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,  E. מטרת המחקר הייתה לבודד קומפלקסים המכילים את החלבון לצורך בקרה זו מי החלבונים שאתם הוא עובר אינטראקציה
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 תקציר

העלה ותזמון חנטת ( מעגבנייה הוא מעכב תגובה לאוקסין המעורב בבקרת התפתחות E)  ENTIREהחלבון

. מטרת המחקר הייתה לבודד לצורך בקרה זו הפרי, אך לא ידוע מי החלבונים שאתם הוא עובר אינטראקציה

, לזהות את החלבונים המרכיבים את הקומפלקס, ולהשוות בין  Eקומפלקסים המכילים את החלבון 

המבטאים את החלבון מאוחה לתג הראשונה יצרנו צמחים טרנסגנים הקומפלקסים בעלה ובפרי. בשנת המחקר 

GS  בעלה, אך ראינו כי כמות החלבון שניתן להפיק מעלים של צמחים אלה אינה מספיקה לצורך זיהוי החלבון

שלו ביטוי או  בצמחי טבקת לביטוי חולף של החלבון חליפי ההשנייה פנינו לגישוהקומפלקס ולכן בשנה 

באנליזת כמויות גבוהות של חלבון ולזהות את החלבון . בגישה זו אכן הצלחנו לקבל בתרביות תאי טבק

Western blot . האפשרות למצות כמות גבוהה של חלבון יחד עם כיול תנאי ההפקה אפשרו במהלך השנה

-LCבאנאליזת  Eהשלישית לזהות את החלבון יחד עם חלבונים נוספים שיתכן ויוצרים קומפלקס עם 

MS/MS. סיונות לבטא כמויות מספיקות של חלבון על ידי ביטוי יו מספר נבנוסף, לאחר סיום המחקר, בצענ

חולף בעלים ופירות של עגבנייה. עד כה, מספר פרוטוקולים שניסינו טרם הובילו לזיהוי של ביטוי מספק 

 בעלים ופירות צעירים בעגבנייה.

 

 לחקלאים. המלצות מהווים אינם הניסויים .ניסויים תוצאות הינם זה ח"בדו הממצאים :הראשי החוקר הצהרת
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 מבוא

צורת העלה, חנטת הפרי ורגישות החנטה לטמפרטורות קיצון הן תכונות חקלאיות חשובות המשפיעות על 

מעגבנייה הוא מעכב של  ENTIRE (E)מידת ההסתגלות של גידול העגבנייה לתנאי סביבה משתנים. החלבון 

טת הפרי , המשפיע ספציפית על צורת העלה ועל התלות של חנAux/IAAהתגובה לאוקסין מקבוצת ה 

העלים פשוטים לעומת העלים המורכבים של טיפוס הבר, והפירות פרתנוקרפים  entire (e)בהפריה. במוטנט 

משפיע ספציפית על תהליכים אלה, ולזהות גורמים   Eבשל אבדן התלות של החנטה בהפריה. כדי להבין כיצד

ומאפשרים   Eהחלבונים הנקשרים לנוספים המעורבים בבקרה על צורת העלה ועל חנטת הפרי, יש לזהות את 

כדי לזהות חלבונים   Eיתה לבודד קומפלקסים המכילים אתיאת פעולתו, או מבוקרים על ידו. מטרת המחקר ה

 במחקר זה השתמשנו בשיטת. ם בבקרת התפתחות העלה וחנטת הפרינוספים המתווכים את פעילותו ומעורבי

tandem affinity purification (TAP)ת על תהליך מיפוי אינטראקציות חלבוניות בשני שלבים , המבוסס

ע"י שימוש בקולונות זיקה, תוך שימוש בתנאים עדינים, קרובים עד כמה שניתן לתנאים הפיסיולוגיים 

נתקלנו בקושי לבודד במהלך השנה הראשונה  על מנת לשמור על שלמותם של הקומפלקסים. ,השוררים בתא

גישות חליפיות לבידוד בחנו שנה השנייה מהלך הבולכן  הטרנסגניים כמות מספיקה של חלבון מהצמחים

. ביטוי חולף של חלבון מאוחה לתג תחת אהתחלנו לייצר כלים על מנת לבחון שלוש גישות: וקומפלקסים ה

. הפקת חלבון מהצמחים ג. BY2 . ביטוי בתרביות תאי טבקבבקרת פרומוטר חזק וקונסטיטוטיבי בעלי טבק. 

בעלי וחלבונים נוספים   Eבשנה השלישית בודדנו את החלבון מרקמות שונות מאלה שנוסו בעבר. הטרנסגניים

בנוסף, עשינו מתרבית תאי טבק. טאו באופן חולף את החלבון ותו קומפלקס, מעלי טבק שביאפוטנציאל ליצור 

 יה, אך עד כה ללא הצלחה. ימספר ניסיונות לבטא כמות מספיקה של חלבון בעלים צעירים ופירות של עגבנ

 

 :המקוריות מטרות המחקר

 מהעלה ומהפרי.   Eת קומפלקסים חלבוניים המכילים אתמטרת המחקר היא לבודד, לאפיין ולהשוו

 מטרות ספציפיות:

 . TAPמאוחה לתג המאפשר בידוד בשיטת ה   Eיצירת צמחים טרנסגניים המבטאים את .1

 מעלים ומשחלות בוגרות.  Eבידוד והשוואת קומפלקסים המכילים את .2

 על התפתחות העלה ועל חנטת הפרי.   Eבחינת השפעת חלבונים העוברים אינטראקציה עם .3
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 :פירוט הניסויים שבוצעו והתוצאות שהתקבלו

 

 .TAP, מאוחה לתג המאפשר בידוד בשיטת ה  Eיצירת צמחים טרנסגניים המבטאים את .1

לפירוק במסלול בצורתו העמידה   Eהחלבון המבטאים את צמחים טרנסגנייםבשנה הראשונה יצרנו 

E) אוקסיןהפרוטאוזום בנוכחות 
dII

 GSתג . TAPהמאפשר בידוד קומפלקסים בשיטת  GSמאוחה לתג  ,(

המופרדים ע"י  ,streptavidin-binding peptide (SBP) -וprotein-G (ProtG ) ם:מורכב משני אתרי

מיוצרים קווי בה אקטיבציה, -בשיטת הטרנסהצמחים הטרנסגניים יוצרו . TEVאתר החיתוך של הפרוטאז 

החיידקי, אשר אין בצמחים פקטורי  OPERATOR (OP)תגובה המבטאים את גן המטרה תחת בקרת רצף ה 

תחת בקרת פרומוטרים  LhG4שעתוק הנקשרים אליו. קווים מפעילים מבטאים את פקטור השעתוק הסינטטי 

הכלאה של קו התגובה לקו מפעיל גורמת לביטוי גן המטרה באזור . שונים המתבטאים באזורים שונים בצמח

תקינה של החלבון, התג  כדי להבטיח פעילות .F1בצמחי  הביטוי המוכתב על ידי הפרומוטר שבקו המפעיל

Eל החלבון אוחה בקונסטרקטים שונים לקצה הקרבוקסילי ולקצה האמיני ש
dII

טרנסגניים יוצרו קווי תגובה . 

