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Mikroskopia
svetelna (LM) - (svetlé pole, ...)







Mikroskopia:

svetelna (LM) - (svetlé pole, tmavé pole, fdzovy kontrast, diferenciacny
interferencny kontrast = Nomarského kontrast)

polariza¢na (PM)

fluorescen¢na (FM)

fluorescen¢nd mikroskopia osvetlenej vrstvy/roviny (LSFM)

ultrafialova (UVM)

konfokélna laserova skenovacia (CLSM)

superrozliSovacia fotonova mikroskopia (SIM) + Al (umela inteligencia) +

DL (deep learning, samoucenie pristrojov)

elektronova (EM) - (transmisnd - TEM, vysokorozliSovacia transmisna -

HRTEM, skenovacia - SEM, ...)
atomovych sil (AFM)

Tomografia - skenovanie pocetnosti lacov (rontgénovych, elektronovych,...
Holograficka opticka pinzeta - premiestnenie vzorky pomocou laserového
ltaca

Prvkova analyza - energiovo-disperzna rontgénova analyza (EDXA),
spektralna analyza straty energie elektronov (EELS), energiu-filtrujtca
transmisna elektrénova

Spektralne analyzy, separacie, ...




Si 2500

Fluorescencéna mikroskopia
rezy aj zivymi vzorkami
zobrazenie molekul aj v relativne malych
koncentraciach
mikroskopovanie v laboratérnych podmienkach
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- Skenovacia elektronova mikroskopia - SEM
S~

5N - povrstvenie vodivym materialom, napr. zlatom, paladiom, platinou...
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- mikroskopovanie vo vysokom vakuu
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Kryoskenovacia elektronova mikroskopia
zmrazenie pri -180 °C
odstranenie prchavych latok pri -70 °C

povrstvenie elektricky vodivym materialom pri -130 °C
mikroskopovanie pri -110 °C




Your FIB-SEM for high throughput
3D analysis and sample preparation




Transmisna elektronova mikroskopia - TEM
opracovanie a nasytenie epoxidom

rezanie na ultratenké rezy — hrubé pod 100 nm
kontrastovanie solami uranu, olova, manganu
mikroskopovanie vo vysokom vakuu







Fononova mikroskopia — akusticka mikroskopia

- Vzorka bez opracovania, ale ponorena na tekutiny

- Vzorka mbéze mat aj niekolko mm hribku |

- Bez kontrastovania/farbenia

- Dokaze zistit topologiu, mechanické
vlastnosti, defekty, a to aj v hibke vzorky
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5 " Mikroskopia atémovych sil =
© _~+  AFM (atomic force microscopy)
Mikroskopovanie v bezvibracnych podmienkach!
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Mikroskopia:

svetelna (LM) - (svetlé pole, tmavé pole, fdzovy kontrast, diferenciacny
interferencny kontrast = Nomarského kontrast)

polariza¢na (PM)

fluorescen¢na (FM)

fluorescen¢nd mikroskopia osvetlenej vrstvy/roviny (LSFM)

ultrafialova (UVM)

konfokélna laserova skenovacia (CLSM)

superrozliSovacia fotonova mikroskopia (SIM) + Al (umela inteligencia) +

DL (deep learning, samoucenie pristrojov)

elektronova (EM) - (transmisnd - TEM, vysokorozliSovacia transmisna -

HRTEM, skenovacia - SEM, ...)
atomovych sil (AFM)

Tomografia - skenovanie pocetnosti lacov (rontgénovych, elektronovych,...
Holograficka opticka pinzeta - premiestnenie vzorky pomocou laserového
ltaca

Prvkova analyza - energiovo-disperzna rontgénova analyza (EDXA),
spektralna analyza straty energie elektronov (EELS), energiu-filtrujtca
transmisna elektrénova

Spektralne analyzy, separacie, ...




Vizualizacia bunkov

Imunofluorescenéna mikroskopia

Fluorescent/staining

tag - . .
Goat anti-rabhit

_-Rabbit anti-A |

ch struktar

Konkrétny protein, resp. jeho Specificky tsek -

epitop, je rozpoznany primarnou protilatkou.
Primérnu protilatku Specificky rozpoznava
sekundarna protilatka, ktord moze byt konju-

govana s ta emituje
vo fluorescenénom mikroskope signal.

>
‘.
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Vizualizacia bunkovych struktur

,Jmmunogold” elektrénova mikroskopia

Sekundarne protilatky st pri ImG-EM konjugované
so zlatymi ¢asticami, ktoré sa pri transmisnej EM
vyrazne elektrondenzné.

