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  סקר ספרות
  

   : 1  דלעת של תאיRough Endoplasmic Reticulum � הפקת אסקורבט פרוקסידאז מ

 של תאי �RER כי נגזרות של  פראוקסידאזות של דלעת קיימי
 בסוג מסוי
 של השערהמאמר זה עוסק בה

  .דלעת


 אלו קיימי
 בסוג בבדיקות אימונופלורנסציה התגלה כי קיימת סבירות גבוהה כי ריכוז גבוה של אנזימי

כאשר , כדי לאמת הנחה זו בוצעה פרקציונציה של התאי
 במפל צפיפויות ,  של תאי דלעת�RERמסוי
 של ה

קה יבבד, cytochrome c oxidaseי "אברוני התאי
 הופרדו ובוצעה בכל פרקציה בדיקת פעילות אנזימטית  ע

לית נכחו אקסיממשהראו פעילות אנזימטית התברר כי באות$ פרקציות immunoblot analyses נוספת של 

בבדיקה נוספת במיקרוסקופ אלקטרוני
 התברר כי  , 31KDפולי פפטידי
 בעלי מסה מולקולארית של 

  .אברוני
 אלו ה
 פראוקסיזומי
 והאנזימי
 זוהו כנגזרות של פרוקסידאז

   :2הפקה וטיהור של נגזרת של פרוקסידאז מדלעת

זוהה ובודד מדלעת בשרשרת כרומטוגרפיות  , Short-Chain Acyl-Coenzyme A Oxidaseפרוקסידאז מסוג 

עד להגעה לרמה של , Phenyl-Supherose, hydroxyapatite, Hi-Trap Blue, and Mono S columns: להל$ 

mmol min 71.7פעילות אנזימטית של 
-1
 mg

י " וזיהוי חלבוני
 נעשה עSDS-PAGEג "י הרצה ע"ע, 1-

SILVER STAINING + immunoblotting , בעל מסה מולקולארית של 
בדיקות אלו העלו כי מדובר באנזי

 .תהלי� זה הוכח כיעיל לנוכח תוצאותיו, )ACOX(י אנטיסרו
 כנגד פראוקסידאז דלעת "ומזוהה ע, �47KDכ

  :3הפקה וטיהור של פרוקסידאזות מתו� ממבראנות גליקוסומיות ופרוקסיזומיות של עלי דלעת

 מתו� ממבראנות של עלי 31KDה עוסק בבידודו והפקתו של אנזי
 אסקורבט פרוקסידאז במשקל מאמר ז

לאחר מכ$ ביצעו ,  בודדו גליקוסומי
 מממבראנות העלי
SDS-PAGEבאמצעות כרומטוגרפיה , דלעת

 י חיתו� פרוטאוליטי"לאחר מכ$ החלבו$ בודד ע, Laemmliל פוליאקרילאמיד בשיטת 'ג ג"אלקטרופורוזה ע

   .V8של אנזי
 שמקורו בחיידקי סטפילוקוקוס 

ושוב עברו אלקטרופורוזה הפע
 , טריצי$� בתוספת בופר טריסSDS-PAGE �לאחר מכ$ ביצעו הרצה נוספת ב

והחלבוני
 המסומני
  , Coomassie brilliant blue �הפפטידי
 נצבעו לצור� זיהוי ב . PVDFעל משטח 

בידוד ,  protein sequencer �י דגרדציית אדמ$ ב"י החלבוני
 נעשה עזיהוי רצפ, י תער"התאימי
 נחתכו ע

ב " ולאחר מכ$ בצנטריפוגת מפל צפיפויות עPERCOLLי צנטריפוגה גרדיאנט "הפרוקסיזומי
 נעשה ע

  .סוכרוז

דבר המצביע על ,  ביחס לתחילת התהלי�5הפעילות הספציפית של הפרוקסידאז בסו( התהלי� גדלה פי 

  .�יעילות התהלי

  .  איזוזימי
 של פרוקסידאז בעלי הדלעת3זוהו 
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  :מטרות המעבדה
 .של חלבוני
וניקוי הכרת שיטות למיצוי הפרדה  .1

 .זהואפיו$ חלבוני
 בעזרת אלקטרופור .2

 .מסוגי צמחי
 שוני
 ז בעלי
 א האנזי
  פרוקסידריכוזיהשוואת  .3


 שלבי ההפרדה השוניבבדיקת פעילות ספציפית ויעילות הניקוי  .4. 

 .מיצוי פראוקסידאזות מעלי דלעת .5
  

  :מבוא
  

  זאפרוקסיד
 "מולקולות רעילות כגו$ ,  תגובות חמצו$ חיזורזרזי
ז השוני
 ה
 קבוצת חלבוני
 אשר מאאנזימי הפרוקסיד

superoxide "$בשל נוכחות חמצ 
תרכובות אלו הינ
 תוצאי , ורדיקלי
 של הידרוקסידי
 נמצאי
 בתאי
  .זאה אווירנית ומפורקי
 על ידי הסוגי
 השוני
 של הפרוקסידלוואי הנוצרי
 בנשימ

H2O2) hydrogen peroxide (על ידי מולקולה זאהינו סובסטרט לרוב סוג הפרוקסיד 
 והוא מחוזר למי
  :אקציה מתוארת להל$יהר, ז את התגובהזרממחזרת והאנזי
 ה

donor + H2O2 <=> oxidized donor + 2 H2O 

מולקולה זו , אקציהי הרה שלהכרחית לקטליזהקשורה לאנזי
 ומולקולה ,  קופקטורזאלאנזימי הפרוקסיד
  .יו$ ברזל המשמש כקולט חמצ$ ויתטבעת אימידזולקומפלקס המכיל , Hemmeהינה מולקולת 

