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Opti¢na pinceta je zelo uporaben pripomocek za merjenje biomolekulskih interakcij, saj omogoca proucevanje
posameznih molekul. Njeno delovanje temelji na mo¢no fokusiranem laserskem snopu, s katerim lahko ujamemo in
premikamo mikroskopske delce, omogoca pa nam tudi merjenje sil na ujete delce. V prvem delu ¢lanka je predstavljen
fizikalni princip delovanja opti¢ne pincete, dejanska izvedba naprave ter kalibracija opti¢ne pasti, v nadaljevanju pa
je predstavljena njena uporaba pri meritvah interakcij med biomolekulami.

MEASUREMENT OF BIOMOLECULAR INTERACTIONS WITH OPTICAL TWEEZERS

Optical tweezers are a very useful tool for measuring biomolecular interactions, as they enable the study of
individual molecules. Their operation is based on a highly focused laser beam, which can be used to trap and
manipulate microscopic particles, as well as measure forces acting on the trapped particles. The first part of the article
presents the physical principles of optical tweezers, the actual implementation of the device, and the calibration of the
optical trap, while the second part discusses their application in measuring interactions between biomolecules.

1. Uvod

Fotoni so delci z gibalno koli¢ino, kar pomeni, da tudi svetlobi lahko pripisemo gibalno koli¢ino. Ta
se ji nato pri interakcijah z drugimi telesi spremeni (npr. pri sipanju, absorpciji ali odboju), zaradi
njene ohranitve pa se gibalna koli¢ina prenese na telo. Na tak nacin lahko torej svetloba deluje na
delce s silo [I]. Svetlobni tlak je bil znan ze Keplerju, vendar pa je podro¢je opti¢nih sil dozivelo
razcvet Sele z izumom laserja. Pred tem namre¢ ni bilo na voljo svetlobnih virov z dovolj visoko
intenziteto, ki bi ustvarili znaten svetlobni tlak [2].

Opti¢na pinceta v osnovi temelji prav na delovanju opti¢nih sil, ki ohranjajo delec v stabilnem
ravnovesju na opticni osi. Od njenega odkritja leta 1986, ko je Arthur Ashkin s sodelavci izdelal
prvo opticno past [3], je postala nepogresljiv pripomocek za premikanje ujetih delcev, po ¢emer
je naprava tudi dobila ime [2]. Njena prednost je tudi to, da nam preko merjenja odmikov, ki so
posledica zunanjih sil, omogoca merjenje teh sil. Tipi¢ne vrednosti, ki jih lahko izmerimo s pomocjo
opticne pincete, so v obmocju pN, kar je ravno obmocje delovanja relevantnih sil v biofiziki in
biokemiji [4].

2. Fizikalno ozadje delovanja opti¢ne pincete

Kljub razmahu na eksperimentalnem podrocju, je razvoj natanc¢nih teoreticnih modelov za opis de-
lovanja optitne pincete nekoliko pocasnejsi in v veliki meri sloni na priblizkih. Ti so odvisni od
velikosti ujetega delca v primerjavi z valovno dolzino svetlobe. Ce je velikost delca veliko manjsa
od valovne dolzine vpadnega valovanja, se nahajamo v Rayleighovem rezimu in delec lahko obrav-
navamo kot induciran elektri¢ni dipol v elektricnem polju. Sili, ki deluje na delec v opti¢ni pasti v
tem rezimu, pravimo gradientna sila, saj je sorazmerna gradientu intenzitete vpadne svetlobe. V
primeru, da je velikost delca znatno vec¢ja od valovne dolzine vpadnega valovanja, pa obravnavamo
delec v priblizku geometrijske optike. Sila je v tem rezimu sorazmerna z intenziteto svetlobe [5].

