MICROSCOPIA iN CERCETARE SI DIAGNOSTIC

Tipuri de microscopie utilizate in activitatile de cercetare si diagnostic in Laboratorul de
Patologie Ultrastructurala

Laura Cristina Ceafalan, Mihaela Gherghiceanu
Microscopie optica

- Camp luminos
- Contrast de faza
- De fluorescenta
o Epifluorescenta
o Microscopie confocala
o Microscopie de superrezolutie

Microscopie electronica

- Microscopie electronica de transmisie
- Microscopie electronica de baleiaj

- Electrono-tomografie

- Crio-electronomicroscopie

MICROSCOPIA OPTICA

Tehnicile de microscopie optica pot fi impartite in doua categorii: microscopia in cdmp luminos si de
fluorescenta.

Microscopia in camp luminos

Deoarece majoritatea celulelor sunt subtiri si transparente, ele nu absorb multa lumina si astfel sunt
greu de vazut fara colorare, Prin colorare se creste contrastul dintre componentele celulare/tisulare.
Culoarea unui colorant deriva din faptul ca acesta absoarbe toate lungimile de unda, cu exceptia celei
care ii da culoarea. Aceasta va strabate preparatul si va ajunge la ochiul observatorului.

In microscopia cu camp luminos, sursa de lumina si obiectivul sunt plasate pe partile opuse ale probei,

iar proba este inregistrata prin efectul sau asupra lumii care trece prin ea deoarece esantionul
absoarbe, imprastie sau deflecta lumina.

Microscopia in contrast de faza

Preparatele necolorate, chiar vii si nefixate, pot fi analizate in microscopie optica prin montarea unei
piese in condensor care genereaza o diferentd de 2 din lungimea de unda intre lumina difractata de
structurile din preparat si lumina care trece nedeviata prin acesta, ceea ce permite vizualizarea
schimbarii de faza a luminii induse de celule. Cele mai utilizate tehnici sunt microscopia in contrast de
faza, care face ca detaliile din imagine sa apara intunecate pe un fundal mai luminos si microscopia in
contrast de interferenta diferentiala (DIC), care genereaza un aspect pseudo-tridimensional (3D).

MICROSCOPIA DE FLUORESCENTA

Se foloseste pentru examinarea celulelor vii sau fixate, prin recunoasterea specifica a anumitor epitopi
din componenta acestora cu ajutorul anticorpilor cuplati cu molecule fluorescente numite
fluorocromi/fluorofori.



Fluorocromii absorb lumina de o anumita lungime de unda provenita, de regula, de la un laser sau un
filtru care lasa sa treaca doar o anumita lungime de unda si emit apoi lumina la o lungime de unda
superioara

Principiu de constructie al microscopului de fluorescentd presupune existenta urmatoarelor
componente atasate microscopului optic:

Sursa luminii de excitati:

= Lampa de mercur nu genereaza radiatie cu intensitate constanta intre spectrul ultraviolet si
infrarosu, prezentand varfuri de emisie la 313, 334, 366, 405, 436, 546 si 578nm, deci mai mult
spre zona radiatiilor ultraviolete.

= Lampa xenon are o emisie continua de la 350 la 700nm.
Casete filtru, mai multe in functie de spectrul de emisie al fluoroforilor utilizati:

» Filtrul de excitatie este cel care selecteaza radiatia de excitatie cu o anumita lungime de unda
(de obicei radiatie ultravioleta sau din zona albastru/verde a spectrului vizibil)

= Oglinda dicroica reflecta radiatia de excitatie, cu o lungime de unda inferioara si o dirijeaza prin
obiectiv spre proba permitand insa accesul radiatiei emise, care are o lungime de unda
superioara, care va fi colectata de catre acelasi obiectiv,.

=  Filtrul de emisie permite accesul radiatiei emise intr-un interval limitat, care variaza in functie de
spectrul pe care dorim sa il selectam pe un anumit canal.

