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 istologia este stiinta care se ocupa cu studiul tesuturilor
organismului $i cu modul in care aceste tesuturi

sunt organizate pentru a forma organe. Radécina

greacd histo poate fi tradusd prin "tesut" sau "tesdturd”, ambele
variante fiind adecvate, deoarece tesuturile reprezinté in general
retele interconectate de filamente si fibre, structuri celulare si
noncelulare, cu delimitare membranard. Histologia implica toate
zspectele biologiei tisulare, cu accent pe modul in care structura si
Jispunerea celulelor optimizeaza functiile specifice fiecirui organ.
Tesuturile au doud componente care interactioneaza:
celulele si matricea extracelulard (MEC). MEC este alcituita
din numeroase tipuri de macromolecule, majoritatea dintre ele
formand structuri complexe, cum ar fi fibrilele de colagen si

suportului  mecanic al celulelor, transportul elementelor
nutritive catre celule, si transportul in sens invers al produsilor
Ze catabolism si secretie ai celulelor. Celulele produc MEC, dar
sunt si influentate si uneori controlate de molecule matriceale.
Intre celule si matrice existd deci numeroase interactiuni, multe
componente ale matricei fiind recunoscute de receptorii de
pe suprafata celulelor, de care se ataseazd. Multi dintre acesti
receptori proteici traverseaza membrana celulard si vin in
contact cu componente structurale din interiorul celulei. Astfel,
celulele si MEC formeaza un tandem care functioneaza unitar si
reactioneaza unitar la factori stimulatori sau inhibitori.

Fiecare dintre tesuturile fundamentale ale organismului
=ste format prin mai multe tipuri de asocieri specifice intre celule
1 MEC. Aceste asocieri caracteristice usureazd recunoasterea
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tipurilor de tesuturi de cétre studenti. Organele sunt formate
printr-o imbinare ordonata a mai multor tesuturi, iar combinarea
precisa a acestora permite functionarea fiecdrui organ si a
organismului ca un intreg.

Dimensiunile mici ale celulelor si ale componentelor
matriceale impun utilizarea in histologie a microscoapelor si a
metodelor de studiu molecular. Progresele realizate in biochimie,
biologie moleculard, fiziologie, imunologie si patologie sunt
esentiale pentru cunoasterea aprofundati a biologiei tisulare.
Familiarizarea cu instrumentele si metodele de lucru este
fundamentald in orice domeniu stiintific pentru o buna
intelegere a subiectului abordat. Acest capitol trece in revistd mai
multe metode uzuale folosite in studiul celulelor si tesuturilor,
concentrandu-se pe abordérile microscopice.

PREGATIREA TESUTURILOR PENTRU
~ STUDIU

Metoda folositd cel mai frecvent pentru studiul tesuturilor
constd in prepararea de sectiuni histologice (felii), care pot fi
examinate la microscopul optic. In microscopia optica, fasciculul
de luminai strdbate sectiunile tisulare si da nastere unor imagini
care sunt examinate vizual. Deoarece majoritatea tesuturilor si
organelor sunt prea groase pentru a permite trecerea luminii prin
ele, acestea trebuie sectionate pentru a obtine sectiuni subtiri i
translucide, care ulterior sunt plasate pe lame de sticld in vederea
examindrii la microscop.




2 CAPITOLUL1 = Histologia si metodele de studiu ale acesteia

(a) Fixare Deshidratare

Majoritatea tesuturilor studiate histologic sunt pregatite dupa
cum urmeaza, in aceasta secventa a etapelor (a):

= Fixare: Bucati mici din tesut sunt introduse in solutii
chimice care conserva proteinele prin formarea unor legaturi
incrucisate si care inactiveaza enzimele de degradare.

= Deshidratare: Tesutul este trecut printr-o serie de solutii de
alcool de concentratii crescatoare, ultima fiind de 100%, in
scopul indepartarii complete a apei.

= Clarificare: Alcoolul este Tnlocuit de toluen sau de alti
agenti, cu care atat el cat si parafina sunt miscibili.

= Impregnare: Tesutul este apoi introdus in parafina topita
pana cand devine complet impregnat cu aceasta substanta.

= Includere: Tesutul impregnat cu parafind este plasat intr-o
casetd cu parafina topita si lIasat sa se solidifice.

= Modelare: Blocul de parafina rezultat este ajustat (sculptat),
pentru a pregati tesutul in vederea sectiondrii (feliere) cu
ajutorul unui microtom.

Preparatul microscopic ideal este pregatit astfel incat tesutul
de pe lama sa aibé aceeasi structura si compozitie moleculari ca
si in organism. Totusi, din punct de vedere practic, acest lucru
este rareori posibil, iar din cauza procesului de preparare apar
adesea artefacte, distorsiuni §i pierderea unor componente.
Etapele pregitirii tesutului pentru microscopia optici sunt
prezentate in Fig. 1-1.

Fixarea

Pentru a evita digestia tesuturilor de citre enzimele prezente in
celule (autolizd) sau de citre bacterii, precum si pentru a mentine
structura §i compozitia moleculara a acestora, fragmentele de
organe (piesele) trebuie tratate cit mai curand posibil dupi

52°-60°C

Includere

Clarificare Impregnare

Roata motrice (rotor)

Suport pentru blocul de parafina
Blocul de parafina

Tesut (inclus)

Cutit cu lama de otel

Pregatirea tesutului pentru microscopie electronica de
transmisie (MET) urmeaza etape asemanatoare, cu exceptia
utilizarii unor fixatori si solutii de deshidratare specifici,
precum si a unor fragmente tisulare mai mici. Includerea se
face In acest caz in rasini epoxidice, care prin solidificare devin
mai dure decat parafina si permit sectionarea in felii foarte
subtiri.

