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Microscopia Elettronica

Nei microscopi il potere di risoluzione e inversamente @
proporzionale alle lunghezza d’onda della radiazione
utilizzata. Questo e un limite nell’ottenimento di immagini
ingrandite e nitide.

Il microscopio ottico ha come sorgente luminosa la luce
bianca prodotta da una lampada con lunghezza d’onda tra i
400-700 nm e permette di ottenere un potere di risoluzione
«solo» di 2000x.

La risoluzione potrebbe aumentare se usassimo sorgenti di
radiazioni elettromagnetiche, che anzicché emettere fotoni,
emettono elettroni, che sono particelle dotate di energia
molto superiore. Il fascio di elettroni generato dal
microscopio elettronico ha una ridottissima lunghezza
d’onda ed e possibile ottenere risoluzioni maggiori.




Microscopia Elettronica

ia Elettronica a Scansione (SEM)

* Microscop
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Microscopia Elettronica a Scansione (SEM)

Il campione da analizzare viene fatto interagire
in condizioni di alto vuoto con un fascio di
elettroni ad alta energia.

Il fascio di elettroni incide sul campione
generando numerosi segnali, che
opportunamente elaborati forniscono
informazioni morfologiche, strutturali e
composizionali.

Il potere di ingrandimento arriva fino a
500.000x, con risoluzione di circa 5 nm.




Microscopio SEM — Principali parti

* Colonna elettronica in cui viene generato il s
fascio di elettroni eltironico
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* In cima alla colonna elettronica risiede la oo RaalX
sorgente elettronica, raP_ resentata da un H—
catodo (solitamente un filamento di B

tungsteno) che portato ad alte temperature
rilasciano elettroni per effetto termoionico.
Gli elettroni vengono looi accelerati da una
differenza di potenziale mediante un anodo
posto al di sotto del catodo, formando un
cannone elettronico.




Microscopio SEM — Principali parti

|| fascio di elettroni uscente dal cannone
elettronico viene focalizzato attraverso delle
lenti condensatrici

* Delle bobine di scansione deflettono il fascio
di elettroni in modo che si crei un fascio
parallelo

* || fascio passa poi alla lente obiettivo fino ad
arrivare al campione che si trova nella camera
porta campioni

e All'interno della camera porta campioni si
deve creare una condizione di alto vuoto,
generato attraverso pompe, per vitare che gli
elettroni collidano con atomi di gas presenti
nella camera.
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* Gli elettroni del fascio sono chiamati elettroni d’ “[ o
primari, interagiscono con gli atomi del campione
generando una ampia gamma di segnali che Y i
saranno acquisiti dai rivelatori per poi essere
riprodotti su uno schermo S IS

* Gli elettroni primari andranno a «urtare» contro gli Nos D
atomi del campione, alcuni dei quali non varieranno
la loro direzione di propagazione, altri invece
varieranno si. e

* Tra i segnali che si verranno a creare dall’incidenza x

degli elettroni 2 sono quelli che dobbiamo ricordare FL
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Primary Electron Beam

Tra i segnali che si verranno a creare dall'incidenza degli elettroni
2 sono quelli che dobbiamo ricordare:

 Elettroni secondari (SE) secondary electons sono espulsi dagli
orbitali esterni degli atomi del campione in seguito ad urti con
gli elettroni forimari del fascio incidente. Hanno energia bassa . Il
segnale degli SE e influenzato dalla morfologia del campione,
pertanto questo segnale ci dara informazioni morfologia e
topologia del campione

EBIC

 Elettroni retrodiffusi (RE) backscattered anch’e essi sono
prodotti dall’'urto degli elettroni primari con i nuclei degli atomi
del campione. L'energia di questi elettroni e pero piu elevata.
'energia che essi hanno dipende dal peso atomico del materiale
costituente il campione. Il segnale di questi atomi viene letto
come un chiaro scuro. Appariranno chiare le aree del campioni
con piu elevato peso atomico, e scure quelle con peso atomico
minore.




Preparazione di un campione al SEM

Nel SEM non e necessario ottenere sezioni sottili come per il
Microscopio ottico e il TEM.

Se abbiamo da osservare materiali conduttori di elettroni (es:

minerale geologico) per l'osservazione basta che questi vengano , " 4 7
attaccati con un materiale adesivo su un supporto e collocati ¥<\ & K P 1
all’interno della camera porta campioni ed analizzati tal quali. ‘3& -

—

Dobbiamo pero sempre ricordare che i campioni biologici
contengono sempre una quantita di acqua, che li rende
deteriorabili e scarsamente conduttori. Per questo motivo e
richiesta anche qui una fase di allestimento con le seguenti fasi

Fissazione
Disidratazione
Essiccamento
Metallizzazione




Preparazione di un campione al SEM

Fissazione e disidratazione

Sono simili alle fasi di fissazioni della microscopia ottica.(Fissativo di tipo
chimico e serie crescente di alcoli 40-100%) con lo scopo di preservare
I"integrita del campione e rimuovere I'acqua dal campione

'essiccamento

e un processo che rimuove il solvente usato per la disidratazione
(etanolo). La tecnica piu diffusa € il critical point dryer. || campione
viene posto in questo strumento che sfruttando un punto critico di
pressione e temperatura fa volatilizzare il solvente.

