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 תודה

 

,  על העזרה והתמיכה הרבה לאורך כל הדרך ידידיה גפנירברצוני להודות לפרופסו

 .הייעוץ המדעי והסובלנות

 

 .  על העזרה והייעוץ המדעיטרבס- רפי פרל'תודה לדר

 

 . על החברותד על העזרה הרבה  התמיכה לאורך כל הדרך ובמיוח ליעל לויתודה

 

, ך העבודהעל העזרה במהל הילה ולאוקסנה, אבי, אפרת, תודה לחברי המעבדה קרין

 . העצות החכמות ובעיקר על החברות

  

 .עם פרוטופלסטיםבעבודה   דוד גדעוני על העזרה 'תודה לאנה מט ממעבדתו של דר

 

 .בעבודה בתחום המיקרוסקופבלאוסוב תודה לאדי 

 

להורי מירב וגדעון ולאחיותיי , תודה למשפחתי שתמכו ועודדו אותי לאורך כל הדרך
 .ציונית ורוני

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 4

 
 
 

 תוכן העניינים
 
 

1-2 רשימת קיצורים 1

3-4 תקציר 2

5 סקירת ספרות 3

5 של העגבנייה  וירוס צהבון האמיר 3.1

5-6 מחלת וירוס צהבון האמיר 3.1.1

6-7 מיני' משפחת וירוסי הג 3.1.2

8 מבנה הגנום של וירוס צהבון האמיר של העגבנייה 3.1.3

9-10 מיני'וסי הגהכפלת ויר 3.1.4

10-12 חלבון המעטפת של וירוס צהבון האמיר 3.1.5

13-14 כנימת עש הטבק 3.2

GroEL 14 -חלבון ה 3.3

15-16  בצמחסתנועת הווירו 3.4

17 מעבר של מטבוליטים בין הגרעין והציטופלסמה 3.5

18-20 מנגנון חדירת חלבונים לגרעין התא 3.5.1

NLS 21 -לגרעיןרצפי הכניסה   3.5.2

22 חדירה של וירוסים לגרעין התא 3.7

Karyopherin  23הרצפטור הציטופלסמטי  3.8

24  בעגבנייהKaryopherin α 1 -בידוד הגן ל 3.8.1

25 מטרת המחקר 4

26 שיטות וחומרים 5

26-27 רשימת חומרים  5.1

28-32 תמיסות ומצעים, בופרים 5.2

33-43  ואנליזות ביוכימיותשיטות מולקולריות 5.3

Two Hybrid System 44-46 -שיטות ל 5.4

47  לפרוטופלסטיםDNAטרנספורמציה ברת חלוף של  5.5

48 תוצאות 6

48-49 יצירת מוטציות בחלבון המעטפת 6.1

Two Hybrid 51-63 -תוצאות האינטראקציה של חלבון המעטפת במערכת ה 6.2

FRET 64-77 -של חלבון המעטפת בשיטת התוצאות האינטראקציה  6.3

79-81 דיון 7

82-90 רשימת ספרות 8

 91-92 תקציר לועזי 9



 5

 
 
 
 

 רשימת קיצורים. 1

 

African cassava mosaic virusACMV 

AmpicilineAmp

Cauliflower Mosaic VirusCaMV 

complementary  DNAcDNA 

Cyan florescent protein  CFP 

Coat proteinCP 

Cytomegalovirus Cucumber mosaic virusCMV 

Deoxyribonucleic acidDNA 

Fluorescence resonance energy transferFRET 

Guanosine diphosphateGDP 

Guanosine triphosphateGTP 

GlucuronidaseGUS 

Histidinehis 

Indian cassava mosaic virus ICMV 

Intergenic regionIR 

Kilo baseKb

Kilo DaltonKDa 

Leucineleu 

MolarM 

Milligrammg 

Microgramgµ

microliterlµ

milliliterml

Nuclear envelopNE

Maize Streak VirusMSV 

Nuclear Export SignalNES 

Nuclear localization signalNLS 

Nanometernm
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Nuclear pore complex NPC 

Optical DensityOD 

Open Reading FrameORF 

Polymerase Chain ReactionPCR 

Prune dwarf virusPDV 

RNA dependent RNA PolymeraseRdRP 

Ribonucleic AcidRNA 

Round per minutes rpm

Squash Leaf Curl VirusSqLCV

Single stranded DNA ssDNA

simian virus 40SV-40 

Tomato Spotted Wilt VirusTSWV 

Tryptophantrp 

Tomato yellow leaf curl virusTYLCV

Uracilura 

Yellow florescent protein YFP 
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 תקציר. 2

 

 הנגרמת על ידי TYLCD)-(Tomato yellow leaf curl diseaseמחלת צהבון האמיר של העגבנייה  

 גורמת לנזקים רבים וחמורים (TYLCV-Tomato yellow leaf curl virus)וירוס צהבון האמיר 

ם  בישראל ובאזורים טרופיים וסובטרופיי(Solanum lycopersicon)לגידול העגבנייה  התרבותית 

 ). Bemisia tabaci(י כנימת עש הטבק "המחלה מועברת ע. אחרים בעולם

 ממלא מספר תפקידים חשובים V1י הגן " אשר מקודד ע(CP-coat protein)חלבון המעטפת 

 110 -אשר בנויה מ סבראש ובראשונה הוא משמש  לבניין קופסית הווירו: סבתיפקוד הווירו

על מנת (בהולכה לגרעין ,  מתא לתא בצמחסר לתנועת הווירוכמו כן הוא עוז. העתקים של חלבון זה

, בנוסף לתפקידים שהוזכרו .וביציאה מהגרעין, )ס ולשעתק גנום של הווירוסלהכפיל את גנום הווירו

מפני  ס מגן  על גנום הווירו וכן,י כנימת עש הטבק"  עסחלבון המעטפת מאפשר רכישה של הווירו

י חיידק "המיוצר ע GroEL לחלבוןור י קיש" ע,נימהעיכול ופירוק בהמולימפה של הכ

 .כנימת עש הטבק באנדוסימביוטי 

 של וירוס צהבון האמיר של סעבודת המחקר שלי עוסקת בהבנת תהליך בניית קופסית הווירו

וחיפוש אחר  ,של מולקולות חלבון המעטפת זו עם זו ההתקשרותי לימוד "הדבר נעשה  ע. העגבנייה

עבודתי ממשיכה מחקר קודם .  האמינו המעורבות בתהליך  בניית הקופסיתהאזורים וחומצות

י יצירת "עצמו עעם חלבון המעטפת של שבדק את האינטראקציה , Hallanי "שהתבצע במעבדתנו  ע

נמצא שהקצה האמיני והקצה הקרבוקסילי של חלבון המעטפת . חסרים ומוטציות נקודתיות

דת המחקר שלי באה לבדוק באופן מפורט ומדויק יותר  את עבו.  "זנב-ראש"יוצרים אינטראקציה 

 .סתהליך בניית קופסית הווירו

 ,Yeast Two Hybrid System -מערכת שמרית: עבודת המחקר בוצעה בשתי מערכות שונות

 .  פרוטופלסטים של טבק-ומערכת צמחית

לוש מוטציות יצרתי ש. לשם כך תכננתי מוטציות נקודתיות בקצה האמיני של חלבון המעטפת

כמו כן יצרתי  .המהוות חלק מסיגנל הכניסה לגרעין, נקודתיות בשלוש חומצות אמינו חיוביות

ששני אזורים אלו , שכן בעבודה הקודמת התברר, קצה הקרבוקסיליבקצה האמיני ובחסרים 

 בדקתי את הקישור בין חלבוני מעטפת מוטנטים לבין. מעורבים באינטראקציה בין חלבוני המעטפת
המעורבים , לשני חלבונים נוספיםכמו כן נבחן קישורם .  לבין  עצמם חלבון המעטפת  התקין ובינם

 - ו1Karyopherin α : החלבונים הינם. הבתהליך ההדבקה של וירוס צהבון האמיר של העגבניי

,GroEL )סחלבונים אלו תורמים להמשך מחזור חיי הווירו( .Karyopherin α1 מכניס את גנום  

 מגן על הווירוס מפני GroELואילו החלבון ,  לתוך גרעין התא ומאפשר לו להכפיל את עצמוסוירוהו

 על ידי הכנימה והעברתו סשל הווירו" רכישה"במהלך ה בהמולימפה של הכנימה עיכול ופירוק 

 . לצמח אחר

  LUE2, האחד בשמר.  י  ביטוי של שני גנים מדווחים"במערכת השמרית האינטראקציה נבדקה ע

 β המקודד לאנזים Lac z, והשני  בפלסמיד,  של חומצה אמינית לאוציןההמאפשר סינתז

Galactosidase .האינטראקציות שנצפו . במערכת זו נבדקו מוטציות נקודתיות ומוטציות חסר
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מוכיחות שהאינטראקציה  בין חלבון המעטפת לעצמו היא בין קצה אמיני של מולקולת חלבון אחת 

החלפה של (כמו כן נמצאה מוטציה נקודתית בחלבון המעטפת . רבוקסילי של האחרתלבין קצה ק

. וכנראה גורמת לשינוי במבנה החלבון, שהתבררה כמוטציה קריטית) 19ארגנין  ללאוצין בעמדה 

ועם שני החלבונים הנוספים , כתוצאה ממנה  נמנע מחלבון המעטפת ליצור אינטראקציה עם עצמו

 על ידי הכנימה ובכך תמנע את העברת ס עלולה למנוע את הרכישה של הווירומוטציה זו  .שנבדקו

 . יידרשו מחקרים נוספים  על מנת לבדוק הנחות אלו. מצמח נגוע לצמח בריאסהווירו

 בשיטה .)(FRET fluorescence resonance energy transfer -גישה שנייה שנקטתי היא שיטת ה

המכילים גנים לקידוד חלבונים , י שימוש בפלסמידים"לבונים עזו בוחנים אינטראקציות בין שני ח

קשר בין שני החלבונים יגרום להעברת אנרגית . שאליהם מאוחים החלבונים הנבדקים, םפלורוסנטי

תוצאות . בשיטה  זו נבדקו רק חלק  מהאינטראקציות. עירור מחלבון פלואורסנטי אחד למשנהו

וכן בין חלבון המעטפת לבין ,  ן חלבון המעטפת לבין עצמוהניסויים  מראים שיש אינטראקציה בי

 .  גם במערכת הצמחיתKaryopherin α1הרצפטור הציטופלסמתי 
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 סקירת ספרות. 3

  

 וירוס צהבון האמיר   3.1
 מחלת צהבון האמיר של העגבנייה  3.1.1

גורמת לנזקים )  TYLCD–Tomato yellow leaf curl disease(מחלת צהבון האמיר של העגבנייה 

בישראל ובאזורים טרופיים ) Solanum lycopersicon(חמורים לגידול העגבנייה התרבותית 

 ).  Moriones and Navas- Castillo 2000(וסובטרופיים אחרים בעולם 

ידי -המועבר על) TYLCV-Tomato yellow leaf curl virus(גורם המחלה הוא וירוס צהבון האמיר 

  הסימפטומים למחלה נראים .Bemisia tabaci ()(Cohen and Harpaz 1964(ק כנימת עש הטב

נמוכים , והם מתבטאים  בצמחי עגבנייה קטנים (Gafni 2003)  שבועות מזמן ההדבקה2-3-לעין כ

מצהיבים ,  והעלעלים קטניםהענפים מוטים כלפי מעלה, ים בריאיםומנוונים בהשוואה לצמח

במיעוט או העדר פריחה ומכאן העדר פרי   אך עיקר הנזק מתבטא,)1 'ראה תמונה מס(ומעוותים 

 ).Cohen and Nitzany 1966( ופגיעה ביבול

 ). Geminiviruses( מיני 'סי  צמחים המכונה וירוסי הג וירוס צהבון האמיר משתייך לקבוצת וירו

    - של המאה הי נגיף זה הנם מישראל מסוף שנות השלושים"הדיווחים הראשונים של נזק הנגרם ע

20  .(Avidov, 1940) ם גם ממספר מדינות החל משנות הששים החלו להופיע דיווחים על נזקי

 .(Cohen and Harpaz 1964) במזרח התיכון

 דווח מהמזרח התיכון TYLCV -י ה"והרס בגידולי עגבניות שנגרם ע, עם השנים התפשטה המחלה

 .)Czosnek and Laterrot 1997(ם ומרכז אמריקה האיים הקריביי, האירופ, אפריקה, ועד הרחוק

 מקסיקו, ) Kato et al., 1998( לאחרונה דווח על התפשטות הנגיף ביפן

 (Ascencio-Ibanez et al., 1999) ,פלורידהב (Polston et al., 1999), יה שבארצות הברית 'ורג'וג

 ב" שבארההקרוליינ ובצפון (Brid et al., 2001)  בפורטו ריקו ,)Momol et al., 1999( של אמריקה

)Polston et al., 2002 .( נגיף צהבון האמיר הולך ומתפשט לאזורים רבים בעולם ואיתו הנזקים

  .הכלליים הרבים להם הוא גורם

בניסיון לקבל זנים עמידים יצרו  , ישנם מספר זני עגבנייה העמידים לוירוס צהבון האמירכיום 

כתוצאה מכך ישנם כמה קווים עמידים של . סלו עמידות לווירוהכלאות עם מספר זני בר שגי

 TY20 (Pilowsky and Cohen 1990)  ,8484( Hazera Genetics, :עגבניות מסחריות כמו למשל

Ltd., Brurim, Israel) והזן Fiona  .(S&G, Enkhuizen, Netherlands)  

 אל סעל ידי החדרת גנים מהווירו, ס ליצור עמידות טרנסגנית לווירותבמקביל נעשו גם ניסיונו

 או לחילופין החדרה של חלבון (Kunik et al., 1994)למשל החדרה של חלבון המעטפת , הצמח

ההתנגדות הקיימת היום לצמחים טרנסגניים בעולם מונעת  (Y. Yang et al., 2004)הרפליקציה  

 .שים את החקלאייםורק הצמחים שהתקבלו בהכלאות משמ, את השימוש בצמחים עמידים אלו

 



 10

 

 

הצהבת : נגוע במחלת צהבון האמיר המבטא סימפטומים האופייניים למחלהצמח עגבנייה  :1 'תמונה מס

 .העלים וקיפולם

 http://www.avrdc.org/LC/tomato/tylcv03.html : התמונה נלקחה מאתר האינטראנט

 

 ) Geminiviruses(מיני 'משפחת וירוסי הג 3.1.2

 . geminivirusesאמיר משתייך למשפחת נגיפים צמחיים המכונה וירוס צהבון ה

כולם . פוגעים בצורה קשה במגוון צמחים בעלי חשיבות כלכלית רבהוירוסים שונים מקבוצה זו 

 ים כנימת עש הטבק וציקדותי החרק"באופן בלעדי עמאופיינים בכך שהם מועברים 

)Cohen and Harpaz 1964.( בעל צורהס הווירוקופסיתמבנה  סיםכמו כן מייחד את הוירו   

המכיל בתוכו גנום , כפולה דמוי אגוז אדמה) משולשות פאות 20מבנה תלת מימדי של (איקוזהדרית 

DNA2.8  -גדילי מעגלי סגור שגודלו נע סביב ל-  חדkb ,)3 - ו2ס 'תמונות מ.( 

 המעביר אותם ר הווקטו, קבוצות  על בסיס טווח הפונדקאים שלהם 4-מיני מתחלקים ל'וירוסי הג

 רחב והוא כולל  מיני'הגטווח הפונדקאים של וירוסי . )Rybicki et al., 2000(  ומבנה הגנום

 כנימת עש ,שני וקטוריםאחד מכדי לחדור לצמח הוירוסים משתמשים ב. פסיגיים-צמחים חד ודו

 .  ציקדות או)וירוס צהבון האמיר, למשל(הטבק 

  Begomovirus, Mastrevirus, Curtovirus, Topocuvirus:נןיסים ה וירומיני'הגארבעת קבוצות 

 DNAמשתי מולקולות בנוי בדרך כלל  Begomovirus -וירוסים המשתייכים לקבוצת ההגנום של 

 הוא חריג , וירוס צהבון האמיר אשר משתייך לקבוצה זו.B - וAחד גדיליות סגורות הקרויות 
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ל העברתו על ידי כנימת עש הטבק ובהיותו וירוס של דו  אך בגל,בהיותו בעל גנום אחד בלבד

 . גנום יחידות בעלןשלושת הקבוצות האחרות ה. הוא שייך לקבוצה זו, פסיגיים

 מה שמחייב מנגנון , צמחיים לא מתחלקיםים מתרחש בגרעיני תאסתהליך ההכפלה של הווירו

 . ויראלי דרך מעטפת הגרעיןDNAהמאפשר חדירת 
 

 

 

 )TYLCV(צהבון האמיר וירוס אלקטרומיקרוגרף של חלקיקי  :2 'תמונה מס

 . nm  (Gafni 2003) 100,=  קנה מידה

                                                                                                                                                                                                 

 

מבנה תלת מימדי (איקוזהדרית מבנה בעל צורה , סמודל המתאר את מבנה קופסית הווירו : 3ס ' מתמונה

גדילי מעגלי סגור שגודלו נע -  חדDNAהמכיל בתוכו גנום , כפולה דמוי אגוז אדמה)  פאות משולשות20של 

  2.8kb,  .(Zhang et al.,)  -סביב ל
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 השל העגבניי האמירמבנה הגנום של וירוס צהבון   3.1.3

 זוזו את  אשר חופפות באופן חלקי , מסגרות קריאה6 הם בעלי גנום הכולל TYLCV -נגיפי ה

 של IR (intergenic region(י "כיווניות המופרדות ע-ומאורגנות בשתי יחידות שעתוק נפרדות דו

 סאחד של גנום הווירובגדיל ה). 4ס 'תמונה מ () (Rochester et al., 1994 ם נוקליאוטידי300לפחות 

 אשר C1-C4 ובגדיל המשלים ישנן מסגרות קריאה  V2, - וV1ישנן שתי מסגרות קריאה חופפות 

 : י מסגרות אלו הינם"החלבונים המקודדים ע. C1 ORF נכלל בתוך C4 ORF, חופפות באופן חלקי

ORF V1- מקודד לחלבון המעטפת )CP (ין ותנועת הולכתו לגרע, אשר אחראי על אריזת הגנום

 .י הכנימה" ומאפשר רכישה ע בתוך הצמחסהווירו

ORF V2-  הגניםמשפעל את שעיתוקחלבון זה  V1 ,ו- ,C4  מעורבים ביצירת הסימפטומים אשר

 .(Rojas et al., 2001) ,  בצמחסובתנועת הווירו

 ORF C1– חלבון ההכפלה מקודד ל)Rep( ,נה לאחרו, איננו משמש כרפליקאז אך חיוני להכפלה

חלבון המעטפת מעורב במנגנון שהתברר שחלבון זה יוצר אינטראקציה עם חלבון המעטפת וייתכן 

 .(Malik et al., 2005) סההכפלה של גנום הווירו

 ORF C2– ולאחרונה התגלה שהוא מתפקד כמעכב של השתקה ,סתורם לפתוגניות של הווירו  

)(Van Wezel et al., 2002 . בכמו כן התברר שמוטציה- NLS (Nuclear localization signal)  

  (Dong et al., 2003).נמק בצמח  וביצירתשל חלבון זה גורמת לעיכוב מערכת  ההשתקה של הצמח 

ORF C3-מגיב עם חלבון ,  חלבון מגביר הכפלהC1א נגיפי"  ומגביר הצטברות של דנ. 

-ORF C4   המעורב בתנועת הוירוס מתא לתאחלבון(Rojas et al., 2001). 

 אינם מקודדים לחלבונים אך כוללים גורמי מפתח הקשורים בהכפלה ושעתוק של IR -אזורי ה

 .)Jupin et al., 1994( הגנום הנגיפי 
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 .) 2003Gafni(, המבנה הגנום של וירוס צהבון האמיר של העגבניי  סכמת :4תמונה מספר 
. 

                                                                                                                                                                                       

 מיני' הגוירוסיהכפלת   3.1.4

 RF) Replicating מתרחש בגרעין התא המאכסן דרך תוצר ביניים סהווירותהליך ההכפלה של 

Form( ,ון הסליל הנפרםמנגנב) Rolling Circle(, )Heyraud et al., 1993 (.ה תחילתו של תהליך ז 

, ידי חלבוני הצמח הפונדקאי- עלת הגדיל המשלים מתבצעסינתזת  כל. הגדיל המשליםבסינתזת

 לגרעין התא המאכסן עדיין תגרום להדבקה  לבד ס הווירוDNAמלאכותית של החדרה ולכן 

)Harison 1985.( 

החלבון נקשר לאזור , )Orozco et al., 1997( פעילויות שונות (C1)י הויראלן הריפליקציה לחלבו

גנום של ה בתוך םנוקליאוטידי 300של לפחות הינו רצף  IR) Intergenic Region( .IR -מסוים ב

תחילת תהליך ). Arguello-Astonga et al., 1994() 4' תמונה מס( אשר אינו מקודד לאף גן סהווירו

גם בסוף תהליך חשוב תפקיד  הרפליקציהחלבון ל. IR - הממוקם גם הוא בORI -הרפליקציה ב

 זה  DNA. גדילי ולסגירתו לצורה מעגלית- חדDNAשל א גורם לחיתוך ושחרור וה -הרפליקציה 

גרום להדבקת ילתאים שכנים ובכך יתעטף בחלבון מעטפת וימשיך את דרכו ביציאה מגרעין התא 

חלבון המעטפת של וירוס צהבון האמיר ש ייתכן , ממצאים אחרונים שיתוארו בהמשךלפי .כל הצמח

 .ssDNA - ומשפיע על רמות הסהכפלת גנום הווירומשתתף ב
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 שאף הוא וירוס Mung bean yellow mosaic India virus שחלבון המעטפת של ,לאחרונה התברר

י כך שולט בהכפלה " וע,רפליקציה יוצר אינטראקציה עם חלבון ה,Begomoviruses -ממשפחת ה

של  בחלבון המעטפת NLS -יכול להסביר את התופעה שמוטציות באזור ההדבר  .סשל גנום הווירו

  ssDNA .(Malik et al., 2005) - גרמו לירידה ברמת הSqLCV (Qin et al., 1998)      סוירו

 

 חלבון המעטפת של וירוס צהבון האמיר  3.1.5

 'תמונה מס(V1   י  הגן" מקודד ע, חומצות אמינו260  מכיל וירוס צהבון האמיר של חלבון המעטפת

החלבון הוא בעל . סרין וליזין, ולין, ניןיארג החלבון עשיר בחומצות אמינו .KDa 30  -גודלו כו) 4

 . אשר טעון שלילי DNA -דבר זה יכול להסביר את הקישור ל,  ניטרליPHמטען חיובי  ב 

ראשית הוא משמש כחלבון . סממלא מספר תפקידים חשובים בחיי הווירוו ,סווירוחלבון חיוני לה 

 בהולכה ס אך מעבר לכך הוא מסייע לווירו)Lazarowitz 1992( סהמעטפת לבניית קופסית הווירו

חלבון המעטפת הינו חיוני לרכישה של  .ה ולתנועה מתא לתא בעגבניי,הלגרעין התא הצמחי בעגבניי

 TYLCV נמצאו בחלבון המעטפת של  אשרנקודתיות שתי מוטציות .מת עש הטבקי כני"הווירוס ע

 רכישה  של מנעו ) 134 - ו129 והיסטידין לגלוטמין בעמדות , לגלוטמיןפרולין (האיטלי, מסרדיניה

