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Kako lahko opazujemo se manjse strukture?

Medatomske vezi Lipidi Proteini Kromosom Evkariontska celica Tkiva Telo

: : : —
0.1 nm 1cm 1dm 1m
velikost
Monosaharidi, Trans- Ribosom Bakterija Rastlinska celica Organi
aminokisline membranska
vijaCnica
? s super-loCljivim m. s svetlobnim mikroskopom vidno s prostim oesom
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Kako lahko opazujemo molekularne strukture?

 ,Sliko” ustvari interakcija svetlobe s snovjo: fotoni (,,delci svetlobe®)
se od elektronov v snovi ,,odbijajo” v vse smeri (= sipanje)

Da lahko delce snovi razlo¢imo na sliki, morajo biti razdalje med

njimi primerljive ali vecCje od valovne dolzine svetlobe
— Z vidno svetlobo ne lo¢imo struktur pod 200 nm

e Za opazovanje molekularnih struktur potrebujemo svetlobo

s krajSo valovno dolzino (41 ~ 0,1-10 nm):

* Rentgenski zarki
 Hitri delci (e, n):

h .. Planckova konstanta
C .. svetlobna hitrost

A=hcl/E
A=h/mv (de Broglie)

(6,6 x103%)s=4,1x101eVs)
(3 x 108 m/s)

Laboratorijska biomedicina — Molekularna biofizika

Wavelength

A

=

Gamma-rays [~ 0.
1A
0.1 nm

X-rays

Visible............. ¢ 1000 nm

Infra-red — 10 1

— 100 um

[ {1000 um
1 mm

Microwaves [~ 1cm

— 10 cm

—1m
Radio, TV

— 10m

— 100 m

— 1000 m
Long-waves

1
nm 400 nm
— 10n
Ultraviolet — 500 nm
— A00 nm

— 600 nm

700 nm



... 2 elektronskim mikroskopom

Namesto EM valovanja uporabimo hitre delce, '
ki se obnasajo podobno!
cryo-TEM slika 3D elektronska gostota model strukture

A\

TN

povprecna 2D slika delca:

Kemijski Institut
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... S sipanjem rentgenske svetlobe

* Prisipanju svetlobe na vec delcih dobimo
interferencni vzorec

» Ce se razdalje pravilno ponavljajo (kristal),
so interferencne ojacitve ostre

» Kaksna elektronska struktura je povzrocila
izmerjen interferencni vzorec?
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... S sipanjem rentgenske svetlobe

* Rentgenski interferencni vzorec
na kristalu DNA razkrije obliko
dvojne vijacnice!

* Rentgenska kristalografija je do
sedaj najuspesnejsa metoda za
dolocanje struktur proteinov!

+ doseze locljivost pod 0,1 nm

— potrebna kristalizacija vzorca
(red dolgega dosega ojaci signal)

Franklin & Gosling Nature 1953 Watson & Crick Nature 1953
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.. S sipanjem rentgenske svetlobe pod ozkimi koti (SAXS)

MLV
* PonavljajoCe se dimenzije = m
molekularnih struktur povzrocijo
interferencne vrhove tudi v raztopini.
) 1-10 um g

* |z izraCunanega profila elektronske
gostote doloCimo znacilne razdalje: 0

* velikost micel B ki
* debelina membran 5
y : : S .

* povprecne razdalje med molekulami . il
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e Podobno tudi z nevtroni (SANS) SVUUURINL SOOI .
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... S spektroskopijami
vzt A

. 430nm
\-

* Merimo prenos energije vzbujenega stanja z enega dela

molekule na drugi del n
442nn\1' FjﬁT

530nm

* Z EM valovanjem v vidnem, IR, MW ali RF delu spektra lahko
merimo razdalje v molekuli z natancnostjo pod 0,1 nm!

* primeri:
 FRET (fluorescence resonance energy transfer)
* NOE (nuclear Overhauser effect)

 ELDOR (electron-electron double resonance)
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