Izracun sile za poljubno velikost delca je bolj zapleten, velik vpliv na dinamiko delca v opti¢ni
pinceti pa imata tudi oblika in sestava delca, kar e dodatno otezi problem [5]. Predstavljeni teore-
ti¢ni modeli se sicer nanaSajo na staticne primere, torej ko opti¢na past miruje, vendar pa veljajo
tudi takrat, ko opti¢no pinceto dovolj pocasi premikamo [6]. V nadaljevanju si bomo podrobneje
ogledali oba rezima.
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2.1 Rayleighov rezim

Za Rayleighov rezim velja, da je velikost ujetega delca veliko manjsa od valovne dolzine vpadne laser-
ske svetlobe. V tem primeru lahko delec obravnavamo kot induciran tockasti dipol g, v elektriénem
polju E [7]. Na naboj e v elektromagnetnem polju deluje Lorentzova sila

. . a7 -
F:e(E(F)erleB(F)). (1)
Sila na dipol je zato

ﬁ:ﬁ1+ﬁ2:e<ﬁ(F1)E(F2)+ (2)
Pri tem smo upostevali, da je B = B (7)) = B (), saj za svetlobo velja E L B in je posledi¢no
Pe L B. Elektricni dipolni moment je definiran kot p. = e (7} —72). Za tockasti dipol velja
|71 — 72| << A, zato lahko elektri¢no polje v okolici dipola razvijemo v Taylorjevo vrsto

EF)=E@)+ ((FL—7) -V)E+--. (3)

Iz enacbe tako sledi

—
—

ﬁ—e(((Fl—FQ).v)Eer(ﬁdt_F?) xé) = ((ﬁe-V)Eer(ie xé). (4)

V naslednjem koraku upostevamo, da je obravnavani dipol induciran. Predpostavimo, da je odziv
delca na elektri¢no polje linearen, torej pr. = aF. Pri tem je « polarizabilnost delca, ki je podana
kot [6]

2 .9
o = 3Veg—d—° (5)

n? + 2n2’
kjer je V prostornina delca, ng lomni kolicnik delca in n, lomni koli¢nik okolice. Izraz za elektriéni
dipol vstavimo v enac¢bo (4) in dobimo

ﬁ:a<(ﬁ.v)ﬁ+fxé>. ©

Na prvem ¢lenu uporabimo vektorsko zvezo (E . V) E= %VE2 —Ex (V X E) in silo izrazimo kot

, 1 o o\ dE o 1 . dB dE
F= 7E2—E< E)—B: SVE2+ BEx S+ S < B
a<2V x |V x +dtx ) a<2V + th+dtx (7)
Pri tem smo v zadnji enakosti upostevali Maxwellovo enacbo V x E = TR Izraz poenostavimo

—

in v drugem ¢lenu prepoznamo Poyntingov vektor P= /TIOE x B

F—a<2VE +dt<E><B)>_a<2VE +uo)- (8)

Ker se energijski tok vpadne laserske svetlobe s ¢asom ne spreminja, je drugi ¢len enak 0 in konéni
rezultat je tako

L1
F = 5CNEQ. (9)
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Sila kaze v smeri gradienta kvadrata velikosti elektri¢nega polja, zato ji pravimo gradientna sila.
Ker je sorazmerna gradientu intenzitete vpadne svetlobe, je za delovanje optitne pincete potreben
moc¢no fokusiran snop [2].

7 opti¢no pastjo zelimo ohranjati delec v stabilnem ravnovesju v grlu laserskega snopa, za kar
potrebujemo ustrezen snop. V ta namen se zato pogosto uporablja Gaussovski laserski snop [0].
Velikost jakosti elektriénega polja je v cilindri¢nih koordinatah torej

2

Wo_mw (10)

E (7“, Z) = EOU)(Z)

kjer je w(z) polmer snopa, z komponenta v smeri opti¢ne osi, r pa oddaljenost od opticne osi.
Polmer snopa se vzdolz opti¢ne osi spreminja, v ravnini z = 0 pa ima vrednost wg. Poglejmo si
radialno komponento gradientne sile:

1 90 5 -2 4
F. = —a=—FE?(r,z) = —aF}? P (S (—T> . (11)
w

Graf sile je za relevantno obmocje (kjer je delec v celoti znotraj laserskega snopa) prikazan na sliki
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Slika 1. Graf radialne komponente gradientne sile v odvisnosti od oddaljenosti od opti¢ne osi pri vrednostih, ki so
tipi¢ne za opti¢no pinceto: z = 0; wo = 0,3 pm; polmer delca R = 0,25 pm; ng = 1,59; n, = 1,33; Fo = 8- 10° V/m.

