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1.1 VAJA: UVOD V MIKROSKOPIRANJE IN KLASICNI
SVETLOBNI MIKROSKOP

Uporaba mikroskopov nam omogoca pridobivanje novih spoznanj na podrocju celi¢ne biologije ter
hkrati izboljSuje diagnosti¢ne postopke. S pomocjo razli¢nih vrst mikroskopov raziskujemo objekte,
ki so premajhni, da bi jih videli s prostim ocesom. Mikroskope lahko glede na nacin nastanka slike
razdelimo na dve osnovni vrsti in sicer svetlobne in elektronske mikroskope.

Med osnovne vrste svetlobnih mikroskopov, ki omogocajo opazovanje tkiv in celic, sodijo klasi¢ni
svetlobni mikroskop, stereoskopski mikroskop (lupa), invertni mikroskop, faznokontrastni mikroskop,
fluorescenéni mikroskop in konfokalni mikroskop. Elektronske mikroskope tradicionalno delimo na
presevne (TEM, angl. transmission electron microscope) in vrsticne (SEM, angl. scanning electron
microscope) elektronske mikroskope.

1.1.1 KLASICNI SVETLOBNI MIKROSKOP

NajpogostejSa vrsta svetlobnega mikroskopa je klasicni svetlobni mikroskop, ki se najveckrat
uporablja za preucevanje obarvanih histoloskih rezin. Sestavljen je iz mehanskih delov (na sliki 1
oznaceni vijoli¢no) in opti¢nih delov (na sliki 1 ozna¢eni modro).

Mehanski deli zagotavljajo stabilnost in natancen polozaj opti¢nih delov ter omogocajo upravljanje z
mikroskopom. Med mehanske dele sodijo:

e podstavek — nosilni podstavek mikroskopa, ki zagotavlja stabilno podporo. V njem je obicajno
namesceno svetilo.

e makrometrski vijak — omogoca grobo ostrenje preparata pri objektivih z majhno (4x) in
srednjo povecavo (10x%).

e mikrometrski vijak — omogoca fino ostrenje preparata pri objektivih z veliko povecavo (40x)
in Se posebno pri imerzijskem objektivu (100x).

e vijak za nastavitev viSine kondenzorja — omogoca namestitev le¢ kondenzorja v pravilno

vi$ino opti¢ne osi in posledi¢no optimalno osvetlitev preparata (Kohlerjeva osvetlitev).

objektno mizico — del mikroskopa, na katerega je preparat vstavljen.

vijak za premikanje preparata — omogoca premikanje preparata po objektni mizici.

revolver — nosilec z names§c¢enimi objektivi, ki ga lahko rotiramo in tako vstavimo v opti¢no

os Zeleni objektiv.

glava — zgornji del mikroskopa, ki povezuje okularje z objektivi.

tubus — cevasta struktura v kateri sta namescena okularja.

stativ — del mikroskopa, ki zagotavlja stabilnost mikroskopa ter povezuje podstavek s tubusi.

obro¢ za nastavitev dioptrije na okularju — omogoc¢a nastavitev dioptrije za vsako oko

posebe;.
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Opti¢ni deli mikroskopa so tisti deli, ki so odgovorni za nastanek slike preparata, ki ga opazujemo.
Med opticne dele sodijo:

svetilo oz. Zarnica — svetlobni vir, names$¢en v podstavku. V vecini sodobnih svetlobnih
mikroskopov se uporabljajo halogenske Zarnice ali LED svetila.

kolektor z zaslonko — sistem le¢, name$¢en nad svetilom, ki zbira svetlobne Zarke iz svetila in
jih usmeri v gorisce kondenzorja. Kolektorjeva zaslonka omogoc¢a uravnavanje Sirine snopa
svetlobe, ki pade v kondenzor.

kondenzor z zaslonko — sistem le¢ pod objektno mizico, ki zbira svetlobne zarke iz kolektorja
in jih usmeri v ravnino preparata. Kondenzorjeva zaslonka omogoca uravnavanje kontrastnosti
preparata.

objektiv — sistem le¢ nad objektno mizico, kateri zbira svetlobne zarke, ki prehajajo skozi
preparat. Ustvari povecano sliko preparata in prispeva k lo¢ljivosti mikroskopa.

okular — sistem le¢ na koncu tubusa, ki zbira Zarke iz objektiva. Sliko preparata Se dodatno
poveca, vendar ne prispeva k lo€ljivosti.

okular

obro¢ za nastavitev dioptrije

tubus

glava

stativ

revolver

suhi objektiv

imerzijski objektiv

objektna mizica

vijak za premikanje preparata

kondenzor z zaslonko

vijak za nastavitev viine kondenzorja

kolektor z zalonko
makrometrski vijak

mikrometrski vijak
podstavek v katerem je svetilo

Slika 1: Klasicni svetlobni mikroskop z glavnimi mehanskimi (vijolicna) in opticnimi (modra)
sestavnimi deli.

Povecava in locljivost sta glavni lastnosti mikroskopa, ki zagotavljata ustrezno velikost in kakovost
slike opazovanega preparata.

Povecava nam pove, kolikokrat je slika, ki jo da mikroskop, vecja od slike, ki jo vidimo s prostimi
o¢mi. Omogoca nam opazovanje manjsih struktur, vendar ne prispeva k pridobivanju novih informacij.
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Skupna povecava svetlobnega mikroskopa je dolo¢ena z zmnozkom povecav objektiva (na primer 4x,
10x%, 40x%, 100x%) in okularja (obicajno 10x).

Loc¢ljivost predstavlja najmanjSo razdaljo med dvema tockama, pri kateri ju Se vidimo kot dve loceni
tocki. Meja lo¢ljivosti mikroskopa (d) je odvisna od valovne dolZine svetlobe (1) in numeri¢ne
aperture (NA) objektiva. Slednja je parameter, ki oznacuje koli¢ino svetlobnih zarkov, ki jih lahko
objektiv zajame. Objektivi z ve¢jo NA zberejo vec svetlobnih Zarkov in imajo zato vec¢jo locljivost
(slika 2). Numeri¢na apertura je odvisna od sinusa kota a (slika 3), pod katerim pade svetloba v
objektiv, in od lomnega koli¢nika (n) snovi med preparatom in ¢elno le¢o objektiva.

Locljivost mikroskopa izraCunamo po enacbi:

0,61x4

- (V) srednja valovna dolZina vidne svetlobe = 550 nm
NAobjektiva

Numericno aperturo izraCunamo po enacbi:

NA = n X sina

M‘. L o ‘ : L =
Slika 2: Urotelijske rakave celice, ki rastejo v kulturi, posnete z (A) objektivom z manjso numericno
aperturo (NA = 0.5) in z (B) objektivom z vecjo numericno aperturo (NA = 1.4). Merilo: 5 um.

Snov med preparatom in leCo objektiva je lahko zrak (n = 1) in tak objektiv imenujemo suhi objektiv
(slika 3A), ali pa imerzijsko olje (n = 1,5) in tak objektiv imenujemo imerzijski objektiv (slika 3B).
Lomni koli¢nik stekla (leCa, objektno stekelce in krovnik) je 1,5. Za locljivost objektiva velja
naslednje:

- pri suhih objektivih se Zarki pri prehodu iz zraka v steklo in iz stekla v zrak lomijo in torej
spremenijo svojo smer, zaradi ¢esar jih manj pade v objektiv. Zato sta NA in d suhih objektivov
slabsi kot pri imerzijskih objektivih;

- ¢e zmanjSamo delovno razdaljo (razdalja med objektivom in preparatom) se poveca kot o in
zato se poveca NA, razdalja d se zmanjsa, kar pomeni, da je locljivost objektiva boljsa.
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Slika 3: Suhi objektiv (A), pri katerem je sredstvo med celno leco objektiva in krovnikom zrak, ima
daljso delovno razdaljo in manjsi kot a. Imerzijski objektiv (B), pri katerem je med celno leco objektiva
in krovnikom imerzijsko olje, ima krajso delovno razdaljo in vedji kot c.
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1.1.2 DELO S KLASICNIM SVETLOBNIM MIKROSKOPOM

Osnovni koraki dela s klasi¢nim svetlobnim mikroskopom in imerzijskim objektivom so predstavljeni
na sliki 4.

(1) Q1)

Osnovni koraki dela s klasi¢nim svetlobnim Osnovni koraki dela z
mikroskopom imerzijskim objektivom

1. Prizgemo svetilo. 1. Z mikrometrskim vijakom izostrimo sliko preparata pri
2. Odpremo zaslonko kolektorja in zaslonko kondenzorja. objektivu z veliko povecavo (40x%, povecCava
3. V opticno os vstavimo objektiv z majhno povecavo mikroskopa 400x).

(objektiv 4x, povecava mikroskopa 40x). 2. Del preparata, ki nas zanima, premaknemo na sredino
4. Na objektno mizico vpnemo preparat s krovnikom vidnega polja.

obrnjenim navzgor. 3. Revolver zasukamo tako, da je opti¢na os mikroskopa
5. Tkivno rezino premaknemo v snop svetlobe. na sredini med objektivom s 40x poveéavo in
6. Jakost svetlobe naravnamo s potenciometrom. imerzijskim objektivom (100x).
7. 1zostrimo sliko preparata (objekta) z makrometrskim 4. Kapljico imerzijskega olja kapnemo na tocko, kjer je

vijakom. ) B o preparat osvetljen (Slika B).
8. Na okularjih naravnamo medzenicno razdaljo in 5. Revolver previdno zasukamo, tako da v olje potopimo

dioptrijo vsakega ocesa (izostrimo kazalce in okularno gelno le¢o imerzijskega objektiva.

merilce). 6. Sliko izostrimo le z mikrometrskim vijakom.

9. Pregledamo celoten preparat.

10. Del preparata, ki nas zanima, premaknemo na sredino

vidnega polja.

11. Revolver zasukamo tako, da je v opti¢ni osi objektiv s

srednjo povecavo (10x).

12. Naravnamo Kohlerjevo osvetlitev:

i. zaslonko kolektorja zapremo

ii. s pomocjo vijaka za premik
kondenzorja izostrimo sliko roba
zaslonke kolektorja (Slika A)

iii. zaslonko kolektorja odpiramo
dokler ni osvetljeno celo vidno
polje.

13. Ustrezen kontrast slike dosezemo z zapiranjem in

odpiranjem zaslonke kondenzorja.

14. Sliko izostrimo z makrometrskim in mikrometrskim

vijakom.

15. Revolver zasukamo tako, da je v opti¢ni osi objektiv z

veliko povecav (40x).

16. Sliko izostrimo_le z mikrometrskim vijakom.

7. Po konénem mikroskopiranju oc€istimo ¢elno leco
objektiva in preparata s 70 % etanolom.

Slika 4: Osnovni koraki dela s klasicnim svetlobnim mikroskopom in imerzijskim objektivom.

Strukture v preparatu lahko izmerimo s pomocjo steklene ploS€ice z vgraviranim merilcem, ki je
namescena v okularju in jo imenujemo okularno merilce. Okularno merilce je razdeljeno na 100 enot
in ga je potrebno umeriti za vsak objektiv posebej, saj je razdalja med dvema enotama neznana. V ta
namen uporabimo objektni mikrometer, ki je razdeljen na 100 enakih delov, kjer vsak razdelek meri
10 um (slika 5).
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: |
4% 10x 40%

Slika 5: Mikrografija objektnega mikrometra pri objektivih s povecavami 4%, 10x in 40%.

Osnovni koraki umerjanja okularnega merilca so nasledniji:

Na objektno mizico vpnemo objektni mikrometer.
Merilce objektnega mikrometra premaknemo v sredino vidnega polja.
Izostrimo sliko merilca.
S pomocjo vrtenja okularja poravnamo skalo okularnega merilca z objektnim mikrometrom
Primerjamo Stevilo razdelkov objektnega mikrometra (n obj), ki se ujemajo s Stevilom
razdelkov okularnega merilca (n oku) (slika 6).
n(obj) x 10 pm
n(oku)

Mikrometrsko vrednost (mv) izraCunamo po enacbi: mv =

Korake ponovimo za vsak objektiv posebej.

