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  תקציר

  

חשיבותה עקב ,  נמצאת כבר זמן רב במרכזם של מחקרים רביםDNAמולקולת ה 

פיתוח . הביולוגית וגם בעקבות התכונות הפיסיקליות שלה הדומות לפולימרים גמישים למחצה

  .הפינצטה האופטית אפשרה לבצע מחקרים על מולקולה בודדת ללא שימוש בשיטות סטטיסטיות

 היא מולקולה פאסיבית ישנם ביו מולקולות אחרות שתפקידן לטפל DNAכיוון שה 

 זה כולל קיפול ואריזה של המולקולה בגרעין התא ועד קריאת המודל הגנטי טיפול. ולתחזק אותה

תפקידי החלבונים בתא הם . סוג אחד של ביו מולקולות אלו הם החלבונים. DNAתיקון ושכפול ה 

עקב תפקידם החשוב חקר חלבונים אלו . מגוונים ורוב משקלו של התא נתפס על ידי חלבונים אלו

  . בפרט הוא חשובDNAם עם מולקולת ה בכלל והאינטראקציה שלה

חלבון ה . DNA וה RecAמטרת מחקר זה היא לחקור את האינטראקציה בין חלבון ה 

RecA הוא בעל תפקיד מרכזי בתהליך הרקומבינציה ההומולוגית ובתהליכים של תיקון DNA .

. ת שלה הוא מצפה אותה ומשנה את התכונות המכאניוDNAכאשר חלבון זה מגיב עם מולקולת 

וגם ) ' על ידי החלבון וכוDNAקצב הציפוי ה (במחקר זה ייחקרו גם מאפייני האינטראקציה 

  . עקב הציפוי של החלבוןDNAהשינויים הנגרמים במאפיינים האלסטיים של ה 

 בודדת DNAהמערכת תוכל לבודד מולקולת . המחקר יתחיל בבניית מערכת ניסוי מתאימה

בזמן אמת תוך כדי , בדיוק ובקצבים גבוהים, כאשר היא נמתחתולמדוד את הכוחות המופעלים 

בנוסף תהיה אפשרות לשלוט על ריכוז החומרים בדוגמא ולהכניס חומרים חדשים . ביצוע הניסוי

כל ניסוי חייב להתבצע בטמפרטורה ידועה וקבועה המתאימה לטמפרטורת העבודה . תוך כדי הניסוי

  .של החלבון

המאפשרת לכידה של ) optical tweezers(ת פינצטה אופטית בסיס המערכת יורכב מערכ

 dsDNA) (double strandedמולקולת ה . כדור דיאלקטרי בעל גודל מיקרומטרי על ידי אור לייזר

DNAס שתשמש את הניסוי תילקח מווירו phage−λ והיא תחובר אל הכדור המיקרומטרי

בצורה זו כאשר מזיזים את . ל ידי פרוטוקול להדבקה ספציפיתולזכוכית הדוגמא בדיוק בקצותיה ע

מדידת הכוחות תעשה  .הדוגמא בזמן שהמלכודת נשארת קבוע במקום ניתן למתוח את המולקולה

מספר ( אשר ימדוד את תזוזת הכדור ממרכז המלכודת תוך כדי הניסוי ובדיוק רב QPDעל ידי גלאי 

 הנשלט על  A/Dהגלאי יעביר את הנתונים אל כרטיס). 8KHz(ובתדירות דגימה גבוהה ) ננומטרים

 ATP עם ה RecAבזמן הניסוי תהיה אפשרות להזרים לתוך הדוגמא את חלבון ה . ידי המחשב

  .בריכוז הדרוש לאינטראקציה כאשר כל זמן זה הטמפרטורה מבוקרת וידועה
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  רטיורקע תיא  .1

1.1.  DNA  

  מולקולת החיים  .1.1.1

DNA או DeoxyriboNucleic Acid,  היא המולקולה הנושאת את כל האינפורמציה

מרשם הקובע בנייה של חלבונים ומולקולות אל ניתן להתייחס אליה כ. הגנטית של האורגניזם

ויחידות האינפורמציה הם  )(genomeהוראות אלו נקראות גנום . אחרות ההכרחיות לתפקוד התא

  .ם הגנטייםשמומרים לחלבונים על ידי הקודי (gene)הגנים 

 הטיפול בה, דה הוא לאגור את המידע היא מולקולה פאסיבית וכל תפקיDNAמולקולת ה 

חיתוך תיקון , העתקה, כיפוף: ורות שונותצ בו מולקולות אחרות אשר מגיבות איתהנעשה על ידי בי

אשר  ייחודיים נושאת מאפיינים פיסיקאליים DNAה מולקולת  ,תפאסיביהיותה למרות . 'וכו

  ]1,2[. תוך כדי טיפול במולקולהמפקטישרים לגנום ארוך להיות ארוז בגרעין קומאפ

מהם  שכל אחד  או בסיסיםמנוקליאוטידיםפולימר המורכב למעשה  היא DNAמולקולת ה 

ידים וטשני נוקליא. סוכר ובסיס חנקתי, יד בנוי מפוספטוטא כל נוקלי.הגנטיאות בקוד הינו 

יד אחד מתחבר אל וט של נוקליאHydroxyl - '3 שבו קבוצת ה יםפוספאטימחוברים על ידי קשרים 

 קצבותיהאשר לשם נוחות דבר זה מוביל לשרשרת ארוכה  של השני Hydroxyl - '5קבוצת ה 

 פרימידינים וpurines)( פורינים ,שני סוגים של בסיסים קיימים. '5 ו '3י "ע מסומנים

(pyrimidines) . ב הפוריניםסוגי DNAהם אדנין  (adenine)) A ( וגואנין(guanine) )G( ,סוגי ו

  ). T( (thymine)ותימין ) C ((cytosine)הפרימידינים הם ציטוזין 

  

  .)ימין(ופרימידינים ) משמאל(פורינים ,  מחולקים לקבוצותDNAארבעת הבסיסים במולקולת ה : 1 איור
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 הבסיסים וברים מח סליל כפול בו שני גדילים שבניהםהינו למעשה DNA של ה ומבנה

 Watson-crickאו קשר Base pair  (BP)  כל קשר כזה נקרא,C ל G ו T    נקשר ל A. בקשרי מימן

 במצבה הטבעי מסובבת בבורגיות ימנית כאשר כל DNAמולקולת ה . DNA  ההעל שם מגלי מבנ

BP אורכו הוא Å3.4 10 ויש BPסיבובכל  ל.  

           

 Aובניהם הבסיסים כאשר , שני גדילים המורכבים מסוכר ופוספטקישור זוגות הבסיסים ימין מ. DNA מבנה ה :2 איור

  .הכלליתצורת המולקולה משמאל . שלושה קשרי מימן על ידי C ל G על ידי שני קשרי מימן ו T  לקשרנ

  

   בתוך התאDNAאריזה של   .1.1.2

 כל תא כולל את כל הגנים של  כאשרDNAת ב  הגנטית של התא מאוכסנהאינפורמציה  

 באיקריוטים , פשוט נמצא בתאDNA ה (prokaryotes)ביצורים פרוקריוטים . האורגניזם

)(eukaryotes ה DNAבאופן כללי אם מותחים .  ארוז בצורה קומפקטית בתוך הגרעיןDNA 

 אורך ה ,דם לדוגמאעבור א, נמצא בתוך תא האורך שלו יהיה פי כמה אלפים מאורך התא עצמוה

DNA 510 מטרים ואורך תא טיפוסי הוא 1.8 הוא m− , כאשר הDNA מנפחו10% תופס .  
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 שלו התפזר בתמיסה משמאל יחד עם תא שלם מימין מדגיש את הכמות העצומה של DNA שה e coliצילום של : 3 איור

  .מהתא עצמואלף  והאורך שלו בערך פי BP מיליון ישנ יש כe coli של DNAל . המסה הנדחסת לתא קטן

 DNAקיפול ה .  במבנים מסדר גבוה יותרDNA יעילה יש לקפל את הכה עבור אריזה 

מתבצע על ידי חלבונים  ,) והצורה הבורגיתBPסדר ה למעשה הסדר הראשון הוא (סדר שני מ

אורזים והם   גדוליםיוביים שהם חלבונים קטנים בעלי מטענים ח)(histonesהנקראים היסטונים 

למעשה יש (nucleosome), נוקלאוסומים את המולקולה לצורה של שרשרת עם כדורים הנקראים 

 אחראי חלבון הכרומטין , על הקיפול מהסדר הבא. בתאDNAמסה דומה של היסטונים ושל 

(chromatin)  30את המולקולה לסיב בקוטר של כ הדוחסnmלבסוף סדר הקיפול הגבוה ביותר  ו

