~ IL MICROSCOPIO
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Lo studio delle cellule inizid con
I'invenzione del microscopio

composto (formato da piu lenti) per
mezzo del quale si poterono osservare
strutture molto piu piccole di quelle
visibili ad occhio nudo.

Le prime lenti furono costruite tra | 5

1100 e il 1200. Lamp  Water
i Flask
i

Leonardo da Vinci fu il primo,
nel 1508, a proporre l'uso di lenti
a contatto per correggere i difetti
della vista

Specimen

older Hooke Microscope

(circa 1670)
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Nel 1590 i fratelli JANSSEN mettendo
insieme due lenti all’'interno di un
tubo,costruirono un rudimentale
microscopio composto. All'inizio del XVII
secolo, anche GALILEO GALILEI

costrui un microscopio inserendo due lenti
in un cilindro e con questo strumento
riusci ad osservare prima e descrivere poi
la struttura geometrica degli occhi delle
mosche

Nel 1674 ANTON VAN LEEUWEHOEK , commerciante
olandese, molto abile nella costruzione di lenti, f abbrico un
microscopio formato da una lente oculare e da una | ente
obiettivo



English Tripod Microscope
made and sold by
John Yarwell in the 1680s.
The microscope is con-
structed of lignum vitae,
pasteboard, and gold-
tooled leather.

Microscope
(circa late 1600s)
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lente
hasculante

Figura 71
MICrOSCORIO COMPpOosto
binoculare per biclogia,
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Il microscopio ottico

oculare

campione

ASCIamecs. . portavetrino

iGN condensatore
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Anatomia del /oculare
MICroscopio

ottico o “luce”

regolazione
fuoco

revolver / ﬁg ’

obiettivi = Z

~¥

lampada e condensatore

stativo

‘

tavolo e vetrino
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Parti componenti

Sistema di illuminazione = costituito da una

lampada al disopra della quale si trova un condensatore
che serve per concentrare il fascio luminoso sul
preparato. Spesso e presente anche un diaframma a
iride che puo allargare o restringere il fascio emesso
dalla lampada

Sistema di sosteqgno = costituito dalla stativo e dal

tavolino portaoggetti
Sistema di osservazione = costituito dal tamburo

che porta superiormente I'oculare e inferiormemta serie di
obiettivi montati su supporto girevole a revolveecuotando
consente di cambiarli
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Messa a fuoco

Un oggetto puo essere osservato chiaramente saludq si
trova a una certa distanza dall’obiettivo.

Tale distanza non e costante ma decresce all’aaneen
dell'ingrandimento

La sua regolazione e detta messa a fuoco e siufpér
mezzo di due viti situate ai lati dello stativovite
macrometrica e la vite micrometrica

Quest’ultima si usa spesso durante I'osservazoenehé con
piccoli spostamenti consente di mettere a fuoariilwelli
del preparato (fochettatura)



IMMAGINI AL MICROSCOPIO
OTTICO




Sambuco 200x

Sughero 200x
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Mucosa 400X Cipolla 100x
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Questione di dimensioni...

Occhio umano

Microscopio ottico ——

le frecce indicano il
potere risolutivo

massimo di alcuni
strumenti di osservazione
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1 mm

100 um

cell. epitelial

globuli ross
batter|

VIrus

proteine

aminoacidi

atomi



Il potere risolutivo

di uno strumento
(e non l'ingrandimento)

determina il massimo livello di
dettaglio che si puo ottenere
nel'immagine
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Il microscopio
elettronico a
trasmissione
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m. ottico e
m. elettronico
a confronto




Il microscopio elettronico a trasmissione
(TEM)
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Negli anni 50 si diffonde un potente
strumento per l'analisi delle strutture
cellulari: il Microscopio Elettronico a
Trasmissione (TEM), ideato da
Manfred von Ardenne ed Ernst Ruska
ed apparso nel 1931. || TEM sfrutta
la disomogeneita di trasparenza agli
elettroni dei materiali biologici
opportunamente trattati per produrne
immagini ingrandite. Con il TEM
diviene possibile studiare in dettaglio
anche le strutture interne delle cellule

Siemens Elmiskop |A
Transmission
Electron Microscope
(circa 1964)
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Microscopio
elettronico a
scansione

* Risoluzione piu’ bassa rispetto alla
ME a trasmissione

 Consente di valutare Il rilievo degli
oggetti

e Usata per lo studio delle superfici
cellulari



Il microscopio elettronico a scansione
(SEM)