Obturator plasat intre sursa si filtrul de excitatie care permite blocarea iluminarii probei in pauzele de
examinare.

MICROSCOPIE CONFOCALA

O limitare majora a microscopiei de epifluorescenta conventionala este aceea ca lumina excita
fluoroforii in intreaga proba si camera de detectie nu poate distinge aceasta lumina care nu se
concentreaza de lumina emisa de planul focal al esantionului. Prin urmare, structurile pe care
incercam sa le detectam sunt ascunse de imaginile neclare ale regiunilor din afara planului focal.
Pentru probele care nu sunt prea groase, aceasta lumina care nu se concentreaza nu este o problema
majora. Cu toate acestea, pentru esantioanele groase, sau in cazul in care dorim sa realizam imagini
3D cu rezolutie superioara, aceasta lumina neconcentrata poate ascunde informatii valoroase. Au fost
dezvoltate numeroase tehnici pentru a elimina aceasta lumina care nu se concentreaza. Cel mai
frecvent utilizat este microscopia confocala, in care proba este iluminata de un fascicul laser focalizat
la un singur punct din planul focal al esantionului. Laserele emit radiatie monocroma de foarte mare
intensitate, liniile de excitatie fiind foarte bine separate.

Lumina din acest punct este detectata dupa trecerea printr-un orificiu, astfel incat numai lumina emisa
de planul focal sa o treaca prin apertura si sa fie inregistrata pe detector. O tehnica inrudita este
microscopia cu doua fotoni care este utilizat in principal pentru analiza specimenelor foarte groase (>
200 pym).

Microscopia de superrezolutie

Aceasta varianta permite o rezolutie dincolo de cea a microscopiei optice conventionale care poate
ajunge pana la 20 nm in XY si 50 nm in Z, desi acestea necesita adesea tehnici speciale de preparare
a probelor, microscoape speciale sau fluorofori speciali si € mai dificil de utilizat in cazul celulelor vii.



MICROSCOPIA ELECTRONICA
Principii de functionare si tipuri de microscoape electronice

In cazul microscopului electronic in locul radiatiei luminoase fotonice este folosit un fascicol de
electroni. Electronii sunt generati de un filament din wolfram sau molibden (o sursa de electroni) si
apoi supusi unei puternice accelerari, generata de un ansamblu de piese supuse unei inalte diferente
de potential (tensiune de accelerare de ordinul zecilor sau sutelor de KV) intr-o incinta numita ,tun”
electronic. Generat astfel si apoi concentrat, fascicolul de electroni traverseaza preparatul. Imaginea
finala se formeaza prin trecerea succesiva a electronilor prin campuri electromagnetice sau
electrostatice care ii disperseaza sau ii focalizeaza in functie de ordinul de marire dorit. Aceste
campuri electrice se comporta ca niste lentile, similare cu cele de cristal utilizate la microscoapele
optice clasice. Imaginea finala este proiectata de obicei pe un ecran fluorescent, sau pe plan-film, sau
este preluata de o camera digitala (CCD, CMOS).

In functie de scopul urmarit intr-un studiu electrono-microscopic al probelor biologice exista mai multe
tipuri de microscoape electronice: de transmisie (TEM), de baleiaj/scanare (SEM), de baleiaj si
transmisie (STEM).

O alta clasificare a microscoapelor electronice se face pe baza temperaturii la care sunt analizate
probele: la temperatura camerei sau la temperaturi criogenice (crio-electrono-microscopie).

Electrono-tomografia

Metodele traditionale ofera doar vizualizarea unor sectiuni foarte subfiri, si obtinerea unor imagini
bidimensionale (2D). Microscoapele electronice Tnregistreaza de obicei proiectia unei imagini, ceea ce
inseamna ca aceste imagini contin informatii din toata grosimea probei prin care trece fasciculul. Prin
urmare, fiecare imagine 2D contine informatii din adancimea, toate adunate pe un singur plan.
Tomografie electronica (ET) ofera o modalitate de analiza 3D, la rezolutiile care ar putea ajunge la 50A,
suficient de mare pentru a identifica macromolecule individuale.