Objektni mikrometer zamenjamo s preparatom ter Zelene strukture izmerimo z okularnim
merilcem. Okularno merilce poravnamo s strukturo in prestejemo Stevilo razdelkov ter to
Stevilo pomnozimo z mikrometrsko vrednostjo objektiva s katerim opazujemo preparat. Tako
dobimo velikost strukture v um.

n (oku)
[ 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 10
Okularno
merilce (oku)
10 pm
Objektni
mikrometer (obj)
L J
n (obj)
n (obj) x 10 um
mikrometrska vrednost =
(mv) n (oku)

Slika 6: Umerjanje okularnega merilca z objektnim mikrometrom.
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1.2 VAJA: OBLIKE EVKARIONTSKIH CELIC IN VRSTE
SVETLOBNIH MIKROSKOPOV

1.2.1 OBLIKE EVKARIONTSKIH CELIC

Evkariontske celice se razlikujejo po velikosti in sicer segajo od nekaj mikrometrov do ve¢ milimetrov.
V povprecju so velike od 10 do 100 pm. Pri ¢loveku so najvecje Ziveéne celice (nevroni), katerih akson
je lahko dolg tudi do 1 m, najmanjse pa so brezjedrne krvne celice trombociti, ki so veliki 2 do 3 pm.

Naloge osnovnih celi¢nih sestavnih delov so prikazane v tabeli 1.

Tabela 1: Osnovne celi¢ne strukture in njihove glavne naloge.

STRUKTURA NALOGA

Lipidni dvosloj, ki deluje kot fizi¢na pregrada, saj
lo¢uje notranjost celice od zunanjega okolja.
Plazmalema (plazemska membrana) Ohranja celi¢no obliko, sodeluje pri aktivnem in
pasivnem transportu snovi ter omogoca
komunikacijo z zunanjim okoljem.

Celi¢ni organel, kjer se nahaja dedni material
Jedro celice (vse molekule DNA, razen
mitohondrijskih).

Prostor med plazmalemo in jedrom. Glavne
funkcije citoplazme so ohranjanje oblike in
strukture celice, zaSCita, shranjevanje
makromolekul ter sodelovanje pri transportu in
metabolizmu molekul.

Gelu podobna znotrajceli¢na raztopina, ki obdaja
membranske predelke ter omogoca premikanje
molekul in interakcijo med razli¢énimi celi¢nimi
komponentami.

MreZje strukturnih proteinov, ki omogoca celici
citoskelet vzdrzevanje oblike, gibljivost in znotrajceli¢ne
transporte. Sodelujejo tudi pri delitvi celice.

Z membrano obdane strukture s to¢no dolo¢eno
vsebino in funkcijo.

Citoplazma (citosol, citoskelet, membranski
predelki)

citosol

membranski predelki (vezikli, organeli)

Vecceli¢ni organizmi so sestavljeni iz ve¢ celic, ki delujejo skupaj kot ena funkcionalna enota. Te
celice so organizirane v razli¢na tkiva, ki opravljajo v organizmu specifi¢ne funkcije. V ¢loveskem
telesu obstajajo Stiri glavne vrste tkiv, ki tvorijo razli¢ne organe in organske sisteme:

- Krovno tkivo ali epitelij locuje zunanjost organizma od njegove notranjosti (na primer
epitelij koze) ter prekriva notranje povrsine votlih organov (na primer ¢revesni epitelij,
epitelij seCnega mehurja, Zelod¢ni epitelij).

- Vezivno tkivo igra kljuéno vlogo pri ohranjanju strukturne celovitosti telesa ter
zagotavljanju podpore drugim tkivom in organom. V c¢loveskem telesu je veC vrst
vezivnega tkiva in sicer: rahlo vezivno tkivo, ¢vrsto vezivno tkivo, mas¢obno tkivo, kostno
tkivo, hrustan¢no tkivo ter po nekaterih nomenklaturah tudi kri in hematopoetsko tkivo.
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- Misicno tkivo, ki je odgovorno za gibanje in kréenje. V ¢loveskem telesu razlikujemo
gladkomiSi¢no in precnoprogasto misi¢no tkivo.

- Ziv¢no tkivo, ki vkljuduje centralni in periferni Zivéni sistem ter senzorne organe za dotik,
vid, vonj, okus in sluh. Sestavljajo ga nevroni in nevroglija celice. Odgovorno je za prenos
elektri¢nih signalov ter usklajevanje in nadzorovanje razli¢nih fizioloskih procesov.

Celice, ki sestavljajo razlicna tkiva, imajo doloceno obliko (tabela 2), ki je odvisna od ve¢ razlicnih
dejavnikov, kot so stopnja diferenciacije, specificna naloga, pritisk sosednjih celic, citoskelet in

medcelié¢nina.

Tabela 2: Osnovne celi¢ne oblike.

OBLIKA CELICE

PRIMERI CELIC

Jajéne celice (oociti)

O

Kroglasta Krvne celice kot na primer eritrociti, levkociti v
krvi (v tkivu dobijo ameboidno obliko),
trombociti
Izodiametri¢na
Mascobne celice (adipociti)
Jetrne celice (hepatociti)
Vretenasta Gladkomisic¢ne in pre¢noprogaste misic¢ne
S ——— celice
Asimetri¢na
Zivéne celice (nevroni)
Kostne celice (osteociti)
Ploscata Epitelijske celice krvnih %l
e N\ (endotelijske celice)
Kubic¢na

Epitelijske celice razli¢nih zlez kot na primer
mlecne Zleze in $€itnice

Visokoprizmatska

O

Crevesne absorpcijske epitelijske celice
(enterociti), epitelijske celice materni¢nega
vratu, Zelodca in Zol¢nika
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1.2.2 DRUGE VRSTE SVETLOBNIH MIKROSKOPOV

Poleg klasi¢ne oblike svetlobnega mikroskopa je ta lahko prirejen in nadgrajen za razlicne namene.
Spodaj so nastete in na kratko opisane najveckrat uporabljene vrste svetlobnih mikroskopov.

1.2.2.1 Stereoskopski mikroskop ali lupa

Stereoskopski mikroskop, znan tudi kot stereomikroskop ali lupa, je posebna vrsta mikroskopa, Ki
omogoca stereoskopski pogled na vzorce. Ta vrsta mikroskopa omogoca opazovanje vzorca v
tridimenzionalni perspektivi, kar daje obcutek globine in omogoca boljse razumevanje strukture in
razmerij znotraj vzorca. Zaradi velike delovne razdalje je zelo uporaben pri delu s tridimenzionalnimi
objekti, na primer pri raziskovanju majhnih organizmov v celoti ali pa s koscki tkiva med poskusom
(slika 7) ali za natanéne operativne posege, Na primer na zivéevju.

Medtem ko pri klasi¢nem svetlobnem mikroskopu uporabljamo en objektiv in opazujemo vzorec z ene
tocke, stereoskopski mikroskop uporablja dva lo¢ena objektiva in okularja, kar daje globinski vtis in
omogoca binokularni pogled. Poleg tega vsebujejo stereomikroskopi dodatne vgrajene prizme, ki so
namescene med objektivom in okularjem. Le te sliko obrnejo in tako omogoc¢ajo normalno orientacijo
v delovnem prostoru.

Slika 7: Mikrografija posneta s stereoskopskim mikroskopom. Svez vzorec humanega urotelijskega
papiloma odvzetega med biopsijo. Merilo: 2 mm.

1.2.2.2 Faznokontrastni mikroskop

Faznokontrastni mikroskop se uporablja v mikroskopiji za izboljSanje kontrasta prosojnih ali
neobarvanih vzorcev. Posebej je koristen pri opazovanju bioloskih vzorcev, kot so zive celice, ki so
zaradi visoke vsebnosti vode prosojne in zato slabo vidne s klasi¢nim svetlobnim mikroskopom.
Princip delovanja faznokontrastnega mikroskopi temelji na dejstvu, da pride med prehajanjem
svetlobnega valovanja skozi citoplazmo celic do zamika v fazi valovanja med direktnimi in uklonskimi
zarki. Uklonski Zarki se na debelini citoplazme 5 pm zakasnijo za direktnimi Zarki za " valovne
dolzine, kar je ¢loveskim ocem nevidno. Faznokontrastni mikroskop ta fazni zamik Se dodatno poveca
za s valovne dolZine. Po interferenci direktnih in uklonskih Zarkov se razlika v fazi valovanja pretvori

13



Osnove svetlobne in elektronske mikroskopije ter oblike in ultrastruktura evkariontskih celic
Studijsko gradivo, 2023
Aleksandar Janev in Dasa Zupancic, Institut za biologijo celice, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani

v razliko v intenziteti svetlobe, kar povzroc€i, da neobarvane strukture vidimo bolj kontrastne (sliki 2
in 8).

Faznokontrastni mikroskop ima za povecevanje faznega zamika dva dodatna sestavna dela:
kolobarjasto kondenzorjevo zaslonko, ki prepusca le kolobar svetlobe, in stekleno fazno ploscico,
ki ima izbruSen kolobarjast utor enakih dimenzij.

-

Slika 8: Mikrografija neobarvanih evkariontskih celic posneta (A) s faznokontrastnim mikroskopom in
(B) s klasicnim svetlobnim mikroskopom. Merilo: 50 um.

1.2.2.3 Invertni mikroskop

Invertni mikroskop je vrsta mikroskopa, pri kateri je revolver z objektivi namesc¢en pod objektno
mizico, svetlobni vir, kolektor ter kondenzor pa so namesceni nad njo (slika 9). Taka zasnova omogoca
opazovanje zivih celic in vitro, ki rastejo po dnu gojilne posode, saj visina posodice tako ne ovira
izostrovanja slike in ne omejuje delovne razdalje objektiva. Princip delovanja invertnega mikroskopa
temelji na istih osnovnih nacelih kot pri klasi¢nem svetlobnem mikroskopu. Invertni mikroskop je
lahko zasnovan tako, da podpira fluorescen¢no in faznokontrastno mikroskopijo z vklju¢evanjem
razli¢nih opti¢nih delov in pripomockov, kar raziskovalcem omogoca prilagodljivost pri preuc¢evanju
razli¢nih bioloskih vzorcev.

kamera

okular

kondenzor

gojilna posodica

objektiv

Slika 9: A) Invertni mikroskop z gojilno posodo na objektni mizici in namesceno kamero. B)
Mikrografija neobarvanih evkariontskih celic posneta z invertnim faznokontrastnim mikroskopom.
Merilo: 50 um.
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1.2.2.4 Fluorescencni mikroskop

Fluorescen¢ni mikroskop temelji na uporabi fluorescen¢nih barvil ali fluorokromov. Gre za
molekule, ki imajo sposobnost absorbiranja svetlobe pri krajsi valovni dolzini (vzbujevalne svetloba)
in oddajanja svetlobe pri daljsi valovni dolzini (emitirana svetloba). Delovanje fluorokromov temelji
na procesu prenosa energije med elektronskimi stanji molekule (slika 10). Ko je fluorokrom v
osnovnem stanju, so njegovi elektroni v nizkoenergijskih stanjih. Ko fluorokrom absorbira
vzbujevalno svetlobo pri ustrezni valovni dolzini, se nekateri elektroni prenesejo na vi§je energijske
nivoje. Vzbujeni elektroni v fluorokromu so nestabilni in se hitro vrnejo v osnovna stanja, pri ¢emer
sprostijo presezno energijo v obliki fotonov emitirane svetlobe. Ta proces se imenuje fluorescenca.
Svetloba, ki jo emitira fluorokrom, ima daljSo valovno dolzino od vzbujevalne svetlobe, saj se del
energije med prehodom med elektronskimi stanji pretvori v toploto.

Fluorokrome lahko veZzemo na specifi¢ne molekule (npr. protitelesa, sonde DNA in RNA) in tako
preucujemo celi¢ne strukture, proteine, molekularne interakcije ter razlicne bioloske procese.

vzbujeno stanje

ANN_A
MAYAVAW:"
absorbirana emitirana
vzbujevalna fluorescencna
svetloba svetloba

energija

oshovno stanje

Slika 10: Energetsko stanje atoma fluorokroma med absorpcijo vzbujevalne svetlobe in emisijo
fluorescencne svetlobe.