\j‘/ generatore del fascio di elettroni

~ lenti elettromagnetiche
i/ (collimano il fascio di elettroni)

generatore
della
. ; scansione

| <—— fascio di elettroni

immagine
Penate: amplifica-
elettroni
secondari - < tore

collettore tubo catodico

oggetto
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Nel microscopio SEM il campione da osservare, disidratato e reso
conduttivo, e posto in una camera all'interno della quale viene fatto
il vuoto. Un fascio di elettroni primari, opportunamente focalizzato
da lenti elettroniche, viene inviato sul campione muovendolo, con
un sistema generatore di scansione, cosi da farlo scorrere sulla
superficie dell'oggetto in esame. Il fascio di elettroni durante la
scansione del campione colpisce la sua superficie generando degli
elettroni secondari. La quantita e I'energia degli elettroni secondari
retrodiffusi da ogni punto del campione colpito dal fascio elettronico
dipendente dalla morfologia, oltre che dalla natura chimica, del
campione in quel punto. Un rivelatore di elettroni secondari
retrodiffusi provvede a raccogliere il segnale generato da ogni
punto del campione durante la sua scansione con il fascio di
elettroni primari. Un sistema di generazione dell'immagine
acquisisce il segnale fornito dal rivelatore durante la scansione del
campione e lo invia su uno schermo, ove viene cosi tracciata
I'immagine del campione esaminato.



fjeneratore
di elettroni

sistema di
fgenerazione
: _fEIS[:i[I di immagine
_ ; elettroni
' primari

lenti
elettroniche

sistema per
scansione

d-: | . — I '®
| M

L | . rivelatore

elettroni secondari
campione

i

_ ‘| camera
TP portacampione
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Questione di dimensioni...

Occhio umano

Microscopio ottico

Microscopio elettronico
a scansione

Microscopio elettronico
a trasmissione
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1 mm

100 um

10 pm

10 nm

1 nm

1A

|"osservazione di
diversi livelli di

- organizzazione dell
materia vivente
richiede l'uso di

ol

1/ diversi strumenti
100 nm

«— Virus

—— proteine

«—— aminoacidi

—— atomi



Immagini di microrganismi al
microscopio elettronico a scansione

Un archebatterio: un eubatterio: |
Methanosarcina barkeri Sreptococcus thermophilus
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Immagini di microrganismi al
microscopio elettronico a scansione

un eubatterio:
Lactobacillus delbrueckii microcolonie di lattobacilli
ssp bulgaricus In formaggio
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Immagini di microrganismi al
microscopio elettronico a scansione

un eubatteriot.actobacillus

delbrueckii ssp bulgaricus conidiofori di Penicillium

con filamenti di roguefortii in gorgonzola
esopolisaccaridi



alcuni esempi di
microscopia
elettronica a
scansione...

Questa e una zecca
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GLOBULI ROSSI
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Esempio di

microscopia
elettronica a
trasmissione

Le immagini di
microscopia elettronica
sono “in bianco e nero’.

Le parti“scure” si
diconoe&lettrondense.

L'altissimo potere
risolutivo del ME
consentali distinguere
numeroseomponenti Giunzione neuromuscolare
subcellulari.
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Sezione di cellula —sono visibili
molti mitocondri
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BATTERI

Page 35 of 50



Confronto fra immagini di microrganismi al
SEM e al TEM

Outer membrane

Cytoplasmic

membrane
Peptidoglycan

Peptidoglycan
Cytoplasmic
membrane
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CROMOSOMI

Grazie alle tecniche di
microscopia elettronica si
puo studiare il cariotipo
umano
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S

seguenza del passaggi In una

tipica procedura Istologica

fissazione di un campione di tessuto In
formaldeide

congelamento o inclusione del pezzo

taglio al microtomo

montaggio su vetrino

“bagni” in soluzioni di coloranti

C

Isidratazione e coverslipping



La preparazione del materiale istologico

* |la maggioranza dei tessuti biologici sono molli

e prima del taglio, il tessuto deve essere indurito
utilizzando sostanze particolari. Le fasi sono quindi:

— Fissazione con aldeidi
— Inclusione
— Congelamento
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: : Lawaggio im H2>0 o Aleool per
= | imimare 1"ecoesso di Liguido

Dizidratazione in una serie ) q f- q f- qf- )
agscendente di alcool etalico per . . . .
eliminare tutta 1’acquoa dai =0 73 95 100
tessull.

1-2 Ore perx gradazione.
In Acool a 100° 2-3 Cambi

dell*alcool.
Ty i
Passaggio dei pezzi nel X1 X2 X3
solvente del mezzo di .
incluosione. B
{Qui & evidenziata 1'inclusione 1-2 Ore per recipiente.
in Paraffina). 3i fanno 2-3 cambi per
l eliminare tatto 1"Alcool.

