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 תודות
פרופ' עדו ברסלבסקי, שנתן לי את ההזדמנות לחוות את  -מנחה שליה, תודה רבה לבראש ובראשונ

 המענה על כל השאלות שהטרידו אותי לאורך הדרךדע. תודה על האיכפתיות, הסבלנות, עולם המ

והיכולת לראות ולהראות לי את תמונת הפאזל המלאה גם כשלי היה נראה שאין אפשרות למצוא 

 ם אותה.את החלקים בשביל להשלי

תודה על לימוד השיטות, הנכונות לעזור והדחיפה  -תודה לשלומית פרייס שהובילה את הפרויקט

 לעצמאות.

, חן אדר, אייל הבר, יוגב נעים, קייצצ'סנ: טובה פינסקי, שי שמש, מיכאל תודה לכל חברי המעבדה

, ועל אישיתמקצועית והעזרה והתמיכה, על פן וסבטלנה  בן בסטסיון יוסף, אקלאביה בויסוי, רותם 

ללא ספק יצרתם סביבה מקבלת ועוטפת שנעים להיות  ולעבוד לצדכם. אתכם כך שזכיתי להכיר

עודדה ך שתמכה בי מקרוב לאורך כל הדרך, במיוחד, חשוב לי להודות לורה סירוטינסקיה על כ בה.

 . מבחינה מקצועית ותרמה לי רבות מהידע שלה ברגעים קשים

 עם מערכת הלייזר. לעבודהיים חייט שעזר וייעץ בנוגע תודה נוספת לד"ר ח

חיוקה על הייעוץ  לד"ר משה שמש מהמכון הוולקני, ולבנות המעבדה השכנה של ד"ר צביתודה 

 .בכל הנוגע לעבודה עם חיידקיםוהנכונות לעזור 

 תודה לדוד שלי, פרופ' אבי אביטל, על העזרה עם ניתוחים הסטטיסטיים.

 ודניאל ויגר מיחידת המיקרוסקופיה שסייעו לי עם עבודת המיקרוסקופ. תודה לעינת זלינגר

 משפחתי האהובה שתמיד היו נוכחים, התעניינו ותמכו כשהיה צריך.לתודה לחבריי היקרים ו

תמך, עודד, ייעץ והיה  ;דר, שהכיל את התקופה העמוסה הזותודה רבה לבן הזוג שלי, ה ולסיום,

בלעדיו ככל הנראה לא הייתי מגיעה לנקודה  יום כתיבת העבודה.מעורב בכל השלבים בדרך עד לס

 הזו.
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 תקציר
מהווים רכיב מרכזי במדעי החיים והביוטכנולוגיה והם בעלי תפקיד מפתח במעבדות מחקר חיידקים 

 תעשיית המזון. לכן, אחזקתם השוטפת תוך שמירה על חיותם היא בעלת חשיבות רבה.בו

 מגוון תחומיםוב המסייע בשימור חיידקיםחשוב  כלי ואה (cryopreservation) הקפאהשימור ב

במצב הקפוא  ומוצרי מזון שונים לתקופת זמן ארוכה. אך, , רקמותשימור של תאים כמו נוספים

השפעות הרסניות. תהליך ההפשרה גבישי הקרח משנים את צורתם, דבר אשר עלול להוביל לוב

גבישי קרח  הבמהלכקריסטליזציה,  -ך ההפשרה נקראת רהאחת התופעות המתרחשות בתהלי

גדולים גדלים על חשבון גבישי קרח קטנים. גדילת גבישי הקרח מובילה לנזקים מבניים ואוסמוטיים 

על מנת להשיג תהליך יעיל של שימור בהקפאה, יש צורך לשלוט . פשרההקפאה וההבמהלך ה

 בגדילת גבישי הקרח ולמזער את הנזקים הנגרמים כתוצאה מכך.

אותם למזעור של  בשימור חיידקים בהקפאה Gold-standardהשימוש בגליצרול מהווה  כיום, 

יש צורך להוסיף ריכוזים גדולים של על מנת לקבל אפקט משמעותי, נזקים. עם זאת, במקרים רבים 

בפני עצמם עלולים  הבעייתיות היא שריכוזים אלו גליצרול לתמיסה שעתידה לעבור הקפאה. 

 רעילותם.עקב  ור התא החיידקיעב נזקיםל להוביל

( סלקטיבית בתהליך ההפשרה של חיידקי IRאדום )-השימוש בקרינת אינפראעבודה זו בוחנת את 

על ידי שימוש בקרינה סלקטיבית .  גליצרולה יכוזרבמקביל להורדת  חיוביוגרם וחיידקי  שליליגרם 

כל לשלוט בגדילת גבישי הקרח שיערנו כי נו המים,מאשר מחממת את הקרח במידה רבה יותר  זו,

 . אחוזי שרידות החיידקיםבובכך להוביל לשיפור  בעת תהליך ההפשרה

, במקביל nm 1540במערכת הניסויית שלנו השתמשנו בקרינת הלייזר המתאימה, באורך גל של 

 לחימום תרמי של הדוגמא. על מנת ליצור הפשרה אחידה של הדוגמא כולה, פיתחנו 

micro-device יל גומה בעלת קוטר ועומק התואמים את הפרמטרים של קרן הלייזר.שמכ 

שהוקפאו ללא גליצרול  B. subtilis 3610וחיידקי E. coli BL-21 חיידקי הראנו כי כאשר הפשרת 

בהשוואה  ,אמהת, בהבשרידות החיידקים 12% -ו 31% שיפור של חלשימוש בלייזר,  בוצעה בעזרת

גליצרול, השיפור באחוזי  5%, כאשר החיידקים הוקפאו בתמיסת . יחד עם זאתלהפשרה ללא לייזר

עבור שני סוגי החיידקים מצאנו כי כאשר  .  E. coli BL-21השרידות נצפה רק עבור חיידקי 

ללא פגיעה  5% -ל 20%- , ניתן להפחית את השימוש בגליצרול מלייזרההפשרה מתבצעת בעזרת 

 השרידות.באחוזי 

ההפשרה ראשונה את האפשרות להשתמש בקרינה סלקטיבית בתהליך עבודה זו מציגה בפעם ה

 נוספות., ופותחת דלת ליישום השיטה עבור מערכות ביולוגיות של חיידקים
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 CFU- Colony forming unit 
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 CLSM- Confocal laser scanning microscope  

 CPA- Cryo-protectant additive 

 DDW- Double distilled water 

 D.C- Duty cycle 

 DMSO- Dimethyl sulfoxide 
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 וסקירת ספרות מבוא .1
 

 הצורך בשימור חיידקים  1.1

בתוך "עולם מיקרוביאלי" שוקק חיים שבו מיקרואורגניזמים מיקרוסקופיים שאינם נראים  חיים אנו

קרקע, אוויר, מים, צמחים ובעלי  שה ביולוגית שניתן להעלות על הדעת.לעין מאכלסים כמעט כל ני

וד של מיקרואורגניזמים מסוגים ומינים רבים חיים מהווים אתר מחיה של מספר גדול מאה

רכיב מרכזי במדעי החיים  הםהמשתייכים למגוון רחב של משפחות ותת משפחות. לפיכך, חיידקים 

ונמצאים בשימוש לייצור תעשייתי כמו דלקים ומוצרי מזון וכן משמשים ככלי  ,והביוטכנולוגיה

 .1ללימוד ומחקר

מעבדות מחקר רבות מגדלות מגוון חיידקים המהווים רכיב מפתח לתוכניות מחקר ולתהליכים 

תעשייתיים. מבחינה מחקרית, החומר הביולוגי המשמש למחקר ולאיסוף המידע חייב להיות זמין 

. 1,2לשם וידוא התוצאות ולשם מחקרים עתידיים או מחודשים כאשר נכנסת טכנולוגיה חדישה

מקורות ביולוגיים אלו של  זני חיידקים שונים נדרשים אם כן להישמר ללא שינוי, גם לאחר מספר 

מחזורי הקפאה והפשרה, על מנת להבטיח את יכולת שיחזור התוצאות ואת המשכיות המחקר. על 

כן, המטרה העיקרית בשימור ואיחסון בהקפאה של זנים מיקרוביאליים היא לשמור על 

 .3הפיזיולוגיה והיציבות הגנטית שלהם בתנאי מעבדה המורפולוגיה,

 אחד מתחומי המחקר הבולטים בשנים האחרונות הוא חקר המיקרוביום וחיידקים פרוביוטיים. 

נצרכים בכמות  , חיידקים פרוביוטיים, כאשר(WHOשל ארגון הבריאות העולמי ) FAO-לפי ה

להטיב עם בריאותו של האדם על ידי כך שמשמרים או משפרים את האיזון מספקת, עשויים 

. ישנם ממצאים מדעיים רבים התומכים בכך ששימור ותחזוקת בריאות 4החיידקי במעי 

-המיקרופלורה של המעי עשויים לספק הגנה מפני מגוון מחלות, הכוללות בין היתר מחלות גסטרו

 . 5–8אינטסטינליות, מחלות לב וכלי דם, דכאון והשמנה

כמו כן, תרביות חיידקים פרוביוטיים וחיידקים נוספים נמצאים בשימוש בתעשיית המזון והתזונה 

. קיים צורך כי 4מגוון מוצרים כמו בירות, לחם ומוצרי חלב כמו יוגורטים, לבן וגבינות כנתלשם ה

בטיח ייצור תעשייתי עקבי, תרביות אלו תשמרנה על אחידותן מבחינה מורפולוגית וגנטית בכדי לה

אחיד ויעיל. לכן, גם מצד תעשיית המזון והתזונה ישנה חשיבות רבה למצוא את התנאים 

 .וללא פגיעה מהותית האופטימליים לשרידות חיידקים לטווח ארוך

 



 

2  
 

  חיידקים שיטות לשימור 1.2 

ת מאגר לשימושי במהלך השנים פותחו מספר שיטות ופרוטוקולים לשימור חיידקים, הן לשם יציר

 מחקר והן בכדי לאפשר שימור ארוך טווח לשימושי תעשיית המזון והתזונה.