Fluorescen¢ni mikroskop ima za svoje delovanje prirejeno zgradbo (slika 11A). Vir svetlobe je
obicajno ksenonova ali Zivosrebrova zarnica ali pa LED svetilo, ki oddaja svetlobo v vidnem in
ultravijoliénem delu spektra. Za zarnico je namescen filtrski blok, ki je sestavljen iz treh delov. Prvi
del je vzbujevalni filter, ki selektivno prepusca le svetlobo dolo¢ene valovne dolzine, ki v preparatu
vzbudi fluorescenco (vzbujevalna svetloba; na sliki modra). Drugi del filtrskega bloka je dikromatsko
zrcalo, ki nato usmeri vzbujevalno svetlobo v objektiv, ta pa zbere zarke v ravnino preparata.
Emitirana svetloba (fluorescencna svetloba; na sliki zelena), ki jo najprej zajame objektiv, potuje skozi
dikromatsko zrcalo ter nato skozi tretji del filtrskega bloka, ki ga imenujemo zaporni filter. Zaporni
filter blokira vzbujevalno svetlobo in prepusca le tisti del spektra fluorescencne svetlobe, ki ga
emitirajo fluorokromi.
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oci ali kamera

kul
/ zaporni filter

DI e—
dikromatsko zrcalo
vir svetlobe
vzbujevalni filter
objektiv
A L ] B
preparat

Slika 11: A) Shematski prikaz glavnih sestavnih delov in poti svetlobnih Zarkov skozi fluorescencni
mikroskop. B) Urotelij secnega mehurja posnet s fluorescencnim mikroskopom (modro so oznacena
jedra celic, rdece so oznaceni proteini uroplakini, ki so znacilni za povrsinske urotelijske celice, S —
svetlina secnega mehurja). Merilo: 100 um.

1.2.2.5 Konfokalni mikroskop

Konfokalni mikroskop je nadgradnja fluorescencnega mikroskopa, ki se uporablja za pridobivanje
tridimenzionalnih slik vzorca z visoko lo¢ljivostjo. Konfokalni mikroskop deluje tako, da tocCkasti
zarek vzbujevalne svetlobe po vrsticah osvetljuje preparat (ga skenira) ter v njem vzbuja fluorescenco.
Vzbujevalna svetloba je laserski zarek z dolo¢eno valovno dolzino in majhnim premerom. Med
vzorcem in detektorjem fluorescencne svetlobe je postavljena zaslonka z majhno odprtino (angl.
pinhole), ki omejuje prehajanje fluorescenéne (emitirane) svetlobe na tocko, ki izhaja iz ene fokusne
ravnine vzorca. Sistem v konfokalnem mikroskopu omogoca premikanje zarkov tako, da laserska
svetloba osvetli to¢ko za to¢ko v preparatu. Detektor zazna fluorescencno svetlobo, ki prehaja skozi
zaslonko z majhno odprtino ter informacije iz posameznih tock raCunalniSko pretvori v sliko.
Konfokalni mikroskop omogoc¢a opti¢no rezanje (zajemanje slik po globini preparata) in moznost
tridimenzionalne rekonstrukcije vzorcev, debelih tudi ve¢ 100 pm.
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1.3 VAJA: ELEKTRONSKI MIKROSKOPI

V elektronski mikroskopiji se namesto svetlobnega valovanja (A = 550 nm) uporablja valovanje
pospeSenih elektronov, ki imajo zelo kratko valovno dolzino (A = 0,005 nm), kar omogoca veliko
vecje povecave (do 1.000.000x) in boljSo locljivost (do 0,3 nm). Dve osnovni vrsti elektronskih
mikroskopov sta presevni in vrsti¢ni elektronski mikroskop, ki se razlikujeta v nacinu tvorjenja slike.
Za delovanje elektronskih mikroskopov je potreben visok vakum, saj bi v prisotnosti zraka prislo do
sipanja elektronov.

1.3.1 PRESEVNI ELEKTRONSKI MIKROSKOP

Presevni elektronski mikroskop (TEM) se uporablja se preuc¢evanje celi¢ne ultrastrukture (slika 12)
z izjemno visoko lo¢ljivostjo (0,3 nm — 1 nm). Glavni sestavni deli presevnega elektronskega
mikroskopa so elektronska puSka, sistem elektromagnetnih le¢ (kondenzorska, objektivna in
projektivna le¢a), fosforescenéni zaslon, sistem za zajem slike (Cip digitalne kamere) (slika 12). Princip
nastanka slike v presevnem elektronskem mikroskopu temelji na interakciji med elektronskim snopom
in preparatom. Elektronska puska je vir valovanja pospeSenih elektronov in je sestavljena iz
kovinskega filamenta (katode) ter anode. Visoka napetost (60-200 kV) med katodo in anodo pospesuje
elektronski snop proti preparatu. Kondenzorske elektromagnetne lece zberejo snop elektronov in ga
usmerijo v ravnino preparata, ki lezi pod kondenzorjem. Nekateri elektroni, ki presevajo preparat,
potujejo skozenj neovirano, medtem ko se drugi sipajo na atomih tezkih kovin, ki jih predhodno
vnesemo Vv preparat in tako poveCamo kontrast. Za preparatom je nameSCena objektivna
elektromagnetna leca, ki s fokusiranjem elektronskega snopa presevnih elektronov oblikuje zacetno
povecano sliko. Projektivna elektromagnetna lec¢a se nahaja pod objektivno leco ter dodatno poveca in
projicira elektronski snop na fosforescencni zaslon ali na sistem za zajem slike. Elektroni, ki potujejo
skozi preparat neovirano, padejo na fosforescencni zaslon in iz njega izbijajo fotone valovnih dolZin,
kar vidimo kot svetlejSe dele preparata. Po drugi strani pa elektroni, ki se sipajo, ne padejo na zaslon
oziroma jih pade manj, kar vidimo kot bolj ali manj temne dele (slika 13). V kolikor zelimo del
preparata slikati, dvignemo fosforescencni zaslon in elektroni osvetlijo ¢ip digitalne kamere in tako
nastane na racunalniS§kem monitorju slika, ki jo imenujemo mikrografija.
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Visokonapetostni kabel

Elektronska puska
(katoda in anoda)

Kondenzorske
elektromagnetne lece

Preparat

Objektivna
elektromagnetna leca

Projektivna
elektromagnetna
leca

v

Fosforescencni zaslon

Presevni elektronski mikroskop

Sistem za zajem slike

Slika 12: Shematski prikaz zgradbe presevnega elektronskega mikroskopa.

5 M
.

Slika 13: Mikrografija ultrastrukture crevesnega
epitelija, posneta s  presevnim  elektronskim
mikroskopom. S — svetlina, M — mitohondrij, SV —
sekrecijski vezikel, J — jedro, GER — granularni ali
zrnati endoplazemski retikulum, VT — vezivno tkivo, F —
fibroblast. Merilo: 5 um.

18



Osnove svetlobne in elektronske mikroskopije ter oblike in ultrastruktura evkariontskih celic
Studijsko gradivo, 2023
Aleksandar Janev in Dasa Zupancic, Institut za biologijo celice, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani

1.3.2 VRSTICNI ELEKTRONSKI MIKROSKOP

Vrsti¢ni elektronski mikroskop (SEM) omogoca preucevanje povrSine preparata. Glavni sestavni
deli vrsticnega elektronskega mikroskopa so elektronska puska, sistem elektromagnetnih le¢, sistem
za premikanje snopa elektronov, detektor sekundarnih elektronov, scintilator in fotopomnozevalka.
(slika 14). Princip tvorjenja slike temelji na interakcijah med snopom elektronov in povr$ino preparata.
Tako kot pri presevnem mikroskopu je tudi v vrsticnem mikroskopu vir valovanja elektronov
elektronska puska. Primarni elektroni, ki nastajajo v elektronski puski potujejo proti preparatu, ki je
umescen na dnu cevi mikroskopa. Za elektronsko pusko je vstavljen sistem elektromagnetnih lec¢
(kondenzorske in objektivne), ki oblikuje in usmerja snop primarnih elektronov. S pomocjo posebnega
sistema za premikanje, primarni elektroni z veliko hitrostjo to¢kovno otipavajo (skenirajo) povrsino
preparata, pri ¢emer izbijajo sekundarne elektrone iz atomov vzorca. V neposredni bliZini preparata je
namescen detektor, ki zbira sekundarne elektrone, medtem ko scintilator in fotopomnozevalka
pretvorita signal sekundarnih elektronov v elektri¢ni signal, ki ga vidimo na zaslonu. Temnejs$a
podro¢ja na povrsini preparata SO tista, s katerih se med skeniranjem s snopom primarnih elektronov
izbije manj sekundarnih elektronov (ki nato zadenejo detektor), medtem ko so svetlejsa podrocja tista,
s katerih se izbije veliko sekundarnih elektronov. Sliko povrSine (topografije, reliefa) preparata lahko
fotografiramo in dobimo mikrografijo (slika 15).

Visokonapetostni
kabel
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elektromagnetne
FRETS lece '
’J L m [
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Slika 14: Shematski prikaz zgradbe vrsticnega elektronskega mikroskopa.
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Slika 15: Mikrografija povrsine epitelija secnega mehurja (urotelija), posneta z vrsticnim elektronskim
mikroskopom. A) Koscek stene secnega mehurja. B) Urotelijske celice, ki z apikalno plazmalemo
mejijo na svetlino secnega mehurja. Merilo: A) 500 um,; B) 10 um.
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2.1 VAJA: CITOLOSKE, HISTOLOSKE IN
ELEKTRONSKOMIKROSKOPSKE METODE

2.1.1 PRIPRAVA PREPARATOV ZA SVETLOBNO MIKROSKOPIJO

2.1.1.1 SveZi mikroskopski preparati

Svezi mikroskopski preparati omogocajo preucevanje zivih mikroorganizmov, rastlinskih in zivalskih
celic ter drugih majhnih organizmov brez potrebe po obsezni pripravi. Pripravimo jih iz Zivih celic v
kulturi ali jih pridobimo iz vecceliénega organizma (krvne celice, spermiji in celice ustne sluznice) in
jih razporedimo v dovolj tanki plasti, tako da jih svetloba lahko preseva. Ker vsebujejo celice do 80 %
vode, ki je prosojna, so pod klasicnim svetlobnim mikroskopom slabo kontrastne. Da izboljSamo
kontrastnost celic, jih opazujemo s faznokontrastnim mikroskopom ali pa jih barvamo z vitalnimi
barvili, ki prodrejo skozi plazmalemo celic. Za barvanje na zraku posusenih (fizikalna fiksacija s
suSenjem) razmazov krvnih celic ali celic razli¢nih sluznic (grlo, materni¢ni vrat) se rutinsko uporablja
barvilo MGG (May-Grunwald-Giemsa) (slika 16).

/ eritrocit

M e nevtrofilec

<= trombocit

Slika 16: Razmaz krvnih celic (eritrociti, nevtrofilci in trombociti) pobarvan z barvilom MGG (May-
Grunwald-Giemsa). Merilo: 50 um.

2.1.1.2 Trajni histoloSki preparati iz parafinskih rezin

Trajni histoloski preparati omogoc¢ajo podrobno preucevanje tkivnih in celi¢nih struktur, razumevanje
patoloskih sprememb v tkivih in celicah ter napredno raziskovanje na podro¢ju biomedicine in
biologije. Gre za visoko kontrastne, obstojne mikroskopske preparate z ustrezno debelino (3 do 7 um).
Vecina trajnih histoloskih preparatov je pripravljenih iz parafinskih rezin kemijsko fiksiranega tkiva
oziroma celic. Postopek priprave trajnih histoloskih preparatov iz parafinskih rezin vkljucuje vec
klju¢nih korakov: fiksacija, dehidracija, vklapljanje, rezanje, barvanje in pokrivanje.

