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6. Σύγχρονες μέθοδοι 

απεικονιστικής ΙΙ (AFM, 

molecular motors, SEM/TEM, 

cryoEM, light sheet)
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1. Να περιγράψετε τις μεθόδους AFM, SEM/TEM/CryoEM και light sheet

2. Να περιγράψετε μοριακές μηχανές και πώς περίπου λειτουργούν

Νέες δεξιότητες-Διάλεξη 6

Τι θα θέλατε να ακούσετε; Τι έχετε ακούσει; Τι θα θέλατε να μάθετε

σχετικά με εξωτικές τεχνικές μικροσκοπίας;



STM scanning tunneling microscope

AFM Atomic force microscope

FFM (or LFM) (Lateral or Friction) force microscope

SEFM Scanning electrostatic force microscope

SFAM scanning force acoustic microscope

AFAM atomic force acoustic microscope

SMM scanning magnetic microscope

MFM magnetic force microscope

SNOM scanning near field optical microscope

SThM scanning thermal microscope

SEcM scanning electrochemical microscope

SKpM scanning Kelvin Probe microscope

SCPM scanning chemical potential microscope

SICM scanning ion conductance microscope

SCM scanning capacitance microscope

Μικροσκοπίες σάρωσης με ακίδα

Ανιχνευτής

Δείγμα

Λέιζερ

Μοχλός



➢ Η τεχνική SPM (Scanning probe microscopy) απεικονίζει επιφανειακές 

δομές με ατομική ανάλυση (ύψος) χωρίς να προοκαλεί τη βλάβη του 

δείγματος 

➢ Τρισδιάστατη εικόνα

➢ Η SPM λειτουργεί χωρίς κενό και σε αντίθεση με ηλεκτρονικά και οπτικά 

μικροσκόπια μπορεί να μετρήσει και φυσικές παραμέτρους

Μικροσκοπίες σάρωσης με 

ακίδα



6Scanning Tunneling 

Microscopy (STM)
Atomic Force Microscopy (AFM)

STM scanning tunneling microscope

AFM Atomic force microscope

FFM (or LFM) (Lateral or Friction) force 

microscope

SEFM Scanning electrostatic force 

microscope

SFAM scanning force acoustic microscope

AFAM atomic force acoustic microscope

SMM scanning magnetic microscope

MFM magnetic force microscope

SNOM scanning near field optical 

microscope

SThM scanning thermal microscope

SEcM scanning electrochemical 

microscope

SKpM scanning Kelvin Probe microscope

SCPM scanning chemical potential 

microscope

SICM scanning ion conductance 

microscope

SCM scanning capacitance microscope

Μοχλός και 
ακίδα

Πιεζοηλεκτρική 
τράπεζα

Επιφάνεια 
δείγματος

Φωτοδίοδος

Λέιζερ

Ανιχνευτής και 

ηλεκτρονικά



7Μικροσκόπιο 

ατομικών δυνάμεων
Atomic Force Microscopy (AFM)

