלים אינפקטיביים לאחר שש שעות חשיפה להמולימפה :9 פרמס טבלה

     expected in gel 

Spot 

no. 
Reference Probability Score 

Accession 

no. 

Protein 

MW 

(Kda)/PI 

Protein 

MW 

(Kda)/PI 

1 

LEVamisole resistant family member 

(lev-11) [Caenorhabditis elegans] 
2.50E-12 186.25 71992941 33/4.7 35/4.5 

Tropomyosin [Anisakis simplex]  9.95E-08 116.18 14423976 33.2/4.7 35/4.5 

2 
Major Sperm Protein family member  

(msp-10) [Caenorhabditis elegans] 
1.49E-04 30.16 17541624 14.2/7.8 13/6.5 

3 
Fatty acid and retinol-binding protein 

1 FABP-1 [Ancylostoma caninum] 
7.54E-07 40.22 22164324 20.5/8.4 14/8 

4 

UNCoordinated family member     

(unc-87) [Caenorhabditis elegans]. 
4.28E-08 90.19 157764130 44.2/7.5 48/7.69 

FUMarase family member (fum-1) 

[Caenorhabditis elegans] 
8.93E-07 40.22 17553882 53.6/7.8 48/7.69 

Heat Shock Protein family member     

(hsp-43) [Caenorhabditis elegans]. 
5.55E-04 50.13 157770107 43.3/8.5 48/7.69 

5 

FUMarase family member (fum-1) 

[Caenorhabditis elegans] 
9.50E-04 40.18 17553882 53.6/7.8 48/7.4 

MUscle Positioning family member 

(mup-2) [Caenorhabditis elegans] 
1.20E-05 30.17 17569083 47/5 48/7.4 

6 

ACTin family member (act-4) 

[Caenorhabditis elegans] 
1.73E-07 80.16 17568985 41.8/5.3 40/5.2 

DIsorganized Muscle family member  

(dim-1) As37 [Ascaris suum]) 
2.79E-07 86.18 22036079 35.5/5 40/5.2 

7 

ACTin family member (act-4) 

[Caenorhabditis elegans] 
1.02E-10 60.22 17568985 41.8/5.3 40/4.8 

DIsorganized Muscle family member 

(dim-1) As37 [Ascaris suum] 
1.20E-06 96.18 22036079 35.5/5 40/4.8 

9 
LEVamisole resistant family member 

(lev-11) [Caenorhabditis elegans] 
2.66E-14 394.32 71992941 33/4.7 38/4.8 

 
Tropomyosin, muscle 

[Trichostrongylus colubriformis] 
2.84E-08 108.25 136098 33/4.64 38/4.8 

 

זוהו ו שעות שש שהוצאו מג'ל החלבונים של זחלים אינפקטיביים שנחשפו להמולימפה למשך  חלבונים אנוטציה של: 9 'מס טבלה

 .נמוך יותר ההתאמה טובה יותרההתאמה ערך ההסתברות של מציאת התאמה במקרה. ככל ש –LC/MS/MS  Probability.ע"י

Score- יתן ע"י תוכנת הנ-SEQUEST  .טובה יותר של הרצף לחלבוןההתאמה  ךיותר גבוה כ שהניקודככל לתוצאה שהתקבלה.  
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  החלבונים שהתבטאו בזחלים אינפקטיביים לאחר שש שעות חשיפה להמולימפה פירוט 410.3.

 LEV-11 ((LEVamisole resistant family member :Tropomyosin , הוא חלבון בעל מבנה

בשריר מפוספס טרופומיוזין ממוקם בסיבים הדקים ומתפקד יחד עם . המסוגל להתכווץ והקושר אקטין

בשריר חלק ובתאים לא . עם אקטין ומיוזין, קומפלקס הטרופונין לויסות אינטראקציות הרגישות לקלציום

רופומיוזין קשור למיקרו סיבים ונראה עוזר ברגולציה של צורת תאים ט, שרירים אשר בהם אין טרופונין

 ,.Anyanful et al)למורפולוגיית גוף תקינה ולתנועה , חלבון זה דרוש להתפתחות עוברית. ותנועה

הופיע גם בספריית ההפחתה לאחר שש שעות חשיפה  lev-11הגן המקודד לחלבון זה . (2001

 .להמולימפה

 MSP-10 (Major Sperm Protein :) חלבון זה שייך למשפחת חלבוניםMajor Sperm Protein 

קידים תוך תאיים חלבונים ממשפחה זו מעורבים בסיגנלים חוץ תאיים ובתפ. השמורה בנמטודות

חלבון זה הופיע גם לאחר שלוש שעות חשיפה  .(Miller et al., 2001)בציטוסקלטון לצורך רבייה 

 להמולימפה.

 FABP-1 (Fatty acid and retinol-binding protein 1 )הוא חלבון מופרש הקושר חומצות שומן ,

שתתף בהרחקה והעברה של מולקולות הידרופוביות קטנות כגון ליפידים והורמונים סטרואידים צפוי לה

(Plenefisch et al., 2000).  הגן המקודד לחלבון זהlbp-1  הופיע גם בספריית ההפחתה לאחר שש

   .שעות חשיפה להמולימפה

 UNC-87 (UNCoordinated:) calponin הקשור לאקטין מולקולה הדומה לטרופונין  זוהי

 מבנה של חלבון הדרוש לשמירה על. חלבון זה מצוי בכל חסרי החוליות בסיבי שריר חלק ,וטרופומיוזין

 .(Kranewitter et al., 2001)חלבון זה דוחס אקטין . ריר בתאים הבונים את דופן גוף הנמטודהסיבי הש

 חלבון זה הופיע גם לאחר שלוש שעות חשיפה להמולימפה.

 HSP-43 (Heat shock protein) : שייך למשפחת חלבוניsmall heat shock ,פרונים'המשמשים כצ 

בנוסף הם , טים גדולים ולא מססים של חלבוניםאווצרות אגריגיתפקידם הוא במניעת ה. מולקולאריים

 ,.Van Montfort, et al) שונות גנים על התא בזמן עקותנקשרים לחלבונים שאינם יציבים וכך מ

2001). 

 FUMarase: אנזים המזרז הידרציה הפיכה של פומראט ל-L בהעדר . מלאט במעגל החומצה הציטרית

ידוע . (Kulkarni et al., 2004)של מלאט במיטוכונדריה  טרית אנזים זה מעורב בדיסמוטציהחומצה צי

 .  C. elegans (Wang and Kim, 2003)-ב Recovery-כמתבטא בתהליך ה

 MUP-2 (MUscle Positioning :) חלבון טרופונין(TnT) ,חלבון זה .התכווץחלבון שריר המסוגל ל 

ויסות התכווצות , מיקום תאים, ארגון הסרקומר, תאי שריר דופן הגוף עובריים משפיע על התכווצות

, דרמלית וכמו כן דרוש לתפקוד נכון של שריר השחלהימורפוגנזה אפ, שריר דופן הגוף בזחל ובבוגר

הופיע בספריית  tnt-2גן המקודד לטרופונין . (McArdle et al., 1998)גדילה ופוריות בהרמפרודיט 

 ההפחתה לאחר שש שעות.
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 DIM-1 (DIsorganized Muscle):  רצפים חוזרים של  3יד המכיל פוליפפטIg-like .דרוש  חלבון זה

 ,.Rogalski et al)לארגון מלא ונכון של השרירים ולעיגון רשת המיופילמנט לממברנת תאי השריר 

2003). 

 Tropomysin : ראהLEV-11  66עמוד. 

 HSP-1 (Heat shock protein) : חלבוןHSP-70A כולל קיפול , מתפקד במגוון תהליכים ביוכימיים

 .(Hartl and Hayer-Hartl, 2002)תגובה לעקת חום העברת חלבונים בין ממברנות וויסות ה, חלבונים
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 דיון. 4

 
 יאפיון גנים וחלבונים המשתתפים בתהליך של שינוי התפתחותי כתוצאה מגירובעבודה זו עסקה בזיהוי ו 

חשיפה בתגובה ל H. bacteriophoraאנטומופתוגנית הנמטודה . שינוי התפתחותי בחיצוני באורגניזם

זיהוי הגנים השונים . בידוד והתפתחות( השראת) Recovery הנקראפונדקאי בתהליך  המולימפה של חרקל

 זה על המסלולים הביולוגיים השונים המתבטאים בתהליך ה יותררחב הסתכלות שרפיאהמעורבים בתהליך, 

התמקדה במספר גנים שנבחרו על פי עבודה זו בתהליך מעורבים גנים רבים, כי נמצא ש למרות ובעקבותיו.

עשויים להיות מעורבים שגנים אלו על כך  מידע מצביעההערכה ומידע הקיים לגביהם במאגרי מידע שונים. 

גנים  נמצאולגנים אלו  שנערכו מבחנים פונקציונאלייםב. H. bacteriophora-ב Recovery-בתהליך ה

כמו כן נבדקה . להצלחתו ומעורבותם חיונית Recovery-אשר השתקתם פוגעת באופן ישיר בתהליך ה

בין החלבונים שזוהו נמצאו חלבונים  .Recovery-ההשאלה אלו חלבונים מתבטאים במהלך תהליך 

וחלבונים המעורבים במעבר  פונדקאי–חלבונים המעורבים באינטראקציה טפיל ,המעורבים בהעברת סיגנלים

 . לדרגה הבאה

 

  Recovery-התהליך  השראת 4.1

 נכנס לתוך, הנמצא בעצירת התפתחות ,מתחיל כאשר זחל אינפקטיבי Recovery-הכפי שתואר, תהליך 

כתוצאה מגירוי/סיגנל )שטיבו אינו ידוע( הנקלט מהסביבה בה הוא נמצא, ו, ההמולימפה של זחל הפונדקאי

הזחל פותח את פתחי הגוף )פה ואנוס(, מערכת העיכול הופכת לפעילה והחיידק הסימביונטי מופרש 

מתפתח לזחל הזחל האינפקטיבי  ,לאחר מכן מתחיל תהליך ההתפתחות( Ciche, 2007)להמולימפת החרק 

כדי שהתהליך ימשיך  .בוגרת היכולה להתרבות ברבייה עצמית יתהרמפרודיטנקבה דרגה רביעית ובהמשך ל

דרושה נוכחותו של  ,מתרבהוושהזחל האינפקטיבי יתפתח בסופו של דבר לנקבה הרמפרודיטית בוגרת 

המהווים את הגירוי  (food signals)מייצר חומרי הזנה הו, החיידק הסימביונטי המתרבה בתוך הפונדקאי

 Recovery-השבתהליך נראה  .(Strauch, 1998; Han and Ehlers, 2000) התזונתי להתפתחות הזחל

התפתחות ה. תחילת 2-ו. פתיחת פתחי הגוף והפרשת החיידק 1מתרחשים למעשה שני שלבים עיקריים: 

 לדרגת זחל רביעית.  

מגנים  ,עד כמה שאפשר ,עולהימנ Recovery-העל מנת לבודד גנים המעורבים בוויסות תהליך 

התהליכים ההתחלתיים של  ביןניסיתי להפריד  ,הבמעבר לדרגת הזחל הבא םהמעורבים בתהליכים פיזיולוגיי

המבחן הביולוגי על מצע אשר נערך כדי לענות על מטרות אלו . המעבר לדרגה הרביעיתלבין  Recovery-ה

בתנאים . התהליך השראתל, ועליו המולימפת חרק, מים-לא תומך בהתפתחות החיידק הסימביונטי: מצע אגר

שת החיידק הסימביונטי אך הזחל האינפקטיבי אינו ממשיך להתפתח מתחיל ונראית הפר Recovery-האלו 

 .דרגה רביעיתמלזחל 

המעבר לדרגה הרביעית לא התרחש במצע אשר בו החיידקים לא יכלו  שנערךבתנאי המבחן הביולוגי 

אני מסיקה כי ההחלטה האם להמשיך בתהליך ההתפתחות תלויה בשלב כלשהו  ולכןלהתבסס ולהתרבות, 
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כאשר  ,Recovery-הכנראה שמעבר זה מתרחש מאוחר יותר בתהליך  .החיידק הסימביונטיבסיגנל מ

  ויש מספיק מזון. רבייהסיגנלים נוספים המעידים כי כל התנאים אכן מתאימים לנקלטים 

 בגידול תעשייתי ,במידה חלקית. לראיה Recoveryהנובע מתרבית החיידקים מעודד  ,ידוע שסיגנל מזון

תרבית נוזלית של החיידק להזחלים האינפקטיביים מושרה באופן מלאכותי ע"י הכנסת  Recovery-ה תהליך

עוברים  אינם נחשפים להמולימפה של חרק פונדקאי הםזחלים האינפקטיביים אלו למרות ש הסימביוטי.

,Recovery והתהליך אורך מספר ימים באחוזים נמוכים  אך(Strauch, 1998; Johnigk et al., 2004).  

. עם המולימפת החרקבתחילה לפונדקאי "נפגש"  שחודרהזחל האינפקטיבי בחרק פונדקאי,  ,לעומת זאת

זחל האינפקטיבי שמאפשר לקבל סיגנל מזון תורק אז מ ,"לחכות" שהוא יתרבה עליו החיידקהפרשת לאחר 

  .ההתפתחותי שינויב המשיךל

, נמטודה הטפילה Steinernema carpocapsaeבנמטודה  .Kikuta et al (2009) במחקר שנעשה ע"י

על חרקים ונושאת חיידק סימביונטי, נמצא כי זחלים אינפקטיביים אשר לא הכילו את החיידק הסימביונטי 

בניגוד לזחלים אינפקטיביים שהכילו את החיידק  ,בתרבית תאים של חרקים Recoveryלא עברו 

שלתהליך . תוצאות אלו מחזקות את הטענה Recovery (Kikuta, 2009) הסימביונטי באותם תנאים ועברו

 .דרוש סיגנל שמקורו מהחיידק הסימביונטי ההתפתחות לדרגות מתקדמות במחזור החיים של הנמטודה

בנמטודות  Recovery-השישנם שני גורמים עיקריים בויסות תהליך  מניחהמתוך נתונים אלה אני 

חישה של סיגנל מהמולימפת החרק, הוא אשון הוא בכניסת הזחל האינפקטיבי לפונדקאי והר אנטומופתוגניות.