  .(chromosome)הוא הכרומוזום 

  

  . בתאDNAהדרך בא מקופל ה : 4 איור
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  DNAאלסטיות של   .1.1.3

 הנקראות  שרשרת ארוכה של יחידות החוזרות על עצמן,רפולימהינה  DNAמולקולת ה 

  .]3,4 [ולימרים ניתן לתאר בדיוק גבוה על ידי מודלים פשוטים של פDNAאת ה  מונומרים ולכן

  

  )FJC ) Freely Jointed Chain -מודל ה

 לחוסר אשר גורמותפולימרים הנמצאים בתמיסה נחשפים לפלקטואציות תרמיות 

 הוא שרשרת של חוליות DNAה בהנחה  כי . פולימר של החוליות השונות בבאוריינטציהקורולציה 

. )5 איור (שניתן לסובב בחופשיותהמחוברות על ידי מחברים גמישים , )כל חוליהשל ( lבאורך 

המרחק מקצה לקצה של .  הוא מספר החוליותNכאשר  Nl יהיה האורך הכללי של המולקולה 

  :הפולימר הוא

  )1(      i
i

Z l=∑  

  : והוא נתון על ידי2Zאורך מאפיין של המולקולה הוא . i הוא וקטור המייצג את הקטע il כאשר 

  )2(      2
n n

i j
i j

Z l l
⎛ ⎞⎛ ⎞

= ⎜ ⎟⎜ ⎟
⎝ ⎠⎝ ⎠
∑ ∑  

  

iברים בהם כאשר מחשבים את הא j= ולוקחים ממוצע עבור כל הקונפיגורציות האפשריות  

  :מקבלים את המרחק מקצה לקצה הממוצע

  )3(      2 2 2 i j
j i

Z Nl l l
>

= + ⋅∑  

  :הוא אפס ולכן) 3(דומאליים האיבר השני ב עבור כיוונים רנ

  )4(      2 2Z Nl=  

זהו המודל הפשוט ביותר לתיאור .  בו השתמשנוFJCשהוא המרחק הממוצע בריבוע של מודל ה 

מודל  בין החוליות הקורלציהכיוון שמזניחים את .  גדוליםNפולימרים והוא מדויק רק עבור ערכי 

  .DNAמדויק של ה מספיק אור תימהווה זה לא 
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 random חוליות המחוברות במחברים גמישים ולכן אין קורולציה בניהן הבעיה דומה לבעיית FJC N מודל ה :5 איור

walk כאשר גודל הצעד הוא lנעשים  וNצעדים .  

  

 בין  Zלקולה ובין האורך  הפועלת בין קצוות המוFלחשב את הקשר בין המתיחות באים כאשר 

  :וא את פונקצית החלוקה שלה יש למצTהקצוות של המולקולה בטמפרטורה מסוימת 

  )5(      1
N

NZ Z=  

  : והיא נכתבת בצורה היא פונקצית החלוקה של חולייה אחת1Zכאשר 

  )6(      

cos2

1
0 0

B

Fl
k TZ d e d

θπ π

φ θ
−

= ∫ ∫  

cosFlכאשר  θיה של חוליה היא האנרג, θ2 ולכל מצב אנרגיה יש  היא הזווית בין החוליותπ 

  .כיוונים

  :והעלאת בחזקה נותן עבור פונקצית החלוקה) 6(הפתרון של משוואה 

  

  )7(      2
B B

NFl Fl
k T k T

N B
e eZ k T

fl
π

−⎡ ⎤
−⎢ ⎥= ⎢ ⎥

⎢ ⎥⎣ ⎦

  

  :מקצה לקצה הואהאורך 

  )8(      
ln N

B
ZGZ k T

F F
∂∂

= − = −
∂ ∂

  

  

Z 
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  )9(      cotanh B

B

Nk TFlZ Nl
k T F

⎛ ⎞
= −⎜ ⎟

⎝ ⎠
  

  

  )10(      cotanh B

B

k TZ Fl
L k T Fl

⎛ ⎞
= −⎜ ⎟

⎝ ⎠
  

  

BFl במדויק רק עבור כוחות קטנים נמצא את הגבול בו DNAכיוון שמודל זה מתאר את ה  k T<< 

  : ונקבל עבור הכוחרנפתח את הפונקציה ההיפרבולית לטו

  )11(      
3 Bk T zF

l L
⎛ ⎞= ⎜ ⎟
⎝ ⎠

  

z(נוסחה זו נכונה עבור כוחות מתיחה חלשים הפועלים על המולקולה 
Lכאשר רוצים תיאור )  קטן

  .למתיחויות גבוהות יותר יש להשתמש במודל אחר

  

  )WLC) Worm Like Chainמודל ה 

לכוחות חזקים גם  והוא מתאים DNA יותר את מולקולת ה  מתאר טובWLCמודל ה 

כל נקודה עליה מאופיינת על ידי ו )6 איור ( כרציפה וגמישהDNAהמודל מתאר את שרשרת ה . יותר

)ˆוקטור יחידה משיק  )t s כאשר Sהוא המרחק לאורך השרשרת .  

  

  .WLCמודל ה : 6 איור

)ˆ הווקטורל הפולימר כאשר לא פועלים כוחות ע )t s מתפלג מרחבית לפי התפלגות גאוס 

1סביב האפס עם שונות של 
pl .pl בין וקטורים משיקיםקורלציה הוא אורך המולקולה בו יש  ,

 הוא הקטע המקסימאלי בו plם אז  מתקרבילאחר מכןמסתכלים על המולקולה מרחוק ובמידה ו
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 והוא תלוי בתנאי persistence length נקרא ה pl.  ישרנראה עליו מסתכלים DNAקטע ה 

  .50nm גודל זה הוא כ DNAעבור .  ובסוג הפולימרPH ה , הטמפרטורה,הסביבה

  :א היt הפועל בזמן F מתיחה של כוח חיצוני  בזמןLהאנרגיה של פולימר באורך 

  )12(      ( )
2

0 0

ˆ( ) ˆˆ ( )
2

L L
p

wlc B

l t sH k T ds F z t s ds
s

⎛ ⎞∂
= − ⋅⎜ ⎟∂⎝ ⎠

∫ ∫  

עקבות התנגדות השרשרת לכיפוף והאיבר השני הוא האנרגיה האלסטית ב) 12(שון ב האיבר הרא

  .הוא העבודה המתבצעת על ידי הכוח המותח

ולקולה עבור  עבור כוחות חלשים ומתאר טוב את המFJCמודל זה מתלכד עם מודל ה 

zפתרון אינטרפולציה המשלב את שני המודלים ומקשר בין הכוח החיצוני ובין . כוחות חזקים
L 

  :והוא נתון בנוסחה הבאה] Marko and Siggia ]4הוצע על ידי 

  )13(      2
1 1( )

4
4 1

B
wlc

p

k T zF z
l L z

L

⎡ ⎤
⎢ ⎥
⎢ ⎥= + −
⎢ ⎥⎛ ⎞−⎢ ⎥⎜ ⎟

⎝ ⎠⎣ ⎦

  

0zהפתרון מדויק בגבולות    z או → L→בתחום 10% סטייה של כ בעל ו 

0.1Fכוח של (הביניים  pN≈.(ניתן לראות גרף המראה את התאמת המודלים לתוצאות 7 איור ב 

  . DNAניסיוניות של מתיחת 

  

רואים . WLCו ) התחתון (FJCים המודלגרפים תיאורטיים של  וADNכוח יחסית למתיחות של מולקולת : 7 איור

  . וששני המודלים מתלכדים עבור כוחות חלשיםWLCהתאמה טובה הרבה יותר עבור מודל ה 
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  חלבונים. 1.2

  תפקידים ומאפיינים  .1.2.1

מבצעים את רוב הפונקציות התאיות כמו  ממשקל התא היבש והם 60%נים כוללים החלבו

הסדרה של תגובות ביולוגיות , transporting bio molecules)(העברה של ביו מולקולות 

(regulation biological responses) וקטליזציה של תגובות ביוכימיות למטאבוליזם 

(catalyzing chemical reaction for metabolism) . חומצות 20החלבונים בנויים ממגוון של 

ונים בנויים מכמה מאות או החלב. אמינו שונות המסודרות בדרך ספציפית המקודדת בגן המתאים