( נפוץ יותר לשימוש, שכן במרבית המקרים freeze- dryingבמקרה האחרון, יבוש בהקפאה )

 . 4החיידקים מוספים במצבם היבש למוצרי מזון, תוספי מזון או תרופות

(, בפרט במחקרים מעבדתיים, הינה השיטה הנפוצה ביותר cryopreservationשימור בהקפאה )

לשימור חיידקים שכן בהשוואה לשיטת הייבוש בהקפאה הדורשת שימוש במכשור ייחודי או 

או חנקן  -C° 80פורמולציות שונות, בשיטה זו אין צורך בציוד מיוחד )מלבד פריזר בטמפרטורה של 

החיידקים מוספים למוצרים חלב העוברים תסיסה כמו יוגורטים ולבן או כן, כאשר  נוזלי(. כמו

  .1,4לגלידות, יש לשמרם בהקפאה

 

 (cryopreservationחיידקים בהקפאה ) שימור 1.2.1

שימור בהקפאה הוא השימוש בטמפרטורות נמוכות מאוד על מנת לשמר בשלמותם מבני תאים 

ישנה נמוכות בטמפרטורות  .9, תוך שמירה על תפקודם לאחר הפשרהלמשך זמן ממושך חיים

הנוזליים עקב הפיכתם  ביולוגיות וכימיות וירידה באחוז המים ריאקציותהאטה משמעותית של 

 . 10, מה שמאפשר שימור יעיל לאורך זמןלקרח

ישנם אורגניזמים בטבע המכונים אקסטרמופילים אשר פיתחו אסטרטגיות גנטיות שונות 

חיות בתנאי קיצון. תחת קבוצה זו ישנם חיידקים פסיכרופילים אשר מסוגלים המאפשרות להם ל

חיידקים רבים חסרי  סוגיעבור אורגניזמים וביניהם  .11יות בסביבה בעלת טמפרטורה שליליתלח

גנטיות אלו, אשר אינם מסוגלים להתמודד עם טמפרטורות נמוכות ללא התערבות אסטרטגיות 

( CPA; Cryo-protectant additiveשימור בקור ) חיצונית, פותחו שיטות הכוללות הוספת חומרי

 לתמיסת התאים שעתידה לעבור הקפאה והפשרה.

CPA  זהו מונח המתאר כל חומר שניתן להוסיף לתאים טרם הקפאתם ומוביל לאחוזי שרידות

מגוון רחב  כוללים sCPA -ה .12ללא נוכחותוגבוהים יותר לאחר הפשרה מאלו אשר היו מתקבלים 

. הקבוצה האחת מכילה חומרים שיכולים נהוג לחלקם לשתי קבוצות עיקריות של חומרים, כאשר

. בעוד הקבוצה 13וגליצרול  Dimethyl sulfoxide(DMSOוביניהם ) ,לחדור את ממברנת התא

-methyl-2,4-2  וביניהם  ,מכילה חומרים שאינם מסוגלים לחדור את ממברנת התא ההשניי

pentanediol פולימרים שונים כמו ,polyvinyl pyrrolidone 14,15ומגוון סוכרים. 

בחירה בסוג החומר המגן תלויה בתאים אשר רוצים לשמר, כאשר עבור תאים שמקורם ביונקים ה

 . 16ועבור מיקרואורגניזמים הגליצרול הוא הנפוץ ביותר לשימוש DMSO-השימוש העיקרי הוא ב
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 CPA-השימוש בגליצרול כ 1.2.2

 היעיל הראשון שתועד בספרות, אשר נמצא במקרה על ידי הקבוצה של  CPA-גליצרול הינו ה

olage P 1. זהו חומר בעל קבוצות הידרוקסיל המקנות לו מסיסות גבוהה במים )איור 17,18ועמיתיו ,

A ונמצא כי הוא בעל רעילות נמוכה לתאים חיים במידה והחשיפה אליו קצרת טווח. הגליצרול יכול )

ליצור אינטראקציות של קשרי מימן עם המים ויכול לחדור בקלות דרך ממברנת התא המגבילה של 

כתלות בסוג התא  mol/l-,1 5תאים יכולים לסבול חשיפה לגליצרול בריכוזים של  .ם רביםסוגי תאי

 .12ובתנאי החשיפה

המנגנון המדויק המסביר את תרומתו של הגליצרול בתהליכי ההקפאה וההפשרה של תאים חיים 

הציע כי  Lovelockשריות שונות שתוארו לאורך השנים. אך ישנן תאוריות אפ ,טרם פוענח עד תום

הגליצרול מגן על התאים על ידי כך שחודר את ממברנת התא ומפחית את העלייה בריכוז 

שהוא המרכיב העיקרי של רוב  NaClהאלקטרוליטים בתוך התא ומחוצה לו )ובפרט של נתרן כלורי 

טוען כי  azurM. 19הקריטי הגורם לנזקהמדיום התאי(, ובכך מונע את ההגעה לריכוז המלחים 

התא יותר מאשר בעובדה שהוא  של שטחהפני האפקט המועיל של הגליצרול קשור בהגנתו על 

חד ודו  DNA -הוסיף כי גליצרול מונע את הנזק שעלול להיגרם ל ayR. 20ממברנת התאחודר את 

בעת הוספת גליצרול לתרחיף של תאים, חלק ממנו חודר סבר כי  ieseG.21גדילי בעת ההקפאה

פאון הן בנוזל התוך תאי והן בנוזל מדיום התא. כך גם ילתוך התא ועל ידי כך יורדת טמפרטורת הק

הקפיאה כמות הקרח שתיווצר תהיה קטנה יותר והגבישים יהיו קטנים יותר עקב קשרי המימן  בעת

כמו כן, הצמיגות ההולכת ועולה של הגליצרול בעת הורדת הטמפרטורה  . 22שבין הגליצרול למים

 .12( זוהי תכונה נוספת שעשויה לעכב או לדחות את גדילת גבישי הקרח על בסיס קינטיB, 1)איור 

 הגנה אל מול רעילות -CPAsשני צדדים למטבע:  1.2.3

בעל היבטים מועילים רבים במזעור ומניעת נזקי ההקפאה. אך,   CPAs-ו נראה כי השימוש בעל פני

שאינו מתאים עבור סוג  CPA-או לחלופין ב CPAכאשר נעשה שימוש בריכוזים גבוהים מדי של 

התא הספציפי העובר הקפאה, החשיפה לחומר המוסף עלולה להוביל לרעילות עבור התאים 

 . 16ידותם לאחר ההפשרהולהוריד את אחוזי שר

הנפוצים ביותר לשימוש עבור תאים שמקורם ביונקים  CPAs -וגליצרול הם ה DMSO -על אף ש

וחיידקים, בהתאמה, לחומרים אלו ישנם מספר חסרונות. ראשית, נדרשים ריכוזים גבוהים שלהם 

ן ולכ לרעילות עלולים לגרוםהם  ,שנית .(% wt 10-25) בתמיסה על מנת לקבל אפקט מיטבי

והסרה מהירה לאחר הפשרה בכדי לשמור על ירה שלהם לתמיסת ההקפאה נדרשת הוספה זה

הם אינם מובילים להתאוששות מלאה של כל התאים כפי שלעיתים  ,ושלישית .חיות התאים

 .16,23נדרש
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 הנזקים הנגרמים בתהליכי ההקפאה וההפשרה של חיידקים  1.3

נשאלת השאלה; מה הנזקים הנגרמים לתא החיידקי כחלק מתהליך השימור בהקפאה ומה 

  המנגנון המוביל להופעת נזקים אלו.

תאים קטנים, כמו אלו של מיקרואורגניזמים, באופן כללי עמידים יותר להקפאה בהשוואה לתאים 

. כמו כן, בקרב מיקרואורגניזמים, תאים קטנים 24אלו של צמחים או בעלי חיים גדולים יותר כמו

והפשרה בהשוואה לשמרים או   במיוחד כמו אלו של חיידקים מראים עמידות גדולה יותר להקפאה

על אף שמצטייר כי בסביבה בעלת טמפרטורה שלילית גודל התא  .24תאים אחרים גדולים יותר

הקטן של החיידקים מהווה יתרון עבורם בהשוואה לתאים גדולים מהם, אחוז גדול מהחיידקים 

, שתרחיף חיידקים stokes  -ו  strakaהראו  1959בשנת  נפגעים ומתים תחת תנאי קור קיצוניים.

ולתאים שלמים ונורמליים, גם תאים שניזוקו במהלך  שהוקפא והופשר מכיל בנוסף לתאים שמתו

 .25התהליך

תא החיידקי במהלך הקפאתו ל הנגרם נזקשיעור ה ישנם גורמים רבים שיכולים להשפיע על

והפשרתו, ואלו כוללים את שלב הגדילה בו מצוי החיידק, תנאי הגידול, סוג החיידק והקצב שבו הוא 

 עובר הקפאה והפשרה.

  ותנאי הגידול שלב הגדילה 1.3.1 

ם הם בעלי עמידות גבוהה יותר לגורמי דחק שונים ככלל, ההנחה הרווחת היא שתאים שאינם גדלי

הגדילה  בפאזת נמצא כי חיידקים הנמצאים בהשוואה לתאים המצויים בגדילה מתמדת. ואכן,

ה לתוצאות הלטאליות של ההקפא( בעלי רגישות רבה יותר  Exponential phase) הלוגריתמית

. כמו כן, תנאי גידול (stationary phase) הסטציונרית בהשוואה לחיידקים הנמצאים בפאזת הגדילה

מצבו הפיסיולוגי של אוורור, בעלי השפעה על הכגון הרכב מצע הגידול, טמפרטורת ההדגרה ו ,שונים

חדירות ממברנת התא ולכן בעלי השפעה על רגישותו של התא לתהליכי ההקפאה התא ועל 

 .26וההפשרה

 

A B
2,

 .53צמיגות הגליצרול כתלות בטמפרטורה( B)מבנה הגליצרול.  (A): 1איור 
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 סוג החיידק 1.3.2  

כל סוג חיידק מגיב בצורה שונה לנזקי ההקפאה וההפשרה, ואף תתכן תגובה שונה של זני חיידקים 

 .3שונים מאותו סוג שיעברו את אותה שיטה של שימור בהקפאה

גרם שליליים וגרם חיוביים. חיידקי גרם חיוביים ל מבנה דופן התאככלל, נהוג לחלק את החיידקים לפי 

, בעוד שחיידקי משכבת פפטידוגליקןבעלי שכבה חיצונית של דופן עבה ויחסית בלתי חדירה המורכבת 

דופן התא החיידקי מהווה  .27ממברנות דקה הממוקמת בין שתי ןגרם שליליים בעלי שכבת פפטידוגליק

שכבות הפפטידוגליקן הרבות של חיידקי גרם  .28תפקיד חשוב בעמידות החיידקים להקפאה והפשרה

חיוביים תורמות ביצירת מבנה תא קשיח, המאפשר את הגדלת העמידות הן לעקות מכאניות )כמו 

וזו אחת הסיבות לכך שהוא עמיד יותר לנזקי ההקפאה בהשוואה  ,( והן לעקות כימיותהקפאה והפשרה

 .30ת החיידקים הוא ההבדלים בחדירותם למיםהסבר נוסף לשוני בעמידו .29לחיידקי גרם שליליים

 קצב ההקפאה וההפשרה 1.3.3 

במהלך תהליך ההקפאה וההפשרה, ישנם מספר מנגנונים שניתן לצפות כי יובילו לנזק עבור התא 