(b) Microtomul este folosit in microscopia optica pentru
sectionarea tesuturilor incluse in parafind. Blocul de parafina
modelat este agezat in suport, iar la fiecare tura a rotorului pe
care operatorul o executd, suportul avanseaza cu o distanta
prestabilita, cuprinsa de obicei intre 1 si 10 ym. La sfarsitul
fiecarei curse, lama de otel a cutitului taie din blocul cu
tesutul o sectiune cu o grosime egala cu distanta cu care a
avansat blocul. Sectiunile de parafind sunt asezate pe o lama
de sticla, lasate sa adere, deparafinate si colorate pentru
examinarea la microscopul optic. in MET, sectiunile mai mici
de 1 ym sunt obtinute din celule incluse in rasini, cu ajutorul
unui ultramicrotom ce are un cutit de sticla sau diamant.

recoltarea din organism. Tratamentul initial - fixarea - implicd
de obicei imersiunea in solutii ce contin agenti stabilizatori sau
care formeaza legaturi incrucisate, numiti fixatori. Intrucat un
fixator trebuie sd penetreze complet tesuturile pentru a conserva
toate celulele, tesuturile sunt taiate in fragmente mici inainte de
fixare. Astfel este facilitata difuziunea fixatorului si este asigurati
conservarea mai bund a tesutului. In cazul anumitor organe sau
animale de laborator, se poate practica perfuzia intravasculari a
fixatorului, care va ajunge rapid la tesuturi prin vasele de sange,
calitatea fixdrii fiind superioara.

Unul dintre fixatorii larg utilizati pentru microscopia optici
este formolul, o solutie izotond tamponati de formaldehida
37%. Reactiile chimice asociate procesului de fixare a diverselor
componente tisulare sunt complexe si incomplet intelese. Atat



formaldehida, cat si glutaraldehida (un fixator folosit frecvent
pentru microscopia electronica) reactioneazd cu grupirile
amino (NH,) ale proteinelor tisulare, impiedicand degradarea
acestora. Glutaraldehida consolideaza procesul de fixare, fiind o
dialdehidé capabild si de a lega incrucisat proteine.

La microscopul electronic, ce permite studiul structurilor
foarte mici cu o putere de marire si la o rezolutie crescute,
fixarea trebuie realizatd cu atentie pentru a se pastra detaliile
ultrastructurale. Din acest motiv, 0 metodd standard de
prelucrare a tesuturilor pentru astfel de studii constd intr-o
dubla fixare, folosindu-se o solutie tamponati de glutaraldehidi,
urmatd de o imersie in tetraoxid de osmiu tamponat. Tetraoxidul
de osmiu are rolul de a conserva (si de a colora) lipidele si
proteinele membranare.

Includerea §i secgionarea

Tesuturile sunt incluse intr-un mediu solid pentru a facilita
sectionarea. Pentru a putea fi taiate in sectiuni foarte subtiri,
tesuturile trebuie impregnate dupd fixare cu material de
includere, care le conferd o consistentd rigida. Materialele de
includere sunt parafina si rasinile sintetice. Parafina este utilizata
in includerea de ruting, iar risinile sintetice sunt folosite atit in
microscopia opticd cat si in cea electronici.

Includerea in parafind, sau impregnarea tisulard, este
precedatd de alte doud etape principale: deshidratarea si
clarificarea. In deshidratare, apa este extrasi din tesuturile
fixate prin introducerea succesivd a acestora in amestecuri
seriate de etanol i apa (avand de obicei concentratii succesive de
la 70% la 100% etanol). Etanolul este apoi inlocuit de un solvent
organic, miscibil atat cu alcoolul cat si cu mediul de includere.
Pe misurd ce solventul patrunde in tesuturi, acestea devin din
ce in ce mai transparente (de unde si termenul de clarificare).
Tesutul clarificat complet este plasat apoi in parafind topitd
intr-un termostat la temperatura de 52-60°C. La aceastd
temperaturd, solventul de clarificare se evapors, iar tesutul se
impregneazd cu parafina lichida. Tesutul impregnat se solidifica
intr-un recipient mic cu parafind la temperatura camerei.
Deshidratarea in etanol se realizeaza si in cazul tesuturilor care
urmeazd s fie incluse in rasini sintetice, iar ulterior, in functie de
tipul de rasind utilizata, si fie impregnate cu un solvent sintetic.
Etanolul sau solventii sunt inlocuiti ulterior cu solutii sintetice,
care se solidifica la adaosul de polimerizatori ce formeaza legituri
incrucisate. Includerea in rasini sintetice impiedicé ratatinarea
tisulard indusd de temperaturile crescute necesare includerii in
parafind.

Un bloc solid care contine tesut si parafind este introdus in
zparatul numit microtom (Fig. 1-1) si sectionat cu o lama de otel
in sectiuni foarte subtiri. Sectiunile de parafini au in general o
grosime de 1-10 pm, in timp ce cutitul din sticld sau din diamant
al ultramicrotomului produce sectiuni mai subtiri de 1 um,
pentru microscopia electronicd. Un micron (1 pm) reprezintad
1/1000 dintr-un milimetru (mm) sau 10°m. Alte unititi de
masurd a lungimii utilizate in histologie sunt nanometrul

1nm=0,001pm=10°mm=10"m) si angstromul (1A=0,1nm sau
10~*um). Sectiunile foarte subtiri sunt fie agezate pe lame de sticld
si apoi colorate pentru microscopia opticd, fie pe grile speciale
pentru colorarea i examinarea la microscopul electronic.