  חומרי� ושיטות
  

  סרכוז וצנטריפוגה
הסובב אות
 על  חלקיקי
 אשר שוני
 בצפיפות
 מאשר המדיו
 צנטריפוגה מסתמכת על הגברת השיקוע של

הכוח הפועל על החלקיקי
 פרופורציוני לגודל
 ולכ$ כאשר בתמיסה חלקיקי
 ,צנטריפוגלי ידי הפעלה של כוח

י
 וידע מוקד
 נית$ לדעת את יפ ניסויי
 אמפיר"ע ,החלקיקי
 הגדולי
 יקדימו לשקוע, בעלי גדלי
 שוני

שקע חומרי
 בלתי רצויי
 ולהשתמש בפאזה המהירות וזמ$ הסרכוז הדרוש על מנת לשקע חומר רצוי או ל
. ההחלטה תלויה בחומר אותו אנו רוצי
 להפיק ומהסביבה ממנה אנחנו מפיקי
 אותו, העליונה המתקבלת

הפרדה גדולה נית$ לקבל ניצולת ,בכ� שזמני ההפרדה קצרי
 יתרונות ההפרדה בצנטריפוגה באי
 לידי ביטוי
בנוס( בהפרדה , �ושאר תנאי התהלימ$ הפעולה מהירות הסיבוב  ז' הטמפ כאשר שולטי
 בצורה מושכלת על

  .צנטריפוגלית אי$ צור� במרכיבי
 כימיי
 אשר יזהמו לנו את התוצר הרצוי
 

  שימוש במלח אמוניו� סולפאט�הפרדת חלבוני� על סמ� מסיסות

. ה בה הוא מצויהתמיס שבו pH-י ה"י הרכב חומצות האמינו שלו ועפ"לכל חלבו$ יש מטע$ חשמלי הנקבע עפ
" חבויות"אמינו חשופות לסביבה ואילו  לחלבוני
 יש צורה מרחבית תלת ממדית שלפיה נקבע אילו חומצות

. חיובי או ניטרלי, האמינו יכולות להיות בעלות מטע$ שלילי הקבוצות הצדדיות של חומצות. בפני
 החלבו$
בה ולכ$ המטע$ החשו( למדיו
 החשופות לסבילחלבוני
 שוני
 בתמיסה נתונה הרכב שונה של חומצות אמינו 

נקבעת לפי  המסיסות של חלבוני
. חלבוני
 בעלי אזורי
 שלה
 מטעני
 מנוגדי
 יימשכו זה לזה, שונה
מסיסות
 תקט$ מפני  ככל שהחלבוני
 נמשכי
 יותר אחד לשני. המידה שבה חלבוני
 נמשכי
 אחד לשני


 נית$ לשלוט על מסיסות החלבוני
 בתמיסה על ידי הוספת  .שה
 יוצרי
 מצבורי
 גדולי
 שאינ
 מסיסי
  :  להוספתו שתי השפעות אפשריות, במקרה שלנו אמוניו
 סולפאט, מלח

  תגביר את המסיסות של החלבו$ מכיוו$אמוניו
 סולפאט הוספת כמויות קטנות של �הגברת מסיסות  •
המטע$  החלבו$ ובכ� מנטרלי
 אתשיוני המלח יוצרי
 אינטראקציה ע
 האזורי
 הטעוני
 שעל פני 

   )SALTING IN ( .שעל פני החלבו$

 תגרו
 להשפעה הפוכה הוספה של כמויות מלח מעבר לנקודה קריטית מסוימת �הקטנת מסיסות  •

  )SALTING OUT( . סות החלבוני
ת מסיורדותגרו
 לה

ריכוז  לכל חלבו$ יש.  על מסיסות החלבו$ על מנת לבודד אותוהאמוניו
 סולפאטנית$ להשתמש בהשפעת 
ספציפי מתו� תמיסה  מלחי
 מסוי
 שגור
 לשקיעתו ונית$ להשתמש בעובדה זו על מנת להשקיע חלבו$


א
 בתמיסה חלבוני
 בעלי ריכוז ,  לשיטת השיקוע באמוניו
 סולפאט כמה חסרונות.המכילה חלבוני
 רבי
  .ול לפגוע בתפקוד החלבו$ההפרדה לא תהיה מלאה ובנוס( שיקוע החלבוני
 על, קריטי קרוב
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   זהוי אלקטרופור"הפרדת חלבוני� ע

חלבוני
 שוני
  נית$ להשתמש במטעני
 השוני
 של. מסוי
 pH לכל חלבו$ יש מטע$ מסוי
 בתמיסה בעלת
חיובי ינוע לכיוו$ האלקטרודה שלילית  חלבו$ בעל מטע$. י הפעלת מטע$ חשמלי"על מנת להפריד ביניה
 ע

באמצע  חלבו$ בעל מטע$ ניטרלי יישאר, החיובית ינוע לכיוו$ האלקטרודה שלילי בעל מטע$חלבו$ ,קתודהה,
  .$ שתי האלקטרודותבי


כחול על מנת לראות�י קומסי"ע צביעה של החלבוני
 בניסוי שלנו תבוצע , 
הצביעה פוגעת בפעילות החלבוני
  .ולכ$ נעשית רק לאחר בדיקת התגובה

  :ופורוזה  סוגי אלקטר�2בניסוי נשתמש ב

 מתאימה להפרדת חלבוני
 כאשר רוצי
 לשמר את המבנה הטבעי של �  זה נטיבית ולקטרופורא  .א
משמשת למציאת מספר סוגי החלבוני
 שיטה זו , ודד אותו על סמ� המטע$ הכללי שלוהחלבו$ ולב