 ,אלפים של חומצות אמינו והמבנה שלהם מורכב מאוד ונשמר על ידי קשרים הידרופוביים

המבנה הראשוני : ]2[  רמות שונות4ארגון מבנה של חלבון מסודר מ . אלקטרוסטאטיים ומימניים

 β - helices) ו- β helices)   α ו αסלילי ה המבנה מסדר שני הם , הוא סידור חומצות האמינו

 ארוזים β - helices וה  α - helicesהמבנה מסדר שלישי הוא ה . הנוצרים על ידי קשרי מימין

בצורת כדור באזורים מסוימים בחלבון והסדר הרביעי מתייחס לתחומים רבים המחוברים על ידי 

  .רי דמוי מוצקכיוון שהוא ארוז בצורה זו החלבון הוא חומר פולימ. לולאות או מבנים מסדר שני

ד של מיוח כלומר הסידור ה,של חלבון הוא הצורה שיש לו במרחבהמאפיין החשוב ביותר 

ומטרי הזיהוי והקשירה של חלבונים תלויה מאוד במבנה הגיאש האטומים במבנה המקופל כיוון

. מונחת ביסודו של כל תהליך בתא) ב 8 איור(ה זו של מנעול ומפתח תגוב. והכימי של השטח המגיב

 על ידי כוחות מכאניים משפיעים על זיהוי (protein deformation)עיוות של צורה זו של החלבון 

 מה שמוביל לשינויים בתהליכים הביוכימיים השולטים בהתנהגות DNA-חלבון וחלבון-חלבון

  .והתפקוד של התא

  

  )ב(  )א(

הצורה התלת ממדית של החלבון המאפשרת זיהוי בתהליך . ב. מבנה של חלבון ותתי המבנים שלו, .א: 8איור 
  .המנעול והמפתח
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  ותפקידיו RecAחלבון ה   .1.2.2

  יה הומולוגית רקומבינצ  . א

 homologues) גנטיים היא רקומבינציה הומולוגיתשיטה אחת בה נוצרים שינויים 

recombination)  . בתהליך זה שתי מולקולותDNA כפולות )dsDNA ( מחליפות קטעים של

DNAרקומבינציה הומולוגית מתרחשת במגוון רחב של . ]5 [ על ידי חיתוך וחיבור של גדילים

לפי מודל הרקומבינציה נעשה חיתוך באחד מהגדילים של הסליל . שרים שוניםאורגניזמים בהק

 dsDNA הגדיל הפולש מחליף את אחד הגדילים של ה ,גדיל יחיד לחדור אליומאפשר לדבר ה, הכפול

הגדיל המוחלף מצטלב עם השארית של הגדיל הפולש . Watson-Crickונקשר לשני על ידי חיבור 

 הוא קריטי בתהליך זה כאשר RecAחלבון ה . Holliday junctionקרא מבנה זה נ. ומתחבר אליו

מונומרים של . dsDNAעם האזור המשלים של ה ) ssDNA(בור של הגדיל היחיד יהוא גורם לח

RecA תחילה מבצעים פולימריזציה (polymerization) סביב ה ssDNAויוצרים סביבו סליל , 

פולימר זה מגיע לסליל הכפול . BP עבור כל 1.6Å  בssDNAבזמן תהליך זה החלבון מותח את 

 אל האזור המתאים ssDNAהסליל הכפול נפרש מעט על מנת לאפשר חיבור של ה , ונצמד אליו

אחרי ההיקשרות של החלבון אל . לאפשר החלפה של כל הקטעולאחר מכן ממשיך להיפרם על מנת 

  .RecA מסלילי ה DNA כדי לנתק את גדילי ה ATP דרושה הידרוליזה של DNAה 

  SOS response. ב

בתאים בריאים . lexA מזרז ייצור של חלבון RecAבנוסף לתפקידו ברקומבינציה חלבון ה 

lexA מדכא את הביטוי של גנים המקודדים חלבוני תיקון של DNA) SOS genes .( אחרי פגיעה ב

DNA ה lexA מאפשר ייצור של חלבוני ה SOSול להתאפשר רק אחרי אולם דבר זה יכ,  הדרושים

 ומפעיל אותם lexAגדיל זה נקשר אל חלבוני ה . ssDNA-RecAשחלבון זה מופעל על ידי גדיל של 

  . DNAועל ידי זה מדרבן תיקון של 

  RecA-DNAמכאניזם של חיבור . ג

.  החלבון נקשר סביב הגדיל היחידssDNA מוסף אל מולקולת RecAחלבון ה ו במידה

 לסיבוב BP 19 עם 1.5 במקרים אלו מתארך פי DNA אלקטרונים הראו שה תצפיות של מיקרוסקופ

מה  כפולה DNA החלבון יכול להיקשר גם למולקות ATPבנוכחות של ). RecA ללא 10במקום (

  . 1.5שמוביל גם שם להתארכות המולקולה פי 
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בצד ימין . DNA של היצמדות החלבון ל ם את ההשפעהימימין רוא. תיאור של רקומבינציה הומולוגית משמאל: 9 איור

אחרי שהחלבון נקשר . BP ל 3.4Å לסיבוב ומרווח של BP 10.5 ללא חלבון כאשר יש בערך DNAמתוארת מולקולת 

  . לסיבובBP 18.6 ויש 5.1Å גדל ל BPלמולקולה המרווח בין 

 השפעות מכאניות אלו בנוסף לקצב ההיצמדות של החלבון נמדדו גם באמצעים אחרים

והמטרה של מחקר זה היא למדוד אותם בצורה מדויקת כמה שיותר שתאפשר אבחנה ] 5,7[

  .בהיצמדות של מונומר אחד של חלבון

  

  פינצטה אופטיתה  .1.3

קרינה על מנת ללכוד  עושה שימוש בלחץ ה(optical tweezers)מערכת הפינצטה האופטית 

היכולת . בעזרת טכניקות שונותיתן למדוד את הכוחות הפועלים על עצם זה נ. ]8-11 [עצמים קטנים

 אפשרה , הכוחות הפועלים עליהולמדוד אתשל מערכת זו לשלוט במולקולה בודדת בדיוק ננומטרי 

יכולת זו מאפשרת בחינה של מודלים המתארים .  נושאים חשובים בביופיזיקהפיתוח של מספר

  .]14-17 [ים לא בצורה סטאטיסטית ולהבחין בפעילות של חלבונים ואנזימ]DNA] 12,13מולקולות 

  

  לכידה אופטית של חלקיק דיאלקטרי  .1.3.1

תנע של פוטון . לחץ הקרינה מוגדר ככוח ליחידת שטח והוא נגרם משינוי התנע של האור

  :יחיד בקרן אור הוא

  )14(      
hP
λ

=
r

  

שטף התנע של פוטונים כאשר . עצמת האור היא מספר הפוטונים העוברים דרך שטח ליחידת זמן

  : הואSעצמת האור נתונה על ידי 
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  )15(      
dp nd SdA
dt c

⎛ ⎞ ⎛ ⎞=⎜ ⎟ ⎜ ⎟
⎝ ⎠ ⎝ ⎠

  

 הוא dA הוא התנע הכללי של הפוטונים ו p,  היא מהירות האורc,  הוא מקדם השבירהnכאשר 

  .Sאלמנט שטח המאונך ל 

 הנגרם עקב שבירה של כיוון שהכוח על העצם הדיאלקטרי נתון על ידי שינוי התנע של האור

  .הכוח הכולל על העצם הוא ההפרש בין שטף התנע הנכנס ובין היוצא, האור על ידי העצם

  )16(      ( )in out
nF S S dA
c

⎛ ⎞= −⎜ ⎟
⎝ ⎠ ∫∫  

 הוא Sאור הנכנס אל חומר דיאלקטרי משנה את כיוונו ולכן גם את הכיוון של לכן כאשר ה

ם מאוד ומורגשים עבור עצמת אור חזקה כוחות אלו של אור הם קטני. מפעיל כוח על העצם

  .וחלקיקים קטנים

והחפץ עליו מופעל הכוח הוא מסדר גודל , מערכת הפינצטה האופטית האור מסופק על ידי לייזרב

כאשר משתמשים בלייזר עם קרן גאוסיאנית הקרניים נשברות בצורה כזו . של מיקרונים בודדים

על ידי מרכזים את הקרן בצורה חדה אם בנוסף , )מין מי10 איור(מרכז הקרן שדוחפת את העצם אל 

ניתן ליצור מצב שהכוח הפועל על הכדור פועל בניגוד )  משמאל10 איור( גבוה NAאוביקטיב עם 

