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Uberblick

a) Spezielle Lichtmikroskope:

— Fluoreszenzmikroskop,
— CLSM: Konfokales Laser Rastermikroskop (Confocal

Laser Scanning Microscopy.

b) Superresolutionsmikroskope:
— SIM: Structured lllumination Microscopy,

— STED: Stimulierte Emission Depletion.

c) Elektronenmikroskope:
— TEM: Transmissionselektronenmikroskopie,

— SEM: Rasterelektronenmikroskopie.

d) Rastersondenmikroskope:
— AFM: Rasterkraftmikroskop.

Spezielle Lichtmikroskope

Epifluoreszenz-Anordnung:

Lehrbuch: S. 388-389.

Fluoreszenzmikroskop 1.

»Auflicht-Fluoreszenzmikroskop”:
Anregungslicht wird tiber das Objektiv in
das Praparat eingestrahlt.
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Praktikum der Medizinischen Biophysik: Mikroskopie Il
Fluoreszenzmikroskop 2. Fluoreszenzmikroskop 3.
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Lehrbuch: S. 582-588.

Konfokales Laser Rastermikroskop (CLSM) Beispiele: CLSM-Aufnahmen - 1.
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Beispiele: CLSM-Aufnahmen - 2.
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Superresolutionsmikroskope

Grundproblem - 1.
Beugung des Lichtes:

Huygensches Prinzip:

jeder Punkt einer Wellenfront dient als
Ausgangspunkt einer neuen Welle

Thomas Young: Doppelspaltexperiment
Interferenzmuster entsteht durch Beugung der
Wellenausbreitung am Doppelspalt. Bei monochromatischem
Licht besteht dieses Muster auf dem Schirm aus hellen
Streifen (Maxima) und dunklen Streifen (Minima).
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Grundproblem - 2.

Entstehung der Beugungsscheiben:
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Das zentrale Maximum enthélt 84% o
der Intensitdt, die Umgebung enthalt
16% der Intensitat. 0
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Grundproblem - 3.

Rayleigh-Grenzfall:
Hauptmaximum stimmt mit der
ersten Minimum der benachbarten
Beugungsscheibe

Auflosungsgrenze des Lichtmikroskops:

auflosbar nicht mehr auflésbar
0,61 - A/ (n-sin(a))
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Lehrbuch: S. 384.

Lichtmikroskop
4 'i: Das Abbesche Prinzip:
Gegenstand Bild f ( Auflosungsgrenze des
\ Lichtmikroskops:

Dt . Linse

- @ﬂ“/\M

{ Punktverteilungsfunktion oder

A
§=06l———
Numerische Apertur
A (NA)

Punktbildverwaschungsfunktion:
Abbe-Limit bei ~200 nm

{__ Point Spread Function (PSF)

Abbe-Prinzip, Punktverteilungsfunktion

§=061—
nsinw

¢ A: Wellenldnge erniedrigen
* blauer Lichtfilter,
¢ UV-Licht,

* n:Immersionsdl anwenden
+ w: halben Offnungswinkel erh6hen

/\ /f\
@P® @

gebeugte
Strahlen

optisches
Gitter als
Gegenstand

auBer dem Hauptmaximum die

Beugungsstrahlen erster Ordnung ‘ ‘ ‘ “
H EENE H .

sollen in den Tubus gelangen

Structured lllumination Microscopy (SIM)
Laser - P
lons "o T WD X \\\\\\\\\\\\\\\\\ - t“‘\’\‘\“.
P lai ﬁzerj‘r P t . . L
o) o HEPBIME  Moiré-Efekt
Prﬁ';arat x<& Struktur auflésbar
mum dsé
\ i ‘““:‘
.
““‘i“ﬁittttﬂd i -
B 7‘
\.'\r\\e\‘\i‘tt e o2 ; o2




Stimulierte Emission Depletion Mikroskopie (STED)
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3D-Auflosung der Spezialmikroskope
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Rastersondenmikroskopie
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Rasterkraftmikroskop tehrbuch:$. 575

(Atomic Force Microscope, AFM)

2. Die Blattfeder wird wegen der " .
1. Van der Waals 2. Die Verb
Van der Waals Kréfte verbogen. e Verviesung

Wechselwirkung > einer Blattfeder
zwischen der Atome sdbsck Loop iaintains Constant Cartilover Deflsction wird mit einem
der Nadel und des Laserstrahl

Préparats. gemessen.

Detektor

surface to be examined

3. Rasterprinzip: die Probe
(oder das Praparat) wird in

X-Y-Z Richtungen bewegt. 20




AFM Betriebsarten

* Kontakt: die Messspitze steht in direktem

mechanischem Kontakt mit dem Praparat, die

Feder Auslenkung der Feder liefert die topographische
Information.