דבר )  Noris et al., 1998( אך לא מנעו את האינפקטיביות בצמח ,י כנימת עש הטבק" עסהווירו

 . י הכנימה"ו לרכישה עהמצביע על נחיצות

בודד ברפובליקה בו השתמשנו  ש התבדיד TYLVC.בעבודה זו השתמשנו בגן לחלבון המעטפת של 

 נוקלאוטידים 'זה שונה במסגן ). 5 'תמונה מס(פ בוב גילברטסון 'מפרואותו קיבלנו ו תהדומיניקאני

 ,ומצה האמיניתרוב השינויים לא משנים את הח.  הישראליTYLCVחלבון המעטפת הגן של מ

 . חומצה אמינית מאותה קבוצהמיעוטם גורמים לחילוף של ו
 

 

1   MSKRPGDIII STPVSKVRRR LNFDSPYSNR AAVPIVQGTN 

41  KRRSWTYRPM YRKPRIYRMY RSPDVPRGCE GPCKVQSYEQ 

81  RDDIKHTGVV RCVSDVTRGS GITHRVGKRF CVKSIYFLGK 

121 VWMDENIKKQ NHTNQVMFFL VRDRRPYGSS PMDFGQVFNM        

161 FDNEPSTATV KNDLRDRFQV MRKFHATVIG GPSGMKEQAL 

201 VKRFFKINSH VTYNHQEAAK YENHTENALL LYMACTHASN             

241 PVYATMKIRI YFYDSISN* 

 

שבודד  צהבון האמיר של העגבנייה האמינו של חלבון המעטפת של וירוסרצף חומצות  :  5'תמונה מס

 והרצפים המודגשים NLS,   – בכחול הינו סיגנל כניסה לגרעין  המודגשף  הרצ.תניאקיהדומינמהרפובליקה 

 . נוספיםNLS רצפי  כ החשודים םרצפיאדום וסגול  הינם בצבע 
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לשם . בעבודות קודמות הוכח שחלבון המעטפת הינו חלבון קריופילי כלומר בעל יכולת כניסה לגרעין

, NLS- Nuclear Localization Signal,ייחודי הנקרא כך החלבון נושא רצף חומצות אמינו בסיסיות 

 כי הוא בנוי משני רצפים כמתואר  bipartite  ,(Robins et al., 1991)חלקי- זה קרוי דוNLSסוג 

 .בהמשך

המשמש להחדרת חלבונים Karyopherin α, 1 זה מאפשר הכרה בין החלבון  NLS  רצףבעגבנייה 

 לו ת מאפשר Karyopherin α, 1 -ראקציה בין חלבון המעטפת להאינט.  לבין חלבון המעטפת,לגרעין

הקישור בין שני חלבונים אלו הוכח בשיטת  ).(Kunik et al., 1998(להיכנס לגרעין התא הצמחי 

Yeast Two Hybrid Systemסניהם המאפשרת הכנסת גנום הווירוי ונמצא שאכן יש אינטראקציה ב 

 .(Kunik et al., 1999)  לשם הכפלתולגרעין

 המקודד לחלבון uidAנבנה פלסמיד המבטא את הגן , י טלי קוניק" עונתבניסויים שנעשו במעבד

 תחת בקרת סהווירוהמעטפת של חלבון  רצף אוחה שאליו ,)β-glucuronidase) GUSהמדווח 

באמצעות  של פטוניה הפלסמיד הוחדר לפרוטופלסטים . 35S CaMV החזק י הויראלפרומוטורה

ורמציה לאחר טרנספ.  בלבדGUS -הגן לאת כביקורת הוחדר אותו פלסמיד שהכיל  .ציהקטרופורלא

 לבדו GUSתוצאות הניסוי הראו שהחלבון  .  שעות48משך ל בחושך 26ºC -הודגרו הפרוטופלסטים ב

   ובגרעינוןגרעין התאב צטברה GUS-CPהחלבון המאוחה ואילו , הצטבר בציטופלסמה

Kunik et al., 1998) () 6' מונה מסת(. 

חלבון של מהקצה האמיני  חומצות אמינו 38 רק GUSתוצאה דומה התקבלה כשחוברו לחלבון 

 ניותיאפבעל (תוצאות אלו מראות שחלבון המעטפת הינו חלבון קריופילי . סהמעטפת של הווירו

 טפת בחלבון המעNLS - את האפיינוידי מוטציות חסר שונות -על. NLSוככל הנראה מכיל , )לגרעין

 )Kunik et al., 1998   ()6' תמונה מס(. 
 

 

 

 

 

 

 

 

,  מאוחה לחלבון המעטפת של וירוס צהבון האמירGUSביטוי חולף של החלבון המדווח  :6'  מסתמונה

 .)µm )Kunik et al., 1998 10,=קנה מידה, בפרוטופלסטים של פטוניה

A - החלבון GUS בציטופלסמהמרוכזת  את פעילותו ניתן לראות, בוטא בפרוטופלסטים של פטוניהמ. 
B -ביטוי הגן המקודד לחלבון המאוחה :CP- GUS  בפרוטופלסטים של פטוניה הביא לפעילות GUS 

 .גרעיןה ת בתוךסלקטיבי
C -ביטוי החלק ה -N טרמינלי של הגן ל -CP  ) 38בפרוטופלסטים של פטוניה )  חומצות האמינו הראשונות

  .ופן סלקטיבי בגרעין באGUSהחלבון  הביא לפעילות
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 לחדור לגרעין התא עשוי היה  הואתטירתיאו   ,)kDa 30 (קטןהינו חלבון יחסית חלבון המעטפת 

 כאשר. חודר לגרעין במסלול אקטיבי מתברר שחלבון המעטפת אך. ללא השקעת אנרגיה, בדיפוסיה

 ביחד עם כמויות המסומן בצבע פלורוסנטי רודמין  CP של  נעשתה הזרקה לעוברי דרוזופילה

,  ממקור חיידקיNLSרצף כיל שה בלתי מסומן נתטייס של פפטיד ) ברמה המולרית30פי (מתחרות  

 שמטרתו לבדוק האם ,ניסוי זה הינו ניסוי תחרות. לחדור לגרעין התא CPשל נחסמה לחלוטין יכולתו 

 , ציטופלסמטים על פקטוריםCP המסומן של NLS - בלתי מסומן יתחרה עם הNLSהפפטיד הנושא 

 .  לגרעין התאCPבאופן שיפריע ליעילות חדירתו של 

 המתחרה על אתרי קישור GTPוג של לאנ( GTPγS הוזרק לתאים ביחד עם CPכאשר  ,בניסוי אחר

. לגרעין  לחדורCPנחסמה לגמרי היכולת של , ) אך אינן מהווה מקור אנרגיהRan GTPaseשל 

אנרגיה   כמקורGTPתהליך אקטיבי הדורש  ו לגרעין הינCP של כניסהתוצאה זו מעידה על כך ש

)Kunik et al., 1998(.  של המולקולות המסוגלות לחדור דרך ל הגודוגדר  השבספרותלמרות   

NPC- (Nuclear pore complex) 40-60 בדיפוסיה בין kDa ,הרי שעד כה כל החלבונים הקריופילים 

 .)kDa  )Ohno et al., 1998 25-50שנבדקו היו בגדלים שבין 

 לחומצת נקשרים  חלבונים אשר מתפקדים בהובלה של חומצות גרעין לגרעין התא,במקרים רבים

 ולכן היה חשוב להוכיח שחלבון ,)Robins et al., 1991(הגרעין אותה הם מובילים באופן ספציפי 

 עוזר גם CP-ה. )ssDNA) Palanichelvam et al., 1998 שהינו ,ס נקשר לגנום הווירוCPהמעטפת  

ה אותן ט מתא לתא בצמח נעשית דרך הפלסמודסמס תנועת הווירו. בתוך הצמחסלתנועת הווירו

כאמור .  (Lucas and Gilbertson 1994)תעלות החוצות את דופן התא ומקשרות בין התאים בצמח

 אשר CP יחידות חוזרות של CP  ,110 נעשית על ידי חלבון אחד בלבד ה סבניית קופסית הווירו

ברור שלצורך ). Lazarowitz et al., 1992( ופסית  ויוצרות את  מבנה הקסעוטפות את גנום הווירו

 נובעת  ומכאן,קופסית של הה זה את זה לבניית צריכם להכיר חלבוני המעטפתופסיתהקבניית 

דה  בעבו.assembly-המתרחש  איך ,השניאינטראקציה אחד עם  CP -השאלה כיצד יוצרים חלבוני ה

 Yeast Two  של תהליך זה במערכת )Hallan) 2001 Hallan and Gafniבדק  שנעשתה במעבדתנו

Hybrid System ,מתברר שהחסרה של . אינטראקציה עם עצמו אכן שחלבון המעטפת יוצרהראהו 

 חומצות אמינו 30 מצא שמספיקות  הואכמו כן .זאתהקצה הקרבוקסילי מונעת אינטראקציה 

ם תוצאות אלו מדגישות את חשיבות. ל מנת ליצור אינטראקציה עם החלבון השלםעמהקצה האמיני 

 קצה אמיני  בין  היא מתברר שהאינטראקציה של חלבון המעטפת עם עצמו.של שני קצוות החלבון

 .(Hallan and Gafni 2001 ) קצה קרבוקסיליל
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 Bemisia tabci -כנימת עש הטבק  3.2

 ).7 'תמונה מס( מ" מ1  הגודלש, כנימת עש הטבק, ועבר על ידי וקטור יחיד האמיר  מוירוס צהבון 

בעיקר באזורים , כנימת עש הטבק נחשבת כחרק מזיק חשוב בגידולים חקלאיים רבים בעולם

היא היות הכנימה חרק רב אחת הסיבות לכך ). Byrne et al., 1990(ם וסובטרופיים יטרופי

 היכולים לשמש כפונדקאים לכנימה,  משפחות שונות74 -חים מ מיני צמ506 - כידועים. פונדקאי

) Greathead et al., 1986  .( הפגיעה ביבול הנגרמת על ידי כנימת עש הטבק נובעת בחלקה מנזק

 אך עיקר ,)Byrne et al., 1990(  ישיר לצמח כתוצאה מהזנה על צינורות השיפה והפרשת טל הדבש

 יפים צמחיים המועברים על ידי כנימת עש הטבק הנזק נגרם על ידי מספר רב של נג

(Duffus 1987; Cohen 1990; Brown and Bird 1992) . מחלות הצמחים המועברות על 70מבין 

כנימת עש הטבק היא  (Markham et al., 1994). 60 -ידי כנימות עש מעבירה כנימת עש הטבק כ

 וקבוצה נוספת  Gemini, Carla, Poty, Clostero, Nepoחרק נושא לנגיפים צמחיים מהקבוצות 

הקבוצה החשובה והגדולה ביותר היא קבוצת  ).Markham et al., 1994  ( מקלונייםDNAשל נגיפי 

 ופלפל ורמים נזקים חמורים לשעועיתהגGeminiviruses (Cohen 1990; Duffus 1987),  -ה

אסיה , דרום אירופה, יכוןאגן הים הת,  בצפון מרכז ודרום אפריקהה לעגבניי,בדרום אמריקה

מרכז וצפון אמריקה  ועוד מספר , סודן, לכותנה בפקיסטאן, לקסבה באפריקה והודו, ואוסטרליה

כנימת עש הטבק  .(Markham et al., 1994)גידולי ירקות וקטניות ברחבי אסיה והמזרח  הרחוק  

הגדירו את )  Cohen and Harpaz 1964(כהן והרפז  . אחדסיכולה לרכוש בו זמנית יותר מווירו

 וזאת משום שהחרק אינו מסוגל לרכוש את , כרכישה תקופתיתסיחסי הגומלין בין הכנימה לווירו

,  מועבר לצאצאים דרך הביצה הווירוסכמו כן . לפני סיום התקופה האינפקטיבית הקודמתסהווירו

) 6פי ( יעילה הרבה יותר י נקבות החרק" עסהעברת הווירו ) . Ghanim et al., 1998(עד שני דורות 

 את  החרקההזנה מהצמח מחדיר לצורך ). Cohen and Nitzany 1966(י הזכר "מאשר ההעברה ע

 עובר דרך תאים ספציפיים בדופן המעי ס הווירו.סידי כך רוכש את הווירוועל החדק לנוזל השיפה 

, בזמן ההזנה, חרקשם הוא מצטבר לפני היציאה  שלו מה, )haemocoe(להמולימפה שבחלל הגוף 

, בתוך החרק מוגדרת כתקופה הלטנטית מצוי סהווירותקופה שבה ה. דרך בלוטות הרוק

 לאינפקטיבי  הופך והחרק משלב זה, גיע לבלוטות הרוק של החרקמ סשמסתיימת כאשר הווירו

)Markham et al., 1994; Caciagli et al., 1995.( י " הכרחי להכרה עסחלבון המעטפת של הווירו

 מיני'י החלפת חלבון המעטפת בחלבון מעטפת מג"הוכח עשכפי . (Azzam et al., 1994) החרק

  בהן אין לחלבון המעטפת חשיבות ברכישה ,י ציקדות"וירוס המועבר ע, אחר

)Briddon et al., 1990(.י הכנימה" החלפת חלבון המעטפת מנעה את הרכישה של הוירוס ע. 

 י הכנימה" עס גם לפגוע ברכישה או בהעברה של הווירומוטציה בחלבון המעטפת יכולה

(Noris et al., 1998) .  כמו כן הוכח שחלבון המעטפת נקשר לחלבון הכנימהGroEL  בהמולימפה 

 .)Morin et al., 2000(פני עיכול מ מוגן  סווירוהשל הכנימה ובכך 
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 ).   20  הגדלה פי(ון האמיר של העגבנייה  וקטור המעביר את וירוס צהב–כנימת עש הטבק  : 7'תמונה מס

          http://www.infoagro.com/abonos/moscablanca.htm :התמונה נלקחה מאתר הבית של

      

 GroEL - החלבון  3.3

פרון  אשר מיוצר במעי הכנימה על ידי  חיידק אנדוסימביוטי ' הינו חלבון מסוג צGroELהחלבון 

Candidatus Portiera aleyrodidarum, Morioka and Ishikawa 1992).( 

 אשר מאורגנים בצורה של שני kDa-63 תת יחידות  זהות של 14 - החלבון הינו אוליגומר הבנוי מ

זהו גן ,  חומצות אמינו555 -מקודד להגן  .)Braig et al., 1994) (הפטמר(טבעות מחומשות 

 עם 80%-מות הינם בעלי הומולוגיה של יותר מ שנמצאו בכניGroEL-חלבוני  ה .פרוקריוטי טיפוסי

אשר אחראים לקיפול נכון של חלבונים בתנאי  E.coli  בחיידק heat shock protein -GroELחלבון 

  ). , (van den Heuvel et al., 1994 העק

 .(Morin et al., 2000; van den Heuvel et al., 1994) , חלבון זה מופיע בהמולימפה של הכנימה

 המגיעים סכנראה בהגנה על חלקיקי  הווירו  מעורב שהוא  הראו שנעשו על חלבון זהבודותע

מנגנון ההגנה מבוסס כנראה על קישור בין חלבונים ובכך מונע את עיכול . להמולימפה בכנימה

 ,יוצר אינטראקציה  עם חלבון המעטפת GroEL  -מורין הוכיח ש . הכנימההמולימפה של בסהווירו

האכלה של הכנימות  .(Morin et al., 2000), כנימהב מוגן מפני עיכול ופירוק סירוהווובכך 

 בהעברה של וירוס 80% גרמו לירידה של GroEL :anti-Buchnera GroEL כנגד החלבון בנוגדנים

  (Morin et al., 1999). צהבון האמיר על ידי הכנימה 

 TSWV, -ו RNA :  CMV, PDVוסי  יוצר אינטראקציה גם עם וירGroEL -לאחרונה התגלה ש

(Akad and Dotan 2004). 
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  בצמח  סתנועת הווירו  3.4

 אשר נכנסים לתאים נייחים , משתייך למשפחת וירוסים צמחייםשל העגבנייה וירוס צהבון האמיר

 הוא חייב , יצליח להיכנס לתאי הצמח ולגרום לסימפטומיםסעל מנת שהווירו. ומכפילים את עצמם

להתפשט  ולהמשיך להתפשט מתא לתא וכן , את עצמולגרעין התא  על מנת להכפיללהיכנס 

  ,תנועה לעבר הגרעין והחוצה מהגרעין,  צריך חלבוני תנועהסלשם כך הווירו. סיסטמית בצמח

  . ואולי גם חלבונים לתנועה סיסטמיתותנועה מתא לתא

 סהווירו. עירים של הצמח לתאי הפלואם של העלים הצסכנימת עש הטבק מחדירה את הווירו

 מהשורשים לקודקודי , לשורשיםס ולאחר מכן מתחילה תנועת הווירו,מכפיל את עצמו בתאים אלו

 ,.Ber et al)  מתפשט בכל הצמחס ומשם לעלים ולפרחים ובצורה זו הווירו,הצמיחה של הנצרים

 Lucas and) ה טהמעבר מתא לתא נעשה דרך מעברים צרים הנקראים פלסמודסמ .(1990

Gilbertson 1994) .מיני הם שונים ' בצמח במשפחת הגסהחלבונים המעורבים בתנועת הווירו

קבוצות על פי מבנה תתי  מתחלקת לשתי  Begomoviruse קבוצת,  לדוגמא.מקבוצה לקבוצה

כאשר כל גנום   A, B:אשר מורכב משני גנומים חד גדילים השונים אחד מהשני , bipartite: הגנום

 אשר מכילים גנום אחד בלבד וגודל הגנום הוא בסביבות monopartite -  וkb 2.6-2.8ביבות הוא בס

2.7 kb .בקבוצת ה- bipartiteמתא לתא ס  ישנם שני חלבונים האחראים על התנועה של הווירו 

 B  : ,BV1&BC1) Brough 1988 ;Etessami 1998;  Sudarshana1998גנום  " המקודדים ע

Jeffrey 1996; ( )8 'תמונה מסa.( BV1  מהגרעין בעוד ש הינו חלבון הולכה לגרעין  והוצאה- BC1 

 . הבאיםה לתאיםטהפלסמודסמ דרך ,תנועה מתאי המזופיל האחראי להינו חלבון 

(Rojas et al., 1999; Noueiry et al., 1994) . 

 monopartite -וירוס צהבון האמיר הוא אחד מבין הוירוסים המעטים המשתייכים לקבוצת ה

(Navot et al., 1991). הולכה לגרעין ,  זה חלבון המעטפת עושה את שני התפקידים יחדס בווירו

 C4   ,בתנועה מתא לתא מעורבים שני חלבונים נוספים עם זאת  .)8b 'תמונה מס(ותנועה מתא לתא 

  , שני חלבונים אלו ממוקמים בעיקר בדופן התא ובציטופלסמה.  המסייעים לחלבון המעטפתV2 -ו

 .bipartite (Rojas et al., 2001) - בקבוצת הBC1 כמו החלבון ,ER -  בV2 -ו
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  מיני בתוך תאי הצמח'מודל המתאר תנועת וירוסים ממשפחת הג : 8ס 'תמונה מ

Gafni and Epel 2002)(. 

a- רוסים מקבוצת התנועת וי- bipartite  בקבוצה זו מעורבים בתנועה מתא לתא החלבונים BV1 , 

BC1ה של הצמחט התנועה נעשית דרך הפלסמודסמ. 

b- תנועת וירוסים מקבוצת ה- monopartite :כאן יש שוני בין קבוצת ה- begomoviruses (B)  אשר 

, מעורבים שני חלבונים mastreviruses   (M) - ואילו בCP -החלבון היחיד הדרוש לתנועה הוא ה

CPו - Pre-CP. 
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  בין הגרעין והציטופלסמהשל מטבוליטים מעבר   3.5

 מעטפתי ממברנה דו שכבתית הקרויה "גרעין התא מופרד מהציטופלסמה ע,  בתאים בעלי גרעין

 הפרדה בין תהליכים המתרחשים בגרעין לביןמאפשר דבר זה  ).NE)Nuclear Envelope הגרעין 

 . של התאDNA -וכן מונע גישה ל, תהליכי המתרחשים בציטופלסמה

    דרך קומפלקסים גדולים הנקראים, מעבר של מולקולות לתוך הגרעין נעשה בצורה סלקטיבית

NPCs- nuclear pore complex ,קומפלקסים אלו מהווים מחסום בין . המצויים במעטפת הגרעין

 הוא קומפלקס חלבוני ענק אשר מאפשר NPC -ה .)Pante and Kann 2002(הגרעין לציטופלסמה 

, kDa 40-60לן אינו עולה על אשר גוד, מולקולות קטנות.  שונותמולקולותוחדירתם של יונים 

 קיימים יוצאים מן אך. )9 'תמונה מס (ת אנרגיהעללא השק,  בדיפוסיהNPC - עוברים דרך ה,יוניםו

 במעבר NPC - עוברים את הkDa 40-60, - למרות היותם קטנים מ, למשל,היסטונים,  כללהכלל

 .  כניסה ויציאה מן הגרעיןמעבר גרעיני אקטיבי מתרחש על מנת ליצור בקרה על. גרעיני אקטיבי

ים הללו ישנה חשיבות רבה בתהליכים שונים בחיי התא רמעבהלחלבונים החודרים לגרעין דרך 

 כמו כן מתרחש. 'פקטורי שעתוק שונים וכו, פולימרזות, חלבונים כגון קינזותב  מדובר-והאורגניזם

לבונים שחוזרים כן חה ו לציטופלסמ,המיוצרות בגרעין  שונותRNAשל מולקולות מעבר 

 צריכות סיגנאל מיוחד NPC -העוברות בתהליך אקטיבי דרך החלבון מולקולות  .לציטופלסמה

מהווה סיגנאל זה  .השקעת אנרגיהתוך , אל תוך הגרעין באופן אקטיביהובלתן את מאפשר אשר 

) NLS) Nuclear localization Signalקרא הנ נומורכב מרצף חומצות אמי ו, חלק ממבנה החלבון

)(Pante 1996 . 

בהתאם תא והציטופלסמה ומשתנה באופן ניכר ה תלוי בדרישה למעבר בין גרעין NPCs -מספר ה

 Rout et al., 1993)(  בתא שמריNPCs 100-200יש . גודל התא ומהירות התרבותו, סוג התאל

~5x107 בתא אנושי משגשגכמה אלפיםחיים בוגרות ו- בביציות דו  )Cordes et al., 1995 (. 