L'essiccamento non puo essere effettuato all’aria semplicemente, perche
la tensione superficiale dell’acqua creerebbe danneggiamento ai tessuti.

Metallizzazione

e una fase che viene effettuato su campioni che hanno bassa
conduttivita elettronica. Per incrementare questa conduttivita il
materiale viene metallizzato, cioe ricoperto di un sottilissimo strato di di
un materiale conduttore come l'oro. In questo modo il campione e
pronto per essere osservato e montato
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Microscopia elettronica a trasmissione TEM

TEM analogamente al SEM la radiazione utilizzata e un
fascio di elettroni ad alta energia.

La differenza sostanziale consiste nel fatto che nel TEM
gli elettroni attraversano il campione anzicche venire
deviati dalla superficie.

Dato che pero la radiazione elettronica ha scarso potere
di penetrazioni i campioni per il TEM devono essere
tagliati in sezioni sottili <100nm

Il TEM ha una piu elevata risoluzione del SEMe
consente di vedere perfino le ultrastrutture cellulari,
componenti macromolecolari e virus.

Le immagini sono in scala di grigi e bidimensionali.




I| TEM e costituito da una colonna nella
guale attraverso una serie di pompe di crea
un alto vuoto.

In cima alla colonna c’e il cannone
elettronico in cui e generato il fascio di
elettroni.

Il fascio viene condensato da lenti
condensatrici.

Gli elettroni che attraversano il campione
vengono raccolti dalle lenti obiettivo e poi
inviate alle lenti proiettive.

Queste lenti proiettano su una lastra
fotografica o un sensore che invia le
informazioni ad un computer che converte |
segnali digitali in immagini.
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Il fatto che il campione e ridotto in sezioni
ultrafine e il fatto che gli elettroni hanno
scarso potere di penetrazione determina un
debole contrasto.

Per incrementare il contrasto i campioni, nella
fase preparativa vengono trattati con soluzioni
«coloranti» di metalli pesanti (osmio, piombo,
uranio) e permette di evidenziare particolare
indistinguibili




Preparazione di un campione al TEM

Le principali fasi di preparazione del campione per 'osservazione al TEM
sono simili a quelli della microscopia ottica: prelievo, fissazione,
disidratazione, infiltrazione, inclusione, taglio e colorazione.

Prelievo: per ottenere un cubetto di campione. Da fare a freddo e in tempi
brevi per preservare le caratteristiche tissutali

Fissazione: per immobilizzare i costituenti di cellule e tessuti in uno stato
simile alla vita (mantenendo inalterate anche le attivita enzimatiche). Oltre Ia
fissazione chimica altre tecniche prevedono la criofissazione o la
crioessiccazione. Fissazione chimica avviene con utilizzo di gluteraldeide e
tetrossido di osmio (OsO4). Insieme riescono a fissare bene sia le strutture

proteiche che quelle lipidiche.



* Disidratazione: con una serie crescente di alcol,
per rimuovere |I'lacqua in modo che gli spazi
«vuoti» che si sono creati vengono sostituiti con
il mezzo di inclusione, che nel caso della
microscopia TEM e una resina epossidica

* linfiltrazione avviene immergendo il campione
in soluzioni crescenti di resina, fino ad arrivare
alla solo resina.

 La resina piu utilizzata e quella epossidica che
polimerizza e diventa solida in seguito
all’aggiunta di un catalizzatore a 60-70°.
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Nel caso nella microscopia al TEM si preferisce
ottenere quasi sempre sezioni ultrafini (70-80
nm). Il taglio viene effettuato con un
ultramicrotomo, che utilizza lame in diamante.

Braccio Porta Campione
campione

Figura 15.14
Fotografia di un ultramicrotomo (A) e schema mostrante
il movimento del braccio porta campione (B).




Colorazioni Sezioni Campioni TEM

e i TP
e

| coloranti piu utilizzati pero sono quelli ad alto
peso atomico come acetato di uranile o citrato di
piombo per evidenziale il contrasto delle piu
piccole componenti cellulari.

Ricordiamo che la colorazione serve ad aumentare
il contrasto, ma ricordiamo che le immagini
ottenute al TEM non sono colorate!
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Ibridazione in Situ

ISH (/n Situ Hybridization) € una tecnica che
consente di identificare di specifiche
sequenze di DNA ed RNA (sequenze
bersaglio) all’interno di cellule di preparati

istologici o citologici (In situ). m

ISH sfrutta la complementarieta degli acidi /N

TAGATCCT

nucleici di appaiarsi con basi complementari. it

Le sequenze capaci di appaiarsi con le
sequenze bersaglio da ricercare sono
chiamate sonde. :

ATCTAGGCGA

N ATCTAGGA



Ibridazione in Situ

Esse sono molecole di DNA o RNA L
marcate, (solitamente) a singolo - — QN T N

filamento, che ibridano con il e i1t
bersaglio essendo ad esse e v 7\
complementari. \\% LR i mipr eyt

Finche abbia luogo la reazione di
ibridazione e necessario far S—. V&S

avvenire prima una fase di et TS

denaturazione per far separare le
strutture secondarie di DNA o RNA (

. . . ITTTITT] TTTTTT
es. Separazione della doppia elica TASATES
ATeTAGeA —> arTerpasenr —> FTTET11GS

AR E R E - e G 01 = 20 5 7

DNA).