/ adel * Z-Riickkopplung: die Auslenkung des
/\‘ Cantilevers und damit die Kraft zwischen

. Spitze und Probe wird mit dem ,Setpoint”
Prapa< verglichen. Die Regelung bewirkt dann eine

Hohenédnderung bis die Auslenkung dem
Setpoint entspricht.

« Die topographische Information (zB. H6he)
wird in jedem x;y Bildpunkt aus der Az
Hohendnderung des Cantilevers errechnet.

Oberflache

* Nicht-Kontakt: der Feder schwingt an seiner
Resonanzfrequenz weiter von dem Préparat. Die
Ukontakt Amplitude und die Eigenfrequenz (f,) &ndern

sich mit der Topographie des Praparats.

Epal,[
o

r « Z-Riickkopplung: sorgt fur eine konstante
Amplitude mit der Az Hohenédnderung des
Cantilevers.

nicht-kontakt
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AFM: Kontakt-Modus

geeignet zur
Untersuchung von
weichen biologischen

Strukturen (zbs. Zellen) Detektor

(Photodiode)

Laserstrahl

F =D - Ax (Hookesches Gesetz)

Kraftmessung /
Elastizitatsmessung an

biologischen Préparaten

Ax: Abbiegung der Blattfeder
D: Federkonstante
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Praktikum: Resonanz

AFM: Nicht-Kontakt-Modus

Resonanz: Eine erzwungene Schwingung, bei der die Frequenz der &duReren
Krafteinwirkung nahe der Eigenfrequenz des Schwingungssystems liegt. In diesem
Fall kdnnen sehr groBe Amplituden auftreten.
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AFM Modell: Nicht-Kontakt-Modus
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N.B.: magnetische Wechselwirkung modelliert die Van der Waals Kréfte




Praktikum: Resonanz

AFM: Nicht-Kontakt-Modus
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Blattfeder / Cantilever

Material: Siliciumnitrid (Si;N,)
Kriimmungsradius: 0,1 nm- 100 pm

Federkonstante™~ 0,1-10 N/m

f, ~ 50-500 kHz

2.0 um

Das Rasterprinzip: Piezoelektrizitat

e Si
e O

++++’+E

U=6-MAx

zBfirQuartzz  §~10'2 V/m
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Das Rasterprinzip: Piezoelektrizitat
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Elektrode
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» Direkter piezoelektrischer Effekt: Deformation > Spannung

* Inverser piezoelektrischer Effekt: Spannung - Deformation

prazise
SchrittgroBe:
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 Aufldsung ist im ~10 pm-Bereich (laterale Auflésung: schlechter).
« Elektrische Isolatoren oder lebendige Zellen konnen auch untersucht werden.
* Messung auch in flissigem Medium mdglich.
* Natives Prdparat (Farbung oder Fixierung ist nicht notwendig).

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

* Nachteile:
* Das Préparat soll zur Tragfliche konjugiert werden, dabei andert sich eventuell
seine Struktur.

« Langsame Abtastung.
* Maximale Abtasthohe ist im pm-Bereich.
* Maximale abtastbare Oberfliche liegt im 100 um?2-Bereich (10*10 um Rechteck).
« Teuer (Instrument, Vorbereitung des Praparats, Cantilever, usw.).
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AFM-Bilder aus unserem Institut

AFM Blattfeder

N

x
Nadel
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Natives SARS-CoV-2 Virus abgebildet mit AFM
Topography, spike dynamics and nanomechanics of individual native
SARS-CoV-2 virions

Bilint Kiss', Zoltan Kis*¥*, Bernadett Pélyi®, Miklos S.Z. Kellermayer'*

bioRxiv preprint doi: https://doi.org/10.1101/2020.09.17.302380
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Pentacen Molekiil

Tunneltstromstérke durch die Nadel (STM)

Nature Chemistry 1, 597 - 598 (2009)
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Elektronenmikroskope

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

Hochspannung @ Hochspannung

Vakuum- ___| Kathode
kammer Vakuum- H—| Kathode
Anode kammer Nl | Anode
Elektronenmikroskopie 2| Linse
Objekt

Ablenkung des
Linsen Elektronen- ]
strahls

Linse —3H

Objekt

Bild Detektor

Film oder Fluoreszenzschirm
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Elektronenmikroskope — Grundprinzip, Beispiele

Viren der Kinderlahmung (TEM)

Auflosungsgrenze (8):
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Zahnschmelzprismen mit den
Apatitkristallen (SEM)
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Dentin mit den Odontol