 המבוסס בעיקר על אנליזות מתקדמות במיקרוסקופ אלקטרונים NPC-מודל תלת מרחבי של הלפי 

 חוצים את ממברנת הגרעין (spokes)שמונה מבנים סימטריים של חווקים , ועל אפיונים ביוכימיים

 פעילמעבר  מתרחש שדרכה ,(transporter)התעלה המרכזית בחלל הטבעת עוברת  .ויוצרים טבעת

על פני האזור הציטופלסמטי והגרעיני של החווקים מצויים מבנים  .בין גרעין התא והציטופלסמה

 סיבים דקים  8הטבעת הציטופלסמטית נושאת . הנקראים הטבעות הציטופלסמטית והגרעינית

 סיבים 8 -הטבעת הגרעינית תומכת ב.  לתוך הציטוזולnm 30-50ציטופלסמטיים שבולטים לפחות 

 המחוברים יחדיו עם טבעת טרמינלית ויוצרים מבנה הנקרא הסל  nm100  -ך של כדקים באור

 .) Stoffler et al., 1999( הגרעיני  
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תמונה נלקחה  ה.מעבר אקטיביבמעבר פסיבי וב , NPC -תיאור המולקולות העוברות דרך ה: 9 'תמונה מס

 www.scripps.edu/~stoffler/ proj/NPC/npc.html : מאתר האינטרנט

 

  תאהמנגנון חדירת חלבונים לגרעין   3.5.1

כרטיס " אשר תפקידם לזהות את  ן משתתפים פקטורים ציטופלסמטיים בתהליך החדירה לגרעי

רצפטורים ציטופלסמטים מסיסים הקרויים י "מזוהה ערצף  ה.ולסייע לחדירה NLS " הכניסה

Karyopherins α, β    או importins α, β  )Gorlich and U. 1999(. Karyopherin α נקשר לרצף 

 -הקומפלקס שנוצר נקשר ל. בקצה האמיני שלו  karyopherin β -ונקשר לשל החלבון  NLS -ה

nuclear pore complex  על ידי קישור  ספציפי של  karyopherin βתהליך המעבר .  לחלבון גרעיני

 ,.karyopherin β )Damelin et al - לRan GTPי קשירת מולקולת "מסתיים בתוך הגרעין ע

2002( . 

אך ההתקדמות במחקר בנושא  ,לגרעין ידוע רק חלקיתקריופילים אופן החדירה של חלבונים 

 :חושפת את המנגנון הבא אשר מורכב ממספר שלבים

 Karyopherin α בתהליך זה מעורבים הפקטורים הציטופלסמטיים  :)Docking(שלב העיגון  .   1

 שתפקידו לזהות ולקשור את 60kD הוא חלבון בגודל של Karyopherin β  . Karyopherin α -ו

לפקטור הציטופלסמטי  " מוצג"לאחר הקשירה החלבון .  NLS-החלבון שמכיל את רצף ה

,Karyopherin βינים המהווים חלק ממבנה ה שנקשר בצידו השני לנוקלאופור-NPC  , והם בולטים

שלב זה של עגינה בצד החיצוני אינו צורך אנרגיה . אל הצד הציטופלסמטי של מעטפת הגרעין

(Gorlich et al., 1996; Nigg 1997).  
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  בשלב זה  עובר קומפלקס המעבר אל החלק המרכזי של התעלה ):Transport(שלב המעבר .  2

 .  ואל תוך גרעין התאnm 100-200 שרוחבה NPC –לאחר מכן עובר דרך תעלת ה  ו, )הטרנספורטר(

  האנרגיה ממולקולות אלו מתקבלת תודות למעורבותו GTPמקור האנרגיה בתהליך הן מולקולות 

 ).10' תמונה מס (GDP למולקולת .GTP - שמפרק את מולקולת ה RanGTPase-של  החלבון 

  וכקומפלקס הםRanGTP, אל חלבון Karyopherin βשירה של י ק"פירוק של הקומפלקס נעשה ע

  NTF2 מובא לגרעין התא בעזרת פקטור RanGDPחלבון  .יוצאים מגרעין התא

(Nuclear Transport Factor)( )10' תמונה מס.( 

 -נמצא ש. GTP עם מולקולת GDPמולקולת   שלRan בתוך הגרעין נעשה שחלוף על גבי חלבון 

Karyopherin β  מזהה אתRanGTPבלבד ולא את ה -RanGDP  .חזק םהקישור ביניה  

 . )GDP  )Cingolani et al., 1999- לGTPמאפשר פירוק של ואינו 

  על מנת לצאתCASידי קשירה לרצפטור ספציפי  -על,   עובר מיחזורKaryopherin α החלבון 

 .  ולהמשיך בתהליך הכנסת חלבונים חדשים לגרעין התא, מן הגרעין

Karyopherin α נקשר ל - NLSמצד אחד ול -nucleoporin של ה  - NPC )Malik et al., 1997 ( . 

   בלבד Karyopherin βבהם חלבונים חודרים לגרעין בעזרת , זאת נמצאו מספר מקריםעם 

 ,  וחלבונים ויראלים כמו CDK/cyclin complexes,חלבונים ריבוזומלים

HTLV-1 Rex, HIV-1 Tat HIV-1 Rev .(Cingolani et al., 1999) 
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אנרגיה הנצרכת נדרשת  במנגנון . של מנגנון הכניסה והיציאה מהגרעיןיטסכמאתיאור  :10 'תמונה מס
 .GTP,  (Rout et al., 2003)  מפירוק של

  Karyopherinנקשר לרצף ה- NLSשרת מולקולת  בגרעין נק. ויחד הם נכנסים לגרעין, של החלבון
RanGTPל karyopherin  לשיחרור הקומפלקסו וגורמת לשינוי במבנה המרחבי. karyopherin  יחד עם 
RanGTPמולקולת ה,  יוצאים מחוץ לגרעין- RanGTP מגיבה עם  RanGAP לשיחרור  karyopherin 

  . NPT2י " מולקולה זו מוכנסת לגרעין ע.RanGDPולקבלת מולקולת 
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 NLS - הכניסה לגרעין רצפי  3.5.2

הטעונות מטען ,  הינם רצפים קצרים המורכבים מחומצות אמיניות בסיסיותNLS -רוב רצפי ה

ניתן למצוא עותק אחד ) קריופילים(בחלבונים אשר מיועדים לחדור לגרעין  ).ןנייליזין וארג(חיובי 

  NLS -רוב רצפי ה.  ברצף החלבוןיכולים להיות ממוקמים בכל מקוםה, NLSאו יותר של רצפי 

 כפי שנמצא ברצפים ,)bipartite)  (Robins et al., 1991( חלקי  –המוכרים הינם מהסוג  הדו 

 2המבנה הדו חלקי מאופיין באתר ראשון בעל . שנתגלו לראשונה בחלבון נוקלאופלסמין מקרפדה

שבו )   חומצות אמיניות משתנות9-11 -לאחר כ(ואתר שני בהמשך הרצף , חומצות אמיניות בסיסיות

 KR- aa(X10)-KKKL) Melchoir and– חומצות אמינו בסיסיות כך שמתקבל הפורמט הבא 3-5

Gerace 1995 .( הרוב רצפי- NLS דגם שני אשר נתגלה . בצמחים מאופיינים גם הם במבנה זה

 אלו שהם ,גמיםבנוסף לשני ד. pKKKRKv – מאופיין ברצף יחיד SV-40 ס של הווירוTבאנטיגן 

 nucleoprotein כמו למשל בחלבוןNLS - המופעים אחרים של רצפיכמה ישנם גם , השכיחים ביותר

אשר השכיחים אך מספרם מצומצם ביחס למופעים , Gal-4 של וירוס השפעת והחלבון השמרי 

 ).1' טבלה מס(הוזכרו לעיל 

 

pKKKRKv SV-40 T antigen 

RRRvKpgdiiistpvsRK TYLCV isr 

RRRvKtgdilistpvsRK TYLCV sar 

RRRvKpadilistpvsRK TYLCV thai 

RRRvKpgdiiistpgsRK ACMV 

RRRvKpadiiistpgsRK ICMV 

ReRKRpredddgepseRK Agrobacterium VirD2 

lkkkkpaatkkaqqaRK Nucleuplasmin 
 

חלבון  של NLS -השונים והשוואתם לרצף בחלבונים  NLS מספר דוגמאות של רצפי: 1' טבלה מס

 .TYLCV isr  –וירוס צהבון האמיר הישראלי המעטפת של 

 : bipartite מסוג  NLSרצפי   

TYLCV -  מישראלisr- , איטליה– sar ומתאילנד –thai    . 

ACMV  -African cassava mosaic virus . 

ICMV  - Indian casava mosaic . 

 . מאגרובקטריום VirD2 בחלבון NLSרצף ה 

 . מקרפדהנוקלאופלסמין בחלבון הרצף

  :monopartite מסוג NLSרצף 

SV-40  - רצף של אנטיגן   
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 חדירה של וירוסים לגרעין התא 3.6

 חייבים לחדור לגרעין התא ,מיני'כגון וירוסי ג,  רבים ומעט וירוסים צמחייםוירוסים אנימליים

דוגמאות מוכרות ממערכות . על מנת שיוכלו לשכפל את הגנום שלהם ולבצע שעתוקהמאכסן 

) HIV(דס יאיהוירוס  (O'Neil et al., 1995), )influenza virus(אנימליות הן וירוס השפעת 

)Gallay et al., 1997( ,וירוסי אדנו,  SV-40  (Greber et al., 1996) . 

, היסטונים, טופואיזומרזות, מנת להשתמש בפולימרזות- רבות עלאסטרטגיותפיתחו DNA  וירוסי

 גדולים DNAאפילו וירוסי .  של תא המאכסן' וכו)splicing(פקטורי שעתוק ופקטורי שיחבור 

 .של תא המאכסן החלבונים המקודדים לפולימרזות משלהם משתמשים בייצור

 :שונות של וירוסיםוירוסים חודרים לגרעין משתנה בין משפחות בעזרתו מנגנון ה

מלא או חלקי ) סהווירוממעטפת ' התפשטות' (disassembly בלי מעטפת גדולה עוברים םוירוסי

בה מעטפת הגרעין אינה קיימת , רוב וירוסי הרטרו נכנסים לגרעין במהלך מיטוזה .בציטופלסמה

 ויכול NPC -חודר לגרעין דרך ה,  הצמחייםGemini אשר כמו וירוסי HIV -חריג הוא ה, זמנית

 .(Whittaker et al., 2000)להתרבות בתאים נייחים 

 הגרעין עטפת עובר את מליאותו חלבון ויר, סהווירובהרבה מקרים במהלך מחזור ההכפלה של 

  בתחילה חודר (influenza virus)חלבון גרעיני של וירוס השפעת , לדוגמא.  לכל כיווןמספר פעמים

 viral ribonuclearprotein( החדש שנוצר סויוצא כחלבון קשור לווירו, לגרעין כחלבון חדש שסונתז

vRNP (, לאחר מכן הוא חודר לגרעין שוב במהלך הדבקה של תא חדש על מנת לבצע פעילות של 

RdRNA polymerase )(Lamb 1989. 

חלבונים עשויים לעבור פוספורילציה . כ עוברת שינויים" בדקופסיתצורתם המקורית של חלבוני ה

הם שינויים אלו . ' נמוך וכוpH-לחשיפה , או שינוי מרחבי כתוצאה מאינטראקציה עם רצפטורים

שינויים אלו נצרכים לשמירה על יציבות . ס מתוכנית החדירה והתפשטות הווירויחלק אינטגראל

. מנת לאפשר פתיחה של הגנום הארוז-על, אשר במבנהו החוץ תאי די דחוס, סמרכיבי הווירו

אתרי קשירה למגוון של    שלולחשיפה, לעיתים שינויים אלו נצרכים לביטוי של סיגנלים תוך תאיים

 .פקטורים תאיים החיוניים בפאזת החדירה
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 Karyopherin -ים ממשפחת ה הציטופלסמטיים הרצפטור 3.7

 חיוניים לתהליך חדירתם של חלבונים קריופילים נושאי רצפי  Karyopherin α/β הרצפטורים 

NLSבחלבון   .  לגרעין   התא   האאוקריוטיKaryopherin α    נמצאו מוטיבים   חוזרים של   רצפי   

ARM) (A Repeated amino acid Motif  . רצפים הללו זוהו בהלראשונה- Drosophila 

melanogaster, בחלבון Armadillo  )Peifer and Reynods 1994 ( . בחלבוןKaryopherin α  

אים לקשירה של ליגנדים שונים  היווצרות מרחב מתםמאפשריו מקנים גמישות לחלבוןרצפים אלו 

)Cingolani et al., 2000 ( . מעבדות שונות פרסמו  רצפיcDNA המקודדים לפקטורים אלה ועל כן 

 kDa-54/56: נקראים בספרות גםKaryopherin α -חלבונים ממשפחת ה. ניתנו להם מספר שמות

PTAC  ,  NLS receptors ,Importin αו,  בחולייתנים ובצמחים - SRP1באורגניזמים .  בשמרים

, Karyopherin α - המכילים אלמנטים מבניים דומים ל עילאיים קיימת משפחה של חלבונים

 קיימים שלושה Karyopherin αבפקטור .  יחיד Karyopherin αלעומת זאת בשמרים נמצא

 : המאפשרים את פעילותו התקינה של החלבון, אתרים שמורים עיקריים

1.IBB domain  )Importin β Binding(:  אתר הקישור לפקטורKaryopherin β  

)Cingolani et al., 1999 (, שהוא רצף דמוי NLS אשר מווסת קשירה של חלבונים קריופילים  

 רצף זה בנוי .  טרמינלי של החלבוןN -ממוקם סמוך לקצה ה  IBB. "קלסי" NLSבעלי רצף 

 שאינם שמורים כמו) Variable region(מחומצות אמינו בסיסיות ומוקף ברצפים שונים 

 NLS דמוי קשירה של רצףי "ע Karyopherin αמוטיב זה יכול לגרום לעיכוב עצמי של  .IBB -ה

עיכוב עצמי של  .NLS  )(Kobe 1999המכיל אתר קשירה לחלבונים בעלי רצף , ARMאל מוטיב 

 NLS  לרצף דמוי Karyopherin βאך קישור של . קריופילים  חלבון גורם לזיקה נמוכה לחלבוניםה

.   ומאפשר לו קשירה לחלבונים קריופילים בזיקה גבוהה Karyopherin αמונע עיכוב עצמי של

 - ולהוביל אותו יחד עם חלבון נושא ה Karyopherin α לקשור את  Karyopherin βבצורה זו יכול 

NLSאל תוך הגרעין )  Gorlich and Mattaj 1996; Tsuji et al., 1997; Weis et al., 1996(. 

2 .ARM motifs :  בון ובנוי בתצורה של שמונה רצפיםזהו אתר שממוקם בחלקו המרכזי של החל 

 ככל הנראה אתר זה הינו אתר הקישור של הפקטור . ) Peifer et al., 1994(הידרופוביים חוזרים 

 בשמר מכיל Karyopherin α ( Cortes et al., 1994).   שלוNLS -החלבון הקריופילי ברצף ה אל

 . ARMרצפי עשרה 

 . אשר תפקידו עדיין לא ידועי טרמינלי הידרופובC -קצה ה.  3
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 :ה בעגבניי Karyopherin α1-בידוד הגן ל 3.7.1

' י דר" עArabidopsis - החל במציאת האנלוג מה בעגבניי Karyopherin αתהליך איתור הגן של

 הגן Ballas and Citovsky 1999). (ת סטוניברוקס ניו יורק ויטאלי ציטובסקי מאוניברסיט

ספרייה  זו שנבנתה . ה שהופקה מעלים של עגבנייcDNAשימש כגלאי בספרית , מארבידופסיס

  התקבלוהבסריקת הספריי. )Kunik et al., 1999( נסרקה במעבדתנו ECOR1  באתר λgt10' בפאג

.   הגדול ביותר נשלח לקביעת רצףPCR -תוצר ה .Arabidopsis -עם הגלאי משהגיבו  ים'מספר פאג

    - ואכן התקבל אישור כי מדובר בגן  ל, Genebank-הרצף שהתקבל הושווה לאינפורמציה ב

Karyopherin α (Kunik et al., 1999) . להשלימו  חסר ולכן היה צורך  היה של הרצף5'אזור

כ בודד "אח .AF017252ל קוד זיהוי לבנק הגנים וקיבנשלח הרצף . RACE PCRבעזרת שיטת 

 ). Mizrachy et al., 2004(י מזרחי "הפרומוטור מספרייה גנומית ע
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 מטרת המחקר. 4

 

ריבויו נעשה בגרעיני . גידולי עגבניותהרסני לכאמור וירוס צהבון האמיר של העגבנייה הוא גורם 

 . העתקים של חלבון המעטפת110  מ סית הווירוקופסנבנית  ושם גם ,התאים המודבקים

 לאפיין ביתר פירוט את האזורים בחלבון המעטפת של וירוס צהבון האמיר המטרת המחקר היית

  .אינטראקציה הנדרשת לו לבניית הקופסית, הנדרשים לאינטראקציה שלו עם עצמו

קודתיות ומוטציות חסר  יצרתי  מוטציות נ,על מנת למצוא את האזורים החיוניים לאינטראקציה

 ובדקתי  את ההשפעה של מוטציות אלו  על האינטראקציה בין חלבון המעטפת ,בחלבון המעטפת

 על ן כמו כן נבדקו מוטציות אלו  לגבי השפעת.השלם ובין חלבון המעטפת המוטנט והחסר

  : מיר שני חלבונים המעורבים במחזור החיים של וירוס צהבון הא עםהאינטראקציה של החלבון

Karyopherin α1 ו- GroEL. 

 הוכח Hallan בעבודתו של .המוטציות בוצעו בקצה האמיני והקרבוקסילי  של חלבון המעטפת

  . בקשר אך לא הוברר איזה חומצות אמינו מעורבותCP-CPשאיזור זה חיוני לאינטראקציה 

 עוטפת את גנום המחקר המתואר חשוב לרכישת ידע לגבי תהליך יצירת המעטפת החלבונית אשר

 ,כמו כן יסייע מחקר זה בבדיקת השפעת המוטציות הנקודתיות על אינפקטיביות הווירוס. סהווירו

בנוסף יש למחקר זה תרומה להבנתנו את האינטראקציה של . י הכנימה"וכן על יכולת רכישתו ע

  .Karyopherin α1חלבון המעטפת עם הרצפטור הציטופלסמתי 

 ונדע אלו אזורים ,סליכים אשר מתרחשים בתא בעת בניית מעטפת הווירואם נלמד ונבין את התה

למצוא פיתרונות ליצירת ניתן יהיה  אולי, חיוניים לאינטראקציה עם שני  החלבונים הנבדקים

ורי אינטראקציה אלו בחלבון י יצירת פפטידים שיחסמו את אז" למשל ע,סעמידות בפני הווירו

 .פתהמעט
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 שיטות וחומרים .5

 

 רשימת חומרים  5.1

היצרן שם החומר

Agarose Renium 

Amonium Sulfate Mereck

Ampicillin Duchefa 

Bacto Agar Difco 

Bacto-Trypton Bacto-pepton Difco 

Bacto-Trypton Difco 

BAP Duchefa 

Bromophenol blue Sigma

Calcium Chloride-Dihydrat Mereck 

Cupric sulfate Cellulase Sigma 

Cupric sulfate Mereck 

D- Galactose Duchefa

D+Glucosemonohydrat Mereck

Deoxyribonucleic acid from  Salmon sperm  Sigma 
Dimethyl Sulfoxide -(DMSO) Sigma 

Di-Potassium hydrogen phosphat Sigma 

D-Raftinose Duchefa 

Driselase Sigma 

Ethylenediamine Tetraacetic acid-(EDTA) Sigma

Etidium Bromide-(EtBr) Sigma 

Glycine Sigma

Glycerol Biolab 

Formamide Sigma 

L-Histidine Sigma 

KI Sigma 

Lauryl-Sulphate-SDS Sigma 

L-Leucine Sigma 



 31

Lithium Acetate Sigma

L-Tryptophan Sigma

Macerozyme Sigma 

Manitol Duchefa

Magnesium-Sulphate Mereck 

Magnesium-chlorid Mereck 

NAA Duchefa 

Polyethyleglycol 3500 Sigma 

Potassium dihydrogen phosphate Sigma 

Pottasium nitrate Sigma

Pottasium Chloride Mereck

Rafinose Duchefa 

Sodium dihydrogen phosphate monohydrate Mereck

Sodium Chloride Biolab 

Sodium Chloride Sucrose Biolab 

Ttis base Duchefa 

Trisodium citrate Mereck

Thiamine Hcl Sigma 

Uracil Sigma

X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-indolyl-b-D galactopyranosid) Sigma 
YNB-AA Difco 
Yeast-extract Difco

Yeast synthetic drop-out  medium supplement (-ura, -his, 

-trp, -leu )

Sigma 
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 ומצעיםתמיסות ,בופרים  5.2

 

  מזוןמצעי 5.2.1

 ,מצעים שהכילו אנטיביוטיקה.  דקותCº121 20 עוקרו באוטוקלב בטמפרטורה של המצעים כל

  לטמפרטורה שלוקוררוהותכו ) צעי שמריםלמ(חומצות אמיניות או ) הגורם כרמליזציה(גלוקוז 

Cº56, פ" המצע ענמזגלאחר ערבוב  .החומצות אמיניותאו גלוקוז , רק אז הוספו האנטיביוטיקות 

  .הצורך לצלחות פטרי או לכלי הגידול

 220rpm בחיידקים וטולטלו במהירות סיבוב של אולחו E.coliמצעים נוזליים לגידול חיידקי 

 .Cº37  שלובטמפרטורה

 .Cº30 של וגודלו בטמפרטורה 250rpmטולטלו במהירות של   Sacharomyces cerevisiae -שמרי ה

 

 : חיידקיםלגידול מזון מצעי 5.2.1.1

E.coli: 

LB – Luria Bertani medium)  1989,.laet Sambrook (. 

Bacto trypton 10 gr/l 

Bacto yeast extract 5 gr/l 

NaCl 10 gr/l 

Bacto agar 15 gr/l                                   מוצק     למצע  

H2O  ליטרללהשלים   

 

 

 

 

 מצעי מזון לגידול שמרים 5.2.1.2

 :מצע מלא

YPD 

20 gr/l Bacto -peptone 

10 gr/l Yeast extract 

20 gr/l                                         Glucose

20 gr/l                                   מוצק     למצע  Bacto agar 
ליטר ללהשלים   H2O 

 

)Ausubel et al., 1994( 
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 : מצעים חסרים
-, trp-, his-ura: CM 

6.7gr/l Y.N.B -Yeast Nitrogene Base 

1.4gr/l Droup out medium

0.06 gr/l Leucine                                                      

20 gr/l                                         Glucose

20 gr/l                                   מוצק     למצע  Bacto agar 
ליטר ללהשלים   H2O 

 

)Ausubel et al., 1994( 

 
-, leu-, trp-, his-ura: CM 

6.7 gr/l Y.N.B -Yeast Nitrogene Base 

1.4 gr/l Droup out medium

20 gr/l Galactosee                                                

10 gr/l                                         Rafinose

20 gr/l                                   מוצק     למצע  Bacto agar 
ליטר ללהשלים   H2O 

 

)Ausubel et al., 1994( 
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 : ליטר1 -ל ).fMI - )Takebe 1972 צע לגידול פרוטופלסטים  מ5.1.3.4

KH2PO4 27.2 mg 

KNO3 0.101 g  

CaCl22H20 1.48 g  

MgSO47H2O 0.246 g 

KI 0.16 mg  

CuSO45H2O 0.024 mg  

Mannitol 90.0 mg  

Thamine-HCL 10 mg 

Glycine 2 mg  

Sucrose 5 g  

NAA 3.0 mg  

BAP 1.0 mg 

H2O   ליטר ללהשלים  

 .pH=5.8 -להביא ל

 

 ובופרים תמיסות 5.2.2

 

 -ºC80- חיידקים בלשמירת Hugness Freezing Medium תמיסת 5.2.2.1

 

12.6 gr/l K2HPO4 

0.9 gr/l Trisodium citrate 

0.18 gr/l MgSO4 

1.8 gr/l (NH4) 2SO4 

3.6 gr/l KH2PO4 

88 ml/l Glycerol 
 H2O   ליטרללהשלים 
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 :)Draper et al.. 1988( לשטיפת פרוטופלסטים CPW9Mתמיסת מלחים  5.2.2.2

 : ליטר1 -ל

KN2PO4 27.2 mg  

KNO3 0.101 g  

CaCl22H2O 1.48 g  

MgSO47H2O 0.246 g  

KI 0.16 mg  

CuSO45H2O 0.025 mg  

Sucrose 136.8 g 

Mannitol 90 g 

H2O  ליטר ללהשלים  

 .pH=5.8 - ללהביא

 

  :תמיסת אנזימים הידרוליטים להפקת פרוטופלסטים  5.2.2.3

 של תאי תמיסה זו שמשה לעיכול  דופן התא הצמחי ולמלת הביניים בין תאים שכנים ברקמה

 Cellulase R10 "ONOZUKA" ,0.4% 1%: אופן ההכנה.  DNAפטוניה שהוכנו להפצצה ב

Driselase ,0.2%ו Macerozyme R10 -סו בתמיסת  הומCPW9M תוך כדי ערבול איטי למשך 

 10mlחולקה למנות של  ו0.2µבשלב האחרון סוננה תמיסת האנזימים בתא סטרילי במסנן . שעה

 . עד לשימוש--200Cשהוקפאו ב

 

  :בופר אלקטרופורציה   5.2.2.4

10 mM HEPES buffer; 0.2 M maMnitol; 150 mM sodium chloride. 