תאי והיווצרות קרח תוך תאי, כאשר שניהם ץ החיידקי. שניים מהם כוללים היווצרות קרח חו

 .31,32מושפעים מקצב ההקפאה וההפשרה

  הקפאת התא החיידקי 1.3.3.1

לתנאי ההקפאה, הכוללים את קצב ירידת הטמפרטורה ואת הטמפרטורה אליה מגיע החומר 

כאשר קצב הקירור איטי . 33הקפוא, ישנה השפעה רבה על הנזקים המתרחשים בתא החיידק

וטמפרטורת ההקפאה הסופית גבוהה יחסית מתרחשת קפיאה חוץ תאית. מכיוון שהציטופלסמה 

מובילים מרוכזת יותר בהשוואה למדיום, המים במדיום קופאים לפני קפיאתם בתוך התאים ובכך 

ההבדל בריכוז המומסים בתוך התא לעומת ריכוזם מחוץ לתא  .34להגדלת ריכוז המומסים במדיום

יוצר לחץ אוסמוטי וכתוצאה מכך מים יוצאים מהציטופלסמה לנוזל החוץ תאי, כאשר קצב יציאת 

 בסופו של דבר המים שהתא איבד מתגבשים .30,34המים מוגבל בהתאם לחדירותו של התא למים

מחוץ לתא, וכך גורמים להגדלת הלחץ האוסמוטי והתא ממשיך לאבד מים ומתכווץ בעוד  גם הם

לעומת זאת, כאשר קצב הקירור בהקפאה מהיר  .35ריכוז המומסים בתוך התא עולה משמעותית

וטמפרטורת ההקפאה הסופית נמוכה, המים אינם מספיקים לצאת מתוך התא החוצה, ולכן נוצרים 

הן קפיאה חוץ תאית והן קפיאה תוך תאית מובילים לנזק בתא . 10גבישי קרח תוך תאיים

 .10,26בחיידקי

קיים מגוון רחב של חיידקים בטבע ועבור כל חיידק יש למצוא את קצב ההקפאה האופטימלי עבורו. 

לדקה  C° 1לדקה לבין  C° 500, קצב ההקפאה האופטימלי נע בין Mazurלפי , E. coliעבור החיידק 

מצא  wartzS. 36כאשר בקצב מהיר או איטי מהטווח שצוין נמצאה תמותה גדולה יותר של החיידק

לדקה מספר הנותרים בחיים רב יותר מאשר במהירויות הקטנות  C° 300כי במהירויות הקפאה של 
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עד  C° 0.1, טווח המהירויות של C° 150 -מצאו כי בהקפאה ל ei et alNלעומתם, .  37לדקה C° 1 -מ

C° 1  לחיידקים, אך כאשר הוגברה מהירות ההקפאה מעל ל נמצא כאופטימלילדקה- C° 10  ,לדקה

 .38שנותרו בחיים לאחר ההפשרהחלה ירידה במספר החיידקים 

  הפשרת התא החיידקי 1.3.3.2

בהשוואה לנזקי תהליך ההקפאה, הנזקים המתרחשים בתהליך ההפשרה והחימום נחקרו בצורה 

בשנים האחרונות מחקרים מצביעים על כך שקצב ההפשרה הינו מעטה לאורך השנים. אך, 

  .39,40פרמטר חשוב אשר משפיע רבות על מידת הנזק הנגרם לתא שעובר הפשרה

, נוקלאציה וגדילת גבישי קרח נוספים חימום, ובזמן הנדרש להגעה לטמפרטורת ההמסהבמהלך ה

בעת  שנוצרוגבישי קרח קטנים  כאשר הטמפרטורה שלילית,בתהליך ההפשרה, יכולה להתרחש. 

 .15קריסטליזציה-בתהליך המכונה רהיותר גבישים גדולים  לכדי עלולים להתמזג ההקפאה

 (IRקריסטליזציה ) -רה 1.3.3.2.1 

, במהלכו גבישי קרח גדולים גדלים על חשבון Ostwald ripening processקריסטליזציה הינו -רה

קריסטליזציה -. תופעת הרה20ם, כאשר סך כל נפח הקרח בדוגמא נותר קבועהקרח הקטניגבישי 

הטוען כי טמפרטורת ההתכה תלויה בעקמומיות.   Gibbs-Thomsonהוסברה על ידי אפקט 

 בהשוואה לחלקיק גדול ממנו, נפח גדולל קטן ישנו יחס שטח פניםחלקיק משמעות הדבר היא של

 הלתא, עלול בתוך או מחוץ הגדילה של גבישי הקרח .41ועל כן טמפרטורת התכה גבוהה יותר

מחקרים מראים כי על ידי . להוביל לפגיעה מכאנית בממברנת התא וכתוצאה מכך אף למוות התא

  .39,40הפשרה מהירה ניתן למזער את נזקי הרה קריסטליזציה

 לייזר שליטה על גדילת גבישי קרח באמצעות שימוש בקרינת 1.4

ועמיתיו. במחקרם הם הצליחו  Mazurקצב הפשרה מהיר, הוצע על ידי  להשגתאחד הפתרונות 

, (carbon black) דיו שחורלקבל קצב הפשרה מהיר מאוד על ידי חימום בלייזר בשילוב השימוש ב

ים של ודה זו הצליחה להשיג אחוזי שרידות גבוה. עבבתמיסה שנועד להגביר את בליעת הלייזר

נוספים לבצע הפשרה  תניסיונו. בהמשך לעבודה זו, נעשו 40,42הביציות עכברים לאחר הפשר

 חלקיקים-זר ובשילוב השימוש בננובאמצעות שימוש בליי Zebrafish)דג זברה )של ביציות מהירה 

nanoparticles gold))  39כגורם המגביר את בליעת הלייזר . 
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   .44,54(NIR: מקדמי הבליעה של קרח ומים בתחום האינפרא אדום הקרוב )2איור 

מבטא את ספקטרום  והקו הכחול הרצוף מבטא את ספקטרום הבליעה של קרח. הקו האדום המקווק

 (.nm 1540) הבליעה של מים. הקו האפור המאונך מבטא את אורך הגל הסלקטיבי לקרח

 

 

 (IRאדום ) -אינפרא שליטה על גדילת גבישי קרח באמצעות שימוש בקרינת 1.4.1

 סלקטיבית

חקרים בהמשך לניסויים אלו, המצביעים על תועלת רבה בהפשרה מהירה באמצעות לייזר, נעשו מ

ות להשתמש בקרינת לייזר סלקטיבית שתבלע ישירות בקרח ללא צורך במעבדתנו שבחנו את האפשר

 .43חומרים המגבירים את הבליעה בהוספת

יכולה להיבלע בקרח יותר מאשר במים ומכאן להוביל  IRבוחרים באורך גל ספציפי, קרינת כאשר 

שיער כי ניתן יהיה  Ulman ,2001על בסיס מידע זה, בשנת  .44המיםמזו של  רבהלחימום הקרח בצורה 

ליישומים שונים  לשליטה על גדילת גבישי קרחלהשתמש בקרינה זו ,הסלקטיבית לקרח, בתור כלי 

  .45בתחום הקריוביולוגיה

על ידי  ת, אשר נמצא כי נבלעnm 1540אורך גל של קרינה בנעשה שימוש בבמחקר קודם במעבדתנו 

 . ( 2 איור) 43זו הנבלעת על ידי המיםר מאש שלושהפי הקרח 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

8  
 

 היפותזה ומטרות העבודה .2
 

הפתרון המרכזי כיום לשימור חיידקים בהקפאה הוא שימוש בריכוזים גבוהים של גליצרול, אשר 

עבור חיידקים מצד אחד מאפשרים את שרידות התאים אך מצד שני עלולים לגרום לאפקט רעיל 

המאפשר את הורדת ריכוזי הגליצרול בתהליך ההקפאה אם כן, קיים צורך במציאת פתרון מסוימים. 

 ללא פגיעה מהותית בחיות החיידקים. 

הסלקטיבית לקרח, כלומר נבלעת  nm  1540באורך גל של IRקרינת ש השערתנו המרכזית היא

בקרח יותר מאשר במים, תוכל לסייע בהפחתת הנזקים של גדילת גבישי קרח על אף שבמצע 

תוביל לחימום הקרח להערכתנו, השימוש בקרינה סלקטיבית זו  גליצרול. ישנו ריכוז מינימלי של

בעת תהליך  בצורה משמעותית ללא חימום יתר הדוגמא ותסייע להפחית את הנזקים הנגרמים

בצורה זו אנו מצפים כי נוכל להפחית את השימוש  .ריסטליזציהק-הרה ההפשרה, כמו תהליך

 ת החיידקים בצורה משמעותית.בגליצרול מבלי להוריד את אחוזי שרידו

בתהליכי  בעת ההפשרהסלקטיבית  IRלבחון את השימוש בקרינת  היא מטרת העל של העבודה

 שימור בהקפאה.

בבחינת הורדת ריכוז הגליצרול בתהליך שימור  התמקדההספציפית  עבודהלצורך כך מטרת ה

באורך  IRבקרינת  השימוש לובבשי, B. Subtilis 3610 חיידקי ו E.coli BL-21בהקפאה של חיידקי 

 דות החיידקים.ישר יאחוזיפור תוך ש, בעת ההפשרה nm 1540של  גל

 

 הבאות: הביניים מטרותזו הוגדרו  ספציפית לשם יישום מטרה

שונות בתהליך ההפשרה על הישרדות  IRהשימוש בעוצמות קרינת השפעת  בחינת .1

  ם.חיידקיה

 על בליעת הלייזר. יםהשפעת הצפיפות האופטית של החיידקבחינת  .2

 .בליעת הלייזרבחינת ההשפעה של ריכוז הגליצרול בתמיסה על  .3

במקביל   IRשימוש בקרינת  ל ידיע חיידקי המודלפיתוח תהליך הפשרה מבוקר של  .4

 תמיסה.להורדת אחוז הגליצרול ב
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 שיטות וחומרים .3
 

 חומרים, מצעי גידול ותמיסות 3.1

 ברהרשימת חומרים לפי ח 3.1.1

Difco Laboratories, Detroit, MI, USA: Bacto Agar, Bacto Yeast Extract. 

Molecular Probes, Inc. (RO, USA): L13152 LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability 

Kit. 

Romical, Beer-Sheba, Israel: Glycerol. 

Sigma, Rehovot, Israel: Chloramphenicol, SYLGARD®184 Silicone Elastomer Kit. 

University Wafer, Boston MA, USA: Silicon Wafers. 