  .זוהאיזוזימי
 השוני
 של הפרוקסידאהנמצאי
 בתמיסה 

בלבד ואיננו מעונייני
 סמ� גודלו  
 לבודד חלבו$ עלכאשר רוצי � אלקטרופורוזה דנטורטיבית  .ב

 SDS (sodium dodecyl sulfate)  �שתמש בבניסוי שלנו נ, בשימור המבנה המרחבי ופעילות החלבו$
כמו ).למספר חומצות האמינו שלו(החלבו$  מטע$ שלילי ביחס ישר לגודל שללו מעניק והנקשר לחלבו$ 

 הינו חומר מחזר המפרק mercaptoethanol β  (ימו
 הדגימה וח�β mercaptoethanolמש בת נשכ$

החזקי
 המאפשרי
 את קיפול החלבו$ בהיווצרותו ונותני
 S� S � הקשרי, י
יאת הקשרי
 הקוולנט
   .)לו את מבנהו המרחבי

מורכב ממונומרי
 של אקרילאמיד המצולבי
 ביניה
 ה ,ל מפוליאקרילאמיד'גב סוי שלנו נשתמשינב

ל על ידי אחוז האקרילאמיד ועל רמת 'נית$ לשלוט הרמת הפורוזיביות של הג, Acrylamid BISבאמצעות 
  .הביסאקריל אמיד בתערובתהצילוב על ידי אחוז 

  
  ניקוי החלבוני� על ידי דיאליזה 

התמיסה מוכנסת לשקית . נותאדיאליזה מבוססת על ההבדל ביכולת
 של חומרי
 שוני
 לחדור מבעד ממבר
השקית מוכנסת , )בדר� כלל רק למולקולות קטנות(המאפשרת מעבר למולקולות מסוימות נה אממברשהיא 

ולקולות העוברות את הממברנה גודל המ, לכלי גדול המכיל תמיסה ע
 ריכוז המלחי
 אליו מעונייני
 להגיע

קולות אשר מול,  דו כיווניהינומולקולות המעבר בדיאליזה , cut off sizeמוגדר  בגודל הסריגי
 שלה ותלוי

ינוע מחו- לשקית הדיאליזה בהתא
 לאוסמוזה ומפל הריכוזי
 ומי
 יכנסו אל cut off �גודל
 קט$ מגודל ה

  .תו� השקית על מנת להשוות את ריכוזי המומסי

  
  ספקטרוסקופיה 

  . שונותתרכובותידי � עלקרינה אלקטרומגנטית מבוססת על ההבדלי
 בספיגת יהספקטרוסקופ
ז אהפרוקסיד, קול ומי חמצ$ לקיווטהיעל ידי הוספת גוא,  לבדיקת פעילות אנזימטיתהנשתמש בוי שלנו בניס

 �O.Dי תוצאות ה"ע, קול שמתחמצ$ גור
 לשינוי הצבע של הדוגמאיהגוא, ז את ריאקצית החמצו$ חיזורזרמ
  . ז בדגימה ועל פעילותו האנזימטיתאקבלי
 מדד לריכוזו של הפרוקסידהמתקבלות מ

  

   :הגדרות בסיסיות
  

  פעילות ספציפית 
                                                 �על פי ההגדרה הפעילות הספציפית נותנת לנו מדד לרמת ניקיו$ האנזי
 ושווה ל

 

 470nm באור� גל של  �O.Dאת הפעילות האנזימטית בדוגמא אנחנו בודקי
 על ידי מדידה של שינוי ער� ה

 שווה 1O.D מציי$ את הפעילות האנזימטית כאשר שינוי של O.Dשינוי של , קטע זמ$ של דקהלאור� מ

  .u (unit)ויחידותיה  1לפעילות אנזימטית שערכה 

כל יחידה מדידה , 280nmאת כמות החלבו$ הכללית בדוגמא אנחנו בודקי
 על ידי מדידה באור� גל של 

)1O.D (ובנית$ לכת. ג חלבו$" מ�1שווה בערכה ל:  
  

  פקטור ניקוי
או (מוגדר כיחס בי$ הפעילות הספציפית של האנזי
 אחרי תהלי� מסוי
 ) purification factor(פקטור הניקוי 

הער� המתקבל  , )או מספר תהליכי
(לבי$ הפעילות הספציפית של האנזי
 לפני תהלי� זה ) מספר תהליכי


ציפי כאשר מדובר בתהליכי
 תעשייתיייכול לתת לנו הערכת כדאיות כלכלית להשתמש בתהלי� ספ
  . גדולי
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  מהל� המעבדה
  .כמויות וחומרי
 בה
 נעשה שימוש במהל� המעבדה, להל$ תרשי
 זרימה המתאר את שלבי העבודה

  

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 

1 .4�  גר� עלי

�כתישה. 2
)� )שבירת תאי

 נוזל עליו$. 4 סרכוז.3

  נזרק� עמשק

 :בצד למטרות

αααα 

  
 שיקוע.5

 סרכוז.6

1 ml   

  )αααα(הרחפה 

2 ml  
  )2(נוזל עליו$ 

)αααα(  

  דיאליזה

  :מקרא
 . שיטות הפרדה וניקוי�סימו$ בכחול •

• αααα � ביצוע מדידת O.D.ב nm280ו   nm 470.  

• ψψψψביצוע אלקטרופורוזה דנטורטיבית�. 