 .pH=7.2  -להביא תמיסה ל
 

 )  Z) 1994, . et alAusubelבופר  2.2.55.

Na2HPO4
. 7H2O 16.1 g 

NaH2PO4
. H2O 5.5 g 

KCl 0.75 g 

MgSO4
.7H2O 0.246 g 

β-mercaptoethanol 2.7 ml 

H2O  ליטר ללהשלים  
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  .pH=7.0-להביא תמיסה ל

 .תמיסה זו לא הועברה עיקור באוטוקלב

 

 : TAEX50) רופורזהאלקט(לים ' הרצה לגבופר 5.2.2.6

 

   

242 gr Tris base 

57 ml Acetic acid glacial 

100 ml 0.5M EDTA PH=8 
 H2O השלמה לליטר 

 

 

 

  ss-DNA (2mg/ml)הכנת  5.2.2.7

 

 . או מיםTE שעות בתוך בופר 2-3- וממיסים עם סטירר כDNA של 200mgשוקלים  .1

 .20ºC--שומרים דוגמאות ב .2

 . דקות ולצנן בקרח5 לפחות לפני השימוש יש להרתיח .3

 

 1M (LiAc)הכנת תמיסת ליתיום אצטאט  5.2.2.8

 

 . במים מזוקקים1Mמכינים סטוק של תמיסת  .1

 PH=8.4-8.9-בודקים שה .2

 .מבצעים פילטרציה .3

 

 (PEG 50%w/v)פוליאתילן גליקול   5.2.2.9

 

 .PEG MW=3350 של 50gr של מים מזוקקים 35ml- דקות ממיסים ב30במשך  .1

 . עם מים מזוקקים100ml לנפח של מביאים .2

 .מבצעים סטריליזציה או אוטוקלאב .3
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 ואנליזות ביוכימיות שיטות מולקולריות  5.3

 

 ) Restriction enzymes( באנזימי הגבלה ששימו 3.15.

 

 פ" עההריאקציתנאי . MBI-ו Boehringer-Mannheim, Bio-Lab  נקנו מהחברותהאנזימים

 : הכילlµ20  שלהאקציריבנפח . הוראות היצרן

(0.5-2µg): 2-3µl- DNA 

10 units:1-2µl- restriction enzymes 

2µl- X10 reaction buffer  

15µl – H2O 

 

(Modifying enzymes)  5.3.2  שימוש באנזימים למודיפיקציות שונות 
 

  ריתוך מחדר לתוך פלסמיד- גציהיל

חובר לפלסמיד שנחתך בהתאמה  )גבלהה(  באנזימי רסטריקציהבקצוות שנחתך DNA של מחדר

-T4 DNA Ligase 1אנזים  ,1:3מחדר ופלסמיד ביחס מולרי : ההריאקצי תנאי. באותם האנזימים

2 units לגציה המכיל  ובופרATP,  הושלמה לההריאקציתמיסת -lµ15 בטמפרטורה של והדגרה   

Cº12  הלילהלמשך . 

 DNA מולקולת הסרת זרחן מקצוות של – דפוספורילציה

וזאת על מנת למנוע העדפה , לפלסמידים DNA שיבוט נעשתה בחלק מהמקרים של דפוספורילציה

.  של חיתוך חלקי או במקרה של חיתוך באנזים הגבלה אחדבמקרהשל סגירת הפלסמיד על עצמו 

 מחברת שלו ופרהבו Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) אנזיםה בעזרת נעשתההריאקציה  

Roche לאחר מכן ה. הוראות היצרן לפי-DNA מהאנזים והמקטע  להיפטר מנת עלל  ' על גהורץ 

 .ל' מהגהופק

 . Alkaline phosphatase האנזים של units 0.5 פו הוסlµ20 לראקציית החיתוך בנפח .1

 . דקות30 למשך C037- הודגרה בההריאקצי .2

   דקות 30 משךל Alkaline phosphatase של האנזים units 0.5 לאחר מכן הוסף עוד .3

  .C037-נוספות ב      

 .ל'י הרצה מיידית על הג" או ע דקות15 למשך C0 65- הדגרה בי" הופסקה עההריאקצי .4

 .-C0 20- נשמר בא"הדנ .5
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  )et al Sambrook. , 1989( ל אלקטרופורזה'בג DNA והפרדה של זיהוי  3.35.

 

 -0.8בין   (ל 'ריכוז הג. 50-100Voltתח של ל אגרוז במ' נעשית בגהפלסמידי  DNA האלקטרופורזת

 ,1-30Kb - %0.8,   - 0.5-10Kb%1 ( , יש להפרידאותם  DNA נקבע בהתאם לגודל מקטעי ה) 2%

 (2% - 0.05-2Kb ,מאיכות האגרוז ultra pure reagent הרצה בבופר הותך TAE הלצביעת DNA  

 התהליך על לאחרל 'שבג DNAתים נצבע הלעי, 0.5µg/ml של  בריכוז סופיהכנתו בזמן EtBr הוסף

 וצולם U.Vל נבדק על שולחן 'הג.  דקות20 למשך 0.01% בריכוז EtBrידי השרייתו בתמיסת 

 .במצלמת פולרואיד

 

 אגרוזל ' מגובידודו DNA חיתוך

DNA מקטע ה. ל אגרוז' באנזים הגבלה והורץ על גנחתך DNA נחתך - על פי גודלו ומיקומושזוהה 

 :קה באחת מהשיטות הבאותל ונו'מהג

 :ל אגרוז'מג DNA לניקוי ערכה .1

 : עבר ניקוי בעזרת ערכה מסוג40bp-10kbמקטע בגודל 

Jet Quick Gel Extraction Spin kit/50 Cat No 420050לפי הוראות היצרן  

 :  והשקעההפשרה, הקפאה. 2

  . דקות2-3  נוזלי למשךבחנקן והוקפאה נחתכה DNAל שהכילה את מקטע ה' גשל הקוביי .1

  ).UVל נעשה בעזרת מגש 'איתור המקטע בג(      

 . מלאה להפשרה עד  40°C  37°C - בטמפרטורה של  המקטעהופשרלאחר ההקפאה  .2

 .  דקות20  בצנטריפוגת אפנדורף למשךסורכזהמקטע  .3

 . הוצא ונעשתה השקעה אתנוליתהעליוןהנוזל  .4

 

 אתנולית השקעה 5.3.4

כאשר   DNAמ להגיע לריכוזים גבוהים של " עמחיידקים DNAשל  שימש בהפקה ההשקעה תהליך

  .  או לצורך טרנספורמציה לפרוטופלסטים,היה מדובר ב פלסמיד שהינו בעל מספר העתקים נמוך

 של נפחים  2-2.5 -ו)  הנפח3M NaAcet, PH 5.2 ) 1/10 מוסיפים בנוזל  DNA -ה תמיסתל .1

 .אתאנול קר

 . ללא וורטקס עדיןערבוב .2

  .-20 - בo.n או שעתיים עד  80°C--דקות ב 20ה למשך הקפא .3

 . דקות10סרכוז למשך  .4

 .%70 באתנול ים פעמייםטפוש .5

 .Cº50 או בפלטה  ואקוםי"יבוש המשקע ע .6

  .TEהרחפה במים או  .7



 39

 . דקות10 למשך  Cº55 חימום בטמפרטורה של .8

 

  )PCR) Polymerase Chain Reaction ראקצית 3.55.

 :דתי לעבוPCRהשימושים ב 

 כילים אתר שיבוט לוקטורים במערכת המCP -יצירת מקטעים מקוצרים של ה .1
 השימרית

 .CP -יצירת מוטציות נקודתיות ב .2

 .וידוא טרנספורמציות לשמר .3
 .וידוא ליגציות וטרנספורמציות לחיידקים .4

 במכשיר מסוג) Kwok and Higuchi., Ochman et al., 1989:( פ" עבוצעה הראקציה

 T-Gradient חברת של Biometra ) תמר.( 

 על ידי שימוש בשני פריימרים הומולוגיים לשני ספציפי DNAשיכפול מקטע : השיטה עיקרון

שבמקור בודד מהחיידק התרמופילי  (Taq DNA polymerase האנזים. ות המקטעוקצ

Thermophilus גדיל חדש על ז תמסנ ,) שחיוניות לתהליךגבוהות עמיד ופעיל בטמפרטורות ולכן

ומשתמש בנוקלאוטידים שמסופקים ( לפריימרים בהמשך  DNA בסיס התבנית של מקטע ה

 נוסףז גדיל תז משמש במחזור הבא כתבנית שעליה מסונתהגדיל החדש שסונ, ) הראקציהבתמיסת

   . שהעלייה היא אקספוננציליתכך, וכן הלאה בהתאם למספר המעגלים שבריאקציה

 :תבצעים הצעדים הבאיםבכל מעגל בריאקציה מ

 . שניות60-30 למשך C0 94 - )הגדילים להפרדות גורם( DNA ה חימום - Denaturation. א

 עםחיבור הפריימרים  -,  הפריימריםשל  Tm  הטמפרטורה בהתאם להורדת -Annealing   .ב

 . שניות30-60  למשך. הגדילים המשלימים להם

 זה האנזים בשלב.  Co72 טימלית לפעילות האנזים האופרטורה לטמפחימום – Elongation. ג

 שביניהם ולקבלת גדיל קומפלמנטרי לגדיל ששימש המרווחמאריך את הפריימרים לסגירת 

 . שניות90-120 משך הריאקציה   .כתבנית

 שימוש נעשה DNA של מקטע לנוכחות  ושמריםE.coli של חיידקי ובסריקה בפלסמידים •

 . מחזורים30בתוכנית שכללה  

מ למנוע הגברה של טעויות בסינתזה " מעגלים ע15 מבוצעים רק site directed mutagenesisב  •

 ). פלסמידים שלמים(האנזים מסנתז מקטעים ארוכים שמאחר 

 

 

 

 :הראקציה תערובת

1. 1-2 µl DNA בריכוז של/µl  40 ng/µl-50ng. 

 .מהפריימרים מכל אחד  l -µ/ ng 55כ .2

3. 1µl 10 מתערובתmM dNTPs) ל מראשנמה(. 
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4.  2.5µl מכיל יוני (הריאקצי בופר   Mg2+( 

5. 1-2 units אנזים Taq polymerase)   שלMBI.(  

 .µl 25 לנפח של ddH2O בלהשלים  .6

ורק ) MIX= סטוקתמיסת( רבים רוכזו מרכיבי תערובת הראקציה של מספר ראקציות במקרים •

 .אז נעשתה חלוקה למבחנות הראקציה
 

Site directed mutagenesis 

 
 .טכניקה זו מאפשרת יצירת מוטציות נקודתיות באזורים ספציפיים על פני הפלסמיד

 : השלבים ביצירת המוטציה

מ למנוע שגיאות לא "ע,  קטן יותררשברצוננו לשנות לווקטו DNA -קטע  היש להעביר את  .1

 .מכוונות

 כילים  כשבמרכזם הם מHPSF בניקיון של bp 30יש לסנתז פריימרים משלימים בגודל של  .2

 .         את השינוי בנוקלאוטיד הרצוי

 כביקורת מעמידים  , ng 5-50 תבניתי DNA בסידרת מיהולים של PCRמריצים ריאקציית  .3

 . הם רוב במבחנהPCR מ לוודא שתוצרי ה "         ריאקציה ללא פולימראז ע

 לא (ותל  ממDNAהחותך  ,Bio-Lab  של חברתI  Dpn האנזיםמבצעים ריאקציית חיתוך עם .4

  אנזים מוסף לכל מבחנת ריאקציה 1µl). לא מכיל את המוטציה הנקודתית=PCR תוצר         

 . דקות90 למשך Cº37  -         ואינקובציה ב

 -כל ה,  במבחנות הריאקציה ובביקורת ללא פולימראזDNAל שישנו 'מוודאים בהרצה על ג .5

         DNAעבר דגרדציה . 

 .ורצוי להשתמש במושבות מהמיהול הכי גבוהמבצעים טרנספורמציה  .6

 . מוודאים את המוטציה קביעת רצף י "ע .7

 .החזרת הגן עם המוטציה אל הוקטור הרצוי .8
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 רשימת פריימרים  5.3.6

 

 :להלן פירוט רשימת הפריימרים שבהם השתמשתי לעבודה

No name Sequence produc שימוש

er 

Tmº

c 
1 cp-mut1 F  5' cga tgg gga tcc atg 

tcg aag cca cca 3'

עם מוטציה   CPיצירת 

 NLS - בנקודתית

IDT 67.8 

2 Cp-ApaI R 5' cca gag ggc cca cca 

ata act gta g 3'

  מקוצרCP יצירת 

1-190 aa 

IDT 62.5 

3 Mut3-F              5' gtc tcg aag gtt cgc 

cta agg ctg aag ttc gac 

3'

Site directed mutagenesis 

 

MBC 71.9 

4 Mut3-R    5' gtc gaa gtt cag cct 

tag gcg aac ctt cga gac 

3'

Site directed mutagenesis 

 

MBC 71.9 

5 HindIII 184aaCP R 5' aag ctt aaa ttt cct cat 

cac ttg aaa cc 3'
  מקוצרCPליצירת 

1-184aa 

MBC 61 

6 EcoRI-F 5' caa gaa ttc cga tgg 

gga tcc atg tcg 3'

 השלם  CPפריימר לשיבוט ה 

 pJG4-5לתוך הפלסמיד 

IDT 61.1 

7 XhoI-R    5' ctt ctc gag cag ctg 

cag tta att tga ta 3'   

  השלם CP-  השיבוטפריימר ל

-pJG4תוך הפלסמיד השמרי  ל

5 

IDT 58.8 

8 XhoI-184R 5' ctt ctc gag tta aaa  ttt 

cct cat cac ttg 3'

  מקוצר CPשיבוטר לפריימ

-pJG4תוך הפלסמיד השמרי  ל

5 

IDT 56.1 

9 EcoRI-2F 5' caa gaa ttc cga tgg 

gga tcc atg tcg acg cca 

3'

 עם שתי מוטציות CP  שיבוטל

 NLS -בנקודתיות 

IDT 66.8 

10 EcoRI- 41F 5' caa gaa ttc aag cga 

cga tca tgg acg 3'

 חומצות 40 החסר CPלשיבוט 

 הקצה האמיניאמינו מ

IDT 59.8 

11 EcoRI-53F 5' ccc gaa ttc ccc aga 

ata tac aga atg tat 3'

 חומצות 53 החסר CPליצירת 

  האמיניאמינו מהקצה 

IDT 57.9 
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12 pJG4-5 forward 5' gat gcc tcc tac cct tat 

gat gtg cc 3'

 IDT 62.5 לקביעת רצף

14 pJG4-5 reverse 5' gga gac ttg acc aaa 

cct ctg gcg 3' 

 IDT 62.5 לקביעת רצף

14  forward+1113 5' aaa tcg ata tat ttt tta 

ggt aaa g 3'

 מחומצה CPלקביעת רצף של 

  והלאה113אמינית 

IDT 52.1 

14 BglII nCP-F 5' act cag atc tcg atg tcg 

aag cga cca 3'

 CP mut3   -ו CP-הלשיבוט 

 pSAT בפלסמיד CFP - ל

 )FRET( 

IDT 62.6 

15 EcoRI CP-nR      5' gca gaa ttc att tga tat 

tga atc 3'

  Cpmut3- ו CPלשיבוט 

 pSAT  בפלסמיד CFP-ל

)FRET( 

IDT 48.9 

16 BglII cCP-F 5' ctcaga tct atg tcg aag 

cga cca 3'

   CP mut3- וCPלשיבוט 

 pSAT  בפלסמיד YFP-ל

) FRET( 

IDT 58 

17 EcoRI cCP-R 5' tgc aga att cga tta att 

tga tat tga atc 3'

 CP mut3    - וCPליצירת 

  בפלסמיד YFP-המאוחה ל

pSAT) FRET( 

IDT 53.2 

18 BglII C4-F 5' act cag atc tcg atg 

ggg aac cac 3'

  CFP- המאוחה לC4לשיבוט 

  pSATבפלסמיד 

)FRET( 

IDT  60.2 

19 EcoRI C4-R 5' gca gaa ttc ata tat tga 

ggg cct cgg 3'

  CFP- המאוחה לC4לשיבוט 

  pSATבפלסמיד 

)FRET( 

IDT 59.1 

20 1-kara-US 5' gag atc tat gtc act 

gag gcc gaa 3'

 Karyopherin פריימר לאיחוי 

α1ל -YFP 

)FRET( 

IDT 57.9 

21 2-kara-DS 5' cga att cca tca act 

gaa gtt aaa tcc tcc cga 

3'

 Karyopherin פריימר לאיחוי

α1ל -YFP   

)FRET ( 

IDT 61.2 

22 3-35Sprom-e-US 5' gga cgt cga gag ttc 

tca a 3'

לקביעת רצף לחלבונים 

בקצה האמיני של  המשובטים 

  pSATפלסמידי

IDT 53.9 
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)FRET( 

23 4-35Sterm-s-DS 5' gac tgg tga ttt ttg cgg 

ac 3' 

לקביעת רצף לחלבונים 

בקצה  המשובטים

  פלסמידי של וקסילי של הקרב

pSAT 

)FRET( 

 

IDT 54.5 

 

 

 

 

 DNAקביעת רצף הבסיסים של   3.75.

 chain" (קטיעת השרשרת"המבוססת על עקרון , Sangerי שיטת "קביעת רצף הבסיסים נעשה עפ

termination method( ) Sanger et al., 1977( , במכשירApplied Biosystem 373A TaqDeoxy 

Terminator Cycle Sequencing Applied Biosystem 373A DNA sequencer  בחברת MBC  .

י שימוש בפריימרים הספציפיים מתוך "בעבודה זו נעשה קביעת רצף לצורך אישור הליגציה ע

קביעת רצף .  ובשיטה זו נקבע רצף הבסיסים לאורך כל המחדר.רצפים הסמוכים למקום המחדר

 .אורך כל המחדרהבסיסים נעשתה בשני הכיוונים ל

 DNAאנליזת מחשב של רצפי   3.85.

 .)DNAMAN)Lynnon BioSoft    בתוכנתאנליזת מחשב של רצפים נעשתה 

  DNA   הפקת   3.95.

 : E. coliמחיידקי ) מיניפרפ (מספר מיקרוגרם בכמות של פלסמידי DNA של הפקה .1

 :QIAGEN בעזרת ערכה של חברת הפקה

OIAprep Spin Miniprep Kit cat:27104 Mini  

 .  הוראות היצרןלפי

 :E. coliמחיידקי ) יפרפדמי(מיקרוגרם עשרות  בכמות של פלסמידי DNA של הפקה .2

                                                                                        : LTD Lab Bio(Nucleobond(חברתשל ערכה בעזרת הפקה

 cat:740573 .NucleoBond PC100 Kit (20 preps) 

 A rapid alkaline extraction method for the isolation ofבשיטה  לפי הוראות היצרן

plasmid DNA (Birnboim 1979). 

 

 

 

 

 



 44

 

 החיידק ששימש אותי בעבודתי   5.3.10

 :coli.E ,חיידקה ןז

• DH10B ם בייעילות גבוהה מאוד  חיידק זה שימש אותי להכנת חיידקים אלקטרוקומפטנטי

(>108colony/µg DNA) כ איחסן פלסמידים שעברו ליגציה לחלקי ה"וע-CPהשונים . 
 :גנוטיפ החידק

F’, endA1, hsdR17(rk-mk+), supE44, thi-1, recA1, gyrA, (Nalr), relA1, D(lacZYA-

argF)u169’ (80lacZ M15), mcrA, mcrBC, mrr, hsdRMS. 
 

 סמידים לחיידקים קומפטנטיים פלהחדרת  5.3.11

מכת חום - הראשונה;  של פלסמידים לחיידקיםלהחדרה העבודה נעשה שימוש בשתי שיטות במהלך

 .והשניה שימוש באלקטרופורטור, וקור

- לטרנספורמציה  לחיידקים באמצעות שוק חוםCaCl 2  עם)coli.E (קומפטנטיםחיידקים הכנת 

 קור

 .ml 50במבחנה סטרלית של , 37oC - בLB over night של ml 5 -גידול חיידקים ב .1

 2-3 - במשך כ OD=0.4-0.6 - וממשיכים לגדל עד לLB עם מצע 100מוהלים את התרבית פי  .2

 .שעות

 מרגע זה מתחילים לעבוד בקרח •

 .80%  גליצרול CaCl2  0.1 M, מקררים תמיסת 

 .4oC -מקררים צנטריפוגה ל. 4

 .םמחלקים את החיידקים לשני מיכלי. 5

 4oC .- ב rpm 6000 דקות במהירות 8מסרכזים . 6

 .שופכים בעדינות נוזל עליון. 7

 . לכל מיכלml   CaCl2 0.1 M 31- בהמשקעמרחיפים את . 8

 . דקות20קרח למשך באינקובציה . 9

 .4oC - בrpm 6000 דקות במהירות 8מסרכזים , מאחדים את שני המיכלים. 10

 .שופכים נוזל עליון. 11

 .ml  CaCl2 0.1 M 14רחיפים באיטיות ב מ. 12

 . ומערבבים בעדינות80% גליצרול  ml 6.5מוסיפים . 13

 .זורקים לחנקן נוזלי ומחלקים למבחנות אפנדורף בקרח. 14

 . 80- -שומרים ב. 15
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 בעזרת שוק חום וקור) טרנספורמציה( פלסמידים לחיידקים החדרת

 .בקרחהפשרת החיידקים הקומפטנטיים .1

2. µl 1-2פלסמידי א" של דנ  ) ng100-300(  ל הוספו µl 100                            חיידקים קומפטנטיים והונחו  

 .  דקות30 למשך  בקרח    

 .דקות 5 הועברו לקרח למשך כ"ומיד אחדקות  2 למשך C 420החיידקים הועברו ל   . 3

 .  LBמצע  1mlהחיידקים אוששו עם . 4

  .C 370 ב וחציקים טולטלו למשך שעה החייד. 5

 .rpm 5000 -בדקות  5החיידקים סורכזו למשך . 6

ה  והאנטיביוטיקה המתאימ LB על גבי צלחת פטרי עם מצעונזרע  µl 100 הורחף ב המשקע . 7

 .לסלקציה

 . הלילהלמשך C370 ב  ו הודגרצלחותה. 8

 

  )coli. E (אלקטרוקומפטנטים חיידקים הכנת

 .ml 50במבחנה סטרילית של , C370 -ב ml LB over night 5 -דקים בגידול חיי .1

   2-3 -משך כל OD=0.5-1.0 - וממשיכים לגדל עד לLB עם מצע 100מוהלים את התרבית פי  .2
 .שעות      

 . דקות15-30 -מניחים את התרבית בקרח ל .3

  . C40  - דקות ב15 למשך rpm 4700 -מסרכזים ב .4

 .משקע בנפח זהה של מים סטרילים קרים של ההרחפהשפיכת נוזל עליון ו .5

 . C40  - דקות ב15 למשך rpm 5000 -מסרכזים ב .6

 . קר10%משקע במחצית הנפח עם גליצרול הרחפה של השפיכת נוזל עליון ו .7

 .C40 - דקות ב15 למשך rpm 5800 -מסרכזים ב .8

 .קר 10% מהנפח ההתחלתי עם גליצרול 2% -משקע בהרחפה של השפיכת נוזל עליון ו .9

 .C40 - דקות ב15 למשך rpm 6200 -מסרכזים ב .10

 . קר10% מהנפח ההתחלתי עם גליצרול 0.3% -משקע בהרחפה של השפיכת נוזל עליון ו .11

 . מסומנות)ml 1.5(לקים את החיידקים למבחנות אפנדורף קרח מחב .12

 .C0  -80 בטמפרטורה של מאוחסניםהחיידקים  .13
 

  .פטנטים אלקטרוקומcoli. E פלסמיד לחיידקי החדרת
 :הבאים בוצעה בתנאים הטרנספורמציה

1. lµ 50 חיידקי DH10B שהופשרו בקרח עורבבו בקיווטה קרה עם קומפטנטים lµ 1 של DNA  

 electroporatorות המכשירעבאמצ (1500V -ו Ω   400 :מתן פולס חשמלי בערכים הבאים .2

 .)Ependorf   של חברת 2510
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 ).לאישוש החיידקים( Soc תמיסת 1ml  קיםלחייד מוסיפים לאחר הפולס החשמלי מיד .3

  . בטילטול שעות1.5 למשך C370  לטמפרטורה שלמועבריםהחיידקים  .4

 -ב שעות 16ג צלחות פטרי עם מצע סלקציה מתאים ומגדלים במשך "זורעים את החיידקים ע .5

C370. 

