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  תקציר
  הצגת הבעיה

גורמי� למחלות הצהבו� ולנזקי� הופלסמות ה� חיידקי� חסרי דופ� הנחשבי� לפתוגני� צמחיי� טפי

ברור ו ופלסמהיטי פ"כיו� אי� פתרו� יעיל למחלות הנגרמות ע. צמחי�כלכליי� כבדי� במיני� רבי� של 

מטרת המחקר היא לפתח גישה  .בעיות הקשות בתחו� זה מחייב גישה בלתי שגרתיתלפתרו� הכי 

  . סגוליי� בצמחי�) scFv(למלחמה בפיטופלסמות של גפ� על יד ביטוי נוגדני� רקומבננטיי� 

  מהלך ושיטות העבודה

י השימוש בנוגדני� אלו מוכ� תכשיר "ע. הכנת נוגדני� פוליקלונליי� מחומר צמחי חופשי מפיטופלסמה

. שיבוט בפלסמיד ביטוי וביטוי חלבוני� בחיידקי�, scFv  של ה cDNAבידוד . מועשר בפיטופלסמה

  .  GVA  בגנו� ווקטור ה  scFv   שיבוטה

  תוצאות עיקריות

הנוגדני� שימשו לצור� סילוק החומר . הוכ� נוגד� פוליקלונלי נגד חומר צמחי חופשי מפיטופלסמה 

  של ה cDNA  ה בודד. הצמחי ממיצוי אשר נעשה מצמח מודבק והכנת תכשיר מועשר בפיטופלסמה

scFv ) סגולי לפיטופלסמה קבוצתaster yellow .(ה  cDNA שובט בפלסמיד ביטוי ובוטא בחיידקי� .

 scFv  של ה cDNA  ה.  בבדיקות ראשוניות נמצא כי החלבו� אשר התקבל מראה פעילות ביולוגית

על ביטוי ספציפי תוצאות ראשוניות הראו . והביטוי נבדק בצמחי בוח� GVAהוחדר לגנו� הווקטור 

  ..  למקטע המוחדר

  מסקנות והמלצות

. הוא פעיל ביולוגית) GVAי הווקטור "ע(אשר בוטא בחיידקי� ובצמחי�  scFv   של ה cDNA   מקטע ה

  . Stolburבשנה השנייה נעסוק בפיתוח נוגדני� מונוקלונליי� נגד פיטופלסמת הגפ� מסוג 
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  ח מפורט"דו

  מבוא

סרי דופ� הנחשבי� לפתוגני� צמחיי� אשר גורמי� למחלות ופלסמות ה� חיידקי� חטפי

הנחשבות , פיטופלסמות. ירקות ופרחי�, הצהבו� ולנזקי� כלכליי� כבדי� במיני� רבי� של עצי פרי

 ריבוי, י הרכבה"יכולות להיות מועברות מצמחי� נגועי� לצמחי� בריאי� ע , לפתוגני� של שיפה

הגפ� הנה אחד הגידולי� החשובי� באר! ובמדינות רבות  .יקדותי מיני� ספציפיי� של צ"עו, וגטטיבי

חוסר התעצות של בעיקר ל בגפ� הפיטופלסמות גורמות .י מחלות הצהבו�"קשה ע תנפגעאשר  בעול�

באיכות היבול ובהפסדי� , נזקי� מתבטאי� בירידה בכמותוה, השריגי� והתנוונות של האשכולות

 ,הצהבו�ביותר למחלות לרגיש הז� שרדונה ידוע , בישראל .כלכליי� הנאמדי� במאות מיליוני דולרי�

  ו stolbur   מקבוצות ה הפיטופלסמותאר! נמצא כי ב. ג� כ�רגישי� היי�  גפני� של זניהרוב א� כי 

aster yellows י "כיו� אי� פתרו� יעיל למחלות הנגרמות ע. בגידול הגפ� העיקריותגורמות הנזק  �ה

  . בעיות הקשות בתחו� זה מחייב גישה בלתי שגרתיתלפתרו� הברור כי ו ופלסמהיטפ

אחרי� בבעלי חיי� היא המערכת אחד המנגנוני� למלחמה בגורמי מחלה ובגורמי� זרי� 

החיסונית המבוססת על תנועת� ופעילות� של נוגדני� המסוגלי� להתקשר באופ� סגולי ולנטרל 

 light(שתי שרשראות קלות , שרשראות פוליפפטידיות 4 הנוגדני� מורכבי� מ. פולשי� תאיי� ואחרי�

chains (חומצות אמיניות ושתיי� כבדות  220 בנות כ)heavy chains (חומצות  440   בנות כ