Ibridazione in Situ

La scelta della sonda e fondamentale!

E’ un filamento di DNA o RNA che puo essere da 10-20
bp (coppie di basi) fino a 1000 bp

Il legame della sonda della sequenza bersaglio e
influenzata da due fattori:

T melting (Temperatura di denaturazione dei
nucleotidi) da essa dipende la «rapidita» del legame
della sonda alla sequenza segnale

* Sequenza nucleotidica (contenuto C/G e A/T).
Maggiore e il contenuto di basi G/C complementari
maggiore e la «forza» del legame

Antiparallel
strands

Sugar-phosphate backbone

Denaturazione/Rinaturazione

DNA

3

DNA contains thymine,

whereas RNA contains
uracil




Marcatura della sonda

* Diversi tipi di marcatura della sonda

 Sonde Radioattive, con nucleotidi
legati ad isotopi radiottivi 32P, 3°S, 3H.

* Sonde non radioattive (calde o
fredde). Biotina (vitamina H) o
diossigenina

Q‘?_ﬁ] |'§|f-";'

AIGIGIAICICIA]  soras maess

CTTTACAGGACCATACGCCAGGACTATC

DNA

GAAATGICCIGGTATGCGGICCIGATAG

1 denaturazione
|J-"‘7_ﬁ' gﬁ'l

CTTTACAGGACCATACGCCAGGACTATC

GAAATGTCCTGGTATGCGGTCCTGATAG

1 ibridazione

CTTTACAGGACCATACGCCAGGACTATC

GAAATGCGTCCTGGTATGCGGTCCTGATAG




L'ibridazione in situ viene effettuata su sezioni
di campione tagliate al microtomo o al

B . . o . \\\b\\\‘\ /\’1 >
criostato (un microtomo che taglia campioni @
CO n ge | ati ) Probe mixture Sample section placed on slide

Il fissativo che piu viene utilizzato e Ia
paraformaldeide al 4% che riesce ad evitare

Removing unhybridized probes
By washing

cross linking (legami crociati di proteine) che ~EESZZ1e

impedirebbero la penetrazione della sonda e
riesce a preservare molto bene le sensibili
molecole di DNA/RNA

l Analysis of results
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La reazione di ibridazione viene effettuata ¢
ponendo una piccola quantita di soluzione IGIGIRIBIEIA  <ono. narcae
ibridante, contenente la sonda, sul vetrino con la

sezione del nostro campione.

Si fa incubare il tutto overnight.

Si fanno una serie di lavaggi per rimuovere la
sonda che non ha ibridato con il bersaglio che
potrebbe dare un segnale di ibridazione aspecifico.



Rivelazione dei segnali di ibridazione

Se abbiamo usato una sonda marcata con isotopi
radiottivi (32P, 3°S, 3H), per evidenziare
I'ibridazione tra sonda e bersaglio usiamo
I'autoradiografia mettendo il preparato a
contatto con una lastra sensibile ai raggi X

|
\fn _?.".’\‘,*-,.\':’--I’\\__/

Se abbiamo usato sonde non radioisotopiche O«

I'ibridazione viene evidenziata per mezzodi 0/ A
reazioni enzimatiche che trasformano dei ~ "©"
substrati incolori, in prodotti colorati che
precipitano dove e avvenuta l'ibridazione

Un esempio e dato dall’utilizzo di anticorpi anti-
diossigenina marcati con la fosfatasi alcalina
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Stained cells and structures

appear brown under the microscope

&, g. pancreatic
isr;at cells



lbridazione in Situ Fluorescente e Genomica

Ibridazione in situ Fluorescente (FISH Fluorecsence in Situ
Hydridation) € una tecnica citogenetica molecolare che
consente di identificare sequenze di DNA all’interno dei
cromosomi. ( es. Verificare la presenza di un gene nel
nucleo di una cellula) visualizzando la fluorescenza
proveniente dalla sonda che ha ibridato con la sequenza
segnale di nostro interesse.

Fluorescent Labeling
of Probe DNA

Q FISH Probe Attaching
to DNA Molecule

4|
FISH Probe ‘
ion

In questa tecnica le sonde sono molecole diDNEche \ a’;{{
saranno dirette contro parti diverse del cromosoma il

-Sonde Cromosoma Specifiche %
-Sonde Centromero Specifiche

-Sonde Telomero Specifiche

-Sonde Locus- Specifiche Cx x

Figura 16.8
Classificazione delle sonde per I'analisi FISH suj cromo-
somi. Il colore giallo identifica il segnale dovuto all’ikri.