 הקומפטנטיים יעילות החיידקים בדיקת  5.3.12

ng .1 0.01הפלסמיד   של Puc19  קודם לחיידקים באופן שתואר דרוהוח. 

2  . µl100  מהתרבית נזרעו במיהולים של  ,x1  x10,, x100  גבי צלחות פטרי על LB עם        

 .µg/µl 100 של  סופי בריכוז Ampicilline ההאנטיביוטיק   

 . הלילהלמשך C370התרבית הודגרה ב  . 3

 .DNA של µg1   עבורהקומפטנטיותהמושבות נספרו וחושבה . 4

 .א" קומפטנטיים ללא דנחיידקיםכביקורת בוצע התהליך גם עם . 5

 

  חיידקים מותמריםשימור  5.3.13

 

  את האנטיביוטיקה המתאימהשהכיל LB נוזלי מצע  5ml -ב  גודלוחיידקים ממושבה בודדת . 1

 . שעות 16 במשך C370 של בטמפרטורה

2.  ml0.5 מהחיידקים עורבבו בעזרת וורטקס עם ml0.5  תמיסת Hogness Freezin  Medium  

 .-C080 של בטמפרטורה ונשמרו

 

 :פלסמידים ששימשו בעבודה זו  5.3.14

  : E. coliעבור חיידקי 

                              

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

עמידות שם הפלסמיד  מקור

pSAT6-EYFP-C1

pSAT6A-ECFP- N1 

Amp 

Amp

 

Tzfria et al., 2005

 Tzfria et al.,2005
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 עבור השמרים

 
סלקציה  מקור

 בשמרים

עמידות 

 בחיידקים

 שם הפלסמיד

Ausubel et al., 1994trpAmppJG4-5

Ausubel et al., 1994hisAmppEG202

Ausubel et al., 1994uraAmppSH18-4

Ausubel et al., 1994hisAmppSH17-4

Ausubel et al., 1994hisAmppRFHMI

 
בחיידקים ישנה עמידות לאנטיביוטיקה אמפיצילין ובשמרים הפלסמידים מעניקים יכולת גדילה 

 . (ura) והנוקלאוטיד אורציל (his)היסטידין , (trp)ללא חומצות אמינו  טריפטופאן 
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  Two Hybrid SystemYeast -שיטות ל  45.

 

 )et alGietz . , 1995( והחדרת פלסמיד LiAc באמצעות מפטנטייםקושמרים  הכנת  4.15.
 

 .ml 125בארלנמייר , C280-ב ml YPD -  over night 30- בשמריםגידול  .1

 . nm 600 -בOD=0.5    1--בבקר לגדל עד ל .2

 .פ החדר" דקות בטמ5 למשך rpm 5000-מסרכזים ב, כל אחת ml15  מבחנות 2-חלוקה ל .3

 משקע במחצית מהנפח ההתחלתי עם מים סטרילייםחפה של ההרשפיכת נוזל עליון ו .4

 ) ml7.5 לכל מבחנה  ( 

 . דקות5 למשך rpm 5000-מסרכזים ב .5

במבחנת mM LiAc 100 מהנפח ההתחלתי עם 2%-משקע בהרחפה של השפיכת נוזל עליון ו .6

 .אפנדרוף

 . שניות15  למשךrpm 13000-מסרכזים ב .7

 mM 100 מהנפח ההתחלתי עם 1%לנפח סופי של מוציאים נוזל עליון והרחפה של המשקע  .8

LiAc. 

  .7-8כ " לכל מבחנה סטרילית סהµl 50מבצעים וורטקס לתרחיף התאים ומחלקים  .9

 .LiAcמשקיעים את התאים ומוציאים  .10

 :ל לקבלת תערובת הטרנספורמציה"לכל מבחנה מוסיפים את המרכיבים הבאים בסדר הנ .11

1. 240 µl PEG (50%w/v) 

2. 36 µl 1M LiAc 

3. 25 µl ssDNA (2mg/ml) 

4. 50 µl water and plasmid DNA (0.1-10µg) 

 .מערבבים בחוזקה כל מבחנה  בוורטקס למשך דקה .12

 . C280-ב דקות 30אינקובציה  .13

 . דקות20-25למשך   C420-בשוק חום  .14

 . שניות ומוציאים את תערובת הטרנספורמציה15  למשךrpm 6000-מסרכזים ב .15

 .יים כל אחת מהמבחנותמים סטרילµl 500 מרחיפים עם   .16

 מתערובת הטרנספורמציה על צלחות עם המצע המתאים לסלקציה של µl 200 -כמורחים  .17

 .מושבות המכילות את הפלסמיד

 .C280-ב ימים להופעת מושבות 2-ממתינים כ .18
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 הכנה לאינדוקציה  5.4.2

חות הסוכרים גלקטוז  היסטידין וטריפטופאן ובנוכ,מושבות חיוביות גודלו במצע נוזלי חסר יורציל

 אשר מבקר את שיעתוק הגנים Gal1 פעילות הפרומוטור גלקטוז  מאקטב את. over night ורפינוז

 אשר מבקר את הגן לשיפעול Gal1 גלוקוז מדכא את הפרומוטר .ורפינוז משמש כמקור אנרגיה

 .המערכת השמרית ולא יהיה שיעתוק של הגנים

 

 . כמבחן לאינטראקציה של החלבוניםsidasegalacto-βבדיקת הביטוי של   4.35.

 galactosidase-βמבחן איכותי לביטוי   4.3.15.

אשר מבצע הידרוליזה של מגוון                        , β-galactosidaseמקודד לאנזים   E.coli  של lacZהגן

, β-D-galactosidesשות של מבחן בגלל הקלות והרגי.  כולל סובסטרטים עם תוצר פירוק בעל צבע

בשיטה זאת מושבות שמר ששובטו לתוכם שלושת ) פי מידת ביטוי האנזים-על(ניתן לבחון , זה

 . הפלסמידים
  :ישנן שתי דרכים לבדיקה האיכותית

ליכולתם , זמנית-פרוטוקול זה מתאר שיטה פשוטה ומהירה לאנליזה של מספר מושבות שמר בו.א

לבן של מושבות שהועברו /סת על מבחן צבע כחולמבוס, שיטה זאת. β-galactosidaseלבטא 

י "בשיטה זאת שוברים את ממברנת התאים ע. כמותית מבחינה הנה פחות רגישה , לממברנת ניילון

 :הסובסטרט בשיטה זאת הנו. הקפאה בחנקן נוזלי

Brom-4-Chlor-3-Indolyl-b-D-5 galactopyranosid (X-Gal ). 

 :צלחת מצע בה את שלושת הפלסמידיםמורחים מושבה בודדת של שמר המכיל .1
 CM: ura-, his-, trp-  ב שעות 48ומגדלים-C280. 

 על הצלחת ולוחצים בעדינות Amersham של Hybond-Nמניחים ממברנת ניילון  .2

 .לספיחת המושבות על הממברנה

 .מרימים את הממברנה ומכניסים לחנקן נוזלי .3

 דקות עד 5-ניחים על נייר ווטמן כמוציאים את הממברנה מהמיכל עם החנקן הנוזלי ומ .4

 . פעמים3חוזרים על פעולה זאת , להפשרת הממברנה

 המכיל             Z ומספיגים את הנייר בבופר 3MMמכינים צלחות פטרי עם נייר ווטמן  .5

1mg/ml X-gal . את ממברנת הניילון מניחים מעל לווטמן ומאפשרים לבופר להיספג

 .בממברנה

 וצבע כחול במושבות המבטאות את האנזים מופיע בביטוי  C280-במניחים את הצלחת   .6

מושבות שלא מבטאות . מוגבר תוך מספר דקות ובמושבות עם פעילות מועטה תוך לילה

 .את האנזים ישארו לבנות

 

-X  בתוספת הסובסטראט ) בנוכחות גלקטוז ורפינוז(על גבי צלחות אינדוקציה זריעת שמרים .ב

Gal (20mg/ml) ,המדווח את הגן לשמרים לבטא יגרמו  lacZ )  במקרה ומתרחשת אינטראקציה
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-X )  אשר יפרק את הסובסטראט β-galactosidase - לתוצר הגן הוא ,)בין שני החלבונים הנבדקים

Gal.(תוצר הפירוק הוא בעל צבע כחול . 

 

 מבחן איכותי ליכולת גדילה ללא לאוצין  5.4.4

 גן זה אינו .יזה של חומצה אמינית לאוציןת לסינLEU2 נמצא הגן EGY48בכרומוסום השמר 

-CPמושבות שמר אשר נוצר בהם קשר חלבוני . כיוון שרצפי הבקרה שלו הוחלפו, פעיל בשמר

CP  לבחינת מושבות שמר ששובטו לתוכם . לגדול על מצע חסר לאוציןיכולות לפיכך

, היסטידין, רצילאורי זרעתי מושבות אלו על מצעים חס, CP מקטעי יםהפלסמידים המכיל

מושבות לעומת טריפטופאן ולאוצין לסלקציה של מושבות המכילות את הפלסמיד הנבחן 

  .היסטידין וטריפטופאן בלבד, שגודלו במצעים חסרי  יורציל

  CM: ura-, his-, -trp -: מצע נוזלי-3ml  ב גידול מושבות שמרים המכילים את הפלסמידים.  1

over night        ב-C280 , 50במבחנה סטרילית שלml.  

 .600nm   באורך גל )0.5-0.7 ( צפיפות אופטיתאים את כל התרביות הנבחנות לאותהמבי.  2

 10-3. ,10-2, 10-1, ללא מיהול: מבצעים מיהולים של התרבית.  3

 .C280-ים בימ 4-5 לומגדלים  -CM: ura-, his-, trp-, leu: מכל מיהול על צלחות 10µlזורעים  . 4      
 .זריעת השמרים במיהולים שונים מאפשרת איפיון כמותי של האינטראקציות

 שימור שמרים מותמרים

ות טריפטופאן  האמיניותהחומצללא  CM   מצעml 3-שמרים ממושבה בודדת גודלו ב .1

 . שעות16 במשך ºC 30 בטמפרטורה של  ורצילאוהיסטידין וללא הנוקלאוטיד 

2. 1 ml80זרת וורטקס חזק עם   מהשמרים עורבבו בע µl ,DMSO  של  בטמפרטורה ונשמרו 

C080 -. 
 

 

 י בעבודתיהשמר ששימש אותזן 

Sacharomyces cerevisiae strain EGY48 (Ausubel et al., 1994)                                    

MATα trp1, his3, ura3, 6 lex Aopu-LEU2.                 
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 פרוטופלסטיםל DNAחלוף של -תברטרנספורמציה   55.

 )Giles 1983(הפקת פרוטופלסטים    5.15.

 ודוקרים אותם ליצירת שטח , חותכים עלים מצמחים הגדלים בתנאים סטריליים .1

 . גדול יותר לצורך פעילות של אנזימים פרוטאוליטיים פנים   

אנזימים  ). mecerozyme, driselase, cellulase(מדגירים את העלים עם אנזימים פרוטאוליטים  .2

וישחררו תאים , אלו יעכלו את דופן התא הצמחי ולמלת הביניים בין תאים שכנים ברקמה

 ).פרוטופלסטים(בודדים חסרי דופן 

, M 0.4 המכיל סוכרוז CPW9M  פעמים בבופר3מנקים את הפרוטופלסטים בבקבוקי הצפה  .3

 פרוטופלסטים יצופו על פני הבופר ושיברי .' דק10 במשך rpm 600אחרי סירכוז במהירות של 

 .    התאים ופרוטופלסטים מתים ישקעו אל תחתית הבקבוק

      

 ) et alFromm.,  1985( לפרוטופלסטים DNAטרנספורמציה ברת חלוף של  5.25.

 .הרחפה של פרוטופלסטים בבופר אלקטרופורציה .1

 -ו Ω 67 : פולס חשמלי בערכים הבאיםמתןידי -על אלקטרופורציה בעזרת נעשה DNAהוספת  .2

250V באמצעות מכשיר אלקטרופורטור ECM399של חברת  BTX (A division of 

Genetronic, Inc) . 

 . שעות18והדגרה למשך ) MI(הוספת בופר התאוששות  .3
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 תוצאות. 6
 
 

כפי . האמיר של העגבניי של צהבון הס בחנתי את תהליך יצירת קופסית הווירובמהלך עבודתי

בדקתי לשם כך ). CP(חלבון המעטפת ,  יחידות של חלבון יחיד110- בנויה מסשידוע קופסית הווירו

ועם המוטנטים בעלי מוטציות נקודתיות ומוטציות אינטראקציות של חלבון המעטפת עם עצמו 

 שני חלבונים אלו .GroEL -ו Karyopherin α  1ועם שני חלבונים נוספים  חסר שיצרתי בו וכן

 סעם חלבון המעטפת ובתרומתם להמשך קיום הווירו ידועים ביכולת האינטראקציה שלהם

 בתוך כנימת עש GroEL , ,שניה ו )העגבניי(בתוך הצמח  Karyopherin α,1 ,אחדה .והעברתו הלאה

 .הטבק

ערכת  במלאחר מכן ו, Two Hybrid System Yeast -במערכת שמריתראשית הבדיקה התבצעה 

 .FRET י בדיקת " ע, פרוטופלסטים,צמחיתה

בקצה הקרבוקסילי של והתבצעו בקצה האמיני האמיני   המעטפת  שיצרתי בחלבון המוטציות 

 .NLS - טרמינלי התמקדתי בN - באזור ה.חלבון המעטפת

  מוטציות נקודתיות בחלבון המעטפתיצירת  6.1

 NLS- הבאזורמוטציות 

 הקטע  המודגש ,5 'תמונה מס (NLS-מוטנטים באזור המעטפת חלבוני  4 במהלך עבודתי תכננתי 

 .)בכחול

הן הוחלפו לחומצות אמינו ו , בפלסמת התאחומצות האמינו אשר הוחלפו הן בעלות מטען חיובי

 .ניטרליות ללא מטען

  לפרולין4 בעמדה ארגיניןשינוי חומצה אמינית  .1

       

CP mut1: cga        cca                                                                                              

                                                                                                                      
 . לפרולין4 בעמדה ארגינין לטראונין  וחומצה אמינית 3שינוי חומצה אמינית ליזין בעמדה  .2

                           

                                 acg cca                                         CP mut2: aag cga                

                                                                                                                                                                                 
                          ללאוצין                                                                 19 בעמדה ארגיניןשינוי חומצה אמינית  .3

CP mut3- cga                     cta                                                                                                    

                                                                                                                                                

 כך שאורכו הנותר , טרמינליC חומצות אמיניות מהקצה ה 76שנקטעו ממנו יצירת חלבון מעטפת  .4

 CP -אותה מוטציה אשר תוכננה ב,  לפרולין 4 בעמדה ארגיניןמוטציה של החלפת ובנוסף לכך  184,

mute1.  
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 טפתיצירת חסרים בחלבון המע. ב

 .CP1-184: מהקצה הקרבוקסילי חומצות אמינו 76יצירת חלבון מעטפת החסר  .1

 חלבון זה אינו מכיל :CP 41-260 מהקצה האמיני חומצות אמינו 40יצירת חלבון מעטפת החסר  .2

 .חיוני לאינטראקציה של חלבון המעטפת עם עצמוה, NLS-את ה

. CP 41-184 צה אמיני ובקצה הקרבוקסיליבק ,חסר בשני קצותיובעל יצירת חלבון מעטפת . 3

 החסר . חומצות אמינו בקצה הקרבוקסילי76 חומצות אמינו בקצה האמיני וחסר 40חלבון זה חסר 

ביכולת של חלבון המעטפת והדבר עלול לפגוע , א בשני האזורים אשר חיוניים לאינטראקציהוכאן ה

 .ון החסרעם החלבון השלם ועם החלב, ליצור אינטראקציה עם עצמו

 חומצות 53 החסרת .CP 54-260 מהקצה האמיני חומצות אמינו 53יצירת חלבון מעטפת החסר  .4

גם ו) 3-20בין חומצות אמינו ( העיקרי הממוקם בתחילת החלבון NLS -האמינו מורידה את רצף ה

 . 41-53 המצוי בין חומצות אמינו NLSאזור המכיל רצף דמוי 

בין חומצות הממוקם  NLS דמוי נמצא אזור (Kunik et al., 1999)בעבודת המחקר של קוניק 

גן הנחה זו גרמה לי ליצור ,  העיקרי חסרNLS- כאשר הNLS- ואשר יכול לתפקד  כ40-53אמינו 

  שיהיה חסר אזור זה ולבדוק את ההשפעה על האינטראקציה עם החלבון המעטפתחלבוןל

1 Karyopherin α. 

 .ה של חלבוני מעטפת מוטנטים שיצרתי במהלך עבודתי ניתן לראות סכמ11 'בתמונה מס



 54

1 260

2601

R

L

1 184

184

R

P
1

41 184

54 260

41 260

CP

CP mut1

CP mut2

CP mut3

CP 1-184

CP 1-184 mut1

CP 41-260

CP 41-184

CP 54-260

2601

R

P

K

T

R

P
2601

1 260

2601

R

L

1 184

184

R

P
1

41 184

54 260

41 260

CP

CP mut1

CP mut2

CP mut3

CP 1-184

CP 1-184 mut1

CP 41-260

CP 41-184

CP 54-260

2601

R

P

K

T

R

P
2601

1 2601 260

2601

R

L
2601

R

L

1 1841 184

184

R

P
1 184

R

P
1

41 18441 184

54 26054 260

41 26041 260

CP

CP mut1

CP mut2

CP mut3

CP 1-184

CP 1-184 mut1

CP 41-260

CP 41-184

CP 54-260

2601

R

P
2601

R

P

R

P

K

T

R

P
2601

K

T

R

P

K

T

R

P

K

T

R

P
2601

 

מוטציות נקודתיות בקצה . תיאור סכמאטי למוטציות השונות שנעשו בחלבון המעטפת : 11 ' תמונה מס

 . האמיני ומוטציות חסר משני קצוות החלבון

 L=לאוצין, T=טריאונין, K=ליזין, P=פרולין, R=ארגינין
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.2 6   stemTwo Hybrid Syeast Y 

 לברר  שונים ניתן לבדוק אינטראקציה בין שני חלבוניםבה  ,שיטה זו מתבצעת במערכת שמרית

 . אחד את השני ויוצרים קשר ביניהם"מכירים"הם  האם

 הנקשרים לחלבון  לא ידועים במקור פותחה מערכת זו על מנת לאפשר למצוא גנים של חלבונים

 חלבון המעטפת י משמשת המערכת על מנת לבחון קישור ביןבעבודת. cDNAספריה של מתוך  ,ידוע

 שני חלבונים נוספים עםחלבוני מעטפת מוטנטים של וירוס צהבון האמיר שתכננתי בעבודתי ועם 

 . Karyopherin α 1 - וGroEL, המעורבים באינטראקציה

מכיל את הגן זן זה .  Sacharomyces cerevisiae strain EGY48אותי הינו שימש זן השמר אשר 

LEU2 ,בגן זה הוחלפו רצפי הבקרה .ינית לאוצין המצוי בכרומוזום השמרזת חומצה אמתגן לסינ 

עצמו את בלייצר  אין השמר יכול , ולכן,Lex A (Ebina et al, 1983)י רצפי הבקרה של החלבון "ע

 .החומצה האמינית לאוצין

 :מערכת זו שלושה פלסמידיםב

pEG202 – לחלבון  מאוחים והםון מעטפת שלם וחלבוני מעטפת מוטנטים חלב: שובטו אליו

LexAאשר מכיל את אתר הקישור  BD)  לאופרטור המצוי ב)12' מסתמונה -  pSH18-34 ובזן

  ADH1-alcohol dehydrogenaseשל הגן  מכיל את הפרומוטור החזק פלסמיד זה, EGY48השמר 

ואילו  ,היסטידין בהיעדר חומצה אמינית בנוכחות פלסמיד זה מתאפשר גידול שמרים.  משמרים

 . פלסמיד זה מבוטא בשמר באופן תמידי .   מקנה עמידות לאמפיצילין הואבחיידקים

pJG4-5 – חלבוני מעטפת  ,חלבון מעטפת שלם: הבאים החלבונים )באירועים נפרדים( שובטו אליו

 אשר התקבל GroELוחלבון הכנימה  Karyopherin α1הרצפטור הציטופלסמתי , מוטנטים

     לרצף חלבונים אלו מאוחים . רחובותב חנוך זוסנק מהפקולטה לחקלאות רממעבדתו של פרופסו

 B42) מחיידקיE.coli(  אשר מכיל את אתר השפעול AD) לסינתזה של שני גנים ' 12)   מסתמונה

סום  הנמצא על כרומוpSH18-342 .LEU2  המצוי בפלסמיד β- Galactosidase .1 :מדווחים

  ונמצא SV40וירוס ב מקורוש) NLS(רצף כניסה לגרעין מקודד ל פלסמיד זהEGY48.  השמר 

 ומדוכא בנוכחות , אשר עובר אינדוקציה בנוכחות הסוכר גלקטוזGAL1תחת בקרת הפרומוטור  

 ובחיידקים , על מצע מזון  ללא חומצה אמינית טריפטופאן  מאפשר לשמרים  גידול כמו כן .גלוקוז