בצורה כזו . לכיוון ההתקדמות של האור ומאזן את הכוח הנגרם מפוטונים הפוגעים בכדור וחוזרים

  .ניתן ללכוד את הכדור בשלושה מימדים

  

מימין קרן בעלת פרופיל גאוסיאני גורמת לכוח לפעול בכיוון מרכז .  תרשים הכוחות של כדור במלכודת אופטית:10 איור

משמאל ריכוז הקרן בצורה חדה גורם לכוחות הפוכים לכיוון התקדמות האור . XYהקרן ועל ידי כך לכידה במישור 

  .Zציר הניתזים מהכדור מה שמאפשר לכידה בדי פוטונים המאזנים את הכוח הנגרם על י
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  חלקיק לכודמדידה של כוחות קטנים על   .1.3.2

לכידה של עצמים על ידי הפינצטה האופטית מועילה רק בתנאי שניתן לבצע מדידות 

כיוון שהקרן גאוסיאנית הכדור הלכוד חווה כוח . כמותיות של הכוחות הפועלים על הכדור הלכוד

פרופורציונאלי למרחק בין מרכז המלכודת ומרכז  אשר ,מרכז הקרןזיר אותו תמיד לכיוון אשר מח

  :ניתן לתאר בקירוב כוח של מלכודת אופטית על ידי המשוואה. הכדור

  )17(      F xκ= −
r

  

על על כדור אם יודעים את מיקום  ניתן יהיה לדעת את הכוח הפוκלכן על ידי הגדרה של הקבוע 

  .מלכודתהכדור ב

  

  כיול המלכודת  .1.3.3

 הנע rכדור בעל רדיוס . ניתן לחשב את הכוחות על הכדור כתוצאה מגרר בתור הנוזל

  : חווה כוח הנתון על ידי חוק סטוקסη בתוך נוזל בעל צמיגות vבמהירות 

  )18(      6visF v rvγ πη= =  

כיוון שקוטר הכדור וצמיגות הנוזל ידועים ניתן להריץ את .  נקרא גם מקדם הגררγכאשר 

כאשר מודדים בעזרת מצלמת וידאו . ת את הכוח הפועל עליוהכדור במהירות ידועה ועל ידי זה לדע

ניתן לכייל את הכוח , רויות שונותאו בכל דרך אחרת את תזוזת הכדור ממרכז המלכודת עבור מהי

 של שיטה זו הם שניתן למצוא את הכוח בכל כיוון היתרונות. κעבור תזוזה מסוימת ולמצוא את 

  .  לא דורשת אמצעים מיוחדים אלא רק מצלמהבנוסף השיטה, וכך לדעת אם המלכודת סימטרית

 (Equipartition Theory)תיאורית החלוקה השווה בעזרת  היא κדרך נוספת למצוא את 
עבור אובייקט . מציאה של קבוע הקפיץל אובייקט לכוד יכולות לשמש להפלקטואציות התרמיות ש. 

  :κבפוטנציאל הרמוני עם קבוע קפיץ 

  )19(      21 1
2 2BTk xκ=  

לכן על ידי מדידה . א ההעתק של החלקיק מנקודת שיווי המשקל של המלכודת הוxכאשר 

בשיטה זו יש למדוד את מיקום . κשל השונות במיקום של כדור לכוד ניתן למצוא את קבוע הקפיץ 

 ריכה להיות בנוסף המלכודת צ,לכם לא ניתן להשתמש במצלמת וידאוהכדור בתדירות גבוהה ו

  .סימטרית
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  מטרות המחקר  .2

 לאפשר ביצוע מדידות  על מנת שיפור הסט אפ הקיים,הכרת מערכת הפינצטה האופטית •

בטמפרטורה מיוצבת ותוך כדי שינוי ריכוז חומרים , בתדירות גבוהה, מדויקות בזמן אמת

 .והוספת חומרים חדשים לדוגמא

 בודדת ואת DNAלת  על מולקוRecAמדידה של המאפיינים של הפולימריזציה של  •

  .RecA-DNAהשינויים הנגרמים לאלסטיות של מבנה המורכב מ 

  

  

  שיטות ותוצאות ראשוניות  .3

  מערכת הניסוי  .3.1

 בעלת מאפיינים חייבת להיותהמערכת . י הוא הכנת המערכתחלק גדול מביצוע הניסו

 שהייתה לפני סיסית המערכת הב שלתיאורתחילה ניתן .  לביצוע הניסויהכרחיותהותכונות שונות 

 העבודה שהתנהלה צוע ולאחר מכן מתוארתהדרושים לביתחילת המחקר ומוגדרים השינויים 

   .וצריכה להתנהל כדי ליישם אותם

  

  ושינויים הדרושים בההמערכת הקיימת   .3.1.1

 מערכת פינצטה אופטיתהייתה ) 11 איור(קיימת בתחילת המחקר שהייתה מערכת ה

ף על ידי עדשה אספרית הנאס) 833nm) SDL-5421-G1ה מלייזר אדום המערכת בנוי. בסיסית

 Melles Griot( לאחר מכן הקרן עוברת דרך מעגל קרן . לכתם מרוכז ואליפטיההופכת את הקרן

3X (הקרן נשברת על ידי מראה דיכרואית . ציר אחד והופך אותה לעגולה רק בהמרחיב אותה

שהיא ממלאת בצורה כזו ) Zeiss, 1.25 NA, oil immersion, 100X (האובייקטיבהמסיטה אותה אל 

.  מרכז את האור לתוך הדוגמא על מנת ללכוד את הכדורהאובייקטיב, את כל פתח הכניסה שלו

-CCD) Cohu 4912 ונכנס למצלמת האובייקטיבהאור החוזר מהכדור הלכוד חוזר חזרה דרך 

-PL-900 Dolan(אור לבן ים באת הדוגמא משתמש על מנת לראות.  המחוברת למחשב5010)

Jenner ( אשר נכנס לדוגמא מלמעלה עובר דרך המראה הדיכרואית ונותן תמונה של הדוגמא ב

CCD.הדוגמא מונחת על במת  XYZיתן להזיז אותם בצעדים קטנים או  המונעת על ידי מנועים שנ

ות וידועות חישוב כיול המערכת מתבצע על ידי הזזה של הבמה במהירויות קבוע. מהירות קבועהב

הכוח של הגרר על ידי חוק סטוקס ומדידת מרחק הכדור ממרכז המלכודת על הסרט של מצלמת ה 

CCD18 [ בעזרת אלגוריתמים לעיבוד תמונה[.  
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 IRמסלול הקרן מתחיל בלייזר . לשדרג לביצוע הניסויצריך  מערכת הפינצטה האופטית הבסיסית שאותה היה :11 איור

ואז על ידי ) M1,M2( הקרן מוסטת על ידי מראות רגילות AP)(ועובר דרך מעגל קרן ) AL(עדשה אספרית הנאסף על ידי 

אור לבן עובר דרך . CCDהקרן לוכדת את הכדור בדוגמא וחוזרת אל מצלמת . לתוך האוביקטיב) DM(מראה דיכרואית 

  .הדוגמא והאוביקטיב מהכיוון השני ומגיע למצלמה

10ה של כדורים בגודל של כמה מיקרונים עם קבוע קפיץ של כ מערכת זו מאפשרת לכיד pN
m

κ
μ

≈ .