Fiksacija je zacetni korak postopka, s katerim ohranimo strukturo odvzetega tkiva in celic ter njihovo
kemicno sestavo. Pri pripravi parafinskih rezin se uporablja kemijska fiksacija. Pri kemijski fiksaciji
za fiksacijo tkiva ali celic uporabimo doloc¢ene kemijske snovi, ki fiksirajo predvsem proteine. Na ta
nacin preprecijo avtolizo celic, saj so fiksirani encimi neaktivni. Zelo pogosto uporabljeni kemijski
fiksativi so aldehidi. Najbolj pogosto uporabljen je formaldehid, ki omogo¢i nastanek novih vezi
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znotraj ene proteinske molekule ali med sosednjimi proteinskimi molekulami ter tako zamrezi in
inaktivira proteinske molekule. Med kemijske fiksative sodijo tudi alkoholi (na primer metanol in
etanol, ki povzro¢ita denaturacijo proteinov), organske Kisline (na primer ocetna in pikrinska kislina,
ki povzrocita denaturacijo proteinov) ter oksidanti (na primer osmijev tetroksid, ki oksidira dvojne
vezi nenasi¢enih mascobnih kislin in tako stabilizira membrane). Po fiksaciji, ki obi¢ajno traja 24 ur
pri 4 °C, sledi izpiranje fiksativa in postopna dehidracija vzorca v etanolih naras¢ajoc¢ih koncentracij.
Odstranitev vode je kljuénega pomena, saj se kot vklopno sredstvo uporablja parafin, ki je hidrofoben
in se ne mesa z vodo. Ker se s hidrofobnim parafinom bolje kot etanol mesa organsko topilo ksilol,
prenesemo vzorec iz 100% etanola v ksilol, ter na ta nacin zagotovimo boljSo prepojitev tkiva s
teko¢im parafinom.

Rezanje Zivalskih tkiv in celic, ki so in vivo bolj ali manj mehke, je mozno le, ¢e jih vklopimo v trdno
snov, kot je parafin. Vklapljanje v parafin zagotavlja trdoto tkiva med procesom rezanja parafinskih
rezin. Iz ksilola prenesemo vzorec v teko¢i parafin (talis¢e parafina je pri 56 °C) v termostat pri 60
°C ter ga pustimo, da se prepoji s parafinom. Kalup z vzorcem in teko¢im parafinom ohladimo pri
sobni temperaturi pri ¢emer nastane trd parafinski blok, ki sluzi kot oporno sredstvo za rezanje
parafinskih rezin.

Parafinske rezine rezemo z mikrotomom (slika 17). Kovinski noz v mikrotomu omogoca rezanje
parafinskih rezin debeline 3-7 um. Tako tanke rezine so nujne, da lahko svetloba v mikroskopu preseva
skoznje. Odrezane parafinske rezine so nagubane, zato jih prenesemo na povrsino tople vodne kopeli,
kjer se raztegnejo. Nato jih poberemo na objektna stekelca in posusimo na zraku.

Vecina zivalskih tkiv je brezbarvnih. Za kontrastiranje celic in medceli¢nine uporabljamo razli¢na
barvila, ki imajo afiniteto do dolo¢enih molekul in se selektivno veZejo na celi¢ne in tkivne sestavine.
Ker je vecina barvil topnih v vodi (hidrofilnih), je potrebno pred barvanjem odstraniti hidrofoben
parafin. Najprej parafinske rezine na objektnih stekelcih potopimo v ksilol (deparafiniranje), ki
raztopi parafin. Nato rezine postopno hidriramo z etanoli padajoc¢ih koncentracij do vode. Barvanje
s hematoksilinom in eozinom (HE) je ena izmed najpogostejSih tehnik klasi¢nega histoloskega
barvanja parafinskih rezin. Hematokslin je kationsko barvilo, ki obarva jedra celic modro, medtem ko
je eozin anionsko barvilo, ki obarva citoplazmo roznato (slika 18). Po barvanju izperemo barvilo, tako
da ostanejo obarvane le strukture na katere se je barvilo vezalo. Poleg barvanja s HE lahko parafinske
rezine uporabimo tudi za razli¢na druga barvanja ali za histokemijske metode.

V vodi obarvane rezine niso trajno obstojne, zato jih ponovno dehidriramo v etanolih naraséajocih
koncentracij. Rezine nato zalijemo s kapljico naravne drevesne smole (na primer Kanadski balzam)
ali umetno smolo (na primer DPX) ter pokrijemo s krovnim stekelcem (krovnikom). Ko se smola
posusi in strdi, trajni histoloski preparat opremimo z ustreznim napisom in opazujemo s klasi¢nim
svetlobnim mikroskopom. Tak preparat je obstojen ve¢ desetleti;.
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Slika 17: Mikrotom za rvezaﬁje parafinskih rezin in topla vodna kopel na kateri se parafinske rezine
zgladijo, preden jih poberemo na objektna stekelca.

N

Slika 18: Klasicno histolosko barvanje s hematoksilinom in eozinom. Parafinska rezina stene misjega
secnega mehurja. Merilo: 50 um.

2.1.1.3 Trajni histoloSki preparati iz zamrznjenih rezin

Trajni histoloski preparati se lahko pripravijo tudi iz zamrznjenih rezin, pri katerih tkivo ali celice
fiksiramo s fizikalno fiksacijo z zamrzovanjem. Zamrznjene rezine se uporablja takrat, kadar je
potrebno tkivo hitro pregledati (na primer med operacijo) ali kadar bi kemijska fiksacija, dehidracija
in vro¢ parafin poskodovali sestavine celic in tkiv, ki nas zanimajo. Postopek priprave trajnih
histoloskih preparatov iz zamrznjenih rezin vkljucuje nekaj glavnih korakov: fiksacija, rezanje,
barvanje in pokrivanje.
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Fizikalna fiksacija z zamrzovanjem je zaCetni korak pri pripravi zamrznjenih rezin. Obi¢ajno poteka
v teko¢em dusSiku (-190 °C) ali teko¢em heliju (-269 °C), pri cemer pride do hitrega zamrzovanja.
Obicajno pred fizikalno fiksacijo koscke svezega tkiva ali celice prepojimo s krioprotektivnim
sredstvom (na primer OCT), ki je hidrofilno in prepreci nastajanje kristalov vode, ki bi poSkodovali
strukturo tkiv in celic.

Ker rezanje zamrznjenih rezin poteka neposredno iz trdnega zamrznjenega tkiva, dehidracija in
vklapljanje vzorca v trdno snov nista potrebna. Zamrznjene rezine (kriostatske rezine) rezemo S
kriomikrotomom, ki se nahaja v aparaturi imenovani kriostat (slika 19). Kriomikrotomski kovinski
noz se nahaja v ohlajeni komori (priblizno -25 °C) ter omogoca rezanje zamrznjenih rezin debeline 3-
7 pum. Odrezane zamrznjene rezine nato poberemo z objektnim stekelcem, ogretim na sobno
temperaturo, in jih posusimo na zraku.

Posusene hidrofilne zamrznjene rezine na objektnem stekelcu barvamo z razlicnimi histoloskimi
barvili (na primer s HE) ali jih uporabimo za razli¢ne histokemijske metode. Tako kot parafinske
rezine, zamrznjene rezine v vodi niso trajno obstojne, zato jih po barvanju dehidriramo, vklopimo v
naravno ali umetno smolo in pokrijemo s krovnim stekelcem. Tako trajno pripravljene preparate
opazujemo s klasi¢nim svetlobnim mikroskopom.

krioprotektivno
sredstvo - OCT

hladna komora

zamrznjen
koscek tkiva

kovinski noz

kriostat

Slika 19: Kriostat, v katerem je v hladni komori kriomikrotom, je naprava za rezanje zamrznjenih
rezin.

Natanc¢ni postopki priprave trajnega histoloskega preparata iz parafinskih in zamrznjenih rezin so
navedeni v navodilih za vaje (str. 52).

24



Osnove svetlobne in elektronske mikroskopije ter oblike in ultrastruktura evkariontskih celic
Studijsko gradivo, 2023
Aleksandar Janev in Dasa Zupancic, Institut za biologijo celice, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani

2.1.2 PRIPRAVA PREPARATOV ZA ELEKTRONSKO MIKROSKOPIJO

Pri elektronski mikroskopiji, kjer so povecave vecje in locljivosti boljSe, je potrebna veliko vecja
natanénost pri pripravi preparata kot za svetlobno mikroskopijo. V nasprotnem primeru so artefakti
(napake, ki nastanejo na preparatu zaradi postopka priprave) preveliki. Izbira najbolj optimalnega
postopka priprave preparata je odvisna od vrste tkiva in celic in od tega, katere informacije o preparatu
zelimo dobiti (ultrastruktura — TEM; povrsina — SEM).

2.1.2.1 Priprava preparatov za presevni elektronski mikroskop

Za preucevanje ultrastrukture s presevnim elektronskim mikroskopom morajo biti bioloski vzorci
dobro fiksirani (da je ultrastruktura celic dobro ohranjena in da jih elektronski zarek ne unici), suhi
(da nanje ne vpliva vakuum), tanki (da bodo elektroni presevali skozi ultratanko rezino) in kontrastni
(elektroni se sipajo na atomih v visokim atomskim Stevilom oziroma na atomih tezkih kovin).

Glavni koraki pri pripravi ultratankih rezin debeline 40 — 80 nm za presevno elektronsko mikroskopijo
so: fiksacija, dehidracija, vklapljanje, rezanje in kontrastiranje. Priprava se za¢ne s primarno
kemijsko fiksacijo kos¢kov tkiva, ki morajo biti dovolj majhni (1-2 mm?), da fiksativ hitro prodre v
notranjost tkiva, ali celic z meSanico formaldehida in glutaraldehida (slika 20A). Primarni fiksaciji,
ki obicajno traja 2 do 3 ure in poteka pri 4 °C, sledi izpiranje z kakodilatnim pufrom in sekundarna
fiksacija (postfiksacija) z osmijevim tetroksidom (OsOa4). Osmij se veze na nenasi¢ene masc¢obne
kisline (slika 20B) s ¢imer fiksira lipidne molekule — predvsem membrane. Ker je osmij atom tezke
kovine se na njem elektroni sipajo in membrane so zato kontrastne (temno sive). Postfiksaciji sledi
izpiranje OsO4 in dehidracija v nara$c¢ajocih koncentracijah etanola ter nato prepajanje s hidrofobno
umetno smolo (na primer Epon-om). Po postopni polimerizaciji Epon-a pri visjih temperaturah (v
termostatu pri 35 °C do 80 °C) postane Epon in v njem vklopljen kosc¢ek tkiva ali celice izredno trd.
Sledi rezanje poltankih rezin (debeline 1 pm) z ultramikrotomom in steklenim nozem (slika 21A).
Poltanke rezine barvamo s toluidinskim modrilom (slika 22 in 23A) kar nam omogoca pregledovanje
le teh s klasi¢nim svetlobnim mikroskopom in orientacijo v preparatu. Ko izberemo del preparata, Ki
nas zanima, iz tega dela preparata pripravimo piramido za rezanje ultratankih rezin (slika 23B). Nato
sledi rezanje ultratankih rezin (debeline 40 - 80 nm) z ultramikrotomom in diamantnim noZem (slika
21B). Ultratanke rezine poberemo iz kadicke z vodo na kovinske mrezice. Na koncu sledi
kontrastiranje z vnosom atomov tezkih kovin (meSanica uranilacetata in svinCevega citrata) ter
opazovanje preparata s presevnim elektronskim mikroskopom (slika 23C).
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Slika 20: A) Glutaraldehid zamrezi proteinske
molekule tako, da poveze dve molekuli med
seboj. B) Osmijev tetroksid se veze na dvojne
vezi  nenasicenih  mascobnih  kislin, ki

sestavljajo membrane.
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Slika 21: A) Ultramikrotom je naprava za rezanje poltankih in ultratankih rezin. B) Diamantni noz in
Eponski blok s kosckom tkiva sta vpeta v ultramikrotom.

Slika 22: Poltanka eponska rezina pobarvana
s toluidinskim modrilom. Precni prerez stene
secnega mehurja (S — svetlina secnega
mehurja, U — urotelij — epitelij secnega
mehurja, VT — vezivno tkivo, MT — misicno
tkivo). Merilo: 20 um.
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V presevni elektronski mikroskopiji se lahko namesto prepajanja z umetno smolo uporablja izredno
hitro zamrzovanje in priprava krioultratankih rezin, ki jih rezemo v krioultramikrotomu v
zamrznjenem stanju. Priprava krioultratankih rezin je izjemno zahtevna.

Povzetek glavnih korakov priprave preparatov za presevno elektronsko mikroskopijo je predstavljen
na sliki 23.