  . עמידות לאמפיציליןמקנה

pSH18-34-המדווח מכיל את הגן    lacZזת האנזים תזהו גן לסינ . שמקורו חיידקיβ- 

Galactosidase   .אתרי קישור לחלבון 8-פלסמיד זה מכיל כ .LexA החלבון אשרכ LexA   יחד עם  

,  נוסףCPקישור של חלבון  ומתרחש מאוחה אליו נקשר לאופרטור בפלסמיד זהחלבון המעטפת ה

ז ו יגרום לסנתLexA-המאוחה להמעטפת לחלבון ,  המכיל אתר שפעולB42אשר מאוחה לרצף  

 ומקנה עמידות פלסמיד זה בשמרים מאפשר גידול על מצע ללא יורציל. הגנים המדווחים

ז של ויתאפשר סנתם  הנבדקים חלבוניהכאשר יתבצע קישור בין שני  .לאמפיצילין בחיידקים

 .β- Galactosidaseלאוצין והאנזים חומצה אמינית 
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אחד לשמר ואחד ) אתר תחילת שיעתוק (Oriפלסמידים אלו ייחודיים בכך שהם מכילים שני 

 .םלחיידקי

 

 

 המאוחה לחלבון המכיל אתר xכאשר חלבון , Two Hybrid Systemל   שיטתיאור סכמא: 1 2' תמונה מס

וכיוון שהאקטיבטור ,  הם נקשרים אחד לשני(AD) המאוחה לאקטיבטור y  מכיר חלבון  (BD)קישור  

 . לגן המדווח יתבצע שעתוק של הגן המדווח קרובנמצא מספיק

 

 :השלבים

הפריימרים הוסיפו למקטע  PCR.   בריאקצית.וחסריםמוטנטים חלבוני מעטפת יצירת  .א

  . EcoRI ,XhoI: אתרי חיתוך לאנזימיםהמשוכפל 

 :ת בשתי שיטותה יצירת המוטציות נעש

 כאשר , על ידי שימוש בשני פריימריםPCRמוטנטים נוצרו בריאקצית חלבוני מעטפת גנים ל. 1

פריימר זה מכיל אתר , פריימר אחד מכיל את המוטציה הנקודתית ופריימר שני הוא פריימר קבוע 

 מקוצר עם אתרתוצר  פריימר זה נותן, עצמו חלבון המעטפת ל גן אשר מצוי בApaIחיתוך לאינזים 

הגן  וCPmut1המוטציה . PCR- קיצור זה נועד למנוע מוטציות בריאקצית ה.ApaI-רסטריקציה ל

 .pRSET A שובטו לפלסמיד aa 1-184 חלבון המעטפת המקוצרל

שימוש בשני פריימרים שבה נעשה  Site directed mutagenesis מיוחדת PCR תיריאקצ. 2

 .ם ברצף על מנת לסנתז את כל הפלסמידשני הפריימרים הם הופכיי, המכילים את המוטציה

 .kb 2.9 - אשר גודלו כ, pRSET A ,ל התבצעה בפלסמיד קטן יותר"המוטציה הנ

 שיבוט החלבונים לפלסמידים שמריים

 - ב חלבון המעטפת  בקצוות XhoI - וEcoRIשל  השיבוט נעשה על ידי יצירת אתרי רסטריקציה

PCR.יםגציה לתוך הפלסמידיך ול נעשה חיתו, לאחר יצירת אתרי החיתוך : pJG4-5ו - pEG202  

 בשיטת שוק חום התוצרי הליגציה עברו טרנספורמצי . חיתוך באותם אתרי רסטריקציהואשר עבר

 - עם אמפיצילין  וגודלו בLBהחיידקים נזרעו על צלחות   , DH10β מסוג E.coliוקור לחיידקי 

c°37 יקת לאחר הטרנספורמציה התבצעה בד .למשך הלילהPCR מושבות ובודדו המושבות ל
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 מהמושבות החיוביות נשלח לקביעת רצף ולאחר קביעת הרצף הן עברו  DNA .שנמצאו חיוביות

 .טרנספורמציה לשמר
 

 .טרנספורמציה לשמרים

-LiAc/sSS  :  הפכו קומפטנטים בשיטת Sacharomyces cerevisiae strain EGY48שמרים מזן  

DNA/PEG)  (Giietz et al., 1995תוצרי ,  אליהםרקטים המוכנים עברו קוטרנספרמציה

  -CM ura-, trp-, his.: על מצע מוצקוהטרנספורמציה נזרע

  כדי על ידי פריימרים ייחודייםPCRבדיקת עברו המושבות , מושבות הופיעו ולאחר כיומיים 

 . הצלחת הטרנספורמציה לוודא
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 Two Hybrid  -בנבדקו ר ש אונות של חלבון המעטפתהאינטראקציות השבדיקות   2.1.6

System 

 

 

ומול שני חלבונים מול עצמם להלן פירוט האינטראקציות השונות של חלבון המעטפת ומוטנטים 

 . שבדקתי בעבודתיGroEL - וKaryopherin α 1נוספים 

 .אינטראקציה של חלבון המעטפת עם עצמו ומוטנטים שלו .1

 

pSH18-34+ pEG202-CP+ pJG4-5- CP 1 

pSH18-34+ pEG202-CP+ pJG4-5-CP mut1 2 

pSH18-34+ pEG202-CP+ pJG4-5- CP mut2 3 

pSH18-34+ pEG202-CP+ pJG4-5 -CP mut3 4 

pSH18-34+ pEG202-CP+ pJG4-5-CP 1-184aa 5 

pSH18-34+ pEG202-CP+ pJG4-5-CP 41-184aa mut1 6 

pSH18-34+ pEG202-CP+ pJG4-5-CP 41-260aa 7 

pSH18-34+ pEG202-CP+ pJG4-5-CP 41-184aa 8 

pSH18-34+ pEG202-CP+ pJG4-5-CP 54-260aa 9 

 

 .אינטראקציה של חלבוני מעטפת מוטנטים מול עצמם .2

 

pSH18-34+ pEG202- CP mut1 + pJG4-5-CP mut1 1 

pSH18-34+ pEG202- CP mut2 + pJG4-5- CP mut2 2 

pSH18-34+ pEG202- CP mut3 + pJG4-5 -CP mut3 3 

pSH18-34+ pEG202-CP1-184aa + pJG4-5-CP 1-184aa 4 

pSH18-34+ pEG202-CP41-184aa mut1+ pJG4-5-CP 41-184aa mut1 5 

pSH18-34+ pEG202-CP41-260aa + pJG4-5-CP 41-260aa 6 

pSH18-34+ pEG202-CP 41-184aa + pJG4-5-CP 41-184aa 7 

pSH18-34+ pEG202- CP 54-260aa + pJG4-5-CP 54-260aa 8 
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 GroEL -אינטראקציה של חלבון המעטפת ומוטנטים שלו עם חלבון הכנימה .3

 

pSH18-34+ pEG202- CP + pJG4-5- GroEL 1 

pSH18-34+ pEG202- CP mut1 + pJG4-5- GroEL 2 

pSH18-34+ pEG202- CP mut2 + pJG4-5- GroEL 3 

pSH18-34+ pEG202- CP mut3 + pJG4-5 - GroEL 4 

pSH18-34+ pEG202-CP1-184aa + pJG4-5- GroEL 5 

pSH18-34+ pEG202-CP41-184aa mut1+ pJG4-5 GroEL 6 

pSH18-34+ pEG202-CP41-260aa + pJG4-5- GroEL 7 

pSH18-34+ pEG202-CP 41-184aa + pJG4-5- GroEL 8 

 
בון המעטפת ומוטנטים שלו עם הרצפטור הציטופלסמתי  אינטראקציה של חל  .4

Karyopherin α1 

 

pSH18-34+ pEG202- CP + pJG4-5- Karyopherin α1 1 

pSH18-34+ pEG202- CP mut1 + pJG4-5- Karyopherin α1 2 

pSH18-34+ pEG202- CP mut2 + pJG4-5- Karyopherin α1 3 

pSH18-34+ pEG202- CP mut3 + pJG4-5 - Karyopherin α1 4 

pSH18-34+ pEG202-CP41-260aa + pJG4-5- Karyopherin α1 5 

 

 

 : בשתי דרכיםות האניטראקציה נעשובדיק

כאשר החלבונים מגיבים זה עם זה משופעל הגן :β- Galactosidaseעל ידי פעילות הגן לאנזים  .1

LacZ  לקידוד האנזים β- Galactosidase. 

 תוצר הפירוק נותן X Galהסובסטראט הינו , המבוססת על ריאקציית צבע בדיקה איכותיתזוהי 

 . ) 14ראה תמונה  (צבע כחול

  . filter assayי "ע-  ו X-Galהבדיקה לפעילות הגן נעשתה על גבי צלחות 

  יכולת גדילה ללא לאוצין.2

זה לא פעיל גן .EGY48 אשר נמצא בכרומוזום השמר , LEU 2בשיטה זו בודקים את פעילות הגן 

ה ויהיה  קישור בין שני במיד  LexAרצפי בקרה של הגן " כיוון שרצפי הבקרה שלו הוחלפו ע

 יתבצע שיעתוק של הגן לסינטוז חומצה אמינית לאוצין והשמרים יגדלו במצע החלבונים הנבדקים 

 . )13ראה תמונה  ( מוצק חסר לאוצין
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 Two Hybrid Systemeast Y -ביקורות ל  2.3.6

Two Hybrid System אינטראקציה עם שני חלבונים אך היא מחייבת  היא שיטה מקובלת לבדיקת

  . כדי לאמת את התוצאות,ביקורות הן חיוביות והן שליליות

 :ים מהווים ביקורות למערכת השמריתשני פלסמיד

pSH17-4  .1 :  פלסמיד זה מכיל את החלבוןLex A) אשר מאוחה לחלבון) מכיל אתר קישור Gal4 

 pSH18-34 - יקשרו לאופרטור בGal4 יחד עם החלבון Lex Aהחלבון  ).מכיל אתר שפעול(

 .LEU2-ו LacZ: ובכרומוסום השמר  קישור זה יגרום לשעתוק של שני הגנים

2 .pRFHM1 :  חלבון מקודד לפלסמיד זהLex Aאשר מאוחה לקצה ה -C     טרמינלי של חלבון      

Bicoid) לפלסמיד זה אין יכולת לשפעל את המערכת, מדרוזופילה) ום לשפעול אינו יכול לגר. 

 .שני פלסמידים אלו כולל החלבונים משמשים באופן סטנדרטי כביקורת למערכת

 משמשים יחדיו כביקורת חיובית ואילו הפלסמידים +pSH18-34 pSH17-4לפיכך פלסמידים  

pSH18-34  pRFHM1+ 13-14 ' מונות מסת (יחדיו משמשים כביקורת שלילית(.  

על מנת לוודא ,  בלבד pSH18-34חלבון המעטפת של וירוס צהבון האמיר נבחן מול הפלסמיד 

 ).13-14 ' תמונות מס (שאינו משפעל את המערכת

 . בדיקותתיי ש"הביקורות נבדקו ע. שבוצעוהביקורות  ניתן לראות את 13-14 'בתמונות מס

שם ניתן לראות שחלבון המעטפת לבד ) 13'תמונה מס (לאוציןבדיקה ליכולת גדילה על מצע חסר  .1

ובביקורת החיובית ניתן לראות גדילה על המצע חסר הלאוצין בכל , אינו יכול לשפעל את המערכת

שם ניתן לראות ביטוי רק , )14 'תמונה מס  (β- Galactosidase  האנזיםביטויבדיקת . 2 .המיהולים

 .בביקורת החיובית

 

     1       2        3

1

10-1

10-2

10-3

     1       2        3

1

10-1

10-2

10-3

 

בשמרים על סמך יכולת גדילה על מצע יכולות האינטראקציה של חלבוני הביקורת  בדיקת :13 'תמונה מס

 ).פקטורי מיהול בצד שמאל ( חסר לאוצין במיהולים שונים 

1: pRFHMI+ pSH18-34 , 2: pSH17-4+pSH18-34 ,3:+pSH18-34 pEG202-CP 
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3                    2                  13                    2                  13                    2                  1

 

 

 האנזים  על סמך בדיקת ביטוי בשמרים יכולות האינטראקציה של חלבוני הביקורת:14 'תמונה מס

Galactosidase β-. 

1: pRFHMI+ pSH18-34 , 2: pSH17-4+pSH18-34 ,3:+pSH18-34 pEG202-CP 

 

 

 האינטראקציה של חלבון המעטפת במערכת השמרית  6.2.4

                  בדיקת אינטראקציה של חלבון המעטפת של וירוס צהבון האמיר עם עצמו ועם  6.2.4.1

 המוטנטים

מצא שחלבון המעטפת יוצר אינטראקציה עם נ Hallanמחקר קודם שהתבצע במעבדה על ידי ב

 ,(Hallan and Gafni 2001) עצמו על ידי קישור של קצה אמיני מול קצה קרבוקסילי

ובכך  ,שפגיעה באזורים אלו יכולה לפגוע באינטראקציה של חלבון המעטפת עם עצמוהנחנו על כן 

פתרונות אשר יעזרו להילחם  פגיעה שכזו תסייע בעתיד למצוא . בניית קופסית הווירוסלשבש את

י יצירת " כגון חסימת אזורים בחלבון המעטפת החיוניים לאינטראקציה ע, צהבון האמירסבווירו

 .פפטידים כנגד אזורים אלו

 :י שיטותי שת"נעשה ע  של חלבון המעטפת  העצמיתלימוד האזורים החיוניים לאינטראקציה

 .בקצה האמיני של חלבון המעטפתמוטציות נקודתיות  .א

 .קרבוקסילי ושניהם יחד,  של חלבון המעטפת חסר מהקצה האמינימוטציות .ב
  חלבוני  מעטפת מוטנטים עם עצמו ועםתוצאות האינטראקציה בין החלבון המעטפת השלם

  :61 בעמוד 2 ' ובטבלת הסיכום מס15'  בתמונה מסיםמוצג

 . אינטראקציה עם עצמועוברחלבון המעטפת השלם . 1

2. CP mut1 ) השלם חלבון המעטפתל נקשר )  4 לפרולין בעמדה ארגיניןהחלפה של. 

3  .CP mut2 )  נקשר  ) 4 לפרולין בעמדה ארגיניןוהחלפה של  3החלפה של ליזין לטראונין בעמדה

 . השלםלחלבון המעטפת

4.CP mut3  )  שלםנקשר  לחלבון המעטפת ה )19וצין בעמדה  ללאארגיניןהחלפה של. 

5.  CP 1-184ו-,CP1-184mut1יצרו אינטראקציה עם חלבון ,  שני חלבוני מעטפת מקוצרים

 . השלםהמעטפת

7  .CP 41-260השלם יצר אינטראקציה עם חלבון המעטפת . 
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8.  CP 41-1841( 16 'תמונה מס{  השלם לא יצר אינטראקציה עם חלבון המעטפת({. 

 חומצות אמינו מהקצה האמיני  53 נקשר לחלבון המעטפת אשר חסר שלםחלבון המעטפת ה

 ).התוצאות אינן מוצגות(

, Hallan כמו שהניח "ראש זנב"אכן והאינטראקציה היא , הצליחו לבצע קישור  המוטנטים רוב

וטציות ולכן המ ר לקצה קרבוקסילי של המוטנט ולהפךנקשהתקין קצה אמיני של החלבון כלומר 

הנקודתיות הממוקמות בקצה האמיני של חלבון המעטפת לא פגעו באינטראקציה עם החלבון 

התקין והדבר נכון גם לגבי מוטציות החסר פרט לחלבון המוטנטי אשר חסר חומצות אמינו משני 

  .קצוותיו

 40 השלם לבין החלבון שחסר  המעטפת בין חלבוןהצירוף היחיד בו נמנעה האינטראקציה הוא 

  .)(CP 41-184 חומצות אמינו מהקצה הקרבוקסילי   76חומצות אמינו מהקצה האמיני וחסר 

 

7          6        5        4       3        2        1

1

10-1

10-2

10-3

7          6        5        4       3        2        1

1

10-1

10-2

10-3

7          6        5        4       3        2        1

1

10-1

10-2

10-3

 
 

 על סמך , בשמריםמוטנטים שלועם   של חלבון המעטפת עם עצמו והבדיקת האינטראקצי: 15 ' מסתמונה

 ).פקטורי מיהול בצד שמאל ( גדילה על מצע חסר לאוצין במיהולים שונים 

1-  CP+CP ,2- CP+CP mut1 ,3- CP+CP mut2 ,4-CP+CP mut3  , 

5- CP+CP 1-184  , 6- CP+CP 1-184 mut1, 7- CP+CP 41-260 

 

 לבין עצמם בינם, אינטראקציה של חלבוני מעטפת מוטנטים   6.2.4.2

החלטתי לבדוק  המוטנטים  עםשלם האינטראקציה של חלבון המעטפת הלאור תוצאות

 . לבין עצמםם בינ,אינטראקציה בין המוטנטים

 :61 בעמוד 2 ' ובטבלת הסיכום מס16 'תוצאות האינטראקציות כמוצג בתמונה מס

1  .CP 1-184 לא הראה אינטראקציה עצמית  מהקצה הקרבוקסילי חומצות אמינו76 החסר.   
 .תוצאה זו צפויה עקב ההנחה שהאינטראקציה מתרחשת בין שני קצוות מנוגדים

2.CP 1-184 mut1 מצות אמינו מהקצה האמיני ובעל מוטציה נקודתית לא הראה  חו76 החסר

   .אינטראקציה עצמית

3  . CP 41-260  מראה אינטראקציה עצמית חומצות אמינו מהקצה האמיני40החסר . 

4 .CP 41-184  הראה אינטראקציה עצמיתלא משני קצותיו והחסר חומצות אמינ . 
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5 .CP mut1 ו שנצפה באינטראקציה העצמית של חלבון  מראה אינטראקציה עצמית אך לא כמ

 .המעטפת

6 .CP mut2מראה אינטראקציה עצמית אך חלשה יותר בהשוואה ל - CP mut1 . 

7.  CPmut3אינו מראה אינטראקציה עצמית. 

  , )19 בעמדה  ללאוציןארגיניןהחלפת  (CP mut3, ניתן לומר שישנה מוטציה נקודתית אחת, לסיכום

של כמו כן החסרות מהקצה הקרבוקסילי . ראקציה של חלבון המעטפתהפוגעת ביכולת האינט

 .פגעו ביכולת האינטראקציה העצמית החלבון 

 

7        6       5       4     3       2        1

1

10-1
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7        6       5       4     3       2        1

1
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7        6       5       4     3       2        1

1

10-1
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 על , בשמרים עצמם בינם לביןחלבוני המעטפת המוטנטים  של הבדיקת האינטראקצי  :16 ס'תמונה מ

 .)פקטורי מיהול בצד שמאל ( סמך גדילה על מצע חסר לאוצין במיהולים שונים 

1- 41-184   CP+CP ,2- CP mut1+CP mut1 ,3- CP mut2+CP mut2 , 

4- CP mut3+CP mut3 ,5- CP1-184+CP1-184  , 6- CP 1-184 mut1+CP1-184 mut1 , 

7- CP 41-260+CP 41-260  

 

  של וירוס צהבון רחלבון אחכביקורת שלילית נבדקה אינטראקציה בין חלבון המעטפת השלם לבין 

 כמו כן נבדק חלבון המעטפת .ידוע שאינו עובר אינטראקציה עם חלבון המעטפתלגביו  ,,C 4 האמיר

 ' מסתמונות( לבדוק שהוא אינו משפעל את המערכת השמרית  כדי בלבדpSH18-34עם הפלסמיד 
13,14.( 
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 בדיקת אינטראקציה ביו חלבון המעטפת לבין הרצפטור הציטופלסמטי   6.2.4.3

1 αin Karyopher. 
 

 .  נקשר לחלבון המעטפת ומוביל אותו לגרעין התא1Karyopherin αהרצפטור הציטופלסמטי 

  ביןעל הקישור NLSבמהלך המחקר בדקתי את השפעת שלושת המוטציות הנקודתיות ב 

Karyopherin α 1שתי המוטציות הראשונות הן בחלק הראשון של ה. מוטנטים אלו ל-NLS 

  NLS.-בחלקו השני של הוהמוטציה השלישית היא 

החסרה זו : ן חומצות אמינו מהקצה האמיני של החלבו40בדיקה נוספת שנערכה היא החסרת  

 .  המצוי בהמשךNLS,  - האזור דמויהעם רק  ומשאירה את החלבון NLS,-מורידה את כל רצף ה

 :53חומצה אמינית ומסתיים ב 41האזור הזה מתחיל מחומצה אמינית 

K R R s w t y r p m y R K5341 

 וייתכן שהוא מתפקד כסיגנל הולכה לגרעין כאשר הסיגנל , העיקריNLS -רצף זה דומה לרצף ה

 .הראשי חסר או חסום

 :61 בעמוד 2 ' ובטבלת הסיכום מס17-18 ' כפי שמוצג בתמונות מסתוצאות המחקר

 NLS, (CP mut1, CP mut2) - שתי המוטציות הראשונות אשר התבצעו בחלק הראשון של ה 

את לקשור אליו   Karyopherin α1לא פגעו ביכולת של  טראוניןלוליזין לפרולין  ארגיניןהחלפת 

בעמדה   ללאוציןארגיניןהחלפת , ) (CP mut3  השלישית הנקודתית אך המוטציה ,חלבון המעטפת

  .)17,18 'תמונות מס (יטהאינטראקציה עם הרצפטור הציטופלסמ מונעת את ,19

 Karyopherin חומצות אמינו מהקצה האמיני מראה אינטראקציה יפה עם 40פת החסר חלבון מעט

α1,למרות זאת ,) 17,18'  מסתמונה(   יותר מהאינטראקציה אשר נצפתה עם המוטציות הנקודתיות 

מוכיח שאכן קיים איזור נוסף אשר מזוהה על ידי הרצפטור הדבר .  העיקריNLS-הורדת ה

 . העיקריNLS -בהיעדר ה Karyopherin α1   י טהציטופלסמ

ויצרתי  ,)41-53חומצות אמינו ( NLS -דמוי ה החלטתי להוריד את האזור זו  הנחה כדי לאשש

  אינטראקציה של  בבדיקת (CP 54-260). חומצות אמינו מהקצה האמיני 53חסר החלבון 

CP 54-260 עם       Karyopherin α1ראה דיון, וצגותהתוצאות אינן מ(תקבלה תוצאה חיובית ה.(  
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5      4       3     2         1

1 

10-1

10-2

10-3

5      4       3     2         1

1 

10-1

10-2

10-3

 

 עם חלבון αaryopherin K 1 י טהרצפטור הציטופלסמ   שלה האינטראקציבדיקת  :17 'תמונה מס

 על סמך גדילה על מצע חסר לאוצין במיהולים שונים,  בשמרים המעטפת השלם ומוטנטים שלו

 ).פקטורי מיהול בצד שמאל  ( 

1- CP+Karyopherin α 1 ,2-Karyopherin α 1  CP mut1+ 3- Karyopherin α 1  CP mut2+ , 

4- Karyopherin α 1 CP mut3+ ,5- Karyopherin α 1 CP 41-260+ 
 

 

 

 

 

5                 4             3              2              1 5                 4             3              2              1 

 
 

 עם חלבון המעטפת αaryopherin K 1 יטהרצפטור הציטופלסמ   שלהבדיקת האינטראקצי :18 'תמונה מס