 110 ויוצרות מבנה תלת מרחבי בעל מתחמי� בני כ Y)(השרשראות מתקפלות בצורת . אמיניות

 variable region(האזורי� היוצרי� את החלק המשתנה בנוגד� ). מכל שרשרת(חומצות אמיניות 

(Fv) (שו� ונוצרי� מהווי� את המתח� הרא ,נמצאי� בקצה האמיני של החלבו�, הנקשר לאנטיג�

לבי� החלק המשתנה ) variable light (VL)(מאינטראקציות בי� החלק המשתנה של השרשרת הקלה 

שאר המתחמי� מהווי� את האזור השמור והוא אחראי ). variable heavy (VH)(מהשרשרת הכבדה 

  .לפעילות אפקטורית של הנוגד� כגו� קישור לרצפטורי�

מחקרי� רבי� הראו כי , מאיד� .גנה שה� פיתחו שוני�ומערכי הה, צמחי� חסרי� נוגדני�

או חלקי נוגדני� השומרי� על פעילות� ולהגיע לצמחי� המוגני� , נית� לייצר בצמחי� נוגדני� שלמי�

בספרות דווח על יצירת נוגדני� מונוקלונליי� סגוליי� לפיטופלסמות . ספציפית בפני פתוג� מסוי�

בנוס& . ובגידולי� נוספי� המעורבות במחלת הצהבו� בגפ� aster yellows   ו stolbur  מקבוצות ה
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לא   stolbur  ספציפי לפיטופלסמה מקבוצת ה scFvאשר ביטאו נוגד� , טבק, נמצא כי צמחי מודל

תוצאות אלה מראות כי ביטוי נוגדני� ספציפיי� לפיטופלסמה בצמחי� . ג�והראו סימני הדבקה בפת

, במחקר המוצע פה .צמחי� בפני פתוגני� אלו" חיסו�"למטרת  לשמש היכולה תהיא גישה ביוטכנולוגי

  .ברצוננו לייש� גישה זו ולבטא בגפ� גני� של נוגדי� ספציפיי� לפיטופלסמה

פותח לאחרונה במעבדתנו ווקטור ויראלי המבוסס על גנו� , לצור� החדרת וביטוי גני� בגפ�

  חד RNAובעל גנו� של  Vitivirusלסוג   שיי� GVA  ה. Grapevine virus A (GVA)נגי& הגפ� 

 (ORFs) (open reading frames)המכיל חמש מסגרות קריאה  7.5kb  חיובי בגודל של כ, גדילי

חלבו� המעטפת , (ORF3)חלבו� התנועה , (ORF1)אשר מקודדות חלבוני� כגו� הפולימראז 

(ORF4) , וחלבוני� נוספי�)ORF2 ו  ORF5 (הנו� של הג. שתפקיד� טר� נקבע   GVA  הונדס

בתוספת אתרי , חלבו� התנועה מבקרי� יצירתפרומוטור ההשני עותקי� של המכיל ווקטור ל

 בגנו� הוירוסעל מנת לשמור על יציבות הג� הזר . ג� הזרההחדרת  �רסטרקציה אשר ישמשו לצור

 � האלהיהפרומוטורעותק אחד משני הוחל& , הויראלי בצמח RNA  תקופת הרפלקציה של הבמש� 

 רהווקטויעילות של ה. GVAגזע אחר של מ אשר בודדשל חלבו� התנועה בפרומוטור הטרולוגי 

במסגרת . GFP  ג� הו GUS   ה באמצעות ביטוי ג�בהצלחה  נוסתהביטוי גני� זרי� להמהונדס 

ספציפיי� לפיטופלסמות  scFvלצור� ביטוי נוגדני�  GVA המוצע ברצוננו לנצל את ווקטור ה מחקרה

  .דיכוי מחלת הצהבו� בגפ�מטרת ל aster yellows   ו stolbur   מקבוצות ה

  מטרות המחקר

  :�של המחקר המוצע ההספציפיות ת ומטרה

נוגדני� ( stolbur  להכי� נוגדני� מונוקלונליי� ספציפיי� לפיטופלסמה מקבוצת ה )1

 ).ברשותנו כבר נמצאי� aster yellows  צת הומונוקלונליי� לקב

פיטופלסמות  ספציפיבאופ� ולנטרל ספציפיי� המסוגלי� להתקשר  scFvלבטא בגפ� גני� של   )2