המורה על  ,חישה של סיגנל מזון מהחיידק הסימביונטי לאחר התבססותוההמורה על תחילת התהליך. השני, 

 גנטייםלפחות שני מסלולים  שקיימיםאני מניחה  לפיכך,. (85 עמ'ב 2 ספר)ראה איור מ המשך התהליך

בו שמסלול  :אשר חופפים בחלקם כאשר הסיגנל הראשוני המפעיל אותם שונה ,ע"י גנים שונים םהמופעלי

, ומסלול C. elegans-ואינו נמצא ב ןהסיגנל מגיע מהפונדקאי הצפוי להיות מצוי בנמטודות טפילות למיניה

  ל הנמטודות.ודאי שמור לאורך האבולוציה בכהוא בבהם הסיגנל מגיע מהמזון ושאו המסלולים 

 Recovery-תהליך ה השראתקיומם של שני מסלולים בעלי סיגנל התחלתי שונה ל עלהיפותזה זו 

. .Datu et alהטפילה על כלבים, ע"י  Ancylostoma caninumנתמכת גם ע"י מחקר שנערך בנמטודה 

י תרכובות של הזחל המדביק ע"י סרום של הפונדקאי. נמצא כ Recovery-במחקר זה הושרה תהליך ה

ע"י הפעלת  Recovery-הכימיות של מוסקרין המתחרות על נוירוטרנסמיטורים משרות את תחילת תהליך 

. המסקנה (Datu et al., 2008)יפטים האופייניים לתהליך רקסמסלול האינסולין, אך ללא עלייה בטרנ

, אך הסיגנלים Recovery-הבתהליך  ,שכנראה חופפים ברובם ,לוליםממחקר זה היא שישנם שני מס

 לתחילת התהליך שונה בהם ויש צורך בשניהם. 

במעבדתו של ד"ר רלף הלרס מאוניברסיטת קייל בגרמניה מנסים מזה שנים למצוא את ה"גורם התזונתי" 

 Johnigk) מלאכותימזון בתרבית נוזלית המכילה תרחיף של חיידקים במצע  Recovery-תהליך ה השראתל

et al., 2004; Hirao and Ehlers, 2009) דוע נכשלו המתוארת לעיל ניתן להבין מ ההיפותזהבסיס . על

ה ושחרור תהליך זה אינו תואם את המתרחש ב"טבע" )חשיפה להמולימפשמאחר  החוקרים בניסיונותיהם.

חיידקים(, לא הצליחו החוקרים למצוא את אותו גורם עד כה. יש למקד את המאמצים בזיהוי הגורם לשלב 
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תי יבגידול תעשי Recovery-ליעל את תהליך האפשר היה יהראשון בתהליך בהמולימפת חרקים. כך 

 במתססים. 

 

 Recovery-השינויים טרנסקריפטומים בתהליך  4.2

ספריות שתי יצרתי  Recovery-המסלולים המווסתים את תהליך ם המעורבים בגניכדי למצוא את ה

אשר  ESTs 385 נמצאו )שלוש ושש שעות לאחר חשיפה להמולימפה(. בשתי נקודות זמן בתהליך הפחתה

מכיוון , עלה לאחר חשיפה להמולימפה של הפונדקאי. נקטתי בגישה של יצירת ספריות הפחתה שעתוקם

 .לעומת אוכלוסיית הביקורת ,צוא גנים המתבטאים ספציפית באוכלוסיה בתגובה לטיפולשבשיטה זו ניתן למ

הוא כאשר רצף הגנום של  microarray,כגון  בספריות הפחתה לעומת שיטות אחרותיתרון נוסף בשימוש 

ביטוי  יכולים לבוא לידיווכתוצאה מכך גנים הספציפיים למין זה אינם ידועים,  האורגניזם הנחקר אינו ידוע

נמצא בתהליך ריצוף ומתוך כך אין מידע רב על   H. bacteriophoraגנום הנמטודה .בספריות הפחתה

 .הקיימים בנמטודה זו בהשוואה לנמטודות אחרותRecovery -הגנים השונים הקשורים לתהליך ה

 

ו לקבוצות מוינ ,ת ההפחתהוספרישתי מרצפים בעלי ההומולוגיה לרצפים ידועים,  שלוש מאות ועשרים 

מיון  (.40עמ'  4 'מס הראה טבל) KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomesעל פי 

דהיינו  ראות את השינויים הטרנסקריפטומים המתרחשים בתהליך,הגנים לקבוצות פונקציונאליות מאפשר ל

 אילו גנים שועתקו בתגובה להמולימפה של חרק. 

 -תתשייכים ל רובם מטאבוליזם, כאשר שייכים לקטגוריה של שעות שלוששל  מרבית הגנים בספריה

גנים מיטוכונדריאליים כגון של  משעתוקבעיקר ה זו נובעת יעלי מטאבוליזם של אנרגיה. קטגוריה של

,Cytochrome c oxidase subunit I  ו פעמים 38המופיע-NADH dehydrogenase subunit 1 

משתתפים בשרשרת העברת אלקטרונים כחלק מתהליך הנשימה  גנים אלו. פעמים בספריה זו 11המופיע 

-במיטוכונדריה וייתכן שרמתם הגבוהה מורה על פעילות מוגברת של יצירת אנרגיה לצורך תהליך ה

Recovery  .הסיבה נוספת לכמותם הרבה היא, שרבים מ-ESTs אלו מתאימים לגדיל ה-antisense  של

 Jones et) במיטוכונדריהויסות שלילי של התרגום ווטאים לצורך הגנים המיטוכונדראליים ויתכן שהם מב

al., 2001) .תוצאות דומות התקבלו במחקר שנעשה ע"י Datu et al.  בנמטודהcaninum .A,  הטפילה על

לדרגה הטפילית בתגובה לסרום  ההגנים במעבר מהדרגה החופשיי בשעתוקבו נבדקו השינויים שבני אדם 

 Cytochrome c oxidaseגבוהה של הגנים: שעתוקמחקר זה הראו רמת של . גם התוצאות יהומאנ

subunit I  ו-Cytochrome c oxidase subunit Ш  בתגובה לסרום ויציאה ממצב של עצירת התפתחות

(Datu et al., 2008) . מחזק את ההשערה כי אכן יש פעילות מוגברת של מערכת הנשימה  הזדבר

 דים לבוא.כנראה כהכנה לשינויים ההתפתחותיים העתי ,במיטוכונדריה

כאשר לרובם  ,מטאבוליזםשל בקטגוריה  יםמופיעהמספר גדול יחסית של רצפים בשתי הספריות  מצאתי

תוצאות אלה תומכות בעובדה שזחלים . ובמטאבוליזם של אנרגיה םתפקיד במטאבוליזם של פחמימני

ומחדשים  Recoveryאינפקטיביים אשר היו חשופים להמולימפה של חרק פונדקאי אכן עוברים תהליך של 

בוליים הפעילים ביותר הם אלצורך זה רמת המטבוליזם שלהם עולה והמסלולים המט .את התפתחותם
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שאינם  ,בניגוד לזחלים אינפקטיביים הנמצאים בעצירת התפתחות. טאגלוקונאוגנזה ומעגל הציטר, גליקוליזה

בזחלים אינפקטיביים  ,(Selvan, 1993)זה תניזונים וצריכים להסתמך על מאגרים פנימיים לאנרגיה וביוסינ

כאשר זה תהנמצאים בעצירת התפתחות, מאגרי שומן שנצברו הם המקור העיקרי לאנרגיה ולתהליכי ביוסינ

רוק שומנים ישהמסלול הביוכימי הפעיל ביותר הוא מטבוליזם של פ ,מכאן .פונדקאי בקרקע הם מחפשים

(Burnell et al., 2005).  ציפיתי לראות עלייה זו בשעתוק גנים המעורבים בתהליכים מטאבוליים שונים

 שהתקבלותוצאות ה ומעבר לחידוש ההתפתחות.ההתפתחות כסימן ליציאה מעצירת  Recovery-בתהליך ה

-י שימוש ב"שהראו ע Wang and Kim  (2003)עבודה קודמת שנעשתה על ידי תוצאותע"י נתמכות גם 

microarray  גנים השייכים למטאבוליזם בזחלים שעוברים  בשעתוקעלייהRecovery  לעומת זחלים

 .C. elegans (Wang and Kim, 2003)-הנמצאים בעצירת התפתחות ב

בשתי הספריות משתייכים  שגנים רבים לקטגוריות פונקציונאליות נמצא גם ת הגניםעל פי חלוק

שייכים לתת קטגוריות של תרגום, קיפול,  בקטגוריה זו כאשר רב הגנים ,לקטגוריה של עיבוד מידע גנטי

 בר מדרגה חופשייה לדרגה טפילית.מיון ודגרדציה של חלבונים. נראה כי ייצור החלבונים מוגבר כחלק ממע

ים שונים כנגד מערכת החיסון של הפונדקאי, להגנה הזחל האינפקטיבי מייצר ומפריש חלבונים פרוטאוליטי

  .(Hao et al., 2010)על החיידק הסימביונטי וכהכנה למעבר לדרגה רביעית 

שעשויים למלא  חלבוניםהמקודדים ל ,ספריות ההפחתהעבודה זו בשנמצאו ב לגניםלהלן כמה דוגמאות 

שעות, נמצא  שששעלה בספריית ההפחתה לאחר  C-type lectin,-גן המקודד ל במנגנון הטפילות. תפקיד

נון ההגנה של במנגבעל תפקיד פונדקאי ו-טפיל הבאינטראקצימעורב הוא בנמטודות טפילות רבות וידוע כי 

גן המקודד לאנזים . (Loukas and Maizels, 2000)נמטודות מהתגובה החיסונית של הפונדקאי 

,Catalase  מופרש בנמטודות טפילות שונות אנזים זה כי נמצא  .תשעו שששעלה בספריית ההפחתה לאחר

 Henkle-Duhrsen) חופשיים של הפונדקאי הגנה מרדיקליםבותפקידו המשוער הוא  Recovery-בשלב ה

and Kampkotter, 2001) . 

 

. כאשר מבטאים את מספר הגנים שנמצאו בכל קטגוריה באחוזים שונותאפשר להשוות בין ספריות  

 של מזחלים אינפקטיביים cDNAהוכנה ספריית  Sandhu, et al. (2006) ע"י שנעשתהבעבודה 

H. bacteriophora  גנים המתבטאים בזחלים אינפקטיביים  ביןניתן להשוות  .הנמצאים בעצירת התפתחות

 לגנים המתבטאים בזחלים אינפקטיביים הנמצאים בעצירת התפתחותמנתוני עבודתי,  Recoveryשעוברים 

  (.41בתוצאות, עמ'  1)ראה גרף מספר  .Sandhu, et al (2006)העבודה של וני נתב

נראה , (Recoveryלגירוי המשרה לא נחשפו )בזחלים אינפקטיביים שנמצאים בעצירת התפתחות 

 (14)%קטגוריית עיבוד מידע גנטי, ב (18)%: עיקריות שמרבית הרצפים מתחלקים בין שלוש קטגוריות

תוצאות אלה הגיוניות  .(Sandhu et al., 2006)עיבוד מידע מהסביבה ב (%15)-ו יזםקטגוריית המטבולב

הזחל האינפקטיבי התר אחר פונדקאי בקרקע הינו בעל אברי חישה מפותחים וקולט אותות שלנוכח העובדה 

מבטא גנים הקולטים ומעבדים את המידע הוא כן כמו לחיפוש הפונדקאי ולסביבתו ו הקשוריםכמוסנסוריים 

מותאמת לניצול מאגרי ו יחסיתנמוכה , ניםזוני םאינשל זחלים אינפקטיביים שרמת המטבוליזם מהסביבה. 

תהיה רמת המטבוליזם צפוי ש Recovery-בזחלים אינפקטיביים הנמצאים בתהליך ה ואילו אנרגיה פנימיים,
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נראית עלייה במספר הגנים השייכים מעבודתי בנתונים  ,כצפוי גבוהה במעבר מעצירת התפתחות להתפתחות.