 . β- Galactosidase אנזיםיטוי העל סמך ב,  בשמרים  שלוומוטנטיםהשלם 

 CP+Karyopherin α 1 -1 , 2- Karyopherin α 1  CP mut1+ 3- Karyopherin α 1  CP mut2+, 

 4- Karyopherin α 1 CP mut3+ ,5- Karyopherin α 1 CP 41-260+ 

 

 אינו יוצר אינטראקציה עם CP mut3 -  ניתן לראות שβ galactosidaseגם בבדיקת פעילות הגן 

 .Karyopherin α1פלסמטי הרצפטור הציטו
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   GroEL  לבין החלבוןשלו  בין חלבון המעטפת השלם והמוטנטים אינטראקציהבדיקת   2.46..4

חלבון זה נקשר .  במערכת העיכול של הכנימה מיוצר על חיידק אנדוסימביוטיGroELהחלבון 

ול ודגרדציה של מונע עיכ , של הכנימהבהמולימפה לחלבון המעטפת של וירוס צהבון האמיר

 . )Morin et al., 2000( סמגן על הווירובכך ו , במעי הכנימה סהווירו

.  שלומוטנטיםוחלבון  המעטפת  עם GroELבמהלך עבודתי בדקתי את האינטראקציה של החלבון 

גדילה של השמרים יכולת התוצאות מבוססות על  Two Hybrid System. - בהבדיקה התבצעה

 .ורצילא דטריפטופאן והנוקליאוטי, בנוסף לחומצות האמינו היסטידין ,במצע החסר לאוצין

 :מצאו האינטראקציות הבאות 61 בעמוד 2 ' ובטבלת סיכום מס19 'כמוצג בתמונה מס

  נתנה תגובה חזקה לעומת זאתGroELהאינטראקציה בין חלבון המעטפת לבין החלבון 

,  בניגוד לכך.יותררו תגובה חלשה יצ GroEL+CP mut2  -  וGroEL+CP mut1 ותהאינטראקצי

  .CP mut3  - לGroELלא התרחשה כלל אינטראקציה בין 

מאשר  היו חלשות יותר  (CP 41-260, CP 41-184)מוטציות החסרמ  חלקהאינטראקציה עם

 CP 1-184 mut1 - וCP 1-184לעומת זאת האינטראקציה עם , החלבון השלםעם האינטראקציה 

 .היתה חזקה יותר

 לבין ה שהאינטראקציה בין חלבון המעטפת של וירוס צהבון האמיר של העגבניי, להסיקניתן

 של כנימת עש הטבק  מתרחשת  באמצע  חלבון המעטפת באזור שבין חומצות GroELהחלבון 

נתנו   ,CP mut1, CP mut2י המוטנטיםנ כל החלבונים החסרים וששהרי, 41-184אמינו 

 לא נתנה אינטראקציה גם עם מוטציה זו. CP mut3  מוטציה  פרט ל, GroEL אינטראקציה עם

גורמת לשינויים ומוטציה זו  ייתכן ).18 'תמונה מס( Karyopherin α 1הרצפטור הציטופלסמטי  

  .ל חלבון המעטפת עם חלבונים אחריםבמבנה החלבון אשר מונעים את האינטראקציה ש

 

 

8         7       6         5        4        3        2        1

1

10-1

10-2

10-3

8         7       6         5        4        3        2        1

1
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עם חלבון המעטפת השלם ומוטנטים   GroELון הכנימה חלב   שלהבדיקת האינטראקצי : 19 'תמונה מס

 ).פקטורי מיהול בצד שמאל  (  על סמך גדילה על מצע חסר לאוצין במיהולים שונים,  בשמרים שלו

1- GroEL+ CP , 2- GroEL+CPmut1, 3 GroEL+CPmut2-,  
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 4-  35 GroEL+CPmut- ,GroEL+ CP1-184aa 6- ,GroEL+ CP1-184aa mut1 7- GroEL+ CP41-

260aa, 8-   .GroEL+ CP41-184aa 

 

  המעטפת של חלבון  השונות תוצאות האינטראקציותסיכום   6.2.4.5

עם חלבוני מעטפת , תוצאות האינטראקציה של חלבון המעטפת עם עצמו מסכמת את 2 ' טבלה מס

 של   על פי מבחן גדילהGroEL - ו Karyopherin α1נוספים החלבונים המוטנטים ועם שני 

 .Two Hybrid Systemבמערכת  השמרים במצע חסר לאוצין

  CP CP  
mut1 

CP  
mut2 

CP  
mut3 

CP 
1-184 

CP 
1-184 
mut1 

CP 
41-
260 

CP 
41-
184 

CP 
54-
260 

CP ++++ ++ + ++ ++ ++ +++ n.g. ++ 

CP mut1   +++               

CP mut2     +             

CP mut3       n.g.           

CP 1-184         n.g.         

CP 1-184  
mut1           n.g.       

CP 41-260             ++++     

CP 41-184               n.g.   

CP 54-260                 n.g. 

GroEL +++ ++ ++ n.g. +++ +++ ++ ++   

Karyopherin  
α1 ++++ ++ ++ n.g.     +++   +++ 

C4 n.g.           
  

    

 

סיכום תוצאות האינטראקציות השונות של חלבון המעטפת מול עצמו ומול חלבונים אחרים  : 2 'טבלה מס

 .שנבדקו במערכת השמרית

n.g- no growth* 

 .מעידים על עצמת הגדילה והצבע (+) סימני ה *

 

 



 68

 

 חיתמערכת הצמ של חלבון המעטפת בות השונותתוצאות האינטראקצי  6.3

 החלטתי  Two Hybrid System -בשל חלבון המעטפת   האינטראקציהתוצאותלאחר קבלת 

תייצג בצורה אמינה יותר את התהליכים  אשר צמחית  ערכתבמ לבדוק חלק מהאינטראקציות 

 .ואת ההתנהגות שלכם בסביבה הטבעית, שעוברים חלבונים אלו בתא הצמחי

  FRET- fluorescence resonance energy transfer.: לשם כך השתמשתי בשיטה הנקראת

 אחר בתוך ישיטה זו בודקת אינטראקציה בין שני חלבונים  המאוחים כל אחד  לחלבון פלורוסנט

 : הם FRET - המתאימים לםזוגות החלבונים הפלורוסנטי. תא צמחי או אנימלי

CFP-YFP ,BFP-GFP) Tsien 1998.( 

 ספקטרום יות נקודתיות שהעניקו לחלבונים אלו  עם מוטצGFPחלבונים אלו הם חלבוני 

 . פלורסנציה שונה מהמקורי

מתרחש כאשר ספקטרום הפליטה של ה  acceptor- ל donorהשיטה מבוססת על מעבר אנרגיה מה 

, )20 ' מסתמונה( אחד חופף עם ספקטרום  הקליטה של חלבון פלורוסנטי שני יחלבון פלורוסנט

-dipoleאינטראקציות " ה מחלבון אחד שעבר עירור  לחלבון שני  עבמקרה זה יש מעבר של אנרגי

dipole , אינטראקציה אלקטרומגנטית)Brandizzi et al., 2002( ,ת הגורמת לעלייה בעוצמ

 ).21 'תמונה מס( החלבון השני  של הפלורסנציה 

בדקים  תלויה במרחק שבין שני החלבונים הנacceptor ל  donorיעילות העברת האנרגיה מה 

)(Patterson et al., 2000 . על מנת שיתרחש ה- FRET המרחק בין המולקולות הנבדקות צריך 

  .דבר המעיד על אינטראקציה ביניהן,  ננומטר8- ל3להיות בין 

  :FRETישנן שתי שיטות לבדיקת ה 

רך גל  באוYFP ננומטר ובדיקת הפליטה של ה458 באורך גל של CFP  יעירור החלבון הפלורוסנט. 1

ולכן לא השתמשתי בשיטה , שיטה זו בעייתית ולא מדויקת  לבדיקת אינטראקציה,  ננומטר535של 

 ).Gordon et al., 1998; Xia and Liu, 2001(זו 

בשיטה זו .   זוהי שיטה חדשה יחסית ויותר מדויקתAcceptor Photobleaching -שיטת ה. 2

 .  acceptor - לdonor -מורידים או מונעים את מעבר האנרגיה מה

 CFP יעל ידי עירור החלבון הפלורוסנט (CFPמודדים את עוצמת הפלורסנציה של ה : מהלך הניסוי

 514 -עירור ב (YFP -וה)  ננומטר488 - בCFP -  ננומטר ובדיקת הפליטה של ה458באורך גל של 

 YFP ילבון הפלורוסנט לח bleaching  לאחר מכן עושים .)21 'תמונה מס ) (535 -ננומטר ופליטה ב

 סריקה של האזור  על ידי קרן .ננומטר 514באורך גל של  (Ar)על ידי  שימוש בקרן לייזר של ארגון 

 דיכוי .  מעוצמתו20%לרמה של  עד  YFPלדעיכה של ה  מת שניות גור5-15הלייזר מספר פעמים כ

שיטה זו  .ספיק קרובות  וזה בתנאי שהמולקולות מCFP,- הפלורנסציה של הת גורם לעלייYFP -ה

  . (Bastiaens et al., 1996; Bastiaens and Jovin 1996 )1996  -ב תוארה לראשונה 
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 נמנע או מופחת ולכן יש עלייה בסיגנל CFP - נמוכה מאוד מעבר האנרגיה  מהYFP -שרמת ה ברגע

י תוצאות לפו , FRET - לכמת את התוצאות ולבדוק את יעילות הבשיטה זו ניתן  .CFPשל ה 

 . ולראות עד כמה הן קרובות, למדוד את המרחק בין המולקולות הנבדקות ניתן גםהיעילות

 

 

  CFP, YFP , ם של החלבונים הפלורוסנטי)Em(  והפליטה)Abs( ספקטרום הקליטה : 20ס 'תמונה מ

)Gadella et al., 1999( 

 

 

 
כאשר שני החלבונים , FRET -בולקולות בין המ  מעבר האנרגיהי לתהליךטתיאור סכמא: 21 ' מסתמונה

  . (A, B)   המאוחים לחלבונים הנבדקיםCFP&YFP: המעורבים הם

 meds.queensu.ca/qcri/greer/ri_pag.htm : התמונה נלקחה מאתר האינטרנט
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 FRET -יעילות ה

 -ואחרי ה photobleaching לפני CFP -ההפרש בין סיגנל העל פי  נמדדת FRET -יעילות ה

photobleaching )Karpova et al., 2003(. יותר מעיד הדבר על קירבה ככל שההפרש בניהם גבוה 

 .YFP - לCFP - מעבר של אנרגיה  מ יותר  ולכן ישגדולה יותר בין המולקולות 

                                         :                                                                       FRET -נוסחה לחישוב יעילות ה

EF=In+1-In*100/In+1 

 

 photobleaching=In - לפני הCFP -סיגנל ה

       photobleaching=In+1- לאחר ה CFP-ה סיגנל
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 מהלך העבודה  6.3.1

 . נעשה בפרוטופלסטים של טבקFRET -ת היישום  שיט

 :קופ קונפוקליהעבודה נעשתה במיקרוס

 OLYMPUS IX 8l (Japan) inverted laser scanning confocal microscope (FLUOVIEW 

  .60 פי הההגדלה הית ,500)

 זוג  זה נחשב לזוג CFP&YFP. אשר השתמשתי בהם בעבודתי הם םזוג החלבונים הפלורוסנטי

תנאי הכרחי למעבר , להםחפיפה טובה בין הפליטה והקליטה שהודות ל FRET, -מתאים למערכת ה

 .אנרגיה מחלבון אחד לחלבון שני 

  קיבלנו  הנדרשים לעבודה זוYFP - וCFP -הכוללים את חלבוני ה את מערכת הפלסמידים

 .)Tzfira et al., 2005(ב "צפירה שבארהמפרופסור 
פלורוסנטים תחת בקרת הפרומוטור הויראלי החלבונים הפלסמידים אלו מכילים גנים לקידוד 

  .החלבונים הנבדקיםאיחיתי את  ואליהם 35S CaMV, החזק  

 YFP טרמינלי שלו ואילו השיבוט לחלבון N - נעשה בצד הCFP -ל החלבונים הנבדקים שיבוט 

 .)22 'תמונה מס ( טרמינלי שלוC -נעשה בצד ה

 : החלבונים ששובטו הם

 CP.  -חלבון המעטפת השלם .1

החלפה של חומצה ( :NLS  CP mut3- בחלקו השני של החלבון מעטפת עם מוטציה נקודתית. 2

  ).19 ללאוצין בעמדה ארגיניןאמינית 

 .המהעגבנייKaryopherin α 1 טיהפקטור הציטופלסמ. 3

חלבון זה אינו יוצר שכן FRET,  -  אשר מהווה ביקורת שלילית לס מהווירוC4 החלבון .4

  .אינטראקציה עם חלבון המעטפת

 שכל אחד מכיל חלבון פלורוסנטי ,ון המוטנטי  שובטו לשני פלסמידים שוניםחלבון המעטפת והחלב

 .   בניהםכדי לבדוק את האינטראקציה, אחר

 והודגרו בחושך  ,)כמתואר בשיטות( הפלסמידים הוחדרו לפרוטופלסטים בעזרת אלקטרופורציה

 ללמוד ,קונפוקלי לאחר מכן הפרוטופלסטים נבחנו במיקרוסקופ.  שעות24-48 למשך  26o Cפ "בטמ

 .FRET  -על האינטראקציה של החלבונים בשיטת ה
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CP TYLCV CFP

YFP CP TYLCV

CP mut3 CFP

YFP CP mut3

C4 TYLCV CFP

YFP Karyopherin α 1

CP TYLCV CFP

YFP CP TYLCV

CP mut3 CFP

YFP CP mut3

C4 TYLCV CFP

YFP Karyopherin α 1

CP TYLCV CFPCP TYLCV CFP

YFP CP TYLCVYFP CP TYLCV

CP mut3 CFPCP mut3 CFP

YFP CP mut3YFP CP mut3

C4 TYLCV CFPC4 TYLCV CFP

YFP Karyopherin α 1YFP Karyopherin α 1

 

 FRET - בשיטת ה המאוחים לחלבונים פלורוסנטיםתיאור סכמאטי לחלבונים הנבדקים : 22 'תמונה מס

 

 טופלסטיםופרב נבדקיםשל החלבונים ההמיקום התוך תאי  6.3.2 
   

טופלסטים על מנת לראות את המיקום  לפרוחדרו הוpSATכל החלבונים אשר שובטו לפלסמידי 

שהרי מיקום של שני החלבונים באותו מדור הוא תנאי מוקדם , התוך תאי של החלבונים הנבדקים

 .לאינטראקציה בניהם

  .תבטאים בציטופלסמה ובגרעיןמ' 23A, B) תמונה מס(YFP   - וCFP   החלבונים

ובגרעינון   התבטא בגרעין התאCFP&YFP)(חלבון המעטפת אשר מאוחה לחלבונים הפלורוסנטים 

לחלבונים הפלורוסנטים   המאוחה  CP mut3 חלבון המעטפת המוטנטי.)24 -ו 23C,D 'תמונות מס(

י טהרצפטור הציטופלסמ .)23E, 23F ' מסתמונה(בגרעינון  ובציטופלסמה , התבטא בגרעין התא

1Karyopherin α 23 'סתמונה מ (תבטא בריכוז גבוה בגרעין ובציטופלסמההH .(החלבון הויראלי 

C4 23 'תמונה מס( תבטא בציטופלסמה בלבדה  זו בעבודהכביקורת  ששימשG(. 
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 .המיקום התוך תאי של החלבונים הנבדקים בפרוטופלסטים של טבק: 23'תמונה מס

A-YFP, B-CFP, C-YFP-CP, D-CP-CFP, E- YFP-CP mut3, F- CP mut3-CFP, G- C4-CFP 

H- YFP-Karyopherin α 1                                                                                                            
 :טנות  תמונות ק4 -מחולקת לכל תמונה 

צד ימין מלמעלה מתאר את , החלבון הפלורוסנטיסנציה של  עלה מתאר את הפלורצד שמאל מלמ

תמונה מצד ימין למטה מתארת את הפלורסנציה של הכלורופלסטים ה, כלורופלסטיםהפלורסנציה של ה

 .והחלבונים הפלורסנטים יחד והתמונה האחרונה מצד שמאל למטה היא תמונה באור רגיל

 

 

 

B C

D E F

HG

A B C

D E F

HG

A
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 כניסה לגרעינון  6.3.3

שחלבון אך מתברר ,  לשכפל את עצמוסנכנס לגרעין על מנת לאפשר לגנום הווירוחלבון המעטפת 

 פרוטופלסטים נראה  עם Kunik  (Kunik et al., 1998)בעבודתה של . המעטפת נכנס גם לגרעינון

 חשוב לציין .)23A 'תמונה מס( תופעה  זו חזרה על עצמה בעבודתי .חלבון המעטפת בתוך הגרעינון

 .  לגרעינון נכנס CP mut3שגם החלבון המוטנטי 

 

 

 . חלבון המעטפת בשתי מערכות שונותמיקום תוך תאי שלהשוואת :  24 'תמונה מס

A-י חלבון המעטפת מאוחה לחלבון הפלורוסנט YFP ,בגרעין  הוא מתבטא  בפרוטופלסטים של תאי טבק

 בפרוטופלסטים של תאי פטוניה , GUS חלבון המעטפת המאוחה לחלבון מדווח - B ,וגם בגרעינונים שלו

 .(Kunik et al., 1998) בגרעין התא ובגרעינון  הוא גם מתבטא

 

 

 
 

 

 
 

 

 

 

AA
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 FRET -במערכת ה האינטראקציה של חלבון המעטפת   3.46.

 שהותמרו טבק בפרוטופלסטים של ה של חלבון המעטפת עם חלבונים נוספים נבדקהאינטראקציה

 .בשני פלסמידים ביחד

 : האינטראקציות  הבאות תי בשFRET-תוצאות הניסויים מראים מגמה ברורה של קיום ה

י טלרצפטור הציטופלסמובין חלבון המעטפת  , לעצמוציה בין חלבון המעטפת האינטראק

Karyopherin α1 )לעומת זאת האינטראקציה בין  .)28, 27 ' מס תמונות CP mut3 לעצמו מראה 

לפי .   לא הנוספים50%שיש אינטראקציה ואילו מראים  מהתאים שנבדקו 50% . תוצאה לא ברורה

אם .  לבין עצמוCP mut3אין אינטראקציה בין המוטנט , yeast Two Hybrid Systemתוצאות 

 אך בפועל חלק  בין המוטנט עם עצמו FRETשאין  נראה ,בין תאים שוניםמתייחסים לממוצע 

  לבין CP-חלבון המעטפתכמו כן נבדקה האינטראקציה בין . מהתאים הראו אינטראקציה ברורה

בניהם אך כיוון שלא בוצעו מספיק חזרות הן לא , הםונצפתה אינטראקציה ביני, CP mut3 המוטנט

 .הוכנסו לתוצאות הסופיות

 :הביקורות השליליות שנבדקו הן, בניסויי הביקורת

1.CFPביקורת זו נועדה לבדוק שאין עלייה בסיגנל של . בלבד CFP בהיעדר YFP וחלבונים 

 . )25' תמונה מס( המאוחים אליהם

2 .CFP-YFP זוג זה לא אמור ליצור אך , מיקום בגרעין ובציטופלסמה זוג זה נמצא באותו

 ).26 'תמונה מס ( ולכן זו ביקורת שלילית טובהאינטראקציה 

3.C4-CPחלבון המעטפת ממוקם בגרעין התא  . שני חלבונים אלו נמצאים במיקומים שונים בתא

 yeastי תוצאות לפואכן ( להיות כלל אינטראקציה הולכן לא אמור , ממוקם בציטופלסמהC4ואילו 

 two  hybrid systemאין אינטראקציה בניהם.( 

 

 :להלן פירוט התוצאות

.3.4.16  controlCFP  

 ביקורת .YFP בהיעדר החלבון FRETשאין ,   היא ביקורת שלילית שנועדה לבדוקCFP -ביקורת ה

 CFP-ה מעוררים את .YFP - בלבד ללא שום חלבון המאוחה אליו וללא הCFP -זו מכילה את ה

לאחר מכן עושים .  ננומטר488 ננומטר ובודקים את הפליטה באורך גל של 458באורך גל של 

photobleaching י קרן לייזר של ארגון" שניות ע5-15 בין (Ar) אורך גל (  ננומטר514 באורך גל של

- ה ומשווים  לתוצאה שהתקבלה לפניCFP - מודדים את הפליטה של ה,)YFP -המתאים ל

photobleaching . ביקורת זו  חיונית בכל ניסוי שלFRET  , שותוצאותיהן העידו- CFP בלבד איננו 

 ).25' תמונה מס( FRETמייצר 
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לפני לפניאחרי אחרי

 

 אין עלייה   Photobleaching -האחרי  . בלבד כביקורת שליליתCFP של FRET-תוצאות ה: 25 'תמונה מס

   CFP. -בסיגנל ה

 

.3.4.26  control YFP-CFP 

 שמאוחים יחד ללא חלבוניםYFP - ו CFPבדיקת אינטראקציה של משמשת לנוספת ביקורת 

 היוצרים  בהיעדר חלבוניםFRETביקורת זאת נועדה לוודא שלא מתרחש  ).26 'תמונה מס (אליהם

תוצאות הביקורת מראות ששני החלבונים הפלורסנטים לבדם נמצאים באותו  .אינטראקציה

 .FRET אינטראקציה אחד עם השני על מנת לקבל אינם יוצרים אך, תוך תאי מיקום

 

לפני לפניאחרי אחרי

 
 

  -אין עלייה בסיגנל  ה  photobleaching - יחד אחרי הYFP - וCFP   שלFRET-תוצאות ה: 26 'תמונה מס

CFP. 
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   תוך תאי נמצאים באותו מיקוםלבדם תוצאות הביקורת מראות ששני החלבונים הפלורסנטים 

 .FRETשני על מנת לקבל אינם יוצרים אינטראקציה אחד עם ה

.3.4.36. CP-4C 

 -המאוחה לC,  4 מול חלבון YFP -  המאוחה לCPביקורת נוספת שהתבצעה היא חלבון המעטפת 

CFP.C4   מתבטא בציטופלסמה ולא מתרחשת ה, י וירוס צהבון האמיר"לי המקודד עחלבון וירהוא

 .)התןצאות אינן מוצגות ( בינו לבין חלבון המעטפתאינטראקציה

 

ולאחר  בגרעין התא  רק על קטע מסוים photobleachingביקורת נוספת שהתבצעה היא . 6.3.4.4

ואכן התוצאות מראות   photobleaching  - ה לפני ואחרי,מכן עורכים השוואה בין שני המקטעים

 בתאים ( bleaching ואילו במקטע שעבר CFP, -  אין עלייה בסיגנל הbleachingשבאזור שלא עבר 

 bleaching- לאחר הCFP- ניתן לראות עלייה בסיגנל הCP-CP)בהם קיימת אינטראקציה  

 )27C, D 'מס תמונה (
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3.4.5.6   CP-CP  

 Two Hybrid System  - ה לפי .בניסוי זה נבדקה האינטראקציה של חלבון המעטפת עם עצמו

נבדקה האינטראקציה הנוכחי בניסוי . טפת עצמית בין חלבוני המעישנה אינטראקציה

 בתמונה מס . למערכת הטבעית של חלבון המעטפת יותר מערכת זו קרובה, בפרוטופלסטים של טבק

'27) A,B (ה רואים עלייה בפלורסנציה של -  CFP לאחר ה- phtobleaching , והביקורות)C, D (

 . bleaching ולא באזור שלא עבר bleachingמוכיחות שהעלייה מתרחשת רק באזור בגרעין  שעבר 

 

לפני אחרי

לפני אחרי

A

C

B

D

לפני אחרי

לפני אחרי

A

C

B

D

 

 
 

 

 - ה עם עצמו בפרוטופלסטים בשיטת )CP( האינטראקציה של חלבון המעטפת תוצאות :27 'תמונה מס

FRET. 

