
מוטנט שנפוץ  במחלת האלצהיימר, Ubb+1השפעת תנאים מחמצנים על עיבודו של 
אלה פיק' שחף סעד ופרופ
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Ub(Glyהחלבוןשלסכמתיתיאור.1איור הארוךUbb+1(Gly76/Y)והמוטנט(76
.האלצהיימרבמחלתהנפוץ,הקרבוקסיליבצידואמיניותחומצות19-ב

(1)טרםUbb+1משקיעתכתוצאההמצטבריםהחלבוניםשלסכמתיתיאור.2איור
האמיניתהחומצהאתהמכיל,Yuh1(2.1)האנזיםידיעלעיבודו(2)לאחראו

.הפעילבאתר(2.2)ציסטאין
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הזמןובחירתסטנדרטייםבתנאיםהניסוימערכתכיול.5איור
BL21חיידקיLysateשלתגובה.(דקות10)לניסויהמיטבי

חיידקיLysateשלאוYuh1,הרקומביננטיהאנזיםאתהמכיל
BL21הרקומביננטיהסובסטרטעם,כביקורתאנזיםללא

(6His-Ubb+1)הופרדוהחלבונים.זמןלאורך()תוצרליצירת
SDSחלבוניםל’בג PAGE ניטרוצלולוזלניירוהועברו18%

.anti-6HISנוגדןעםאימוניבתספיגשנבחן

והכנתו6His-Ubb+1הרקומביננטיהחלבוןניקוישלבי.6איור
באיוריםכמפורטהזיקהבעמודתהניקויותוצאותשלבי.לניסוי

הזיקהמעמודתשנשטפוהחלבוניםכלל;(6.1)לימיןמשמאל.4-5
(FT),Lysateהמומסיםהחלבוניםכללאתהמכיל(L)והמשקע

איסוףדוגמאות.וסרכוזהחיידקיםשבירתלאחר,(P)הנותר
שחרורולאחר(6His-Ubb+1)הרקומביננטיהנקיהחלבון

החלבונים.(6.2)דיאליזהלאחרהנקיהחלבון.(E1-5)מהקולונה
18%SDSחלבוניםל'ג-בהופרדו PAGEבשנצבע-

Coomassie B.blue.

BL21 Yuh1 Lysate
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H2O2 : 0 0

הרקומביננטיהאנזיםבפעילותירידה.8איור
Yuh1מחמצניםבתנאים(H2O2).שלתגובה
Yuh16עםHis-Ubb+1תוצרליצירתנקי()

,H2O2-0)מחמצניםבתנאים 1.2mM, 2.4mM)
חלבוניםל'בגהופרדוהחלבונים.דקות10-ל

Tris tricine(12%)בשנצבע-Coomassie
B.blueששימשניטרוצלולואוזלניירהועבראו
התוצאה.אימונילתספיגאובאדוםלצביעה
.חזרות3מייצגתהמוצגת

Ubb+1-

Ubb+1-

Ubb+1-

10-

10-

10-

היצוריםבכלאבולוציוניתושמורחיוניחלבוןהוא(Ub)אוביקוויטין
ביניהם,חלבוניםאלפיישלתרגומיאחרבשינוימעורבזהחלבון.האאוקריוטים

אנזימיםשלבשרשרתתלויהUb-להחלבוניםקשירת.חיונייםבקרהחלבוני
בעלחיישןלעיתיםמהווהזואמיניתחומצה.הפעילבאתרציסטאיןהמכילים

עלולהחמצוניתשעקהנמצא.בתאחיזור-חמצוןתהליכיוויסותבבקרהתפקיד
הסיכוןברמתלעליהולגרוםהתאיתבבקרהלפגועובכך,הציסטאיןאתלחסום
בהצטברותמאופיינתזומחלת.האלצהיימרמחלתכגוןניווניותבמחלותללקות
החלבוןהואשמצטבריםהחלבוניםאחד.במוחוהתפשטותםחלבוניםמשקעי

