Opazevanje struktur -

1. del - Opticna mikroskopija
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https://www.youtube.com/watch?v=DWouwx3Hxmk



Velikostne skale zivljenja

Medatomske vezi Lipidi Proteini Kromosom Evkariontska celica Tkiva Telo
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Kako lahko vidimo majhne stvari?




Kako povecamo majhne stvari?

Nastanek slike zaradi loma svetlobe na ukrivljeni povrsini (geometrijska optika):

objektiv oko/leca
predmet slika na mreznici
v [ ali kameri
1
:I Y)
| Il |
goriscna razdalja fi f

Opti¢na povecéava: M=y, /y,=f,/f;
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Uklon svetlobe nam zamegli sliko

Nastanek slike zaradi uklona svetlobe:

® S

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

* Slika to¢ke zaradi uklona svetlobe ni neskonéno ostra. Ce predmet

slika profil
sta dve tocki preblizu skup, se njuni sliki zlijeta.

* Najmanjsa razdalja med dvema toc¢kama (d), pri kateri ju © -weiEiiia £ t d
lahko razloCimo na sliki, je locljivost mikroskopa.
Ta je odvisna od:
* valovne dolzZine svetlobe - 4
* numeri¢ne odprtine objektiva - NA = n sin(a)
n - lomni koli¢nik medija
a - polovicni kot zajema svetlobe ®
* ne od povecave!

Ernst Abbe 4

(©]
a4,
* Z opticnim mikroskopom lahko razlo€imo le podrobnosti
vecje od d (v najboljSem primeru A /2, t.i. uklonska limita)! 200-300 nm
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Velikostne skale zivljenja

Medatomske vezi Lipidi Proteini Kromosom Evkariontska celica Tkiva Telo
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Kratka zgodovina svetlobne mikroskopije

17. stol.

Zgradba
presevnega mikroskopa

Leeuwenhoek
Microscope
(circa late 1600s)

detektor
20. stol. objektiv
o™ . o
r vzorec
,y.. vir svetlobe
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Kaj vidmo na teh slikah?

Zea stem cs 100X
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Dve nadgradnji presevnega mikroskopa
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https://cytosmart.com/
https://www.microscopyu.com/
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V cem se razlikujeta sliki iste celice?

Presevna mikroskopija Fluorescenc¢na mikroskopija

gy
wi %

A

citoskelet kolokalizacija



Fluorescenca: revolucija kontrasta
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<« Narascujoca frekvenca (v) v Hz

102 10% 10%° 10™ 10™ 10™ 10™ 10™ 10° 10% 10% 10% 10° V(H2)
| | | | | | | | | | 1 | |

Osnove fluorescence
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Narascujoca valovna dolzina (A) v nm —

Energijski prehodi elektrona Spekter svetlobe
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raztezek molekule valovna dolzina

ﬁ

Diagram Jabtonskega Stokesov premik
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Fluorescencni mikroskop

vzorec
objektiv
vzbujevalni
filter
' dvobarvno
vir "
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Konfokalni fluorescencni mikroskop

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

kontfokalni
—
luknjici
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Superlocljiv fluorescencni mikroskop

Fluorescencne kroglice (40 nm)

objekt slika odcitek

Lokalizacijska
mikroskopija
(PALM, STORM)

e = _I_

STED
mikroskopija

on
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Velikostne skale zivljenja

Medatomske vezi Lipidi Proteini Kromosom Tkiva Telo
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Fluorescencna barvila

Fluorescencni proteini

Chromophore Structural Motifs of Green Fluorescent Protein Variants
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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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Fluorescencno oznacevanje proteinov

Nespecificno Specificno

Oznacevanije izoliranih proteinov Fluorescenéno oznacena protitelesa
(npr. protiteles)

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

NHS Ester Primary Amine Stable Conjugate NHS ZHEE%Y
Reagent on Protein (amide bond)

- =

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

DAPI, Hoechst, ...

