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Uberblick: Strukturuntersuchungsmethoden in der
medizinischen Forschung

1. Spektroskopische Verfahren
a) Fluoreszenzspektroskopie
b) Absorptionsspektroskopie
c) Infrarotspektroskopie

2. Mikroskopie
a) Lichtmikroskop

b) Spezielle Lichtmikroskope (
Fluoreszenzmikroskop, CLSM)

c) Superresolutionsmikroskope (SIM, STED)
d) Elektronenmikroskope (TEM, SEM)
e) Rastersondenmikroskope (AFM)

3. Diffraktionsmethoden
a) Rontgendiffraktion



Infrarotspektroskopie

Nahe IR (NIR oder IR-A): 800 nm — 2,5 um
e Infrarotes Licht (IR): A =800 nm - 1000 um ==p  Mittleres IR (MIR oder IR-B): 2,5-50 pm

. ) . Ferne IR (FIR oder IR-C): 50 um — 1000 um
e Ein Typ der Absorptionsspektroskopie

e |R-Lichtabsorption induziert Molekiilschwingungen =—p  |\olekiilstruktur
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Anwendung: ldentifizierung der Molekiile,
Beweis des Raumstrukturs

Statt Wellenlange verwendet man die Wellenzahl (Ny, Reziprok der Wellenlange):

V=— V. [m'1, cm"‘] direkt proportional zur Photonenenergie
Identifizierung der Molekiile
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Epifluoreszenz-Anordnung

Fluoreszenzmikroskop
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»Auflicht-Fluoreszenzmikroskop”: Anregungslicht
wird Uber das Objektiv in das Praparat eingestrahlt.
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intrinsic Fluorophor (Phe, Tyr, Trp)
gefarbt mit Farbstoff (z.B. GFP)




Konfokales Laser Rastermikroskop (CLSM)
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Fluoreszenzmikroskop

CLSM

Vergleichung: CLSM und Fluoreszenzmikroskop
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Auflosungsgrenze des Lichtmikroskops

Bild

. O Airy-Scheibe: Rayleigh-Grenzfall:
Linse zentrales Maximum, umgeben von ] _ )
O:ZD X Ringen abnehmender Intensitat Hauptmaximum stimmt mit dem
wegen der Beugung des Lichtes ersten Minimum der
auflosbar nicht mehr auflosbar benachbarten Beugungsscheibe

0,61-A/(n-sina) I

e—>

b4

Hauptmaximum L
Abbe-Prinzip:

Auflésungsgrenze des

Lichtmikroskops:

-

}

-

A

§=0,61——

Numerische
Apertur

\ (NA)

\
v
v

Intensity
Intensity

 }
I
I
I
Fy
'Y
Y
15
: I,
1, \
| d

e - — e -~

/ .

- . Y

Radial Distance Radial Distance o adial Distance
erstes Minimum 8




Detektor

Mikroskopie mit strukturierter Beleuchtung,
Structured lllumination Microscopy (SIM)
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Stimulierte Emission Depletion Mikroskopie (STED)

Phasenplatte
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e Abtastung ist notwendig.
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Elektronenmikroskope

Transmissions-Elektronenmikroskop
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http://en.wikipedia.org/wiki/File:Polio_EM_PHIL_1875_lores.PNG

Rasterkraftmikroskop
(Atomic Force Microscope, AFM)

wegen der Van der Waals Krafte verbogen.

2. Die Blattfeder (,,Cantilever”) wird }

3. Die Verbiegung einer
Blattfeder wird mit einem
Laserstrahl gemessen.

1. Van der Waals Wechselwirkung
zwischen der Atome der Nadel
und des Praparats.
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ag)tr)na;.glitte 4. Rasterprinzip: die Probe (oder das Praparat)
?I’ ache Deformation wird in X-Y Richtungen bewegt.
(G|Immer)

Inverser piezoelektrischer Effekt:
Spannung - Deformation
150V - 40 pm

12



AFM Betriebsarten

F TR Detektor
\ (Quadranten-
|| photodiode)

Laserstrahl

[ Van der Waals Kraft F =D - As (Hookesches Gesetz)

As: Abbiegung der Blattfeder
D: Federkonstante

s

kontakt

r

Kontakt: die Nadel steht in direktem
mechanischem Kontakt mit dem Praparat, die
Abbiegung der Feder liefert die topographische
Information.

* Z-Riickkopplung: die Abbiegung der Nadel
wird mit dem ,Setpoint” verglichen. Die
Regelung bewegt dann die Nadel entlang
der Z-Achse bis die Auslenkung dem
Setpoint entspricht.

* Die topographische Information (zB. Hohe)
wird in jedem X-Y Bildpunkt aus der AZ
Hohenanderung der Nadel errechnet.

Nicht-Kontakt: die Nadel schwingt mit einer

)
nicht-kontakt /

Erregerfrequenz (f, =f,) Uber dem Praparat. Die
Eigenfrequenz (f,) - und dadurch die Amplitude
bei der eingestellten Erregerfrequenz - andern

sich mit der Topographie des Praparats.

* Z-Rickkopplung: sorgt fir eine konstante
Amplitude mit der AZ Hohendnderung.

¢ _1 D}
0_27z m
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AFM-Bilder

AFM Blattfeder Myosihmolekdile

: \ im*®icken Filament
AFM
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Rontgendiffraktion

Kristallgitter

Bragg-Gleichung:
2d-sinf@=k-A

d: Gitterabstand
6: Beugungswinkel
A: Wellenlange
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Hausaufgaben

Aufgabensammlung

10.1-3, 10.9, 10.10

Feedback
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http://biofiz.semmelweis.hu/run/dl.php?id=3054