. קווים מפעילים מספרעבור כל אחת מצורות האיחוי, ומספר קווים בלתי תלויים עבור כל טרנסגן הוכלאו ל

, הגורם FILהפעלה על ידי הפרומוטר  (1: לצורך ביטוי בעלה קווי התגובה הוכלאו לשלושה קוויים מפעילים

Eצמחים שביטאו את החלבוןוהחל משלבים מוקדמים של התפתחות העלה.  לביטוי חזק יחסית בכל העלה
dII

  

היו בעלי פנוטיפ חזק מאוד ולא ניתן היה   FILהמאוחה לתג בקצה הקרבוקסילי או האמיני ע"י פרומטר

, המתבטא בשלבים מאוחרים BLSהפעלה על ידי הפרומוטר  (2 להשתמש בהם לצורך בידוד הקומפלקסים.

BLS>>Eיותר של התפתחות העלה. צמחי 
dII

-GS  ו- BLS>>GS-E
dII

ברור אך עלה היו בעלי פנוטיפ  

 זהדומה לשהתקבל היה להשתמש בהם לבידוד קומפלקסים. הפנוטיפ היה כך שניתן  ,ייצור העלים לא נפגע

Eשל לתג שהתקבל מביטוי של הצורה הלא מאוחה 
dII

על חלבון פעיל למרות נוכחות תג חלבוני , מה שמצביע 

, והביטוי בעזרתו עשוי להיות E, שהוא הפרומוטר האנדוגני של E( פרומוטר 3 (.1 איורגדול יחסית )

, ולכן רק עתה יוצרו רק במהלך השנה השלישית למחקר E אינפורמטיבי יותר. קווי התגובה עם פרומוטר 

פרומוטר ( 1וי בפרי קווי התגובה הוכלאו לשני קווים מפעילים: לצורך ביט. מתבצעות ההכלאות לפרומוטר זה

CRC פרומוטר ( 2. המתבטא בשלבים המוקדמים של התפתחות הפריTPRP  שהוכן במעבדתו של דר' צחי

 ארזי במכון וולקני ואופיין כבעל ביטוי חזק בהשוואה לפרומוטרים לפרי הקיימים בעגבניה. 

 

 

של צמחי עגבניה  מעלים ומשחלות בוגרות  Eהמכילים אתבידוד והשוואת קומפלקסים  .2

 .טרנסגנים

 

BLS>>GS-Eצמחי  עלים של הפקנו חלבון מבשנה הראשונה 
dII

: תהליך המיצוי והבידוד בקצרה בני חודש. 

גרם רקמה שהוקפאה בחנקן נוזלי נכתשה והחלבונים הופקו בבופר אשר מדמה תנאים פיסיולוגיים ומכיל  18

  ,25mM Tris-HCl pH 7.6, 15 mM MgCl2, 5mM-EGTA, 150mM NaClפרוטאזות )מעכבי 

0.1% (v/v) Nonidet P-40,  1mM DTT, 1 mM PMSF, 1µM E64, 5% (v/v) ethylene glycol, 

complete EDTA-free protease inhibitor, 0.5gr PVPP10.000צוע צנטריפוגה )י(. אחרי ב rpm ,25 
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4דקות, 
0
C הדוגמא בפילטר ( וסינוןmµ0.45, הוטענו על גבי קולונת  החלבונים המסיסיםIgG (1 )מ"ל. 

 ,mM Tris-HCl, pH 7.6, 15 mM MgCl2, 5 mM EGTA 25בתום ההטענה הקולונה נשטפה בבופר )

150 mM NaCl,  0.1% (v/v) Nonidet P-40,  5% (v/v) ethylene glycol להרחקת כלל החלבונים )

, ותוצרי האילוציה נאספו 1M Citric Acid pH-3.84-האילוציה בוצעה ע"י שימוש ב .הלא קשורים

טרלי. במהלך יהסופי בפרקציה יהיה נ pH-על מנת שה lµ250 1M Tris pH-11בבאריות המכילות 

ולאחר השקעה ( 2A)איור האילוציה התקבל פיק יחיד המעיד על שחרור החלבונים שנקשרו לקולונה 

(, Loadלפני ההטענה )שנלקחה מהמיצוי לדוגמא IgG עם נוגדני  Western blotנעשתה אנליזת  אצטונית

זוהה  Western blotלאחר האילוציה. באנאליזת  ולפרקציות שנאספו .U.B)) לחלבונים שלא נקשרו לקולונה

 בלבדוציה איל, שהוא הגודל הצפוי עבור החלבון המאוחה, בפרקציות שנאספו מה57kD -כ בנד בגודל של

בודדנו את החלבון בשני שלבים  ,בנוסף .LC-MS/MS, החלבון לא זוהה באנליזת למרות זאת. (2B)איור 

בתום  ,. במקרה זהלעילגרם רקמה באופן זהה למתואר  36-המיצוי בוצע מ תוך שימוש בשני מרכיבי התג.

16במשך שעה ב 300U AcTEV proteaseהחלבון שוחרר עם  IgGתהליך ההטענה ושטיפת קולונת 
0
C - .

4-ב במשך שעה Streptavidinשל  זיקה-כדוריותלוציה טולטלו עם יתוצרי הא
0
C בעזרת לוציה בוצעהיוהא 

20mM Desthiobiotin 2). במהלך האילוציה התקבל פיק חלבוני )תמונהC,D  אשר אוחד והושקע עם 

TCA25% לאחר ביצוע שטיפה עם אצטון והרצה בג'ל החלבונים נשלחו הדוגמאות לאנליזת .LC-MS/MS 

לקולונה, אולם ריכוז נקשר חלבון הרצוי שהעל כך העידו  אלה ותתוצא. לא זוהה  Eאולם החלבון בטכניון,

  .נמוך יחסית למרות המוטציה המייצבתהיה החלבון 

 

לשיפור ניקוי החלבון והעלאת ריכוזו, תוך  דרך לאתרשמטרתם היתה , רביםבשנה השנייה בוצעו ניסויים 

E-התג מאוחה ל שימוש בצמחים המבטאים את
dII

פעילות נמרצת למרות בקצה הקרבוקסילי או בקצה האמיני.  

למרות  . כל זאתLC-MS/MSלא עלה בידינו להפיק ריכוז חלבון גבוה מספיק לצורך זיהוי באנליזת  בנושא,

שביטאנו את הצורה העמידה לאוקסין המכילה מוטציה המקנה עמידות לפירוק במערכת הפרוטאוזום, ולמרות 

 גרם(. 18יחסית )מעל  גדולהבכמות רקמה שהשתמשנו 

בחנו מערכות חלופיות שיאפשרו ביטוי כדי להתגבר על הקושי בביטוי כמות מספיקה של חלבון בצמח, לכן, 

  :מטרות נוספות מספרהגדרנו לצורך כך . גבוה של חלבון

Eשל ביטוי חולף  .4
dII

 :GFPאו  GSמאוחה לאחד משני התגים:  

 .(Nicotiana benthamianaצמחי טבק )עלים של א. ב

 .BY2ב. במערכת תאי טבק 

 ג. בעלי עגבנייה צעירים.