  . aster yellows  ו stolbur  מקבוצת ה
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  עיקר הניסויי� שבוצעו והתוצאות שהתקבלו

לצור� בניית בסיס למחקר עתידי הזה מחקר את הגרה מובילי� ' מוואסי בשיתו& ע� פרופ' דר

 �סטודנטי י� שלושה אשר בו מועסק, בפרויקט זה. מחלות פיטופלסמה בצמחי� שוני�למלחמה ב

  .)ותומר גרשו�, הילה יחזקל, תמר חורש(לתואר שני 

  . הכנת תכשיר מועשר של פיטופלסמה

 .בפיטופלסמהמודבקי�  PCRי בדיקות "אשר נמצאו עוינקה שתילי� של חומר המוצא שלנו היה 

. )עורקי� ופטוטרות של עלי�( רקמת שיפה עשירה בפיטופלסמה איסו&משו לצור� יששתילי� אלה 

י טיפול "להכנת הומוגנט עשימשה ו ,מצמחי� מודבקי� בפיטופלסמהנאספה ) גר� 10(רקמה כזאת 

כנת הל משמשי�הומוגנט מצמחי� בריאי� אשר  ייצרנובמקביל . באנזימי� של צילולאז ומאציראז

 :י� בעבודה אשר בוצעו בשנה הראשונה היוהשלב. נוגדני� לחלבוני� הצמחיי�

   .בריאוינקה מצמח וכ� מהומוגנט י הזרקת "ע, חלבוני� צמחיי�הכנת נוגדני� פוליקלונליי� כנגד  •

 )cross-adsorption(הצמחיי� ישמשו להשקעת החלבוני� שהנוגדני� של מיצוי הצמח הבריא  •

תחול כתוצאה מכ�  .בפיטופלסמה ענגווינקה ע� מיצוי של צמח אלה י הדגרת� של נוגדני� "ע

ואלה ישקעו ויוצאו מהמערכת ובכ� נשאר ע�  התקשרות בי� הנוגדני� לבי� החלבוני� הצמחיי�

 .חלבוני� פיטופלסמתיי�

לח ישהמכיל את הפיטופלסמה ) הנוזל(המשפה ו, י צנטריפוגה"עסולקו החלבוני� הצמחיי�  •

  .ספציפיי�מונוקלונליי� נת נוגדני� והכ עכברי�ה ללהזרקלמעבדת שירות במכו� וויצמ� 

   :scFvושיבוט  mRNAהכנת 

קבלנו תאי היברידומה  Beltsville MD, USA  מ Hei-Ti Hsu' במסגרת שיתו& ע� קבוצתו של דר

  . aster yellows  המייצרי� נוגדני� ספציפיי� לפיטופלסמה מקבוצת ה

שימוש בקיטי� מסחריי� בה� נית� י ה"ע mRNAהפקת משו לצור� יות אשר שהיברידומהתאי� של ה

של החלק הוריאבילי של  cDNAהכנת מש לצור� ישהמופק  RNA   ה. poly A mRNAלבודד 

תו� כדי השימוש  )scFv(השרשרת הכבדה ושל השרשרת הקלה של הנוגדני� המונוקלונליי� 

י רצ& "שתי השרשראות חוברו ביניה� ע. לאזורי� שמורי� בשרשראות אלה ספציפיי�מרי� יבפרי

DNA  המקדד לפפטיד קצר(Ser-(Gly)4)x3  המשתנה של השרשראות הכבדה  האזוראשר יגשר בי�

. פעילמרחבי ויצירת מבנה  תפקידו של הפפטיד המגשר הוא לאפשר קיפול שתי השרשראות .והקלה
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. ופפטיד המורכב משרשרת היסטידיני� c-mycבקצה הקרבוקסילי של המבנה הנוצר חובר פפטיד 

   שיבוט ה. cDNA  הפקה וניקוי של החלבו� תוצר הביטוי של ה, י� אלה ישמשו למטרות זיהויפפטיד

cDNA  ביטוי תוצר הבפלסמידי� לצור�  scFv  באמצעות פלסמידי� של ביטוי)pET28a(  בחיידקי�

מבנה . י השימוש בפרוטוקולי� סטנדרטיי�"ע נעשה טרנספורמציה של גפ�לצור� בניית קונסטרקטי� ו

ופפטיד ההיסטידיני�  c-myc  ה פפטיד, המגשרשל שתי שרשראות הנוגד� בתוספת הפפטיד  cDNA   ה

וחדר הפלסמיד אשר יכיל את המחדר ה לאחר מכ�ו, pET28a חלבוני� לביטוי שובט בפלסמיד

הפקת החלבוני� , IPTGבנוכחות � החיידקי י גידול"ענעשתה בדיקת ביטוי המחדר . BL21לחיידקי� 

או  תו� כדי השימוש בנוגדני� ספציפיי� לפפטיד ההיסטידיני� Western blotואנליזת מהחיידקי� 

  . c-myc  לפפטיד ה

  :בדיקת פעילות

נגועי� ) וינקה(מיצוי מצמחי� . DAS-ELISAי בדיקות "ע מבוצעת scFvבדיקת הפעילות של 

המבוטא  scFv  ה הוגבה הממבראנה ע� חלבו�, האחרי שטיפת. הבפיטופלסמה קובעו על גבי ממבראנ

  ב �מסומסגולי לנוגדני� של הארנבת לי אע� נוגד� מונוקלונמכ� הוגבה הממבראנה  לאחר. בחיידק

alkaline phosphatase .פעילות ה  alkaline phosphatase  ע� הוספת סובסטרט נעשתהр-

nitrophenyl phosphate .  

  .המבוטא בחיידקי� scFv   בבדיקות ראשוניות אשר נעשו אובחנה פעילות ביולוגית ל

  :בצמחי� scFvביטוי 

 מערכת וירוסצמחי� התחלנו את הניסויי� דר� השימוש בב  scFvלצור� החדרה וביטוי הגני� של

כווקטור להחדרת וביטוי גני� זרי� לתא  GVA  ה סבווירוהמערכת מבוססת על השימוש  .ווקטור

ביטול הצור� בשתילת הגני� לתו� הגנו� הצמחי ) א: (יתרונותיה הבולטי� של מערכת זומבי� . הצמחי

מביאות לביטוי כמויות גדולות של תוצר  הרמות הגבוהות של הריבוי של הוירוס) ב( ;)טרנספורמציה(

של ביטוי הגני� הזרי�  תהמקסימאליהרמה , בווירוסי� תהמכאניבשל טבעה של ההדבקה ) ג( ;הג�

) ד( ;כלל שבוע עד שבועיי� מיו� ההדבקה בדר�, רצפויה להתרחש בתו� זמ� קצ, מהגנו� הוויראלי

עשוי להוות לנו כלי יעיל  GVA  נית� להסיק כי ווקטור ה, הוא וירוס של רקמת השיפה GVA   היות יה

ר מוניר מוואסי "במעבדתו של ד .עמידות ברקמה בה חיה ג� הפיטופלסמהלגני� של  ימקסימאללביטוי 
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ני� ביטוי הגיעיל למטרת אשר הוכח כי היה . GVAנגי& הגפ�  פותח ווקטור ויראלי המבוסס על גנו�

GFP ו  GUS בצמחי בנטמינה וגפ�. 

תחת בקרת הפרומוטור של  GVA  ה שובט לתו� הגנו� של ווקטור scFvשל הנוגדני�  cDNA    ה

לאחר שיבוט . חלבו� התנועה המביא את ביטוי הנוגדני� לרקמת השיפה המאוכסנת בפיטופלסמה

המשובט בפלסמיד ( GVA  הספציפיי� לפיטופלסמה לתו� הגנו� של ווקטור ה scFv הגני� של

בדיקות ראשוניות  .י אגרואינפקציה"ע צמחי בוח� בנטמינההדבקה של הווקטור לנעשתה ) בינארי

מערכת של ב scFv  הביטוי השלב הבא הוא לבחו� את . בצמחי בנטמינה scFv  של המעידות על ביטוי 

   .גפ�

  בודההמש� הע

. stolbur  שיר המועשר של פיטופלסמה מסוג הכבשנה השנייה של המחקר נעסוק נמשי� בהכנת הת

  . כנת נוגדני� מונוקלונליי�התכשיר יישלח למכו� ויצמ� למדע לצור� ה

  .בגפ�scFv  בנוס& נבח� את ביטוי ואת הפעילות הביולוגית של ה