Pregatirea tesuturilor pentru studiu 3

>> APLICABILITATE MEDICALA v

Biopsiile sunt fragmente tisulare recoltate in timpul
interventiilor chirurgicale sau al procedurilor medicale de
rutina. Tn sala de chirurgie sau centrele medicale, probele
biopsice sunt fixate in recipiente cu formol pentru procesare
si analiza ulterioara intr-un laborator de anatomie patologica.
Daca rezultatele acestui tip de analizd sunt necesare inainte
de incheierea procedurii medicale, de exemplu pentru a sti
eventuala natura maligna a unei tumori in timpul operatiei,
se utilizeaza o metoda mult mai rapida. Fragmentul biopsic
este rapid Inghetat in azot lichid, pastrand structurile
celulare si in acelasi timp solidificand si pregatind tesutul
pentru sectionare. Un tip de microtom denumit criotom (sau
criostat-microtom), intr-o incinta cu temperatura sub cea de
inghet, se utilizeaza pentru sectionarea blocului in care este
inclus tesutul, iar sectiunile inghetate sunt apoi asezate pe
lame pentru o colorare rapida si examinare microscopica de
catre un patolog. :

Inghetarea tesuturilor este eficienta si in studiul
histochimic al enzimelor foarte sensibile sau al moleculelor
mici, intrucat inghetarea, spre deosebire de fixare, nu
inactiveaza majoritatea enzimelor. In plus, deoarece solventii
de clarificare de tipul toluenului dizolva lipidele celulare din
tesuturile fixate, sectiunile inghetate sunt de asemenea
utile atunci cand structurile care contin lipide urmeaza a fi
studiate histologic.

Colorarea

Majoritatea celulelor §i a materialului extracelular sunt complet
lipsite de culoare, iar pentru a fi studiate la microscop sectiunile
trebuie colorate specific. Metodele de colorare au fost concepute
astfel incat nu doar pun in evidenta diferite componente tisulare,
dar permit si sd se faca distinctie intre acestea. Colorantii
evidentiaza elementele tisulare mai mult sau mai putin selectiv,
multi dintre acestia se comporti precum compusi acizi sau bazici,
forménd legéturi electrostatice cu radicalii ionici (sdruri) ai
moleculelor din tesuturi. Componentele celulare cum ar fi acizii
nucleici cu sarcina electrica net negativa (anionicd) se coloreazi
mult mai usor cu coloranti bazici si sunt denumite bazofile;
componentele cationice, cum ar fi proteinele cu numeroase
grupdri ionizate amino, au afinitate pentru colorantii acizi si sunt
denumite acidofile.

Exemple de coloranti bazici sunt albastru de toluidind,
albastru alcian si albastru de metilen. Hematoxilina se
comportd ca un colorant bazic, colorand componentele tisulare
bazofile. Principalele componente tisulare care ionizeazd si
reactioneazd cu colorantii bazici se comportd astfel datoritd
acizilor din compozitia lor (ADN, ARN si glicozaminoglicani).
Colorantii acizi (e.g. eozina, oranj G si fucsina acidi) coloreazi
componentele acidofile ale tesuturilor, cum ar fi mitocondriile,
granulele secretorii §i colagenul.

Dintre toate metodele de colorare, combinatia simplé dintre
hematoxilina si eozina (H&E) este cel mai frecvent folosita.
Hematoxilina produce o culoare albastru inchis sau violet,
colordnd ADN-ul in nucleul celular si alte structuri acide (cum
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Imagine microscropica a epiteliului ce captuseste intestinul
subtire, (a) colorata cu H&E, si (b) colorata prin metoda PAS
pentru glicoproteine. Cu H&E, nucleii bazofili ai celulelor sunt
colorati Tn violet, in timp ce citoplasma se coloreaza in roz.
Regiunile celulare cu glicoproteine abundente in oligozaharide
- cum ar fi suprafetele celulare dinspre lumen (L) sau celulele
caliciforme (G, goblet) secretoare de mucus, dispersate — sunt
slab colorate. Cu PAS Tnsa, coloratia celulelor este cea mai

sunt zonele bogate in ARN ale citoplasmei si matricei cartilajului).
Pe de alti parte, eozina coloreazi alte componente citoplasmatice
si colagenul in roz (Fig. 1-2a). Alte coloratii, ca cele tricrome (e.g.
Mallory, Masson) sunt utilizate in proceduri histologice mai
complexe. Coloratiile tricrome, pe langi evidentierea foarte buna
a nucleilor si a citoplasmei, ajuta la distingerea componentelor
tisulare extracelulare mai bine decat H&E.

Bazele chimice ale altor tehnici de colorare sunt mult mai
complicate decat interactiunile electrostatice ce sustin acidofilia
si bazofilia. ADN-ul poate fi identificat specific si cuantificat in
nuclei cu ajutorul reactiei Feulgen, in care zaharurile de tipul
deoxiribozei sunt hidrolizate de acid clorhidric slab, urmat de
tratamentul cu acid periodic si reactiv Schiff (PAS) (n.ed.:
denumirea vine de la iod, nu de la perioadd, per+iodic). Aceasta
reactie PAS se bazeazd pe transformarea gruparilor 1,2-glicol,
prezente in zaharuri, in resturi aldehidice, care reactioneaza apoi
cu reactivul Schiff rezultind o culoare purpuriu-viginie.

Polizaharidele constituie un grup eterogen in tesuturi,
aparand fie in stare liberd, fie legate de proteine si lipide. Datoritd
continutului lor in hexoze, numeroase polizaharide pot fi
evidentiate de asemenea prin metoda PAS. Glicogenul este un
polizaharid liber foarte intalnit in celula animald, care poate fi
pus in evidentd prin metoda PAS in ficat, muschi striat §i in alte
tesuturi unde se acumuleazd.