 .ד. בפירות עגבנייה צעירים
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של ביטוי חולף . 4
dII

E  מאוחה לתגGS  אוGFP, ( בצמחי טבקNicotiana benthamiana)  ועגבנייה

(Solanum lycopersicum)  או במערכת תאי טבקBY2: 

כיוון שמערכת זו מאפשרת ביטוי ( Nicotiana benthamianaטבק )מש במערכת ביטוי חולף בתשבחרנו לה

ביטוי קבוע שבו לא יכולנו להשתמש ב ,35Sפרומוטר החזק והקונסטיטוטיבי ושימוש בגבוה של חלבון 

משתייך הטבק  ,מדי שלא יאפשר את התפתחות הצמח. בנוסף נוטיפ חזקיה משום שהיה גורם לפיעגבנב

ועל כן יש סבירות גבוהה  ,(Solanum lycopersicum)כמו העגבניה  ,(Solanaceaeלמשפחת הסולניים )

 E( של החלבון identity) כמו כן, אחוזי הזהות עובר אינטראקציות עם חלבונים דומים בשני המינים. E-ש

   .87.78% הם (Nicotiana benthamiana)( בהשוואה לטבק Solanum lycopersicomה )יעגבנימ

 הפלסמידים שנבחרו לייצור הקונסטרקטים מאפשרים ביטוי גם בתרבית תאי טבק וגם ביטוי חולף בעלי טבק

Eיצרנו קונסטרקט של  .35S הוירלי הקונסטיטוטיבי פרומוטרהתחת 
dII

 (E  מאוחה )בעל המוטציה המייצבת

, אשר כפי שתואר בהצעת המחקר מאפשר בידוד קומפלקסים בשני שלבים GSבקצה הקרבוקסילי שלו לתג 

Eקונסטרקט של יצרנו  ,בנוסף .תוך שימור שלמות הקומפלקסים
dII

 GFPמאוחה בקצה הקרבוקסילי שלו לתג  

והוא מאפשר גם מעקב אחרי הביטוי המחקרית שימוש לצורך בידוד קומפלקסים בספרות שגם עבורו דווח 

 ,.Gadeyne et al., 2014; Pauwels et al., 2010; Dedecker et al)) בעזרת מיקרוסקופ פלואורסנטי

2015; Smaczniak et al., 2012)  .) השיבוטים נעשו במערכתGateway,  עבור התגGFP  השתמשנו

 pK7WG2Dנעשה לפלסמיד  GSתג ההשיבוט של ו pGWB5 (Nakagawa et al., 2007)בפלסמיד 

(Karimi et al., 2002) . 

ה מזגבוה יותר חלבון טוי החולף בעלי טבק אכן מאפשרת ביטוי בחנו האם מערכת הבי ,ראשוןהבשלב 

35S::Eהתחלנו בבחינת הביטוי של  שהתקבל בעלי עגבנייה טרנסגניים.
dII

-GFP חיידקי אגרובקטריום .

35S::Eהמבטאים 
dII

-GFP ( 10גודלו למשך הלילה ולמחרת הורחפו בבופרmM MgSO4, 10mM MES 

150µM Acetosyringon( והוזרקו לעלי טבק )OD600=1 יומיים לאחר ההדבקה נבחנו העלים .)

נראה חזק וממוקד לגרעין התא באופן המתאים למיקום הביטוי הצפוי של  GFPבמיקרוסקופ קונפוקלי. סיגנל 

E  איור(3A-Cלצורך הפקת חלבון נאספו שתי דיסקיות עלים בקוטר של כ .)-ס"מ והוקפאו בחנקן נוזלי.  0.7

(.  50mM Tris pH 7.5 ,150mM NaCl ,10% glycerol ,0.5% NP-40הרקמה נכתשה והוספה לבופר )

 sample buffer (0.25M Tris pH6.8 ,15% SDS ,50% 20%לאחר צנטריפוגה הנוזל הועבר לתוך 

glycerol ,25% β-mercaptoethanol באנליזת .)Western blot  זוהתה כמות גדולה של חלבון באמצעות

פי עוצמת הסיגנל נראה כי הצלחנו לקבל ריכוז גבוה מאוד של החלבון -על .(3D )איור GFP-נוגדנים ל

הות את גרם של עלים כדי לז 18-בשיטה זו: בעוד שמעלי עגבנייה טרנסגניים נדרש ריכוז חלבון גבוה מ

 .ובידוד, בשיטה זו החלבון זוהה בקלות מכמות רקמה קטנה לאין שיעור, וללא ריכוז Western blotהחלבון ב 

35S::Eגם עבור באופן דומהבעלי טבק ביטוי חולף  עשינו
dII

-GS המבטא את הקונסטרקט  . הפלסמיד

(pK7WG2D) מבטא גםGFP  שאינו מאוחה ל-E  יעילות הביטוי. ואכן, נצפה , דבר המאפשר מעקב אחרי

זיהינו את החלבון המאוחה  Western blot(. באנליזת 4A,B לאחר ההדבקה )איור  GFPביטוי בולט של

 ,פי עוצמת הבנד-על ,, ושוב נראה(4D)איור  Streptavidinובאמצעות ( 4C)איור  IgGבאמצעות נוגדן 

 שהתקבלה כמות גדולה של חלבון. 
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דווחה ששימוש בתרבית תאים כיוון  BY2 ים גם בתרבית תאי טבקטהקונסטרקבמקביל החלטנו לבטא את 

, בעיקר בשל הכמות TAPכבעלת יתרון לעומת שימוש ברקמה צמחית, בבידוד קומפלקסים בשיטת  בספרות

 ,.Van Leene et al., 2015; Van Leene et al)הזמינה של הרקמה והביטוי הגבוה של חלבון המטרה 

2008; Van Leene et al., 2007) מערכת לטרנספורמציה ועבודה עם תאים אלה כוילה בשנת המחקר .

  .יה במעבדתו של דר' דני אשלהשני

 

 התמקדנו במשימות הבאות:בשנה השלישית 

35S::Eהמבטא  BY2ביסוס קו תאי ביצוע טרנספורמציה ו .4.1
dII

-GS  וקו תאים נוסף המבטא

35S::E
dII

-GFP. 

מתאי טבק , ממיצוי חלבונים TAPבשיטת  FPLC-ב Eחלבונים היוצרים קומפלקס עם וזיהוי בידוד  .4.2

(BY2ו )35, לאחר ביטוי חולף של מעלי טבקS::E
dII

-GS  35אוS::E
dII

-GFP . 

35S::Eכיול מערכת לביטוי חולף של   .4.3
dII

-GS  .בעלים צעירים ו/או בפירות עגבנייה  

 

 

-GSהמבטא  BY2טרנספורמציה וביסוס קו תאי  ביצוע  .4.1
dII

35S::E וקו תאים נוסף המבטא 

GFP-
dII

35S::E. 