 

 הרכב מצעי גידול ותמיסות 3.1.2

1L DDW. 40 gr Bacto agar, 20 gr Bacto Yeast Extract in growth media ALB 

 

r (4.3 mM), 1 g4HPO240 gr NaCl (137mM), 1gr KCl (2.7 mM), 3.05gr Na PBS*10 buffer:

1L DDW, adjusted to PH 7.4.up to (1.4mM)/ 4PO2KH 

 בוצע הניסוי. עמו  PBS*1לקבלת  10נמהל פי -PBS*10 בופר ה

EtOH. : 34 mg/ml inChloramphenicol 

 מכשירים 3.2

Centrifuge- model HERMLE Z-300K, Labotal.   

Confocal Laser Scanning Microscope- model Leica SP8. 

Function/ Arbitrary Waveform Generator- model 33120A, Agilent. 

Inverted Microscope- model TE2000-U, Nikon eclipse. 

Laser Power Meter- model FieldMax-TOP, no. 0440L04, COHERENT. 

Single-mode 10-µm fiber 1540 nm- model KPSBT2-TFL-1550-20-FA, Keopsys 
 
Oscilloscope- model TDS-2012, Tektronix. 
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Plasma Cleaner- model PDC-32G, Harrick. 

Spectrophotometer- Genesys50, ThermoScientific. 

Spin Coater- model SPIN-1200D, Midas System. 

Temperature Controller- model 3040, New-port Corporation. 

 זני חיידקים ותנאי גידול 3.3

, המכונה  Escherichia Coli BL-21(DE3)pLysS חיידקים;במחקר זה נעשה שימוש בשני זני 

 .B. subtilis 3610המכונה  ,Bacillus subtilis NCIB3610   (WT)-ו E. coli BL-21בעבודה זו 

  זן החיידקים האחרון נלקח ממעבדתו של ד"ר משה שמש מהמכון הוולקני. 

 גליצרול. 20%המכילה  LBבתמיסת  -C° 80חיידקים אלו נשמרו בהקפאה בטמפרטורה של 

 חיידקי וגודלו במשך לילה ליצירת מושבות. LBAהחיידקים אוששו על ידי זריעת בידוד על צלחת 

 E. coli BL-21  גודלו על צלחות המכילות אנטיביוטיקתClm (chloramphenicol) 1:1000 

גודלו על צלחות ללא אנטיביוטיקה בטמפרטורה  B. subtillis 3610וחיידקי  ,C° 37בטמפרטורה של 

 .C° 27של 

 (ml 3) נוזלי LBממושבות אלו נלקחו חיידקים לביצוע הניסויים. גידול החיידקים התבצע במצע 

 E. coli BL-21. חיידקי C° 37אשר הוכנס לטלטול בתנאים אירוביים למשך לילה בטמפרטורה של 

חיידקי  RPM 200.טלטול של במהירות  Clm 1:1000מצע נוזלי זה שהכיל אנטיביוטיקת גודלו ב

B.subtillis 3610  180במהירות טלטול של  גודלו במצע ללא אנטיביוטיקה RPM.  

והחיידקים גודלו למשך  LBAעל צלחות  μl 40נפח של בכדי לבצע גידול מושבות לספירה, נזרע 

 בתנאים שתוארו לעיל. לילה

 הכנת תרחיף החיידקים לתחילת הניסויים 3.4

 2במשך  לסרכוז במכשיר צנטריפוגה ml 1נפח של  נלקח 3.3שתוארו בסעיף  הגידול רחיפימת 

 RPM 8,000 הסרכוז התרחש במהירות  E. coli BL-21עבור חיידקי . C° 4דקות ובטמפרטורה של 

בסיום הסרכוז  RPM 10,000.הסרכוז התרחש במהירות  B. subtilis  3610עבור חיידקי ו 

סטרילי, ולאחר  PBSשל  ml 1 -החיידקים הושקעו והנוזל העליון הוצא. משקע החיידקים הורחף ב

. בשלב הבא, נמדדה בליעה במכשיר PBS-מכן בוצע סיבוב נוסף של סרכוז והרחפה ב

 , המוערך כריכוז של0.2600nmOD=לקבלת  PBS -הספקטרופוטומטר והחיידקים נמהלו ב

 CFU/ml 81.6X10. 
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 הכנת תמיסות חיידקים בריכוזי גליצרול שונים 3.4.1 

בריכוזי גליצרול שונים  חיידקים , הוכנו דוגמאות(3.4)המתואר בסעיף  התחלתיהחיידקים המריכוז 

 -PBSוהוספה של גליצרול ו מ"ל 1.7מבחנת חיידקים ל μl 100( על ידי העברת 20%, 5%, 0%)

 .μl 200 לקבלת נפח סופי של 

 הכנת דוגמאות החיידקים לפני הקפאה 3.4.2 

  μl5 נמהלו ב מתמיסות החיידקים בריכוזי הגליצרול השונים- PBS נזרעו וגודלו כמתואר בסעיף ,

ת המיועדות להקפאה שארית התמיסו. הקפאה חיידקים אלו שימשו כביקורת, כלומר לא עברו .3.3

 .נשמרו במי קרח

 חיות החיידקיםבדיקת  3.5

  Colony Forming Unit (CFU) - בדיקת חיות על ידי זריעת מושבות וספירה 3.5.1

נזרעה וגודלה בהתאם לתנאים שתוארו  μl 40בוצעה סדרת מיהולים עשרוניים ודוגמא בנפח של 

 -.  ריכוז החיידקים המבוטא כ(CFU)מושבות נספרו  20-200. צלחות עליהן גדלו 3.3בסעיף 

CFU/ml יהול ולנפח הדוגמא שנזרעה.חושב בהתאם למ 

 Confocal Laser Scanningעל ידי  ואנליזה מיקרוסקופית  Live/Deadצביעת 3.5.2 

Microscopy (CLSM)  

הצבעים  .46ובוצע ערבובמכל צבע  lμ 2.5הוספו  PBS-תמיסת חיידקים ב  lμ100 למבחנות שהכילו

צובע חיידקים מתים ה propidium iodide -צובע חיידקים חיים בירוק וה SYTO-9 שהוספו הינם

 . (CLSM)מיקרוסקופ קונפוקליהדוגמאות נשמרו בחושך ונלקחו לצפייה תחת . באדום

  Micro-deviceהכנת  3.6

התואם  Micro-deviceעל מנת להשיג הפשרה אחידה של כל דוגמת החיידקים, היה צורך לפתח 

ובכדי שהדוגמא כולה תיחשף בצורה  mm 3 הואאת הפרמטרים של קרן הלייזר. קוטר קרן הלייזר 

. כמו כן, עומק הדוגמא הנדרש בכדי להשיג בליעה mm  2גומה של תימיטבית לקרינת הלייזר, יצר

 .mμ 200-אופטימלית ואחידה של שכבות הדוגמא חושב לערך של כ

 שני החומרים polydimethylsiloxane ( .(PDMS בעזרת יתיצר Micro-device-את ה

: (base) פולימר 1:10ביחס של  פלסטיק הוספו לכוס SYLGARD®184 Silicone Elastomer Kit -מ

 דקות 5במשך  פלסטיק בעזרת כפיתבאופן ידני . החומרים עורבבו יחד curing agent)) מפלמר

 למכשיר הדיסיקטור והתערובת שהתה בואקום הכוס הוכנסה ,לאחר מכן (.A, תמונה 3)איור 

 (.B, תמונות 3)איור  ר וקבלת תערובת שקופהאוויהבועות עד להעלמות  דקות 60למשך 

( נקיה silicon waferמרכזה של פרוסת סיליקון )ל וצקנ PDMS -הכוס נלקחה לחדר נקי, שם ה
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 שניות לקבלת 30למשך   rpm 500המכשיר כוון למהירות  .spin coater -שהונחה על מכשיר ה

בוצעה   PDMS -פולימריזצית ה (.C, תמונה 3)איור  )רפרנס(  mμ 0.01 ±220בעובי  PDMSשכבת 

הופרדה מפרוסת   PDMS-שכבת ה ובציה בטמפרטורת החדר במשך לילה.במלואה לאחר אינק

. שלוש (D-Eות , תמונ3)איור  הסיליקון בעזרת סכין חיתוך ושימוש בפינצטה והונחה בין שני שקפים

ולאחר  mm 2חותכן עגול בקוטר ו שימוש בפטיש שקף( חוררו יחדיו על ידי-PDMS-השכבות )שקף

  PDMS-. כל אחת מ"באריות" ה (F-G, תמונות 3מזו )איור נגזרו לקבלת חתיכות נפרדות זו מכן 

יר בעזרת טיפול במכש 22X22 mmמכסה מרובעת בגודל  מיקרוסקופ שהוכנו הוצמדו לזכוכית

בוצע ע"י מדידתן  PDMS -ווידוא עובי חתיכות ה .(H, תמונה 3)איור  ( Plasma Cleaner) הפלסמה

 .mm  0.01±במכשיר קליבר דיגיטלי בעל סטייה של

 

 

 

 

 

 

        

 

 

       

 

 

 

                                                                                   

דקות בכוס   5שקילה וערבוב הפולימר והמפלמר במשך   Micro-device.(A) -תהליך הכנת ה :3איור 

במרכז פרוסת  PDMS -יציקת ה (C) דקות. 60 -הכנסת הכוס למכשיר הדיסיקטור למשך כ (B) פלסטיק.

  סכין.רוסת הסיליקון בעזרת מפ  PDMS-הפרדת שכבת ה spin coater. (D) -סיליקון המונחת על מכשיר ה

(E) שכבת ה תהכנס- PDMS  .בין שני שקפים(F)   .חירור של שלוש השכבות בעזרת חותכן עגול ופטיש(G)  

 PDMS -הצמדת שכבת ה  (H) וידוא שבוצע חירור מלא וגזירת שלוש השכבות ליצירת באריות נפרדות.

 לזכוכית מיקרוסקופ מכסה לאחר טיפול במכשיר הפלסמה.

 

 
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  המערכת הניסויית 3.7      

 במה מקוררת בצורה מבוקרת 3.7.1

במה מקוררת בצורה מבוקרת שנבנתה במעבדתו של פרופסור עדו ברסלבסקי מכילה יחידה 

אשר מודד את  חיישן תרמימכילה . בנוסף, הבמה נחושתלוחית תרמואלקטרית אשר מקררת 

 (. 4 איורהטמפרטורה הקיימת בסמוך לדוגמא )

בכדי לאפשר בקרה רגישה ומדויקת של הטמפרטורה מסביב  טמפרטורההבמה מחוברת לבקר 

מעגל . לבמה מחובר C° ± 0.01  , עם רמת דיוק של C°25עד   C°-25לדוגמא בטווח טמפרטורות של 

של  הזרמהישנה . בנוסף, יחידת הקירור של חימוםהמים בכדי למנוע את  קירור חיצוני שמזרים

 mm 3דוגמא. במרכז לוחית הנחושת ישנו חור בקוטר של ה ם עלעיבוי מיאוויר יבש בכדי למנוע 

באמצעות ממשק  הדוגמא. השליטה על טמפרטורת הבמה נעשתההמשמש כחלון תצפית על 

  .47שפותח במעבדתו של פרופסור עדו ברסלבסקי View-abLמחשב בשם 

 המערכת האופטית 3.7.2

 .inverted microscope -כחלק מ שולבה 3.7.1מקוררת בצורה מבוקרת שתוארה בסעיף במה 

הדוגמא באמצעות סיב אופטי, סט של  עברכוונה בצורה ישירה ל nm 1540קרינת לייזר באורך של 

  (.4איור מראות ופילטר )

 

 

 

 

 
Inle

t  

          .לדוגמא 90°קרן הלייזר עוברת דרך סט של מראות ומגיעה בזווית של ( A: המערכת הניסויית. )4איור 

(B ) הדוגמא מונחת על במה המכילה יחידה תרמואלקטרית. השליטה על טמפרטורת הבמה נעשית על ידי

 ממשק חיצוני.