Zanimajo nas majhni odmiki v radialni smeri r << w(z), zato lahko eksponentno funkcijo v
27‘2
= 22

izrazu (|11)) razvijemo v Taylorjevo vrsto e »?() =1 — Wiy T in izraz za silo je v prvem redu v
r tako
2 2 2 2
w, ns;—n w,
F,~ —2aF}—2 r=—6Veg—2—2E2—0 1 12
r 0wt (z) "n2 +2n2 O wl(z) (12)

Velikost radialne komponente gradientne sile je sorazmerna odmiku delca od opti¢ne osi, kar ustreza
Hookovemu zakonu F,. = —k,.r. Sila F, vraca delec na opti¢no os, vendar to Se ni dovolj za stabilno
ujetje delca v prostoru. Za ravnovesje v smeri opti¢ne osi poskrbi z komponenta gradientne sile, ki
prav tako ustreza Hookovemu zakonu, glavno vlogo pri tem pa ima nekonstanten polmer laserskega
snopa w(z). Koeficient k opisuje trdoto optiéne pasti, njegovo poznavanje pa ima klju¢no vlogo pri
merjenju sil. V izrazu za k, nastopa razlika lomnih koliénikov delca in okolice, zato je za delovanje
opti¢ne pincete pomembno, da je lomni koli¢nik delca vecji od lomnega koli¢nika okolice [6].
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2.2 Geometrijska optika

Ce je velikost delca veliko vecja od valovne dolzine vpadnega valovanja, za obravnavo delca upo-
rabimo priblizek geometrijske optike. Svetlobi se pri interakciji z ujetim delcem spremeni gibalna
koli¢ina, zaradi njene ohranitve pa na delec deluje sila. Opti¢ne sile v opti¢ni pinceti so tako posle-
dica sipanja in loma svetlobe, njihove velikosti pa so odvisne od lomnih koli¢nikov delca in okolice,
vpadnega kota svetlobe ter njene polarizacije [6].

Najprej si poglejmo sipalno silo. Fotoni vpadajo na delec vzdolz opti¢ne osi. Na njem se nato
sipljejo in ker njihovo sipanje nima odlikovane smeri, se gibalna koli¢ina svetlobe v smeri opti¢ne
osi zmanjSa in poslediéno na delec deluje sila vzdolz opti¢ne osi [§]. Sipalna sila kaze stran od
ravnovesne lege delca, zato zelimo njen ucinek iznic¢iti. To lahko storimo tako, da v nasprotno smer
posljemo enak laserski snop, saj se v tem primeru sipalni sili snopov izni¢ita. Omenjeni problem
lahko resimo tudi z uporabo mikroskopskega objektiva z veliko numeri¢no aperturo. Objektiv nam
omogoca, da obrobni zarki na delec vpadajo pod velikimi koti, sipalna sila pa se zato zmanjsa, saj
smo 7z razsirjanjem snopa zmanjsali gibalno koli¢ino svetlobe [6].

Na dinamiko delca ima pomemben vpliv tudi lom svetlobe. Ce je delec homogen, se snop lomi na
prehodih med delcem in okolico, pri ¢emer velja lomni zakon. Pri vsakem prehodu se del valovanja
tudi odbije, zato bi morali v splosnem upostevati tudi veckratne odboje znotraj delca. V naSem
primeru bomo te odboje zanemarili ter upostevali le lom vpadnega snopa na vstopu in izstopu iz
delca. Zaradi loma se snopu pri prehodu skozi delec spremeni smer gibalne koli¢ine, na delec pa
zato deluje sila, ki je sorazmerna z intenziteto svetlobe [6]. Lom vpadnega snopa pri prehodu skozi
delec v obliki kroglice je prikazan za razlicne polozaje delca na sliki

Slika 2. Lom snopa pri prehodu skozi delec. Zaradi preglednosti je snop upodobljen z dvema zarkoma — prikazan je
torej lom zgolj teh dveh zarkov. Zaradi spremembe smeri gibalnih koli¢in zarkov deluje na delec vsota sil, ki kaze
proti grlu snopa. Ce se delec nahaja v grlu, je vsota sil v preéni smeri enaka ni¢, saj v tem primeru zarki vpadajo
simetri¢éno. Vir: [6].