δείγμα

Το 1981, οι G. Binning και H. Rohrer 

εφηύραν το STM

Nobel 1986

Η νέα του μορφή είναι το AFM Μοχλός και 
ακίδα

Πιεζοηλεκτρική 
τράπεζα

Επιφάνεια 
δείγματος

Φωτοδίοδος

Λέιζερ

Ανιχνευτής και 

ηλεκτρονικά



8To AFM βασίζεται σε δια-

ατομικές δυνάμεις

• Van der Waals

• Ηλεκτροστατικές

• Μαγνητικές

• Από επαφή

Εφαρμογές

✓ Μετουσίωση πρωτεϊνών μπορεί να μελετηθεί

✓ Μπορεί να μελετηθεί η προσδεσιμότητα

✓ Εντοπισμός στην επιφάνεια του κυττάρου

✓ Μελέτη επιφανειακής τριβής σε επιφάνειες

Μειονεκτήματα

• Περιορισμένο εύρος

• Περιορισμός στη μεγέθυνση

• Μπορεί η ακίδα και το δείγμα 

να χαλάσουν

• Περιορισμός στην ταχύτητα 

σάρωσης

Πλεονεκτήματα

• Εύκολη προετοιμασία δείγματος

• Λειτουργεί σε κενό, αέρα και υγρό

• Ακριβής υψομετρική απεικόνιση

• Ζωντανό ιστό



9Εικόνες από AFM



10TEM/SEM/CryoEM

Σύγκριση μεταξύ AFM-TEM-SEM

Προετοιμασία δείγματος

Ανάλυση

Κόστος

Περιβάλλον δείγματος

Βάθος πεδίου

Είδος δείγματος

Χρόνος απεικόνισης

Μέγεθος δείγματος

Μέγιστο μέγεθος

Μετρήσεις

Μικρή ή καμία

0.1 nm

Μικρή 

Οποιοδήποτε

Φτωχό

Αγώγιμο ή μη 

αγώγιμο

2-5 λεπτά

Απεριόριστο

3D

Μικρή ή μεγάλη

5 nm

Μεσαίο 

Κενό ή αέριο

Καλό

Αγώγιμο 

0.1-1 λεπτά

1 mm

30 mm

2D

Μικρή ή μεγάλη

0.1 nm

Υψηλό 

Κενό

Φτωχό

Αγώγιμο 

0.1-1 λεπτά

100 nm

2 mm

2D

AFM SEM TEM
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Πρότυπο περίθλασης

χρωμοφόρο

Άνοιγμα φακού

Όριο περίθλασης
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Όριο περίθλασης: εξαρτάται από 

το μήκος κύματος

Κόκκινο: πολλή περίθλαση Μπλε: όχι τόσο περίθλαση
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Η ιδέα της ηλεκτρονικής 

μικροσκοπίας

Περίθλαση

Λόγω της κυματικής φύσης του φωτός

ηλεκτρόνια

Ύλη και κυματική μορφή-σωματιδική φύση

Περίθλαση του ηλεκτρονίου<<<Περίθλαση του 

φωτονίου με βάση τη μάζα

mécanique ondulatoire

(wave mechanics)
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Περίθλαση του ηλεκτρονίου<<<Περίθλαση του 

φωτονίου

Η ιδέα της ηλεκτρονικής 

μικροσκοπίας
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Ευκρινής εικόνα

Θολή εικόνα

Οπτικός 

φακός

Ηλεκτρομαγνητικός 

φακός

Η ιδέα της ηλεκτρονικής 

μικροσκοπίας
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Χρώση δείγματος: οξικό ουρανύλιο

ΠροβολέαςΑντικειμενικός

Δ
εί

γ
μ

α

Συγκεντρωτικός

Ηλεκτρομαγνητικοί φακοί

Π
α

ρ
α
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ω

γ
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ο
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ν

Φθορίζουσα 

οθόνη

ΤΕΜ
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SΕΜ

Πλέγμα σάρωσηςΑντικειμενικός

Δείγμα καλυμμένο με 

πλατίνα, ιρίδιο κτλ.

Συμπυκνωτής

Ηλεκτρομαγνητικοί φακοί

Ανιχνευτές 

σκεδαζόμενων 

ηλεκτρονίων

Π
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SΕΜ

Κρύσταλλος

Κρυσταλλογραφία

Η κρυστάλλωση των πρωτεϊνών είναι πολύ 

δύσκολη διαδικασία



19O πάγος σώζει

Άμορφος πάγος (δεν έχει νούμερο): >17 μορφές πάγου, πολλές μετασταθερές

Ο πάγος στη γη μας έχει εξαγωνική διευθέτηση



20

Άμορφος πάγος (δεν έχει νούμερο): >17 μορφές πάγου, πολλές μετασταθερές

Ο πάγος στη γη μας έχει εξαγωνική διευθέτηση

H κρύο-ηλεκτρονική 

μικροσκοπία

Κρύο-ηλεκτρονική μικροσκοπία
Μία δέσμη ηλεκτρονίων 

βομβαρδίζει ένα παγωμένο 

διάλυμα πρωτεϊνών. 

Τα μόρια των πρωτεϊνών έχουν 
διαφορετικές διατάξεις

Λογισμικό

Συνδυασμός όλων των εικόνων

3D απεικόνιση της πρωτεΐνης

Δέσμη ηλεκτρονίων

Παγωμένο δείγμα 

πρωτεϊνών



21H κρύο-ηλεκτρονική 

μικροσκοπία

Τυπική εικόνα από CryoEM



22Light sheet fluorescence 

microscopy

Φως φθορισμού

Φακός

Στόχος

✓Να μειώσει τη 

φωτοκαταστροφή

✓Παρατήρηση για 

μεγάλα διαστήματα

✓Να κάνει αναδόμηση 3D

✓Να μειώσει το θόρυβο 

περίθλασης σε τομές

Κάμερες

δείγμα

Οπτικό 

σεντόνι
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✓ Απόζευξη του φωτισμού και 

ανίχνευσης

✓ Κυλινδρικός φωτισμός 

δημιουργεί ένα light sheet

Πώς λειτουργεί;