  : יש לשדרג ולשנות את המערכת במספר תחומיםאולם על מנת לבצע מחקר זה

 מאפשרת מדידת CCD מצלמת ה - מדידת הכוחות בזמן אמת בדיוק גבוה ובתדירות גבוהה •

. אלגוריתמים לעיבוד תמונה על סרטי הניסוימיקום בדיוק גבוה יחסית כאשר מפעילים 

. שהניסוי מסתיים ולא בזמן אמתלאחר אולם ניתוח זה לוקח זמן רב והוא מתבצע רק 

20בנוסף המצלמה מאפשרת תדירות דגימה של  sec
f בלבד דבר הגורם לאיבוד מידע 

צב גבוה יותר ותוך כדי ביצוע  יש להוסיף למערכת גלאי שיאפשר קליטת נתונים בק.חיוני

 .הניסוי

 על מנת למדוד היצמדות של חלבון אל - אפשרות לחימום הדוגמא וייצוב הטמפרטורה שלה •

סיבה נוספת ). 370( יש להביא את הדוגמא לטמפרטורת העבודה של החלבון DNAמולקולת 

חוק , DNAכוחות של (לייצוב טמפרטורה היא התלות הגדולה של כל הנוסחאות 

לכן על מנת . בטמפרטורה...) מקדם שבירה, צמיגות(ופרמטרים חשובים רבים ....) טוקסס

לבצע מדידות אמינות ומדויקות יש לדעת את הטמפרטורה ולשמור עליה מיוצבת במהלך 

 .הניסוי

 בנוסף לקריאת נתונים וידיעת -תונים ושליטה על הניסוי בזמן אמתאפשרות קריאת נ •

. ג לאפשרות לשלוט על הניסוי ולשנות פרמטרים בזמן אמתהכוחות בזמן אמת יש לדאו

אפילו ( במתח קבוע במשך כל זמן הניסוי DNAלדוגמא אם רוצים להחזיק את מולקולת ה 
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צריך לדעת את המתיחות בכל רגע נתון ולהחזיר אותה לערך ) שנצמדים אליה חלבונים

 .הרצוי במידה והיא משתנה

 הניסוי מחייב יכולת של הזרמת חומרים - הניסויהכנסת חומרים לדוגמא בזמןאפשרות  •

יש לבצע את הכנסת החומרים תוך . ושליטה על הריכוזים שלהם בזמן הניסוי) ATP, חלבון(

 כלומר ההזרמה צריכה להיות מספיק איטית כך שהכדור לא ישתחרר DNAכדי מתיחת 

 . לא ייקרעDNAמהמלכודת וה 

 

   אמתגלאי מהיר ומדויק לעבודה בזמן   3.1.2

 QPD בקצב גבוה הוחלט לשלב במערכת גלאיעל מנת למדוד תזוזות בסקאלה ננומטרית 

(Quadrant Photodiode Detector). הדיודה בנויה .12באיור  עקרון הפעולה של הגלאי מוצג 

שכל אחד מהם מהווה פוטודיודה , איור כמו בD ו  A, B,Cמארבעה פיקסלים שווים המסומנים 

אל כל אחד מהרבעים מחובר מגבר , לזרםהפוגעת בה  את עוצמת האור הבפני עצמו הממיר

  . הופך את הזרם למתחאלקטרוני ה

           

  . והתרשים האלקטרוני שתוכנןQPDעקרון הפעולה של ה : 21 איור

  

  . מוצאים2אחרי המגברים הממירים זרם למתח ישנו מעגל אלקטרוני המוציא 

  

( ) ( )
( )DCBA

DCBAOUTPUT
+++
+−+

×=101  

  

( ) ( )
( )DCBA

DBCAOUTPUT
+++
+−+

×=102  

כלומר במידה שווה על כל אחר  (QPDהרעיון הוא שכאשר הקרן פוגעת בדיוק במרכז ה 

כאשר הקרן סוטה לדוגמא ימינה העוצמה של האור . המתח בשני המוצאים יהיה אפס) מהפיקסלים
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תסטה כאשר הקרן ,  סיגנאל שליליOUTPUT2 ולכן נקבל ב C ו A תהיה גדולה יותר מעל D ו Bעל 

בצורה כזו .  יהיה חיוביOUTPUT2 והסיגנאל ב C ו A תהיה קטנה מעל D ו Bשמאלה העצמה על 

  .XY על מישור QPDהקרן ממרכז ה היסט אחרי כיול נכון ניתן למצוא את 

 במערכת הוא חשוב מאוד כיוון שצריך להיות במקום בו תזוזה של הכדור QPDה מיקום 

ות לשלב את הדיודה שיטמספר יש  .זה של הקרן על הגלאילכודת יתבטא בתזויחסית למרכז המ

 ,CCD במיקום בו נמצאת מצלמת ה QPD שיטה אחת היא לשלב את ה .מערכת פינצטה אופטיתב

 עובר דרך עדשת האובייקטיבכלומר האור של הלייזר מגיע לכדור לוכד אותו נאסף חזרה על ידי 

התגלה כי בשיטה זו לעבוד  תוך כדי ניסיון. ]16 [המצלמה ואז מתפצל חצי למצלמה וחצי לדיודה

מוריד את רוחב ) 4MΩ(שההגבר הדרוש לסיגנאל וצמת האור המגיעה למצלמה היא כל כך נמוכה ע

ייתה כל כך נמוכה בגלל  עצמת האור ה).SNR(הפס בצורה משמעותית ומעלה את היחס אות לרעש 

 )IRשתפקידה לשבור את ה (מראה הדיכרואית הדרך ריך לעבור צאור הלייזר המוחזר מהכדור ש

 של המראה לכן לא ניתן היה להגדיל את עצמת האור ללא החלפה. CCDכדי להגיע אל ה 

  .עצמת הלכידהב שהיה פוגעדבר  ,הדיכרואית

 היה צורך לשנות את השיטה ולמקם את QPDעל מנת להגדיל את עצמת האור המגיעה ל 

כדי . כלומר לקלוט את האור העובר דרך הדוגמא ולא את זה שחוזר מהכדור, הדיודה מעל לדוגמא

 לאסוף ביעילות את .1לקונדנסר יש שני תפקידים . אפ כזה יש להוסיף קונדנסר למערכת-לבנות סט

מסיבה זו .  התאורה הלבנה על הדוגמא למקד בצורה היעילה ביותר את.2. האור המתפזר של הלייזר

אחרי .  עיוותיםעדשה רגילה בעלתב  ניתן להשתמשהקונדנסר הוא אלמנט מורכב ואיכותי ולא

את .  לתפקיד זה0.3 של NA בעל X10) (Olympusניסויים של כמה אופציות השתמשתי באוביקטיב 

כלומר , של הקונדנסרBFP) (בצורה כזו שהיא מצומדת למישור הפוקאלי האחורי למקם הדיודה יש 

 הגדילה את עצמת האור באופן  צורת עבודה זו. של הקונדנסרBFPלהדמות על הדיודה את ה 

כאשר עובדים בצורה זו הגלאי לא רגיש לתזוזה ). 50KΩ( להקטין את ההגבר ל אפשרהו משמעותי

 פי כ]19,20 [ן האובייקט למרכז המלכודתחסית בי אלא רק לתנועה היX-Yשל המלכודת בכיווני 

  :14 איורשרואים ב
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  . של הקונדנסרBFP ממוקם ב QPDמסלול קרני הלייזר כאשר ה : 14 איור

  

  כיול הדיודה

הכוונה בכיול הדיודה היא לדעת את הקבוע הממיר את המתח המתקבל במוצאי המגברים 

OUTPUT1 ו OUTPUT2יל קיימים דרכים רבות לכי.  לננומטריםQPD הדרך הטובה ביותר 

שניתן ] power spectrum method ]21-24המספקת גם מידע על מצב המערכת ומצב הדיודה היא ה 

 חלקיק הלכוד בפוטנציאל הרמוני חווה כוחות . ידועγלהשתמש בה עבור נוזל עם קבוע גרר 

  :שוואת התנועה של כדור לכוד ניתן לבטא בצורהאת מ, ]25 [רנדומאליים עקב פלקטואציות תרמיות

  )20(      ( )dx x F t
dt

γ κ+ =  

)אם .  הוא קבוע הקפיץ של המלכודת האופטיתκ הוא מקדם הגרר ו γכאשר  )f t נובע 

 שלו power spectrum הערך הממוצע שלו הוא אפס וה ,ומאלימפלקטואציות תרמיות אז הוא רנד

  :קבוע ושווה ל

  )21(      ( ) 2
4 BF t k Tγ=  

  :ניתן לקבל על ידי ביצוע טרנספורמציית פורייה משני צידיה) 20(את הפתרון של משוואה 

  )22(      ( ) ( ) ( )2 cf if x f F tπγ − =  

  כאשר 

  )23(      ( )/ 2cf κ πγ=  
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  :בליםמכפילים בצמוד מקאחרי ש

  )23(      ( ) ( )
2

2 2 2
c

Dx f
f fπ

=
+

  

  .מקדם הדיפוזיה הוא Dכאשר 

  )24(       Bk TD γ=   

ולכן אם נמדוד עם הדיודה את מיקום הכדור הנע בתנועה בראונית בתוך המלכודת ולאחר מכן נמצע 

 cf ו Dנוכל למצוא ניסיונית את ) 23(אמה לפונקציה  של ההעתק ונבצע התpower spectrumאת ה 

  .Y היא נקודת החיתוך עם ציר Dו ) 15 איור( היא תדירות הברך של הגרף cfכאשר 

  

הפונקציה היא בעצם לורנציאן אשר . שרטוטם ב מסומניcf ו Dכאשר הפרמטרים ) 23( גרף של הפונקציה :15 איור

  .D היא Y ונקודת החיתוך עם ציר cfתדירות הברך שלו היא 

  

למצוא את קבוע הקפיץ שהתקבל בהתאמה ניתן  cfובעזרת הפרמטר ) 23(על ידי משוואה   

 הוא  המתקבל מההתאמהDכיוון שהערך של : Dבעזרת ע ניתן לבצאת כיול הדיודה . של המלכודת

ביחידות של 
2

sec
Vשכל הפרמטרים שלה ידועים מתקבל ) 24(משוואה  וקבוע הדיפוזיה המחושב ב

ביחידות של 
2

sec
m ולקבל את קבוע הכיול זה לחלק אותם אחד בשני להוציא שורש שנותר  כל מה

  .ננומטריםלהעובר מוולטים למטרים או 

D
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מצב המערכת היתרון של שיטה זו הוא שהיא מאפשרת לבדוק את מצב המערכת כיוון שאם 

ה ) הדוגמא מלוכלכת וכו,  לא נמצא במקום הנכון בדיוקQPDה , המלכודת לא סימטרית(לא תקין 

power spectrumמונחת מהר ולא נראה כמו לורנציאן  .  