A-B : FRET בפרוטופלסטים המבטאים שני חלבוניCPלפני ואחרי ה - photobleaching   באזור הגרעין  

 רק CFP -ניתן לראות שישנה עלייה בסיגנל ה, על חצי מהגרעין שבוצע רק CP-CP של C-D :FRET.  כולו
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זוהי ביקורת נוספת המראה שבאזור , CFP -באזור המסומן ואילו באזור הלא מסומן אין עלייה בסיגנל ה

       . בפלורסנציה אין עלייה bleaching  עברשלא

       

.3.4.66  1 αKaryopherin -CP  

 יטיטופלסמצה של חלבון המעטפת עם הרצפטור הנבדקה האינטראקציזה בניסוי 

 Karyopherin α 1  . ב  אינטראקציה זו נבדקהכאשר- Two Hybrid System  היו התוצאות

 FRET יש , מראות שאכן)28 'תמונה מס ( תוצאות הניסוי הנוכחי בפרוטופלסטים של טבק.חיוביות

 .באינטראקציה זו
 

לפני אחרי

לפני אחרי

A B

DC

לפני אחרי

לפני אחרי

A B

DC

 
 

) CP(וטופלסטים המבטאים  אינטראקציה בין חלבון המעטפת  בפרFRET -תוצאות ה :28 'תמונה מס

 .Karyopherin α 1 י טלבין הרצפטור הציטופלסמ

  photobleaching  - לאחר הCFP -ניתן לראות שיישנה עלייה גבוהה בסיגנל ה

A-B  מראים את סיגנל- CFPלפי פיזור סיגנל ה - CFPבגרעין התא לפני ואחרי ה  - photobleaching  

C-Dמראים את העלייה בסיגנל ה - CFPלאחר ה - photobleaching 
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 .3.4.76  3Cp mut-3CP mut  

 בפרוטופלסטים של ,בניסוי הנוכחי. מוטנט זה לא נקשר לעצמו Two Hybrid System -במערכת ה

עם עצמו לא נתנה ) 19 בעמדה ארגיניןהחלפת ( של חלבון המעטפת המוטנטי האינטראקציה  ,טבק

 מגמה זו חזרה . אינטראקציה ובחלק מהתאים לאנצפתה  בחלק מהתאים .חד משמעיתתשובה 

 .בצעתיבכל החזרות שונצפתה 
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 FRET -ה סיכום תוצאות  3.56.

 לשיטת 64ראה עמוד ( שהתקבלו במהלך כל הניסויים יחד  חושבה על פי התוצאותFRET -יעילות ה

 ). FRET -חישוב יעילות ה

 29 ' ובתמונה מס3' והיא מוצגת בטבלה מס

 

  : התקן וערכי סטייתFRET -תוצאות יעילות ה

-3

2

7

12

17

22

27

32

cp-cpcp-karcpmut3-
cpmt3

cf p controlcf p-y f p
control

שנבדקו האינטראקציות 

FR
ET

 e
ffi

ci
en

cy
 %

 

בפרוטופלסטים  של האינטראקציות של חלבון המעטפת  FRET -סיכום תוצאות ה: 27 'תמונה מס

 והביקורות של המערכת

 

 
 האינטראקציות  שנבדקו % FRET efficiency )-, (+ סטיות התקן

15 12.5% CP-CP 

13.3 10.5% CP-Karyopherin α 

19.7 4.4% CP mut3-CP mut3 

6 0.2% CFP control 
7.11 0.106%-  CFP-YFP 

 

  FRET -סיכום תוצאות ה: 3 'טבלה מס

 

  היא  שהאינטראקציה בין חלבון המעטפת עם עצמו,  עולהFRET -מתוצאות ה ,לסיכום

 מתי   האינטראקציה בין חלבון המעטפת לבין הרצפטור הציטופלס,אינטראקציה חזקה

Karyopherin α1התוצאות לגבי האינטראקציה בין החלבון המוטנטי לעצמו  . היא פחות חזקה

(CP mut3)לעיתים היה ניתן לראות , אינן חד משמעיות FRETולעיתים לא  . 
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  דיון. 7

 

 הבנת .וירוס צהבון האמיר גורם לנזקים רבים לגידול העגבנייה התרבותית באזורים רבים בעולם

ולהלחם  ,את המתרחש לסייע לנו להבין הכים המתרחשים בתוך הצמח בעת ההדבקה יכולהתהלי

 .בוירוס

בחן הוא  בעבודתו . Hallanי"עבודת המחקר שלי היא המשך לעבודת מחקר שהחלה במעבדתנו  ע

 וכן ,עצמולבין אינטראקציה בין חלבון המעטפת הי בדיקת " עסאת תהליך בניית קופסית הווירו

 . (Hallan and Gafni 2001)  נקודתיות ומוטציות חסרוטציותמבנוכחות 

  :מסקנות המחקר שלו היו

 כלומר קצה אמיני של חלבון מעטפת מול קצה ,"ראש זנב"האינטראקציה מתרחשת בצורת . א

 .קרבוקסילי של חלבון מעטפת שני

חומצות אמינו מקטע ובו ,  לשם האינטראקציהישנה חשיבות לקצה האמיני של חלבון המעטפת.  ב

 .  יוצר אינטראקציה עם חלבון המעטפת השלם1-30

 לאפיין ביתר פירוט את האזורים בחלבון המעטפת הדרושים המטרת המחקר שלי היית

ומוטציות חסר  י יצירת מוטציות נקודתיות בסיגנל הכניסה לגרעין" ע,לאינטראקציה שלו  עם עצמו

.  על האינטראקציהן  ובדיקת השפעת,) Hallanבאזורים שונים מעבודתו של(בחלבון המעטפת 

  Hallan. לפי עבודתו של   נמצא חיוניאזור זהש מכיוון  NLS -המוטציות הנקודתיות בוצעו באזור ה

  והחלבוןKaryopherin α 1חלבונים מוטנטים אלו נבדקו גם מול הרצפטור הציטופלסמטי 

GroEL,החיים של מחזור וחשובים להמשך  ,  אשר ידועים ביכולתם להיקשר לחלבון המעטפת

 .סהווירו

 :מערכת צמחיתבו Yeast Two Hybrid Systemמערכת , בשתי מערכות שונותנעשה האפיון 

 . בפרוטופלסטים של טבקFRETבדיקת 

 

 . Two Hybrid SystemYeast  -  בות של חלבון המעטפת בדיקת האינטראקצי

 :טפת מוטנטיםעעם חלבוני מבדיקת אינטראקציה של חלבון מעטפת עם עצמו ו.1

 :האינטראקציה של חלבון המעטפת מול עצמו יכולה להתרחש באחת מהדרכים הבאות 

קישור של קצה אמיני  של מולקולת חלבון אחת מול קצה אמיני של מולקולת חלבון שנייה  .א

 .וקישור של קצה קרבוקסילי מול קצה קרבוקסילי

 .קישור המתבצע באמצע החלבון .ב

קרבוקסילי של מולקולת חלבון  אמיני של מולקולת חלבון אחת  מול קצה קישור של קצה .ג

 .אחרת
בעלי מוטציות נקודתיות  מוטנטים  מול חלבונים השלםבבדיקת אינטראקציה של חלבון המעטפת

 חלבון למקרה בו נבדקפרט  , חיוביות בין החלבונים שנבדקוות אינטראקצינצפוומוטציות חסר 

  , בכך האינטראקציה היעדר  ניתן להסביר את . CP 41-184aa  , חסר חלבון מעטפתהמעטפת מול
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בבירור שהאינטראקציה  אלו מעידות תוצאות .חלבון זה חסר גם קצה אמיני וגם קצה קרבוקסיליש

. כלומר קצה אמיני מול קצה קרבוקסילי,"זנב-ראש" עם עצמו מתרחשת בצורת של חלבון המעטפת

 76 - חומצות אמינו מהקצה האמיני ו40חלבון אשר חסר ן השלם לואכן לא נצפה קישור בין החלבו

הצליחו ליצור אינטראקציה עם אמנם מוטנטים ה  החלבונים .חומצות אמינו מהקצה הקרבוקסילי

חלבון תקין וחלבון פגום לא תהיה תערובת של  ס במציאות לווירואך , חלבון המעטפת השלם

י חלבון "ית הקופסית נעשית ע כיוון שבני,סהווירופסית  יפגע תהליך בניית קוובמקרה של מוטציה 

תוצאות . תוצאות אלו גרמו לי לבדוק את האינטראקציה של המוטנטים מול עצמם. אחד

החלפת .  פוגעות באינטראקציה וחלק לאNLS -מוטציות בחלק מההאינטראקציות מראות ש

 ואילו בשתי המוטציות , יהאינטראקצהיעדר גרמה לCP mut3)  (  ללאוצין19 בעמדה ארגינין

  חלבון המעטפת פחותה מזו שנצפתה עבור היה ניתן לראות גדילה אך(CP mut1, 2) האחרות

 חומצות 40אינטראקציה של שני חלבוני מעטפת אשר חסרים ה .באינטראקציה שלו עם המוטנטים

 על מנת לאמת את . כיוון שלשניהם חסר הקצה האמיני,מפתיעה CP41-260) (אמינו

האינטראקציה בין שני חלבוני מעטפת . האינטראקציה הזו כדאי לבחון אותה במערכת צמחית

 - לשיש חשיבותמה שמעיד  , נכשלה) CP1-184( חומצות אמינו מהקצה הקרבוקסילי  76החסרים 

על מנת . אינטראקציה של חלבון המעטפת עם עצמולשם   חומצות האמינו מהקצה הקרבוקסילי76

 צריך לבצע מוטציות חסר נוספות ומוטציות , ת האמינו המעורבות באינטראקציה את חומצוזהותל

 .בנוסף על אלו שנעשו בעבודתי, נקודתיות

 

 עם חלבון המעטפת Karyopherin α1נטראקציה של הרצפטור הציטופלסמתי יבדיקת א.2

  שלווהמוטנטיםהשלם 

 Karyopherin α1 (Kunikי טידוע חלבון המעטפת יוצר אינטראקציה עם הרצפטור הציטופלסמכ

et al., 1999) .באזור ה נקודתיות בעבודתי בדקתי את ההשפעה של מוטציות -NLS של חלבון  

 ששתי מוטציות ,מתוצאות המחקר עולה .  α1 Karyopherin  - להמעטפת על יכולת הקישור

רצפטור ל קישורכולת ה ביולא פגע) טריאונין ל וליזין ן  לפרוליןארגיניןהחלפה של (  4- ו3בעמדות 

מנעה את ,   ללאוציןארגינין החלפה של ,)CP mut3 (19 מוטציה בעמדה  ,בניגוד לכך. יטהציטופלסמ

חסר מוטציות   גםמול הרצפטור הציטופלסמתי נבחנו ,בנוסף למוטציות הנקודתיות. הקישור

 53אשר חסר וחלבון ,   חומצות אמינו40חלבון אשר חסר : מהקצה האמיני של חלבון המעטפת

תוצאות אלו יכולות להעיד על .  אינטראקציה עם הרצפטורהראו שני חלבונים אלו .חומצות אמינו

 הקטעים 5 'תמונה מס (  נוספים המתפקדים כסיגנל כניסה לגרעיןNLSקיומם של שני רצפי 

דא  יידרשו מחקרים נוספים כדי לוו.  כאשר הסיגנל הראשי לא מתפקד) המודגשים באדום וכחול 

 ובחינת י מוטציות נקודתיות באזורים  אלו" ע, שאכן הם מתפקדים  כסיגנל הולכה לגרעין

 עבודותיה של קוניק ב מסקנה זו נתמכת גם .  Karyopherin α1השפעתם על האינטראקציה עם 

 ואף  היא הסיקה מכך שייתכן ,  הראשוניNLS - של חלבון החסר את הבכניסה לגרעין  שהבחינה 

  . משניNLS גם שקיים
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  GroELבדיקת אינטראקציה בין חלבון המעטפת לבין חלבון הכנימה .3

 סלהמשך קיום הווירוחיוני  י חיידק אנדוסימביוטי  במעי הכנימה" המיוצר עGroEL חלבון

המולימפה של  ב GroEL-ל הראה קישור חלבון המעטפת (Morin et al., 2000) מורין .בכנימה

 השפעת בחנתיבעבודתי . GroEL נקשר בחלבון המעטפת אליואזור הת אך לא הראה א, הכנימה

תוצאות . GroEL עם  יכולת הקישורבחלבון המעטפת על מוטציות חסרומוטציות נקודתיות 

  .CP mut3 - פרט ל  GroEL -נקשרו ל שכל חלבוני המעטפת המוטנטים הניסויים הראו 

  ארגינין החלפת , וגם כאן, ם חלבון המעטפת אכן עובר אינטראקציה עGroEL -חלבון הלסיכום  

 . משבשת לחלוטין אינטראקציה זו19 בעמדה בלאוצין

 

חלבונים פר  ומתחבר למסזההמ, ניתן לסכם ולומר שחלבון המעטפת של וירוס צהבון האמיר

מיני בעלי גנום יחיד 'הדבר מתיישב עם העובדה הידועה זמן רב שבוירוסי ג. במהלך חייו של הווירוס

    ( Gafni and Epel 2002). ספגיעות בחלבון המעטפת פוגעות באינפקטיביות של הווירו

אינטראקציה של חלבון בקצה האמיני לא מנעה  חומצות אמינו 40 -של כעבודתי הראתה שהשמטה 

 העיקרי אדבר זה עומד בסתירה לממצ. כמו גם עם החלבונים  האחרים שנבדקו, המעטפת עם עצמו

 משבשת כל ,19 בלאוצין בעמדה ארגינין מוטציה נקודתית  אחת החלפת ו לפי, בעבודתי

 N - הבצד שההשמטים אנו מניחים .  שנבדקועם החלבונים חלבון המעטפת אינטראקציה של
 מהותית את מבנה החלבון ולכן אינטראקציות אלו אינן משקפות אינטראקציה הטרמינלי  משנים 

, היא מערכת הטרולוגית two hybridמערכת הבודקת של ה, יתרה מכך. אמיתית המתרחשת בטבע

בכוונתנו להמשיך ולבדוק זאת בתאי ולכן , ואיננה משקפת מספיק את המתרחש בתאי הצמח

 .הצמח

 

  מחיתצ במערכת  FRETבשיטת ות של חלבון המעטפת בדיקת אינטראקצי

 מהאינטראקציות החלטתי לבדוק  חלק,  two hybrid yeast -לאחר קבלת התוצאות במערכת ה

 -בשיטת ה, מערכת צמחית, קרובה יותר למיקום הטבעי של החלבונים הנבדקיםבמערכת אשר 

FRET  . 

 :  הםאינטראקציה עם חלבון המעטפת של וירוס צהבון האמיר  עבורם נבדקה ההחלבונים 

 .CP, CP mut3, Karyopherin α1 , C4 TYLCV  

 .  בגרעין התא ובגרעינוןמקם המעטפת  השלם מתחלבוןש, המיקום התוך תאי מראותתוצאות 

אחד מתפקידי הגרעינון הוא מעורבות  .עדיין לא ידוע מה תפקיד חלבון המעטפת בתוך הגרעינון

 ,.Rojas et al) ההכפלה הגרעינון משרת את וירוס צהבון האמיר במהלךשייתכן . rRNAבייצור 

2001)  

CP mut3הוא נמצא גם ,בשונה מחלבון המעטפת השלםאבל בגרעינון  ו נמצא רובו בגרעין התא 

הרצפטור מתקשה  ליצור אינטראקציה עם שהוא , להיותהסיבה לכך יכולה  .הבציטופלסמ

 אחרים פחות  Karyopherinנקשר לחלבוני  כנראה  , אך  Karyopherin αי  טהציטופלסמ

 ,בנוסף לכך.  התקיןהמעטפתכמו חלבון  מיריבתביעילות ומצליח להיכנס לגרעין אך לא , ספציפיים
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 שונה מהפיזור של חלבון המעטפת בגרעין התא  יםהפרוטופלסטבחלק מפיזור החלבון המוטנטי  

 .התקין

הרצפטור  עם עצמו וגם עם אינטראקציה שחלבון המעטפת יוצר  מראים FRET -ניסויי ה

 לעצמו היתה CPmut3 בדיקת האינטראקציה בין  ,בניגוד לכך. Karyopherin α1י טהציטופלסמ

  המבצעיםלאחר ניתוחים סטטיסטיים . וחלק לאFRET חלק מהתאים הראו מצב של .בעייתית

 כדי לאשר או לדחות אך יידרשו ניסויים נוספים FRETשאין לטעון ניתן , ממוצע בין תאים רבים

ך  בעיה נוספת שנתקלתי במהלך העבודה עם הפרוטופלסטים זו התזוזה של התאים במהל.הנחה זו

 , הפרוטופלסטים זזים, שניות5-15הנמשכת  , במהלך הסריקה של הלייזר.bleaching -תהליך ה

 לשם כך.  אינה מדויקת bleaching - לאחר הCFP -ולכן המדידה של עוצמת הפלורסנציה של ה

 .  נבחרו רק התאים שבהם לא נראתה תזוזה ומתוכם ,30  עד ,נבדקו בכל ניסוי מספר רב של תאים

ויש מקום להמשיך  ,שבדקתי במערכת השמריתמהאינטראקציות ת אלו משקפות רק חלק תוצאו

ן יותר את הסביבה הטבעית כיוון שהמערכת הצמחית משקפת נכו, ולבדוק את השאר

 .לאינטראקציה של חלבונים אלו

 

-Glutathione S  האנזיםשלא במסגרת עבודה זו נבדקה גם אינטראקציה של חלבון המעטפת עם 

Transferses כגון רדיקלים    זה עושה דטוקסיפיקציה לרעלנים בתוך הצמחאנזים .מעגבנייה  ,

 אינטראקציה זו נלמדת עתה במעבדתנו ומסתבר שגם. (Kimiti et al., 2004) מתכות כבדות ועוד

 הדבר מחזק את השערתנו לגבי חשיבותה של החומצה האמינית .CP mut3היא משתבשת במוטנט 

 .נטראקציות של החלבון עם חלבונים אחרים לאי19במיקום 
 

  הצעות להמשך המחקר

 המחקר שלי שם דגש על הקצה האמיני של .מחקר זה ממשיך עבודה קודמת שנעשתה במעבדתנו

 ליכולת  התבררה כקריטית(CP mut3)  ואכן אחת מהמוטציות הנקודתיות,חלבון המעטפת

מכאן . GroEL  - וKaryopherin α 1:נוספים וכן עם שני חלבונים , עם עצמו של החלבוןהקישור

  . להתרבות ולנועסביכולת הווירוובתהליך בניית הקופסית ע ופגל  עשויהשמוטציה זו

  בצמח השלם סאינפקטיביות הווירוו  יצירת קופסית הווירוס השפעת מוטציה נקודתית  זו על

 .  צריכה להיבדק

בעבודתי . ה הקרבוקסילי  של חלבון המעטפת את הקצ גם על מנת לבחון מחקרים נוספיםיידרשו

 הינו הכרחי לאינטראקציה עם הקצה האמיני של 184-260מצאתי שהאזור בין חומצות אמינו 

 . ולא ידוע היכן מתבצע הקישור,  בפרוטרוט אזור זה לא נבחן.חלבון המעטפת

נמצאו שני  1α  Karyopherinבדיקת האינטראקציה של חלבוני מעטפת מוטנטים מול  במהלך 

רצפים .  חסר או חסום העיקריNLS - כאשר ה NLS -ם בחלבון המעטפת  היכולים לשמש כרצפי

הקטעים , 5 'תמונה מס( 128-145חומצות אמינו בין ו 40-53בין חומצות אמינו אלו נמצאים 

 ל מנת להוכיח שאכן רצפים אלו מתפקדים כסיגנל כניסה לגרעין  צריךע) המודגשים באדום ובסגול

 מול הרצפטור שפעתן ולבחון את הבאזורים אלו לבצע מוטציות נקודתיות  ומוטציות חסר 

 .Karyopherin α1הציטופלסמתי 
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cell. GroEL protects the virus from degradation in the insect hemolymph during the 

virus circulation in the insect body.  

In Two Hybrid System the interactions between CP and all its mutants were tested by 

two reporter genes, one in the yeast – LEU2 gene required for biosynthetic for leucine, 

and the second is in the plasmid – LacZ which encodes the gene for β Galactosidase.  

The results obtained showed that the interaction between the CP and itself is indeed 

between the N terminus of one CP protein and the C terminus of the other.   

In addition to these, I found a point mutation (a replacement of argenine to proline in 

position 19) critical for all interactions studied. I suggest that this mutation causes 

change in the protein structure leading to failure to interact with itself and with the two 

proteins that were examined. This mutation might prevent insect transmission, but this 

point needs to be further investigated.    

As an independent approach to confirm the described interaction, I used the FRET  

(fluorescence resonance energy transfer) method. The results obtained indeed showed 

that the CP interacts with itself, and with Karyopherin α 1.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 96

 
 
 

ABSTRACT .9 
 
The Tomato yellow leaf curl disease is caused by the Tomato yellow leaf curl virus. 

Transmitted by the whitefly (Bemisia tabaci), the disease causes damage to the tomato 

yield in Israel and in tropical and subtropical regions around the world.  

One of the proteins of TYLCV is the CP (coat protein) which is encoded by the v1 

gene. This protein is essential for building the capsule, for  the virus spread, and is 

involved in a number of processes that take place during the life cycle of the virus. Its 

primary function is the encapsidation of the virus  ssDNA. The capsule  is built of 110 

copies of this protein. CP might be also essential for viral movement from cell to cell 

and for import and export of its genome from the nucleus. In addition to these, CP is 

also needed for insect transmission and it protects the genome in the insect from 

degradation by interaction with GroEL homolog produced by endosymbiotic bacteria of 

B.tabaci.  

The main objective of my research was to attain an understanding of the TYLCV 

assembly in tomato plants by studying the self interaction of coat protein and 

identifying the amino acids involved in the assembly of the virus. This research 

continues an earlier research conducted in our lab. In former study the self interaction 

of the CP was examined  by point mutation and deletions. The main finding was that 

the N terminus  of one protein and the C terminus of another CP interact with each 

other . In my work I studied the assembly of TYLCV in a more precise way by using  

two different research methods: 

1. The  Yeast Two Hybrid System  

2. FRET in protoplasts of tobacco. 

First, I introduced three  point mutations  in the N terminus of the CP. The mutations 

were done in the NLS (nuclear localization signal) region, the amino acids changed 

from positive charge to a neutral one. In addition, I deleted amino acids in both sides of 

the protein, N terminus and C terminus, which were found previously to be important 

for the CP interaction with itself. The mutant proteins were tested for their interaction 

capability with the wild type CP and with themselves. Also they were tested with two 

other proteins: GroEL and Karyopherin α1 that are involved in TYLCV infection. 

Karyopherin α1is involved in the import the virus genomes into the nucleus of the plant  
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