מסוגלאינוזהמוטנטחלבון.Ub-בספונטניתבמוטציהמקורואשר"Ubb+1״
,חלבוניםלפירוקבדרישותעומדואינובתאהחלבוניםבבקרתתפקידואתלבצע

תוצאות שיטות
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דיון
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-תגובת אנזים
סובסטרט

c 37

הפקת  
פלסמידים
(6HIS tag)

לחיידקיםטרנספורמציה
(E.coli BL21)

ביטוי חלבון  
(IPTG)

 SDSל ’הרצת הדוגמאות בג
PAGE/Tris tricine 

המקודדיםפלסמידים.כלליתחלבוניםבתמציתשמקורםסובסטרט-אנזיםתגובת.3איור
ידיעלהושרנההחלבוניםוביטוי,לחיידקיםהוחדרו,6Hisלהמאוחים,לאנזיםאולסובסטרט

IPTG.ניקוילאחראוטרםהשניעםהאחדהוגבווהסובסטרטוהאנזים,הופקוהחלבוניםכלל
Coomassie)ישירהבצביעהנבחנההריאקציה.(4איור)הסובסטרט .B.blue)אימוניבתספיגאו

(Western-blot).

(6HIS tag)

לעמודת זיקה המבוססת  6HIsקשירת 
על  ניקל

6His-Ubb+1(E1-E5)שחרור 
אימידזולתוך תחרות על 

שטיפת החלבונים שלא נקשרו
(FT)

איסוף החלבון הנקידיאליזה

נקשרוהניקלאל.ניקלעלהמבוססתזיקהבעמודתUbb+1הרקומביננטיהחלבוןניקוי.4איור
.אימידיזולעםהניקלעלתחרותתוךושוחררו6HIS-Ubb+1החלבוןשל(HIS)ההיסטידיןשיירי

SH

ובתנאים(9.1)סטנדרטיםבתנאים(Ubb+1)המוטנטהסובסטרטעיבודשלסכמתיתיאור.9איור
.(9.2)מחמצניים
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Coomassie
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IB 
Anti Ubiquitin  

inבמערכתשנבדקYuh1הרקומביננטיהחלבון vitroרגישנמצא
שהכילבבופרנפגעהפעילותוכישנראהלאחריתרחמצוןבתנאי
אדםביןמאודשמורזהשחלבוןכיוון.נמוכיםחמצןמיריכוזי
Yuh1שלהפיזיולוגיהתפקידלהבנתבסיסמהוותהתוצאות,לשמר

.מחמצניםבתנאיםשנתוניםיותרמורכביםבאורגניזמים

Yuh1:
(g/l)

0 3.31.60.80.40.20.1

Ubb+1-
(kDa)

10-

.לניסויהמיטביהאנזיםריכוזקביעת.7איור
למשךהוגב6His-Ubb+1המנוקההסובסטרט

אנזיםשלעוליםריכוזיםעםדקות10
התוצאות.()תוצרליצירתYuh1רקומביננטי

הריכוז.5באיורכמתואראימוניבתספיגנבחנו
0.8)הסתיימהלאהריאקציהבו g/l)נבחר

.הניסוייםלהמשך צביעת  
Coomassie B.B (4איור )ניקוי

לאחר דיאליזה

האנזים.מותואלהתאלהובלתיוצאוכפועלהצטברותו,לשקיעתושגורםמה
UCH-L3(בשמריםYuh1)החלבוןאתחלקיתלערוךמסוגלUbb+1לגרוםובכך

.לתארעילפחותולמצבמופחתתלהצטברות

זועובדה,זאתעם.לחמצוןרגישYuh1האנזיםכיהציעבמעבדתנוקודםמחקר

inבמערכתמעולםנבדקהלא vitroזהבמחקר.מבודדיםחלבוניםעלהמבוססת
inבמערכתמחמצניםלתנאיםרגישותוואתYuh1האנזיםפעילותאתאפיינתי

vitro.
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2

(6.2)


