Auflésungsgrenze des Lichtmikroskops
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Methoden der
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Lichtmikroskopische Techniken “,, ity ~\
Rastermikroskope Gebeugte
Elektronmikroskope Sher oo o strahlen
Diffraktionsmethode Auflésungsgrenze: 5=0,61-A/(n - sinw)

Mit A=400 nm, n=1,6 und ®~90° ist d~150 nm
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Konfokale Mikroskopie
Zweiphotonenmikroskop
Fluoreszenzkorrelationsmethode
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Fluoreszenzmikroskop
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Aus Tubulin bestehende
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Konfokales Mikroskop

Dendritische Zelle mit
Pollenteilchen.

3D Aufnahme mit konfokalem
Mikroskop.




Gleichzeitige Anwendung von mehreren
fluoreszierenden Markierungen

Excltation fnm:

He-La Zellen markiert mit
funf unterschiedlichen
Fluoreszenzmethoden.

Der Masstab ist 20 ym.

Fluoreszenzanregung mit zwei Photonen
Zweiphotonenmikroskop
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Fluoreszenzemission bei
Einphoton- und

IR Laser Zweiphotonenanregung.

Auflésung!

Zweiphotonenmikroskopie

Visual Cortex von genetisch
manipulierten Mause die GFP
produzieren.

Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS)

Fluktuation der Molekilen in einem
sehr kleinen Volumen: fl
Konzentration: 10 nM

Anzahl der Molekiile in
Beobachtungsvolumen betragt 125
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Ahnlich zur dynamischen Lischtstreuung, aber mit Fluoreszenz




Autokorrelationsfunktion
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14— charakteristische Zeit der Diffusion eines Molekuls

Diffusionskonstante ist abhangig von der Molekiilengrofie!

Welche Information kann man erhalten?

Ligandenbindung
Kleines Ligandmolekil mit Fluoreszenzmarkierung + grof3es
Eiweilmolekil: Diffusionskonstante andert sich

Aggregation
Markierte Proteine Lichtintensitat von Dimere, Tetramere... ist hoher

Konzentration

Reaktionsgeschwindigkeit

Diffusion in der Inneren der Zellen

Die Autokorrelationsfunktion muss zu einer Modellfunktion angepasst
werden um diese Informationen aus der Parametern der angepasste
Funktion zu erhalten.

RASTERSONDENMIKROSKOPE

Rastermikroskope
(Scanning Probe Microscopes)

STM:
Scanning Tunneling Microscope
Rastertunnelmikroskop
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Atomic Force Microscope
Rasterkraftmikroskop
(Atomkraftmikroskop)

Das Rastertunnelmikroskop wurde in 1981 von
Heinrich Rohrer és Gerd K. Binnig entwickelt. Fiinf
Jahre spater sie erhalten den Nobel-Preis.




Rasterkraftmikroskop (Atomkraftmikroskop)

(Atomic Force Microscope-AFM) FEEEUIE LG

Messung des Tunnelstrom
Tunnelstromes

Rickkoppluns-
elektronik
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Der Tunnelstrom ist konstant gehalten mit der

3 th(mamn/;
e vertikalen Bewegung des Objektes.
Die Kraft zwischen der Nadel und dem Objekt AFM Messmethoden

eeine sehr spitze, nadelartige Sonde

*Krimmungsradius bei der Spitze ~ 10-20 nm => x-y Auflésung!
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* Kontakt-Modus

* Der intermittierende Modus
(engl.: intermittent contact mode, oder
tapping mode genannt)

Kraft
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AbstoRungskraft

Anziehungskraft




AFM Aufnahmen

Hitzeschockproteine Rote blutzellen

AFM Aufnahmen
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Progressive images from atomic force microscopy show the compaction of DNA
caused by a protein called AbF2. (https://www.lInl.gov/str/May04/DeYoreo.html)

ELEKTRONENMIKROSKOPE

Transmissionselektronenmikroskop
Rasterelektronenmikroskop




Transmissionselektronenmikroskop
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Auflésungsvermaogen des Elektronenmikroskops
Abbe’sches Prinzip und Materialwellen

Materialwelle: Zu einem Teilchen mit m Masse und v
Geschwindigkeit, kann man eine Welle (Materienwelle)

h

zuordnen, die eine Wellenlange von 4 =——  hat.

mv
Die Geschwindigkeit des Elektrons nach einer Beschleunigung
mit U Spannung betragt:

h
2eU womit: A =

V= m \J2emU

Typisch kann A 5 pm sein. Aber o ist sehr klein! NA=~0,002

0=0,61-A/(n"sinw)~ nm

DIFFRAKTIONSMETHODE




Rontgendiffraktion

Anwendung der Rontgenstrahlung in Strukturanalyse
der Materie.

Zur Erinnerung:
Diffraktion des Lichtes

. kA
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Rontgendiffraktion

Was fiir ein Gitter passt zur Rontgenstrahlung?
A <d
Agtg 10-100 pm

~100 pm

Kristallgitter

nA = 2d sin®

Aufbau des Rontgendiffraktionsgerates

AN~ 4

spsmamms Nicht gebeugte Strahlung (0-te Ordnung)
\\ Gebeughte Strahlen

Photoplatte
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The PDB archive contains information about experimentally-determined
structures of proteins, nucleic acids, and complex assemblies. 4s a
member of the wwPDB, the RCSE PDB curates and annotates PDBE data
according to agreed upon standards.

The RCSBE PDB also provides a variety of tools and resources. Users can
perform simple and advanced searches based on annotations relating to
sequence, structure and function, These molecules are visualized,
downloaded, and analyzed by users who range from students to
specialized scientists.
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Elektronen und Neutronendiffraktion

A: Materialwellen
Elektronen: Kleine Eindringstiefe: Oberflachen

Elektronen und Neutronen werden an den
Atomkernen gestreut.

(Rtg wird durch Elektronenwolken gestreut.)
Elektronen werden an den schwereren Kernen gestreut

Neutronen auch an den Protonen, =>
Neutronendiffraktion gut zur Strukturuntersuchung
von wasserstoffhaltigem Material.




