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מבחן ביולוגיה לכתה י"ב 5 יח"ל –נושאים מורחבים – גנטיקה ומיקרוביולוגיה –  אסתר סבן 

קרא היטב את הקטע העוסק ב – 

טרנספורמאציה של חיידק E.coli   תוך שימוש בשיטות מנדליות קלאסיות

                                 ושיטות משוכללות 

ענה על השאלות הבאות תוך שימוש במושגים רלוונטיים בגנטיקה ובמיקרוביולוגיה .  בהצלחה !!

1. תאר את התנהגות תרבית החיידקים בשלבי הגידול השונים –  lag, log, stat, dec.  .
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                                                                                                   עכירות התרבית 
                                                                                                   (בליעה אופטית)
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                                   זמן (שעות) 

2. באיזה שלב של הגידול מתהווים ה"חורים" בממברנה של החיידק לפי המאמר ? הסבר . 

3. א. תאר והסבר איך חומרים בעלי מטען שלילי נכנסים לתוך התא למרות המטען השלילי של 

   הממברנה. 

   ב. הסבר מדוע צורות ההעברה שתיארת  אינן מתאימות לביצוע טרנספורמאציה גנטית ? 

4. לאיזו מטרה משתמשים  בכלוריד הסידן בתהליך הטרנספורמאציה ? 
5. הגדר טרנספורמאציה .

6. הגדר רקומבינאציה.

7. ציין הבדל בארגון  ד.נ.א בין יצורים  אאוקריוטים לבין  פרוקריוטיים .

8. גן שאורכו kbp  180 (1000 זוגות בסיסים) לעומת זאת אורך mRNA שלו kbp 106 . הסבר 

   ממה נובע ההבדל  הזה.

9.איזו משמעות ביולוגית יש לקטע המורכב מ- 33 חומצות אמיניות ולקטע המהווה את רצף 

  הסימון   ? מה ניתן ללמוד מכך לגבי תהליך ההיווצרות של האינסולין ?

10. באילו תאים בגופנו יהיה ביטוי לגנים המהווים את שרשרת A , B , רצף הסימון וקטע 33 חמ. 

    אמיניות . מה אפשר לציין לגבי המצאות הגנים הללו בתאים אחרים בגופנו או בתא חיידק ?

   הדגם והסבר את תשובתך .

11. כתוב במילים שלך ממה מורכב כל אחד מהפלסמידים  ואיך הוא  מאורגן . 

12. השתמש במונחים משדה ההנדסה הגנטית (אנזימי חיתוך , אנזימי הדבקה , ד.נ.א פולימראז , 

     ר.נ.א פולימראז , PCR  (polimerase chain reaction ) , קצה '3  ,קצה '5 ) והסבר איך 

   המדענים איתרו את הגן לאינסולין , בודדו אותו ושילבו אותו בד.נ.א של חיידקי E.coli  ובסוף 

   התהליך הפיקו אינסולין אנושי מחיידק .

טרנספורמאציה של חיידק E.coli   תוך שימוש בשיטות מנדליות קלאסיות

                                 ושיטות משוכללות 

בתהליך הגידול המהיר של חיידקי E.coli   מתהווים בממברנת התא  מאות "חורים" המכונים "אזורי הדבקה" . 

                                                                   "חורים" – אזורי הדבקה" 

                                                                      חיידק E.coli   

ממברנת התא בנויה ממולקולות של ליפידים המכילות פוספאט בעל מטען שלילי המונעים כניסה של  ד.נ.א הפלסמיד, בעל מטען שלילי אף הוא, לתוך התא למרות מידותיו המזעריות. 

                                                               

                                                         ד.נ.א בעל מטען שלילי 



                    חוץ הממברנה 

                                                  "חור"-אזור הדבקה" 


                פנים הממברנה 

הוספה של תמיסת סידן כלורי CaCl2   תורמת לסביבה יוני  +2 Ca  שיוצרים קומפלקס עם המטענים השליליים של הממברנה ושל  גדיל הד.נ.א. כך נוצרת סביבה בעלת מטען אלקטרוסטטי טבעי . ככל שהטמפרטורה יורדת עד –  °c0 , המטענים השליליים של הממברנה ושל הד.נ.א. מתייצבים  .