מספר הגנים  נצפה (. בקטגוריית עיבוד מידע גנטי57%שעות ) שלושלקטגוריה של מטאבוליזם לאחר 

גנים רבים המשתייכים  .הגבוהה ביותר בזחלים אינפקטיביים שנחשפו להמולימפה לאחר שש שעות

לקטגוריה של עיבוד מידע גנטי שייכים לתת קטגוריות של תרגום, קיפול, מיון ודגרדציה של חלבונים. נראה 

. הזחל האינפקטיבי מייצר ומפריש כחלק ממעבר מדרגה חופשייה לדרגה טפילית מוגבר החלבוניםכי ייצור 

חלבונים פרוטאוליטיים שונים כנגד מערכת החיסון של הפונדקאי, להגנה על החיידק הסימביונטי וכהכנה 

בזחלים אינפקטיביים  צפהנ בקטגוריה של תהליכים תאיים מספר הגנים הגבוה ביותר .למעבר לדרגה רביעית

זו, לאחר שש שעות חשיפה  בקטגוריההגבוה מספר הגנים יתכן כי י. לאחר שש שעות Recovery-הליך הבת

כהכנה למעבר לדרגת ההתפתחות הבאה  ,תזוזה של תאיםבנובע מגנים המעורבים בהתניידות ו ,להמולימפה

רחש דרגה רביעית. המשך ההתפתחות והמעבר לדרגה הבאה הינו חלק מאוחר יותר המתמשהיא זחל 

 Recovery.-בתהליך ה

 

שעלו בספריות ההפחתה דומים לגנים  H. bacteriophoraמספר גנים של  כי נמצאבנתוני עבודתי 

טפילות על חרקים מול : שנמטודות אלו נבדלות באורח חייהן למרות ,C. elegans-ב Recovery-הבמסלול 

ה כי ישנם מסלולים משותפים של בהשער תגנים אלו תומכהימצאותם של  .בהתאמה ,נמטודות חופשיות

 ,לדוגמה .ולנמטודות אנטומופתוגניות C. elegans-מצב של זחל אינפקטיבי המשותפים למיציאה בכניסה וב

המווסת כניסה ויציאה ממצב של זחל  insulin–likeבמסלול , לסרין טראונין קינאז המקודד akt-1הגן 

הפחתה מספריית  נתוניםשעות )שש לאחר  תיורדו שרמתנמצא ו daf-21הינו  hsp-90הגן  .אינפקטיבי

 Recovery-יורד במהלך תהליך ה hsp-90נמצא כי ביטוי של הגן  C. elegans-ב(. שלא הוכנסו, הופכית

(Dalley and Golomb, 1992) .daf-21 מקודד לאחד ממשפחת חלבוני ה-Hsp-90  המשמשים כצ'פרונים

ולכמה  dauerדרושה להתפתחות הזחל, לוויסות יצירת זחל  DAF-21. פעילותו של םמולקולאריי

ותגובה לריחות הנקלטים ע"י הנוירונים  םספציפיות כגון תגובה לכימיקלי תהתנהגויות כמוסנסוריו

 hsp-1הגן  .AWC (Birnby et al., 2000; Morley and Morimoto, 2004)-ו ASEהתחושתיים 

ובאינטראקציות עם  C. elegans-שעות וידוע כמעורב בוויסות של אורך חיים ב שלושהופיע בספריה של 

בתקופת המחקר של עבודה זו  .C. elegans-ב Recovery, המעורבים בוויסות daf-21-ו daf-2הגנים 

 TGF-likeמסלול מ שהינו חלק daf-7המחזקים טענה זו:  H. bacteriophora-נמצאו גנים נוספים מ

 . insulin–like(Sandhu et al., 2006) חלק ממסלול  םשהינ pdk-1, akt-1 ניםוהג

  

-מווסתים את תהליך השהמעורבים במסלולים השמורים לאורך האבולוציה,  ,למצוא יותר גנים תיציפי

Recovery  גנים ממשפחת  לדוגמה .האינסוליןכגון גנים השייכים למסלולins (Insulin)  המווסתים עצירת

שגם הוא  TGF-β-גנים השייכים למסלול הציפיתי למצוא כמו כן  .התפתחות ומשתתפים במסלול האינסולין

צפוי היה שעוד גנים  .(Savage-Dunn, 2005) ועד יונקים מחסרי חוליותמסלול שמור באבולוציה 

הסיבה  Recovery.-השמורים במסלולים אלה ימצאו בספריות ההפחתה של זחלים אינפקטיביים בתהליך ה
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 ,למיעוט גנים אלו יכולה להיות נעוצה בכך שלא כל המושבות שהתקבלו מספריות ההפחתה נשלחו לריצוף

יתכן ים המתבטאים בתהליך. המייצגים את הגני ESTs שהכילומושבות  שש מאותאלא רק מדגם של 

שישנם גנים נוספים השייכים למסלול זה שהתקבלו בספריות ההפחתה אך לא נדגמו. סיבה נוספת היא 

-בעבודה זו נדגמו רק שתי נקודות זמן לאורך תהליך ה ,תהליךב שהשתתפודגימת הגנים התזמון של 

,Recovery  שגנים נוספים מהמסלולים שעות חשיפה להמולימפה. קרוב לוודאי  ששו שלושלאחר

דקות מחשיפת זחל  60-50שתוך  C. elegans-ב ידועתהליך התבטאו בשלב מוקדם יותר. ההמבקרים את 

-צפוי שגם ב .Recovery (Riddle, 1997)-למזון יש התחייבות התפתחותית לתהליך ה dauer-ה

H. bacteriophora ההמבקרים את תהליך  גנים במסלולים השמורים יתבטאו-Recovery  בשעה

 חשיפה להמולימפה.ההראשונה לאחר 

 

או  C. elegans-שאינם נמצאים ב ,למצוא גנים ספציפיים לנמטודות אנטומופתוגניות תיציפי ,בנוסף 

פונדקאי או לסימביוזה בין החיידק -הספציפיים לאינטראקציה טפילגנים שנמצאים אך תפקידם שונה, 

לגנים  הומולגייםאך  ,C. elegans-גנים אשר אין להם הומולוגיים ב עשרים ושניים תילנמטודה. מצא

בגלל שלגנים אלו לא  .ועוד Brugia malayi, Haemonchus contortusמנמטודות טפיליות אחרות כגון 

כנראה מעורבים  גנים אלהאני מניחה כי  ,ולוגיים מנמטודות חופשיות ורובם אינם מוכריםנמצאו גנים הומ

. סביר להניח שבין P. luminescensפונדקאי או בסימביוזה עם החיידק הסימביונטי -באינטראקציה טפיל

לול מהפונדקאי וגנים המהווים חלק ממס Recovery-גנים אלו נמצאים גנים המעורבים בקבלת הסיגנל ל

אשר לא נמצאו להם גנים רצפים כמה  ,לדוגמה. לנמטודות טפילותהייחודי  Recovery-בקרה לתהליך ה

אזור בעל פעילות הומולוגי לחלבון המכיל  HB3HCa1. הרצף C. elegansהומולוגיים בנמטודה החופשייה 

, יכול להיות Brugia malayiמהנמטודה  (Protein kinase domain containing protein) קינאזשל 

מעורב בהעברת סיגנלים במסלולים שונים ואולי בהעברת הסיגנל במסלול הייחודי לנמטודות שחלבון זה 

-מ (zinc finger transcription factorפקטור שיעתוק )ל הומולוגי HB6HAc5 הרצף טפילות.

Bactrocera oleae ,)הרצף )זבוב פירות  HB6HA29ההומולוגי לגן המקודד ל-Catalase  בנמטודה

מופרש בנמטודות טפילות לתוך הפונדקאי זה ידוע שחלבון  ;Meloidogyne incognitaהטפילה על צמחים 

, והוא חלק ממערך ההגנה של הטפיל מהפונדקאי רדיקלים חופשיים של הפונדקאיעל מנת להתמודד עם 

(Henkle-Duhrsen and Kampkotter, 2001). הרצף HB6HA12 ההומולוגי לגןRan binding 

protein 7  מהנמטודה ,Brugia malayi . הרצףHB6HD8 הומולוגי ל-DVA-1 polyprotein 

precursor מ-lungworm Dictyocaulus viviparous חלבון זה קושר  .שהינו טפיל ריאות של צאן ובקר

 ,.McDermott et al)מופרש בנמטודות טפיליות וחומצות שומן ורטינול ומעביר אותם בתוך הנמטודה, 

 hypothetical protein Bm1_32495 הומולוגי לגן המשוערה HB6HA32 רצף נוסף הוא .(2001

 .שתפקידו אינו ידוע Brugia malayiמהנמטודה 

 ,H. bacteriophora אנליזה של טרנסקריפטום של נערכה ובה  .Bai et alבעבודה שנעשתה ע"י  

נים הספציפיים ג 554ע"י השוואה לנמטודות אחרות,  ,מדרגת בוגר, נמצאו ESTs 31,485המיוצג ע"י 

 נמצאו העבודה הנוכחית . בנתוני(Bai et al., 2009)לנמטודות טפילות שאינם נמצאים בנמטודות חופשיות 
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הומולוגיה במאגרי להם ( רצפים אשר לא נמצאה 17%) 65-ו גנים ללא הומולוגים לנמטודות חופשיות 22

בתגובה לסיגנל  Recovery,-התפקיד בתהליך בעלי כמה ייתכנו  בניהםהמידע והמייצגים גנים חדשים, 

 תוגניות. מהחרק מהפונדקאי במסלול הייחודי לנמטודות אנטומופ

 

 

לבחירת כל גן  פירוטגנים )ראה  23שתי ספריות ההפחתה נבחרו ב בעלי ההומולוגיה הרצפים 320מתוך 

תוצאות גרף ב)ראה  RT-qPCRע"י  Recovery-בתהליך ה שעתוקם( להמשך אפיון 45-42 עמ' ,בתוצאות

שונה  ההי השעתוקל . פרופיהגנים תומך בתוצאות מספריות ההפחתה שעתוק (. פרופיל46עמ'  2מספר 

רמת שעתוקם  ,גנים אשר שעתוקם עלה לאחר שלוש שעות חשיפה להמולימפהבשתי נקודות הזמן שנבדקו, 

גבוהה בשתי שלהם  השעתוקגנים אשר רמת  צפולא נפך. יירדה לאחר שש שעות חשיפה להמולימפה ולה

רמת  ,דינאמי כלומר תהליך הוא Recovery-ה תהליך כי מציע הגנים שעתוק דגם פרופיל .נקודות הזמן

 הגנים המתבטאים בתהליך משתנה עם הזמן.של שעתוקם 

 

 Recovery-התהליך החיוניים לגנים  4.3

שמונה גנים אשר  תימצא RNAi,ע"י  תםוהשתקשלהם  השעתוקדגם הגנים שנבחרו לאפיון  23מתוך 

ידוע כחלק  akt-1ביים. הגן של הזחלים האינפקטי Recovery-ההשתקתם גרמה לירידה משמעותית באחוזי 

, insulin/IGF-1ידוע כמווסת ע"י המסלול  glb-1, ביטויו של הגן Recoveryממסלול האינסולין המווסת 

-. תפקידם של הגנים הנותרים בתהליך הC. elegans-ב ויציאה ממנו dauerכניסה למצב של זחל   המווסת

Recovery  הבין את מעורבותם של גנים אלו בתהליך ולת לנסות עדיין לא ברור ומצריך מחקר נוסף. על מנ

תי השערות לגבי מעורבות כל אחד מהגנים אשר יליקטתי את הידוע בספרות ומתוך כך העל Recovery,-ה

 .Recoveryגרמה לירידה משמעותית באחוז הזחלים האינפקטיביים שעברו  והשתקת

 

גן . C. elegans בנמטודה daf-4 ואורטולוגי לגן טרנס ממברנלי, לסרין טראונין קינאז מקודד: akt-1הגן 

מווסת התפתחות, הוא ממסלול האינסולין הדרוש לגדילה, רבייה ומטאבוליזם תקין וכמו כן  מהווה חלק זה

מווסת את פעילותו של  AKT-1. בתוך מסלול האינסולין Recovery-הואת תהליך  dauerיצירת זחל 

DAF-16,  שהוא פקטור השעתוקFOXO, ואת  מונע את פעילותוהוא  כךו"י פוספורילציה בציטופלסמה ע

גנים הדרושים להמשך הכתוצאה מכך  ,אינו פעיל הוא נשאר בציטופלזמה DAF-16מעברו לגרעין. כאשר 

פעיל, הוא עובר  DAF-16מתרחש. כאשר Recovery -תהליך הו משועתקים בגרעיןהתפתחות הזחל 

כתוצאה מכך ההתפתחות נעצרת ונוצר והדרושים להתפתחות הזחל,  גנים לשעתוקלגרעין ומתפקד כרפרסור 

 Paradis)גבוהה  akt-1רמת הביטוי של  Recovery-בזמן תהליך ה. (75בעמ'  17)ראה תמונה  dauerזחל 

and Ruvkun, 1998)עוד ידוע ש .- akt-1  לתהליך כגוןעובר אינטראקציות עם גנים נוספים הקשורים:  

daf-2 age-1, daf-18 כניסה למצב של זחל  המשתתפים בתהליכי המעורבים גם הם במסלולים ,ועוד

dauer ויציאה ממנו (Riddle, 1997.) 
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 C. elegansבנמטודה  dauerיצירת זחל מסלולים המווסתים : 17 תמונה מספר

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

מבוססים על פנוטיפים של מוטנטים ואינטראקציות גנטיות, ביטוי גנים במוטנטים, והומולוגיה  יחסים בין הגנים :17תמונה מס' 

 (.Liu et al., 2004)האיור נלקח מתוך  אחרים םלמסלולים באורגניזמי
 

וזחלים  גידול איטי, ,ם אינפקטיבייםזחלי מאודמעט נראו  H. bacteriophora-ב akt-1בהשתקת הגן 

ונשארו במצב זה לאורך זמן )זחל אינפקטיבי קונסטיטוטיבי(. במבחן  Recoveryאינפקטיביים שלא עברו 

נראתה ירידה משמעותית באחוז  ,שנערך לזחלים אינפקטיביים בהם הושתק הגן ,Recovery-הביולוגי ל

 כשליש בהשוואה לזחלי הביקורת. ההנחה היא - הזחלים שיצאו מעצירת ההתפתחות והפכו לבוגרים

מסלול האנסולין שמור ש מכיוון C. elegans-שתפקידו של גן זה דומה לתפקידו במסלול האינסולין ב

 )פקטור השיעתוק DAF-16-הפחתת הפוספורילציה ל/למניעתגרמה  akt-1השתקה של הגן  .באבולוציה

FOXO) רסור לשיעתוק גנים הדרושים להתפתחות הזחל כרפ שם פקטור השעתוק עבר לגרעין ופעלו

 .Recovery-לירידה ביעילות התהליך ה וכתוצאה מכך

עובדה זו יכולה לנבוע משתי סיבות האחת שהשתקת  .Recoveryכשליש מהזחלים האינפקטיביים עברו 

תוצאות )ראה  השעתוקהגן לא נעשתה בפרט בודד אלא על אוכלוסייה של זחלים אינפקטיביים. לפי בדיקת 

החזרות מידת יעילות  שלא בכל נראה ,באוכלוסיה בה הושתק גןנערכה שגם היא ( 56עמ'  7מס'  טבלה

. הסיבה לעומת הביקורת 10לאחר ההשתקה היה נמוך פי  akt-1הגן  שעתוקבממוצע, זהה.  הההשתקה היית

היא  ,Recoveryמהזחלים האינפקטיביים בהם הושתק הגן עברו שליש כ שלמרות השתקת הגן השנייה

שהינם  pdk-1-ו akt-2חופפים הגנים  akt-1-במסלול האינסולין לגן. שישנם גנים בעלי תפקידים חופפים

המבקרים את התהליך  יםחפיפת גנים קיימת בכל המסלול daf-16.פוספורילציה של ב תפקיד זההבעלי 

Recovery 
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מעיד על מורכבות הוויסות של . דבר זה Recovery-חפיפה של כמה מסלולים לוויסות תהליך הגם קיימת ו

  התהליך ועל חשיבות הצלחת התהליך לשרידות הנמטודה.