 

A B 
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A B C 

 

 שיטות ההקפאה וההפשרה 3.8

  ההקפאה שיטות 3.8.1

 ו כמתואראשר הוכנ μl 0.7 בנפח של B. subtilis 3610וחיידקי  E. coli BL-21תמיסות חיידקי 

 , כוסו על ידי זכוכית מיקרוסקופ מכסה עגולה בקוטר- micro-deviceהוכנסו לגומת ה 3.4בסעיף 

 mm 21 .והוכנסו לחנקן נוזלי עד להקפאה מלאה  

 

 

 

   

 

 

 

 ות ההפשרהשיט 3.8.2

במהלך הניסויים נעשה שימוש בשתי שיטות הפשרה. שיטת הפשרה אחת מוגדרת בעבודה זו 

 כ"הפשרה ללא לייזר" ושיטה ההפשרה השנייה כ"הפשרה עם לייזר".

 בהפשרה ללא לייזר הדוגמא הקפואה הונחה על במת הקירור שקוררה מראש לטמפרטורה של

 C°-20 טמפרטורת הבמה לטמפרטורה של כי העלאת ל יד. ההפשרה התבצעה ע- C° +0.5  בקצב

 לדקה.   C°100של 

(, חוממה כמתואר ב"הפשרה  C°-20בהפשרה עם לייזר הדוגמא הקפואה הונחה על במת הקירור )

ההפעלה והכיבוי של הלייזר   nm 1540.ללא לייזר" ובו זמנית נחשפה לקרינת לייזר באורך גל של

ת כפתור. קרינת הלייזר הופעלה מרגע הנחת הדוגמא על במת בוצעו בצורה ידנית על ידי לחיצ

המיקרוסקופ ובו זמנית לתחילת העלאת טמפרטורת הבמה וכובתה בעת המסת הדוגמא במלואה 

 . (Lab-View -תוכנת ה העלמות מוחלטת של הצבע השחור המופיע במסך , בעתכלומר)

 מהלכי הניסויים 3.9

נות בתהליך ההפשרה על שרידות עוצמות קרינה שוב השימוש בחינת השפעת 3.9.1

 החיידקים

. 3.4והתרחיף הוכן כפי המתואר בסעיף , 3.3בוצע כמתואר בסעיף    BL-21  E. coliגידול חיידקי

 (. דוגמאות החיידקים3.4.2שאינה עברה הקפאה והפשרה ) -baselineראשית הוכנה דוגמת ה

 .: סכמת תהליך ההקפאה5איור 

(A) הכנסת דוגמת החיידקים לגומת ה-Micro-device .(B)   .סגירת הדוגמא על ידי זכוכית מיקרוסקופ מכסה

(C) הכנסה לחנקן נוזלי עד לקפיאה מלאה. 
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, ומרגע (3.7.1) סקופ המקוררתהוקפאו והועברו לבמת המיקרו (3.4.1גליצרול ) 0%בתמיסות 

ההפשרה עם לייזר נעשה שימוש בעוצמות קרינה שונות  הנחתן בוצע תהליך ההפשרה. בתהליך

 (. קבוצת החיידקים של3.7.2ובהתאם למתואר בסעיף mW )  450 -ו mW  ,mW 250 50של 

 mW 0  עברה הפשרה ללא שימוש בקרינת לייזר. בתום ההפשרה נלקחה דוגמא בנפח שלμl 0.3 

 (.3.5.1ובוצעו מיהולים עשרוניים לזריעה )כפי המתואר בסעיף PBS -ב 1:100למיהול של 

 בחינת ההשפעה של מרכיבי תמיסת החיידקים על בליעת הלייזר 3.9.2

 בחינת השפעת הצפיפות האופטית של החיידקים בתמיסה על בליעת הלייזר 3.9.2.1

מתואר כבוצעו והכנתם לתחילת הניסוי  B. subtilis 3610וחיידקי  E. coli BL-21גידול חיידקי 

 לקבלת דוגמאות חיידקים בעלות צפיפות אופטית שונה  PBS-בוצעו מיהולים ב .3.4 -ו 3.3פים בסעי

 (= 0.1, 0.5, 1, 1.5600OD) מדידת בליעת הלייזר בדוגמאות השונות בוצעה כמתואר בסעיף .

3.9.2.3 . 

 הגליצרול בתמיסה על בליעת הלייזר בחינת ההשפעה של ריכוז 3.9.2.2

 -של גליצרול הומסו ב 12 gr(. w/v) 30% -ו 20, 10, 0הוכנו תמיסות גליצרול בריכוזים שונים: 

ml 30  של DDW גליצרול. שאר התמיסות הוכנו מתמיסה זו על ידי מיהול ב 30%לקבלת תמיסת- 

DDW .3.9.2.3סעיף מדידת בליעת הלייזר בדוגמאות השונות בוצעה כמתואר ב. 

 מדידת הבליעה  3.9.2.3

הדוגמאות שהוכנו הונחו על במת המיקרוסקופ. עוצמת הלייזר נמדדה על ידי שימוש במד עוצמה 

(Laser power meter על מנת למדוד את עוצמת הלייזר הנכנסת, מד העוצמה מוקם לפני .)

מד  המעבר דרך הדוגמא,נותרת לאחר הלייזר ההדוגמא ובסמוך אליה. בכדי למדוד את עוצמת 

כל אחת מן של  הנותרתמתחת לבמת המיקרוסקופ. עוצמת הלייזר  העוצמה מוקם לאחר הדוגמא

. mW 250 -הדוגמאות נמדדה ארבע פעמים כאשר עוצמת הלייזר הנכנסת כוונה בכל הניסויים ל

 :חישוב הבליעה בוצע בצורה הבאה
𝑇𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑐𝑒−𝑇𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒

𝑇𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑐𝑒
 A=,  כאשר𝑇𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑐𝑒   זהו ערך הקרינה

את ערך הקרינה המועברת של  אמבט 𝑇𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒 -ריק ללא דוגמא ו micro-device של נותרתה

 .התמיסה הנבדקת

במקביל  IRפיתוח תהליך הפשרה מבוקר של החיידקים ע"י שימוש בקרינת  3.9.3

 הגליצרול בתמיסה להורדת אחוזי

( עבור כל אחד 3.4.2של לפני הקפאה )כפי המתואר בסעיף  -baselineראשית הוכנה דוגמת ה

( הוקפאו והועברו לבמת 3.4.1) מריכוזי הגליצרול. דוגמאות החיידקים בריכוזי הגליצרול השונים

קים חולקו דוגמאות החייד (, ומרגע הנחתן בוצע תהליך ההפשרה.3.7.1המיקרוסקופ המקוררת )
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(. קבוצת חיידקים אחת עברה הפשרה ללא לייזר בעוד 3.7.2לשתי קבוצות לפי שיטת ההפשרה )

בתום ההפשרה דוגמא  mW 250.קבוצת החיידקים השנייה עברה הפשרה עם לייזר בעוצמה של 

ובוצעו מיהולים עשרוניים לזריעה )כפי המתואר בסעיף PBS -ב 100נמהלה פי  μl 0.3בנפח של 

גליצרול, נלקחה דגימה נוספת לצביעה כפי המתואר  0%. עבור קבוצות החיידקים בתמיסות (3.5.1

 .3.5.2בסעיף 

 

  פיתוח שיטה לשליטה על זמני הארת הלייזר 3.10

את השיטה המפורטת להלן, פיתחנו בתום הניסויים ככלי לייעול השליטה על פרק זמן הארת 

( שחובר למכשיר לייזר באורך function generator) עשינו שימוש במכשיר מחולל אותות הלייזר.

עמו בוצעו הניסויים. למכשיר מחולל האותות הוכנסו הפרמטרים המופיעים  nm 1540גל של 

 (.frequencyהינו התדירות ) (X) , כאשר הפרמטר המשתנה היחיד1בטבלה מספר 

 

 

 

 

  

 

 עבור כל אחת מן התדירויות שהוזנו במחולל האותות, בוצע צילום וידאו של הארת הלייזר על גבי

(. סרטוני וידאו אלו נותחו על ידי B, 6)איור עליו ניתן לראות תאורת אינפרא אדום  דיטקציהכרטיס 

 ת הזמן בפועל והתוצאה שהתקבלה מייצגת א  "Movavi Video Editor Plus"תוכנת הוידיאו

 ((actual time  איור(6 ,C .) כאשר הזמן אחד מזמני החשיפהחזרות עבור חישוב כל  4בוצעו ,

 calculateאת הזמן בפועל השווינו לערך הזמן המחושב ) .חזרות אלו 4בפועל מייצג ממוצע של 

time 6( שהתקבל על ידי הצבת הפרמטרים שנקבעו בנוסחאות המתאימות )איור ,A.) 