Iz slike[2] je razvidno, da sila kaze proti grlu snopa in zato vraca delec v ravnovesno lego. Podobno
kot pri Rayleighovem rezimu je tudi tukaj pomembno, da je lomni koli¢nik delca veé¢ji od lomnega
koli¢nika okolice. V nasprotnem primeru bi sila delovala stran od grla in delca ne bi mogli ujeti v
stabilno ravnovesje [6].

Poglejmo si ze prej omenjeni Gaussovski laserski snop Se v kontekstu geometrijske optike. Delec
v tak8nem snopu je prikazan na sliki[3] Snop Gaussovske oblike e izboljsa delovanje opti¢ne pasti,
saj se zarki z najve¢jimi intenzitetami po dvojnem lomu odklonijo stran od grla snopa, na delec pa
posledi¢no deluje vecja sila v smeri grla [2].
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prec¢ni intezitetni profil snopa

Slika 3. Delec v laserskem snopu z Gaussovskim intenzitetnim profilom. Sila na delec je sorazmerna intenziteti
lomljenega zarka, zato je sila 2. zarka F> vecja od sile 1. zarka Fi in rezultanta F,.: kaze proti opti¢ni osi. Vir: [2].

3. Sestava opticne pincete

Shema standardne sestave opti¢ne pincete je prikazana na sliki [d] Vsaka pinceta ima dva kljuéna
sestavna dela: sistem, ki s pomocjo laserskega snopa ustvari opti¢no past, ter sistem za mikroskopijo
vzorca [0].

Poglejmo si, kako naprava ustvari opticno past. Ker je gradientna sila sorazmerna intenziteti
vpadne laserske svetlobe, za delovanje opti¢ne pincete potrebujemo mocne laserje (P > 0,1 W). Za
merjenje sil potrebujemo konstantno trdoto opti¢ne pasti k, zato mora biti laser tudi dovolj stabilen
(nihanja intenzitete morajo biti ¢im manjsa). Pomembna karakteristika je tudi valovna dolzina. V
opti¢nih pincetah se ve¢inoma uporablja infrardece laserje (750 - 1200 nm), saj so moéni infrardeci
laserji precej dostopni, poleg tega pa infrardeca svetloba ne poskoduje biologkih vzorcev [4].

Laserski snop najprej potuje skozi sistem le¢, ki snop razsirijo. V sistemu za vodenje zarka se
mu spremeni smer, nato pa se od dikroi¢nega zrcala odbije na objektiv, ki ima vlogo zbiralne lece
z veliko numeri¢no aperturo. Za dikroi¢no zrcalo je znacilno, da prepusc¢a vidno svetlobo, lasersko
pa odbija. Objektiv nato zbere zarke v goriS¢u znotraj vzorca, kjer nastane opti¢na past. Laserski
snop se pri prehodu skozi delec lomi, prepusceni del svetlobe pa zbere kondenzorska le¢a. S pomocjo
drugega dikroi¢nega zrcala nato prepusceno svetlobo usmerimo na kvadrantno fotodiodo, ki sluzi kot
detektor polozaja delca. Merilna naprava je sestavljena iz Stirih enakih fotodiod, s katerimi merimo
intenziteto vpadne svetlobe. Vsak premik delca v optiéni pasti spremeni razmerja intenzitet na
posameznih kvadrantih, iz ¢esar je mogoce dolociti relativni polozaj delca glede na center opti¢ne
pasti. Alternativni nac¢in dolo¢anja lege ujetega delca je s kamero preko analize slike [2].

Predstavljena postavitev opti¢ne pincete omogoca tudi mikroskopijo vzorca, pri Cemer za osve-
tljavo uporabimo vidno svetlobo. Snop najprej potuje skozi dikroi¢no zrcalo, ki je prepustno za
vidno svetlobo, in kondenzorsko leco do delca. Objektiv nato sliko delca poveca, konéno sliko pa
opazujemo preko kamere [6].

