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Strukturuntersuchungsmethoden in der
medizinischen Forschung

1. Spektroskopische Verfahren
a) Fluoreszenzspektroskopie
b) Absorptionsspektroskopie (UV-VIS)
c) Infrarotspektroskopie

2. Mikroskopie
a) Lichtmikroskop

b) Spezielle Lichtmikroskope (
Fluoreszenzmikroskop, CLSM)

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

3. Diffraktionsmethoden
a) Rontgendiffraktion
b)
c)

Lehrbuch: S. 400-409. und 570-571.

Infrarotspektroskopie

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

e Absorptionsspektroskopie Ferne IR (FIR): 50 um — 1000 pm

e Lichtabsorption induziert Molekiilschwingungen
D
¢ Besonders empfindlich flir die Molekiilstruktur W

m, K m,

Schwerpunkt
0 r‘“
1 D

Abstand der Frequenz der Schwingung: f=—
Atomkerne

,reduzierte Masse”: m,,, =

KRK D ~ 1000 N/m

m, m,

f= Y
@der :lD.AK-Z }
2 e

Mehratomige Molekile:
Die Schwingungen des Wassers
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Symmetrische Antisymmetrische Deformations-
Valenzschwingung Valenzschwingung schwingung

¢ Alle Atome schwingen mit derselben Frequenz aber mit unterschiedlichen
Amplitude und Richtung.
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Anwendung: Identifizierung der Molekiile,
Beweisung des Raumstruktures

Statt Wellenlange verwendet man die Wellenzahl (Kehrwert der Wellenlange):

1
v=—v: [m' ecm'] direkt proportional zur Photonenenergie
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Mehr Infos: https:/A chemistry.msu. htm

Lehrbuch: S. 384.

Zur Erlnnerung' i Mikroskopie
LIChtmlkrOSkOP: Das Abbesche Prinzip:
Auflésungsgrenze des
. Lichtmikroskops:
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Lehrbuch: S. 388-389.

Fluoreszenzmikroskop

Epifluoreszenz-Anordnung:
ATP-Verteilung

visualisiert mit Luciferin
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Lehrbuch: S. 582-588.

Konfokales Laser Rastermikroskop (CLSM)
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Beispiele: CLSM-Aufnahmen

Aktinfaden (griin) Aktinfaden (rot)

Superresolutionsmikroskopie:
Structured lllumination Microscopy (SIM)
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Superresolutionsmikroskopie:
Stimulierte Emission Depletion Microscopy (STED)
-
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Dichromatic
Mirrors

Stefan W. Hell

Nobel Preis 2014

Anregung Au slsi::ta“e-

Anregung und ,Abregung” fast gleichzeitig

—

e ¢ Stimulierte Emission in einer sehr kleinen
~200 nm ~10 nm Raumteil
Abbe-Grenze Superresolution * Abtastung

3D-Auflosung der Spezialmikroskope
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Rastersondenmikroskopie

13

Rastertunnelmikroskop
(Scanning Tunneling Microscope, STM)

Grundprinzip: Bei einer angelegten Spannung zwischen einer feinen
Spitze und einer Oberflache fliellit bei einem ausreichend kleinem Abstand
messbaren Tunnelstrom.

Control voltages for piezotube

Tunneling Distanee control
current amplifier and scanning unit

with electrodes

Piezoelectric tube

== 1(d) = Iye™%
Tunneling ==

voltage

: Data processing
and display

o Tunnel current, [

Tip-sample distance, d
Nachteil: Praparat soll elektrischer Leiter sein.

14

Rasterkraftmikroskop tehrbuch: . 575

(Atomic Force Microscope, AFM)

1. Van der Waals
Wechselwirkung
zwischen der Atome
der Nadel und des
Praparats.

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

Feedback Loop Maintains Constant Cantilever Deflection

Feadback
Loop Output

Signal
Adjusts Z Position

3. Rasterprinzip: die Probe
(oder das Praparat) wird in
X-Y-Z Richtungen bewegt.
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AFM Betriebsarten

e Kontakt: die Messspitze steht in direktem
mechanischem Kontakt mit dem Praparat, die
Feder Auslenkung der Feder liefert die topographische

. Spitze und Probe wird mit dem ,Setpoint”
Praparat
\ Setpoint entspricht.

Information.

/ adel e Z-Riickkopplung: die Auslenkung des
Cantilevers und damit die Kraft zwischen
verglichen. Die Regelung bewirkt dann eine
Hoéhenadnderung bis die Auslenkung dem

°£ « Die topographische Information (zbs.
Hohe) wird in jedem x;y Bildpunkt aus der

Oberflache Az  Hohenanderung des  Cantilevers
errechnet.