יצירת "שוק טרמי" על ידי חימום תחת המגן היוני של +2 Ca  מאפשר חדירה קלה של  ד.נ.א הפלסמיד דרך "אזורי ההדבקה" של  E.coli .

טכניקות של טרנספורמאציה ורקומבינאציה של  ד.נ.א יצרו את שדה הביוטכנולוגיה . 

כיום אפשר להנדס חיידק כך שהוא ייצור חלבונים אנושיים כגון אינסולין או הורמון גדילה .

אולם כדי לגרום לחיידק ליצור חלבונים אנושיים צריך לקחת בחשבון מספר גורמים .

ידוע כי באורגניזמים אאוקריוטיים הגנים בעלי אינטרונים – אלה הם מקטעים לא מקודדים בד.נ.א . 

                          אקסון                אינטרון                אקסון 

גורמים שצריך לקחת בחשבון :

א. מאחר ולחיידקים אין אינטרונים בד.נ.א הם חסרי מנגנון ביוכימי להסרת האינטרונים .

ב. מספר חלבונים אאוקריוטיים עוברים תהליכי עיבוד לאחר התרגום. לדוגמא האינסולין מתורגם כ-preproinsulin  שאורכו 180 חומצות אמיניות. 

           שרשרת B               33 חמ. אמינו         שרשרת A              רצף סימון  24 חמ.אמינו                 


את רצף הסימון  מהוות  24 חמצות אמיניות ראשונות  של prepro- insulin . רצף זה אחראי להוביל את המולקולה אל מחוץ לתא. 

לאחר שהחלבון יצא מהתא רצף הסימון נחתך ונשאר pro-insulin  הנאגר בלבלב לעיבוד נוסף.

Pro-insulin מתקפל למבנה טבעתי בעל קשרי גופרית המתהווים בין חומצות אמיניות – ציסטאין המכילות גופרית. 

                    s              s               שרשרת  A           

 
                        s              s           

                                                                               33 חומצות אמיניות      
                            s              s           
שרשרת B         

 רצף של 33 חומצות אמיניות המקפלות את פרו- אינסולין נחתך וכך מקבלים אינסולין – חומר פעיל .

החיידקים חסרי כושר לעבד את  PREPROINSULIN   ל – INSULIN  . לפיכך כדי לגרום לחיידקים ליצור אינסולין ננקטו מספר צעדים. ראשית במקום להעתיק mRNA   לאינסולין יצרו DNA  המבוסס על רצף החלבון של שתי שרשראות A ו- B . בעזרת ד.נ.א פולימראז השלימו את הגדיל השני כך קבלו מקטע ד.נ.א  שיוכנס לפלסמיד . 

כל מקטע ד.נ.א הוכנס לתוך גן של האנזים (  גלאקטוזידאז (gal ()  בפלסמיד המכיל גן לעמידות לאנטיביוטקה טטראציקלין - Tet r . האנזים (  גלאקטוזידאז  חותך לקטוז לגאלאקטוז  ולגלוקוז. 



את הפלסמידים מעבירים לתוך חיידקים. את החיידקים מגדלים על מצע המכיל טטראציקלין לבידוד  הפרטים הטרנסגניים  העמידים . 

חיידקים נורמאליים מפרישים את האנזים (  גלאקטוזידאז  למצע הגידול. החיידקים הטרנסגניים מתרבים ומפרישים גם כן את האנזים (  גלאקטוזידאז  למצע הגידול. קוצרים (  גלאקטוזידאז  ואינסולין ,מטהרים את התמיסות .חותכים  משני הקצוות את המקטעים של(  גלאקטוזידאז  ומקבלים שני מקטעים נקיים של אינסולין אנושי שהתקבלו מהחיידקים. 
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