 (.C, 6תן יהיה להשתמש בכלי זה ליצירת זמני הארה קבועים בהתאם לגרף הכיול המפורט )איור ני

 

 

 

 הערך שהוזן הפרמטר

D.C 20% 

OFFSETDC 1.5+ 

Ampl 4 

Frequency(f) X 

 .: הפרמטרים שהוכנסו למכשיר מחולל האותות1טבלה מספר 
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x 0.2  𝑻= ON𝑻 

𝑻 =
𝟏

𝐟
 

               

A 
 

 

 

 

 

 

 

 

      

 ניתוחים סטטיסטיים 3.11

 .SPSS V21( NY ,USA, IBM) כנתוכל הניתוחים הסטטיסטים בוצעו באמצעות ת

גורמי,  -או דו -חד  ANOVAכאשר נבחנה השפעה של משתנה אחד או זוג משתנים בוצע מבחן 

קבוצות  2לשני מדגמים בלתי תלויים )כאשר הושוו  tבהתאמה. כמבחני המשך שימשו מבחן 

 -P<0.05. במידה ו. תוצאה נחשבת למובהקת Scheffe'מסוג  Post-Hocבלבד( או מבחן 

 סטיית תקן.  ±התוצאות המוצגת בגרפים מבוטאות כממוצע 

 

 

 

 

 

 

 

 הלייזר.: כיול זמן הארת 6איור 

(A)  .משוואות החישובONT – )(זמן הארת הלייזר )בשניותB(   .כרטיס דיטקציה עליו ניתן לראות את הארת הלייזר

(C)   גרף הכיול. העמודה הכחולה מייצגת את זמני ההארה בפועל )שחושבו על ידי ניתוח סרטוני הוידאו של כרטיס

 קבע מראש והוכנס למשוואות החישוב.הדיטקציה(. העמודה האפורה מייצגת את הזמן הרצוי שנ
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 תוצאות .4
 

 קיחיידבתהליך הפשרת  שונות IRבעוצמות קרינת  שימוש ההשפעה שלת בחינ 4.1

 E. coli BL-21. 

חשפנו את קרינת הלייזר האופטימלית עבור תהליך הפשרת החיידקים,  מהי בחוןבמטרה ל

 (.7)איור   ההפשרה בתהליך עוצמות קרינה שונותהחיידקים ל

מובהקת לעוצמת ההקרנה בתהליך  נמצאה השפעה (One-Way ANOVA) בניתוח שונות חד גורמי

, נמצא Scheffe' [. במבחן המשך מסוגF(4,20)=173.2, P<0.0001ההפשרה על כמות החיידקים ]

שאינה עברה הקפאה הראתה את כמות החיידקים הגדולה ביותר בהשוואה  - baselineקבוצת ה כי

אופן מובהק לכמות הובילה ב mW 250קרינה בעוצמה של בנוסף, . (P<0.0001)ליתר הקבוצות 

 . (P<0.0001)  לכל הקבוצות שעברו הקפאה בהשוואהביותר לאחר הפשרה  הגדולההחיידקים 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 בתהליך ההפשרה על כמות החיידקים.שונות  IRהשפעת עוצמות קרינת  :7איור 

   גליצרול הופשרו על ידי שימוש בעוצמות קרינה שונות. 0%בתמיסת   E. coli BL-21חיידקי 

 -יידקים מבוטאת כשלא עברה הקפאה. כמות הח Baseline -זוהי קבוצת ה Pre-freezing -קבוצת ה

CFU/ml. 

A  הבדל מול יתר הקבוצות(P<0.0001) .B  הבדל מול קבוצתC  (0 ,50 450-ו( (P<0.0001). 

 ( של ארבע חזרות.SDסטיית תקן ) ±התוצאות מוצגות כממוצע

P re -

 f re e z in g

0 5 0 2 5 0 4 5 0
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 על בליעת הלייזר.הצפיפות האופטית של החיידקים בדוגמא השפעת  4.2

 ה השפעה על בליעת הלייזר, חיידקילנוכחות החיידקים בדוגמא ישנעל מנת לבחון האם 

 BL-21 E.coli  3610וחיידקי   B. subtilis( נחשפו לעוצמת לייזר זהה mW250 וחושבה עוצמת )

  . (8)איור  החיידקים סוגיהבליעה באופן בלתי תלוי עבור כל אחד מ

צפיפות החיידקית על לנמצאה השפעה מובהקת לא  (One-Way ANOVA) בניתוח שונות חד גורמי

 והן עבור חיידקי E.coli BL-21    [F(4,15)=3, P>0.072] עוצמת בליעת הלייזר, הן עבור חיידקי

 B. subtilis 3610 [F(4,15)=1.92, P>0.182]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 השפעת הצפיפות האופטית של החיידקים על בליעת הלייזר.: 8איור 

. בליעת הלייזר mW  250ובעוצמה של  nm 1540גל של  דוגמאות החיידקים הוקרנו בקרינה באורך

נמדדה על ידי שימוש במד עוצמה והצבת הערכים בנוסחא 
𝑇𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑐𝑒−𝑇𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒

𝑇𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑐𝑒
 A=.  

-E. coli BLבליעת הלייזר, הן עבור חיידקי לא נמצאה השפעה מובהקת של הצפיפות החיידקית על 

  B. subtilis 3610. והן עבור חיידקי   21

 ( של ארבע חזרות.SDסטיית תקן )± התוצאות מוצגות כממוצע
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 השפעת ריכוז הגליצרול בתמיסה על בליעת הלייזר. 4.3

ת הלייזר, השתמשנו בארבעה ריכוזי בליע על מנת לבחון את השפעת ריכוז הגליצרול בתמיסה על

 נמצאה השפעהלא  (One-Way ANOVA) בניתוח שונות חד גורמי(. 9שונים )איור  ליצרולג

 .[F(3,12)=1.08, P>0.41] עוצמת בליעת הלייזרעל  לריכוז הגליצרולמובהקת 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

בריכוזי    E.coli BL-21בחינת ההשפעה המשולבת של שיטת הפשרת חיידקי  4.4

 גליצרול שונים.

ווינו שתי שיטות הפשרה )הפשרה ללא שימוש בלייזר לעומת הפשרה עם לייזר(, וזאת בניסוי זה הש

נמצאו אפקטים עיקריים הן  (Two-Way ANOVAבניתוח שונות דו גורמי ) בשלושה ריכוזי גליצרול.

   הן לריכוז הגליצרול, [F(1,24)=194.37, P<0.0001]לשיטת ההפשרה 

 [F(2,24)=256.39, P<0.0001], לאינטראקציה ביניהם  כמו גם[F(2,24)=36.95, P<0.0001]  על

 (.10)איור   E.coli BL-21אחוזי שרידות חיידקי 
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G ly c e r o l c o n c e n t r a t io n  ( % )

 בליעת הלייזר.השפעת ריכוז הגליצרול בתמיסה על  :9איור 

. בליעת הלייזר נמדדה  mW  250ובעוצמה של  nm 1540דוגמאות הגליצרול הוקרנו בקרינה באורך גל של 

מד עוצמה והצבת הערכים בנוסחא: על ידי שימוש ב
𝑇𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑐𝑒−𝑇𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒

𝑇𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑐𝑒
 A=. 

 בליעת קרינת הלייזר.לא נמצאה השפעה מובהקת של ריכוז הגליצרול בתמיסה על 

 ( של ארבע חזרות.SDסטיית תקן ) ±התוצאות מוצגות כממוצע
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בחנו את האפקט העיקרי של כל שיטת הפשרה מעבר לכל ריכוזי הגליצרול , הראשוןבשלב 

 השונים:

ה ( הראOne-way ANOVAניתוח שונות חד גורמי )א. עבור שיטת ההפשרה באמצעות לייזר,  

מבחן ב[. F(2,12)=67.4, P<0.0001אפקט מובהק לריכוז הגליצרול על אחוז שרידות החיידקים ]

 20%אחוזי שרידות החיידקים בריכוז גליצרול של בעליה מובהקת  נמצאה Scheffeהמשך מסוג '

(. כמו כן, אחוזי P>0.136) 5%(, אך לא בהשוואה לריכוז גליצרול של P<0.0001) 0%לעומת 

 0%גליצרול בהשוואה לקבוצת  5%חיידקים היו באופן מובהק גבוהים יותר בקבוצת שרידות ה

 (.P<0.0001) גליצרול

השפעה מובהקת לריכוז הגליצרול על אחוזי שרידות ב. עבור שיטת ההפשרה ללא לייזר, נמצאה 

ר אחוז שרידות החיידקים הגבוה ביות באופן ספציפי, [.F(2,12)=197.39, P<0.0001החיידקים ]

 5%-ו 0%באופן מובהק בהשוואה לריכוזי גליצרול של  20%נצפה בריכוז גליצרול של 

 ( , P<0.0001 בנוסף, קבוצת .)אחוזי שרידות גבוהים יותר גליצרול הראתה  5%עבור שני הריכוזים

 (.P<0.0001גליצרול ) 0%עומת קבוצת ל

שיטות נטראקציה בין אימקור ההשפעה המובהקת לעל מנת להמשיך ולחקור את בשלב הבא, 

מדגמים בלתי ל  tמבחן  מסוג Post-hocהמשך ני ביצענו מבח, לבין ריכוזי הגליצרול ההפשרה

 בכל אחד את ההבדלים בין שתי שיטות ההפשרה נובח, אשר independent t-test)תלויים )

 .)20%, 5%, 0%כוזי הגליצרול )קרי, מרי

שרידות חיידקים גבוה  אמצעות לייזר הובילה לאחוזפשרה בנמצא כי ה גליצרול 0% ריכוז של עבור

גם עבור ריכוז . אפקט דומה נמצא [t(6)=21.54, P<0.0001] יותר בהשוואה להפשרה ללא לייזר

. לעומת זאת, לא נמצא הבדל מובהק בין שיטות ההפשרה [t(6)=7.24, P<0.0001]גליצרול  5%של 

 [.t(6)=1.57, P>0.167] 20%השונות כאשר ריכוז הגליצרול עמד על 

הוא בעל השפעה  גליצרול 20% של ריכוז הדגישו כי, אשר לעיל בהמשך לאפקטים המדווחים

שרידות החיידקים כאשר ריכוז בשיטת ההפשרה הרגילה, השווינו את  5%משמעותית לעומת 

בשיטת ההפשרה  5%או  0%בשיטת הפשרה ללא לייזר, עם ריכוז גליצרול של  20%הוא גליצרול ה

 םחיידקי לאחוז שרידותהובילה גליצרול  20% -ב ללא לייזרמצאנו כי שיטת ההפשרה  לייזר. עם

, אך [t(6)=7.48, P<0.0001גליצרול ] 0%גבוה יותר בהשוואה לשיטת ההפשרה בלייזר בריכוז של 

  [.t(6)<1] ייזרבשיטת ההפשרה בל גליצרול 5%ריכוז של ל לא בהשוואה
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בריכוזי   B. subtilis 3610פעה המשולבת של שיטת הפשרת חיידקי בחינת ההש 4.5

 גליצרול שונים.