* Nicht-Kontakt: der Feder schwingt an seiner

Epot m kontakt Resonanzfrequenz weiter von dem Préiparat. Die

5 Amplitude und die Eigenfrequenz (f,) dndern

I sich mit der Topographie des Praparats.

* Z-Rickkopplung: sorgt fiir eine konstante

_ Amplitude mit der Az Héhenanderung des
nicht-kontakt Cantilevers.
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AFM: Kontakt-Modus

geeignet zur

Untersuchung von
weichen biologischen
Strukturen (zbs. Zellen) Detektor
Laserstrahl (Photodiode)

Ax ~ Kraft

F =D * Ax (Hookesches Gesetz)

Kraftmessung /
Elastizitaitsmessung an
biologischen Praparaten

Ax: Abbiegung der Blattfeder
D: Federkonstante

Kraftmessung mit dem AFM

F=D* Ax
Ax = Abbiegung der Blattfeder
Az = vertikale Bewegung der Blattfeder

|

Az ~ Lange
des Molekiils

\Ax ~ Kraft

— ——
Typ der Wechselwirkung Beispiel GroBe der Kraft
Kovalente Bindung c-C =1600 pN
Sekundarbindungen Biotin / Streptavidin =160 pN
Schwache Bindungen H-Briicke =4 pN
Dehnung eines dsDNS zur 50% relative 0,1pN
Molekiils Verlangerung !
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Praktikum: Resonanz
Elastizitatsmessung mit dem AFM .
g AFM: Nicht-Kontakt-Modus
Resonanz: Eine erzwungene Schwingung, bei der die Frequenz der duReren
Krafteinwirkung nahe der Eigenfrequenz des Schwingungssystems liegt. In diesem
20 Mechanische Fall kdnnen sehr groBe Amplituden auftreten.
Deformationskurve
eines Molekiils = Eirogen
-4 y terschiedlich =
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Praktikum: Resonanz

AFM: Nicht-Kontakt-Modus

Resonanzkurven urspriingliche
durch &ufere Kraft F; Resonanzkurve
\

Amplitude, A

0 fen="fo Frequenz,f
Erreger-
amplitude, urspringliche
Agr Eigenfrequenz, f,
Position (mm)
0 20 40 60 80
E o Amplitude (A) Objekthohe kann
555~ SN ‘ ur durch
2540 N " TN Objekthshe (0) Riickkopplung
5D gemessen werden.
&
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Blattfeder / Cantilever

* Material: Siliciumnitrid (Si;N,)
¢ Kriimmungsradius: 0,1 nm- 100 um

* Federkonstante™~ 0,1-10 N/m

* f,~50-500 kHz

20 um

s. spdter: Sonographie

Das Rasterprinzip: Piezoelektrizitat

Quartz 4@ * Si
3 ®e.| ©O

Deformation

l

U=0-Ax

zBfirQuartz  §~10'2 V/m
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Das Rasterprinzip: Piezoelektrizitat

Elskirode = ‘ Bnik

piszo-
elektrischer _
Kristall

Zzusammen-

fallende yereriie geltrennte

Ladungs- 3 Ladungs- +
Ladungs- schwerpunkie schwerpunkle

schwerpunkte

Elektrode

» Direkter piezoelektrischer Effekt: Deformation - Spannung

* Inverser piezoelektrischer Effekt: Spannung - Deformation

prazise
SchrittgroRe:
0,1 nm

* Piezotransducer in X, Y, Z Richtungen: 150 V = 40 um
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AFM - Eigenschaften

Vorteile:

3D topographische Abbildung mit hoher Auflésung.

Vertikale Auflosung ist im ~10 pm-Bereich (laterale Auflésung: schlechter).
Elektrische Isolatoren oder lebendige Zellen kdnnen auch untersucht werden.
Messung auch in flissigem Medium méglich.

Natives Praparat (Farbung oder Fixierung ist nicht notwendig).

Biologische Strukturen kénnen unter physiologischen Bedingungen untersucht
werden (Temperatur, pH, lonenstarke).

Nachteile:

Das Prdparat soll zur Tragflaiche konjugiert werden, dabei @ndert sich eventuell
seine Struktur.

Langsame Abtastung.
Maximale Abtasthohe ist im pm-Bereich.
Maximale abtastbare Oberflidche liegt im 100 pm2-Bereich (10*10 um Rechteck).