5

intensa catre lumen (L), inspre care microvilii prezinta un strat
important de glicoproteine, si in granulele secretorii bogate

in mucina ale celulelor caliciforme. Glicoproteinele suprafetei
celulare si mucina sunt PAS-pozitive datorita continutului lor
ridicat de oligozaharide, si respectiv, polizaharide. Tesutul
colorat cu PAS a fost contrastat cu hematoxilina, pentru
evidentierea nucleilor celulari.

(@) si (b) x300.

Lanturi ramificate scurte de zaharuri (oligozaharide)
sunt atasate de aminoacizi specifici ai glicoproteinelor, astfel
incat majoritatea glicoproteinelor sunt PAS-pozitive. Figura
1-2b prezinti un exemplu de celule colorate prin metoda PAS.
Glicozaminoglicanii (GAG) sunt polizaharide anionice, cu lant
lung, neramificat, ce contin zaharuri aminate. Numerosi GAG
sunt sintetizati fiind atasati unui miez proteic si fac parte dintr-o
clasi de macromolecule denumite proteoglicani, care dupa
secretie alcituiesc parti importante ale MEC (vezi Capitolele 5 si
7). GAG si numeroase glicoproteine acide nu participa la reactia
PAS, dar datoriti continutului lor ridicat de carboxil anionic si
grupiri sulfat, prezintd o interactiune electrostatica puternica cu
albastru alcian si alti coloranti bazici.

Elementele bazofile sau PAS-pozitive pot fi identificate
si prin digestie enzimaticd - tratarea in prealabil a unei
sectiuni tisulare cu o enzimd care digerd specific un anumit
substrat. De exemplu, tratarea prealabild cu ribonucleazd va
reduce considerabil bazofilia citoplasmatica cu un efect minim
asupra nucleului, indicAnd importanta ARN pentru colorarea
citoplasmei. In mod similar, polizaharidele libere sunt digerate de
o amilaza, care poate fi astfel folositd pentru a deosebi glicogenul
de glicoproteine in sectiunile sau structurile PAS-pozitive.

In numeroase protocoale de colorare, anumite structuri,
cum ar fi nucleii, devin vizibile, dar alte componente ale celulelor



~imzn incolore. In astfel de cazuri, se foloseste o colorare
contrastantd pentru a obtine informatii suplimentare. O
lorztie contrastantd este de obicei o coloratie simpld care
zplica separat pentru a permite o recunoagtere mai buna
ilor si a altor structuri. In coloratia H&E, eozina este
tul contrastant pentru hematoxilind.
ucturile celulare bogate in lipide sunt puse cel mai bine
= =videnta de coloranti liposolubili si prin evitarea etapelor de
scesare care ar indeparta lipidele (e.g. tratarea cu cildurs,
venti organici sau parafind). In mod obignuit, sectiunile
mzhetate sunt colorate in solutii de alcool saturate cu un colorant
11, de exemplu negru Sudan, care se dizolva in structurile
=ulare bogate in lipide. Metodele specifice pentru localizarea
‘=sterolului, a fosfolipidelor si a glicolipidelor sunt utile in
Zizznosticarea bolilor de metabolism cu acumuliri intracelulare

e i solutii de saruri de argint - sunt o metoda obisnuiti de
=i ere a anumitor fibre ale MEC si a unor elemente celulare
pe in tesutul nervos.

Intregul procedeu, de la fixare pana la examinarea unui tesut
= microscopul optic, poate dura de la 12 ore la 2 zile i jumitate,
= functie de dimensiunea tesutului, fixator, mediul de includere
oda de colorare. Etapa finala dinaintea examindrii la
—=croscop constd in montarea unei lamele de sticla protectoare
, cu ajutorul unui adeziv transparent.

MICROSCOPIA OPTICA

! ca si microscopia cu fluorescentd, cu contrast de fazi,
-z interferentd diferentiald, cea confocald si cea cu lumini
ata, microscopia conventionala in camp luminos se

ztz sunt utilizate pentru a evidentia si studia caracteristicile
=suturilor in diferite moduri.

Microscopia in camp luminos

_z microscopul cu camp luminos, folosit pe larg de studenti
= histologie, preparatele colorate sunt examinate cu ajutorul
minii obignuite, care trece prin sectiune. Microscopul include
o sistem optic $i mecanisme pentru a misca si a focaliza
creparatul histologic (Fig. 1-3). Componentele optice constau
lentile. Lentila condensor aduni si focalizeaza un con
“= lumind care lumineaza obiectul de observat. Lentila obiectiv
maZreste si proiecteaza imaginea obiectului in directia ocularului.
_entila ocular méreste si mai mult imaginea, §i o proiecteaza
~ire retina observatorului sau citre un senzor CCD (charge-
1 device) foarte sensibil la niveluri scizute de lumind, cu
= monitor si un aparat de fotografiat. Puterea de marire totald
= obtine prin inmultirea puterii de marire a lentilelor obiectiv
ocular.

Factorul decisiv pentru obtinerea unei imagini clare si
Zzizliate cu un microscop optic este puterea de rezolutie a
a, definitd drept cea mai micé distanta dintre doud particule
‘z care acestea pot fi vazute ca elemente separate. Puterea maxima
2= rezolutie a microscopului optic este de aproximativ 0,2 pm, o
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Fotografia unui microscop optic cu camp luminos care arata
componentele mecanice si traseul luminii de la sursa de
lumina catre ochiul observatorului. Sistemul optic are trei
seturi de lentile:

= Condensorul aduna si focalizeaza un con de lumind care
ilumineaza lama de pe masuta.

= |entilele obiectivului maresc si proiecteaza imaginea
iluminata a obiectului catre ocular. Obiectivele
interschimbabile, cu diferite puteri de marire, utilizate
obisnuit In histologie includ x4 pentru observarea unei
suprafete (camp) mai mari a tesutului la putere de
marire redusa; x10 pentru o marire medie a unui camp
mai mic; si x40 pentru o marire naltd a unor zone mai
detaliate.