(, אשר כלל שלושה ריכוזי גליצרול ושתי שיטות Two-way ANOVAבניתוח שונות דו גורמי )

ריכוז ל, [F(1,24)=10.71, P<0.004]אפקט עיקרי לשיטת ההפשרה  נמצא ,(3X2הפשרה )

 [F(2,24)=1.94, P>0.173] , אך לא לאינטראקציה ביניהם[F(2,24)=98.13, P<0.0001]הגליצרול 

 .(11)איור 

בחנו את האפקט העיקרי של כל שיטת הפשרה מעבר לכל ריכוזי הגליצרול , הראשוןבשלב 

 השונים:

( הראה One-way ANOVAניתוח שונות חד גורמי )א. עבור שיטת ההפשרה באמצעות לייזר,  

מבחן ב[. F(2,12)= 29.8, P<0.0001על אחוז שרידות החיידקים ] אפקט מובהק לריכוז הגליצרול

 20%אחוזי שרידות החיידקים בריכוז גליצרול של ב עליה מובהקת נמצאה Scheffeהמשך מסוג '

(P<0.0001 )5%גליצרול של  ובריכוז (P<0.001)  הבדל מובהק  לעומת זאת, לא נמצא. 0%לעומת

 (.P>0.482) 5% –ל  20%בין ריכוז 

השפעה מובהקת לריכוז הגליצרול על אחוזי שרידות . עבור שיטת ההפשרה ללא לייזר, נמצאה ב

אחוז שרידות החיידקים הגבוה ביותר  באופן ספציפי, [.F(2,12)= 82.36, P<0.0001החיידקים ]

  5%-ו (P<0.0001) 0%בהשוואה לריכוזי גליצרול של באופן מובהק  20%נצפה בריכוז גליצרול של 
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 .E. coli BL-21בת של ריכוז הגליצרול ושיטת ההפשרה על שרידות חיידקי ההשפעה המשול :10איור 

מעלה את אחוזי שרידות החיידקים באופן  גליצרול, 5%-ו 0%בתמיסות שימוש בשיטת הפשרה באמצעות לייזר 

  5%משמעותי בהשוואה לשיטת ההפשרה ללא לייזר. כמו כן, ניתן לראות ששילוב של הפשרה באמצעות לייזר עם 

 גליצרול ללא לייזר. 20%יצרול מוביל לאחוז שרידות חיידקים הדומה לזה המתקבל בתמיסת גל

 .Survival (%) =100 X 
𝐶𝐹𝑈𝑏𝑒𝑓𝑜𝑟𝑒 𝑓𝑟𝑒𝑒𝑧𝑖𝑛𝑔

𝐶𝐹𝑈𝑎𝑓𝑡𝑒𝑟 𝑓𝑟𝑒𝑒𝑧𝑖𝑛𝑔
 ( של ארבע חזרות.SDסטיית תקן ) ±התוצאות מוצגות כממוצע 

(P<0.0001*) 
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(P<0.045) . 0%עומת קבוצת אחוזי שרידות גבוהים יותר לגליצרול הראתה  5%בנוסף, קבוצת 

 (.P<0.0001גליצרול )

מקור ההשפעה המובהקת לאינטראקציה בין שיטות על מנת להמשיך ולחקור את בשלב הבא, 

מדגמים בלתי ל  tמבחן  מסוג Post-hocהמשך ני ביצענו מבח, ההפשרה לבין ריכוזי הגליצרול

 בכל אחד את ההבדלים בין שתי שיטות ההפשרהנו בח, אשר independent T- test)ויים )תל

 . )20%, 5%, 0%מריכוזי הגליצרול )קרי, 

נמצא כי הפשרה באמצעות לייזר הובילה לאחוז שרידות חיידקים גבוה  גליצרול 0% ריכוז של עבור

גליצרול  5%עבור , ומת זאת. לע[t(6)= 4.28, P<0.005] יותר בהשוואה להפשרה ללא לייזר

[t(6)=1,49, P>0.185]  גליצרול  20%כמו גם עבור[t(6)<1 לא התקבל הבדל מובהק בשרידות]

 (. 11)איור  החיידקים בין שתי שיטות ההפשרה

גם  השווינו E. coli BL-21 ,עבור שרידות חיידקי 4.4שתוארה בסעיף בדומה להשוואה הנוספת 

בשיטת  20%הוא  הגליצרולרידות החיידקים כאשר ריכוז את שB. subtilis 3610 עבור חיידקי,

מצאנו כי שיטת  בשיטת ההפשרה עם לייזר. 5%או  0%הפשרה ללא לייזר, עם ריכוז גליצרול של 

גבוה יותר בהשוואה לשיטת  םחיידקי לאחוז שרידותהובילה גליצרול  20%-ב ללא לייזרההפשרה 

גליצרול  5% [ אך לא בריכוז שלt(6)=9.51, P<0.0001ול ]גליצר 0%בריכוז של ההפשרה בלייזר 

[t(6)<1.] 

 

 

 

 

 

 

 

 .B. subtilis 3610ההשפעה המשולבת של ריכוז הגליצרול ושיטת ההפשרה על שרידות חיידקי  :13איור 

שימוש בשיטת הפשרה באמצעות לייזר ללא גליצרול מעלה את אחוזי שרידות החיידקים באופן משמעותי 

גליצרול   5%בהשוואה לשיטת ההפשרה ללא לייזר. כמו כן, ניתן לראות ששילוב של הפשרה באמצעות לייזר עם 

 גליצרול ללא לייזר. 20%מוביל לאחוז שרידות חיידקים הדומה לזה המתקבל בתמיסת 

.Survival (%) =100 X 
𝐶𝐹𝑈𝑏𝑒𝑓𝑜𝑟𝑒 𝑓𝑟𝑒𝑒𝑧𝑖𝑛𝑔

𝐶𝐹𝑈𝑎𝑓𝑡𝑒𝑟 𝑓𝑟𝑒𝑒𝑧𝑖𝑛𝑔
 ( של ארבע חזרות.SDסטיית תקן ) ±התוצאות מוצגות כממוצע 

(P<0.0001*) 
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 פשרהה אחרל לפני הקפאה

 ללא לייזר

 פשרהה ראחל

 עם לייזר

  Live/Deadצביעת 4.6 

שהוקפאו חיידקי המודל של   Live/Dead, בוצעו צביעותCFU/mlבנוסף לבדיקת שרידות בשיטת 

-מציג תמונות שנלקחו מ 14איור גליצרול והופשרו בשתי שיטות ההפשרה.  0%בתמיסות של 

CLSM החיידקים.אחר צביעת ל  

בהשוואה  לאחר שהופשרו בלייזר ניתן לראות כי מספר החיידקים החיים )צבועים בירוק( גדול יותר

כמו כן, מהשוואת שני סוגי החיידקים שהופשרו ללא  להפשרה ללא לייזר בשני סוגי החיידקים.

 ולה מזו של חיידקישנותרו בחיים גד B. subtilis  3610לייזר, ניתן לראות כי כמות חיידקי

 E. coli BL-21.אפקט דומה נצפה גם בשיטת ההפשרה בלייזר . 

 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

אחר  גליצרול ל 0%בתמיסת B.subtilis 3610 וחיידקי  E. coli BL-21של חיידקי  (CLSMתמונות מיקרוסקופ קונפוקלי ) :14איור 

 .40Xבהגדלה   B. subtilis 3610תמונות חיידקיX0.7540 X .(B )בהגדלה  BL-21 E. coli תמונות חיידקיLive/Dead. (A )צביעת 

 מעל כל אחד מטורי התמונות מצוין הטיפול שעברו החיידקים.

CYTO-9 וחיים בירוק  צובע חיידקים- PI  מתים באדוםצובע חיידקים. 

 

 

mµ5  

mµ5  
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 דיון ומסקנות .5
 

הראו יתרונות ברורים להפשרה ים האחרונות, מחקרים בתחום שימור תאים אנימליים בשנ

שהוספו  בשילוב חומרים נוספיםזו הושגה על ידי שימוש בקרינת לייזר  מהירה . הפשרה39,42מהירה

לאור ההצלחה שנצפתה בהפשרה  ר את הבליעה.בכדי להגביוחדרו לתא עצמו למצע הגידול או ה

מהירה עבור תאים אנימליים, רצינו לבדוק האם ישנו יתרון בשימוש בלייזר גם עבור הפשרת 

 חיידקים.

 nm 1540,ספציפי של  גלמחקר שפורסם לאחרונה במעבדתנו הראה כי כאשר בוחרים באורך  

נה זו הוביל לעיצוב גבישי הקרח ויצירת בליעת הקרח גדולה פי שלושה מזו של המים. שימוש בקרי

 .43תבניות ייחודיות, זאת ללא צורך בהוספת חומרים נוספים לתמיסה המוקרנת

 וחיידקי  E. coli BL-21בקרינה סלקטיבית זו בתהליך הפשרת חיידקי  תיהשתמש ,בעבודה הנוכחית

 B. subtilis 3610  .במטרה ליצור הפשרה מהירה שאינה דורשת הוספת חומרים מגבירי בליעה 

הייתה לפתח פרוטוקול הפשרה מבוקר של החיידקים תוך צמצום ריכוז הגליצרול י מטרת העל של

  בתמיסה העוברת הפשרה ובכך להוביל לעליה באחוזי שרידות החיידקים. 

 פיתוח מערכת ניסויית 5.1

הפעם הראשונה שבה נעשה במעבדתנו שימוש במערכת הלייזר עבור הפשרת תאים מכיוון וזו 

ביולוגיים, היה צורך לפתח פרוטוקול ניסויי אשר לוקח בחשבון את הפרמטרים של הלייזר. לשם כך 

 PDMS -. הPDMSהמורכב מזכוכית מיקרוסקופ עליה מונחת שכבת  Micro-deviceפיתחתי 

הלייזר ועומק החדירה המקסימלי שיאפשר נפח דוגמא מספק הותאם לפרמטרים של קוטר קרן 

 להשיג הפשרה אחידה של הדוגמא כולה. הצלחתיעבור עבודה עם פיפטור. על ידי כך 

מכיוון וזו  ,-C° 196של שיטת ההקפאה שנבחרה לניסוי זה הינה הקפאה בחנקן נוזלי בטמפרטורה 

כי בהקפאה מהירה מאוד כמו זו שבוצעה,  השיטה המקובלת כיום להקפאת חיידקים. כמו כן, ידוע

נוצרים גבישי קרח קטנים בתוך תא החיידק. מהספרות עולה כי גבישים קטנים אלו אינם גורמים 

לגבישי הקרח יש פוטנציאל קריסטליזציה,  -מתופעת הרה לנזק, אך במהלך תהליך ההפשרה כחלק

בכדי לבחון  טות הפשרהבשתי שי תי. בהמשך לזאת, השתמש14,28לגדול ולהוביל לפגיעה מבנית

 את יעילות ההפשרה באמצעות לייזר לעומת זו ללא לייזר. 

 בכדי לדייק את המערכת שפותחה עבור הפשרת החיידקיםכחלק מפיתוח הפרוטוקול הניסויי, 

, ראינו לנכון כי יהיה זה ולמצוא את משך הזמן האופטימלי לחשיפת החיידקים לקרינת הלייזר

זמן חשיפת הדוגמא להארת משך  טה חיצונית על משך הארת הלייזר.הכרחי לפתח אמצעי לשלי

הלייזר בתהליך ההפשרה מהווה פרמטר קריטי שעשוי להשפיע בצורה משמעותית על שרידות 

בעזרת שימוש במכשיר מחולל האותות, הצלחנו ליצור כלי יעיל החיידקים המצויים בדוגמא. 
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שמש אותנו למחקרי המשך בכדי לבחון את לשליטה חיצונית על משך זמן ההארה. כלי זה י

 השפעת השימוש בזמני חשיפה שונים.