Glavni koraki priprave preparatov za
presevno elektronsko mikroskopijo

. Primarna fiksacija
Vzo.||'1ec (}(kl\v/?knarezano nsa ——p (mesanica glutaraldehida Sekundarna fiksacija
majhne ko$¢ke - 1-2mm?) in formaldehida) (osmijev tetroksid)
Rezanje poltankih rezin
(debeline 1 um) z Vklop Dehidracija
ultramikrotomom ¢ (Umetna smola - Epon) <«———(nara%¢ajoce koncentracije
etanola)
Opazovanije s svetlobnim I}gzabr:ﬁnuelt;gtfglgr:‘:)zg\ Prenos na
i — L — . xe
mikroskopom ultramikrotomom kovinsko mreZico
Kontrastiranje

(svin€ev citrat in uranilacetat)

|

Vizualizacija s presevnim
elektronskim mikroskopom

Slika 23: Shematski prikaz glavnih korakov priprave preparatov za presevno elektronsko
mikroskopijo. A) Poltanka eponska rezina tankega crevesja pobarvana s toluidinskim modrilom. B)
Podrocje iz katerega bo narejena piramida za rezanje ultratankih rezin. C) Mikrografija epitelija
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tankega crevesja posneta s presevnim elektronskih mikroskopom. Merilo A) 500 um; B) 50 um C) 10
um.

2.1.2.2 Priprava preparatov za vrsticni elektronski mikroskop

Zapreucevanje povrsine preparatov z vrsticnim elektronskim mikroskopom morajo biti bioloski vzorci
dobro fiksirani (da je povrsina dobro ohranjena in da jih elektronski zarek ne unic¢i), suhi (da nanje
ne vpliva vakuum) in prevodni (da ne pride do kopicenja elektronov in posledi¢no do pojava
artefaktov). Pri vrsti¢ni elektronski mikroskopiji debelina preparata ni pomembna, koscek tkiva
mora biti le dovolj majhen, da ga lahko nalepimo na nosilec in vnesemo v mikroskop.

Postopek priprave preparatov vkljucuje ve¢ kljucnih korakov: fiksacija, dehidracija, suSenje,
pritrditev vzorca na nosilec in naprasevanje. Tako kot pri pripravi preparatov za presevno
elektronsko mikroskopijo se zacne priprava za vrsti¢ni elektronski mikroskop s primarno kemijsko
fiksacijo majhnih kos¢kov tkiva (1 — 5 mm?) ali celic z meSanico formaldehida in glutaraldehida. Po
spiranju primarnega fiksativa sledi postfiksacija z osmijevim tetroksidom (OsOa4) ter postopna
dehidracija v nara$¢ajoCih koncentracij acetona. Nato sledi suSenje preparata, pri katerem je
pomembno, da prepre¢imo poskodbe povrsin, ki bi lahko nastale pri izparevanju vode. Zato vzorec
prepojimo s teko¢im CO2 in ga posusimo pri kriti¢ni to¢ki (angl. critical point) COg, Kjer izgine meja
med tekocino in plinom ter ni povrsinske napetosti. Tako posusen vzorec pritrdimo na kovinski nosilec
in ga v napravi za naprasevanje enakomerno prekrijemo s tanko plastjo zlata, platine ali ogljika (slika
24). Na ta nacin zagotovimo prevodnost za elektrone in dodatno povecamo signal. Kontrastiranje
vzorcev za SEM ni potrebno, saj je nastanek slike odvisen od oblike povrsine (topografije, reliefa)
preparata.
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Shematski prikaz priprave preparatov za
vrsti¢no elektronsko mikroskopijo

Vzorec Primarna fiksacija Sekundarna fiksacija
(koscek tkiva ali celic) ——>  (mesanica glutaraldehida > (ogmijev tetroksid)
in formaldehida)

el elex s g Dehidracija
Susenje pri kriticni tocki CO; <4———  Prepajanje s tekoim CO, <= (nara3¢ajoce koncentracije
(7,4 MPa, 31°C)
acetona)
Naprasevanje s tanko Vizualizacija z vrsti€nim

Pritrditev na kovinski nosilec ——  plastjo prevodne kovine ——— gjekironskim mikroskopom
(zlato, platina ali ogljik)

kovinski
nosilec

koscek tkiva
naprasen z zlatom

lepilo
napraseno z zlatom

drzalo za vnos nosilca
v mikroskop

Slika 24: A) Posusen in z zlatom naprasen koscek tkiva je prilepljen na kovinski nosilec, ki je vpet v
drzalo za vnos v vrsticni elektronski mikroskop. B Mikrografija stene secnega mehurja posneta z

vrsticnim elektronskim mikroskopom. Merilo: 50 um.
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2.2 VAJA: HISTOKEMIJSKE METODE

Histokemijske metode so klju¢nega pomena tako v raziskovanju kot tudi v diagnostiki, saj se
uporabljajo za ugotavljanje prisotnosti in lokacije doloc¢enih specifi¢nih kemijskih sestavin (na
primer ogljikovih hidratov, proteinov, lipidov, nukleinskih kislin) v celicah in v medceli¢nini.
Histokemijske metode vkljucujejo uporabo reagentov, ki selektivno reagirajo s ciljnimi kemijskimi
sestavinami, ki jih zelimo preuciti. Te molekule so lahko prosto prisotne v notranjosti ali zunanjosti
celic, ali pa nastanejo po specifi¢ni kemijski reakciji (na primer po hidrolizi DNA). Koné€ni reakcijski
produkt, ki je rezultat histokemijske reakcije, mora biti stabilen, netopen in obarvan (pri svetlobni
mikroskopiji) ali elektronsko gost (pri presevni elektronski mikroskopiji) ter ne sme spreminjati
svojega polozaja v celici. S histokemijskimi metodami lahko dokazujemo bodisi skupine

makromolekul (slika 25A), bodisi specifi¢ne molekule ali njihove dele (slika 25B).

Metode, s katerimi dokazujemo
skupine makromolekul

Nukleinske kisline —» Feulgenova reakcija

Ogljikovi hidrati:
¢ Polisaharidi

¢ Nevtralni proteoglikani —  Reakcija PAS
¢ Glikoproteini in glikolipidi
¢ Kisli proteoglikani } » Alciansko modrilo
Lipidi _, Osmijev tetroksid,
A barvila sudan

Metode, s katerimi dokazujemo
specificne molekule ali njihove dele

— Strukturni —— Imunooznacdevanje

/

— Encimi ————— Encimska histokemija

Specifi¢ni proteini

Specifitno zaporedje , Fluorescencna in situ
nukleotidov (DNA ali RNA) hibridizacija (FISH)

Slika 25: Histokemijske metode, s katerimi dokazujemo makromolekule (A) oziroma specificne

molekule ali njihove dele (B).
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V nadaljevanju bomo podrobneje opisali le nekatere izmed nastetih histokemijskih metod, ki se
pogosto uporabljajo tako v znanstveno raziskovalnem delu kot tudi v diagnostiki.

2.2.1 REAKCIJA PAS

Reakcija PAS (angl. Periodic Acid Schiff) je histokemijska metoda za dokazovanje enostavnih
polisaharidov (glikogen, Skrob, celuloza) in nevtralnih proteglikanov. Naredimo jo na parafinskih
rezinah v dveh stopnjah. V prvi stopnji inkubiramo rezino v raztopini perjodove Kisline, kar povzro¢i
oksidativno cepitev vezi med ogljikovima atomoma v molekuli sladkorja ali aminosladkorja ter
nastanek prostih aldehidnih skupin. V drugi stopnji izperemo perjodovo kislino ter na rezino dodamo
Schiffov reagent, ki je brezbarven in reagira s prostimi aldehidnimi skupinami. Rezultat je nastanek
rdece-vijolicnega reakcijskega produkta na mestih v preparatu, kjer se nahajajo nevtralni proteglikani
in enostavni polisaharidi (slika 26A).

2.2.2 ALCIANSKO MODRILO

Barvanje z alcianskim modrilom (kationsko barvilo) je histokemijska metoda, ki se uporablja za
dokazovanje prisotnosti kislih proteoglikanov. To so molekule s Stevilnimi negativno nabitimi
skupinami (na primer hialuronsko kislino in keratan sulfatom), na ketere se veze pozitivno nabito
alciansko modrilo. 1zvedemo jo tako, da parafinsko rezino inkubiramo v raztopini alcianskega modrila,
pri ¢emer nastane intenzivno moder reakcijski produkt, na mestih v preparatu, ki vsebujejo kisle
proteoglikane (Slika 26B).

PAS sy alCiansko modrilo S

Slika 26: Dokazovanje ogljikovih hidr
mehurja in z (B) alcianskim modrilom (modro) v ¢revesnem epiteliju. S — svetlina secnega mehurja oz.
c¢revesa, U — urotelij, VT — vezivno tkivo, E — crevesni epitelij. Merilo: 10 um.

2.2.3 IMUNOOZNACEVANJE

Imunooznacevanje vkljucuje razli¢ne histokemijske metode (imunofluorescenca, imunohistokemija,
imunocitokemija) s katerimi dokazujemo prisotnost in lokacijo proteinov v celicah in v zunajceliénem
prostoru. Temelji na uporabi protiteles oziroma molekul, ki so sposobne prepoznati in se specificno
vezati na dele proteina (epitope) v preparatu, ki delujejo kot antigeni za protitelesa. Za izvedbo metode
imunooznacéevanja uporabljamo monoklonska in poliklonska protitelesa, ki se razlikujejo v na¢inu
pridobivanja. Poliklonska protitelesa nastanejo po imunizaciji laboratorijskih zivali (na primer kuncev)
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z antigenom (na primer ¢loveskim kolagenom) kar aktivira Stevilne klone limfocitov B, ki za¢nejo
proizvajati razliCna protitelesa, usmerjena proti razlicnim epitopom na antigenu. Monoklonska
protitelesa pridobivamo v celi¢nih kulturah s pomoc¢jo enega klona celic hibridoma (celica, ki je nastala
z zlitjem normalnega limfocita B in rakave mielomske celice). Za razliko od poliklonskih protiteles so
monoklonska protitelesa specifi¢na za en sam epitop nekega antigena.

Imunooznacevanje lahko izvedemo na parafinskih (slika 27A), zamrznjenih (slika 27B) ali ultratankih
rezinah (slika 27C) z direktno ali indirektno metodo. Pri izvedbi direktne metode rezine inkubiramo
v raztopini oznaCenih protiteles, specificnih za preucevani antigen. Nastane kompleks protitelo-
antigen, ki ga lahko vizualiziramo z mikroskopom. Kljub enostavni in hitri izvedbi se v danasnjem
Casu ta pristop redko uporablja zaradi nizke obcutljivosti v primerjavi z indirektno metodo. Pri izvedbi
indirektne metode uporabljamo dve vrsti protiteles: primarna in sekundarna protitelesa. V prvi
stopnji inkubiramo rezine v raztopini neoznacenih primarnih protiteles (lahko so monoklonska ali

poliklonska), ki specifi¢no prepoznajo preucevani antigen. Po spiranju primarnih protiteles, rezine
inkubiramo v raztopini sekundarnih poliklonskih protiteles, ki so ozna¢ena in izdelano proti primernim
protitelesom ter se zato vezejo na neoznacena primarna protitelesa. Ta metoda ima visoko obcutljivost,
saj ve¢ sekundarnih protiteles lahko prepozna eno molekulo primarnega protitelesa in tako dobimo ve¢
molekul oznacevalca na mestu, kamor se je vezalo eno primarno protitelo. Zato je signal na mesta v
preparatu z iskanimi antigeni mocnejsi.

Slika 27: Imunooznacevanje uroplakinov, ki so proteini, specificni za povrsinske celice urotelija
secnega mehurja. A) Rjavo obarvanje v povrsinskih urotelijskih celicah, kjer so prisotni uroplakini
(imunohistokemija). B) Rdeca fluorescenca v povrsinskih urotelijskih celicah, kjer so prisotni
uroplakini (imunofluorescenca). C) S 5 nm koloidnim zlatom (tanke puscice) so oznaceni uroplakini
Il in s 25 nm koloidnim zlatom (debele puscice) so oznaceni uroplakini la v apikalni plazmalemi
povrsinskih urotelijskih celic in v membrani vezikla povrsinske urotelijske celice (imunoelektronska
mikroskopija). S — svetlina secnega mehurja, U — urotelij, VT — vezivno tkivo. Merilo: A, B) 50 um, C)
500 nm.