ImG-EM umoznuje sledovat lokalizaciu konkrétnych
proteinov na ultrastruktarnej tirovni.




Vizualizacia bunkovych struktuar

GFP-fuzie Technika vyZaduje klonovanie D 4%
z o 2  \NR g 5 ¢
DNA a transformaciu daného A LAY
= Normally | (R transgénne organizmy \
With GFP As Tracer
_(xene For 4 -
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GFP =, green fluorescence protein”

Zeleny fluorescen¢ény protein je vo fazii so studovanym proteinom, vd'aka
c¢omu je mozné sledovat jeho lokalizaciu i pohyb v zivych bunkach.



Vizualizacia

FP = fluorescenény protein

Fluorescencny protein na zaklade svojej Struktury (pochadzajuci z réznych
organizmov) méze mat aj iné emitujuce farby — ré6zne odtiene tej istej, alebo
uplne odliSné: Cerveny, fialovy, modry, Zlty... 19




Fazie s GFP umoznujt sledovat lokalizaciu a pohyb studovanych proteinov
(proteinovych Struktar) v zivych bunkach

(ene For
” Protein







Uvod k priprave transgénnych rastlin

* DNA, gén, geneticky kod, expresia génov ==

s

* Ako sa do rastlin vnasaja nové gény (a nové vlastnosti)

Promoter Gene of interest




groove

groove

DNA v jadre (chromozomalna, jadrova DNA)
DNA v plastidoch (plastidova, chloroplastova cpDNA)
DNA v mitochondriach (mitochondridlna mtDNA) =




3. mRANA moves Into
cytoplasm and becomes
associated with ribosomes,

)
nbosomal
subunits

4. tIRNAs with
anticodons carry
amino acids 10 mRNA,

P: vv uuu‘

6. Peptide will be transferred to the
IRNA-amino acid at the A site, and
the IRNA at the P site will depart;
nbosome then moves to the right.




Od génov k proteinom ... od proteinov k fenotypu

* Gén je usek DNA kodujtci urcity produkt

* Gény mozu kodovat: proteiny
t-RNA
r-RNA, etc...

Gene expression

U

Template """
strand

GEN PROTEIN (enzym)

(AR EREERGIERE O

ENZYM — BIOSYNTEZA FARBIVA

.| Translation

GEN FARBA KVETOV

Methionine Proline  Leucine  Alanine  Arginine




* Geneticky modifikované rastliny st tie,
ktorym bol cielene pozmeneny geném
(docasne, alebo dlhodobo/trvalo).

* Zmenami v genOme GM-rastliny nadobtdajt
nové vlastnosti, alebo stracaja niektoré povodné.




Pletivové kultary rastlin a in vitro regeneracia
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Od bunky k celej rastline

odobraté pletivo
(explantat)

regenerovane
rastliny

somatické embryo

protoplast
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Od transformovanej bunky k transformovanej rastline
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Ako sa do rastlinnych buniek vnasaja nové gény?

Priamy transter DNA do protoplastov
(PEG-mediated, transtekcia DNA, injektaz)

Vstrelovanie DNA (biolistika)
(gene-gun)

Vnasanie DNA pomocou baktérii

(Agrobacterium-mediated)




Priama injektaz DNA do protoplastov
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Vstrel'ovanie génov (biolistika)

* Vnasana DNA sa adheruje na mikroprojektily,
ktoré sa tlakom hélia vstrelia do rastlinného pletiva...
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Vnasanie DNA pomocou Agrobacterium tumefaciens

» Agrobacterium ma schopnost preniest a integrovat cast
svojej vlastnej DNA (T-DNA) do rastlinného genému

Agrobacterium turmefaciens FPlant cell

" 2 g \ .
/¥ vir genes 1

Yo
' ( Ti-plasmid

A
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\ Virulence E S ;

Bacterial
chromosome

Transport channel Nuclaus

Mitochondrion
Chloroplast




Pozname mnoZstvo proteinov (molekul), ktoré sa vyskytuji v konkrétnom
bunkovom kompartmente - maju $pecifickt lokalizaciu. Protilatky k takymto
molekuldm (resp. GFP-fazie s prislusnymi proteinmi) mozeme vyuZit ako znacky

(markery) danych kompartmentov/bunkovych struktar.
Okrem protilatok a GFP-fazii je mozné ako znacku pouzit Specifické
fluorescecné farbiva (napr. DAPI - vytvéra vdazbu s nukleovymi kyselinami).

znacka znacka
e ™
Golgiho aparatu DAPI Zluceny signal
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Vacuole Tonoplast Nucleus
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Nuclear

Peroxisome envelope Nucleolus Chromatin
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- Smooth
endoplasmic
reticulum

\
/\

B Golgi body
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Intercellular
air space




Biomembréany su tvorené dvojvrstvou fosfolipidov. Fosfolipidy st amfipatické -

obsahuju hydrofilnti a hydrofébnu cast.