• φφφφ ביצוע אלקטרופורוזה נטיבית�   

) 3(עליו$ נוזל 
  לאחר דיאליזה

)ψψψψ,α,φφφφ(  

משקע מורח' 
אחר דיאליזה 

)ψψψψ,α,φφφφ(  

 ל בופר פוספט" מ10

0.01 M)( ,�  חול י

 g 5000,  דקות15
  

5000 g 

1 ml   10 ml   

   גר� 4.36י הוספת "ע
 אמוניו� סולפט 

   5000 g ,15 דקות  
   דקות15, אמבט קרח
 

  Trisל בופר " מ2

pH 6.97  

5 ml   1.4 ml   

  
  משקע
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  תוצאות
  שלבי העבודה השוני�התקבלו בתוצאות גולמיות ש: 1 'טבלה מס

  זוג  2נוזל עליו$    משקע מורח'  1נוזל עליו$  
  מספר

  שמות
עלי 
  ∆280nm 470nm∆  280nm  470nm∆  280nm  470nm  הצמח

  1.778  0.652  דלעת  הר ושגיאוז  1  0.126  0.298  1.890  0.722
0.520  2.353  0.078  0.104  
  1.475  0.776  דלעת  אנה ואסתי  2  0.151  0.285  1.645  0.631
0.423  2.310  0.040  0.004  
  0.045  0.980  צנונית  קר$ וצביקה  3  0  0.430  0.429  1.140
0.152  0.051  0  0  
אלכסנדרה   4  0  0.995  1.510  1.385

  וולדימיר
  0.539  0.939  צנונית

0.303  0.916  0.050  0  
  1.413  0.435  ארטישוק  שרית ואור$  5  0.085  0.271  1.430  0.291
0.22  3.026  0.032  0.062  
  1.478  0.138  ארטישוק  קארי$ ועמי  6  0.292  0.108  2.103  0.170
0.163  2.218  0.224  0  
  0.260  0.944  חזרת  אביטל ואודליה  7  0.341  0.167  0.330  0.262
0.042  0.359  0.032  0.556  
  0.748  0.670  כרובית  עודד ואיתי  8  0.025  0.218  1.399  0.995
0.696  1.363  0.035  0.052  

   לפני דיאליזה– שחור
�   לאחר דיאליזה– אדו
   דוגמת חישוב– כחול

  : לאחר תיקו$ פקטור המיהול עקב הדיאליזהD.O.דוגמת חישוב לתוצאת 

  ).לאחר  דיאליזה  ( V2=3ml, )לפני דיאליזה  470nm :( V1=2ml )( משקע 

5.1: ואמכא$ נובע כי פקטור המיהול ה
2

3
==

ml

ml
Fd ,לכ$ צרי� לבצע תיקו$ לער� ה�O.D.המקורי :  

3635.15.1909.0.. 1 =⋅=⋅ dFDO  

פקטור המיהול בולאחר הדיאליזה פקטור המיהול 
 במוכפלי O.D –הערכי
 בטבלה ה
 ערכי ה •

  .אריי שלא בטווח הלינO.Dבמקרה ונעשה מיהול עקב 
 

  דיאליזהנפחי התמיסות לפני ואחרי : 2 'טבלה מס

  סוג הדגימה
לפני דיאליזה  הדגימהנפח 

]ml[  

חרי דיאליזה א הדגימהנפח 

]ml[  
  פקטור
  מיהול

  1.333פי   2  1.5  משקע מורח(
  2פי   3  1.5  2נוזל עליו$ 

, 0.39 הינו 280nm �  שהתקבל לנו בדוגמת המשקע המורח( לאחר דיאליזה בO.D �ער� ה: חישובדוגמת 

 ולכ$ נכפיל את הער� המתקבל בפקטור 1.333כ החלבוני
 נמהלו פי "כלומר סה , 1.333פקטור המיהול הינו 

 .0.520התוצאה הינה , המיהול

  1נוזל עליו$ , פעילות ספציפית: 3 'טבלה מס

  עלי הצמח  מספר זוג
  פעילות אנזימטית

)u(  

  כללית בדוגמא כמות החלבו$

 ]mg[   
  ספציפית פעילות

[u/mg*min] 
 2.726  0.652  1.778  דלעת  1
 1.900  0.776  1.475  דלעת  2
 0.046  0.980  0.045  צנונית  3
 0.574  0.939  0.539  צנונית  4
 3.248  0.435  1.413  ארטישוק  5
 10.71  0.138  1.478  ארטישוק  6
 0.275  0.944  0.260  חזרת  7
 1.110  0.670  0.748  כרובית  8

  פעילויות ספציפיות גבוהות ביותר סומנו בצהוב* 
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  משקע מורח',עילות ספציפיתפ: 4 'טבלה מס
  אחרי דיאליזה  לפני דיאליזה

זוג 
  מספר

  עלי
  הצמח

פעילות 
  אנזימטית

)u(  

כמות 
  החלבו$
כללית 
  בדוגמא

 ]mg[   

פעילות 
  ספציפית

[u/mg*min]  

פעילות 
  אנזימטית

)u(  

כמות 
  החלבו$
כללית 
  בדוגמא

 ]mg[   

פעילות 
  ספציפית

[u/mg*min]  

  4.525  0.520  2.353  2.617  0.722  1.890  דלעת  1
  5.460  0.423  2.310  1.022  0.631  1.645  דלעת  2
  0.335  0.152  0.051  0.376  1.140  0.429  צנונית  3
  3.023  0.303  0.916  1.090  1.385  1.510  צנונית  4
  13.754  0.220  3.026  4.914  0.291  1.430  ארטישוק  5
  13.607  0.163  2.218  12.370  0.170  2.103  ארטישוק  6
  8.547  0.042  0.359  1.259  0.262  0.330  חזרת  7
  1.958  0.696  1.363  1.406  0.995  1.399  כרובית  8

  פעילויות ספציפיות גבוהות ביותר סומנו בצהוב* 
  2נוזל עליו$ ,פעילות ספציפית: 5 'טבלה מס