35S::Eביצענו טרנספורמציה של הקונסטרקט 
dII

-GS איור  והצלחנו לייצב קו תאים המבטא קונסטרקט זה(

B,A5) 35. במקביל עשינו גם טרנספורמציה של הקונסטרקטS::E
dII

-GFP  איור(E5).  תאים אלה ביטאו

חיידק האגרובקטריום בו ה לא היה יציב מספיק, כנראה בשל זן אולם קו תאים ז בגרעין התא, כמצופה, Eאת 

 קו. ההשתמשנו, ולכן בחרנו לא להמשיך עם 

35S::Eתהליך הטרנספורמציה וייצוב הקו 
dII

-GS  :תרבית תאי בקצרהBY2  130גודלה בטלטול שלrpm ב- 

26°C  ותוחזקה ע"י( מיהול שבועיμl400 תרבית תאים ב- ml20 ב )מצעמדיום Linsmaier and Skoog 

(LS), שעבר התאמה על פי התנאים המתוארים ב- (Nagata et al., 1992) . טרנספורמציה לתאיBY2  בוצע

ימים גדלים  6בני  BY2מ"ל תאי  ml 4:בקצרהתיאור התהליך  .(Shaul et al., 1996) ע"פ תאור קודם

מ"ל  40דקות בטמפרטורת החדר עם  30ועברו אינקובציה במשך מ"ל  250 -הורחפו בבשלב האקספוננציאלי 

, אשר גודלו במשך הלילה, ומכילים את הפלסמיד  Agrobacterium tumefaciens EHA105תרחיף חיידקי

קולטיבציה, התאים -קו. לאחר יומיים של 10mM MgSO4-ו 500μM acetosyringoneהבינארי יחד עם 

 פיתרחי ,לאחר שבועיים 50μg/ml kanamycin. -ו claforan 250μg/ml נשטפו במדיום גידול אשר מכיל

טרנסגניים התאים ה. במקביל קווי 50μg/ml kanamycinם אשר מכיל וטרנסגניים גודלו במדיהתאים ה

 אחת לחודש.  אשר חודשו( phytagel 2.5%  מדיום עם  LSבצלחות ) ונשמר

, דבר המאפשר מעקב E-שאינו מאוחה ל  GFPמבטא גם (pK7WG2Dהמבטא את הקונסטרקט ) הפלסמיד

 3נתקבלו  .(5A,B)איור טרנסגניים  BY2בתאי   GFPאחרי יעילות הביטוי. ואכן, נצפה ביטוי בולט של

ולאחר ביצוע אנליזת  GFPבהם נצפה החלבון הפלואורסנטי קווים בלתי תלויים עמידים לאנטיביוטיקה 

Western blot  להמשיך את תהליך הבידוד עם הקו המבטא את החלבון הרקומביננטי הוחלטE
dII

-GS  ברמות
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 7בתאים בני  Streptavidinובאמצעות  IgGבאמצעות נוגדן כפי שזוהה  ,WTהגבוהות ביותר לעומת תאי 

בבופר הפקה המתאים לבידוד קומפלקסים חלבוניים המתואר מעלה )סעיף . החלבון הופק 5C,D)ימים )איור 

ונכתשה  מעלות -80 -נשמרה ב, מ"ג רקמת תאים, אשר יובשה מהמדיום, עברה לאופיליזציה100-מכ(, 2 מס'

טנה מכמות רקמה ק וזאתמתאימה לבידוד,  שהתקבלה כמות חלבון ,פי עוצמת הבנד-על ,נראה. בחנקן נוזלי

טרנסגניים, ללא ריכוז או  הגרם עלי עגבניי 18 מהפקה שבוצעה מ המאוד בהשוואה לכמות החלבון שנתקבל

 (.5C,D)איור  בידוד

 

 מעלי חלבונים ממיצוי, TAPבשיטת  FPLC-ב Eהיוצרים קומפלקס עם  חלבונים וזיהוי בידוד .4.2

-GSאת  המבטאים(, BY2) טבק מתאי או טבק
dII

35S::E חולף בביטוי או קבוע באופן. 

 

Eשביטאו באופן חולף את  עלי טבק גרם 12-כמ חלבוןפק והבשלב ראשון 
dII

-GS לאחר שהודבקו ב- 

35S::E
dII

-GS .לאחר ייצוב קו תאי טבק המבטאים בשלב שני,  )באופן המתואר למעלה( והוקפאו בחנקן נוזלי

Eבאופן קבוע את 
dII

-GS7מתאים בני  ,והוקפאה בחנקן נוזליגרם רקמה אשר יובשה  40-, הופק חלבון מ 

-ב ץהורמיצוי החלבונים )הפקת חלבונים נעשתה באופן המתואר מעלה( הרקמה נכתשה וימים. בשני המקרים 

FPLC נוגדני  המכילהאחת  העם קולונIgG.  

 בשלב ראשון בבופר ונשטפ ות, הקולונותעם הדוגמא ותתום הטענת הקולונב ,שני תהליכי הבידוד הנפרדיםב

(25mM Tris-HCl, pH 7.6, 15 mM MgCl2, 5mM EGTA, 150mM NaCl,  0.1% (v/v) 

Nonidet P-40 (NP-40),  5% (v/v) ethylene glycol להרחקת כלל החלבונים הלא קשורים, בדומה )

 25mM,עם  ז וזיהוי החלבונים הקולונה נשטפהלמתואר מעלה. בשלב שני, על מנת לשפר את תהליך הריכו

Tris pH 7.6  או עם ללאmM NaCl150 , .לאחר בתהליך הבידוד מעלי טבק או מתאי טבק, בהתאמה

(. פראקציות הפיק שנתקבלו  6פיק יחיד )איור בשני המקרים נתקבלואילוציה בחומצה  IgGנת וקשירה לקול

 LC-MS/MSלאנאליזת  ונשלחוו נאספ( 6D)איור  E8-F10 ומתאי טבק( 6B)איור  C9-C12מעלי טבק 

Eהחלבון בעלי טבק ובתאי טבק . במכון וויצמן
dII

-GS חלבונים  256או  712בהתאמה ואיתו זוהו  ,זוהה

באנאליזה ביואינפורמטית נעשתה השוואה בין רשימות  .E בעלי פוטנציאל ליצירת קומפלקס עםנוספים 

חלבונים חופפים בין שני הניסויים  47-החלבונים שהתקבלו בשני הניסויים למציאת חלבונים חופפים. נמצאו כ

 (. 1)טבלה 

בודדנו את , ערכנו ניסוי נוסף של ביטוי חולף בעלי טבק, כאשר בניסוי זה )לאחר סיום המחקר( בהמשך

E. גם בניסוי זה זוהה החלבון 2החלבון בשני שלבים תוך שימוש בשני מרכיבי התג, כמתואר לעיל בסעיף 
dII

-

GS  באנליזתLC-MS/MS  וחלבונים נוספים בעלי פוטנציאל ליצירת קומפלקס אתו. חלבונים שזוהו בכל

 . 2שלושת הניסויים מוצגים בטבלה 
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 ניסיון לכיול מערכת ביטוי חולף של חלבון בעלים צעירים ופירות עגבנייה .4.3

כיוון שלאחר שביצענו את הניסוי כפי שהוצע בעגבנייה התברר שכמות החלבון אינה מספיקה לבידוד 

קומפלקסים, פנינו לטבק כמערכת חלופית שמהווה את הפתרון הטוב ביותר האפשרי כרגע כדי להתקדם 

ה, בשל במחקר. אנו סבורים שיש סבירות גבוהה שהקומפלקסים שזוהו בטבק יוכחו כרלוונטיים לעגבניי

הדמיון הרב בגנום ובסינטניות בין שני המינים, ואנו מקווים למצוא מקורות מימון על מנת להמשיך לבחון זאת. 

כיוון שצפוי שגם בגידולים אחרים וגם עם חלבונים אחרים לעתים תהיה בעיה דומה, אנחנו סבורים שההצלחה 

ת גדולות ולהפיק קומפלקסים מהווה תשתית שלנו להתגבר על הקשיים ולבטא חלבון מעגבנייה בטבק בכמויו

 חשובה למחקר החקלאי בישראל, כיוון שהיא עשויה להוות פתרון במקרים דומים בעתיד. 