  .16איור  מוצג בבהמשךיורחב  ומערכת החימום עליה QPD יחד עם ה ההחדשהמערכת שרטוט 

  

 קרן הלייזר מתפזרת אחרי לכידת הכדור ונאספת על . ומערכת החימוםQPD המערכת אחרי הוספת ה שרטוט: 61 איור

 הנמצא QPDך עדשה ופילטר ומגיעה ל משם היא נשברת על ידי מראה דיכרואית נוספת עוברת דר, ידי הקונדנסר

מערכת הטלסקופ אחרי מעגל הקרן נועדה לשלוט בהתכנסות או התבדרות הקרן .  של הקונדנסרBFPבמקום צמוד ל 

  .דבר ההכרחי למערכת החימום, המגיעה לאוביקטיב

העדשה , יה ניתן לכוון את הקרן שתפגע בדיוק במרכזה כדי שיהXY יושבת על במת QPD ה

 והפילטר נועד כדי לסנן  של הקונדנסרBFP את ה  עליה נועדה על מנת להדמותQPDה שלפני 

 על ידי מראה QPD הקרן מוסטת אל ה .הפרעות אור חיצוניות ולהעביר רק את אור הלייזר

  .אור לבןשל דיכרואית נוספת שמאפשרת מעבר 

. labviewכנת  הנמצא במחשב ונשלט על ידי תוA/Dקליטת הנתונים נעשית על ידי כרטיס 

התדירות  Nyquistלפי תיאורית  דגימות לשנייה כלומר 16Kאת הנתונים קוראים בתדירות של 

  .8kHz המקסימאלית לעבודה היא

. היה לבצע התאמהולא ניתן ) 23(התוצאות הראשונות שהתקבלו לא היו דומות לפונקציה 

 power spectrum א התקבלוסימטריות המלכודת למצב המערכת ל גם כאשר בוצעה אופטימיזציה

  .)17 איור( אלא גרף המונחת בצורה חדה כבר בתדירויות נמוכות שנראה כמו לורנציאן
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הגרף מונחת כבר בתדירויות מאוד נמוכות ולא .  שהתקבל בתחילת העבודהpower spectrum של ה הגרף: 17 איור

  .נראה כמו לורנציאן

 QPD  של המגברים האלקטרוניים של הההסבר היחיד לקבלת גרף זה היה תפקוד לקוי

למרות שלפי .  לא ייחתךpower spectrum לספק נתונים ברוחב פס גבוה על מנת שה יםחייבש

היה צורך למצוא דרך ) 8KHzרוחב פס גבוה מ (החישובים התיאורטיים המערכת עמדה בדרישות 

  .גלאילבדיקה ניסיונית של רוחב הפס של ה

אל מחולל המחובר  שיכול להבהב בתדירויות גבוהות LED למטרה זו נעשה שימוש ב

 QPD צמוד ל LED את ה כאשר מניחים. פונקציות אשר מספק מתח בתדירות ידועה ונשלטת

  וחשובדבר זה נחוץ. לראות באיזו תדירות הגבר המגברים מונחת ניתן  את מוצא המגבריםםיודקוב

  :משתי סיבות

 לא ניתן יהיה לאסוף נתונים בקצב לה לעבוד וגם ללא רוחב פס גבוה שיטה זו לא יכו.1 

  .גבוה כמו שהניסוי דורש

 anti aliasing( צריך לדעת את רוחב הפס על מנת לדעת איזה פילטר לשים על המגברים .2 

filter ( ס הפרעות גם תדירויות גבוהות יותר מאלו הדרושות לנו כיוון שהן עלולות להכניכדי להנחית

  .יםלתדירויות בהן עובד

רוחב הפס נמוך מידי וזו הייתה  שבניגוד לחישובים התיאורטיים  בצורה כזו ניתן היה לראות

 ניתן היה לבדוק כל קונפיגורציה של המעגל באותו אופן.  שטוחpower spectrumהסיבה לקבלת 

 ניתן לראות דוגמא של בדיקת 18 איור ב.עד שנמצאה קונפיגורציה העומדת בדרישותהאלקטרוני 

  .ב פס של אחד התכנוניםרוח
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קו תדירויות הבהוב של נסר.  של רוחב הפס של הגלאיLED בדיקה בעזרת :18 איור

 1000Hzרואים בבירור מהגרפים שמתחילה הנחתה כבר ב .  הרץ משמאל לימין20,100,200,600,1000,2000,4000,10000

  .שהולכת ומחמירה ככל שהתדירות עולה

 power spectrum וה  בצורה משמעותיתוהשתפרהתוצאות ניקה טרואחרי שינוי התכנון של האלק 

  .שהתקבל קיבל צורה של לורנציאן

  

  

  .  שהתקבל אחרי מציאה של קונפיגורציה אלקטרונית העומדת בדרישותpower spectrum: 19 איור

אמנם  power spectrumה . עם הגלאיבעבודה הייתה בעיה עדיין השיפור בתוצאות למרות 

  אמינים ולקבל ערכיםבצורה מדויקת ) 23(פונקציה בצע התאמה לחת אבל לא ניתן היה ללא הונ

  . cf ו Dבעלי שגיאה נמוכה של ו
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 תוצאות טובות החוזרות על עצמן לאורך זמן הייתה על הדרך היחידה שבעזרתה התקבלו

 הטבלה הבאה מראה חלק מהמדידות . מיקרון2 או 1.4ידי שימוש בכדורים קטנים בקוטר של 

 1.6המדידות בטבלה זו נעשו על כדור בקוטר של . QPDהרבות שנעשו כדי לנסות לכייל את ה 

ניתן לראות שעבור אותו כדור סטיית התקן . מיקרון כאשר טמפרטורת הדוגמא לא הייתה מיוצבת

 D וגם cfאולם כאשר מחליפים כדור גם ,  לא גדולהD ו cfעבור המדידות של שני הפרמטרים 

דבר זה נבע בעיקר מהשינוי בגובה הלכידה מעל לזכוכית שקשה לשמור . משתנים בצורה משמעותית

ר הכדורים שלפי נתוני סטייה בקוט ומהעליו קבוע כאשר לוכדים כדור אחר במקום אחד בדוגמא

 אבל כיוון cf מתפזרים יותר מאשר של Dניתן לראות שהערכים של . 5%± להיות היצרן היא

שקבוע הכיול מחושב על ידי 
B

D
k T

γקטן יותרהכיולפיזור על קבוע  אז ה .  
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  .1טבלה 

  .QPD -תוצאות מדידות שנעשו בניסיונות לכיול ה

  

  Ycf  Dציר   Xcf  Dציר   

104.05  1 מדידה 1כדור  4.24±  
0%  

0.435 0.00264±  
  

86.83 4.72±  
34.5%  

0.524 0.00317±
  

101.93  2 מדידה 1כדור  4.34±  
3.1%  

0.499 0.00304±  
  

79.32 5.04±  
24.7%  

0.581 0.00352± 

102.44 3 מדידה 1כדור  4.29±  
10.4%  

0.606 0.00368±  
  

96.31 4.53±69.4% 
0.634 0.00386±

  

102.54 4 מדידה 1כדור  4.30±  
74.2%  

0.550 0.00334±  
  

83.87 4.87±81.2% 0.571 0.00346± 

  ממוצע
  סטיית תקן

102.74  

0.913  

0.522  

0.0728  

86.582  

7.18  

0.577  

0.0451  

88.85 1 מדידה 2כדור  4.64±  
38.1%  

1.14 0.00689±  
  

101 4.42±15%  
0.677 0.00412±

  