Za $tevilne raziskave je pomembno, da lahko opti¢no past premikamo, kar dosezemo s spremi-
njanjem smeri laserskega snopa. Slednje nam omogoca sistem za vodenje zarka. Ena od moznih
izvedb naprave je ta, da smer snopa spreminjamo kar s premikanjem le¢ in zrcal. To je precej
zamudna metoda, zato je v opticnih pincetah pogosto uporabljena alternativna moznost in sicer
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Slika 4. Standardna sestava opti¢ne pincete. Sistem za ustvarjanje opti¢ne pasti ter dolocitev lege delca je oznacen z
rdecimi zarki, sistem za opazovanje delca pa je prikazan z modrimi zarki. Vir: [2].

akusto-opti¢ni deflektor, ki je v bistvu kristal, v katerem vzpostavimo stojece zvocno valovanje. V
deflektorju tako dobimo zgoscine in razredcine, ki delujejo kot uklonska mrezica. S spreminjanjem
frekvence vzbujanja zvoCnega valovanja se spremeni tudi uklonska mrezica in s tem uklon zarkov
pri prehodu skozi kristal. Deflektor omogoca premikanje opti¢ne pasti na nanometrski skali, pri
¢emer za past uporabimo prvi red uklona, saj je njegova intenziteta najvecja. To premikanje ni
povsem poljubno, saj lahko z deflektorji premikamo opti¢no past zgolj v ravnini, ki je pravokotna
na opti¢no os. Ker en deflektor deluje vzdolz ene osi, za omenjeno premikanje potrebujemo dva med
seboj pravokotna deflektorja [6].

Se ena prednost akusto-optiénega deflektorja je ta, da omogoéa hitro spreminjanje oz. prekla-
pljanje smeri laserskega snopa. Deflektor dopusca preklapljanja s frekvencami v obmocju 100 kHz in
s tem ustvarjanje ve¢ kvazistati¢nih opti¢nih pasti, ki so posledica zelo hitrega premikanja lokacije
pasti. Preklapljanje mora biti tako hitro, da se past vrne preden delec zaradi Brownovega gibanja
zapusti njeno obmocje. Takemu nac¢inu vzpostavitve vecih opti¢nih pasti pravimo ¢asovno deljenje
snopa. Obstaja Se drug nacin, pri katerem se vhodni laserski snop razdeli v ve¢ snopov, vsak izmed
nastalih snopov pa ustvari svojo opti¢no past. Primer tega je holografska opti¢na pinceta. Na ta
nacin nastale pasti niso omejene na eno samo ravnino, za razliko od kvazistati¢nih, ki so zaradi
deflektorjev omejene na ravnino, pravokotno na optiéno os [2].

4. Kalibracija opticne pincete

Zasilo, s katero past deluje na ujet delec, velja Hookov zakon (enacba ), zato je za njeno dolocitev
potrebno poznati koeficient oz. trdoto opti¢ne pasti ter odmik delca od sredisca pasti. Slednjega

Y

merimo s pomocjo kamere ali kvadrantne fotodiode, trdoto "vzmeti” pa dobimo tako, da opti¢no
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pinceto predhodno kalibriramo. Obstaja veliko kalibracijskih metod, najpogosteje uporabljena pa
je metoda s potencialom opti¢ne pasti, ki uposteva Brownovo gibanje ujetega delca [5].

Poglejmo si gibanje delca v eni dimenziji, npr. v smeri osi z. Za majhne odmike od ravnovesne
lege (sredisca pasti) velja

F=—k;(x — 2ran), (13)

kjer je F sila na ujet delec, k, trdota opti¢ne pasti vzdolz smeri x, x4, ravnovesna lega ter x polozaj
delca. Temu ustrezen potencial je harmonski:

U(z) = %kx (x — gcf,_(w)2 . (14)

Tipi¢no gibanje delca znotraj opti¢ne pasti je prikazano na sliki (a). Delec se neprenehoma premika
zaradi prisotnosti Brownovih fluktuacij in je hkrati v dinami¢nem ravnovesju; termi¢no gibanje ga
potiska iz pasti, opticne sile pa ga vleGejo nazaj proti srediséu. Ce zelimo delec ohranjati znotraj
opti¢ne pasti, mora biti opti¢ni potencial dovolj globok: kot je prikazano na sliki (b), zadoSca ze
nekaj kpT [8].
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Slika 5. Brownovo gibanje delca v opti¢ni pasti. Ravnovesna lega je pri zrq, = 0 nm. (a) Naklju¢no gibanje ujetega
delca znotraj opti¢ne pasti. (b) Potencial opti¢ne pasti U(x). Tega dolo¢imo iz izmerjene porazdelitve p(z) z uporabo
enacbe . Izmerjen potencial je prikazan z modro barvo, meritvam prilagojen harmonski potencial pa je narisan z
rdeco barvo. (c) Verjetnostna gostota polozaja ujetega delca. Vir: [§].