  אחרי דיאליזה  לפני דיאליזה

זוג 
  מספר

  עלי
  הצמח

פעילות 
  אנזימטית

)U(  

כמות 
  החלבו$
כללית 

  וגמאבד

 ]mg[   

פעילות 
  ספציפית

[u/mg*min]  

פעילות 
  אנזימטית

)U(  

כמות 
  החלבו$
כללית 
  בדוגמא

 ]mg[   

פעילות 
  ספציפית

[u/mg*min]  

  1.333  0.078  0.104  0.422  0.298  0.126  דלעת  1
  0.100  0.040  0.004  0.529  0.285  0.151  דלעת  2
  0  0  0  0  0.430  0  צנונית  3
  0  0.050  0  0  0.995  0  צנונית  4
  1.937  0.032  0.062  0.313  0.271  0.085  ארטישוק  5
  0  0.224  0  2.703  0.108  0.292  ארטישוק  6
  17.375  0.032  0.556  2.041  0.167  0.341  חזרת  7
  1.485  0.035  0.052  0.114  0.218  0.025  כרובית  8
  פעילויות ספציפיות גבוהות ביותר סומנו בצהוב •

   עבור פקטורי ניקוי נלקח לדוגמת חישוב– אדו
סימו$ ב •
  פקטורי הניקוי של כלל הזוגות בשלבי העבודה השוני�: 6 'טבלה מס

  פקטורי הניקוי הגבוהי
 ביותר סומנו בצהוב •
  :ישוב פקטור ניקוידוגמה לח

_ 2_ _

_ 2_ _

. . 1.333
3.15

. . 0.4 2
_

2

upper liquid after dialysis

upper liquid before dialysis

S A
cleaning factor

S A
= = ≅  

 �שלב שיקוע באמוניו
  סולפאט

  שלב סינו$ בדיאליזה
פקטור הניקוי לכלל 

�  התהליכי

  זוג
  מספר

  עלי
  הצמח

 2נוזל עליו$ 
אל מול נוזל 

  1עליו$ 
  

משקע מורח' 
אל מול נוזל 

  1עליו$ 

דיאליזט נוזל 
 מול 2 עליו$

  2נוזל עליו$ 

דיאליזט 
משקע מורח' 
מול משקע 

  מורח'

דיאליזט נוזל 
 מול 2עליו$ 

  1נוזל עליו$ 

דיאליזט 
משקע מורח' 

  מול
  1נוזל עליו$ 

 1.659 0.488 1.729 3.158 0.960 0.154  דלעת  1
 2.873 0.052 2.090 0.189 0.537 0.278  דלעת  2

 7.282 0 0.890 0 8.173 0  צנונית  3
 5.266 0 2.773 0 1.898 0  ניתצנו  4
 4.234 0.596 2.798 6.188 1.512 0.096  ארטישוק  5
 1.270 0 1.100 0 1.154 0.252  ארטישוק  6

 31.080  63.080 6.788  8.520 4.578 7.421  חזרת  7
 1.763 1.337 1.392 13.026 1.266 0.102  כרובית  8
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  אלקטרופורוזה דנטורטיבית
  

  סדר הטענת הדגימות באלקרופורוזה דנטורטיבית: 7טבלה מספר 
10  9  8  7  6  5  4  3  2  1  

�  �  �  �  
  1ע "נ

  P  A  מרקר  C  ) דלעת –שגיא +זוהר(
  1ע "נ

  )יתעודד ואיתי כרוב(
  )נוזל עליו$= ע "נ(

  

  
   אלקטרופורוזה דנטורטיבית–סריקת תוצאות הרצה : 1' תמונה מס

  
  . באמצעות תוכנת מחשב תוצאות ההרצה עובדו

  .נתוני
 אשר לפיו נית$ לבנות עקומת כיול למציאת משקל מולקולארי פלט מספקתמחשב הכנת ות
  :להל$ פלט המחשב שהתקבל 

  
  ל דנטורטיבי' עבור גפלט תוכנת המחשב: 8' ה מסטבל

  

  
  
  

1        2        3        4       5        6 
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  רי כנגד אור� הנדידהאעקו� כיול של משקל מולקול: 1 'גר' מס

   :נתוני הטבלה עבור סטנדרט החלבוני�להל$ הגר' המתקבל מ

y = -1.1501x + 5.3918

R
2
 = 0.9786

0.00

1.00

2.00

3.00

4.00

5.00

6.00

0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20

Rf

log M.W.

סידרה1 גרף מס' 2: עקומת כיול ג'ל דנטורטיבי

  
  fR� לוגרית� המסה המולקולארית כתלות ב– 2' גר' מס

  

  y = -1.1501x + 5.3918: משוואת הגר( המתקבלת היא , מתקבל גר( ליניארי מובהק
  

   דנטורטיביל' של הדגימות בגwM� וfRתוצאות  : 9'  מסטבלה

  פס 'מס  דגימה
  נדידהמרחק 

)cm(  fR  Log (Mw) 

(Da) 
Mw (Da) 

1 3.72 0.59 4.77 58352 

2 5.24 0.75 4.50 31883 
  1ע "נ

  )עודד+איתי(
3 7.75 1.02 4.07 11751 

 
 A  1 3.25 0.53 4.85 70427נעל

 
 P  1 4.11 0.62 4.70 49949נעל

 
 C  1 7.09 1.04 4.06 11517נעל

1 3.98 0.58 4.76 57914 

2 4.44 0.65 4.64 43842 
  1ע "נ

  )זוהר+שגיא(
3 7.81 1.15 4.06 11460 

  מ" ס6.8 � מרחק הנדידה הכללי כ •
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  יביתורטאלקטרופורוזה נט
  ל נטיבי קבוצתי'ג