= Cele doua oculare maresc aceasta imagine de inca x10
si 0 proiecteaza catre observator, rezultéand o putere de
marire totala de x40, x100 sau x400.

(Cu permisiunea Nikon Instruments.)

putere care asigurd imagini bune la o marire de 1000-1500 de ori.
Elementele mai mici sau mai subtiri de 0,2 um (e.g. un ribozom,
o membrana, sau un filament de actind) nu pot fi deosebite cu
acest instrument. La fel, doud elemente (cum ar fi mitocondriile)
vor fi vazute ca un obiect unic daca distanta dintre ele este mai
micd de 0,2 pm. Calitatea imaginii - claritatea si bogétia detaliilor
- depinde de puterea de rezolutie a microscopului. Puterea de
madrire este valoroasd doar insotitd de o rezolutie inaltd. Puterea
de rezolutie a unui microscop depinde in principal de calitatea
lentilei obiectiv. Lentila ocular doar méregte imaginea obtinuta
de obiectiv, nu imbunitateste rezolutia. Din acest motiv, atunci
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cand sunt comparate obiective cu puteri de mrire diferite, acelea
care au 0 mdrire mai mare, au §i o putere de rezolutie mai mare.

Camerele digitale cu sensibilitate mare la lumind méresc
puterea microscoapelor cu cAmp luminos si a altor microscoape
optice, permitand capturarea imaginilor pretabile pentru analiza
cantitativa i tiparire imediatd. Limitele microscopiei optice au
fost redefinite prin utilizarea camerelor digitale, iar programele
de imbunititire a imaginii (e.g. a contrastului) faciliteaza analiza
pe un ecran video a obiectelor care pot s nu fie direct vizibile
prin ocular. Astfel de sisteme sunt de asemenea utile pentru
studiul celulelor vii in perioade lungi de timp, deoarece folosesc
lumind de intensitate scizutd, care evitd lezarea celulelor cauzati
de céldura provocati de o iluminare mai intensa. Programele de
calculator create in vederea analizei imaginii permit masuratori
rapide si studii cantitative ale structurilor microscopice.

Componentele celulare sunt adesea colorate cu compusi
vizibili in microscopia cu fluorescenta

(a) Acridina oranj leaga acizii nucleici si determind ADN-ul din
nucleii celulari (N) sa emita lumina galbena, iar citoplasma
bogata In ARN (R) sa apara portocalie in aceste celule ale
unui tub renal.

(b) Celule n cultura colorate cu DAPI (4’,6-diamino-2-fenil
indol), care leaga ADN, si cu fluorescein-faloidina, care

Microscopia cu fluorescenta

Atunci cand anumite substante celulare sunt iradiate cu o lumini
avand o lungime de unda corespunzitoare, ele emit o lumini cu
0 lungime de undd mai mare - fenomen numit fluorescenta. In
microscopia cu fluorescenta, sectiunile tisulare sunt de obicei
iradiate cu lumina ultravioleta (UV), jar emisia este in portiunea
vizibild a spectrului. Substantele fluorescente apar strilucitoare
pe un fond intunecat. Pentru aceastd metodd, microscopul are
o sursd puternicd de lumina UV i filtre speciale care selecteazi
razele cu diferite lungimi de undi emise de substante.

Compusii fluorescenti cu afinitate pentru macromolecule
celulare specifice pot fi utilizati drept coloranti fluorescenti.
Acridina oranj, care leagi atat ADN cat si ARN, este un astfel de
exemplu. Cand sunt examinati la microscopul cu fluorescenti,
acesti acizi nucleici emit o lumind fluorescenta usor diferits,
permitind sa fie localizati separat in celule (Fig. 1-4a). Alti
compusi, cum ar fi DAPI sau colorantul Hoechst, leaga specific

leaga filamentele de acting; evidentiaza nucleii in albastru
fluorescent si filamentele de actind colorate in verde. Se
disting informatii importante, cum ar fi densitatea crescuta de
microfilamente la periferia celulei.

(a) si (b) x500.

(Figura 1-4b, contributie cu permisiunea Dr. Claire E. Walczak
si Dr. Rania Risk, Indiana University School of Medicine,
Bloomington.)



™

N si sunt folositi pentru a colora nucleii celulari, emitind

lumina fluorescenta albastra caracteristicd la stimularea cu
UV, O altd aplicatie importantd a microscopiei cu fluorescenti
este realizatd prin cuplarea compusilor de tipul fluoresceinei
'z molecule care se vor lega specific de anumite componente
-=lulare §i vor permite astfel identificarea acestora la microscop

Fig. 1-4b). Anticorpii marcati cu compusi fluorescenti sunt
=xirem de importanti in coloratiile imunohistochimice. (Vezi
sectiunea despre vizualizarea moleculelor specifice.)

Microscopia cu contrast de faza

_elulele si sectiunile tisulare necolorate, care sunt de obicei
ransparente §i incolore, pot fi studiate cu aceste microscoape
sprice modificate. Detaliile celulare sunt in mod normal dificil
2= observat in tesuturile necolorate, deoarece toate pirtile
oreparatului au densitati optice aproximativ similare. Cu toate

2= lentile care produce imagini vizibile din obiecte transparente
st care poate fi folosit pentru celule vii, in cultura (Fig. 1-5).
Microscopia cu contrast de fazd se bazeazi pe principiul
conform céruia lumina isi modificd viteza atunci cand trece
prin componentele celulare si extracelulare cu indici de refractie
Ziferiti. Aceste modificiri sunt folosite de sistemul cu contrast de
“zz72 pentru a face ca elementele si apard mai luminoase sau mai
miunecate in comparatie unele cu altele. Deoarece acestea permit
=xaminarea celulelor fard fixare sau colorare, microscoapele
= contrast de fazd sunt instrumente importante in toate

Microscopia optica 7

laboratoarele de culturi celulare. O modificare a microscopiei cu
contrast de fazd este microscopia cu interferenta diferentiala
cu sistem optic Nomarski, care produce o imagine a celulelor vii,
cu un aparent aspect tridimensional (3D) (Fig. 1-5c¢).