-משתתף בבקרה של תהליך ה H. bacteriophora-ב akt-1תומכות בטענה שאכן עבודתי תוצאות 

Recovery ,  כנראה דרך מסלול האינסולין, שהינו מסלול שמור לאורך האבולוציה ואפשר למוצאו

אלה.  םבני אדם. שיבוש מסלול זה גורם להארכת תוחלת החיים באורגניזמיובעכברים ב תולעים,בשמרים, ב

הידועים  ,ידוע שמוטציות בגנים בעלי דמיון לגנים מבני אדם ,למרות שמסלול זה אינו מובן במלואו

 חיים באופן משמעותיאת תוחלת היכולות להאריך  Insulin/IGF-I,במעורבותם במסלול תגובת הסיגנלים 

. H. bacteriophora. מסלול זה צפוי להימצא גם בנמטודה C. elegans (Barbieri et al., 2003)-ב

מספריית ההפחתה לאחר שלוש שעות הידוע כמשתתף במסלול זה,  ,גן אחדאכן נמצא  בעבודה הנוכחית

 בנמטודה . במהלך עבודה זו נמצאו גנים נוספים המשתתפים במסלול זהחשיפה להמולימפה

H. bacteriophora, ה זו וסביר להניח שהוא ממלא שמור גם בנמטוד דבר המחזק את הטענה שמסלול זה

 .את אותו התפקיד בבקרה של כניסה ויציאה ממצב של זחל אינפקטיבי

 

 E3 SUMO-ligase (SUMO-small-ל מקודד gei-17: (GEX Interacting protein)הגן 

ubiquitin-like modifier). חלבונים ממשפחה זו מעורבים במודיפיקציות שלאחר תרגום ע"י 

SUMOylation צמדות קוולנטית של כמה חלבונים לשייר ליזין, בחלבוני המטרה דרך יתהליך של הב

אחרים  חלבונים אלה משפיעים על תפקידי חלבונים טין.ישרשרת של אנזימים האנלוגיים למסלול היוביק

מווסתים ביטוי  והם גםי מניעת מודיפיקציות אחרות לחלבון "או ע, יים בתאי הכוונתם למקומות ספציפ"ע

 . (Seeler and Dejean, 2003)גנים 

חיוני להכפלת  gei-17נמצא כי הגן  Kim & Michaelע"י  C. elegansבמחקר שנערך בעוברים של 

כך מונע מדנ"א פגום להאט את מחזור חלוקת התא בשלב המוקדם. תפקידו הספציפי ובכרומוזומים פגועים 

מסלול כפל את הדנ"א הפגום. ( המשDNA polymerase pol η) polh-1הוא בבקרת האנזים  gei-17של 

בתאי גם ם שמורים ממסלול זה נמצאו ישמור לאורך האבולוציה ומרכיב pol-ηפעולת האנזים  זה של וויסות

ב התאים האאוקריוטים הכפלת הדנ"א ומשך מחזור התא מופרעים ו. בר(Kim and Michael, 2008)אדם 

להפעלת נקודות בקרה  מתגורוע"י גורמים הפוגעים בדנ"א. כאשר כרומוזומים נפגעים הכפלתם מואטת 

. במספר אורגניזמים אאוקריוטים (Holway et al., 2006)אשר מעכבות את התקדמות מחזור התא 

התפתחות עוברית מוקדמת  Drosophila melanogaster-ו Xenopus laevis ,C. elegans :הכוללים

G  (Gap )-חלוקת תאים ללא גידול התא וללא שלב הובמאופיינת בהתקדמות מהירה של מחזור התא 

בקרה בתגובה לנזקי דנ"א. נמצא במחזור התא. מאפיין נוסף שנמצא הוא השתקה אקטיבית של נקודות 

שהפעלה של נקודות בקרה לנזקי דנ"א אינה תגובה הכרחית ושישנם מסלולים אשר עוקפים את נקודות 

כאשר ההישרדות תלויה בהתקדמות מחזור התא ללא הפרעות. כאשר הכפלת הדנ"א בעוברים  ,הבקרה

של התאים המתחלקים ובסופו של דבר  הנקודות הבקרה והדבר גורם לחוסר סינכרוניזצימופעלות מעוכבת, 

 .(Holway et al., 2006)למותו של האורגניזם 
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-ב Recovery-בתהליך ה gei-17הגן  בשעתוק 5מראות על עלייה של פי עבודה זו תוצאות  

H. bacteriophora  לאחר שלוש שעות חשיפה להמולימפה. אחוז הזחלים האינפקטיביים שבהם הושתק

   היה נמוך משמעותית לעומת זחלי הביקורת. נתונים אלו מצביעים על כך שהגן Recoveryהגן ושעבר 

gei-17  האכן חיוני לתהליך-Recovery מעיכובים במחזור התא בזמן תהליך ה תוכנראה שישנה הימנעו-

,Recovery  של התאים המתחלקים ולזרז את תהליך המעבר לדרגה  הבמטרה למנוע חוסר סינכרוניזצי

 ,אכנראה להאטה במחזור התגרמה אפילו על חשבון תדירות גבוהה של מוטציות. השתקה של הגן  ,הבאה

וכתוצאה מכך לאחוז נמוך של זחלים אינפקטיביים שעברו את תהליך  ,לחוסר סינכרוניזציה של ההתפתחותו

. רצפטור זה חובר למסלול Notchהמקודד לרצפטור  lin-12מגיב עם  gei-17. עוד נמצא כי Recovery-ה

. אינטראקציה זו Recovery (Greenwald, 2005)-ההמווסת את תהליך  insulin-likeהעברת הסיגנלים 

 .Recovery-בבקרת תהליך הגן זה  מלמדת על מעורבות 

 

 HEMEחלבונים ממשפחה זו הם כדוריים ובעלי קבוצת . מקודד לגלובין תוך תאי glb-1 :(GLoBin)הגן 

נות ותפקידים והם בעלי תכ, מלבד תפקידם המקובל כקושרי חמצן והעברתו למיטוכונדריהוהקושרת ברזל, 

תפקידם של גלובינים בחסרי חוליות כוללים: חישת חמצן, אחסון או טיהור  רי חוליות.מגוונים בחס

. נמטודות (Vinogradov and Moens, 2008) עם פעילות סולפט, אוקסידאז ופראוקסידאז תריאקציו

 ;Hoogewijs et al., 2008) של גלובין בנוזל הגוף, בדופן הגוף ובקוטיקולה ימבטאות איזופורם ייחוד

Geuens et al., 2010)ב .-C. elegans  שרמת ביטוייםמשפחה זו, למרות שמתבטאים מגנים  33ידועים 

אינו מושרה  glb-1נמצא כי ביטויו של הגן  C. elegans -נמוכה מצביעה כנראה על ביטוי ספציפי לתא. בה

שהינו אחד המסלולים המווסתים , insulin/IGF-1י המסלול "אלא מווסת ע( אנוקסיה)י חוסר חמצן "ע

 glb-1מווסת ביטוי של  DAF-2שמצאו  .Hoogewijs et alהחוקרים  dauer.ויציאה ממצב של זחל  כניסה

לאחר שלוש שעות חשיפה  תהנראהעבודה הנוכחית בתוצאות  .DAF-16 (Hoogewijs et al., 2007)ע"י 

 ,Recovery-בזחלים אינפקטיביים הנמצאים בתהליך ה glb-1הגן  בשעתוק 4של פי עלייה להמולימפה 

 . לעומת זחלים אינפקטיביים המצויים בעצירת התפתחות

על  אך לא רק ,Insulin/IGF-1ע"י מסלול  מווסת  glb-1הגן   H. bacteriophora-סביר להניח כי גם ב

לאחר  חישת חמצן הוא ויכול להיות שתפקידו Recovery-עולה בזמן תהליך השלו  השעתוקרמת , שכן ידו

חדירת הזחל האינפקטיבי לתוך הפונדקאי. חישת סיגנלים מן הסביבה הינה אחד הגורמים הראשונים 

  Recovery. -המווסתים את תהליך ה

 

 

לנמטודות  שייך למשפחת חלבונים שמורים הגדולה ביותר הספציפית ttl-15: ((TransThyretin-likeהגן 

,TTL  הוא מכיל סיגנל( חלבוניsignal peptide) וצפוי להיות מופרש. Transthyretin  הוא חלבון המעביר

ומצוי בנוזלים חוץ תאיים. חלבוני  קושר רטינולהבקומפלקס עם חלבון  Aאת הורמון התירואיד וויטמין 

TTL  זוהו לראשונה בנמטודהC. elegans  ולאחר מכן גם בנמטודות טפילות על צמחים ובנמטודות הטפילות

הם נפוצים יותר בנמטודות טפילות ומתבטאים בעיקר בדרגות הטפילות. תפקידם של חלבונים  .על יונקים
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הינם בעלי  TTLחלבוני  .(Saverwyns et al., 2008) יםידוע נםאילטפילות  שלהם הקשרובנמטודות אלה 

משערים שיש להם תפקיד ן לכו ,transthyretin-שכמעט כולו שמור כמו ב ,אתר הצפוי לקשור ליגנד

קליטה של נוטריאנטים, או תפקיד כלשהו במערכת העצבים בהורמונים, או  –בהעברת מולקולות ליפופיליות

(McElwee, 2004).  גנים ממשפחת הביטויttl נמצא בעליה בתהליך ה-Recovery  בנמטודות טפילות

 . (Saverwyns et al., 2008)שונות 

הגורם העיקרי המשפיע על עצירת ההתפתחות הוא צפיפות האוכלוסייה, הבא לידי  C. elegans-ידוע שב

המתבטא קונסטיטוטיבית ומשוחרר ע"י הנמטודות. ריכוז ההורמון משקף את צפיפות  ,ביטוי בפרומון

זחל עמיד , כאשר צפיפות הנמטודות גבוהה ורמת הפרומון המופרש גבוהה הוא משרה יצירת ההאוכלוסיי

מונע יצירת  ,המשוחרר ע"י חיידקים, משקף את זמינות המזון food signal, לעומת זאת. Recoveryומונע 

מדרגה  הן הקובעות אם זחל food signal-. הכמויות היחסיות של פרומון וRecoveryומקדם  dauerזחל 

או ימשיך בהתפתחותו  dauerיעבור למצב של עצירת התפתחות ויתפתח בסופו של דבר לזחל  J1 ראשונה

 . (Golden and Riddle, 1982)הרגילה 

חשיפה שעות  שלושלאחר  6עלה פי  Recovery-ההגן בתהליך  שעתוקמראות כי  עבודתיתוצאות 

נמצאים  בהש ,מעביר סיגנלים ממערכת העצבים ttl-15סביר להניח כי לעומת זחלי הביקורת. להמולימפה 

חות כגון צפיפות נמטודות או רצפטורים כמוסנסוריים הקולטים אותות מהסביבה המעידים על התנאים להתפת

השתקתו של הגן אני מניחה ש. Recovery-האותם למסלולים המווסתים את תהליך  יםומעביר ,זמינות מזון

הזחלים האינפקטיביים שבהם אחוז הסיגנל לא הועבר והתהליך נפגע. גרמה לכך שבזחלים אינפקטיביים 

זחלי הביקורת. נתונים אלו מצביעים על כך ב 65%לעומת  ,29.65%היה  Recoveryהושתק הגן ושעברו 

 ואולי אף ממלא תפקיד בבקרת התהליך.  Recovery-האכן מעורב בתהליך  ttl-15שהגן 

 

-מקודד לחלבון טרנס ממברנאלי אוליגוסכריל itm-1  (integral transmembrane protein 1):הגן

סכרידים -העברת שרשראות אוליגו מקטלזOT  האנזים OT (oligosaccharyltransferase.)טראספראז 

 Yan and)( ERכאשר הם מסונתזים ומועברים לרשת האנדופלסמטית ) ,לחלבונים חדשים, מליפידים

Lennarz, 1999). OT  הוא אנזים מפתח בתהליךN- גליקוזילציה, שהינה מודיפיקציה המתרחשת בזמן

. גליקנים הם גליקן-Nזה של תיוסינהאאוקריוטים. אנזים זה משתתף בב םתרגום החלבון בכל האורגניזמי

מקיפול  הם מעורבים בתהליכים ביולוגיים רביםו, של סוכרים שרשראות מחוברותאליהם חלבונים אשר 

- צמדות סוכריםיפונדקאי. ה-טפיל החלבונים, אוליגומריזציה ויציבות ועד תגובות חיסוניות ואינטראקצי

ההומולוג מכיוון ש. (Berninsone, 2006)תפתחותיים ה םגליקוזילציה, ממלאת תפקיד חשוב גם בתהליכי

 -ב Recovery-התהליך פוגעת בשתקתו של גן זה השומכיוון   C. elegansלחלבון זה אינו נמצא בנמטודה 

H. bacteriophora  תפקיד ביצירת יש  טראספראז-לאנזים אוליגוסכרילש אני מניחה ,מאודויעילותו יורדת

N- אחוז הייחודי לנמטודות טפילותבמסלול בהעברת הסיגנלים  ותפקידם הוא מעורבים בתהליךהגליקנים .

