520研究室進度報告


答問錄 YCC 2004/11/12
進度摘要：
(1) 糊化對於SP降解速率有增加，且可能有其他酵素參與。
(2) 利用2D圖譜變化，探討與SP階段性降解有關的蛋白質。
(3) 探討SP降解與proteasome/protease間是否有關聯。
莊榮輝： 何謂糊化？ 糊化英文為何？ 糊化與降解之間的關係？ 

葉昭圻：澱粉皮膜amylopectin不易溶於常溫水，但水溫漸升高後可使水份通過皮膜進入內部，使微粒逐漸膨脹體積增大 (此種過程稱為膨潤階段)，大至某一極限時則皮膜破裂，內部之amylose開漿向外流出，此時之溫度稱為糊化溫度 (或稱澱粉之糊化度)。糊化英文為gelatinization。
莊榮輝：我們的加熱方式並非heat shock因為溫度處理方式不同。

莊榮輝：實驗中以二次元電泳對SP種種相關蛋白質進行探索，但有可能徒勞無功，有沒有想到別的方法進行？

葉昭圻：目前沒有想到，先觀察結果，之後儘快找出方法解決。
莊榮輝：階段性降解是否每次都有成功？ 之前為何無法做出相同結果？ 改進在哪？

葉昭圻：現在每次都可以成功，先前因為沒有注意到小細節，如確定烘箱溫度，鐵盤導熱的程度……等等。

莊榮輝：要探討糊化的機制？ 是否由酵素造成？ 45oC是如何造成降解？

葉昭圻：我會朝這目標努力邁進。

吳裕仁：SP在何種胞器內有存在？ 還有在糊化之後，pH是否有改變？

葉昭圻：在starch granule附近，又以amyloplast為主。以前在甘藷表面曾以廣用試紙測過，那時沒發現pH改變。

吳裕仁：這樣子有失準確性，應該用液態氮研磨後再測試，如此才正確。
莊榮輝：你現在純化出完整proteasome，之後想如何進行？ 若結果不如預期，該怎麼辦？ 還是先將目標放在45oC如何造成階段性降解的原因 (即加熱影響)或許可與proteasome三者之間找到關聯？ 這樣就可畢業了。
葉昭圻：我想將純化的proteasome與SP混合，觀察降解，或是與經過磷酸化SP進行反應，如此可給予直接的証明，說明SP與proteasome的關係。
[注意：甘藷切片加熱的操作，與甘藷粗抽取液的混合實驗，兩者有很大不同。]
吳裕仁：你有利用20S抗體對階段性降解的樣本進行western檢定嗎？說不定proteasome的含量有改變？

葉昭圻：不好意思學長，抗體是前一個月才產生出來，加上自己也沒想到利用此方式觀察，之後會盡快以此方法觀察現象，謝謝。

莊榮輝：可否將19S 單獨純化？ 抗體製備？

葉昭圻：19S是與20S proteasome形成complex，通常先將完整26S proteasome純化出，在將ATP去除，使其自己分開而得。

莊榮輝：下次進行進度報告記得也準備上次的PowerPoint，結果與討論旁可放小圖，幫助理解。

莊榮輝：可想一些實驗證明proteasome與溫度、降解之間的關係，最好可以推出一個pathway。 最後跟大家提醒一下，年底月到一月間，論文的大概成果必須有眉目，請大家加油。
評論：
(1) 加熱45C導致L-SP之階段性降解，是我們唯一掌握到的誘導因子，又因為這種降解並非毀滅性地把L-SP整個掃除掉，因此可能具有生理意義。

(2) 目前還不知這種階段性降解的機制，及其生理意義，也不知道是否與UPS有直接關係，有太多的missing links。

(3) 雖然最後有可能與UPS接軌，但目前仍沒有確切證據，我還是認為重點應該放在階段性降解上面，那才是最重要的問題，雖然相當難以下手。
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