Microscopia confocala

In cazul unui microscop optic cu camp luminos, fasciculul de
lumina este relativ larg si cuprinde preparatul. Lumina pierduti
(in exces) scade contrastul imaginii $i compromite puterea de
rezolutie a lentilei obiectiv. Microscopia confocald (Fig. 1-6)
evitd aceste probleme si asigura o rezolutie inalta si o focalizare
precisa prin utilizarea (1) unui fascicul punctual de lumina cu
intensitate crescuta, adesea de la un laser, si (2) unei plicute cuun
orificiu ingust in fata detectorului de imagine. Sursa fasciculului
punctual de luming, focarul lentilei i orificiul ingust al placutei
sunt toate conjugate optic sau aliniate una fatd de cealaltd in
planul focal (confocal), iar lumina nefocalizati nu trece prin
orificiu. Aceasta imbunatiteste semnificativ rezolutia obiectului
focalizat §i permite localizarea componentelor preparatului cu
o precizie mult mai mare comparativ cu microscopul optic cu
camp luminos.

Microscoapele confocale includ un sistem de oglinzi reglat
deun computer (separatorul de fascicule) pentru a migca automat
si rapid punctul de iluminare de-a lungul preparatului. Imaginile
digitale capturate in numeroase puncte individuale intr-un plan
focal foarte subtire sunt folosite pentru a produce o ,sectiune

¥

opticd” a acelui plan. Crearea unor astfel de sectiuni optice

Cuitura de celule din creasta neurald, vizualizate prin diferite
=hnici de microscopie optica. Aici este prezentat acelasi camp de
ule necolorate, incluzénd doua celule pigmentare in diviziune,

Tlosind trei metode diferite (toate la marirea x200):

(@) Microscopie cu camp luminos: Fara fixare si colorare, pot
7 vazute numai cele doua celule pigmentare.

b) Microscopie cu contrast de faza: Limitele celulare, nucleii
structurile citoplasmatice cu indici de refractie diferiti
fecteaza diferit lumina in faza si produc o imagine a acestor
emente in toate celulele.

W «n

(c) Microscopie cu interferenta diferentiala: Detaliile celulare
sunt evidentiate intr-o maniera diferitd utilizand un sistem
optic de tip Nomarski. Microscopia cu contrast de faza, cu
sau fara interferenta diferentiald, este larg utilizatad pentru a
observa celule vii crescute n culturi tisulare.

(Cu permisiunea Dr. Sherry Rogers, Departament of Cell Biology
and Physiology, University of New Mexico, Albuquerque, NM.)
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Desi un spot foarte mic de lumina cu originea la nivelul
unui plan de sectiune traverseaza orificiul ingust si ajunge
la detector, razele cu originea Tn alte planuri sunt blocate
complet. Astfel, un singur plan foarte subtire al preparatului
este focalizat la un moment dat. Schema prezinta
configuratia unui microscop confocal. Lumina provenind

de la o sursa laser ajunge la preparat si este reflectata.

Un separator de fascicule orienteaza lumina reflectata
catre orificiul ingust si detector. Lumina provenind de la
componentele preparatului aflate deasupra sau dedesubtul
planului focal este blocata complet. Laserul scaneaza
suprafata preparatului pentru a permite observarea unei
suprafete mari din acesta.

intr-o serie de planuri focale prin preparat permite reconstructia
digitala a acestora intr-o imagine 3D.

Microscopia cu lumina polarizata

Microscopia cu lumind polarizata permite recunoasterea
elementelor colorate sau necolorate alcituite din subunitati foarte
bine organizate. Atunci c4nd lumina obisnuita trece printr-un
filtru de polarizare, iese vibrand intr-o singurd directie. Daca
un al doilea filtru este asezat in microscop deasupra primului,
cu axa principald perpendiculard pe primul filtru, lumina nu
va trece. Cu toate acestea, daci elemente tisulare contindnd
macromolecule orientate sunt localizate intre cele doud filtre
polarizante, structura lor repetitivd va roti axa luminii provenite
din polarizor si acestea vor aparea ca structuri luminate, in

Microscopia cu lumina polarizata produce o imagine doar a
materialului ce continte structuri macromoleculare repetitive,
periodice; elementele fara o astfel de structura nu sunt
vizibile. Fragmente de mezenter subtire, nesectionat, au fost
colorate cu rosu picrosirius, orceina si hematoxiling, asezate
pe lame de microscop $i observate prin microscopie cu
camp luminos (a) si cu lumina polarizata (b).

(a) Tn microscopia cu camp luminos, fibrele de colagen apar
rosii, iar fibrele elastice subtiri si nucleii celulelor apar mai
intunecate.

(b) Tn microscopia cu lumina polarizata sunt vizibile

doar fibrele de colagen: acestea manifesta o intensa
birefringentad galbend sau portocalie (a: x40; b: x100).

contrast cu un fundal intunecat (Fig. 1-7). Capacitatea de a roti
directia vibratiei luminii polarizate se numeste birefringenta
si este o caracteristicd a substantelor cristaline sau a celor care
contin molecule puternic orientate, cum ar fi celuloza, colagenul,
microtubulii §i filamentele de actind.

» MICROSCOPIA ELECTRONICA

Microscoapele electronice de transmisie i cu scanare se bazeaza
pe interactiunea componentelor tisulare cu fascicule de electroni.
Lungimea de undi a fasciculului de electroni este mult mai scurtd
decit cea a luminii, permitand o cregtere de 1000 ori a rezolutiei.




