
המשמש בקר מרכזי של מחזור התאE3עקת חמצון והשפעתה על הפעלת חלבון 
אלה פיק' עדן ברדה ופרופ

אוניברסיטת חיפה באורנים, הפקולטה למדעי הטבע,החוג לביולוגיה וסביבה 

דיון ומסקנות

תוצאותYuh1מדידת פעילות 

Rub1שלאסתרי-התיובקישור–התהליךבהמשךגםכמוהשמרשלהטבעיYuh1האנזיםבפעילותירידהנצפתהחמצןמיבנוכחות.חמצוניתלעקהרגישההרבילציהמערכת•
.Cullin1(E3)עםהקוולנטיבקישוראוE2עם

.שובלפעוללאנזיםוגרמוהחמצןמישלהחמצוןאתשביטלומחזריםהוספתידיעללראותניתןזאת,חמצוןידיעלנעשההרבילציהמערכתשלהעיכוב•

בריכוזYuh1אתמלאבאופןעיכב,PR-619,הרבילציהלמערכתהכלליהמעכבכןכמו,Yuh1במשמריםההומולוגאתגםחלקיבאופןעיכבUCLH3להספציפיTCIDהמעכב•
mM5.שלהפעילהאתרביןאבולוציונישימורעלמלמדהדברYuh1שלהפעיללאתר,המנץבשמרUCLH3המעכביםהוכנושעבורו,אדםשל.
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תוצאות

הכנת דגימות השמרים וטיפולן במי חמצן: 4איור 

?  רגיש לחמצון Yuh1האם האנזים–1שאלה מס׳ ❑

?לצורך הפעלתוCullin-1-לRub1האם בתנאים מחמצנים מצליחה השרשרת האנזימתית למסור את –2שאלה מס׳ ❑
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שחרור אור פלורסנטי  
AMCעל ידי 

קריאה
Plate reader-ב

Excel-עיבוד ב
ויצירת גרפים

מדידה כמותית של פעילות האנזים-3איור 
Yuh1( ) כנגד הסובסטרטUb-AMC)    (

גידול 

שמרים

טיפול במי  

חמצן   

Immunoblotting
ופיתוח

Western blot ביצוע
כתישת שמרים

והפקת חלבונים מהם

.והאורגניזםהתאלבריאותהדרושחיוניגורםמהווה(פרוטאוסטזיס)בתאהחלבוניםופירוקבניהביןהמשקלשיוויעלשמירהה

Cullin1(E3)החלבון.מואצתהזדקנותאודגנרטיביות-נוירומחלות,סרטןסוגיכמולפתולוגיותלהובילעשויבפרוטאוסטזיסשינוי
תאיתבמגרסהלפירוקושליחתםבתאהפגומיםמהחלבונים20%לסימוןרושדCullin1.התאיהפרוטאוסטזיסשלמרכזיבקרהוא

דרושהזהקוולנטילקישור.Rub1בשםלחלבוןשלוקוולנטיקישורדרוש,ראשית,Cullin1שפעוללצורך.״פרוטאזום״הנקראת
Saccharomycesהמנץלשמראדםביןשמורפרוטאז,Yuh1הואבהםכשהראשון(1איור)אנזימיםשרשרת cerevisiae.Yuh1מכיל

.חמצוניתלסביבהרגישותלהראותשעשויהאמיניתחומצה,ציסטאיןהפעילבאתר

מבוא

נוכח השימור הגבוה של מערכת זו בין  . Cullin1-לא מועבר לRub1רגיש לחמצון ועקב כך Yuh1מחקר בדקתי וזיהיתי כי האנזים ב

.  התאי באדםבפרוטאוסטזיסהתוצאות עשויות לרמז על פגיעה בתזמון של פירוק חלבונים שאינם נדרשים עוד ועקב כך גם , אדם לשמר

השרשרת האנזימתית הדרושה  -1איור 
Cullin1לRub1של קוולנטילצורך קישור 

Active

In
ac

ti
ve הצורות הלא פעילות של  -2איור

לעומת  , לאחר חמצונהציסטאין
הצורה הפעילה שלה

Rub1מעקב אחר העברת 
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וכללי  ( TCID)על ידי מעכב ספציפי Yuh1עיכוב פעילות -3תוצאה 
(PR-619.)תרבית לוגריתמית לתמצית כלל חלבוני השמר שמקורה ב

לפני שנבדקה פעילות  Ub-AMC-הוספו מעכבים בריכוזים שונים ו
Yuh1ב-Plate reader מתוצאות הקריאה רואים כי .  3כמתואר באיור

ואילו  5mMבריכוז של AMC-השפיע מעט על חיתוך הTCIDהמעכב 
.עיכב לחלוטין את החיתוךPR-619מעכב 

עלשוניםבריכוזיםH2O2ידיעלהמושריםמחמצניםתנאיםהשפעת-1תוצאה
לשלבעדגדלהמנץשמרשלתרבית.מנץשמרבתאיYuh1האנזיםפעילות

מי-+/טופלההתמצית.החלבוניםכללתמציתממנהשהופקהלפניהלוגריתמי
plate-בונבדקהשוניםבריכוזים(H2O2)חמצן readerלעבדיכולתהUb-AMC,

.פירוקובעתפלורסנציההפולטYuh1-לספציפיסובסטרט

תרבית לוגריתמית . על ידי חומרים מחזריםYuh1עיכוב החמצון של -2תוצאה 
או  )לאחר מכן הוספו גם מחזרים שונים . והוספו לה מי חמצןסורכזה,נכתשה 
על ידי Ub-AMCשנפלטה בעקבות חיתוך הפלורסנציה. Ub-AMC-ו( ביקורת

Yuh1נבדקה ב-Plate reader .על פי התוצאות רואים ש-DTT ביטל לחלוטין את
.ביטל את העיכוב באופן חלקיGSHהעיכוב על ידי מי החמצן ואילו 

ריכוז חמצן 
(mM:)
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מועברלאRub1–4תוצאה
תרבית.מחמצניםבתנאיםלסובסטרט
מי-+/טופלהשמריםשללוגריתמית

ונבדקה.דקות10-לH2O2))חמצן
ביןאסתרי-תיוקשרליצורהיכולת

Rub1ו-E2עםקוולנטיקשראוE3
הופקוהניסוילאחר(1באיורכמתואר)

אנליזתוהתבצעה,השמרחלבוני
רואיםהתוצאותפיעל."בלוטווסטרן"

mM1.2בריכוזחמצןמיבנוכחותכי
בנוסףRub1-לE2ביןקישורהיהלא

.חמצןמיהוספתעםפחתE3להקישור
ביולוגיותחזרותשתימציגהאיור*

מספר חזרה:.שנעשו6מתוך 1 12 2