Human cell Mouse cell

CHz—N'(CH);

h=l —
b CH» choline
= 1 —_
£ 0
-~ Z; o=p—0 phosphate[ %' ©nitro
e 0
©
>
=

o " I’(__—‘)phosph

: 4
EHZ_(I:H_CHZ :I glycerol L

r (|2=0 (|2=0
Lateral movement

CH, CHp

(frequent) Flip-flop (rare) ST,
{a) Movement of phospholipids “ H %“;i %ﬁ;ﬁ] ” %ﬁ;ﬁ ” %]“ﬁ \i ” . fatty
W double acids

C\H bond
CH
<Hz

hydrophobic tail

CHy

Ll ALY

Fluid Viscous Cholesterol

- RN - -

<y B °0

\ I == Human e @ 2 Mlomise

_ s s - _ Lei 2 tein

(c) Cholesterol within the membrane protemn l prrate
40 minuates

of incubation
Freeze-fracture of PM~ Transmembrane

proteins

; [a]

- o o & 0

Peripheral - gﬂ e

— membrane - ]
B 8 Q

protein & -] .U' ®

: o
Frozen

extracellular fluid

}W\ MMI | ‘ M 1 Pnzﬁzhzlripiu

Integral
membrane
proteins

/
Peripheral
membrane
* Final product of FF is visualized as SEM of P/E face platinum shadows. protein




Stcasny model biologickej membrany
Model fluidnej mozaiky

Fibers of Carbohydrate EXTRACELLULAR
extracellular FLUID

matrix (ECM)
Glycoprotein

Filaments of Cholesterol
cytoskeleton

Peripheral Integral
protein protein CYTOPLASM

1999 Adduson Wesley Longman, Ino




Zakladné charakteristiky biologickych membran:

Fluidita membran zavisi od teploty, ale i mnozstva dvojitych vazieb v hydrofébnych Castiach

(mastné kyseliny). Cim je dvojitych vazieb viac, tym je membrana fluidnejsia.

Fluidita membran zavisi aj od mnozstva cholesterolu, ktory sa v membranach nachadza.



http://cellbiology.med.unsw.edu.au/units/images/Lipid_rafts.png

Zakladné charakteristiky biologickych membran:

Membrany obsahuju proteiny: periférne, integralne (nekovalentne viazané, zasahuju do
hydrofébneho jadra lipidovej dvojvrstvy alebo preklenuju celd lipidovu dvojvrstvu) a naviazané
k membrane prostrednictvom inej molekuly kovalentne (anchored proteins).

Glykoproteiny (obsahuju molekuly sacharidov) sa vytvaraju v ER a GA bunky a do membrany
su transportované sekretorickou cestou.

Membranové proteiny plnia v bunke rozlicné funkcie: transportéry, kanaly, enzymy, receptory,
sprostredkuju kontakt s cytoskeletom, maju signalnu funkciu, zabezpecuju identitu bunky...

RNV

V membranach sa vytvaraju Specifické funkéné oblasti (tedria membranovych raftov).



http://cellbiology.med.unsw.edu.au/units/images/Lipid_rafts.png

Vlastnosti membran

Mechanicka opora bunky a jej komponentov

Vymena latok medzi priestormi oddelenymi membranou
Semipermeabilita — selektivna priepustnost
Kompartmentalizacia — topologické hranice

Zvacsenie povrchu

Transformacia energie

Signalizacia

Komunikacia

Morfogenéza



oplazmatickd membrana a prijem/v
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Endocyt6za - pinocytoza, fagocytodza, receptormi-sprostredkovand endocytoza

o Ligand binds to membrane receptor. ExtraceNular fluid

) Exocytosis

0 Transport vesicle
and cell membrane
fuse (membrane

e Receptor-ligand migrates to clathrin-coated pit.

Clativin- ©) Endocytosis

Receptor

) Transport vesicle
with receptors moves
to the cell membrane.

To lysosome or «
Golgi complex

o Ligands go to lysosomes
or Golgi for processing.

Vesicle loses
clathrin coat,

and ligands
separate,

Endosome Intracellular fluid

Copynght © 2007 Pearson Education, Inc., publishing as Senjamin Cummings. F|g 5-24 44




Pouzité zdroje su Alberts et al., Cell Biology

Alberts et al., Essential Cell Biology

+ zdroje uvedené v informac¢nom liste alebo odkazy
priamo v prezentaciach k predmetu
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