בזחלי הביקורת.  65%לעומת  ,24%היה  Recoveryהזחלים האינפקטיביים שבהם הושתק הגן ושעברו 

 אך מוכח ומצריך לימוד נוסף. ,אינו ישיר וברור  Recovery-לתהליך ה itm-1הקשר של 
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איזופורם שהוא חלבון דופן הגוף  Tנין לטרופומקודד tnt-2: (TropoNin T family member )הגן 

חלבון זה מופרש בנמטודות טפילות נמצא כי  .C. elegans (Amin et al., 2007)-העיקרי בזחל ובבוגר ב

 tnt-2נמצא כי הגן  C. elegans-במחקר שנעשה ב .(Jaubert et al., 2002)שונות בשלב הזחל המדביק 

יתכן שגן . (Van Haaften et al., 2006)גדילי -מתבטא בתגובה לקרינה וחיוני לתגובה לשברים בדנ"א דו

זה מעורב בהגנה מפני עקות שונות בשלב המוקדם של חישת העקה ומתבטא גם בכניסה לפונדקאי בתגובה 

ברמת  unc-27 עםו lev-11מגיב עם  tnt-2 . עוד נמצא כיה של הפונדקאילעקה הנגרמת ע"י מערכות ההגנ

השערה נוספת כי הגן מעורב בתגובת היזון חוזר בתגובה לסיגנלים . (Amin et al., 2007)החלבון 

ה יעלי תהנרא עבודה הנוכחיתבלהמשך התהליך.  Recovery-המועברים במסלולים לוויסות תהליך ה

זחלים האינפקטיביים שבהם הושתק הגן להמולימפה. שעור ה שעות חשיפה ששלאחר של הגן  בשעתוק

 -ב Recovery-החיוני לתהליך  הואמכאן ש ,בזחלי הביקורת 65%לעומת  ,30%היה  Recoveryושעברו 

.H. bacteriophora 

  

-מקודד לאנזים ציטופלסמטי אדנוזיל ahcy-1: ((S-adenosylhomocysteine hydrolaseהגן 

לאדנוזין והמוציסטאין והינו בעל , Sהומוציסטאין -רוק של אדנוזיליהמזרז פ, הידרולאז Sהומוציסטאין 

ציה ומטבוליזם של פורין. לאחרונה דווח זיולפורס-תפקיד חשוב בויסות תהליכים כגון טרנסמתילציה, טרנס

מגוון רחב של תגובות תאיות לסיגנלים בהינו שליח משני, המתווך  cAMPלאנזים.  cAMPעל קישור של 

תנועת תאים. קישור זה המגביר את בהתרבות תאים ובהורמונליים הכוללים שינויים במטאבוליזם ביניים, 

במתילציה של הפרומוטור  הלדוגמ ,וגורם לשינויים ,הידרולאז Sהומוציסטאין -אדנוזיל פעילותו של האנזים

-ה. תפקידו של אנזים זה בתהליך (Kloor and Osswald, 2004)כך לשינוי בשעתוק הגן וכתוצאה מ

Recovery  ה סיגנל בתהליך קבלתבאך יכול להיות שהוא מעורב אינו ידוע, בנמטודות אחרות-Recovery 

 ששלאחר  בשעתוקעליה  תהנרא עבודתי. בלהתפתחות הזחל דרושיםה גנים של ביטויו שעתוקומשפיע על 

 ,29%היה  Recoveryזחלים האינפקטיביים שבהם הושתק הגן ושעברו שעות חשיפה להמולימפה. שעור ה

 .H. bacteriophora -ב Recovery-מכאן שהינו חיוני לתהליך ה ,בזחלי הביקורת 65%לעומת 

 

 חיונייםהפקטורי שחבור שהם השייך לקבוצת חלבונים  SR-likeמקודד לחלבון  pinin: (pnn)הגן 

ממוקם בצמתי תאי אפיתל ספציפיים,  pinin-נמצא ש. spliceosome-ב pre-mRNAשל  בשחבור

צמדות יהפילמנט האמצעי ונראה שהוא ממלא תפקיד בייצוב הקומפלקס, בה-desmosomes ובקומפלקס של 

 EJCממוקם בתוך הגרעין בקומפלקס pinin -נמצא ש. בנוסף (Wang et al., 2002) תאים ובנדידתם

(exon-exon junction complex) הנמצא ליד צמתי אקסונים. משערים כי תפקיד ה-EJC  לשמש

לאחר תרגום כגון הובלה, המתרחשים ומאורעות רבים  pre-mRNAחבור פלטפורמה המספקת קישור בין ש

הוא בוויסות שחבור אלטרנטיבי. הוא בגרעין שגוי ויעילות התרגום. תפקידו  mRNAוק של רימיקום, פ

. (Lin et al., 2004)באופן ישיר או באופן עקיף ע"י רכיבים אחרים של מנגנון השחבור  בשחבורמשתתף 

ושמורה של חלבונים  מאודשייך למשפחה גדולה ה SR-cyp, ,SR-cypעובר אינטראקציה עם  pininבגרעין 

חלבונים חלבונית. הבשרשרת  trans-prolin-ל cis-prolin, המקטלזים מעבר בין cyclophilinsהנקראים 
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יכולים למלא תפקיד בקיפול חלבונים, או לגרום לשינוי בקונפורמציית החלבון. תפקידם הספציפי אינו  אלה

 םיתרגום וכנראה מווסתל pre-mRNAמהווים את החיבור בין שיחבור של  הם כי שעריםאך מ ,ידוע

על  pinin. מעורבותו והשפעתו של הגן SR-like (Alpatov et al., 2004)את פקטורי השעתוק  ציםומפי

 גנים הדרושים לתהליך או ביטוי שלשעתוקקרת בבכנראה מעורב  הואאך  ,אינה ברורה Recovery-תהליך ה

שעות חשיפה שש לאחר  בשעתוקה יעלי תהנרא עבודה הנוכחיתהינו חיוני לתהליך. בשניכר בברור ו

 65%לעומת  ,28%היה  Recoveryק הגן ושעברו זחלים האינפקטיביים שבהם הושתלהמולימפה. שעור ה

 בזחלי הביקורת.

 

 Recovery-חלבונים המתבטאים בתהליך ה 4.4

הינה בדיקת החלבונים המתבטאים  Recovery-הגישה נוספת שננקטה על מנת לאפיין את תהליך 

קדות בחלבונים בנמטודות טפיליות נעשו בהתמב העבודות על חלבונים ורבתהליך ע"י ג'לים בשני מימדים. 

בין בעבודה זו נבחנו חלבונים המתבטאים בזחל האינפקטיבי בתגובה להמולימפה של החרק. ומופרשים, 

רוט יפ) הופיעו בהן חלבונים אשר הופיעו בספריות ההפחתה וכאלה שלא תיהחלבונים שנשלחו לזיהוי זיהי

בנמטודה  Recovery-הבים בתהליך מספר חלבונים אשר ידועים כמעור תיזיהי (.3.9.5 -ו 3.9.3 בתוצאות

C. elegans כגון Arginin kinase (Wang and Kim, 2003) והחלבון RACK1  שהינו רצפטור

עורבים מספר חלבונים הידועים כמגם  תיי. זיהC (Receptor of activated C kinase)-לקינאז

 NDP kinasשהינו פרוטאז אספרטי,  Necepsin Пפונדקאי בנמטודות טפילות כגון -באינטראקציה טפיל

(Nucleoside diphosphate kinase) ו-Calreticulin מספר גדול  תיכמו כן מצא .רוט בהמשך(י)ראה פ

ידוע כי . hsp-20-ו hsp-90, hsp-70, hsp-60, hsp-40( הכוללים: HSP) heat shock proteinsשל 

כולל אלה הנוצרים ע"י הפונדקאי לטפיל. עלייה בביטוי  ,כמתבטאים בתגובה לתנאי עקה HSPsחלבוני 

     חלבונים אלו בתגובה להמולימפה של חרק פונדקאי נמצאה גם בנמטודה האנטומופתוגנית 

Steinernema carpocapsae (Hao et al., 2010).  

זוהו בעיקר שכהכנה למעבר לדרגה הבאה,  ,חלבונים אשר מעורבים בהתפתחות וארגון שרירים תימצא

 UNC-87 :המתוך החלבונים שבוטאו שש שעות לאחר חשיפה להמולימפת חרק. לדוגמ

(UNCoordinated) ,MUP-2 (MUscle Positioning)  והחלבוןDIM-1 ( (DIsorganized Muscle 

בחרתי לדון בשני  ,מתוך כל החלבונים שזוהו(. בתוצאות 3.10.5-ו3.10 .3פים בסעי רוט בתוצאותיפ)

 שהם ולהתחמקות ממערכת החיסון של הפונדקאי, Recovery-לתהליך ה ברור חלבונים שלהם קשר

 פונדקאי. -תהליכים המאפיינים את האינטראקציה טפיל

 

 (Receptor of activated C kinase) RACK1ל רצפטור חלבוני הוא-C kinase ,מעורבה מאוקטב 

צמדות תאים ובתיווך סיגנלים יבה גםכנראה מעורב  . חלבון זהבהעברת סיגנלים ובתקשורת בין תאית

דרוש  IGF-I. פקטור הגידול Insulin Growth Factor-I (IGF-I) גידולההמועברים לרצפטור לפקטור 

ידוע כי כמו כן . (Kiely et al., 2005) נדידת תאיםלהתמיינות ולת תאים, ושרידללגדילה והתפתחות, 

. insulin/IGF-I (Barbieri et al., 2003)-במסלול ה Recovery-הבתהליך  מעורב IGF-Iפקטור הגידול 
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 AKT,הדרושים לוויסות פעילותו של החלבון  ,צמדותיפגיעה ברצפטור זה גורמת לאיבוד סיגנלים לה

. AKTלמניעת פעילותו של  םגור RACK1ביטוי ביתר של  .לפוספורילציה מוגברת שלומכך וכתוצאה 

AKT  הינו קינאז המווסת באופן שלילי את פעילות הגןdaf-16,  השהינו גן מרכזי במסלול-insulin like 

 אצפוי להימצinsulin-like -. מסלול הRecovery (Kiely et al., 2005)-הוהמשפיע ישירות על תהליך 

      -, מחזקת את ההנחה כי מסלול הRACK1חלבון המציאתו של ו ,H. bacteriophoraבנמטודה 

insulin-like ברים מתברר מעבודות חדשות שנעשו על נמטודות, זבובים ועכ .בנמטודה זו אכן קיים ופעיל

סקרטורי השמור לאורך האבולוציה, המווסת -הוא מרכיב של מסלול נוירוinsulin/IGF-I -שמסלול ה

  .(Gems and Partridge, 2001)התפתחות והזדקנות בתגובה לזמינות מזון 

 

Calreticulin (CRT), לבון לח. הממלא תפקידים שונים בוויסות תהליכים תאייםחלבון שמור ביותר  הוא

חלבון . בתא סידןמאזן ה לשמירת סידןמולקולות  קישור שלהשני ופרון 'צהאחד  זה שני תפקידים עיקריים

חלבון זה מופרש מדרגת הזחל טפילות בנמטודות מקבוצות שונות.  טפילותזה זוהה במספר רב של נמטודות 

חלבון זה חיוני ישנן עדויות ש. התחמקות ממערכת החיסון של הפונדקאיב כנראההמדביק ומעורב 

הטפילה על כבשים,  ,Haemonchus contortusבנמטודה  CTR :. לדוגמהלאינטראקציה טפיל פונדקאי

הזנה רציפה מדם הפונדקאי בגלל תכונותיו המונעות קרישת דם. בנמטודה לנמטודה מאפשר כנראה 

Necator americanus, על בני אדם הלהטפי CTR  מוכר ע"י נוגדניIgE  שבודדו מחולים הנגועים בטפיל

של הפונדקאי וע"י כך מגביר את  C-reactiveנקשר לחלבון  CTR-ה חלבון וגרם לשחרור היסטמין.

  .(Rzepecka et al., 2009)התחמקות הזחל האינפקטיבי מהתגובה החיסונית של הפונדקאי 

C-reactive חלק מתגובת מערכת החיסון. ידוע  מהווהשל הפונדקאי ו הינו חלבון המעורב במנגנון ההגנה

. מנגנון (Black et al., 2004)מעורר דלקות ביונקים ום ישהוא מגן מפני מגוון רב של זיהומים חיידקי

 CRT-ין לא מובן ברובו. חלבון היההתחמקות של נמטודות טפילות מהתגובה החיסונית של הפונדקאי עד

 המניח ישעות חשיפה להמולימפת חרק. אנ שלושבזחלים אינפקטיביים לאחר  H. bacteriophora-נמצא ב

אה בהגנה על החיידק כנר ,כי חלבון זה מעורב בהתחמקות של הטפיל מהתגובה החיסונית של הפונדקאי

  הסימביונטי המופרש ובהתבססות הזחל האינפקטיבי והחיידק הסימביונטי בתוך המולימפת הפונדקאי.