Φως

Κυλινδρικός 
φακός

Φακός



24Προετοιμασία δείγματος



25Μειονεκτήματα

Μονόπλευρος 

φωτισμός

Δείγμα

Διάθλαση

Περίθλαση

Απορρόφηση



26Το πρόβλημα της σκίασης

Μονόπλευρος 

φωτισμός

Αμφίπλευρος 

φωτισμός



27Συγκριτική ανάλυση τύπων 

μικροσκοπίας



28Το πρώτο μικροσκόπιο light 

sheet

Slit Ultra Darkfield (1903), 

Siedentoph and Zsigmondy



29Προσαρμογή των φακών



30Dual view inverted SPIM (diSPIM)
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Ταυτόχρονα και 6 φωτισμοί

Ultramicroscope



32Φτιάξε το μόνος σου!



33Digitally Scanned Laser Light 

Sheet (DSLM)



34Lattice Light Sheet 

Microscopy



35To πρόβλημα της διαχείρισης 

των δεδομένων

Ένα ιSPIM 1 ώρα 2 TB

Αναδόμηση εικόνας 2 ημέρες

Cluster
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Κυστίδιο

Ουρά

Κοτσάνι

Κεφάλι

Ελαφριές αλυσίδες

Κινεσίνες
1.Βασικές αρχές μοριακών μηχανών
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Μυοσίνη

Ακτίνη

Ουρά

Κεφάλι

Ελαφριές αλυσίδες

Μυοσίνες (Myosins)

37



Δάκτυλα
αντίχειρας

παλάμη

DNA

Πολυμεράσες
3
8



Συνθάση του ATP
39



Flagellin

Άγκιστρο

MotFli

Το βακτηριακό μαστίγιο
40



✓ Σχετίζονται με τη βιολογία:

Σημαντικές κυτταρικές λειτουργίες

✓ Σχετίζονται με την ιατρική:

Μεταφορικές ανωμαλίες οδηγούν σε ασθένειες.
Η ρύθμιση των μοριακών κινητήρων μπορεί να επιφέρει
θεραπείες.

✓ Σχετίζονται με τη (νανο)μηχανική:

Η κατανόηση του πώς οι μοριακοί κινητήρες λειτουργούν στο
επίπεδο νανομέτρων μπορεί να μας επιτρέψει την παραγωγή
μικρών (νανοκλίμακα) μηχανών

Γιατί μας ενδιαφέρουν οι μοριακοί
κινητήρες;



Τα βιομόρια ακολουθούν τους ίδιους φυσικούς κανόνες;

➢ Τι δεν είναι σημαντικό για τους μικροκινητήρες που είναι σημαντικό
για εμάς?

Αδράνεια (διάχυση) & Ορμή

➢ Τί είναι πιο σημαντικό
Ιξώδες, θερμικός θόρυβος Thermal noise (assumptions; local 

equilibriums)

(started in 1927 drop no. 9)

The pitch drop experiment (Ig Noble 2005)

R. Edgeworth, B.J. Dalton and T. Parnell 

Eur. J. Phys (1984) 198-200 

Φυσικές συνθήκες
4
2



Πώς τα ξέρουμε όλα αυτά;
4
3

Θεωρητικά μοντέλα

AFM Οπτική παγίδα Μαγνητική παγίδα

Μαγνήτες

σφαιρίδια

Πρωτείνες
σε 
διπλοστιβά
δα

πρωτεΐνες

πρωτεΐνες

Πρωτείνες σε 
διπλοστιβάδα

δίοδος λέηζερ

Μοχλός

Πρωτεϊνη

Πρωτεΐνη σε 
υποστηριζόμενη 
διπλοστιβάδα



doi.org/10.1364/OL.11.000288

4
4

Περιγραφή μοντέλων

https://doi.org/10.1364/OL.11.000288


➢ Χρησιμοποιεί ATP

➢ Μετακίνηση πάνω σε μικροσωληνίσκους, μονομερές μέγεθος 8 nm 

➢ Μετακίνηση περίπου 100 βημάτων
➢ Δύναμη 6-7 pN

V=s/t

Δύναμη ~ pN

Απόσταση ~ nmRoss lab

Θεωρητικά μοντέλα



Κινητήρες που κινούνται

Σε μικρά γκρουπ
(e.g. κινεσίνη)

Porters

Μη κινούμενοι κινητήρες

Δουλεύουν σε γκρουπ (π.χ. μυοσίνη II)

Rowers

Θεωρητικά μοντέλα



7. Λειτουργική απεικονιστική 

ανάλυση (FRAP, FRET, FLIM, 

Molecular tracks, diffusion 

coefficient, κτλ.)

Την επόμενη φορά… 47


