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TOTAL INTERNAL REFLECTION 
MICROSCOPY
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Ρυθμός διάχυσης (Diffusion rate)
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Νόμος του FICK



Tracks (τροχιές)
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Πώς ξεκινάμε
Step 1 Step 2
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Πώς μοιάζει το περιβάλλον του

OR?
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Έστω ότι έχουμε μια εικόνα χρονικής 
αλληλουχίας, τι κάνουμε μετά;

• Έλεγχος εικόνας (ανάλυση 512x512 
dpi κατά τη λήψη; Δες και French et 
al., 2008)

• Χρειάζεται να κάνουμε ανάλυση;
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Πώς μπορώ να βρω το μέγεθος της 
εικόνας μου;
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Άνοιξε το αρχείο με το FIJI

• Το FIJI ανοίγει πολλούς τύπους 
αρχείων!!!!
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Η εικόνα μου κουνιέται, τι μπορώ να κάνω;
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Αν έχεις διάφορα κανάλια 
μπορείς να τα διαχωρίσεις
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Μπορούμε να βάλουμε 
χρονικές ενδείξεις
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Υπολογισμός ενδιάμεσου χρόνου
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Πώς βάζω κλίμακα;
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1. Εάν έχεις το αυθεντικό 
αρχείο
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2. Εάν δεν έχεις το αρχείο στην 
αρχική του μορφή (π.χ. ‘avi’ files 
etc.)
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Πώς βάζω τη μπάρα
ROI (region of interest)

Εδώ

Step 1: πού θα μπεί
Step 2: κάνε τα εξής
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Step 3: Step 4: Χρώμα κτλ. 
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Τώρα μπορώ να μετρήσω 
αποστάσεις
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Πώς μπορώ να προσαρμόσω τα 
χρώματα;

Λύση: αποχρώσεις του γκρι
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Κορεσμός;
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Τί είναι το Look Up Table 
(LUT)?
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Μπορώ αν επισημάνω 
συγκεκριμένες εντάσεις
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Είναι τα χρώματά μου δυναμικά;
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Τύποι αχρωματοψίας
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Προσομοίωση αχρωματοψίας
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Πώς μπορώ να σχεδιάσω δομές 
στις εικόνες μου;

Με ενδιαφέρει αυτό το σημείο 32



Το σημείο 
κινείται…

Με την αλλαγή χρόνου

t=0 t=10
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Συνεντοπίζονται οι δομές μου;
Συσχέτιση μεταξύ χρωμάτων σε δύο κανάλια:

Pearson's correlation coefficient. Απαραίτητη η 
γραμμική σχέση μεταξύ των χρωμάτων.
Mander’s coefficient. Αναλογική με την ένταση 
σήματος.
Spearman’s rank coefficient. Κατατάσσει σε μία 
σειρά
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Διάγραμμα χωρικών εντάσεων
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Επιλέγω αυτό το 
παράθυρο και το ROI
από το ROI manager 
και η γραμμή 
εμφανίζεται εδώ
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Επέλεξε κάθε παράθυρο και 
‘analyze’->’plot profile’
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Επέλεξε το list button, πάρε τις τιμές και 
μετέφερέ τις στο Excel
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Ok! Πάμε για μετρήσεις!
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Fluorescence recovery 
after photo-bleaching 

(FRAP)
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Ανάλυση δεδομένων FRAP
Select the ROI Use the rectangle tool 

to select the ROI Select the ROI manager
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2. ‘show all’ και ‘labels’

3. επέλεξε ‘more’ και 
‘Multi measure’ 

Αυτό 
είναι το
ROI
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• 4. καταλήγεις με μετρήσεις εντάσεων
‘integrated density’ πρέπει να επιλεχθεί 
(Results-> Set measurements…)
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• 5. στο Excel

Χρόνος

Κανονικοποίηση με 
το θόρυβο (my 
intensity-
background)

51



Παρουσίαση FRAP
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Försters resonance energy 
transfer (FRET)
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Acceptor photo-bleaching

54



55



56



Όχι σημαντικές διαφορές 
στην ένταση

Keep in mind that FRAP takes 
some time (depending on the 
iterations). Therefore, I should 
always check that the 
increased intensity is not due 
to ‘relaxation’ of the CFP

Γράφημα

57



Υπολογισμός απόδοσης κατά FRET
Efret(%)=(Τελική ένταση-Αρχική ένταση)/(Τελική ένταση)
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Πώς παρουσιάζω δεδομένα FRET

Positive 
controls

Negative 
controls
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Επιπλέον διάβασμα

• http://fiji.sc/Cookbook
• http://fiji.sc/Time_Stamper
• http://fiji.sc/Annotating_Images
• http://occm.otago.ac.nz/resources/Making-a-Look-Up-

Table---LUT.pdf
• http://fiji.sc/Image_Intensity_Processing
• Abscissa software http://rbruehl.macbay.de/
• Θεωρία FRAP (Balinski paper) 

http://jcs.biologists.org/content/114/21/3885.full.pdf+
html
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