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Razdalje



https://www.youtube.com/watch?v=DWouwx3Hxmk



Velikostne skale zivljenja

Medatomske vezi Lipidi Proteini Kromosom Evkariontska celica Tkiva Telo

: : : : —
0.1 nm 1 mm 1cm 1dm 1m
velikost
@ g
Monosaharidi, Trans- Ribosom Bakterija Rastlinska celica
aminokisline membranska

vijaCnica

vidno s prostim oesom
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Kaj je veliko in ka] majhno?

» Velikosti gradnikov primerjamo s tipicno dimenzijo, npr. s premikom fronte molekul zaradi
difuzije (difuzijski premik), ki je

— odyvisen od reologije (povezanosti prostora)
— odvisen od velikosti in tipichega Casa sistema

A D7z

— tipi€ni difuzijski premik v znacCilnem Casu spreminjanja konformacij (1 ns) je za majhne molekule:

- v vodni raztopini 10 nm,
- v membrani 1 nm,
- v mocno koncentrirani sladkorni raztopini pa manj kot 0.3 nm

Janez Strancar Laboratorijska biomedicina — Molekularna biofizika



Ravnila

« Ce hogemo izmeriti velikost, moramo narediti “ravnilo” in definirati “enoto” (spodnjo mejo
loCljivosti)

« “Enoto” definira orodje, s katerim preiskujemo snov

— Ce snov gledamo s svetlobo ali hitrimi delci, je to njihova valovna dolzina

e vidna svetloba A =300 -700 nm
» rentgenska svetloba A=0.1 -10 nm
e elektroni A=0.02-0.1 nm

— Ce opazujemo sosledje difuzijskih dogodkov, je to difuzijski premik
» fotonska korelacijska spektroskopija A =10 nm

Janez Strancar Laboratorijska biomedicina — Molekularna biofizika



Sipanja kot ravnila SAXS

« Sipanja
— o0jacanje in slabljenje Sirjenja valovanja (interferenca)
po uklonu na ovirah brez absorpcije
— meja locCljivosti: valovna dolzina in urejenost vzorca

— primeri:
 sipanje rentgenskih zarkov
» sipanje elektronov
* sipanje nevtronov

electron diffraction

Janez Strancar Laboratorijska biomedicina — Molekularna biofizika



Spektroskopije kot ravnila

442nm¥ /‘

. 430nm

» Spektroskopije
— odvisnost absorpcije svetlobe od njene energije
— meja loCljivosti: najmanjsa izmerljiva spektralna sprememba

— doseg: najmanj$a izmerljiva izmenjava energije .
— primeri:

- FRET (fluorescence resonance energy transfer)

« NOE (nuclear Overhauser effect)

« ELDOR (electron-electron double resonance)

Janez Strancar Laboratorijska biomedicina — Molekularna biofizika



Mikroskopije kot ravnila

» Mikroskopije
— krajevno odvisna absorbcija svetlobe ali sipanje delcev
— meja locljivosti: valovna dolzina

elektronska mikroskopija,\w:c, Nepac

Janez Strancar Laboratorijska biomedicina — Molekularna biofizika
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Velikostne skale zivljenja

Medatomske vezi Lipidi Proteini Kromosom Evkariontska celica Tkiva Telo

: : : —
0.1 nm 1cm 1dm 1m
velikost
’@ JRANRR y
Monosaharidi, Trans- Ribosom Bakterija Rastlinska celica
aminokisline membranska

vijaCnica

vidno s prostim oesom
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Kako lahko vidimo majhne stvari?




Kako lahko vidimo majhne stvari?

Povecava slike zaradi uklona svetlobe na ukrivljeni povrsini:

objektiv oko/leca
predmet slika na mreznici
ali kameri
yi, C
] »
| Il ]
goris¢na razdalja fi £

Optiéna povecava: M=y, /y.=f,/f,



Kratka zgodovina svetlobne mikroskopije

17. stol.

Zgradba
presevnega mikroskopa

Leeuwenhoek
W Microscope
N n (circa late 1600s)

detektor
20. stol. objektiv
W m
_‘n_@: vzorec
j"‘ “ vir svetlobe




Kako podrobno vidimo majhne stvari?

predmet slika profil Locljivost mikroskopa zaradi
uklona svetlobe je odvisna od:

"‘=::::::::"7\ """" . * valovne dolZine svetlobe - 4

X * numeri¢ne odprtine objektiva - NA = 2 n sin(«)
n - lomni koli¢nik medija
o - polovicni kot zajema svetlobe

o . * ne od povecave!
(<

TS 3 fo

200-300 nm Ernst Abbe




Velikostne skale zivljenja

Medatomske vezi Lipidi Proteini Kromosom Evkariontska celica Tkiva Telo

: : : —
0.1 nm lcm 1dm 1m
velikost
(R y
Monosaharidi, Trans- Ribosom Bakterija Rastlinska celica
aminokisline membranska
vijaCnica
s svetlobnim mikroskopom vidno s prostim oesom
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Kaj manjka tem slikam?