ביטוי חולף עם זאת, ולמרות שהמימון למחקר הסתיים לפני יותר משנה, עשינו מספר ניסיונות לכייל מערכת ל

בניסוי הראשון נעשה ביטוי חולף בעלים צעירים ופירות, ובניסוי  ה. יעגבני ם צעירים ובפירותשל חלבון בעלי

השני בעלים. ניסוי נוסף נערך עם קונסטרקט ביקורת על מנת להשוות בין היעילות של ביטוי חולף בטבק 

 ובעגבנייה. 

שבו לא יכולנו להשתמש בביטוי היציב  35Sבפרומוטר החזק והקונסטיטוטיבי בניסויים אלה, השתמשנו 

ה משום שהיה גורם לפנוטיפ חזק מדי שלא יאפשר את התפתחות הצמח. תרבית חיידקי אגרובקטריום יבניבעג

35S::Eהמבטאים 
dII

-GFP  35אוS::ARF10-GFP  גודלה למשך הלילה . 

מ"ל מהתרבית הועברה לתמיסת  5 ראשון )פרוטוקל הזרקה לפירות אותו ניסינו גם על עלים(: ניסוי

LB+MES  (pH=5.6  ספת של ובתMES 0.01M וגודלה לילה נוסף. התרבית סורכזה והפלט הורחף )

נעטף ברדיד  ,(Mgcl 10mM, MES 10mM, acetoseringone 200uM, pH=5.6בבופר הזרקה )

מ"מ והזרקה  3-4אלומיניום וטולטל למשך שעתיים. הזרקה לפירות )בשלים ושאינם בשלים( נעשתה לעומק 

בבינקולר יומיים לאחר ההדבקה נבחנו העלים חריץ.  יצירת נעשתה לאחרלעלים )עלים בגילאים שונים( 

 בעלים או בפירות של עגבנייה. GFPלראות סיגנל  ניתן היהלא  .סנטיאורפלו

חיידקים נקבע על פי קריאת סוכרוז וריכוז ה 5%הפלט שהתקבל הורחף בתמיסת התרבית סורכזה ו שני:ניסוי 

מורכב ה הוכן בופר הזרקה, OD600=0.2יכוז תמיסת אגרו סופית בריכוז ספקטרופוטומטר. על מנת להגיע לרב

מ"ל עם מים. יומיים  1.5והשלמה ל  15ul MgSO4 [1M] ,30ul MES [0.5M] ,1.5ul AS [150mM]מ 

בעלים או בפירות של  GFPלראות סיגנל  לא ניתן היה .בבינקולר פלורוסנטילאחר ההדבקה נבחנו העלים 

, על מנת GFPשהכיל גם 35S:GS בניסוי השלישי הוזרק לעלי טבק ועלי עגבניה הקונסטרקט  עגבנייה.

ניתן לראות כי באותו ניסוי ניתן היה . 7להשוות את היעילות בין שני המינים, התוצאות מוצגות בתמונה 

יטוי מספק עד כיוון שלא הצלחנו לקבל בבביטוי החולף בעלי טבק אך לא בעלי עגבנייה.    GFPלראות סיגנל

 כה, טרם התקדמנו לבידוד קומפלקסים. 
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 . עלה חמישי פרוש של הגנוטיפים המצוינים.1איור 

BLS>>GS-E
dII

BLS>>E-ו  
dII

-GS  אקטיבציה איחוי של-צמחים המבטאים במערכת הטרנסE
dII

לתג בקצה האמיני   

אקטיבציה. הפנוטיפ המתקבל דומה לזה המתקבל -הטרנס, במערכת BLSוהקרבוקסילי, בהתאמה, תחת בקרת הפרומוטר 

Eמביטוי של
dII

 . 2cmהבר מציין ללא איחוי.   

 

 

 

מעלי עגבניה המבטאים את  E. בידוד חלבונים היוצרים קומפלקסים עם 2איור 
dII

E  מאוחה לתגGS  באמצעות

 .BLSפרומוטר 

(A-B)  בידוד מצמחיBLS>>GS-EdII( .A )ב של תהליך הבידוד כרומטוגרמה-FPLC זיקה -ע"י שימוש בקולונת  IgG 

חלבונים שהופקו והוטענו על גבי  - Load פרקציות:ל IgGעם נוגדני   Western blotאנליזת (Bבלבד ושחרור בחומצה. )

ע"י  הפרקציות ששוחררו מהקולונה - Peak  ,לקולונה פרקציות המכילות חלבונים שלא נקשרו -Un-Boundהקולונה, 

 SBP-( .C)ו  ProtG -תוך שימוש בשני מרכיבי התג Eבידוד חלבונים היוצרים קומפלקסים עם  (D-Cפיק. )חומצה והיו ב

 (D)זיקה -בקולונת נוסף בידודתהליך ו TEV ע"יחיתוך  IgG.זיקה -כרומטוגרמה של תהליך הבידוד ע"י שימוש בקולונת

Streptavidin הגדלה של אזור ה- Peak שנראה בפאנלC. 
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-GFP. ביטוי חולף של 3איור 
dII

35S::E טבק. יבעל 

(A-C תמונת מיקרוסקופ קונפוקלי של ביטוי ) E
dII

-GFP35-)בצהוב( בתאים של עלי טבק שהודבקו בS::E
dII

-GFP .

פלואורסנציה ( C( .)A( ובתאים שלא הודבקו לא נראה סיגנל )A,Bבעלים שהודבקו נראה הסיגנל ממוקד לגרעין התא )

  Western blot( אנאליזת D. )100µm( תמונת סופרפוזיציה של פלואורסנציה ואור לבן. קנה מידה = B,Cבלבד, )

Eלצורך זיהוי החלבון 
dII

-GFP 35: חלבון הופק לאחר ביטוי חולף שלS::E
dII

-GFP  בעלי טבק ומצמחים שלא הודבקו

(WTהאנאליזה נעשתה באמצעות נוגדן ל .)-GFPדל החלבון המאוחה . גוE
dII

-GFP  =64kDa . 

 

 
 

-GSביטוי חולף של  .4איור 
dII

35S::E טבק.עלי ב 

(A,B תמונת סופרפוזיציה של סיגנל פלואורסנטי וסיגנל אור לבן שצולמו במיקרוסקופ קונפוקלי, של ביטוי הגן )GFP 

E-והוא אינו מאוחה ל pK7WG2D)בצהוב( שמקורו בפלסמיד 
dII

-GS המאפשר את ווידוא הצלחת הטרנספורמציה. ניתן ,

(. תמונות B(, לעומת תאים שלא הודבקו ואינם מראים סיגנל )A)בצהוב( ) GFPלראות כי תאים שהודבקו מבטאים 

( זיהוי C,D.)100µmסופרפוזיציה של סיגנל פלואורסנטי וסיגנל אור לבן שצולמו במיקרוסקופ קונפוקלי. קנה מידה = 

Eהחלבון 
dII

-GS  באנאליזתWestern blot 35. החלבון הופק לאחר ביטוי חולף שלS::E
dII

-GS  בעלי טבק או מעלים

(. גודל החלבון D) Streptavidin-( וC) IgG(. האנאליזה נעשתה לשני חלקי התג באמצעות נוגדן WTשלא הודבקו )

Eהמאוחה 
dII

-GS  =57kDa. 
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-GS ביטוי .5איור 
dII

35S::E אוGFP -
dII

35S::E  .בתאי טבק  

35S::Eימים המבטאים  7תאים בני 
dII

-GS (A-D .)(A,B)  תמונת של סיגנל פלואורסנטי ואור לבן שצולמו במיקרוסקופ

E-והוא אינו מאוחה ל pK7WG2D)ירוק( שמקורו בפלסמיד  GFPקונפוקלי, של ביטוי הגן 
dII

-GS המאפשר את ווידוי ,

Eהצלחת הטרנספורמציה. בתאים אלה זוהה החלבון 
dII

-GS  באנאליזתWestern blot בהשוואה ל-WT האנאליזה .