89.17 2 מדידה 2כדור  4.60±  
20.3%  

1.12 0.00679±  
  

107.33 4.31±
69.7%  

0.677 0.00414±
  

99.78 3דידה  מ2כדור  4.37±  
30.8%  

0.988 0.00600±  
  

102.15 4.41±
41.8%  

0.626 0.00382±
  

104.31  4 מדידה 2כדור  4.34±  
28.8%  

0.997 0.00608±  
  

110.71 4.32±9%  
0.694 0.00426±

  

105.07  5 מדידה 2כדור  4.34±  
68.6%  

0.916 0.00559±  
  

97.63 4.52±77.8% 
0.650 0.00396±

  

  ממוצע
  סטיית תקן

97.436  
7.95  

1.032  
0.095  

103.764  
5.22  

0.6648  
0.027  

103.91  1 מדידה 3כדור  4.31±  
63.5%  

0.380 0.00231±  
  

70.73 5.46±40.1% 0.435 0.00263± 

104.22  2 מדידה 3כדור  4.31±  
4.2%  

0.354 0.00216±  
  

64.59 5.81±21.9% 
0.417 0.00252±

  

93.77  3 מדידה 3כדור  4.52±  
3.3%  

0.319 0.00193±  
  

  

73.11 5.28±11.2%  
  

  

0.408 0.00246±  
  

  

106.04  4 מדידה 3כדור  4.20±  
1.7%  0.302 0.00183±  

77.09 4.99±7.2%  
  

  
0.392 0.00236± 

103.96  5 מדידה 3כדור  4.33±  
59.9%  0.313 0.00191±  

63.10 5.83±26.5%  
  

0.394 0.00237± 

  ממוצע
  סטיית תקן

102.38  

4.89  

0.334  

0.0324  

69.724  

5.85  

0.41  

0.0177  
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 להשתמש נעשו ניסיונות, QPD כיול אמין של ה בעזרת הכדורים הקטנים התבצע שלאחר

הדרך למעשה (דבר ראשון שהתבצע היה בדיקה של חוק סטוקס . בה ולבדוק אותה ביישומים שונים

כלומר הזזת הכדור בנוזל במהירויות שונות  ).CCDהישנה לכיול המלכודת בעזרת מצלמת ה 

) המחושב מהמהירות על ידי חוק סטוקס(גרף של הכוח ה .ובדיקה הסטייה ממרכז המלכודת

 הוא ת בתחום הליניארי של המלכודתכפונקציה של המרחק ממרכז המלכודת עבור מהירויות נמוכו

 גרף זה היה זהה לזה שנמצא בעזרת תדירות הברך של  שנמצא לפיκה . κקו ישר עם שיפוע 

  :הלורנציאן

  

עבור מרחקים . הקשר בין התזוזה ממרחק המלכודת ובין הכוח הפועל על כדור הנע במהירויות שונות בנוזל: 20 איור

  . הקפיץ של המלכודתקטנים ממרכז המלכודת הקו הזה הוא בקירוב ליניארי והשיפוע שלו הוא קבוע

לכוח המפעילה מולקולה ) Marko and Siggia) 13 היה בדיקת נוסחת דבר שני שהתבצע

  . מתוחה

  :הניסוי התבצע בצורה הבאה

כלומר ערבוב של כל המרכיבים ב ( וכדורים בהדבקה ספונטנית DNAהוכנה דוגמא עם  

PBS עם PH 6שהם יידבקועל מנתרטורת החדר  ואינקובציה בטמפ (. 

זור החיבור שלו עם  בצורה כזו שהמלכודת נמצאת מעל אDNA כדור המחובר ל נלכד 

 .הזכוכית

כאשר עבור כל קפיצה  את הבמה בקפיצות קבועות לכיוון מסוים  לאחר מכן מזיזים 

 . של מיקום הכדור בתוך המלכודת מדידהלוקחים

 המתקבל persistence lengthה , )13(יחד עם התאמה לנוסחה  21 איורהגרף שהתקבל מוצג ב

צורת הכנת דוגמא זו לא ( לא היה ידוע DNA בגלל שאורך ה )70nm (שונה מהתיאורטי

  ). ידבק בקצוות שלו לכדור ולזכוכיתDNAמבטיחה שה 
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 מדידת ).13(רואים התאמה טובה לנוסחה .  בודדת כאשר מותחים אותהDNAהמתיחות שמפעילה מולקולת : 21 איור

  .QPDידי גלאי ה הכוחות התבצעה על 

 וקל יותר  יותרשהם נלכדים טובבכך על מנת לעבוד עם כדורים גדולים שלהם יתרון 

 QPDכדי להבין טוב יותר מה קורה על .  יש להמשיך לשפר את המערכת,DNAלהדביק אליהם 

 BFP לראות איך נראה ה  כדי שתאפשרQPD נוספת שממוקמת במקום ה CCD מצלמת הותקנה

העבודה עם . ורה מדויקת הרבה יותר את הדיודהניתן למקם בצ זאת םימבצעכאשר  .של הקונדנסר

לעזור  היא יעילה ויכולה QPDהמצלמה הנוספת כדי למצוא במדויק את המיקום בו למקם את ה 

  .כדי לאפיין ולפתור את הבעיה

  

  מערכת החימום  .3.1.3

.  בטמפרטורת הדוגמאהן משתמשים ופרמטרים רבים תלוייםניתן לראות שכל המשוואות ב

בנוסף יש . הטמפרטורה חייבת להיות יציבה וידועה במשך כל הניסוי על מנת לקבל תוצאות אמינות

  .DNA ל  שיוכל להיצמד ביעילותצורך לחמם את הדוגמא לטמפרטורת העבודה של החלבון על מנת

מערכת החימום נבחרה בצורה כזו שהיא לא תחמם את הדוגמא ישירות אלא דרך 

, היתרונות של שיטה זו הם שמחממים ממש את האזור בו נלכד הכדור והחימום אחיד. ובייקטיבהא

מערכת .  והשמן משנים את המאפיינים האופטיים שלהם אחרי חימוםשהאובייקטיב הם החסרונות

כאשר לוח נחושת בעל מסה תרמית גדולה מתלבש על ) Paltier(החימום עובדת על עקרון פלטייה 

בלוח הנחושת נקדחו . על לוח זה הוצמדה פלטת הפלטייה ומעליה צלעות הקירור, האובייקטיב

מערכת . חורים כדי שתהיה אפשרות להכניס אליהם טרמיסטור שימדוד את טמפרטורת המשוב

  .)wavelength electronics(המשוב המספקת זרם לפלטייה היא מערכת מסחרית 
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 שתפקידו heat sink, ת מסה תרמית גדולה המחממת את האוביקטיב מערכת החימום מורכבת מפלטה בעל:22 איור

 מושחל אל אחד )לא נראה בתמונה(הטרמיסטור . לסלק את החום או הקור מהצד השני של הפלטייה הנמצא מתחתיו

  .מהאובייקטיבהחורים בצד השני של הלוח במרחק הרצוי 

ת החימום אפשרה ייצוב  ומיקום של התרמיסטור מערכheat sinkלאחר בחירה נכונה של 

  . מעלות ביציבות של עשירית מעלה15-50טמפרטורה בתווך בין 

 שינה את התכונות האופטיות שלו ולכן את המאפיינים האובייקטיבאולם חימום 

 מחומם אובייקטיבמיקום פוקוס הדוגמא משתנה מצורה משמעותית בין . האופטיים של המערכת

ים כאשר  השתנה לא ניתן היה ללכוד כדורהאובייקטיבל ולא מחומם וכיוון שמיקום המוקד ש

  .מערכת החימום עבדה

  

 רואים איך כדור שהיה בפוקוס לפני שמערכת החימום הופעלה יוצא איורב. שינוי הפוקוס במהלך החימום: 23 איור

 23-37 התצלומים נלקחו בהפרשי זמן קבועים כאשר הטמפרטורה השתנתה בין. מפוקוס ככל שהטמפרטורה עולה

  .מעלות צלזיוס
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מערכת הטלסקופ יחד שרטוט  .בעיה התאפשר על ידי הכנסת טלסקופ למערכתהפתרון 

 הטלסקופ נבנה משתי עדשות זהות .24 איור ועקרון הפעולה שלו מוצג ב16 איורהחימום מוצג ב