 

 בראי האבולוציה  Recovery -התהליך  4.5

. טפילות על חיות םשל אורגניזמי מאוד( מגוונת phyla) תנמטודות הן מערכ תמנקודת מבט אבולוציוני

 Parkinson et) מים ועל צמחים שלוש פעמים, במשך האבולוציה של הנמטודותהופיעה לפחות ארבע פע

al., 2004)מהסוגים  ות טפילות נמצאות בכל הקבוצות הטקסונומיות של הנמטודות. נמטודות. נמטוד

Heterorhabditis ו-Steinernema בקרקע הנמצאות בנישה ביולוגית דומה  הן נמטודות אנטומופתוגניות

טפילות על חרקים. לשתיהן חיידק סימביוטי שלאחר הדבקת הפונדקאי  של מאוד אסטרטגיה דומה בעלות והן

נושא את החיידק הסימביונטי  S. carpocapsaש ועוזר בהריגתו )הזחל האינפקטיבי של מופר

Xenorhabdus nematophila)שונים בהם  ם, אך הן אינן חולקות מוצא משותף ומוצאן משני אירועי

 ;Blaxter, et al., 1998) ההסבר לתופעה ניתן ע"י אבולוציה מכנסת .הופיעו נמטודות טפילות באבולוציה

81



Parkinson et al., 2004) . אותם באופן בלתי תלוי של אבולוציה מכנסת הינה התופעה של התפתחות

 כדי לענות על אותו צורך ביולוגי.  ,מנגנונים במינים שונים

בעבודה שנעשתה  .טפילותבנמטודות  Recovery-גם בתהליך הפועלת  אבולוציה מכנסתשסביר להניח 

בזחלים אינפקטיביים בעקבות חשיפה עתקו ששונערכה אנליזה של גנים  .Hao et al (2010)ע"י 

בהשוואה של תוצאות . Steinernema carpocapsae (Hao et al., 2010)להמולימפה של חרק בנמטודה  

 :נמטודות בתגובה להמולימפה של חרק. לדוגמההבשתי שועתקים מהעבודתי לעבודה זו נמצאו גנים דומים 

גבוה ביותר.  Cytochrome c oxidase subunit I-ההומולוגיים ל ESTs-בשתי הנמטודות היה מספר ה

 ,Transthyretin-like protein (ttl) בשתי הנמטודות הם: שהתבטאו בתגובה להמולימפהנוספים גנים 

,Cytochrom-b ,Fatty acid-binding protein homolog Lectin C-type ,Saposin-like . נצפתה

 H. bacteriophora-ו  S. carpocapsaeבשתי הנמטודות heat shockחלבוני עלייה בביטויים של 

 S. carpocapsae-רבים שנמצאו ב פרוטאזותמעכבי לו פפטידאזותבניגוד לבתגובה להמולימפה של חרק. 

 פרוטאזותפפטידאזות ו מעטנמצאו  עבודה הנוכחיתבפונדקאי, -ושחשודים כמעורבים באינטראקציה טפיל

 ו של אנזימיםז השוואהפי על  .(29-37עמ'  ות גניםאטבל תוצאותב)ראה  מעכבי פרוטאזות ולא נמצאו

בה החיסונית מהתגו H. bacteriophoraשל  מנגנון ההתחמקותשיתכן  Recovery-ההמתבטאים בתהליך 

ממערך ההגנה של הפונדקאי. הסבר  S. carpocapsaeשל הפונדקאי שונה מאסטרטגיית ההתחמקות של 

 אוה Recovery-ההמתבטאים בשתי נמטודות אלו בתהליך  הפרוטאוליטיים נזימיםבאנוסף להבדלים 

שביטויים עולה בזחלים  ESTsרק  מיוצגים חתהבספריות ההפ .בעבודתי נקטתי בגישה של ספריות הפחתהש

המתבטאים בזחלים ESTs -בעוד שבעבודות אחרות נבדקו כל ה Recovery,אינפקטיביים שעוברים 

-יתכן שפפטידאזות רבות מתבטאות בזחלים אינפקטיביים ללא קשר לתהליך היהאינפקטיביים בתהליך. 

,Recovery ידקים ופטריות הנמצאים בקרקע בעודו תר אחר כחלק ממערך ההגנה של הזחל מפני חי אאל

, למרות הקושי להשוות ESTs 2180 נבדקו  .Hao et al (2010)בעבודה שנעשתה ע"י פונדקאי מתאים.

התרכזה בגנים  S. carpocapsaeכי העבודה בנמטודה  וגםבין העבודות בגלל גודל מדגם הספריות השונה 

יש דמיון רב  ,לים בביטוי פרוטאזות של הזחל האינפקטיבילמרות ההבדו המקודדים לחלבונים מופרשים

-ומכאן אני מניחה כי תהליך ה Recovery-בתהליך ה בשתי הנמטודות בוטאיםהמהאחרים גנים ב

Recovery בנמטודות אלו דומה.  

נמטודות נמצאות כמעט בכל נישה אקולוגית והצלחתן ושגשוגן משקפות הצלחה בביטוי תכונות גנטיות 

יכולים להיות בעלי גנים ספציפיים . (Parkinson et al., 2004)שחלקן נובע מאב קדמון משותף  ,שונות

אך להשתמש במכאניזם שונה. ישנם  ,יםאחר םתפקיד שונה לגמרי או בעלי תפקיד דומה לגנים באורגניזמי

 ,.C. elegans (Mitreva et al-גנים רבים של נמטודות הנמצאים בכל סידרת הנמטודות אך חסרים ב

 יש לבחון ולהרחיב את הידע הספציפי לנמטודות טפילות ולתפקידי גנים אלו. לפיכך,. (2004

  

ח חשוב באבולוציה של ו( בין מינים שונים היא כHorizontal gene transferהעברה אופקית של גנים )

גנים בעלי הומולוגיה לגנים  H. bacteriophoraבעבודתי נמצאו בנמטודה יוטים. ראורגניזמים אאוק

הומולוג לגן  :לדוגמה יכול להיות שגנים אלו עברו בהעברה אופקית.ו, פטריותמ חלקם ,ממקורות שונים
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פפטיד  תפוחי אדמה.בפטריה פתוגנית  - Phytophthora infestans-מ Glycine-rich protein-המקודד ל

. (Otvos, 2000) גרם שליליים םמשמש כפפטיד אנטימיקרוביאלי כנגד חיידקינמצא גם בחרקים ומסוג זה 

מטודות אלו אך מכיוון שלא כל החרקים הפונדקאים של נ ,הוא מחרקיםבנמטודות גן זה  ו שלמקורשיתכן י

הומולוג לגן המקודד מולוגיה הקרובה ביותר שנמצאה היא ממקור פטרייתי. דוגמה נוספת היא ורוצפו, הה

 Taiwanofungus camphorates (rotהפטריה מ Manganese superoxide dismutaseאנזים ל

fungus .) גן זה הוא מתאלופרוטאז המצוי בכל הנמטודות(sod-3 )ים חופשיים יקלרדי בנטרול ותפקידו

 H. bacteriophora-לטרנסקריפט זה מ(. Suzuky et al., 1996אקציית דיסמוטציה )ירהנוצרים בתא ע"י 

 זה ןהעברה האופקית של גהאיך התבצעה ו האם לא נמצאה הומולוגיה של גן כלשהו מנמטודות. לא ברור

פונדקאי  בחיפושיו אחרקטיבי תכן שמכיוון שפטריות אלה נמצאות בקרקע הזחל האינפילנמטודות, אך י

. בנמטודות זה ןעל גופו לפונדקאי ובמהלך ההזנה של הנמטודות בפונדקאי הועבר גם ג ובקרקע "הכניס" אות

כמה דוגמאות להעברה אופקית של גנים בין חיידקים פתוגניים לצמחים לנמטודות הטפילות על  ותידוע

ית היא גן ממקור חיידקי המקודד לצלולאז שמעורב צמחים. אחת הדוגמאות הידועות ביותר להעברה אופק

 (,Smant et al., 1998) רוק דופן התא בצמח. גן זה ממקור חיידקי זוהה לראשונה בנמטודות עפציםיבפ

-ו Meloidogyne incognitaולאחר מכן זוהה גם בקבוצות אחרות של נמטודות טפילות על צמחים כגון 

Globodera tabacum  בכמה חרקי וגם( םJones, 2005.) 

 Gilbert) נום, נוטים במיוחד להעברה אופקיתוהתרבות בתוך הג ותטרנספוזומים הניחנים ביכולת התנייד

et al., 2010).  גן המקודד  -. הראשון זאשני גנים שונים המקודדים לטרנפוז נמצאועבודה זו בתוצאות

, Listonella anguillarum-עם הומולוגיה ל יבקטריאלממקור  transposase IS630ז אלאנזים טרנספוז

הגן השני . Vibrionaceae (Jones, 2005; Mizuki, 2006)חיידק פתוגני לדגים ושייך למשפחת שהוא 

-מ זאהומולוגיה גבוהה לטרנפוז עם IS10 transposaseשנמצא הינו גן המקודד לאנזים 

Solanum lycopersicum (ית שרעגבניי) .מהחיידק  ז עבר בהעברה אופקיתאגן לטרנספוזהשיתכן י

לחיידק הסימביונטי של הנמטודה שמוצאו הקדום הינו ימי ואח"כ עבר לנמטודות מהחיידק  ,הפתוגני לדגים

 P. luminescensי הסימביונטאופקית מהחיידק נמצאו ראיות של העברת גנים  אך עד כה לא ,הסימביונטי

גן מנמטודות בעל  ,דוגמה, ליתכן גם הסבר אחרי .H. bacteriophora (Bai et al., 2009)לנמטודה 

נמצא גן הניזונה מפטריות  בנמטודה זו .Aphelenchus avenae בנמטודההומולוגיה לגן צמחי נמצא 

מתבטא בשלב חלבון זה מתבטא בעקת יובש והומולוג לחלבון זה נמצא  .LEA לחלבון המקודד להומולוג

סוג תאים מ הוא ,זמים השוניםיבשני האורגנ שמקורו של גן זה כנראה .ומגן מפני עקת יובש יםעוברי בצמח

  .(Brunell et al., 2002) מסוימים לאורך האבולוציה םבאורגניזמיונשמר  שנחשף לעקת יובש מאוד קדום

 העברת גנים אופקית בין הפונדקאי והטפילל תרמהפונדקאי -שאינטראקציה טפיל ים מספר מקריםידוע

, מבעלי חיים מוצץ דם פשפש - Rhodnius prolixus-מעבר של טרנספוזומים ל :גמהע"י טרנספוזומים. לדו

זהות לאלה של אופוסום ושל קוף  98% בעליהנמנים על הפונדקאים שלו. בגנום שלו נמצאו טרנספוזומים 

-הייתי מצפה למצוא ב ,על כן .(Gilbert et al., 2010) סנאי שהם הפונדקאים המועדפים עליו

H. bacteriophora זו  שהם הפונדקאים של נמטודה ,ולוגיה לטרנספוזומים מחרקיםטרנספוזומים בעלי הומ

 הומולוגיהבתוצאות עבודתי לא מצאתי טרנספוזומים בעלי  .שעברו בהעברה אופקית בין הפונדקאי לטפיל
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רצפים הוא  385-רועים אלה הם נדירים יחסית ולכן הסיכוי למצוא לכך ראיות בילטרנספוזומים מחרקים. א

אלה של  םלאירועיימצאו ראיות  H. bacteriophoraכאשר יתפרסם רצף הגנום של  קטן. אני מניחה כי

 העברה אופקית של גנים בין הפונדקאי לנמטודה.

 

 לסיכום 5.5

רבות,  טפילותבנמטודות. בנמטודות  ישהינו תהליך ייחוד Recovery,-הבעבודה זו בדקתי את תהליך 

. יציאה ממצב ת, העמיד, הינו שלב המאפשר הישרדוdauer-עצירת התפתחות ויצירת זחל מדביק כגון זחל ה

פוריות וכמו כן את המעבר להתפתחות ולאת החזרה לגדילה,  ןמסמהמתרחש בפונדקאי  (Recovery)זה 

לטפילות. במעבר לטפילות מעורבים תהליכים כגון גילוי ועיבוד פקטורים ספציפיים מהפונדקאי, חדירה 

על סמך מחקר זה אני  .והתפתחותחידוש אכילה  ,יסונית של הפונדקאילפונדקאי, התחמקות מהתגובה הח

בתגובה לסיגנל מזון, המופעלים  Recovery-המניחה שישנם מסלולי העברת סיגנלים המווסתים את תהליך 

אך גם  ,H. bacteriophora - ולנמטודה הטפילה על חרקים C. elegans - המשותפים לנמטודה החופשייה

לנמטודות טפילות המופעל בתגובה לסיגנלים מהפונדקאי שאינו נמצא בנמטודה  ישונה הייחודכי ישנו מסלול 

C. elegansאך הסיגנל המפעיל אותם שונה. ,. סביר להניח שמסלולים אלה חופפים בחלקם או ברובם 

ות רבות, הוא מחוץ לפונדקאי או שהן טפיל טפיליותבנמטודות חלק ממחזור החיים מבחינה אבולוציונית 

על כמה פונדקאים השונים זה מזה בפילוגנטיקה ובמטבוליזם שלהם. מתוך כך ישנו לחץ אבולוציוני לשמור 

לשמור גם  ,. כלומר(Parkinson et al., 2004) םייאו אפילו להרחיב תפקודים מטבוליים ורגולאטור

תפקודים של לשמור על תפקודים של נמטודות חופשיות כגון כושר תנועה וחיפוש אחר מזון/פונדקאי וגם 

יחד עם  ,טפילות כגון התחמקות מהתגובה החיסונית של הפונדקאי. על כן אני מניחה כי במהלך האבולוציה

תגובה לפקטורים מהפונדקאי בנמטודות ב Recovery-ההתפתח מסלול המבקר את תהליך  ,הופעת הטפילות

 טפילות, בנוסף למסלולים השמורים המבקרים את התהליך והנמצאים גם בנמטודות חופשיות.