Protitelesa, ki jih uporabljamo pri izvedbi imunooznafevanja omogocajo vizualizacijo tar¢nih
antigenov s pomocjo razli¢nih oznacevalcev. Izbira oznacevalca je odvisna od vrste vzorca, strukture
proteina, ki nas zanima, mesta, kjer se ta protein nahaja, in nacina vizualizacije ter vrste
mikroskopa, ki ga bomo uporabili. Najpogosteje uporabljeni oznacevalci protiteles so navedeni v
tabeli 3.
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Tabela 3: Oznacevalci protiteles in nacini vizualizacije, s pomo¢jo katerih jih lahko opazujemo.

Oznacevalec Metoda vizualizacije Mikroskop

Biotin Imunohistokemija - metoda ABC | Klasi¢ni svetlobni
(avidin — biotin -peroksidaza) mikroskop

Fluorescencna  barvila (na | Imunofluorescenca Fluorescen¢ni mikroskop

primer FITC)

Encim (na primer peroksidaza) | Encimska histokemija Klasi¢ni svetlobni

mikroskop
Koloidno zlato Imunoelektronska mikroskopija Elektronski mikroskop

Imunohistokemija in imunofluorescenca sta najpogosteje uporabljani metodi imunooznacevanja, ki
omogocata preucevanje prisotnosti in lokacije tar¢nih proteinov. Obe metodi vkljucujeta uporabo
protiteles za prepoznavanje antigenov v vzorcu, vendar se razlikujeta v vrsti oznacevalcev in vrsti
signala ter nacinu detekcije.

2.2.3.1 Metoda ABC (avidin-biotin-peroksidaza)

Metoda ABC (angl. avidin-biotin complex) je tehnika imunohistokemije, ki temelji na mo¢ni vezavni
afiniteti med avidinom in biotinom. Naredimo jo na parafinskih ali zamrznjenih rezinah ali na celi¢nih
kulturah. Na zacetku reakcije vzorce inkubiramo z neoznacenimi primarnimi protitelesi, ki specifi¢no
prepoznajo taréno molekulo. Po izpiranju dodamo raztopino z biotinom oznacenih sekundarnih
protiteles, ki se vezejo na primarna protitelesa. V naslednjem koraku dodamo avidin z vezano
peroksidazo, pri ¢emer na mestu tarénega antigena nastane kompleks biotin-avidin-peroksidaza.
Barvno reakcijo razvijemo tako, da dodamo substrat diaminobenzidin (DAB), pri ¢emer pride do
njegove oksidacije in nastanka rjavo obarvanega produkta. Nato podobno kot pri klasicnem
histoloskem barvanju jedra celic obarvamo s hematoksilinom, rezine vklopimo v smolo ter pokrijemo
s krovnikom in preparate opazujemo s klasi¢nim svetlobnim mikroskopom. Na sliki 28 so predstavljeni
glavni koraki imunohistokemijske reakcije.
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IMUNOHISTOKEMIJA

Tkivna parafinska ali zamrznjena
Antigen -\ / rezina (3-7 um) ali celice

&l
Monoklonsko
Objektno stekelce

( primarno protitelo

Biotinilirana poliklonska

sekundarna protitelesa

S, Kompleks ABC
’f% . (avidin-biotin-
o .
peroksidaza)
Rjavo obarvan
produkt P
L] °® N
DAB.K%':':‘ N
o'.‘ :.E / \ . ) G o.. Q\Q’
(gL FLE g
e ® A \

Pozitivna imunohistokemijska reakcija ,o°
na jedrni antigen Ki-67 i

Svetlobni mikroskop

Slika 28: Shematski prikaz glavnih korakov imunohistokemijske reakcije (metoda ABC). Merilo: 50

um.
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2.2.3.2 Imunofluorescenca

Imunofluorescenca je tehnika imunooznaCevanja, ki temelji na interakciji med specifi¢nimi
protitelesi, ki so oznacena s fluorescen¢nimi barvili (fluorokromi), in preucevanimi antigeni v vzorcu.
Naredimo jo na parafinskih ali zamrznjenih rezinah ali na celi¢nih kulturah. Na zacetku reakcije vzorce
inkubiramo v raztopini neoznacenih primarnih protiteles, ki se specificno vezejo na preuc¢evani protein.
Po spiranju nevezanih primarnih protiteles vzorce inkubiramo v raztopini sekundarnih poliklonskih
protiteles oznacenimi s fluorescen¢nimi barvili (na primer rdece barvilo TRITC, zeleno barvilo FITC).
Na koncu reakcije dodamo barvilo DAPI, ki se veze na molekule DNA in zato jedra v fluorescenénem
mikroskopu fluorescirajo modro. Da bi ¢im dlje ¢asa ohranili fluorescenco, ki jo fluorokromi oddajajo,
vzorce zalijemo s posebnim hidrofilnim vklopnim sredstvom, ki zavira bledenje (na primer
Vectashield), ter pokrijemo s krovnikom. Nato preparate opazujemo s fluorescenénim mikroskopom.
Na sliki 29 so predstavljeni glavni koraki imunofluorescence.
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IMUNOFLUORESCENCA

Antigen\ - Tkivna parafinska ali zamrznjena rezina (3-7 um) ali celice

& =\

Primarno monoklonsko

r protitelo

Sekundarna poliklonska protitelesa
s fluorescencnimi barvili

(fluorokromi) \ / /’ \
PR\
)

Barvilo DAPI, ki se veZe na
DNA in obarva jedra modro.

Fluorescen¢ni mikroskop

\ 4
Tubulin (a - alfa) DAPI Tubulin (a - alfa) + DAPI

Slika 29: Shematski prikaz glavnih korakov imunooznacevanje s fluorescencnimi barvili
(imunofluorescenca). Merila 50 um.
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2.2.4 ENCIMSKA HISTOKEMIJA

Encimska histokemija je histokemijska metoda za dokazovanje prisotnosti in aktivnosti encima, ki
nas zanima. Temelji na uporabi specifiénega substrata, ki reagira s tarénim encimom. Izvedemo jo
lahko na parafinskih, zamrznjenih ali ultratankih rezinah ali na celi¢nih kulturah, vendar moramo pri
pripravi paziti, da ostane iskani encim aktiven. Prvi korak je inkubacija vzorcev s specifi¢nim
substratom. Preucevani encim v vzorcu razgradi substrat pri ¢emer nastane neobarvan primarni
reakcijski produkt in preostanek. Nato sledi inkubacija s specifi¢nim reagentom, ki je izbran tako, da
reagira s primarnim reakcijskim produktom. Pri tej reakciji nastane stabilen, netopen, kon¢ni
reakcijski produkt, ki mora biti obarvan v primeru svetlobne mikroskopije ali elektronsko gost v
primeru presevne elektronske mikroskopije (slika 30). Za lazjo orientacijo v preparatu obarvamo jedra
(svetlobna mikroskopija) oziroma preparate kontrastiramo (presevna elektronska mikroskopija).

ENCIMSKA HISTOKEMIJA
(Dokazovanje aktivnosti kisle fosfataze)

Objektno stekelce 7 /— Tkivna parafinska ali zamrznjena rezina (3-7 um) ali celice
71 d

ALl /"\ Inkubacija v mediju, ki vsebuje

Vzorec substrat za kislo fosfatazo

Nosilec za ultratanke
rezine (mreZica)

Neobarvan primarni

Kon¢ni reakcijski produkt produkt +
(stabilen, netopen, obarvan ali preostanek
elektronsko gost) \/
Inkubacija v mediju,
ki vsebuje ustrezen
reagent

Slika 30: Shematski prikaz encimske histokemije za dokazovanje aktivnosti kisle fosfataze. A) Lizosomi

(L) in transportni vezikli iz trans-Golgijevega mrezja (glavi puscic) oznaceni z encimsko histokemijsko
reakcijo na kislo fosfatazo. Merilo: 250 nm.
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Encimska histokemija je dokaj enostavna, hitra in poceni metoda, ki se uporablja v raziskovalnem delu
in v diagnostiki. Z encimsko histokemijo lahko dokazujemo aktivnost in prisotnost specificnih
encimov, ki so znacilni za dolo¢en organel. Te encime imenujemo markerski encimi in so lahko
pomembni pri diagnozi, spremljanju napredovanja bolezni ali oceni ucinkovitosti zdravljenja.
Encimsko histokemijo lahko uporabljamo za dokazovanje markerskih encimov mitohondrijev (npr.
sukcinska dehidrogenaza, citokrom oksidaza), peroksisomov (npr. katalaza, peroksidaza, slika 38),
lizosomov (npr. kisla fosfataza, slika 30A) in delov Golgijevega aparata (npr. za trans Golgijeve
cisterne encim tiamino pirofosfataza, slika 31A, za medialne Golgijeve cisterne encim nikotinamid
adenin dinukleotidfosfataza, slika 31B, za trans Golgijevo mreZje encim kisla fosfataza).

Slika 31: Golgijev aparat oznacen z encimsko histokemijo. A) Aktiven encim tiamino pirofosfataza
(TPP-aza) v trans Golgijevih cisternah oznacen z elektronsko gostim koncnim reakcijskim produktom.
B) Aktiven encim nikotinamid adenin dinukleotidfosfataza (NADP-aza) v medialnih Golgijevih
cisternah oznacen z elektronsko gostim koncnim reakcijskim produktom. Merilo: 500 nm.

2.2.5 FLUORESCENCNA IN SITU HIBRIDIZACIJA (FISH)

Fluorescen¢na in situ hibridizacija (FISH) je histokemijska metoda, ki omogoca dokazovanje
specificnih zaporedij nukleinskih kislin (DNA in RNA). Temelji na interakciji med znanimi
nukleotidnimi zaporedji, ki nas zanimajo v preucevanih vzorcih, in komplementarnim zaporedjem
nukleotidom, ki sestavlja fluorescencno oznaceno sondo. Naredimo jo na parafinskih ali zamrznjenih
rezinah ali na celi¢nih kulturah. Na zacetku postopka vzorce fiksiramo in celice permeabiliziramo. V
primeru dokazovanja specificnih zaporedij DNA, vzorce inkubiramo pri visoki temperaturi ali
visokem pH, kar povzroci prekinitev vodikovih vezi in razpad dvojne vija¢nice DNA na dve verigi
(denaturacija). V kolikor nas zanimajo zaporedja mRNA denaturacija ni potrebna, saj je molekula
mRNA enoveriZna. Sledi inkubacija vzorcev z raztopino fluorescen¢no oznacenih sond DNA ali RNA.
Sonde so polinukleotidne verige z znanim zaporedjem, ki so komplementarne nukleotidnemu
zaporedju, ki ga preuc¢ujemo. Ce so v celicah prisotna iskana nukleotidna zaporedja, pride do
hibridizacije med fluorescencno oznaceno sondo in celi¢nimi nukleinskimi kislinami, kar lahko
vizualiziramo s fluorescenénim mikroskopom. Na sliki 32 je predstavljen shematski prikaz protokola
za dokazovanje specifi¢nih zaporedij DNA in RNA.
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FLUORESCENCNA /N SITU HIBRIDIZACIJA (FISH)

A) Protokol za dokazovanje specificnih zaporedij DNA (npr. gena, mutacije, virusnega genoma)

Objektno stekelce s

tkivno rezino ali celicami
/— DNAV jedru celice Fluorescenéno
/ oznacena DNA sonda
/
7 - |
e N > W s
= = = o > |
o ]
=
Fiksacija —— Permeabilizacija ——» DenaturacijaDNA —» Hibridizacija s Vizualizacija s
(visoka T ali visok pH) fluorescenénim mikroskopom

B) Protokol za dokazovanje specificnih zaporedij mRNA (ugotavljanje aktivnosti genov)

Objektno stekelce s
tkivno rezino ali celicami

Fluorescenéno
oznacena RNA sonda n
1 € 2 ~— @ y .
5
Fiksacija —__+  Permeabilizacija . Hibridizacija — Vizualizacija s
fluorescenénim mikroskopom

Slika 32: Shematski prikaz poteka fluorescencne in situ hibridizacije (FISH) za dokazovanje

specificnih zaporedij nukleinskih kislin.
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2.3 VAJA: BIOLOSKE MEMBRANE IN CELICNI ORGANELI

Celice so osnovne strukturne in funkcionalne enote vseh zivih organizmov. Vse evkariontske celice so
obdane s plazmalemo ter vsebujejo Stevilne z membrano obdane predelke. Na sliki 33 je predstavljena
osnovna struktura evkariontske celice.