  רוזה נטורטיביתרופוטסדר הטענת הדגימות באלק: 01 'טבלה מס
  

7  6  5  4  3  2  1  
  2ע "נ

  )שגיא + זוהר (
  משקע

  )שגיא + זוהר (
  1ע "נ

  )שגיא + זוהר (
  מרקר

  1נוזל עליו$ 
  )עודד + איתי(

  משקע
  )עודד +איתי(

  2ע "נ
  )עודד ואיתי(

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

   לפני צביעהורטיביתנט אלקטרופורוזה עבורסריקת תוצאות הרצה : 2' תמונה מס
  

  

  

  

  

  

  

  

  

   לאחר צביעה� ל נטיבי 'תוצאות ההרצה על ג: 3' תמונה מס

  
  

7  6   5     4    3   2   1 
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  ל הנטיבי הקבוצתי'כפי שנמדדו לאחר צביעת גואיקול בג) cm�ב(מרחקי הנדידה : 31 'טבלה מס

  רזרבה  רזרבה
  2ע "נ
  ע+א

משקע 
  ע+א

 1ע "נ
  ע+א

  סטנדרט
 1ע "נ
  ז+ש

  ז+משקע ש
 2ע "נ
  ז+ש

  רזרבה

1  2  3  4  5  6  7  8  9  10  
              0.2      
              0.3      
              1.1      
    2.6  2.6      מ" ס2        
              3  3    
              3.2      
      )מרוח( 3.5�4              

   נוזל עליו$=ע "נ, זוהר+ שגיא = ז +ש, עודד+ איתי = ע +א
  מ" ס5.7: מרחק ריצה 

  פ מדידה" על' של הדגימות בגfRתוצאות  : 41' טבלה מס

 cm(  Rf( נדידהמרחק   פס 'מס  דגימה

 0.35 2 1  )עודד+איתי( � 1ע "נ

1 0.2 0.04 
2 0.3 0.05 
3 1.1  0.19 
4 2.6  0.46 
5  3  0.53 
6  3.2  0.56 
7 3.5  0.61 

  )זוהר+ שגיא ( �משקע 

1 4 0.70 

1 2.6 0.46 
  )זוהר+שגיא( � 2ע "נ

2 3 0.53 
  .ו$ רק לצור� קבלת סדר גודלבול המריחה העליו$ וגבול המריחה התחתגהמריחה במשקע הופרדה ל

  
  תיכיתל נטיבי 'ג

   
  של כלל הצמחי�) לפני צביעה(ל נטיבי 'תוצאות הרצה על ג: 4' תמונה מס

  

  

  

  

  

  

  

  

  של כלל הצמחי�) לאחר צביעה(ל נטיבי ' תוצאות הרצה על ג:5 'תמונה מס

   10   9    8    7     6    5    4     3    2   1 
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  הרצה כיתתית של דיאליזט משקעתוצאות :  51 'טבלה מס
10  9  8  7  6  5  4  3  2  1  

  שרית
  ואור$

  )ארטישוק(

  אנה
  ואסתי

  )דלעת(

  קארי$
  ועמי

  )ארטישוק(

  אלכס
  וולדי

  )צנונית(

  סטנדרט

  חלבוני

  אביטל
  ואודליה

  )חזרת(

  קר$
  צביקהו
  )צנונית(

  הרוז
  ושגיא

  )דלעת(

  עודד
  ואיתי

  )כרובית(
  רזרבה

4  2.3  4  -    -  -  -  2.2  -  

4.5  4-4.5  4.5  -    -  -  -  -  -  
  מ" ס5.7קו סופי * 
  

  .לפני צביעהל נטיבי 'עבור גשל הדגימות  עבור fR   תוצאות:61 'לה מסטב

  cm(  fR(מרחק נדידה   פס' מס  דגימה

 0.39 2.2 2  איתי+  עודד 1ע "נ

4 0.70 
 8  קארי$+  עמי 1ע "נ

4.5 0.79 

2.3 0.40 
  4-4.5 9  אסתי+  אנה1ע "נ

 ) ממוצע4.25( 
0.75 

4 0.70 
  10   שרית+ אור1$ע "נ

4.5 0.79 
  :כרובית 

 .התקבל פס אחד בלבד בנוזל העליו$ •
  :דלעת 

  .מתוכ
 פס אחד שהוא מריחה,  פסי
 בדגימת המשקע7התקבלו  •

 .2ע " פסי
 בנ2התקבלו  •
  :ארטישוק 

 . פסי
2התקבלו  •

  .י צביעהל נטיבי אחר'עבור גשל הדגימות  עבור fR   תוצאות:71 'טבלה מס

  פס' מס  דגימה
מרחק 

  cm(  fR(נדידה 

1.5 0.263 
 2   עודד1ע "נ

2.2 0.386 
 0.263 1.5 4   צביקה1ע "נ
 0.228 1.3 7   וובה1ע "נ

4 0.701 
 8   עמי1ע "נ

4.5 0.789 

2.3 0.403 

2.6 0.456 

2.8 0.491 

3.3 0.579 

 9   אנה1ע "נ

4 0.701 

4 0.701 

 10   אור1$ע "נ 0.789 4.5

5.5 0.964 
  . איזוזימי
– חלבוני
 שאומתו כבעלי פעילות פרוקסידאז �שחור
  . חלבוני
 שהופיעו לאחר הצביעה–אפור 
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  ריכוז תוצאות
  

  יתספציפפעילות , בדיקות עכירות
  :נבדוק את יעילות שלבי העבודה השוני
 אשר אנחנו ביצענו

, 2.726[u/mg] הינו  הספציפית של האנזי
ער� הפעילות, והסרכוז המתקבל לאחר שלב הכתישה 1בנוזל עליו$ 

 הער� הינו 2 ועבור נוזל עליו$ 2.617[u/mg]הער� המתקבל עבור המשקע המורח( לפני הדיאליזה הינו 