- P1 P2 P3
2ogriorno dei pezz2i nella

paraffina fusa in stufa a 60°C. i
6-24 Ore in totale.

Z1 fanno 2-3 cambi per
eliminare totto il Solvente.
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Lo scopo dell’inclusione e di rendere |l
tale da poter essere tagliato

Esecnzione della colata.

Ezza ha lo scopo di far solidificare
lentamente la paraffina in modo da
compeneirare il pezzo In maniers
OO TOIEE_

Farmelle di Fame

Y=

W "apposito
IS ¥, rreipisuts
/ Piamo @ eristalle 7 diwerso da quelli
L I im ewi
SOFEFidraane 1
. ' . . pezzi]

Fezzi di Tessuto
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pezzo di consistenza

Le formelle di rame e il
pianc di crstallo {choe

30N0 conservat in
TR T IR T =R TITTTE TR
della  stufa) YEeLZFOnD

prevenuvamente spalmar
con Flicerina allo scopo di
facilitare 11 distacco del
blocchetto di inclosione.
Yiene poli vwversata
paraffina fusa

e di seguito, abbastanza
velnremente TETEMATIN
allineati, i pezzi da
inclodere con la faccia di
taglic rivolta verzo 1l
criztallo.

Il tatto viene poi lasciato
solidificare 4 temperatura
ambiente.



 la luce del microscopio puo attraversare solo
materiale di spessore molto ridotto

|l tessuto deve essere quindi sezionato
mediante speciali apparecchi, detti microtomi
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Lo scopo del taglio e quello di affettare il pezzo allo
spessore voluto (5-7 um di norma) in modo da poter ess ere
osservato al microscopio dopo opportuna colorazione

Piramide di paraffina
comtenente 1l pezzo da
affettars

Lima del
. Bmicrotomo

\

Bloschetto di legmg

Hastro delles Eette.
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MONTAGGIO

Fette gallegrianti sullacqua.

Albume glicerinato ‘ . . .

Yetrino portaoggetio. Yeirino finito.

Le Eatte ottemute al microtomo vengono pol separste mediante un bisturi
a2 lama tomds ¢ sdagiate su un Tetrimo portacggetti preventivaments
spalmato di wma goecia d1 albwmina glicerimata [per comsemtire la
distribuzione uniforme d1 acqua) ¢ di sequa distillsta. Com le pimzette i
Telrinl TeRgono POl Messi su una piastra scaldamte ¢, dopo wm certo
tempo, quando le Eette appaiono distese, vieme tollo 1'eccesso di acqua &
allimeate per mezzo dell’ago montato. Bwecessivamente Tengono riposte
in termostato a 37°C per la completa essiccatura. I1 giormo dopo somo
promte per essere colorate.




« prima dell'osservazione al microscopio, il tessuto deve
essere colorato perche itessuti sono normalmente quasi
Incolori e privi di contrasto

« Siusano coloranti con affinita per componenti cellulari e
tissutali diverse che possono essere combinati nella stessa
sezione istologica
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Le numerosissime sostanze coloranti
impiegate in istologia hanno lo scopo
di colorare le varie parti della cellula
e le sostanze intercellulari,
aumentandone il contrasto e
favorendone il riconoscimento.
Alcuni dei coloranti piu comuni sono |
seguenti: ematossina ed eosina,
ematossina ferrica, blu di metilene,
blu di toluoidina, miscela Mallory —
Azan, orceina, fucsina acida e
basica, Sudan nero e Sudan rosso.
Molte sostanze o miscele coloranti
colorano in maniera piu 0 meno
elettiva i vari componenti della cellula
0 dei tessuti



o striscio
di sangue

Lo “striscio”, una dell
tecniche istologiche
piu diffuse, consente |
studio microscopico
delle cellule del sang
e si distingue dal
protocollo “generico”
appena delineato
perché, ovviamente,
non richiede Il taglio
del tessuto.

Fig. 5 - Linfocita
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TECNICA A FRESCO

midollo di

L
sambuco

-  tessuto da

l,\ J)J sezionare

Fig. 11 - Come ottenere una sezione
sottile di un tessuto vegetale.
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Fig.6 - ll campione da osservare
va posto tra i vetrini coprioggetti
e portaocggetti insieme con due
gocce d'acqua.




Microscopia elettronica

* Preparazione del tessuto
— Fissazione in glutaraldeide
— Postfissazione in tetrossido di osmio
— Disidratazione con alcol

— Inclusione in plastiche acriliche o resine
epossidiche

« Taglio all’'ultramicrotomo
— Sezioni di 20-40 nm
e Aumento del contrasto

— Coloranti elettronici come acetato di
uranile o citrato di piombo
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