E(. גודל החלבון המאוחה D) Streptavidin-( וC) IgGנעשתה לשני חלקי התג באמצעות נוגדן 
dII

-GS  =.57kDa 

(E)- 35יום המבטאים את   -11תאים בניS::E
dII

-GFP ( בגרעין התא )ירוק(N תמונת סופרפוזיציה של סיגנל ,)

  . E,B µm20=-בA= ,100µm-קנה מידה ב פלואורסנטי ואור לבן אשר צולם במקרוסקופ קונפוקלי.

 

 
 

 . BY2מעלי טבק ומתאי טבק  Eבידוד חלבונים היוצרים קומפלקסים עם . 6איור 

Eשל FPLC כרומטוגרמת בידוד ב
dII

-GS ( מעלי טבק בהם בוטא החלבון בביטוי חולףA-B( ומתאי טבק )C-D),  בקולונת

פרקציות המכילות חלבונים שלא נקשרו  -Un-Boundחלבונים שהופקו והוטענו על גבי הקולונה,  - IgG .Loadזיקה 

 ethylene glycol+ 150mM NaCl ,Buffer-2)ו  NP-40+ דטרגנטים ) 1Buffer- 25mM Tris pH-7.6לקולונה,

25mM Tris pH-7.6 ו-Buffer3 25mM Tris pH-7.6 +150mM NaCl. Peak -  הפרקציות ששוחררו מהקולונה

  בהתאמה. ,-Cו A הנראה בפאנל Peak-הגדלה של אזור ה D )-ו(B .(peak) ע"י חומצה והיו בפיק
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  .  S. lycopersicumובעגבניה   N.Benthamianaביטוי חולף בטבק   7איור 

A .ביקורת, הזרקה לעלה טבק של מצע אינפילטרציה ,B 35, הזרקה לעלה טבק שלS:GS  הוקטור כלל גם ,GFP .C , ,

, הוקטור כלל גם  35S:GS, הזרקה לעלה עגבנייה של Dביקורת, הזרקה לעלה עגבניה צעיר של מצע אינפילטרציה. . 

GFPילים את הקונסטרקט, אך לא בביקורת עלי טבק או . ניתן לראות כי יש ביטוי רק בעקבות הזרקה לעלי טבק המכ

 בהזרקה לעלי עגבניה המכילים את הקונסטרקא. 

 

  MS/MS-LCחלבונים שזוהו באנליזת  :1טבלה 

  Accessions-( נבחרו הBY2לאחר השוואת התוצאות משני הניסויים )ביטוי חולף בעלי טבק וביטוי בתאי טבק 

של  blastp. לאחר מכן נעשה uniprotה באמצעות מאגר המידע תנעש accessionהמשותפים. מציאת הרצף של כל 

 הרצפים מול מאגר מידע של חלבוני עגבניה. 

 

 
 

  Accession Organism Tomato Accession Description 

1 E
dII

-GS    

2 O80362 RK10_TOBAC Solyc04g009540.1 50S ribosomal protein L10 

3 O82702 VATG1_TOBAC Solyc05g056020.2 V-type proton ATPase subunit G 2 

4 O82802 SIR1_TOBAC Solyc11g065620.1 Sulfite reductase 

5 P24091 CHI2_TOBAC Solyc10g055810.1 Endochitinase (Chitinase) 

6 P43643 EF1A_TOBAC Solyc11g069700.1 Elongation factor 1-alpha 

7 P93768 PSMD3_TOBAC Solyc01g111710.2 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 3 

8 Q03685 BIP5_TOBAC Solyc03g082920.2 Heat shock protein 

9 Q285L8 RS3A_TOBAC Solyc03g097900.2 40S ribosomal protein S1 

10 Q40450 EFTUA_NICSY Solyc03g112150.1 Elongation factor Tu 

11 Q40460 RCA1_TOBAC Solyc09g011080.2 
Ribulose-1 5-bisphosphate carboxylase/oxygenase 
activase 1 

12 Q40546 KPYG_TOBAC Solyc08g077180.2 Pyruvate kinase 

13 Q56E62 NDK1_TOBAC Solyc01g089970.2 Nucleoside diphosphate kinase 

14 Q8RX97 FRI1_TOBAC Solyc06g050980.2 Ferritin 

15 Q9SMC2 ILVH_NICPL Solyc11g008780.1 Acetolactate synthase small subunit 

16 
A0A088FCE
7 

A0A088FCE7_NICB
E Solyc12g042060.1 ATP-dependent clp protease ATP-binding subunit 

17 A1YUL9 A1YUL9_NICBE Solyc01g060470.2 Importin alpha-1b subunit 

18 B2BF99 B2BF99_TOBAC Solyc06g076970.2 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 

19 B5M4V6 B5M4V6_TOBAC Solyc05g054480.2 Actin 

20 C3PTS5 C3PTS5_TOBAC Solyc07g051850.2 Aspartic proteinase 

21 C5MQG8 C5MQG8_NICGU Solyc06g074980.2 26S protease regulatory subunit 6B homolog 

22 D2CFI9 D2CFI9_TOBAC Solyc11g056680.1 LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase, RLP 

23 E1APE9 E1APE9_TOBAC Solyc08g043170.2 Gamma-glutamyl phosphate reductase 

24 E2F3S8 E2F3S8_TOBAC Solyc07g045240.2 RNA-binding protein-like 

25 E2F3S9 E2F3S9_TOBAC Solyc07g045240.2 RNA-binding protein-like 

26 E5LLE7 E5LLE7_NICBE Solyc07g066610.2 Phosphoglycerate kinase 

27 G4XTD4 G4XTD4_NICBE Solyc06g019170.2 Gamma-glutamyl phosphate reductase 

28 H9CCH6 H9CCH6_TOBAC Solyc01g008330.2 Acetyl-CoA carboxylase biotin carboxylase 

29 I7GVS5 I7GVS5_TOBAC Solyc09g010630.2 heat shock protein 
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30 O65852 O65852_TOBAC Solyc08g077930.2 Isocitrate dehydrogenase 