[u/mg]0.422 ,
2.726

*100 86.5%
2.726 0.422

=
+

  

רמת הניקיו$ בפאזה , 4.525 [u/mg] המשקע המורח( הינו  הספציפית של האנזי
לאחר הדיאליזה ער� הפעילות

 הספציפית לאחר הדיאליזה ער� הפעילות,73%�כלומר עלייה של כ , 1.729זו עלתה עקב תהלי� הדיאליזה פי 


 , 3.158עקב תהלי� הדיאליזה פי רמת הניקיו$ בפאזה זו עלתה , [u/mg] 1.333 הינו 2 בנוזל עליו$ של האנזי

לי
 נמוכי
 מהערכי
 המצופי
 ומראי
 לנו כי הרבה מכלל הערכי
 המתקב, 216%� עלייה של ככלומר 

בנוס( נית$ , )15KD)15KD= cut off size  �החלבוני
 בדגימת המשקע לא עברו את הממברנה וגודל
 גדול מ

   הכילה ככל הנראה הרבה מלחי
 אשר פגעו בפעילות האנזי
 2לראות כי דוגמת הנוזל העליו$ 

  
  חישוב ניצולת

בנפח הדוגמא ) 3,4' י טבלאות מס/ראה(כמות האנזי
 נכפיל את נתוני הפעילות האנזימטית על מנת לחשב את 

  ,)2'י טבלה מס/ ראה2עבור המשקע ונוזל עליו$ (בה השתמשנו 

מפני שרוב האנזי
 נמצא בפאזת המשקע ומפני שכמות האנזי
 בפאזת המשקע לפני ואחרי הדיאליזה אינה 

  .כללית לתהלי� כאשר פאזת המשקע היא הפאזה המעניינת אותנואמורה להשתנות נחשב את הניצולת ה

נפח הדגימה בה , ל " מ2: של דיאליזט המשקע המורח(נפח כללי , ל" מ4.4: 1נפח כללי של הנוזל העליו$ 

O.D,  470nm :25השתמשנו לקריאת  lµ 
כמות בנפח הכללי נעשה על פי את חישוב ה, ל" מ0.025 שה

1הנוסחה  2 2 1CV C V=.  

O.D�470 בnm $1.778 כלומר 1.778 הינו 1 עבור דוגמת נוזל עליוu , ל ולכ$" מ0.025נפח הדגימה הנבדקת הינו:  

 2 21.778*4.4 *0.025 312.928C C u= ⇒ =   

  .יק בכתישההנפח אותו הצלחנו להפ, ל " מ4.4 יחידות אנזי
 בנפח של �313כלומר כ

O.D�470 בnm 2.353 כלומר 2.353 עבור דוגמת משקע מורח( לאחר דיאליזה הינוu , נפח הדגימה הנבדקת

2          : ל ולכ$ " מ0.025הינו  22.353*2 *0.025 188.240C C u= ⇒ =  

  :הניצולת המתקבלת לתהלי� הכולל  היא,  יחידות אנזי
 אות
 הצלחנו להפיק כתוצר סופי�188כלומר כ

188.240 / 312.928 0.601η =   . ניצולת�%60כלומר =

  
  אלקטרופורוזה דנטורטיבית

רי של החלבוני
 המופקי
 אביצענו אלקטרופורוזה דנטורטיבית על מנת שנוכל לאפיי$ את המשקל המולקול

 
  : רי הואא אשר לפי הספרות משקל
 המולקול A,P,Cתו� השוואה לחלבוני
 נתוני

A  � $97.4 אלבומיKD  

C � 
  12.4KD ציטוכרו

P ומהספרות  ( נקידלעת ז א פרוקסיד� 
  47KD  �מנתוני המאמרי
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 באחוזי
 לגבי החלבוני
 הנתוני
 ההסטיי, נית$ לבדוק את החלבוני
 שקיבלנומהתוצאות המובאות בטבלה 

  : בהשוואה לערכי
 הספרותיי
 היא

 :           Aחלבו$ 
97400 70427

100 27.6%
97400

−
⋅  :   Pחלבו$     =

47000 49949
100 6.27%

47000

−
⋅ =  

 :             Cחלבו$ 
12400 11517

100 7.12%
12400

−
⋅ =  

  קיבלנו סטייה  Aלעומת זאת בחלבו$ .   קיבלנו תוצאות זהות לספרות ע
 סטייה קטנה מאוד C  ו Pבחלבו$ 

חלבוני
 בעלי מסה ) איתי+ זוהר וג
 עודד + שגיא  ( הזוגות 2בדגימות של  ג
 קיבלנו ,כמו כ$, גדולה יותר

  . נקידומה למסתו של פרוקסידאזקולארית מול

  
  אלקטרופורוזה נטיבית

  הרצה קבוצתית

מעיד על בעייתיות בתוצאות מאחר ובנוזל עליו$ אחד , 1איזוזימי
 בנוזל עליו$ בדגימת הדלעת לא התקבלו 

לא זהו שלב הפרדה יחסית ראשוני ולכ$ לא הגיוני ש, והאיזוזימי
 שלו, אמור להיות הפרוקסידאז המבוקש

לא התקבלו תוצאות צביעה , אצל הזוג השות(. ככל הנראה הייתה בעיה ע
 הכנת הדגימה, התקבלו תוצאות

 התקבלו תוצאות ולכ$ נית$ להניח Coomassie blue � א� לאחר צביעה ב ,  של צנונית1בגואיקול בנוזל עליו$ 

  .טר
 הצביעהנראו ב מדי ולכ$ לא 
כי הפסי
 החומי
 לאחר צביעה בגואיקול היו עדיני

 חלבוני
 אשר מבצעי
 פעילות אנזימטית של פרוקסידאז ולכ$ נית$ �3נית$ לראות כי לפני הצביעה מבחיני
 ב


