תגובת תאים למחסור בחמצן  (היפוקסיה)

מבוא

כל רקמות הגוף תלויות באספקה תקינה של חמצן לצורך קיומן. מחסור בחמצן - היפוקסיה נגרם עקב אספקת דם לקויה לרקמות, למשל בעקבות תהליכים טרשתיים המקטינים את קוטר כלי הדם. מחסור בחמצן מפעיל סדרה של תגובות חירום כהגנה על מערכות הגוף. תגובות אלו נמצאו בבעלי-חיים פשוטים ביותר ונשמרו במהלך האבולוציה עד לאדם. אחד מחלבוני המפתח בבקרת התגובה להיפוקסיה הוא החלבוןHIF  (HYPOXIA INDUCIBLE FACTOR) אותו מצאו החוקרים. 
החלבון  HIF  נמצא בכל התאים בצורה שאינה פעילה, ובמצב של היפוקסיה הוא עובר לצורתו הפעילה. החלבון  HIF הפעיל עובר לגרעין התא שם הוא מגביר את ביטויָים של גנים שונים המאפשרים פיצוי על המחסור בחמצן הן ברמה התאית והן ברמת האורגניזם.
ברמה התאית גורם החלבון  HIFלהגברה של ביטוי האנזימים המשתתפים בתהליך הגליקוליזה ולעלייה של ביטוי הגנים המקודדים לנשאי גלוקוז בקרום התא. ברמת האורגניזם השלם, הגנים המופעלים על ידי החלבון HIF מגבירים יצירה של כלי דם חדשים באזורים פגועים, גורמים להרחבת כלי דם קיימים ומעלים את קצב יצור של ההורמון אריתרופויטין.

במחקרים נוספים נמצא כי בתאים קיימים אנזימים המבקרים את כמותם ופעילותם של חלבוני HIF. על ידי הצמדת סמן ל-HIF, שבתנאים מסוימים גורם לחלבון HIF להתפרק. 
מטרת המחקר הנוכחי הייתה לאשש את ההשערה שלחלבוני ה- HIFיש תפקיד בתגובת הגוף למצבים של מחסור בחמצן ולנסות לאפיין תגובה זאת. לשם כך בצעו החוקרים שני ניסויים:

1: בדיקת ריכוזם של חלבוני HIF בתאים שנחשפו לתנאים של היפוקסיה בהשוואה לריכוז של חלבונים אלו בתאים שגדלו בתנאים רגילים (21% חמצן). 
החוקרים הניחו שבתנאי היפוקסיה התאים עוברים לנשימה אל-אווירנית אשר בה מופקת הרבה פחות אנרגיה. הפקת אנרגיה במיעוט חמצן צורכת כמות גלוקוז גדולה בהרבה, ולכן ציפו למצוא עלייה ברמת חלבוני HIF. 

2: בדיקת הקשר בין מידת ההישרדות של תאים שגודלו בתנאים של מחסור בחמצן לבין ריכוזי גלוקוז שונים במצע הגידול. 
שיטות עבודה 
ניסוי 1: תאים ממערכת העצבים של עוברי חולדות גודלו בתרביות רקמה. 

חלק מתרביות הרקמה נחשפו במשך 5 שעות לתנאים של מחסור בחמצן, ואילו התרביות האחרות נחשפו לרמות רגילות של חמצן (21%) למשך אותו פרק זמן. לאחר 5 שעות הוסיפו לשתי התרביות נוגדנים ספציפיים (המתקשרים באופן ייחודי) לחלבוני HIF פעילים. לנוגדנים היה מחובר סמן רדיואקטיבי שניתן לעקוב אחריו.  
ניסוי 2: תרביות הרקמה הוכנו מתאים ממערכת העצבים של עוברי חולדות כמו שהוכנו לניסוי 1. התאים חולקו ל-6 קבוצות, ולמצע הגידול של כל קבוצה הוסף ריכוז שונה של הגלוקוז. התרביות נחשפו לתנאים זהים של טמפרטורה ומחסור בחמצן  ונבדקה שרידותם של התאים.    

תוצאות
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בניסוי 1 בדקו החוקרים את כמות חלבוני HIF בתאים שנחשפו לריכוזי חמצן שונים: מחסור בחמצן (היפוקסיה) בהשוואה 21% חמצן (אחוזי החמצן באוויר). התוצאות מוצגות באיור מספר 1.
מאיור מספר 1 ניתן ללמוד שכמות חלבוני ה-HIF בתאים שנחשפו להיפוקסיה, גבוהה פי 5 בהשוואה לכמותם בתאים שנחשפו לריכוז של 21% חמצן (אוויר רגיל).

בניסוי השני בדקו החוקרים את הקשר בין ריכוז הגלוקוז במצע הגידול לבין מידת ההישרדות של תאים שגודלו בתנאים של מחסור בחמצן. התוצאות מוצגות באיור 2. 
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מאיור 2 ניתן ללמוד שבתנאי היפוקסיה אחוז התאים השורדים עולה עם עליית ריכוז הגלוקוז במצע הגידול. העלייה נמשכת עד לגבול מסוים שבו כנראה גורם אחר מגביל את שרידותם.
מסקנות ודיון בתוצאות
במחקר הנוכחי נבחנו שני גורמים הקשורים להישרדות תאים בתנאים של מחסור בחמצן. 