31 O82151 O82151_TOBAC Solyc11g071640.1 Beta-D-glucosidase 

32 O82161 O82161_TOBAC Solyc04g074450.1 Phi-1 protein (Fragment) 

33 Q076B1 Q076B1_NICBE Solyc09g090720.2 26S proteasome regulatory subunit 

34 Q1MSG9 Q1MSG9_NICBE Solyc04g014460.2 RNA binding protein 

35 Q1MSH0 Q1MSH0_NICBE Solyc10g086400.1 THO complex subunit 4 

36 Q6F4H4 Q6F4H4_TOBAC Solyc01g104770.2 Actin 

37 Q75ZE5 Q75ZE5_TOBAC Solyc04g012120.2 14-3-3 protein beta/alpha-1 

38 Q84QX4 Q84QX4_TOBAC Solyc06g049080.2 Superoxide dismutase 

39 Q8LP28 Q8LP28_TOBAC Solyc02g092640.2 Casein kinase 

40 Q947H4 Q947H4_TOBAC Solyc02g087810.2 Aldose-1-epimerase-like protein 

41 Q94IA7 Q94IA7_TOBAC Solyc03g096730.2 GDP-D-mannose pyrophosphorylase 1 

42 Q9SAQ0 Q9SAQ0_NICSY Solyc05g008460.2 ATP synthase subunit beta 

43 Q9ZP36 Q9ZP36_TOBAC Solyc05g007830.2 Expansin 2 

44 T2BQ67 T2BQ67_TOBAC Solyc04g078540.2 Cathepsin B-like cysteine proteinase 

45 T2BRU8 T2BRU8_TOBAC Solyc12g088670.1 Cathepsin B-like cysteine proteinase 

46 U5PY93 U5PY93_NICBE Solyc11g006460.1 DNAJ chaperone 

47 V9HZ10 V9HZ10_NICAT Solyc01g097270.2 Chitinase (Fragment) 

48 W8R6U0 W8R6U0_TOBAC Solyc05g012270.2 Argininosuccinate synthase 

 

  MS/MS-LCחלבונים שזוהו באנליזת  :1טבלה 

חלבונים משותפים לשלושת הניסויים: תאי טבק, ביטוי חולף בעלי טבק ובידוד עם תג אחד, ביטוי חולף בעלי 

 טבק ובידוד עם שני תגים. 
 

Tomato Accession Description 

Solyc12g042060.1 ATP-dependent clp protease ATP-binding subunit 

Solyc07g051850.2 Aspartic proteinase 

Solyc06g074980.2 26S protease regulatory subunit 6B homolog 

Solyc11g056680.1 LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase, RLP 

Solyc06g019170.2 Gamma-glutamyl phosphate reductase 

Solyc11g071640.1 Beta-D-glucosidase 

Solyc05g056020.2 V-type proton ATPase subunit G 2 

Solyc03g112150.1 Elongation factor Tu 

Solyc09g011080.2 Ribulose-1 5-bisphosphate carboxylase/oxygenase activase 1 

Solyc08g077180.2 Pyruvate kinase 

Solyc02g092640.2 Casein kinase 

Solyc04g078540.2 Cathepsin B-like cysteine proteinase 

Solyc12g088670.1 Cathepsin B-like cysteine proteinase 

Solyc01g097270.2 Chitinase (Fragment) 

Solyc05g012270.2 Argininosuccinate synthas 
 

 

 :דיוןסיכום ו

 םיה טרנסגנייעגבני צמחיעלים של שהופק מ Eלמרות שנעשו ניסיונות רבים לא הצלחנו לזהות את החלבון 

BLS>>E המבטאים
dII

-GS  באנליזתLC-MS/MSשל מידי כמות קטנה מ . הקושי בזיהוי נובע ככל הנראה

למרות שנראתה קשירה לקולונה והחלבון זוהה כל זאת   המטרה ביחס לחלבונים אחרים שיצרו מיסוך. חלבון

מערכת של  ביטוי חולף בעלי טבק וביטוי בתאי טבק ל עברנו,. בכדי להתגבר על בעיה זו Western blot-ב
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BY2  35שלS::E
dII

-GFP  35ושלS::E
dII

-GS .גבוה של החלבון  מקרים התקבל ביטוישני הבE מאוחה ה

E(. לצורך זיהוי חלבוני הקומפלקס בחרנו להמשיך עם 4 -ו 3 ים)איור western blot-ב ההוזהוא לתג ו
dII

-

GS  בשל היתרון שלו בניקוי בשני שלבים בשיטתTAP . בשלב ראשון עשינו ניסויFPLC  רק עם קולונת

IgG . 35לאחר ביטוי חולף של מעלי טבק הופק מיצוי חלבוניםS::E
dII

-GS, ת נראתה קשירה לקולונIgG. 

Eהחלבון LC-MS/MS באנאליזת  ,ואכן
dII

-GS מערכת נוספת שבה   .נוספים חלבונים 712זוהו אתו זוהה ו

35S::Eהמבטאים  BY2תאי טבק השתמשנו בכדי לקבל כמות גדולה של חלבון היא 
dII

-GS גם במקרה זה .

E, נראתה קשירה והחלבון IgGהועבר מיצוי החלבונים דרך קולונת 
dII

-GS  256זוהה ויחד איתו זוהו 

חלבונים נוספים בעלי פוטנציאל ליצור איתו קומפלקס. בהשוואת רשימת החלבונים משני הניסויים הנ"ל 

-Alpa)אקספנסין )-אלפאהוא החלבון המעניינים שנמצאו חלבונים חופפים. אחד החלבונים  50נמצאו 

EXPANSIN צלולוז בדופן התא ובכך שחרור של סיבי הוגורמים ל. חלבוני אקספנסין מצויים בדופן התא

מאפשרים את התארכות התא. חלבוני אקספנסין הם גם בעלי תפקיד בהתרככות פירות וכן בחדירה של נחשון 

במריסטמה האפיקלית אקספנסין אפליקציה מקומית של אוקסין או של  גם, כינמצא האבקה אל הצלקת והעלי. 

 מקום האפליקציהבשל עלה אקטופי  ( משרה התפתחותShoot Apical Meristem; SAMשל הנצר )

(Fleming, 1997)התפתחות של עלעלים תלויה בהתארכות מקומית של תאים באזור בו גדל העלעל . במידה ו

ידי -מעניין לבדוק האם חלבון זה מבוקר על ,ובעיכוב של התארכות תאים באזור בו יתמיין הרווח בין העלעלים

ENTIRE.  כמו כן, המוטנטentire  פרתנוקרפים, פירות המתפתחים ללא הפרייה, ולכן מאופיין גם בפירות

במהלך תהליך  מעניין לבדוק האם גם כאן יש קשר לאקספנסין המעורב בבקרת התארכות נחשון האבקה

   .ההפרייה

ניסוי מלא )ניקוי בשני שלבים( של חלבונים שמוצו לאחר ביטוי חולף בעלי טבק ובתאי טבק  בהמשך, ביצענו

BY2  שלE
dII

-GS ניסוי ביקורת בו נמצא חלבונים מרקמה המבטאת את התג בהמשך . כמו כן נבצעGS 

 בלבד. 