 אחת 2f כאשר מניחים את העדשות במרחק 1בעלות אורך מוקד דומה כך שההגדלה שלו היא 

אבל אם מרחיקים או מקרבים את מרחק זה ניתן לשלוט בזווית ההתבדרות או . נייהמהש

 הוא ימקד אותה יותר קרוב לאובייקטיבכאשר קרן מתכנסת נכנסת . ]26 [ההתכנסות של הקרן

אם .  של הלייזר ולכן על גובה הלכידהן לשלוט על מרחק המיקודתבצורה זו ני. מקרן מקבילה

 ניתן לשמור האובייקטיבה כזו שהעדשה הראשונה שלו מצומדת לפתח מניחים את הטלסקופ בצור

  .שם על גודל כתם קבוע ולכן לא לשנות את עצמת הלייזר

  

  

 ולכן גם לאובייקטיב עקרון הפעולה של מערכת הטלסקופ שנועדה לשלוט בהתבדרות והתכנסות הקרן בכניסה :24 איור

  .על גובה בלכידה

 לשנות את המיקום של מיקוד הלייזר ולהצליח ללכוד כדורים יחד יהופ ניתן העל ידי שילוב הטלסק

  .עם חימום

  

  ת זרימהאודוגמ  . 3.1.4

דוגמת הזרימה נועדה לאפשר להזרים חומרים לדוגמא תוך כדי הניסוי והיא נותנת אפשרות 

הדוגמאות הן , הרעיון הראשוני היה לעבוד עם דוגמאות שמיועדות לשם כך. לשלוט על ריכוזים

אל הקפילרה מחברים . DNAפילרות זכוכית בעלות פרופיל מרובע שבהן ניתן ליצור את דוגמת ה ק

כאשר רוצים ליצור דוגמא מכניסים את הנוזל . שתי צינוריות סיליקון כל אחת מחוברת לכלי קיבול

אחרי שהדוגמא מוכנה ניתן . לאחד מכלי הקיבול והוא זורם אל תוך הדוגמא עד איזון פוטנציאלים
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להוסיף חומרים לאחד מכלי הקיבול ולשלוט על מהירות הזרימה על ידי משחק בגובה היחסי בין 

  .שני כלי הקיבול

האור הלבן אמנם לא ממש מושפע , אולם התברר שהקפילרה לא מתאימה לצרכים של הניסוי

הציר אחד כנראה מהסיבה והכדורים נראים כמו בדוגמא רגילה אבל אור הלייזר נראה מעוות 

קרן לייזר .  והשמן לא מכסה את כל מעבר קרני הלייזרהאובייקטיבהקפילרה דקה יחסית לעדשת ש

  . שעוברת משמן לאוויר נשברת ולא נכנסת לקפילרה

  

השמן לא מכסה את כל הדרך האופטית .  מסביר את אחת הסיבות שבגללה לא ניתן לעבוד עם קפילרותאיורה: 25 איור

  . את הדוגמאשל הקרן ולכן לא כולה נכנסת

 הלכידה ,שנפתרו בעיות אלו על ידי שימוש בקפילרה רחבה יותר היו בעיות נוספותלאחר גם 

 שהיא  נבדקה במיקרוסקופ רגיל התגלהקפילרההכאשר . QPDלא הייתה טובה וכך גם קריאת ה 

ה  עם דמלאה בסדקים ובועות שעיוותו את הקרן ולכן לא אפשרו ביצוע לכידה טובה ובטח לא לעבו

QPD.  היה צורך לחזור לעבוד עם הזכוכיות הרגילות)cover slip ( המיוצרות באיכות הרבה יותר

 כך שניתן ן היה שדרוג של מחזיק הדוגמא הישן הפתרו.טובה ולאפשר הכנסת נוזלים לדוגמא כזו

הדוגמא נבנית משכבת ). 26 איור(ביר שני מחטים לתוך הדוגמא ולהזרים פנימה חומרים יהיה להע

בשכבה זו חותכים חתך מרובע שבו יהיו . עובי יחסית גדול על מנת לאפשר כניסה של מחטבפרפילם 

 זכוכיות נושאות וסוגרים על ידי בורג המפעיל 2את השכבה שמים בין , DNAהנוזל עם הכדורים וה 

אל המחטים . את המחטים מכניסים בכל אחת מהפינות של הדוגמא. לחץ שווה על הקצוות

  .צינוריות הסיליקון שמתחברות לכלי הקיבול כמו בדוגמא המקוריתמתחברות 

  
  . מחזיק הדוגמא המאפשר עבודה עם זכוכיות באיכות טובה והזרמת נוזלים: 26 איור
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  הכנת הדוגמא  .3.2

 הקשורות בקצה אחד לכדור DNAלשם ביצוע הניסוי יש ליצור דוגמא שבה יש מולקולות 

דרך אחת לבצע זאת היא על ידי הדבקה . ה השני לזכוכית הדוגמאדיאלקטרי אותו ניתן ללכוד ובקצ

פרוטוקול ההדבקה הספונטנית הוא פשוט קל ומהיר אולם כיוון שההדבקה נעשית . ספונטאנית

.  יכולה להידבק לכדור או לזכוכית בכל נקודה על האורך שלהDNAבאופן ספונטאני מולקולת ה 

 לא נדבקים בקצה וכל כדור בדוגמא מחובר ל DNDים ל מצב זה גורם שרוב גדול מהכדורים שנדבק

DNAכיוון שאורך המולקולה הוא פרמטר מאוד חשוב שיש לדעת אותו במדויק הכנת .  באורך שונה

  .להשתמש בפרוטוקול אחרדוגמא זו לא מתאימה ויש 

. הפרוטוקול השני הוא פרוטוקול להדבקה ספציפית המבוסס על מבנים ביולוגיים

DNAλזה מנצלים את העובדה של בפרוטוקול  יש קצוות דביקים שניתן להדביק אליהם ביוטין  −

(biotin) בקצה אחד ודאוקסיגנין (digoxigenin)אל הכדורים המצופים חומצות אמינו .  בקצה שני

 של  בצורהDNA ובצורה כזו הכדור יכול להתחבר על צד אחד של ה anti-digoxigeninמחברים 

body-antybody mechanism . בחלק השני של הפרוטוקול הזכוכית הנושאת מצופה בציפוי

 אשר streptavidinולאחר מכן מצפים את הזכוכית ב , DNAהמונע היצמדות ספונטאנית של 

על ידי פרוטוקול זה מבטיחים שרק . DNA הנמצא על הקצה השני של ה biotinמתחברת ל 

  .לות להימצא בדוגמאמולקולות באורך מלא יכו

  

  

 בשני הקצוות שלו ולכן ידיעה מדויקת DNAעקרון הפעולה של ההדבקה הספציפית המבטיחה הדבקה של ה : 27 איור

  .של האורך שלו
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  המשך המחקר. 4

  

 על מנת שיהיה ניתן לעבוד QPDיש לשפר את גלאי ה . העבודה על המערכת טרם הסתיימה

בנוסף צריך לדאוג לכך כי כל . בצורה אמינה ומדויקת) mμ3קוטר של (עם כדורים גדולים 

הכנת דוגמא עם הדבקה ספציפית ואפשרות , הגלאי, כלומר שמערכת החימום, המרכיבים יחד יעבדו

  .הזרמת הנוזלים יעבדו במקביל ללא הפרעה לפעילות אחד של השני

  

  :שיפורים נוספים שיש לבצע הם

  

 אפשרות לשלוט במתיחות המולקולה ולעבוד עם ן אשר תיתfeed backתכנון מערכת  

התכנית תקרא את , רוב הפעילות במשימה זו הוא תכנות. מתיחות קבועה במשך כל הניסוי

הנתונים הכוח מהגלאי כל פרק זמן שנבחר ובמידה וכוח זה גדל או קטן מעבר לסף מסוים 

 .ת את המולקולה הוראה לאחד המנועים למתוח או להרפוןהתוכנה תית

הגובה מעל פני הזכוכית .  הוא אפשור מדידת גובה מעל פני הזכוכיתQPDשדרוג נוסף של ה  

הגובה משפיע גם על עצמת הלכידה וגם על מקדם הכיול . הוא פרמטר חשוב מאוד בניסוי

ניתן . של הדיודה וכיום הוא נמדד על ידי צורת פסי ההתאבכות של הכדור על המצלמה

גובה של הלכידה על ידי שינוים בעצמת האור הכולל על ארבעת הרבעים של ה למצוא את ה

QPD .שיפור זה במערכת יועיל מאוד ויאפשר עבודה בגבהים שונים ומדידת גובה מדויקת.  
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