Vezikel
Citosol
Jedrce
[ ] Jedro
| N
Mitohondrij — 1
, / Granularni
11 endoplazemski
Peroksisom ( l® R || @ retikulum (GER)
Lizosom \ Ribosomi
e o)

Mikrotubuli N Agranularni
HroTubUl endoplazemski
Aktinski retikulum (AER)
filament

Intermediarni Golgijev aparat
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Slika 33: Shematski prikaz osnovne zgradbe evkariontske celice.

2.3.1 BIOLOSKE MEMBRANE

Bioloske membrane so pomembne strukture celic, ki tvorijo mejo med zunanjostjo in notranjostjo celic
(plazmalema) in locujejo celicne organele in predelke (endomembranski sistem) od citosola.
Sestavljene so iz membranskih lipidov, proteinov in ogljikovih hidratov. Membranski lipidi
(predvsem fosfolipidi, glikolipidi in holesterol) predstavljajo priblizno polovico mase vseh celi¢nih
membran in so organizirani v lipidni dvosloj. Lipidni dvosloj tvori osnovno zasc¢itno pregrado, ki
lo¢uje notranjost celice od okolice . V lipidni dvosloj so vgrajeni membranski proteini, ki sodelujejo
pri nadzorovanem transportu molekul in ionov skozi membrano v in iz celice ter v celiécnem
signaliziranju. Ogljikovi hidrati so prisotni v bioloskih membranah, vendar so razmeroma redki in so
vezani na lipide (glikolipidi) ali proteine (glikoproteini). Prispevajo predvsem k celi¢ni komunikaciji,
zaS¢iti celic in interakcijam celic med seboj in z zunajceliénim okoljem.

Plazmalema, znana tudi kot plazemska membrana (angl. plasma membrane), predstavlja mejo med
zunanjostjo in notranjostjo celic pri vseh Zivih organizmih. Gre za tanko (5-10 nm) in selektivno
prepustno strukturo. Plazmalema je bistvena za prezivetje in normalno delovanje celic, saj omogoca
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nadzorovano prehajanje snovi v in iz celice. Poleg tega omogoca celici komunikacijo z okolico in
z drugimi celicami ter prenaSanje signalov iz zunajceli¢nega prostora v citoplazmo.

V epitelijskih celicah lo¢imo dve funkcionalno razli¢ni domeni plazmaleme: apikalna in bazolateralna
plazmalema. Apikalna plazmalema je del plazmaleme, ki meji na zunanjost organizma ali na svetline
organov znotraj organizma (slika 34). Bazolateralna plazmalema je del plazmaleme, ki je v stiku s
sosednjimi celicami (slika 34) in/ali s tanko mrezno strukturo molekul medceli¢nine imenovano
bazalna lamina.

Bioloske membrane in molekule iz katerih so zgrajene lahko proucujemo s klasi¢nim svetlobnim
mikroskopom (na primer barvanje z osmijevim tetroksidom), fluorescenénim in konfokalnim
mikroskopom (na primer z imunofluorescenco) ali s presevnim in vrsticnim elektronskim
mikroskopom.

Slika 34: Vezikli (V) v citoplazmi epitelijske
celice. Apikalna plazmalema (AP) meji na
= svetlino organa. Bazolateralna plazmalema
Fipllay 10 Y b K ok WA (BP) meji na sosednjo epitelijsko celico. S —
¥ Vﬁ% e AR g el & T svetlina. Merilo: 200 nm.

e (2 A
TR

2.3.2 CELICNI ORGANELI

Organeli so specializirane strukture znotraj celic, ki opravljajo specifi¢ne naloge. Razdelimo jih v dve
skupini:

e Z membrano obdani organeli: jedro, endoplazemski retikulum, Golgijev aparat,
mitohondriji, peroksisomi, lizosomi, endosomi, transportni vezikli, sekrecijski vezikli itd.
e Organeli brez membrane: ribosomi, proteasomi, inflamasomi itd.

2.3.2.1 Jedro

Jedro je najvecji celicni organel, ki vsebuje dedni genetski material v obliki kromatina (dolge linearne
molekule DNA navite okoli histonskih in nehistonskih proteinov). V jedru potekajo Stevilni kljucni
celi¢ni procesi, in sicer podvajanje DNA (replikacija), prepisovanje DNA v informacijsko RNA
(mRNA, transkripcija), sinteza ribosomske RNA (rRNA) in nastajanje ribosomskih podenot ter
posttranskripcijske modifikacije mRNA.
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Jedrna ovojnica locuje jedro od citoplazme. Sestavljena je iz notranje in zunanje jedrne
membrane, medmembranskega prostora in jedrnih por. Na zunanjo jedrno membrano so pritrjeni
ribosomi in na nekaterih mestih se ta nadaljuje v membrano zrnatega endoplazemskega retikuluma.
Pod notranjo jedrno membrano lezi mreza intermediarnih filamentov laminov imenovana jedrna
lamina. Ta zagotavlja mehansko oporo jedru in nanjo se pripenja kromatin. Jedrne pore so veliki
proteinski kompleksi s premerom 50-80 nm, Kjer se notranja in zunanja jedrna membrana stikata. Skozi
jedrne pore poteka transport snovi med citosolom in jedrom v obe smeri.

Kromatin je lahko v obliki heterokromatina in evkromatina. Heterokromatin je bolj kondenziran in
zgoscen kromatin na obrobju jedra pod jedrno lamino, kjer ne poteka prepisovanje DNA v mRNA.
Evkromatin je manj zgos$cena oblika kromatina, kjer poteka prepisovanje genov (slika 35). Jedrca
(nukleoli) so mesta, kjer se prepisujejo molekule rRNA ter poteka sinteza ribosomskih podenot.

Barvanje s hematoksilinom omogoca vizualizacijo jeder s klasi¢nim svetlobnim mikroskopom. Poleg
tega lahko opazujemo genetski material celice, ki je v mitozi v obliki debelih spiraliziranih
kromosomov. S fluorescen¢nim mikroskopom lahko preuc¢ujemo tudi jedra obarvana z barvilom DAPI
ali pa preucujemo specifi¢na zaporedja nukleotidov z metodo FISH ter posamezne jedrne proteine z
imunooznacevanjem. Zaradi specifi¢ne ultrastrukture jedra lahko prepoznamo in opazujemo tudi s
presevnim elektronskim mikroskopom.

Slika 35: Jedro (J) je obdano z jedrno ovojnico
(JO) in vsebuje evkromatin (e), heterokromatin
(h) in jedrce (j). PM — plazmalema; GER —
granularni endoplazemski retikulum.
Merilo: I um.

2.3.2.2 Endoplazemski retikulum

Endoplazemski retikulum je organel z razvejano strukturo iz medsebojno povezanih membranskih
cevk in cistern. Strukturno in funkcionalno lo¢imo dve vrsti endoplazemskega retikuluma: granularni
(zrnati) endoplazemski retikulum (GER) in agranularni (gladki) endoplazemski retikulum
(AER).

GER je zgrajen iz ploscatih cistern, ki imajo na citosolni strani vezane ribosome, zaradi ¢esar je njegov
videz zrnat (slika 35). Na ribosomih poteka sinteza rezidenc¢nih proteinov endoplazemskega
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retikuluma ter proteinov za Golgijev aparat, peroksisome, lizosome, in plazmalemo. V GER poteka
tudi sinteza sekrecijskih proteinov, ki se izlo¢ajo iz celice. Za razliko od GER, na povrSini AER ni
vezanih ribosomov. V njem poteka sinteza mas¢obnih kislin, fosfolipidov in steroidnih hormonov ter
razstrupljanje.

Endoplazemski retikulum lahko proucujemo s presevnim elektronskim mikroskopom (zaradi
specifiéne ultrastrukture) in s histokemijskimi metodami, kot sta na primer imunooznacevanje in
encimska histokemija.

2.3.2.3 Golgijev aparat

Golgijev aparat (GA) je strukturno in funkcionalno polariziran organel sestavljen iz petih predelkov:
cis Golgijevo mreZje, cis, medialna in trans cisterna (Golgijeva skladovnica) in trans Golgijevo
mreZje (Slika 36).

Proteini po sintezi v endoplazemskem retikulumu vstopajo v cis Golgijevo mrezje s pomocjo
vezikularnega transporta. V Golgijevi skladovnici poteka njihova dokonéna glikozilacija in
fosforilacija ter sinteza glikolipidov in proteoglikanov. Te reakcije katalizirajo razli¢ni encimi, ki so
specifi¢ni za doloceno cisterno. V trans Golgijevem mrezju poteka razporejanje kon¢nih produktov in
nastanek transportnih veziklov, ki jih prenasajo do mesta delovanja.

Golgijev aparat ima znacilno ultrastukturo, ki jo lahko prepoznamo s presevnim elektronskim
mikroskopom. Poleg tega ga lahko proucujemo tudi s fluorescenénim mikroskopom po izpeljanem
postopku imunooznaéevanja reziden¢nih proteinov. S svetlobno in presevno elektronsko mikroskopijo
lahko vizualiziramo tudi posamezne predelke z encimsko histokemijo za dokazovanje aktivnosti
specifi¢nih encimov, ki so znacilni za posamezen predelek (na primer NADP-aza — medialna cisterna,
TPP-aza — trans cisterna, kisla fosfataza — trans Golgijevo mrezje).

Slika 36: Golgijev aparat (GA) je sestavljen iz
skladovnic Golgijevih cistern in Golgijevega
mrezZja. BP — bazolateralna plazmalema; AP —
apikalna plazmalema. Merilo: 200 nm.
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2.3.2.4 Lizosomi

Lizosomi so z enojno membrano obdani organeli, ki so klju¢ni za razgradnjo in recikliranje razli¢nih
molekul ter odstranjevanje odpadnih snovi. Z lizosomalnimi encimi se v razli¢nih kompartmentih (na
primer avtofagolizosomih) razgrajujejo odvecne in poskodovane celici lastne sestavine (v procesu
imenovanem avtofagija). Sodelujejo tudi pri razgradnji sestavin, ki v celico vstopajo iz zunajceli¢nega
okolja v procesu endocitoze. Vsebujejo ve¢ kot 40 vrst encimov, ki so del skupine Kkislih hidrolaz in
delujejo le v kislem okolju (pH 4,5-5). Transportni proteini v membrani lizosoma transportirajo kon¢ne
presnovne produkte (mascobne kisline, nukleotidi, sladkorji in aminokisline) nazaj v citosol, kjer se
lahko ponovno uporabijo ali pa jih celica izlo¢i v zunajceli¢ni prostor.

Lizosomi so majhni organeli, ki se razlikujejo po obliki, velikosti in sestavi, zaradi Cesar jih tezko
prepoznamo. S svetlobnim in presevnim elektronskim mikroskopom jih prepoznamo z
imunooznacéevanjem in z dokazovanjem prisotnosti in aktivnosti lizosomskih encimov (na primer kisle
fosfataze) z encimsko histokemijo (slika 30 A).

2.3.2.5 Mitohondriji

Mitohondriji so celi¢ni organeli v katerih poteka proces celicnega dihanja, pri ¢emer nastane
energija v obliki molekule adenozin trifosfat (ATP). Sestavljeni so iz dvojne membrane, in sicer iz
zunanje in notranje mitohondrijske membrane (slika 37). Med membranama je medmembranski
prostor, medtem ko notranji prostor, ki ga omejuje notranja mitohondrijska membrana, imenujemo
mitohondrijski matriks.

Notranja mitohondrijska membrana je mesto v mitohondrijih, kjer nastaja ATP. Je mo¢no nagubana v
strukture, imenovane kriste (slika 37). Vsebuje encime dihalne verige, ki sodelujejo pri prenosu
elektronov iz energijsko bogatih molekul (kot so NADH in FADH2) na molekularni kisik. Med tem
prenosom elektronov se sproSca energija, ki se uporablja za ustvarjanje elektrokemicnega gradienta.
Notranja membrana vsebuje tudi proteinski kompleks sintaze ATP, ki izkoris€a energijo
elektrokemi¢nega gradienta v mitohondrijski membrani za pretvorbo ADP v ATP. V mitohondrijskem
matriksu poteka Krebsov ali citratni cikel. Matriks mitohondrija vsebuje tudi mitohondrijsko DNA, ki
v Cloveskih celicah kodira zapise za 13 mitohondrijskih proteinov. Vecina mitohondrijskih proteinov
je zapisanih v jedrni DNA in se sintetizirajo v prostih ribosomih v citosolu ter posttranslacijsko
prenesejo v mitohondrije.