Teuer (Instrument, Vorbereitung des Praparats, Cantilever, usw.).
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Artefakte bei der Abbildung
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AFM-Bilder aus unserem Institut
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Pentacen Molekiil

Tunneltstromstéarke durch die Nadel (STM)

Nature Chemistry 1, 597 - 598 (2009)
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Visualisierung von chemischen Reaktionen
(,,Elektronendensitat”)

LIS

0A 1.4TA

T>90°C

AFM

Elektronenmikroskope

Transmissions- Raster-
Elektronenmikroskop (TEM) Elektronenmikroskop (SEM)

Hochspannung @ Hochspannung

Vakuum- Kathode
i —— Kathode
Bivadin kammer Ancde
Linse
Objekt
) Ablenkung des
Linsen Elektronen- ]
strahls
Linse —
Objekt
Bild Detektor

CaeHu
Reactant 1 Product 2 Product 3 Product 4
29 Film oder Fluoreszenzschirm 30
Elektronenmikroskope — Grundprinzip, Beispiele
Viren der Kinderlahmung (TEM) Auflﬁsungsgrenze (6):

s b

NA

6=~0,2nm
NA ~ 0,03
4 ~0,005 nm Diffraktionsmethoden
s. Materiewellen! —_h

Zahnschmelzprismen mit den -

Apatitkristallen (SEM)

Dentin mit den Odontoblasten (SEM)
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Rontgendiffraktion - Grundlagen

Sphere of
reflection

Equator

Kristallgitter Realraum
Bragg-Gleichung: falls A=konstant: Mcridlan&>\

2d sin 0 = n), d 1 Reziprokraum
. 0
d: Gitterabstand
0: Einfallswinkel Réntgendiffraktion: 0,01-0,1 nm
4: Wellenlange Elektronendiffraktion: 0,1 nm 1A=0,1 nm
Neutronendiffraktion: 0,01 nm 33

Rontgendiffraktion an Fasern

Kontinuierliche Diskontinuierliche
Helix Helix
Meridian
Layer
. 4 P
Réntgen- 3 to
2
Strahlung 1
(1) Equator
—2
-3
-4
Realraum Reziprokraum TN ST
DNS P Vs N\ / AN

34

The Advanced Photon Source

¢ Erzeugung der monoenergetischen Rontgenstrahlung.

2d sin 6= nl 2 soll konstant sein!
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The Advanced Photon Source

2d sin = nl 2 soll konstant sein! Undulator

t Synchrotron i Linac \
e \e /N
Rlng ] QA &\\\%\(&,};\\
Accumulator \ e o Uy
Ring \ 4 Target Gun
\

Synchrotron

Permanent Magnets |

A = konstant = 0.1033 nm
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Rontgendiffraktion an Skelettmuskel

Diinne

Dicke .
Filamente

Filamente
\
Myo- ,/

fibril =—=——

Myosin

Myofibril

Muskelkontraktion:

Aktin-Myosin Querbriicken
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Rontgendiffraktion an Skelettmuskel

20
Meridian ' g’:_o P
8

Skelettmuskel
(Faser) -
. = Untereinheit meridionale

Abstand Struktur

Rontgen-
Strahlung _g
_ e ks _C
o
= .
3 .
- . @ @
Oandt
—— ‘@ o @
= Gitter- dquatoriale
Abstand Struktur
Realraum !
N : 2 250 )
Real- Reziprok-
Raum Raum

Reziprokraum
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Beispiel: die rolle von Nebulin in Skelettmuskel

0.8

. - A: 2] cir
Actin 2:73nm=273A: . P o
Aktin Untereinheit Nebulin o - NebckO
Abstand "o S0 100 150 200 250
spezifische Kraft (mN/mm?2)
27k

ohne Nebulin: diinne Filamente sind mehr ausdehnbar,

g
Kiss et al. PNAS, 2018 « die Muskelkraft nachldsst: Myopathie

’ ’ .
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Rontgendiffraktion — weitere Beispiele

https://www.rcsb.org/

RCSB PDB  Deposit ~ Search ~ Visualize ~ Analyze -~ Download ~ Leam~ Mole ~ -
- » ? Viacro fua[ri:yucurgs
e e e H
$PbE @uvacos JilDmae (Voo |
Heute: 157 935 Strukturen sind erreichbar (18.11.2018: 146 266 Strukturen).
Lysozyme Diffraktionsbild
e 3D-Struktur
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Hausaufgaben: Aufgabensammlung 10.1-3 und 9-10

10 pm

41