Microscopia electronica de transmisie

Microscopul electronic de transmisie (TEM) este un sistem
imagistic cu putere de rezolutie in jur de 3 nm. Aceastd rezolutie
naltd permite vizualizarea in detaliu a imaginilor marite de pani
12 400.000 de ori. Totusi, acest nivel de marire poate fi obtinut
umai in cazul macromoleculelor sau particulelor izolate.
Sectiunile tisulare foarte subtiri pot fi observate in detaliu prin
marirea imaginii de pana la 120.000 de ori.
Asa cum este prezentat in Fig. 1-8a, in TEM filamentul
metalic al catodului emite electroni care se miscd inspre un

Microscopia electronica 9

anod - o placa metalicd cu un orificiu central, care formeazi
un fascicul de electroni ce trece prin ea. Diferenta de tensiune
dintre catod si anod poate varia intre aproximativ 60 si 120 kV,
producénd fascicule de electroni cu diferite lungimi de unda.
Fasciculul este focalizat la trecerea prin electromagneti, a caror
putere este de asemenea variabila.

Prima lentild este un condensor care focalizeaza fasciculul
de electroni pe o sectiune a preparatului. Unii electroni
interactioneaza cu atomii din sectiune si traiectoria lor este
modificatd, in timp ce altii traverseazd pur si simplu preparatul
fard a interactiona. Electronii transmisi prin preparat ajung

3 mm

"/ Grila de cupru
cu 3 sectiuni
Suport
pentru
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Lentila condensor

_entila obiectiv

Coloana
_entila intermediara

Lentila de proiectie Imagine TEM

ginea pe ecranul ——+

u camerda CCD
z) Microscop electronic de transmisie

Microscoapele electronice sunt instrumente de mari
dimensiuni, prezente de obicei In departamente specializate de
microscopie electronica.

(@) Imagine schematizata a principalelor componente ale unui
microscop electronic de transmisie (TEM), care este alcatuit
2semandtor unui microscop optic rasturnat. In conditii de vid

in coloana microscopului, un filament metalic, de obicei din
ungsten, situat superior — catodul — emite electroni care se
Ceplaseaza catre anod cu o tensiune de accelerare cuprinsa
intre 60 i 120 KkV. Electronii trec printr-un orificiu din anod si
formeaza un fascicul care este focalizat electromagnetic de
oobine electrice circulare intr-un mod analog efectelor lentilelor
optice asupra luminii.

=rima lentila este un condensor, focalizand fasciculul pe
sectiune. Unii electroni interactioneaza cu atomii din sectiune,
Tind absorbiti sau imprastiati Tn diferite proportii, in timp ce

1l sunt doar transmisi prin preparat fard vreo interactiune.
=ctronii care ajung la lentila obiectiv formeaza o imagine care
‘e apoi marita si in final proiectata pe un ecran fluorescent
=u pe un dispozitiv CCD cu monitor si camera.

Tun de electroni
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Lentila
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de electroni
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(b) Microscop electronic cu scanare

ntro imagine TEM, zonele preparatului prin care electronii

au trecut apar luminoase (electrono-clare), iar zonele mai
dense, sau cele care au legat ioni de metale grele in timpul
pregatirii preparatului, absorb sau reflecta electronii si apar
mai intunecate (electrono-dense). Astfel de imagini sunt asadar
intotdeauna albe, negre si in nuante de gri.

(b) Microscopul electronic cu scanare (SEM) are multe
asemanari cu un TEM. Cu toate acestea, aici fasciculul
focalizat de electroni nu trece prin preparat, ci este baleiat
succesiv (scanat) de-a lungul suprafetei preparatului, similar
modului Tn care un fascicul de electroni este deplasat de-a
lungul unui tub de televizor sau ecran. Pentru SEM, preparatele
sunt acoperite cu atomi de metal cu care fasciculul de electroni
interactioneaza, producand electroni reflectati si electroni
secundari nou emisi. Toti acestia sunt captati de un detector,
transmisi unor amplificatori si procesati pentru producerea unei
imagini alb-negru pe monitor. SEM furnizeaza numai imagini

ale suprafetelor preparatului (acoperit cu ioni metalici), dar cu
un aspect particular 3D, cu unele umbre. Interiorul organelor
sau al celulelor poate fi analizat dupa sectionarea in scopul
expunerii suprafetelor lor interne.
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la lentila obiectiv; formeazd o imagine focalizatd, mirit3, care
este apoi mdritd §i mai mult prin alte lentile si proiectatd pe
un ecran de vizualizare. Imaginea preparatului prezinti zone
de alb, negru si nuante de gri, corespunzatoare teritoriilor prin
care electronii au trecut usor (apar luminoase sau electrono-
clare) si teritorii unde electronii au fost absorbiti sau reflectati
(apar mai intunecate sau electrono-dense). Pentru a imbunatati
contrastul si rezolutia in TEM, sunt addugati compusi cu ioni de
metale grele in solutiile de fixare sau de deshidratare utilizate
la pregitirea tesutului. Aceste solutii includ tetraoxid de osmiu,
citrat de plumb si compusi de uranil, care leagi macromoleculele
celulare, crescandu-le densitatea electronici si vizibilitatea.

TEM necesita in mod normal sectiuni foarte subtiri (40-90
nm); de aceea tesutul este inclus intr-o risind epoxidici duri si
sectionat cu un cutit de sticld sau de diamant. Sectiunile sunt
colectate pe grile metalice mici, care sunt plasate in coloana
microscopului pentru analiza.