 1ע "א� נית$ לזהות בבירור איזוזי
 בנ, לאחר הצביעה מבחיני
 בחלבוני
 אחרי
, להניח שאלה איזוזימי

  .משקע שלנו + 2ע "נ, של איתי ועודד

  .  שלנו2ע "נ+ וס( במשקע נית$ לזהות איזוזי
 נ

למרות שה
 , ביחס לדגימת הכרוביתת דלעמעבר לכ� נית$ לראות מספר גדול יותר של איזוזימי
 בדגימת ה

  .דווקא במשקע

  הרצה כיתתית

 איזוזימי
 �נית$ להבחי$ לפני צביעת גואיקול בבירור ב, למרות שלנו לא יצאו תוצאות, ל הנטיבי הכיתתי'בג

כרובית , ואילו איזוזי
 שני מופיע בדלעת, זוזי
 אחד מופיע ה$ בדלעת וה$ בכרוביתאי .של פרוקסידאז

המעידי
 על נוכחות חלבוני
 שאינ
 בעלי פעילות , לאחר הצביעה הופיעו פסי
 נוספי
 .וארטישוק ג
 יחד

  .נראה כי הדלעת היא צמח עשיר מאוד בחלבוני
 .פרוקסידאז
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  דיו$ ומסקנות
  

  דיו$

נסיק כי מספר יחידות האנזי
 הגדול ביותר נמצא ,  וערכי הפעילות האנזימטית3' על פי טבלה מס •
 .בדלעת ובארטישוק

 .נסיק כי כלל תהלי� ההפרדה יעיל במיוחד בחזרת,  וערכי פקטור הניקוי הכללי7' על פי טבלה מס •

לא  הערכי
 המתקבלי
 מראי
 לנו כי לתהלי� השיקוע על ידי המלח במקרה זה �תהלי� השיקוע  •
לשיקוע של , האמוניו
 סולפאט גר
 בנוס( לשיקוע האנזי
 פרוקסידאז, היה  תפקיד בניקוי החלבו$

כאשר מסתכלי
 על הנתוני
 המתקבלי
 מהזוגות , מרבית החלבוני
 האחרי
 המצויי
 בדוגמא

לאור עובדה זו ,נראה כי לתהלי� הוספת המלח אי$ השפעה גדולה על רמת ניקיו$ האנזי
, האחרי

�סקנה המתבקשת הינה כי רצוי לבצע ניסויי
 אמפיריי
 נוספי
 על מנת למצוא ריכוז מלח אחר מהמ
 . תמיסה רוויה אשר יגרו
 להעלאת רמת הניקיו70%$

 כאשר מסתכלי
 על תוצאות הזוגות האחרי
 נית$ לראות בדוגמת המשקע עלייה �דיאליזה  •
 ועד לעלייה מינימאלית של �435%א עלייה בכוהי) דלעת (2  ברמת הניקיו$ אצל זוג מספר תמקסימאלי

עלייה מקסימאלית אצל אותו  , 2בנוס( לגבי דוגמת הנוזל העליו$ ,) כרובית (8 אצל זוג מספר �39%כ
ומקרי
 בה
 נראתה ירידה בפעילות הספציפית ומרמזת על , �1200%עלייה של כ,  בכרובית8זוג , הזוג

או על עבודה לא נכונה בחלק משלבי ההפקה או cut off size �נוכחות איזוזימי
 בעלי גודל קט$ מה
לאור התוצאות המתקבלות וניתוח הנתוני
 נית$ לומר כי לדיאליזה חלק בלתי , קריאת התוצאות


  .מבוטל בניקיו$ האנזי

  . מהאנזי
�85%בתהלי� השיקוע באמוניו
 סולפאט שיקענו כ •

, קות שעבור
 לא התקבל פקטור ניקוי גבוההיר, התקבלו פקטורי ניקוי גבוהי
 עבור חלק מהירקות •
 .כ� הדבר ככל הנראה בגלל הכנה לא מדויקת של תהלי� ההפרדה

  
 מסקנות 

 .ופ$ מעשי על תהליכי הפרדה במעבדההמסקנה הראשית המתבקשת מניסוי זה היא שלמדנו בא •

לי חזרת האנזי
 התקבל בצורה הנקייה ביותר מע, בור חלק מהירקותתהלי� ההפרדה הוכח כיעיל ע •

 כי הפעילות הספציפית הגבוהה ביותר נמדדה אצל אנזי
 שבודד מעלי א
, )63.080פקטור ניקוי (
  ).1ג לדקה בנוזל עליו$ " יחידות למ10.71(ארטישוק 

למשל המצאות פרוקסידאזות בפאזות , בהתחשב בעובדה שחלק מהתוצאות שלנו לא תאמו לציפיות •

כנראה בשלב השיקוע וה$ בשלב , כ$ וביצענו הפרדה לא יעילהמעידה כי יית, שלא ציפינו למצא
 ש

, לי
 לא תקיני
'ג, טעויות במיהולי
ג
 שגיאות שבוצעו בניסוי כגו$ א� יש לקחת בחשבו$ , הדיאליזה
 .'דכשגיאות סרגל ו, מדידת זמני
 לא נכונה, לי
'הטענה לא טובה על הג

ייתכ$ ותהלי� ההפרדה לא , ימי
 של פרוקסידאזאיזוז' התוצאות הסופיות הראו כי מצאנו נוכחות מס •
לבטח נית$ לשפר אותו ולקבוע תהלי� מסוי
 , ייתכ$ ולא התאי
 לחלק מהצמחי
, היה יעיל במיוחד 

  .וטוב יותר עבור כל צמח וצמח
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