Termi¢no gibanje ujetega delca opisuje Boltzmannova porazdelitev. Ker je potencial opti¢ne
pasti harmonski, ima verjetnostna gostota polozaja delca p(x) obliko Gaussove porazdelitve (slika

Blc)):

— Trav 2
0(2) = poexp (— Z;?) — poexp (‘%) (15)

Sedaj uporabimo ekviparticijski izrek, ki pravi, da je povpreéna energija vsake neomejene, neodvisne

in kvadrati¢ne prostostne stopnje sistema enaka %kBT , torej (U(x)) = %kBT . Posledi¢no velja

(U(@)) = ghel (@~ Tras)) = ghella — (@)?) = Sheo? = ShaT, (16)

pri ¢emer je o, = ¢/ ((z — <a:))2) nedolo¢enost polozaja ujetega delca. Iz zadnje enakosti izraza

tako dobimo
_ kpT

2
T

ks (17)

g

Enak rezultat dobimo tudi neposredno iz definicije 02 Gaussove porazdelitve (izraz ) 7 vzorée-
njem verjetnostne porazdelitve polozaja delca lahko torej dolo¢imo k,. Tipi¢ne vrednosti koeficienta
opti¢ne pasti so v obmo¢ju pN/um [§].
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Za komponenti &y in k. je izracun podoben.

5. Meritve biomolekulskih interakcij

Optic¢ne pincete se uporablja predvsem za raziskave v biologiji in biofiziki, saj na teh podrocjih
prevladujejo sile, ki so v njihovem merilnem obmodcju. Omogocajo proucevanje celic in velikih
biomolekul [9], kot sta npr. DNK in RNK, prav tako pa so uporabne tudi pri studijah biomolekulskih
procesov (npr. korakanje molekulskih motorjev, delovanje encimov DNK in RNK polimeraze) [10]. Z
uporabo opti¢ne pincete so izmerili sile pri zvijanju in razvijanju makromolekul ter Stevilne elasti¢ne
lastnosti omenjenih struktur [II], dale¢ najpogosteje pa se jo uporablja za natantno manipulacijo
in razvrscanje mikroobjektov [2].

5.1 Potek meritve

Za izvedbo meritve je biomolekulo najprej potrebno pritrditi na ustrezno oporo. V ta namen se
pogosto uporabljajo mikroskopske steklene ali polistirenske kroglice s premerom v obmodcju 0,2 - 5
pm [4]. Vsaka kroglica je prevlecena s specificno snovjo, ki poskrbi, da se na povrsino veze Zelena
molekula [§].

Meritev sile poteka tako, da nasprotna konca molekule, ki jo Zelimo preuciti, pritrdimo na
mikrokroglici ter nato eno izmed kroglic ujamemo v opti¢no past, drugo pa pritrdimo na mirujoc
objekt — mikropipeto (slika @(a)) Meritev lahko izvedemo tudi z dvema pastema; v tem primeru je
vsaka kroglica v svoji opti¢ni pasti, kot je prikazano na sliki @(b) Eno izmed pasti nato drzimo pri

(a) (b)
' . Extension y o . Extension . -
A @Ee ‘orce , Force

! m ,

Slika 6. Tipicni eksperimentalni postavitvi pri meritvah z opti¢nimi pincetami. (a) Uporaba ene opti¢ne pasti. Konca
molekule (v tem primeru DNK) pritrdimo na kroglici, od katerih eno ujamemo v opti¢no past, drugo pa pritrdimo na
mikropipeto. (b) Uporaba dveh pasti. Pri tej metodi sta obe kroglici ujeti v opti¢nih pasteh. Vir: [4].

miru, drugo pa medtem pocasi odmikamo. Pri tem se kroglici zaradi sile, ki jo povzroca raztegnjena
biomolekula, odmakneta iz srediS¢a pasti. S pomoc¢jo odmika lahko dolo¢imo silo, s katero past
deluje na posamezno mikrokroglico, in ker je ta sila enaka sili, s katero je napeta struktura, lahko
posledi¢no natanéno dolo¢imo obremenitev molekule. Predstavljeni nacin tako omogoca merjenje
elasti¢nih lastnosti biomolekul [6].