הוכחה ע"י מבחנים  Recovery-השמונה גנים אשר מעורבותם בתהליך בעבודתי מצאתי  

פגעה אך השתקתם  ,ידוע ההקשר עדיין לא באחריםפונקציונאליים, כאשר לשניים מהם קשר ברור לתהליך ו

ביעילות התהליך. גנים אלו מעורבים בהעברת סיגנלים, בוויסות שעתוק, בבקרת מחזור חלוקת התא, 

. מעורבותם של גנים אלו מעידה על מורכבות גליקוזילציהבוהעברת הורמונים ב ,אנטיםיקליטת נוטרב

בנמטודות אנטומופתוגניות  Recovery-ההתהליך ועל רמות הבקרה שלו. חיוניותם של גנים אלו לתהליך 

 ידועה לפני מחקר זה. ההייתלא 

כמה חלבונים ו C. elegansבנמטודה   Recovery-מעורבים בתהליך הידועים כחלבונים המספר  זיהיתי

הקבלה בין החלבונים מצאתי כמו כן בנמטודות טפילות. פונדקאי -טפילהידועים כמעורבים באינטראקציה 

 וגנים שנמצאו בספריות ההפחתה.  Recovery-בתהליך השהתבטאו 

, ישנו מספר גדול של רצפים בעלי הומולוגיה לטרנסקריפטים המקודדים לחלבונים כגון קינאזות

רצפטורים שונים וחלבונים המווסתים העברת סיגנלים שעלו בספריות ההפחתה , פוספטאזות של חלבונים

 ,בתהליכים המתרחשים בדרגת הזחל האינפקטיבי תפקידים ממלאיםגם גנים אלו צפוי ש. ושלא נבדקו

 .פונדקאי ויש צורך בבדיקתם-יציאה ממצב של זחל אינפקטיבי להמשך התפתחות ובאינטראקציה טפילב
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להמשיך את להגדילו ומספר הגנים שנדגמו מספריות ההפחתה קטן יחסית למספר המושבות שהתקבלו ורצוי 

של הגנים  השעתוקה נותן תמונה רחבה יותר של פרופיל המחקר גם בכיוון זה. מדגם גדול יותר הי

היה   Recovery-זיהוי מספר גדול יותר של חלבונים בתהליך ה ,. כמו כןRecovery-ההמתבטאים בתהליך 

ביטוי חלבונים כתוצאה מחשיפה של המולימפת חרק. בין מאפשר השוואה רחבה יותר בין שעתוק גנים ל

עזור בהבנת תפקידי גנים אלו תובנמטודות אלו  תה גדול אפשריבקנה מיד RNAiהשתקת גנים ע"י 

 Recovery-גנים נוספים השייכים למסלול המתחיל את תהליך ה מציאתאפשר תאף ו בתהליכים שונים

או גנים נוספים המתבטאים בתגובה להפעלת מסלול זה בנמטודות  עם פונדקאי הלאינטראקציבתגובה 

 אנטומופתוגניות.

 

הסיגנלים המעורבים בשלבים  ,זחל האינפקטיביההתפתחות ו Recovery-השראת סכמת :2איור מספר 

 הצפויים להתבטא בתגובה לסיגנלים אלווהגנים השונים 

 

 

מגיע מהמוליפת החרק הפונדקאי לאחר כניסתו של הזחל האינפקטיבי. בעקבות סיגנל  Recovery-הסיגנל הראשון ל :2איור מס' 

מעורבים בתהליכים אלו צפויים להיות . הגנים ההסימביונטי מופרשהחיידק כת העיכול הופכת לפעילה, גפי הפה נפתחים, מערזה 

קות ממערכת החיסון של הפונדקאי וגנים המעורבים במטאבוליזם מהם גנים המעורבים בהעברת סיגנלים, גנים המעורבים בהתח

המהווים את הגירוי התזונתי  (food signals)ומרי הזנה ח הוא מייצר של אנרגיה. לאחר שהחיידק התבסס והתרבה בהמולימפה

האינפקטיבי לזחל מדרגה רביעית ולאחר מכן לנקבה הרמפרודיטית. הגנים הצפויים להיות מעורבים בתהליכים  להתפתחות הזחל

 התפתחות ורבייה.ו גדילה אלו הם גנים המעורבים באכילה,

 

 

יש לחפש  H. bacteriophora-קיים ב insulin-like-מסלול העל מנת לאמת בוודאות את ההנחה כי 

או לחילופין להשתיק מספר  C. elegans-ספציפית את הגנים הנוספים במסלול לפי ידע הרצפים הקיים מ

           . אפשרות נוספת היא לעכב את המסלול ע"י חומרים כימיים כגוןRNAiגנים שונים במסלול ע"י 

4,7-phenanthroline ל מעכב ש שהואPhosphoinositide-3 kinase (PI3K) שמיוצג במסלול כ-   

age-1 הלבדוק האם תהליך ו- Recoveryבכאכן מעו.  
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אנטומופתוגניות, יש להעלות את אחוז  נמטודות של להדברה ביולוגיתהמסחרי  גידולהלשפר את  בכדי

ממצאי העבודה . בפרמנטורים Recovery-האת תהליך בהצלחה הזחלים האינפקטיביים אשר עוברים 

 אחת הדרכים הנוכחית מדגישים את הצורך להתמקד בגורמים שמשרים את השלב הראשוני של התהליך.

היא בהצלחה,  Recoveryולמרות זאת להגדיל את מספר הזחלים האינפקטיביים העוברים  לעקוף צורך זה

ליצור כי ניתן  חוקריםה הראו .Hashmi et alבעבודה שנעשתה ע"י . ע"י יצירת נמטודות טרנסגניות

המווסת  insulin-likeהתערבות במסלול  .(Hashmi et al., 1995)טרנסגניות –נמטודות אנטומופתוגניות

עותקים ע"י נמטודות טרנסגניות אשר יבטאו  תיכולה להיעשו והטייתו לכיוון הרצוי Recovery-האת תהליך 

יגבירו את רמת הפוספורילציה של  akt-1עותקים נוספים של  .תחת פרומוטר מושרה akt-1הגן  נוספים של

daf-16,  הימנעו את פעולתו כרפרסור לגנים הדרושים לתהליך וע"י כך יגבירו את-Recovery ביטוי הגן .

ביטוי הגן תעשה רק בשלב גידול  השראתר לא מצוי באופן טבעי בקרקע או בפונדקאי וושרה ע"י חומר אשי

 Recovery-ההמתבטא בתהליך הינו גן אנדוגני לנמטודות  המוחדר שהגןמכיוון . הנמטודות בפרמנטורים

פת סביר להניח שנצליח להטות את התהליך בהצלחה. נקודה נוס ,רק לזמן מוגדרוביטויו מוגבר באופן טבעי 

 התנגדות רבה לפיזור נמטודות טרנסגניות אלה בשדה. יצורגברת ביטויו לא תההכנסת גן אנדוגני ושהיא 

בנמטודות פרזיטיות  Recovery-הממצאי העבודה הנוכחית עשויים גם לסייע למצוא פתרונות למניעת 

ליך או פיתוח ת התהאגישות אפשריות הן השתקת גנים חיוניים להשר בעלי חיים.במזיקות בצמחים וה

  בנמטודות טפילות. Recovery-ה גנים אלו החיוניים לתהליך של פעילותה חומרים/תרופות המונעים את
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 נספחים. 6

 מצעים:ותמיסות  6.1

  LP ((Lipid agarמצע 

 2.5%w/v Nutrient agar(Difco) 

0.5% w/v Yeast extract (Difco) 

 1%v/v  (Karo)סירופ תירס

Cod liver oil 0.5%v/v (Oleum Jecoris) 

0.2% w/v MgCl2 (Merck)  

 

 LB מצע

1% w/v Bacto-tryptone (Difoc) 

0.5% w/v Yeast extract (Difco) 

0.5% w/v NaCl (Merk) 

 w/v 1.5%ליצירת מצע מוצק הוסף 

 (Difcoאגר ) 

 

   PP3מצע

 w/v Proteose Peptone # 3 2% (Difco) 

 

  NA+ cholesterolמצע  

1.5% w/v Nutrient agar (Difco) 

10 mg/ml cholesterol (Merck) 

 

 NGMמצע 

0.3% w/v NaCl2  (Merck) 

0.25% w/v peptone (Difco) 

1.7% w/v agar (Difco) 

 לאחר סטריליזציה הוספו:

0.1% v/v 1M CaCl2 (Merck) 

0.1% v/v 1M MgSO4 (Merck) 

2.5%v/v 1M K2HPO4 (Merck) 

0.1% of 5mg/ml Cholesterol  

(in 100% ethanol) (Merck) 

 

 אגר מיםמצע 

1.5% w/v agar (Difco) 

  w/v 1.5%ליצירת מצע מוצק הוסף 

 (Difcoאגר )

 

 בופר מיצוי לחלבונים

0.1M Tris HCl (pH 8.0)   

0.5% w/v Sucrose  

2% v/v SDS   

50mM DTT 

2mM PMSF 

40µl complete inhibitor  

,Roche Diagnostics)  )מנהיים, גרמניה 

 complete inhibitor אחת של הטבליי

cocktail tablet מ"ל של מים. 1-הומסה ב 

 

(PBS)buffered saline -hosphateP 

 137.9 mM NaCl(Merck) 

2.7 mM KCl (Merck) 

8.1 mM Na2HPO4(Merck) 

(Merck) 1.5 mM KH2PO4 

 

Ringer solution 

100 mM NaCl (Merck) 

1.8 mM KCl (Merck) 

2 mM CaCl2 (Merck) 

1 mM MgCl2 (Merck) 

 5 mM HEPES buffer pH 6(Merck) 

1.5 mM KH2PO4 (Merck) 

 

Saline- תמיסה פיזיולוגית 

0.08% w/v NaCl (Merck) 

1



 ריםרשימת פריימ 6.2

  H. bacteriophora-ומ C. elegans-מ unc-22-ו dpy-13בידוד הגנים פריימרים ל 6.2.1

  

Primer Sequence 

dpy-13F   5' CCAGGACCAGTCGGACCACCAGGA 3' 

dpy-13R   5' GCGAGTTCCGTCCTCGAAGAAGATT 3' 

unc-22F   5' TTCGATCGTGCTGATAAGCCAGGAAC 3' 

unc-22R   5' GCAAGATGACGTGGCTTAGCAACCAT 3' 

unc-22F2   5' ATGCACCAACTGATGTTACCCCAGT 3' 

unc-22R2   5' ACTCCAGTATCTCCACGAACAGC 3' 

 

 

 -ו C. elegans מהנמטודות unc-22-ו dpy-13הגנים פריימרים פנימיים לבידוד ואימות  6.2.2

bacteriophora H.   

Sequence Primer 

 5' CAGGACAGCCAGGATCTGACG 3' dpy-13NF 

 5' TGGACAGATTCCACGCTCTCC 3' dpy-13NR 

 5' CGGATCCATTGGAGGCTCGTG 3' unc-22NF 

 5' GGAGTCGATTCTCCAGCCTTG 3' unc-22NR 

 5' AGACTGGGTTGAGTGTGCACG 3' unc-22NF 

 5' GTGGTCCTTCTGGAGTTCCTG 3' unc-22NR 

 

  PCRqReal Time-פריימרים ל 6.2.3

Sequence Primer 

5' GTTCCAAACAGCAAATCGCC 3' akt-1.29F 

5' AAGCCTTCTTTGGAGAGGTGAA 3' akt-1.130R 

5' TGGAACTAAAGCAACTGCATTGTG 3' aqp-7.32F 

5' CAAGAAGAGCAGTTCCAGCTACCT 3' aqp-7.132R 

5' TCCGGTGAACCACTTGCTTT 3' ier-5.384F 

5' CGTTTGCGGTCAGCAAGAC 3' ier-5.485R 

5' CTCGTAGAAAGGGTCGCCAC 3' rpl-19.59F 

5' GAGTACGCGCACACGTCTCA 3' rpl-19.159R 

2 
2



 

5' ACAGGTCGCGTCGTTCTTCT 3' rsp-1.22F 

5' CTCAATGTCCCTTTCTGATGCA 3' rsp-1.122R 

5' GGCCGAGGTACAAAGCGTTA 3' sarb-14.64F 

5' CGCAGCTTGTATAGCTTGCACT 3' sarb-14.164R 

5' TCTGTTCATGGTGCGAATCG 3' sdha.603F 

5' CCTGGTTTTGTGCCCTTCAG 3' sdha.703R 

5' AGGCTAAACGTGCCTTTTTGG 3' tnt-2.376F 

5' GCGGGAATGCAGTTGCTTTAT 3' tnt-2.476R 

5' TTGGCGTAATCATGGTCATAGC 3' s-ahch.712F 

5' CCCCAGGCTTTACACTTTATGC 3' s-ahch.812R 

5' GTGGACTACGGGTGCGGTAT 3' amp-1.37F   

5' TCTCAGCTGGTAATCCCCATTC 3' amp-1.137R  

5' ATTTGCTGGAACCAATGACATG 3' ctt-5.266F   

5' AAATCATCCGCCCAACCC 3' ctt-5.366R   

5' ATCATTGTTTTACCGAGCGGA 3' gei-17.99F   

5' CCGGCAATTCTTGTGATTGC 3' gei-17.199R   

5' CCGGGCAGGTGTTTGAGATAG 3' ipp-5.16F   

5' TCCTGCTCAAACAATGATCCG 3' ipp-5.116R   

5' GAGCCGGAATCATAAAGGGTAA 3' lbp-1.624F  

5' CACGTTTCCGGACTGGAAAG 3' lbp-1.724R   

5' AATGAAAAGGCAGCCAAGGA 3' pdi-2.470F   

5' AACAACAGGCCGCCAACA 3' pdi-2.570R   

5' GCGCAATATGATGGCTGTAAAC 3' Tapt.239F   

5' TTAGCCAGTCCCCCAAAAAAT 3' Tapt.339R   

5' CGAGGTGTCGCACGTATCTTC 3' C15C8.7.357F   

5' CAGCGTCCTGCAGTTGATCA 3' C15C8.7.457R  

5' TTCCTACAAGTTGCAAGGTCTGAT 3' F01F1.113F  

5' ATTTCGTTTGGAGGAAGTGAAGAT 3' F01F1.213R  

5' ATATCCAAGGCCTACAAGCGAA 3' PH-d.396F  

5' CCCCGTAACCACCACCTCTA 3' PH-d.496R   

5' GAAGAATTTGGATGCCGTTCA 3' ITM.28F   

5' TGACGACACCGGATGCAAC 3' ITM.128R   

3



 