 בליעת הלייזר כתלות בצפיפות האופטית של החיידקים וריכוז הגליצרול בתמיסה 5.2

השפעת אור וקרינה על חומר ביולוגי תלויה הן בתכונות האופטיות של החומר על הרכבו הכימי  

הכוללות את אורך הגל, צפיפות האנרגיה ופרמטרים נוספים של והן בתכונות מקור האור  ,ומבנהו

ההקרנה. תכונות אלו משפיעות בצורה ישירה על בליעת האנרגיה על ידי החומר הביולוגי, שהופכת 

האפקט הביולוגי  .48לאנרגית חום, שזו מתפזרת ומשפיעה ברקמה בהתאם לתכונות התרמיות שלה

של מקור האור תלוי אם כן באנרגיה הנבלעת על ידי הרקמה הביולוגית, ולכן השפעת ההקרנה על 

 ק ובחומר הביולוגי המרכיב את התא החיידקי ואף בסביבת החיידקיםחיידקים תלויה במבנה החייד

 .ובצפיפותם

לפני ביצוע הניסויים העיקריים בעבודה זו, בחנו האם להמצאות החיידקים בתמיסה או לנוכחותו 

של הגליצרול ישנה השפעה על בליעת הלייזר. רצינו לבחון האם הקרינה הסלקטיבית אכן נבלעת 

חיידקי התא הא עלולה להיות מושפעת מגורמים נוספים בתמיסה. כידוע, ישירות בקרח או שמ

חומצות גרעין. ו חלבונים, חומצות שומן בין היתר מורכב ברובו ממים וממדורים נוספים הכוללים

מים, גל מסוי-די, בליעה מירבית באורכילכל אחת מהמולקולות הללו ישנו ספקטרום בליעה ייחו

יידקים לאור. כמו כן, ידוע כי ישנה השפעה משמעותית למדיום ולפיכך השפעה על תגובת הח

 .48החיידקים, הרכבו ובליעת האור בו, על החיידקים

, שנמצאה כאופטימלית עבור תהליך ההפשרה, mW 250מצאנו כי בשימוש בקרינה בעוצמה של 

החיידקים לא בלעו את קרינת הלייזר. כמו כן, ראינו כי העלייה בריכוז הגליצרול גם היא לא השפיעה 

ייזר בתמיסות סוכרוז שבחנה את בליעת הל Jung and Hwangעבודתם של ל , בדומהעל הבליעה

 .49וגלוקוז

 פיתוח תהליך הפשרה מבוקר של חיידקי המודל תוך הורדת ריכוז הגליצרול בתמיסה 5.3

יידקים, מצאנו כי שיטת ההפשרה באמצעות לייזר בשילוב חימום תרמי של עבור שני סוגי הח

לא שינוי , ל5%-ל( 20%בריכוז הגליצרול המקובל כיום )הדוגמא, מאפשרת להפחית את השימוש 

, השימוש בקרינת הלייזר לא שיפר את אחוז שרידות החיידקים עם זאתבאחוזי שרידות החיידקים. 

 גליצרול. 20%בתמיסת  מעבר לאחוז השרידות שהתקבל

יתרון על  הראתה, שיטת ההפשרה בלייזר 5%-ו 0%כמו כן, מצאנו כי בריכוזי גליצרול נמוכים של 

יתרון זה , B. subtilis 3610עבור חיידקי . E. coli BL-21שיטת ההפשרה ללא לייזר עבור חיידקי פני 

 הבדל מובהק בין שתי השיטות. גליצרול כבר לא נראה 5%-וב גליצרול בלבד 0%ת תמיס עבורנצפה 
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-המנגנון דרכו הלייזר הוביל לשמירה על אחוזי שרידות החיידקים על אף הורדת ריכוז הגליצרול ל

הסלקטיבית, שהראנו בניסויים הראשוניים  כי הקרינהלא נבחן במסגרת עבודה זו. אני משערת  5%

ובכך תרמה בהפשרה מהירה. שאינה מושפעת מגורמים נוספים בתמיסה, נבלעה ישירות בקרח 

קריסטליזציה, המוכרת כבעלת  -יתכן והפשרה מהירה זו הפחיתה משמעותית את תופעת הרה

השפעות הרסניות ומזיקות על התאים המופשרים. בנוסף, בשל הבדלי הבליעה של הקרח והמים 

מידה ובכך בשימוש באורך הגל הנבחר, אני משערת כי אזורי הדוגמא שהופשרו לא חוממו יתר על ה

 הורידו את הסיכון ביצירת עקה נוספת לתא החיידקי.

עולה השאלה; מדוע ההפשרה באמצעות לייזר לא הראתה שיפור מעבר לאחוז שרידות החיידקים 

 גליצרול, ללא לייזר(.  20%)תמיסת  Gold standard-שהתקבל בקבוצת ה

ל היקף הנזק המתרחש כתוצאה תהליכי ההקפאה וההפשרה הולכים יד ביד, וקיים קושי להצביע ע

מכל אחד מהתהליכים בנפרד. אני משערת כי הסיבה לכך שלא נצפה שיפור מעבר לסף מסוים 

נובעת מנזקי ההקפאה שהורידו במידת מה את כמות החיידקים החיים בדוגמא. במחקרי המשך, 

 נשאף לבחון קצבי הקפאה שונים בשילוב עם פרוטוקול ההפשרה שהוצג בעבודה זו.

מצאים מדעיים מצביעים על כך שבאופן כללי חיידקי גרם חיובי עמידים יותר לתהליכים של שימור מ

. 28, בין היתר עקב ההבדלים בעובי שכבת הפפטידוגליקןבהקפאה בהשוואה לחיידקי גרם שלילי

)כלומר ללא שעברו הפשרה ללא לייזר  גליצרול 0%בתמיסת  לואכן, כאשר השווינו את חיידקי המוד

היו  .subtilis 3610)  (Bראינו כי אחוזי השרידות בקרב חיידקי הגרם חיובי התערבות חיצונית כלל( 

. הבדלים דומים נצפו בהשוואת E. coli BL-21)הגרם שלילי )  מאלו של חיידקי 20%-גבוהים בכ

 גליצרול שעברה הפשרה ללא לייזר. 5%של אחוזי השרידות בתמיסה בריכוז 

עשויים להסביר את השוני באפקט  בעמידות החיידקים לתהליך ההקפאה וההפשרה, הבדליםה

גליצרול בהשוואת שני סוגי החיידקים.  5%השיפור של שימוש בשיטת ההפשרה עם לייזר בתמיסת 

( שהוא חיידק גרם חיובי) .subtilis 3610 B יתכן ורגישותו הנמוכה, באופן יחסי, של החיידק

גליצרול היה נמוך יותר  5%לתהליכי ההקפאה והפשרה הובילה לכך שאפקט השיפור בתמיסת 

תוצאה זו מחזקת את הנקודה כי עבור כל סוג/ זן של חיידקים יש למצוא את תנאי ההקפאה  עבורו.

לבחון בצורה  וההפשרה האופטימליים. מכאן, גם את פרוטוקול ההפשרה שפותח בעבודה זו יש

 ספציפית ולהתאים עבור חיידקים נוספים.

גליצרול או לייזר? רעילותו של הגליצרול נבחנה ודווחה בספרות, אך השפעות קרינת  -אז מה עדיף

הלייזר הספציפית בה השתמשנו טרם נבדקו. ידוע כי מצבי עקה בחיידקים גוררים תגובה תאית 

עקה וכתוצאה מכך לשינוי פנוטיפי בחיידק, המאפשר את המאופיינת בביטוי גנים ספציפיים לסוג ה

. לדוגמא, עקה חימצונית ועקת חום מובילות להרס חלבונים מסיבי 50הסתגלותו לסביבה החדשה

. פגיעות אלו בתא החיידקי והתגובה DNA-מולקולות הבתא כמו גם להרס חומצות שומן ולפגיעה ב
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. לפיכך סביר לשער 51התאית לסביבה החדשה משפיעות בצורה ישירה ו/או עקיפה על החיידק

ים הדומים למצבי העקה המוכרים שכן שקרינת לייזר ואור יכולים להשפיע על חיידקים במנגנונ

הקרנת חומר ביולוגי עשויה ליצור אחד ממצבי העקה הידועים: עקת חום או עקת חמצון. לכן, ישנה 

חשיבות רבה לחקר ההשפעה של קרינת הלייזר על חיידקים לא רק מבחינת חיות החיידקים, אלא 

 חינת ביטוי הגנים, מבנהו ותפקודו.גם מב

 סיכום 5.4

ידיעתנו, מחקר זה הוא הראשון מסוגו אשר בוחן את השימוש בקרינת לייזר סלקטיבית  למיטב 

, מעבר לתחום שימור חיידקים שהוצגולמטרת שיפור אחוזי שרידות החיידקים. חשיבות התוצאות 

בעלת חשיבות עבור מגוון תחומים. בתעשיית המזון לדוגמא, תהליכי הפשרה  אבהקפאה, הי

זון הנשמרים במצבם הקפוא אך נצרכים לאחר הפשרתם. ניתן יהיה נדרשים עבור מוצרי מ

להשתמש בקרינה סלקטיבית זו כשיטת הפשרה יעילה שתמנע חימום יתר וגדילת קרח בלתי 

קריסטליזציה( במהלך החימום. לעיתים קרובות נעשה שימוש במיקרוגל לשם -מבוקרת )כלומר, רה

הקרח בצורה איטית מחימום המים .הבדלי בליעה הפשרת מזון קפוא, אך גלי המיקרו מחמים את 

אלו גורמים לפאזה הנוזלית להתחמם יתר על המידה, בזמן שהאיזורים הקפואים ממשיכים 

. היפוך יחסי הבליעה כך שהאיזורים הקפואים יבלעו קרינה רבה יותר מהאיזורים 52להפשיר

 שהופשרו, עשוי לסייע בהשגת הפשרה יעילה יותר.

ביולוגיה כאשר ישנו צורך קריסטליזציה מהווה בעיה קריטית בתחום הקריו -כמו כן, תופעת הרה

סלקטיבית  IR. השימוש בקרינת 14להפשיר תאים ורקמות שנשמרו באיחסון בטמפרטורות נמוכות

 עם זאת, תוך מזעור הנזקים.עשוי להציע הפשרה מבוקרת ויעילה ללא חימום יתר של הדוגמא 

נדרשים מחקרי המשך נוספים להבנת המנגנון דרכו קרינת הלייזר מובילה לאפקט מיטיבי בעת 

 , מבנית ותפקודית.תאים ורקמותחקרים הבוחנים את השפעת הקרינה על ההפשרה, כמו גם מ
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