Izbira med postavitvijo z eno opti¢no pastjo in postavitvijo z dvema pastema je ve¢inoma odvisna
od same raziskave, vendar pa ima vpliv na delovanje pasti. Segrevanje objektiva zaradi moc¢nega
laserja, ki je potreben za delovanje pasti, lahko povzroci premik goriséa objektiva, kar predstavlja
problem pri meritvah. Pri postavitvi z eno pastjo se za ublazitev omenjenega premika uporablja
hlajenje objektiva, pri postavitvi z dvema pastema pa je situacija nekoliko drugacna. Opticni pasti
sta namre¢ pogosto ustvarjeni z istim laserjem, zato je premik gorisca pri obeh pasteh enak, razdalja
med obema goriS¢éema pa tako ostane nespremenjena. Postavitev z dvema optiénima pastema torej
zagotavlja vecjo stabilnost med merjenjem [4].
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5.2 Meritve elastiénih lastnosti molekule DNK

Tipi¢en primer biomolekule, ki je primerna za meritve z opti¢no pinceto, je DNK lasnica; na sliki [7]
je narisana z vijoli¢no barvo. Lasnica je enojna veriga DNK (angl. single-stranded DNA, ssDNA),

‘ TR RNEE
Micropipette 517(15 3 >

Th '

>

L

Slika 7. Eksperimentalna postavitev pri raztegovanju DNK lasnice, ki je preko dveh dvojnih vijacnic DNK pritrjena
med mikrokroglici. Opti¢na past je shematsko prikazana s harmonskim potencialom. Vir: [§].

ki tvori dvojno vija¢nico sama s seboj in se na enem koncu zakljuéi z zanko. Na drugem koncu je
povezana z dvema dvojnima vijacnicama DNK (angl. double-stranded DNA, dsDNA), ki delujeta
kot rocaja, saj se na njiju pred meritvijo pritrdita mikrokroglici. Pomembna vloga dvojne vija¢nice
DNK je tudi to, da lo¢i lasnico od mikrokroglice ter s tem prepre¢i njuno medsebojno interakcijo
[8].

Primer preproste meritve z uporabo optic¢ne pincete je raztegovanje DNK lasnice (slika. Mer-
jenje poteka po prej opisanem postopku: zvita lasnica je pritrjena na mikrokroglici, od katerih je
ena ujeta v opticni pasti, druga pa je pritrjena na mikropipeto. Slednja med meritvijo ostane pri
miru, opti¢no past pa pocasi s konstantno hitrostjo odmikamo. Graf omenjene meritve je prikazan
na sliki [8} Pri odmikanju pasti se povecuje sila in na neki tocki je sila dovolj velika, da se dvojna

50
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Slika 8. Graf sile v odvisnosti od polozaja opti¢ne pasti pri raztegovanju DNK lasnice. Zaporedni cikli raztegovanja
(rdeca barva) in relaksacije (modra barva) so zaradi nazornosti zamaknjeni vzdolz osi . Nenadne spremembe na
grafu so posledica zvijanja oz. razvijanja lasnice. Vir: [4].

vijacnica razpre in lasnica preide v razvito stanje [I2]. Ta prehod se odraza kot nenadno povecanje
raztezka pri nespremenjeni sili. Z raztegovanjem razvite molekule nadaljujemo do neke sile, nato
pa obremenitev pocasi zmanjSujemo. Med relaksacijo se na neki tocki raztezek znatno zmanjsa, kar
nakazuje na zvijanje lasnice. Ko sila doseze zacetno vrednost, je DNK lasnica skréena na prvotno
dolzino, kar pomeni, da lahko za¢nemo z novim ciklom raztegovanja [§].