5' TTATGGACCGACCCCCTACA 3' M-16.211F   

5' CCCGGGCAGGTACATCATTT 3' M-16.311R   

5' CTCACCGGACTCTTTTGGAACT 3' RhoGap.43F   

5' TGACTTGCCGTCCATCATGA 3' RhoGap.143R  

5' ACGGTGGAGTTATGGAAAAAGG 3' ttl-15.101F   

5' TCCTCCCCTCCCGAAATAGTA 3' ttl-15.201R   

5' CTAAAATGAATCCCTGTTGCCC 3' F35C11.295F 

5' TTACACGCAAACTACATTCGCA 3' F35C11.395R 

5' GTCCCATGCCGTTTTCTGAGTA 3' glb-1.227F 

5' TTAAAATGGAACCCGCTCTTTG 3' glb-1.327R 

5' GGAAGATCAGAGTCGCCCTGTT 3' glycop.86F 

5' CAACTCGCGGACGCTTAGAA 3' glycop.186R 

5' ACGAGCCGGAAGCATAAAGTG 3' pinin.718F 

5' GGTTTCCCGACTGGAAAGC 3' pinin.818R 

5' CTTTCCAGTCGGGAAACCTGT 3' Rnu3ip2.722F 

5' GAGCGAGGAAGCGGAAGAG 3' Rnu3ip2.822R 

5' GCGTATCGATGAAAAACGCAG 3' 18SrRNA.490F 

5' AAGGGAAAACCCAACGGC 3' 18SrRNA.590R 

4



3gels 6. protein 2D בתהליך ה של חלבונים מזחלים אינפקטיביים-Recovery 

 

 .שהופקו מזחלים אינפקטיביים לאחר שלוש שעות עם ובלי המולימפה II מס' ג'ל חלבונים :18תמונה מספר 

חלבונים שהופקו מזחלים ב.  ביקורת - שעות שלושפקו מזחלים אינפקטיביים לאחר חלבונים שהו: א. 18 תמונה מס'

 טיפול. – שעות חשיפה להמולימפה שלושאינפקטיביים לאחר 

 

 

 

 

שהופקו מזחלים אינפקטיביים לאחר שלוש שעות עם ובלי  II מס' אנליזה של ג'ל חלבונים :19תמונה מספר 

 המולימפה.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
שני הג'לים מונחים האחד על השני, הג'ל הצבוע בירוק הוא ג'ל הביקורת והג'ל הצבוע בורוד אנליזה כאשר . א :19מס'  תמונה

האזורים הצבועים בורוד הם חלבונים המופיעים רק בג'ל הטיפול ואזורים הצבועים בירוק הם חלבונים המופיעים רק , הוא הטיפול
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שעות עם ובלי  שלוששהופקו מזחלים אינפקטיביים לאחר  III מס'  םג'ל חלבוני :20תמונה מספר 

 המולימפה.

 

חלבונים שהופקו מזחלים ב.  .ביקורת – שעות שלושחלבונים שהופקו מזחלים אינפקטיביים לאחר : א. 20 תמונה מס'

 טיפול. – שעות חשיפה להמולימפה שלושאינפקטיביים לאחר 

 

 

 

שהופקו מזחלים אינפקטיביים לאחר שלוש שעות עם  III מס'  ל חלבוניםאנליזה של ג' :21 תמונה מספר

 .ובלי המולימפה

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
שני הג'לים מונחים האחד על השני, הג'ל הצבוע בירוק הוא ג'ל הביקורת והג'ל הצבוע בורוד הוא אנליזה כאשר . א :21תמונה מס'

פיעים רק בג'ל הטיפול ואזורים הצבועים בירוק הם חלבונים המופיעים רק האזורים הצבועים בורוד הם חלבונים המו, הטיפול
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שהופקו מזחלים אינפקטיביים לאחר שלוש שעות עם ובלי  IV מס'  אנליזה של ג'ל חלבונים :22תמונה מספר 

 המולימפה.

חלבונים שהופקו מזחלים . ב ביקורת - שעות שלושחלבונים שהופקו מזחלים אינפקטיביים לאחר : א. 22 'תמונה מס

 טיפול. - שעות חשיפה להמולימפה שלושאינפקטיביים לאחר 

 

 

שהופקו מזחלים אינפקטיביים לאחר שלוש שעות עם  IV מס' אנליזה של ג'ל חלבונים :23 תמונה מספר

 ובלי המולימפה.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

השני, הג'ל הצבוע בירוק הוא ג'ל הביקורת והג'ל הצבוע בורוד שני הג'לים מונחים האחד על אנליזה כאשר . א :23תמונה מס' 

האזורים הצבועים בורוד הם חלבונים המופיעים רק בג'ל הטיפול ואזורים הצבועים בירוק הם חלבונים המופיעים רק , הוא הטיפול
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 .ת עם ובלי המולימפהשעו שששהופקו מזחלים אינפקטיביים לאחר  II מס'  ג'ל חלבונים :24תמונה מספר 

חלבונים שהופקו מזחלים אינפקטיביים ב.  ביקורת - שעות ששחלבונים שהופקו מזחלים אינפקטיביים לאחר : א. 24 'תמונה מס

 טיפול. - שעות חשיפה להמולימפה ששלאחר 

 

 

 

ם ובלי שעות ע שששהופקו מזחלים אינפקטיביים לאחר  II מס' אנליזה של ג'ל חלבונים :25תמונה מספר 

 המולימפה.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
שני הג'לים מונחים האחד על השני, הג'ל הצבוע בירוק הוא ג'ל הביקורת והג'ל הצבוע בורוד הוא אנליזה כאשר : 25 תמונה מס'

רק האזורים הצבועים בורוד הם חלבונים המופיעים רק בג'ל הטיפול ואזורים הצבועים בירוק הם חלבונים המופיעים , הטיפול
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 שעות עם ובלי המולימפה. שששהופקו מזחלים אינפקטיביים לאחר  III מס'  ג'ל חלבונים :26תמונה מספר 

 
חלבונים שהופקו מזחלים אינפקטיביים ב.  ביקורת - שעות ששחלבונים שהופקו מזחלים אינפקטיביים לאחר : א. 26 תמונה מס'

  .טיפול - שעות חשיפה להמולימפה ששלאחר 

 

 

 

שעות עם ובלי  שששהופקו מזחלים אינפקטיביים לאחר  III מס'  אנליזה של ג'ל חלבונים :27תמונה מספר 

 המולימפה.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

בורוד הוא   שני הג'לים מונחים האחד על השני, הג'ל הצבוע בירוק הוא ג'ל הביקורת והג'ל הצבועאנליזה כאשר . :27תמונה מס' 
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Abstract 

 

Nematodes of the genus Heterorhabditis are insect parasites that are widely used as 

biological control agents. In Heterorhabditis bacteriophora the third juvenile stage 

which is well adapted to long-term survival in the soil and is developmentally arrest is 

the infective stage. When the infective juvenile (IJ) infects a suitable host, it recovers 

from the developmental arrest and resumes growth and development. This process is 

called Recovery. The Recovery characterizes the parasite-host interaction since it occurs 

in response to factors in the host hemolymph. Recovery of entomopathogenic nematodes 

is also a very important process from a commercial point of view. Understanding the 

molecular mechanism of the Recovery process will promote knowledge of different 

mechanism of host-parasitic interaction in parasitic nematode, as well as improve the 

Recovery in-vitro and thus the production efficiency of these nematodes. The aims of 

this study were to identify and isolate genes involved in the Recovery process in H. 

bacteriophora, characterize their expression profile, perform functional tests by RNAi 

and identify proteins that are expressed during this process. 

For this purpose, a large scale bioassay for Recovery was established. Based on the 

bioassay, two subtractions libraries of recovered IJs subtracted by arrested IJs were 

constructed, three and six hours post host hemolymph exposure. Six hundreds expressed 

sequence tags (ESTs) were sequenced and annotated resulting in three hundreds useful 

ESTs that were blasted against protein data bases. Of them some had significant 

similarities to genes of eukaryotic organisms, some to genes of parasite nematodes and 

some to the free-living nematode Caenorhabditis elegans genes. The ESTs were 

categorized into functional categories according to gene ontology. Genes of several 

functional groups were identified. Classification of the genes to metabolic pathways 

revealed that most of the genes belonged to metabolism pathways in recovering IJs as 

apposed to developmental arrested IJs.   

From the genes of the subtraction libraries, twenty three genes were chosen for 

further analysis. These genes were examined for their expression in the Recovery 

process by Real Time quantitative (q) PCR. The results of the RT-qPCR supported the 

results obtained from the subtraction libraries. Further analysis to these genes was done 

by RNAi-based functional analysis in H. bacteriophora. Twenty three genes were 

silenced by dsRNAi. The nematodes that had reduced expression of the genes showed 

different phenotypes such as: larval arrest, embryo death, sterile offspring and etc. 
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Bioassay for Recovery of IJs containing the silenced gene was preformed in the RNAi-

treated nematodes. Eight genes were found to reduce the rate of Recovery dramatically 

when silenced in IJs compared to non-treated IJs, in H. bacteriophora. Thus, these genes 

are suggested to be critical for the Recovery process. Only little is known on the 

essentiality of those genes to the recovery process in entomopathogenic nematodes 

wasn’t known prior to this study. The genes include akt-1, which encodes an ortholog of 

the serine/threonine kinase; glb-1, which encodes an intracellular globin; itm-1 which 

encodes an integral transmembrane protein; gei-17 (GEX Interacting protein) which 

encodes a E3-SUMO ligase; ttl-15 transthyretin-like protein which encodes an unknown 

protein; tnt-2 which encodes a TropoNin T; ahcy-1 which encodes the enzyme S-

adenosylhomocysteine hydrolase and pinin (pnn) which  encodes to SR-like protein. 

Furthermore two of the genes are associated with insulin/IGFI pathway, which is known 

to regulate dauer formation in C. elegans. The other six gene relation to Recovery is not 

clear and should be further studied.   

Proteins expressed in IJs during the Recovery process were examined by 2D protein 

gels, three and six hours post IJs hemolymph exposure. The results showed differences 

in protein expression between IJs undergoing Recovery versus developmentally arrested 

IJs. The most prominent proteins expressed in recovering IJs were sent to identification 

by LC/MS/MS. We identified few proteins that are known to be involved in the 

Recovery process in C. elegans, and some proteins that are known to be involved in the 

host-parasite interaction in parasitic nematodes. We also observed that some of proteins 

identified found to be represented by genes in the subtraction libraries. Furthermore our 

results suggest that during the Recovery there is significant increase in the number of 

expressed heat shock proteins. Those proteins are known to be expressed in response to 

stress conditions including those caused by host in parasite, in different parasitic 

nematodes  

In this work we showed eight genes that are essential for the Recovery process in H. 

bacteriophora. Those genes can by divided into two groups; the first group includes 

genes that are known to be involved in the signaling pathways of Recovery in C. 

elegans. Those genes support the assumption that there is a common pathway, regulating 

entry or exit into the dauer stage in free-living nematodes and the infective juvenile 

stage in parasitic nematodes. This resemblance between free-living and parasitic 

nematode is very surprising due to the differences in the way of life; in parasitic 

nematodes the IJ identify the host, actively entering his body; it evades the host immune 
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system and as a result of this interaction with the host the Recovery process starts. In the 

free-living nematode the signal for Recovery are different and includes changes in 

pheromone levels, increase in food availability and decease in temperature.  

In the second group there are genes that affect the Recovery process and are not 

known to be involved in the Recovery process in C. elegans. Some of these genes have 

higher similarity to genes from parasite nematodes as Brugia malayi - human parasite 

nematode. Those genes support the assumption that in addition to the Recovery 

regulatory pathways that found in free-living nematodes there is a unique pathway 

regulating Recovery in parasite nematodes. 

Based on this research I assume that there are pathways regulating the Recovery 

process that are activated as a response to food signal, which are common to the free-

living nematode C. elegans and the entomopathogenic nematode H. bacteriophora, 

however there is a different pathway that is unique to parasite nematodes which is 

activated in response to host signals and isn’t found in C. elegans. It is likely that these 

pathways are overlaps in some parts but the signal that activates them is different. 

The findings of the current work may also help in finding ways to prevent Recovery 

of harmful plants and animal's parasitic nematodes. Possible approaches are silencing of 

essential genes inducing the process or development of substances /drugs that prevent 

the activity of these vital genes to the Recovery process in parasitic nematodes. 
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