Zea stem cs 100X




V cem se razlikujeta sliki iste celice?

Presevna mikroskopija Fluorescencna mikroskopija

L
r.%..‘_

/ nanomaterial /



Fluorescenca: revolucija kontrasta




Osnove fluorescence

Energijski prehodi elektrona Spekter svetlobe
\ /

o] ", /nesevalni prehodi [ absorpcij emisija
§> . Q
G absorpcija emisija g
O \ / =

‘\\ ;;" >

A~ =

raztezek molekule valovna dolZina

—p
Diagram Jabtonskega Stokesov premik



Fluorescencni mikroskop

vzorec
Spekter svetlobe
objektiv
vzbujevalni +— emisija
flter g
Y ' zrcalo =
svetlobe . q>)
- izsevni

valovna dolzina

’ detektor prep




Konfokalni fluorescencni mikroskop

* Omogoca opticno rezinjenje

(izven-)

raviina

kontfokalm
—
luknjici

Niz slik po globini:

3D rekonstrukcija:




Superlocljiv fluorescencni mikroskop

Fluorescencne kroglice (40 nm)

objekt slika odcitek

Lokalizacijska
mikroskopija
(PALM, STORM)

() = +

STED
mikroskopija

on




Velikostne skale zivljenja

Telo

Medatomske vezi Lipidi Proteini Kromosom

[ ] [ ] [ ] [ ] [ ] >
0.1 nm 1 mm lcm 1dm 1m
velikost
Monosaharidi, Trans- Ribosom Bakterija Rastlinska celica
aminokisline membranska
vijaCnica
s super-loCljivim m. s svetlobnim mikroskopom vidno s prostim oesom
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Fluorescenca: revolucija specificnosti

Organizem Organ Tkivo Celica Organel Molekula

- T T T T T T°Tr T°T T

1m 10" m 10% m 103 m 10%m 10°m 10%m 10" m 10®%m 10°m



Fluorescencna barvila

Fluorescencni proteini Organska barvila

Chromophore Structural Motifs of Green Fluorescent Protein Variants

EBFP o r'

BODIPY-FL
fluorescein

Hoechsit 33342 | BODIFY-TR

G|y67 Cascade Yellow -
10 = Pyrene '
Serés K @ m @ i ! IRDye TOODX
resorufin
EGFP . ~10¢
q IE quining @ |
/ ( ’ Gly67 :5_ i SNARF-1
= i?:.'l
=
o 10° HA" ‘r
Tyl’SG — - @ tryptophan @
Figure 2 Thr65 \ .. g L \_.#":l bimane
-— _—
_‘@ ..:-1~1" 9 Lucifer Yellow naphthoflucrescein
m 102 tyrosine . propidium
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I o — = O 2
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o
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o = o < =< 200 300 400 500 600 700 800

Wavelength (A__ . nm)



FluorescenCno oznacevanje proteinov

Nespecificno Specificno

Oznacevanje izoliranih proteinov Fluorescenéno oznacena protitelesa
(npr. protiteles)

0
i L O
0” N NH; pH 7-9 Secondary
0 + + HO” antibody

NHS Ester Primary Amine Stable Conjugate EEEE‘%F
Reagent on Protein (amide bond)

- -

Ekspresija fluorescencnih proteinov v celici




Fluorescencno oznacevanje DNA/RNA

Nespecificho Specificno
DAPI, Hoechst, ... HN ‘:f, ] Fluorescence in situ hybridization (FISH)
Hal H HH
MH2 DNA probe Fluorescent dye
o /

AGTGATAGCGTAGTAATGCJ i

RNA in the cell




Fluorescencno oznacevanje lipidov

Nespecificho Specificno

Fluorescenéni analogi lipidov, ma&cobnih kislin, Vezava na izbrano vrsto lipidov (fosfatidilserin)

transmembranskih proteinov ipd. (amfifilne molekule)

hidrofilno { 1\%*(1

ke
N N0 NN

hidrofobno

L260C L101C

»
L

Ccas Kim Nature Protocols 2010
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