Nespecificno
HNYQ}, 1\
Hah H NH
MH;

Specificno
Fluorescence in situ hybridization (FISH)

Fluorescent dye

DNA probe
~ /

AGTGATAGCGTAGTAATGCJ i

RNA in the cell

’ 4—— BCR-ABL gene fusion
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Fluorescencno oznacevanje lipidov

Nespecificno Specificno

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

transmembranskih proteinov ipd. (amfifilne molekule)

hidrofilno { wé*}

L260C L101C Kim Nature Protocols 2010

hidrofobno
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Vaje na lJS: petek, 18. 4. 2025

2 skupini do 7 oseb.
Zacetek ob 11.00/ 13.00.

Dobimo se v galeriji 1JS (glavna stavba, vhod s parkiriS¢a na Jamovi cesti).

Trajanje vaje vsake skupine: 3h (2h v laboratoriju + 1h za obdelavo materiala).

 Vsaka skupina potrebuje en racunalnik z nalozenim programom Fiji (https://fiji.sc)

 Vaje vodijo kolegi Laboratorija za biofiziko: Hana Kokot, Bostjan Kokot

» Vsaka skupina pripravi kratko predstavitev (cca 10 min), pri tem sta vam
koordinatorja vaj na voljo Se eno dodatno uro (se sami dogovorite za termin)

e Predstavitve 25. 4. 2025
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Kako lahko opazujemo se manjse strukture?

Medatomske vezi Lipidi Proteini Kromosom Tkiva Telo
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Kako lahko opazujemo molekularne strukture?

 ,Sliko” ustvari interakcija svetlobe s snovjo: fotoni (,,delci svetlobe®)
se od elektronov v snovi ,,odbijajo” v vse smeri (= sipanje)

Da lahko delce snovi razlo¢imo na sliki, morajo biti razdalje med

njimi primerljive ali vecje od valovne dolzine svetlobe
— Z vidno svetlobo ne lo¢imo struktur pod 200 nm

e Za opazovanje molekularnih struktur potrebujemo svetlobo

s krajso valovno dolzino (1 ~ 0,1-10 nm):

e Rentgenski zarki
* Hitri delci (e, n):

h .. Planckova konstanta
C .. svetlobna hitrost

A=hcl/E
A=h/mv (de Broglie)

(6,6 x1034Js=4,1x101eVs)
(3 x 108 m/s)
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— A00 nm
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... Z elektronskim mikroskopom

Namesto EM valovanja uporabimo hitre delce, ki se obnasajo podobno!

cryo-TEM slika 3D elektronska gostota model strukture

e C "'A

povprecna 2D slika delca:

Kemijski Institut
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.. S sipanjem rentgenske svetlobe

* Prisipanju svetlobe na vec delcih dobimo O
interferencni vzorec =

« Ce se razdalje pravilno ponavljajo (kristal),
so interferencne ojacitve ostre

e Kaksna elektronska struktura je povzrocila
izmerjen interferencni vzorec?
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... S sipanjem rentgenske svetlobe

* Rentgenski interferencni vzorec
na kristalu DNA razkrije obliko
dvojne vijacnice!

* Rentgenska kristalografija je do
sedaj najuspesnejsa metoda za
dolocanje struktur proteinov!

+ doseze locljivost pod 0,1 nm

— potrebna kristalizacija vzorca
(red dolgega dosega ojaci signal)

Franklin & Gosling Nature 1953 Watson & Crick Nature 1953
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... S sipanjem rentgenske svetlobe pod ozkimi koti (SAXS)

M L\/ :..:",.:,."T XXX T ¢

* Ponavljajoce se dimenzije =
molekularnih struktur povzrocijo @I T
interferencne vrhove tudi v raztopini. = | \

! 1-10 um ¥ . - A.Z‘.‘A‘AIMLT,_.,_I’.l_‘..!

* |z izraCunanega profila elektronske
gostote doloCimo znacilne razdalje:

* velikost micel

-
o
o
(o}

* debelina membran

e povprecne razdalje med molekulami

100 3

Intensity [arb. units]

—
O
rr—

e Podobno tudi z nevtroni (SANS)
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... S spektroskopijami
szt A

* Merimo prenos energije vzbujenega stanja z enega dela Yo
molekule na drugi del u

530nm

* Z EM valovanjem v vidnem, IR, MW ali RF delu spektra lahko
merimo razdalje v molekuli z natancnostjo pod 0,1 nm!

* primeri:
 FRET (fluorescence resonance energy transfer)
* NOE (nuclear Overhauser effect)

 ELDOR (electron-electron double resonance)
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