Opazevanje struktur -

1. del - Opticna mikroskopija
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Velikostne skale zivljenja

Telo

Medatomske vezi Lipidi Proteini Kromosom
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0.1 nm lcm 1dm 1m
velikost
>
Monosaharidi, Trans- Ribosom Bakterija Rastlinska celica
aminokisline membranska

vijaCnica

vidno s prostim o¢esom

Laboratorijska biomedicina — Molekularna biofizika



Kako lahko vidimo majhne stvari?




Kako povecamo majhne stvari?

Povecava slike zaradi uklona svetlobe na ukrivljeni povrsini:

objektiv oko/leca
predmet slika na mreznici
v [ #* ali kameri
1
] -
| Il |
goriscna razdalja fi f

Optiéna poveéava: M=y, /y,=f,/f,
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Uklon svetlobe nam zamegli sliko

Vir svetlobe Objekt Interferencni Lecje Slika
vzorec
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Kako podrobno vidimo majhne stvari?

predmet slika profil
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1.

200-300 nm

Locljivost mikroskopa zaradi uklona svetlobe
je odvisna od:

* valovne dolZine svetlobe - 4

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

* ne od povecave!

Ernst Abbe
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Velikostne skale zivljenja

Medatomske vezi Lipidi Proteini Kromosom Evkariontska celica Tkiva Telo

: : : : —
0.1 nm 1 mm lcm 1 dm 1m
velikost
Monosaharidi, Trans- Ribosom Bakterija Rastlinska celica
aminokisline membranska
vijaCnica
s svetlobnim mikroskopom vidno s prostim o¢esom
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Kratka zgodovina svetlobne mikroskopije

17. stol.

Zgradba
presevnega mikroskopa

Leeuwenhoek
Microscope
(circa late 1600s)

detektor
20. stol. objektiv
* 4 oo;-_
r vzorec
;“ vir svetlobe

Laboratorijska biomedicina — Molekularna biofizika



Kaj manjka tem slikam?

Zea stem cs 100X
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V Cem se razlikujeta sliki iste celice?

Presevna mikroskopija Fluorescencna mikroskopija

AN

L

citoskelet kolokalizacija



Fluorescenca: revolucija kontrasta
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Osnove fluorescence

energija

Energijski prehodi elektrona
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\'.—/nesevalni prehodi
absorpcija emisija
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\ /
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\ /
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s

raztezek molekule

Diagram Jabtonskega

verjetnost

Spekter svetlobe

absorpcij emisija

valovna dolzina

—p
Stokesov premik
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Fluorescencni mikroskop

Vir
svetlobe

vzorec

objektiv

vzbujevalni

filter

' dvobarvno
'". ' zrcalo
¢

izsevni

a»
-7 filter

’ detektor

verjetnost

prepustnost

Spekter svetlobe

absorpcija emisija

valovna dolzina

T

—
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Konfokalni fluorescencni mikroskop

* Omogoca opticno rezinjenje Niz slik po globini:
(izven-)
ravnina
I - = 3D rekonstrukcija:

kontfokalm
—
luknjici
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Superlocljiv fluorescencni mikroskop

Fluorescencne kroglice (40 nm)

objekt slika odcitek

Lokalizacijska
mikroskopija
(PALM, STORM)

o = _|_

STED
mikroskopija

on
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Velikostne skale zivljenja

Medatomske vezi Lipidi Proteini Kromosom Evkariontska celica Tkiva Telo

i i i i i i i i >
0.1 nm 1 nm 10 nm 100 nm 1 um lcm 1 dm 1m
velikost
= i

Monosaharidi, Trans- Ribosom Bakterija Rastlinska celica

aminokisline membranska
vijaCnica
s super-loCljivim m. s svetlobnim mikroskopom vidno s prostim o¢esom
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Fluorescenca: revolucija specificnosti

Organizem Organ Tkivo Celica Organel Molekula
1m 10" m 102 m 10° m 10" m 10°m 108 m 10" m 108 m 109 m
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Fluorescencna barvila

Fluorescencni proteini Organska barvila

Chromophore Structural Motifs of Green Fluorescent Protein Variants

BODIPY-FL
fluorescein

EBFP

Hoechsit 33342 | BODIFY-TR

Cascade Yellow
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Fluorescencno oznacevanje proteinov

Nespecificno Specificno

Oznacevanje izoliranih proteinov Fluorescencno oznacena protitelesa
(npr. protiteles)

0
i -
0/N NH; pH7 -9 HU’N Secondary
0 + 0 antibody

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

- -

Ekspresija fluorescencnih proteinov v celici
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Fluorescenc¢no oznacevanje DNA/RNA

DAPI, Hoechst, ...

Nespecificno
o n N
HaM H hH
MH2

Specificno
Fluorescence in situ hybridization (FISH)

Fluorescent dye

DNA probe
~__ /

AGTGATAGCGTAGTAATGCJ i

RNA in the cell
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Fluorescencno oznacevanje lipidov

Nespecificho Specificno

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

transmembranskih proteinov ipd. (amfifilne molekule)

hidrofilno { Q },«

L260C L101C Kim Nature Protocols 2010

hidrofobno
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konfokalno i STED