Ob tem velja omeniti, da se zvijanje in razvijanje lasnice zgodita vsaki¢ pri druga¢nih silah, kar
nakazuje na stohasti¢no naravo teh procesov. Iz veéjega Stevila meritev tako dobimo porazdelitvi
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sil, pri katerih pride do zvijanja in razvijanja lasnice. PloS¢ina med rdeco in modro krivuljo ustreza
nepovratnemu delu, ki je potrebno za en cikel. Ce se sili pri zvijanju in razvijanju ne razlikujeta
prevec, je mogoce najti vimesno obmocje sil, v katerem lasnica ,,preskakuje” med zvitim in razvitim
stanjem, kar omogoca merjenje zivljenjskih ¢asov omenjenih stanj v odvisnosti od sile ter hitrosti
zvijanja in razvijanja [4].

Zelo priljubljen predmet raziskav je tudi dvojna vijacnica DNK. Njeno natantno poznavanje je
kljuénega pomena za razumevanje Stevilnih biomolekulskih procesov (npr. delovanje encimov DNK
in RNK polimeraze) [13]. Poleg tega se DNK pogosto uporablja pri raziskavah drugih struktur kot
molekulski roc¢aj, zato je za ustrezno vrednotenje rezultatov potrebno poznati njene lastnosti ter
njen vpliv upoStevati. Za opazovanje delovanja DNK polimeraze eno mikrokroglico, ujeto v opti¢ni
pasti, pritrdimo na konec molekule DNK, drugo kroglico pa pritrdimo na encim. Pomikanje polime-
raze opazimo kot diskretno pomikanje kroglice, iz razdalje med kroglicama pa lahko dolo¢imo njen
premik. Primer meritve ¢asovne odvisnosti polozaja DNK polimeraze pri konstantni sili prikazuje
slika@ Sodobne opti¢ne pincete omogocajo dolocanje polozaja na bazni par natan¢éno [4]. S pinceto

400+
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Slika 9. Graf polozaja DNK polimeraze (nukleotid, pri katerem se encim nahaja) v odvisnosti od ¢asa pri konstantni

sili. Hitrost delovanja encima ni konstantna, prav tako pa se razlikuje med posameznimi molekulami polimeraze. Vir:
[14).

je mozno kroglico z encimom vle¢i tudi v nasprotno smer in tako ugotoviti, s koliksno silo DNK
polimeraza deluje na DNK [2].

Se en pomemben primer je merjenje sile, ki je potrebna za pretrganje baznih parov med vijaéni-
cama DNK. Pri tej meritvi mikrokroglici pritrdimo na razli¢ni vija¢nici in s pocasnim odmikanjem
kroglic dvojno vijacnico DNK razvijamo v dve enojni vijaCnici, pri ¢emer se bazni pari postopoma
trgajo. Znanstveniki so pri omenjeni raziskavi ugotovili, da sila pri razvijanju DNK ni konstantna,
temvec je odvisna od zaporedja baznih parov. Za pretrganje baznega para gvanin-citozin je namrec
potrebna vecja sila kot za pretrganje para adenin-timin, saj je bazni par G-C medsebojno povezan
s tremi vodikovimi vezmi, par A-T pa le z dvema [13].

6. Zakljucek

S pomocjo opticne pincete lahko ustvarimo opti¢ne pasti, v katere je mogoce ujeti mikroskopske
delce. Poleg tega nam pinceta omogoca tudi premikanje pasti in s tem manipulacijo delcev ter
merjenje sil na ujete delce. Tipi¢ne vrednosti, ki jih lahko izmerimo z omenjeno napravo, so v
obmocju pN, kar je ravno obmocje, v katerem je mnogo relevantnih sil v biofiziki in biokemiji,
zato ni presenetljivo, da se opti¢ne pincete mnozi¢no uporablja pri raziskavah na teh podrocjih.
7 njihovo uporabo so raziskovalci izmerili Stevilne elasti¢ne lastnosti biomolekul, kar je omogocilo
boljse razumevanje bioloskih procesov in preverjanje teoreti¢nih modelov, ki opisujejo dinamiko
biomolekul.
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