Mitohondriji imajo znacilno ultrastrukturo in jih zato lahko preucujemo s presevnim elektronskim
mikroskopom. S svetlobnim in presevnim elektronskim mikroskopom jih lahko tudi prepoznamo z
imunooznacevanjem reziden¢nih proteinov ali z reakcijo za dokazovanje aktivnosti specifi¢nih
mitohondrijskih encimov (na primer citokrom oksidaza in sukcinska dehidrogenaza).
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Slika 37: Mitohondriji (M) z zunanjo
mitohondrijsko membrano (zmm), notranjo
mitohondrijsko membrano (nmm) in kristami
(debele puscice). PM — plazmalema; GER —
granularni endoplazemski retikulum. Merilo:
300 nm.

2.3.2.6 Peroksisomi

Peroksisomi so majhni organeli, ki so obdani z enojno membrano (slika 38). Vkljuceni so v
razgradnji dolgoveriZnih masc¢obnih kislin (B-oksidacija) do acetil CoA, pri ¢emer kot stranski
produkt nastaja vodikov peroksid (H20z). Ta je v velikih koli¢inah strupen za celico, zato peroksisomi
vsebujejo encime, imenovane katalaze, ki ga razgradijo v vodo in kisik in tako zagotavljajo ustrezno
zaScito. Peroksisomi sodelujejo tudi pri razstrupljanju strupenih snovi, kot so alkoholi in formaldehid.

Sinteza vecine peroksisomskih proteinov poteka v prostih ribosomih v citoplazmi. Le nekaj
membranskih proteinov peroksisomov izvira iz membran endoplazemskega retikuluma, od koder se z
vezikularnim transportom transportirajo do peroksisomov.

Zaradi neznacilne morfologije in ultrastrukture peroksisome prepoznamo s svetlobnim in presevnim
elektronskim mikroskopom le z imunooznacevanjem ali z dokazovanjem prisotnosti in aktivnosti
peroksisomskih proteinov (na primer katalaze) z encimsko histokemijo.
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Slika 38: Peroksisom (glava puscice) oznacen z
encimsko histokemijsko reakcijo na katalazo. M —
mitohondrij. Merilo: 500 nm.
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NAVODILA ZA VAJE

1.1 VAJA: UVOD V MIKROSKOPIRANJE IN KLASICNI SVETLOBNI
MIKROSKOP

NAVODILA:

1. Priprava mikroskopa za mikroskopiranje:
a) spoznavanje in uporaba delov mikroskopa,
b) uravnavanje Koehlerjeve osvetlitve.
2. Mikroskopiranje histoloSkega preparata:
a) mikroskopiranje pri majhni (4x), srednji (10%) in veliki (40x) povecavi objektiva.
3. Uporaba imerzijskega objektiva (100x)
4. Umerjanje okularnega merilca s pomocjo objektnega mikrometra:
mikrometrska vrednost (mv) pri objektivu 4% =25 pm

mikrometrska vrednost (mv) pri objektivu 10x = 10 pm

mikrometrska vrednost (mv) pri objektivu 40x = 2,5 um

mikrometrska vrednost (mv) pri objektivu 100x =1 um

Ime in priimek:

Datum:

NALOGE:

1. TIzraCunajte maksimalno loCljivost svetlobnega mikroskopa. Maksimalna numeric¢na apertura je
1.4; srednja valovna dolZina vidne svetlobe je 550 nm.

2. lzracunajte locljivost svojega mikroskopa pri vseh Stirih objektivih in rezultate vpiSite v tabelo.

Objektiv NA Lo¢ljivost
4%
10x
40x
100x
Pregledal:
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1.2 VAJA: OBLIKE EVKARIONTSKIH CELIC IN VRSTE MIKROSKOPOV

NAVODILA:

1. Celice visokoprizmatske oblike — €revesne absorpcijske epitelijske celice ali enterociti:
a) mikroskopiranje in risanje preparata.
Na risbi je potrebno oznaciti: svetlino, apikalno plazmalemo, bazolateralno plazmalemo,
citoplazmo, jedro, bazalno lamino.
2. Celice vretenaste oblike — gladkomisi¢ne celice:
a) mikroskopiranje in risanje preparata.
Na risbi je potrebno oznaciti: plazmalemo, citoplazmo, jedro.
3. Celice asimetri¢ne oblike — Zivéne celice ali nevroni:
a) mikroskopiranje in risanje preparata.
Na risbi je potrebno oznaditi: plazmalemo, citoplazmo, jedro, telo zivéne celice, zacetne dele
citoplazemskih izrastkov.

Ime in priimek:

Datum:

NALOGE:

1. Narisite, oznacite in izmerite celice visokoprizmatske, vretenaste in asimetri¢ne oblike. Risbo
opremite z naslovom in merilcem.
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Ime in priimek:

Datum:

49



Osnove svetlobne in elektronske mikroskopije ter oblike in ultrastruktura evkariontskih celic
Studijsko gradivo, 2023
Aleksandar Janev in Dasa Zupancic, Institut za biologijo celice, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani

Ime in priimek:

Datum:

2. Na sliki visokoprizmatskega epitelija stene tankega ¢revesja ustrezno poimenujte oznacene
strukture.

Pregledal:
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1.3 VAJA: ELEKTRONSKI MIKROSKOP
NAVODILA:

1. Presevni in vrsti¢ni elektronski mikroskop - demonstracija.

Ime in priimek:

Datum:

NALOGE:

1. Koliks$na je loc¢ljivost svetlobnega in elektronskega mikroskopa?

2. Na shematski prikaz elektronskega mikroskopa dopisite ustrezne oznacene dele mikroskopa
ter ugotovite za katero vrsto elektronskega mikroskopa gre.

U‘

v

Pregledal:
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2.1 VAJA: CITOLOSKE, HISTOLOSKE IN ELEKTRONSKOMIKROSKOPSKE
METODE

NAVODILA:

1.

N

Izdelava trajnega histoloskega preparata iz parafinskih rezin:

kemijska fiksacija s 4% formaldehidom (2 uri),

rezanje tkiva na koscke ustrezne velikosti,

izpiranje fiksativa s fosfatnim pufrom (pH = 7.6),

dehidracija kos¢kov tkiva z etanoli narascajoc¢ih koncentracij (70%, 90%, 100%),
zamenjava 100% etanola s ksilolom,

prepojitev tkiva s teko¢im parafinom (65°C),

vlivanje tekocega parafina v kalup in vklapljanje koscka tkiva,
strjevanje parafina na sobni temperaturi,

rezanje parafinskih rezin z mikrotomom,

pobiranje rezin na objektnike,

raztapljanje parafina v ksilolu (deparafiniranje),

zamenjava ksilola s 100% etanolom,

hidracija rezin z etanoli padajocih koncentracij (90 %, 70 %, 50 %) in vodo,
barvanje jeder s hematoksilinom (1 minuto),

izpiranje barvila z vodo,

barvanje citoplazme z eozinom (1 min.),

izpiranje barvila z destilirano vodo,

dehidracija rezin z etanoli narasc¢ajocih koncentracij (70%, 90%, 100%),
zamenjava 100% etanola s ksilolom,

vklapljanje v kanadski balzam,

pokrivanje s krovnikom,

mikroskopiranje.

Izdelava trajnega histoloskega preparata iz zamrznjenih rezin:

odvzem tkiva iz organizma,

rezanje na koscke ustreznih velikosti,

prepajanje s krioprotektivnim sredstvom (1 minuto),
zamrzovanje koscka tkiva v tekocem dusiku,

rezanje zamrznjenih rezin v kriostatu,

pobiranje rezin na objektnike,

barvanje jeder s hematoksilinom (1 minuto),

izpiranje barvila z vodo,

barvanje citoplazme z eozinom (1 min.),

izpiranje barvila z destilirano vodo,

(tak preparat se lahko opazuje pod mikroskopom, a ni trajen)
dehidracija rezin z etanoli narasc¢ajocih koncentracij (70%., 90%., 100%),
zamenjava 100% etanola s ksilolom,

vklapljanje v kanadski balzam,

pokrivanje s krovnikom,

mikroskopiranje.
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Poltanke rezine — barvanje s toluidinskim modrilom:

kemijska fiksacija z meSanico 4% formaldehida in 2% glutaraldehida (2 uri),

rezanje tkiva na koscke ustrezne velikosti,
izpiranje fiksativa s kakodilatnim pufrom,
postfiksacija z osmijevim tetroksidom (1 ura),
izpiranje v destilirani vodi,

dehidracija tkiva z etanoli naraS¢ajocih koncentracij (30%, 50%, 70%, 90%, 100%),

zamenjava 100% etanola s propilen oksidom,
prepojitev koscka tkiva meSanico propilenoksida in Epona,
prepojitev koscka tkiva z Eponom,

polimerizacija Epona v termostatu (5 dni),

rezanje poltankih rezin z ultramikrotomom,

segrevanje objektnika s poltanko rezino nad gorilnikom,
dodajanje kapljice toluidinskega modrila na rezino,
barvanje (1 — 2 min.),

izpiranje barvila z vodo,

suSenje objektnega stekelca nad gorilnikom,
mikroskopiranje nepokritega preparata.

Ime in priimek:

Datum:

NALOGE:

1.

Izpolnite tabeli:

PARAFINSKE REZINE

ZAMRZNJENE REZINE

Nacin fiksacije

Vklopno sredstvo za rezanje

Naprava za rezanje

Debelina preparata

Obstojnost preparata

Namen uporabe
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Ime in priimek:

Datum:

Klasi¢ni svetlobni | Presevni elektronski Vrsti¢ni
mikroskop mikroskop (TEM) elektronski
mikroskop (SEM)

Nacin
fiksacije

Debelina
preparata

Nacin
kontrastiranja

2. Shematsko prikazite glavne faze priprave trajnega histoloSkega preparata iz parafinskih rezin
ter pri vsaki fazi napiSite, zakaj je potrebna.

Pregledal:
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2.2 VAJA: HISTOKEMIJSKE METODE

NAVODILA:

1. Reakcija PAS — nevtralni proteoglikani na povrsini Zelod¢énega epitelija:
a) mikroskopiranje in risanje preparata.
Na risbi je potrebno oznaciti: plazmalemo, citoplazmo, jedro, bazalno lamino, nevtralne
proteoglikane oznacene z reakcijo PAS.

2. Alciansko modrilo — Kisli proteoglikani v hrustanénem tkivu:
a) mikroskopiranje in risanje preparata.
Na risbi je potrebno oznaciti: plazmalemo, citoplazmo, jedro, lakuno, hondrocit, kisle
proteoglikane oznacene z alcianskim modrilom, medceli¢nino hrustanca.

3. Alciansko modrilo — kisli proteoglikani v sekrecijskih celicah tankega ¢revesa:
a) mikroskopiranje preparata.

4. Imunohistokemija intermediarnih filamentov citokeratinov v epiteliju grla ¢loveka:
a) mikroskopiranje preparata.

Ime in priimek:

Datum:

NALOGE:

1. NariSite in oznacite hrustanc¢no tkivo, v katerem so kisli proteoglikani oznaceni z alcianskim
modrilom. Risbo opremite z naslovom in merilcem.
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Ime in priimek:

Datum:

2. Narisite in oznacite zelod¢ni epitelij, v katerem so nevtralni proteoglikani oznaceni z reakcijo
PAS. Risbo opremite z naslovom in merilcem.

Pregledal:
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Ime in priimek:

Datum:

3. Nasliki epitelija grla, kjer so imunohistokemijsko oznaceni citokeratini, ustrezno poimenujte
oznacene strukture.

Pregledal:
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2.3 VAJA: CELICNI ORGANELI
NAVODILA:

1. Mitohondriji v jetrnih celicah:
a) Mikroskopiranje preparata.
2. Mikrografije ultrastrukture celic: Atlas mikrografij.

Ime in priimek:

Datum:

NALOGE:

1.
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Ime in priimek:
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Ime in priimek:

Datum:

Pregledal:
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