Criofracturarea si corodarea prin inghetare (freeze
etching) sunt tehnici care permit studiul celulelor prin TEM,
fard fixare sau includere. Criofracturarea a fost utild in special
in studiul structurii membranei. In aceste metode, probe foarte
mici de tesut sunt inghetate rapid in azot lichid si apoi fie
fracturate, fie taiate cu un cutit. O replica a suprafetei inghetate
expuse este realizata in vid prin aplicarea unor straturi subtiri de
platind vaporizata sau de alti atomi metalici. Dupi indepirtarea
materialului organic, replica suprafetei taiate poate fi examinati
prin microscopie electronica. In cazul membranelor, planurile
aleatoare de fractura impart adesea bistraturile lipidice,
expunand componentele proteice ale cdror dimensiuni, forme si
distributie ar fi dificil de studiat prin alte metode.

Microscopia electronica cu scanare

Microscopia electronica cu scanare (SEM) oferd o imagine de
inaltd rezolutie a suprafetelor celulelor, tesuturilor si organelor.
La fel ca TEM, acest microscop produce si focalizeazi un fascicul
foarte ingust de electroni, dar in acest instrument fasciculul nu
trece prin preparat (Fig. 1-8b). In schimb, suprafata preparatului
este mai intdi uscatd §i acoperitd prin pulverizare cu o peliculd
foarte subtire de metal greu (frecvent aur) prin care electronii
nu trec usor. Cand fasciculul este baleiat de la un punct la altul
de-a lungul preparatului, interactioneazi cu atomii metalului
si produce electroni reflectati sau electroni secundari emisi
din metal. Acestia sunt captati de un detector, iar semnalul
rezultat este procesat pentru a produce o imagine alb-negru pe
un monitor. Imaginile SEM sunt de obicei usor de interpretat
deoarece prezintd un aspect 3D care pare a fi iluminat de sus, in
acelasi mod in care obiectele macroscopice obisnuite sunt vizute
cu lumini si umbre date de o lumini de deasupra.

AUTORADIOGRAFIA

Autoradiografia microscopicd este o metodd de localizare
a macromoleculelor nou sintetizate (ADN, ARN, proteine,
glicoproteine si polizaharide) in celule sau sectiuni tisulare.
Metaboliti marcati radioactiv (nucleotide, aminoacizi, zaharuri)
incorporati in macromolecule emit o radiatie slabi, restransi

la regiunile specifice unde sunt localizate moleculele. Preparate
cu celule sau sectiuni tisulare marcate radioactiv sunt acoperite
intr-o camerd obscura cu emulsie fotografici ce contine cristale
de bromurd de argint, care actioneazi ca microdetectori ai
radiatiei in acelasi mod in care rdspund la lumini in filmul
fotografic. Dupa un timp de expunere adecvat in recipiente opace,
se realizeaza developarea fotografici. Cristalele de bromuri de
argint sunt transformate in mici granule de argint, de culoare
neagra, care indicd localizarea in tesut a macromoleculelor
marcate radioactiv (se vizualizeaza atdt in microscopie optici,
cét si in TEM) (Fig. 1-9).

Prin autoradiografia celulelor sau tesuturilor se obtin
numeroase informatii. Dacd este folosit un precursor radioactiv
al ADN (cum ar fi timidina marcatd cu tritiu), este posibila
identificarea celulelor dintr-un tesut (si a numarului lor) in care
are loc replicarea ADN si care se pregitesc de diviziune. De
asemenea, pot fi analizate si fenomene dinamice. De exempluy,
pentru a identifica regiunea celulard in care este sintetizati o
proteind, dacd aceasta este secretatd, si care este traseul ei in celuld
inainte de a fi secretatd, se injecteazd un aminoacid radioactiv la
mai multe animale, iar tesuturile sunt recoltate dupd intervale
diferite de la injectare. Autoradiografiile tesuturilor recoltate
secvential vor indica migrarea proteinelor radioactive.

CULTURILE DE CELULE S| TESUTURI

Celulele si tesuturile vii pot fi mentinute si studiate in afara
organismului in culturi (in vitro). In interiorul organismului (in
vivo), celulele sunt inconjurate de un fluid derivat din plasma
sangvind, ce contine numeroase molecule diferite, necesare
pentru supravietuire si crestere. Cultura de celule este nepretuita
in studierea functiilor acestor molecule. Multe experimente
imposibil de efectuat tehnic la animalul viu pot fi reproduse in
vitro.

Celulele si tesuturile sunt cultivate in solutii complexe cu
compozitie cunoscuta (siruri, aminoacizi, vitamine), la care se
adaugd componente serice sau factori specifici de crestere. In
pregitirea culturilor dintr-un tesut sau organ, celulele trebuie
dispersate mecanic sau enzimatic. Odaté izolate, celulele pot
fi cultivate intr-un vas transparent, de care aderi de obicei in
monostrat (Fig. 1-5). Culturile formate din celule izolate astfel
sunt denumite culturi celulare primare. Numeroase tipuri
celulare, odatd izolate din tesuturi normale sau patologice,
pot fi mentinute in vitro pentru perioade lungi intrucit devin
imortalizate si constituie o linie celulard permanenti.
Majoritatea celulelor obtinute din tesuturi normale au o durati
de viatd finitd, programatd genetic. Insi anumite modificiri
(unele legate de oncogene; vezi Capitolul 3) pot conduce la
dobéndirea imortalitétii celulei, proces numit transformare, si
sunt asemdndtoare cu modificérile initiale dintr-o celuld normali
pe cale de a deveni celuld canceroasd. In prezent, datoriti
progreselor tehnologiei culturilor de celule, majoritatea tipurilor
celulare pot fi pistrate viabile in laborator. Toate procedurile
care implica celule si tesuturi vii trebuie efectuate intr-un mediu
steril, folosind solutii §i echipamente sterile, pentru a evita
contaminarea cu microorganisme.