בתנאים אלו לחלבון ה-HIF יש תפקיד בשמירה על הומיאוסטזיס בתאים. חיזוק לכך מתקבל מתוצאות הניסוי הראשון, לפיהן רמת חלבוני ה-  HIFגבוהה פי 5 בתאים שגדלו בתנאי היפוקסיה בהשוואה לתאים שגודלו בתנאים רגילים. ניסוי זה מעיד על קשר בין רמת החלבון HIF למיעוט חמצן, אך אינו מעיד על מנגנון הפעולה של חלבוני HIF בתנאים אלו. 
במחסור בחמצן התאים עוברים לנשימה במסלול הגליקוליזה שאינו צורך חמצן. כדי לייצר בתנאים של היפוקסיה די אנרגיה לפעילויות התא הוא זקוק להרבה גלוקוז. תוצאות הניסוי השני, מראות עלייה בשרידות תאים בתנאי היפוקסיה עם עלייה בריכוז הגלוקוז בתמיסת הגידול. התוצאות יכולות לשפוך אור על תפקידו של החלבון בתנאים אלו. 
חלבוני ה- HIF הנוצרים בזמן היפוקסיה גורמים לתעתוק של גנים המקדדים לאנזימי גליקוליזה ושל נשאים של גלוקוז. האנזימים הנוצרים מאפשרים לתאים לתגבר את ייצור האנרגיה בזמן הרעבה לחמצן, וממילא לשפר את רמת השרידות שלהם. 
נמצא, שבתהליך ההזדקנות, פעילותם של מנגנונים שונים המגיבים למצבי עקה (stress), נמצאת בירידה. מחסור בחמצן (היפוקסיה) הוא אחד ממצבי עקה אלו.
ממחקרים אחרים עולה, שבתאים מזדקנים, הגנים הבאים לידי ביטוי במצב של היפוקסיה מופעלים ברמה יותר נמוכה והרקמות נפגעות בגלל חוסר היכולת להגביר את אספקת החמצן והגלוקוז. 

נשאלת השאלה: מהי הסיבה לכך שבמצב של היפוקסיה בתאים מזדקנים פעילות הגנים נמוכה?
החוקרים העלו שתי השערות אפשריות כבסיס להמשך המחקר ולבחינת השאלה:
השערה 1: הסיבה לפעילות הנמוכה של הגנים בהיפוקסיה נובעת מהימצאות כמות קטנה מידי של חלבון HIF פעיל בתא. 

השערה 2: הסיבה לפעילות הנמוכה של הגנים בהיפוקסיה נובעת מפגיעה ביכולתו של חלבון ה-HIF להתקשר לאתר המתאים על  ה-DNA.
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שאלות

1. במאמר מוזכרים שני תהליכים המסייעים לתאים להתגבר על מחסור בחמצן ברמה התאית.    
      א. התייחסו לאחד התהליכים והסבירו כיצד הוא מסייע לתאים להתגבר על  המחסור בחמצן.        
      ב. פעולת שני מנגנוני התיקון ברמה התאית תלויות אחת בשנייה. הסבירו כיצד. 
2. במאמר מתוארים מנגנונים שונים ברמת האורגניזם השלם, המבטיחים אספקת דם תקינה לרקמות.

א. מהי חשיבות אספקת חמצן תקינה לתאים ולרקמות?   
ב. הסבירו כיצד כל אחד משלושת השינויים המוזכרים בקטע, עוזר להעלות את רמת החמצן ברקמות.
3. א. מה יהיה, לדעתכם, אחוז התאים החיים כאשר ריכוז הגלוקוז יהיה 30mM? נמקו קביעתכם תוך שימוש במושג "גורם מגביל". 
ב. מדוע בתנאים היפוקסיה התאים זקוקים לכמויות גדולות יותר של גלוקוז?

4. האם לדעתכם, בריכוזי חמצן תקינים יופעלו האנזימים היוצרים את התצמיד HIF-סמן? נמקו את תשובתכם.  
5.  עליכם לתכנן ניסוי שמטרתו לבדוק איזו משתי ההשערות שהוצגו בסוף המאמר סבירה יותר. לרשותכם נוגדנים ספציפיים לחלבון HIF פעיל אליהם מחובר סמן רדיואקטיבי. בנוסף, עומדים לרשותכם  תרבית  תאים "צעירים", תרבית תאים "זקנים", תערובת אוויר המכילה 21% חמצן ותערובת אויר דלה בחמצן הגורמת להיפוקסיה, גלוקוז ומרכיבי ניסוי נוספים להם תזדקקו.
1. לכל אחד מהגורמים הרשומים בטבלה שלהלן יש חלק במערך הניסוי שתכננתם. לגבי כל גורם, סמנו + במקום המתאים בטבלה, בהתאם לחלקו במערך הניסוי. 
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ב. בחרו גורם קבוע שסימנתם בטבלה והסבירו את חשיבותו במערך הניסוי. 

ג. לאלו תוצאות תצפו אם השערה 2 נכונה? נמקו תשובתכם.
6. לחלבון HIF יש תפקיד בשמירת הומיאוסטזיס בגוף האדם. הסבירו היגד זה על פי הנאמר במאמר, ועל פי הידוע לך על מושג ההומיאוסטזיס.   
7.    מדוע בהיפוקסיה התאים זקוקים לכמויות גדולות יותר של גלוקוז?
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� עובד על ידי פרננד קירנברג, מקיף ז רביבים, ראשון לציון.  
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