אפשרה בידוד של החלבונים היוצרים אתו קומפלקס בשל  Eנראה כי הבחירה בטבק לצורך ביטוי החלבון 

עם  רמת הביטוי הגבוהה. בנוסף לכך הצלחנו לכייל את המערכת כך שבסיום תהליך המיצוי הקולונה נשטפת

אשר מפריעים לריכוז הרקמה, וכן ריכוז החלבון   ethylene glycol) ו NP-40בופר ללא דטרגנטים )

בצנטריקון ע"י אנשי היחידה לפרוטאומיקה במכון ויצמן. כל אלה שיפרו מאוד את תהליך הבידוד והריכוז של 

ירת קומפלקס. כל זאת בזמן יחד עם חלבונים בעלי פוטנציאל ליצ Eהדוגמא ואפשרו לנו לזהות את החלבון 

ו/או בהרצת החלבון בג'ל, שני שלבים אשר גורמים לאיבוד  קצר יותר מבלי שיהיה צורך בהשקעה אצטונית

 150mMחלק מדוגמת החלבונים המבודדים. כמו כן הצלחנו לקבוע גבול החמרה אפשרי בבופר השטיפה )

NaCl (, 256לעומת  712פיים אשר שזוהו בדוגמא )( שהוריד באופן ניכר את מספר החלבונים הבלתי ספצי

 יותר ספציפיות. Eועל כן יאפשר זיהוי אינטראקציות חלבוניות עם 

( Nicotiana benthamianaשהטבק ) אנו סבורים כי לתוצאות בטבק רלוונטיות לשאלות המחקר, כיוון 

השאיפה זאת,  למרות. (Solanum lycopersicumכמו העגבניה )( Solanaceae) שייך למשפחת הסולניים

עד כה, הנסיונות לקבלת כמות חלבון  .מעגבניה Eהיא להצליח לבודד את החלבונים העוברים קומפלקס עם 

מספיקה לבידוד קומלפקסים מביטוי חולף או קבוע בעגבנייה לא צלחו. אנו מקווים שנצליח להשיג מימון כדי 
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להערכתנו, רמת החלבון הנמוכה מקורה מביטוי לא גבוה מספיק של החלבון, ולא להמשיך בנסיונות אלה. 

מבעיה טכנית. ואכן, בעלי הטבק, ובעזרת פרומוטר חזק, הצלחנו לקבל ביטוי ולבודד קומפלקסים. השלב הבא 

 הוא לנסות לקבל ביטוי מספיק גם בביטוי חולף בעלי ופירות עגבנייה, ואולי גם בצמחים טרנסגנים. 

  Eלבחון את ההשפעה של החלבונים העוברים אינטראקציה עםתה ימטרה השלישית במטרות המקוריות היה

 על התפתחות העלה ועל חנטת הפרי. נראה כי מטרה זו תושג בטווח הזמן הרחוק יותר. 

בנוסף לזיהוי חלבונים שעוברים אינטראקציה בעגבנייה בעזרת המידע מטבק, כמוסבר לעיל, אנו רואים 

בות יישומית גדולה גם בבניית הפלטפורמה, שתוכל לשמש לבידוד קומפלקסים של חלבונים נוספים חשי

מעגבנייה וסולניים אחרים, ואף מצמחים אחרים. אנו סבורים כי לאור הקשיים הבלתי צפויים שנתקלנו בהם, 

קלאית, קיימת ולאור העובדה שיש מעט מחקרים לבידוד קומפלקסים עם חלבונים מצמחים בעלי חשיבות ח

המחקר הוביל לתובנות לגבי הגישות האפשריות  חדשנות בתוצאות שיאפשרו מחקרים שלא התאפשרו עד כה.

לבודד קומפלקסים חלבוניים מצמחים. תובנות אלה והשיטות שפותחו יוכלו בעתיד הקרוב לשמש לטווח רחב 

 של מחקרים בגידולים שונים. 
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 יכום עם שאלות מנחות ס 

שורות לכל שאלה )לא תובא בחשבון חריגה מגבולות המסגרת  4עד  3-ב ,בקצרה ולעניין השאלות כלל להתייחסנא  
 המודפסת(.

 שיתוף הפעולה שלך יסייע לתהליך ההערכה של תוצאות המחקר. 
 נא לציין הפנייה לדו"ח אם נכללו בו נקודות נוספות לאלה שבסיכום. :הערה

 מטרות המחקר תוך התייחסות לתוכנית העבודה.

 . TAPמאוחה לתג המאפשר בידוד בשיטת ה   Eיצירת צמחים טרנסגניים המבטאים את 
 

 מעלים ומשחלות בוגרות.  Eבידוד והשוואת קומפלקסים המכילים את 
 

 על התפתחות העלה ועל חנטת הפרי.   Eבחינת השפעת חלבונים העוברים אינטראקציה עם 
 

המאוחה לתג. כיילנו בידוד קומפלקסים אך   Eיצרנו צמחים טרנסגנים המבטאים את עד כה:  הושגו המחקר ממטרות לויא
 בשל קושי בקבלת כמות מספיקה של חלבון הצבנו מטרת משנה של כיול מערכות חליפיות. יצרנו קונטסטרקטים והראינו

ק ותאי טבק, והאנליזה הראתה התכנות של ביטוי חולף בעלי טבק ובתאי טבק. ביצענו בידוד ראשוני של קומפלקסים מעלי טב
נעשו מספר נסיונות בקומפלקס וכן את נוכחותם של חלבונים נוספים שכנראה עוברים אתו אינטראקציה.   Eאת קיום החלבון 

 לביטוי חולף בעלים ופירות עגבנייה, עד כה ללא הצלחה. 

 .התוצאות עיקרי

 עם תג.   Eיוצרו צמחים טרנסגנים המבטאים איחוי של  .1

תה יאולם כמות החלבון הי   Western blotבניסויים לבידוד הקומפלקסים נראה פיק שזוהה בחלק מהמקרים באנליזת .2
 .MS קטנה מדי ולא זוהתה באנליזת 

יוצרו קונסטרקטים לביטוי החלבון במערכות חליפיות של ביטוי חולף בטבק ותרביות תאי טבק המאפשרים ביטוי חזק יותר  .3
 של החלבון.  

 Wetern Blotוי חולף בעלי טבק וביטוי בתאי טבק הוביל לייצור כמויות חלבון מספיקות לבידוד קומפלקסים, ואנליזת ביט .4
 זיהתה את החלבון המאוחה. 

בשתי   Eשעוברים אינטראקציה עם  וחלבונים נוספים  Eזוהה החלבון   MSבודד קומפלקסים משתי המערכות הנ"ל ובאנליזת  .5
 .  המערכות

 

 מסקנות מדעיות וההשלכות לגבי יישום המחקר והמשכו. האם הושגו מטרות המחקר לתקופת הדוח?

והוגדרו ככיול מערכת שתאפשר ביטוי גבוה  קשיים בבידוד קומפלקסים מצמחים שלמים המחקר התעכב, והמטרות הותאמובשל 
ממערכות אלה, ובחינת הפקה מרקמות שונות של הצמח. מטרות אלה   E, בידוד קומפלקסים המכילים את מספיק של החלבון

הושגו. עם זאת, בדעתנו להמשיך במחקר על מנת להשלים את התהליך עם בידוד כפול. תוצאות המחקר מהוות תרומה חשובה ככלי 
יד להבנת תהליכי התפתחות ה וגידולים אחרים, והחלבונים שזוהו בעלי פוטנציאל לשימוש בעתילבידוד קומפלקסים בעתיד מעגבני

   העלה והפרי והשפעה על חנטת פירות בתנאי עקה. 
 
 

, ןבעיות שנותרו לפתרון ו/או שינויים )טכנולוגיים, שיווקיים ואחרים( שחלו במהלך העבודה; התייחסות המשך המחקר לגביה
 ?המחקר תוכנית לביצוע שנותרה בתקופה המחקר מטרות יושגו האם

   לראה תשובה לעי
 
 

 פרסום מאמר מדעי;ב כמקובל ביבליוגרפי ציטט - פרסומים בכתב: הפצת הידע שנוצר בתקופת הדו"ח
פרסום ב כמקובל , ציטוט ביבליוגרפי של התקצירתאריך ,יש לפרט מקום - הרצאות וימי עיון ;מס' פטנטשם ויש לציין  - פטנטים
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