Microscopia electronica este inca o metoda de diagnostic de electie in:

= patologia renala non-tumorala glomerulara - pentru a pune in evidenta prezenta si localizarea
depozitelor formate de imunoglobuline si complement din glomerulonefritele imune sau defectele
structurale de cauza geneticd. Microscopia electronica aduce informatii complementare celor
obtinute prin imunofluorescenta si microscopie optica sau imunohistochimie.

*= Dboli genetice cum ar fi:

o bolile lizozomale cu acumulari anormale generate de deficiente enzimatice (peste 50 de
entitati distincte; lancu 1992; Fernandez 2005; Goebel 2013),

o bolile mitocondriale (se descriu cateva sute de defecte genetice care stau la baza
patologiei mitocondriale; Kyriacou 2006; Meyers 2013),

o boli neuromusculare (Fernandez 2005; Dickersin 2000)
o boli ciliare (Stirling 2013)

= patologie tumorala (Eyden B 2014) atunci cand celulele implicate sunt putin diferentiate iar
examenul imunohistochimic nu este destul de sensibil,

» patologie virala - pune in evidenta particulele virale la nivel celular si extracelular (Goldsmith si
Miller 2009), metoda esentiala de identificare primara a virusurilor noi aparute (Goldsmith et al.
2013).
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“It is entirely possible that behind the perception of our senses,

Mihaela Gherghiceanu, CS I worlds are hidden of which we are unaware!” SEING IS BELIVING

Albert Einstein
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PRINCIPIU DE CARACTERISTICI
FUNCTIONARE
AL
MICROSCOPULUI

OPTIC

« Foloseste radiatia din spectrul electromagnetic — UV / VIS

« Puterea de mérire: max 2000x

« Puterea de rezolutie: max 200 ym

PUTEREA DE T —
0 dintre puterea
obiectivului

s U Rs E D E Lampd cu incandesc - tungsten-halogen M ARI R E it

ILUMINARE

4x ~lupa

10x — obiectiv

Lampa cu halogenuri metalice

LED - light-emitting diode

Laser - Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation

60x, 100 — obiectiv de
diagnostic citologic
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OBIECTIVE -
PENTRU o= oo 008 W

L 0080 - 0,120
MICROSCOPIA #l - o130 - 01
OPTICA #2. = D:l'.l'D - 0:150
#3 = 0280 - 0320
w4 o= 0380 - 0420
#5 = 0.500- 060 mm —.

Covenlly ———

"

4. Pt Aatsron - Fursus Linsvandy

REZOLUTIE

Formula lui Abbé:

*d=A/ n(sina)
* NA = apertura numerica a
obiectivului

A = 0,55 (constanta)

sin ¢=1 (o0 maxim=90)

o = apertura unghiulara

Rezolutia maxima = 0,2 pm

REZOLUTIE

ulei de
imersie (IR
=1.51).

glicerina (IR

=1.47),

TIPURI DE Cu lumind transmisa
M I C R 0 S C O A P E « Stereomicroscop

* Microscop cu cdmp luminos
0 PTI C E « Microscop cu contrast de faza

Microscop de fluorescenta

« Epi-fluorescenta
« Cu scanare laser/confocal

Variante de constructie

« Direct
« Ranversat
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STEREOMICROSCOPUL
ZEISS STEMI DV4 STEREO
MICROSCOPE

* Aplicatii
« analiza preparatelor groase
« disectie

+ microchirurgie

MICROSCOPUL CU
CAMP LUMINOS

* Aplicatii
* Cercetare
+ Diagnostic
analiza arhitecturii tisulare si a
distributiei celulare pe baza
unor criterii morfologice si a
afinitatii fata de diferiti
coloranti, la mariri
superioare

iw

PREPARATUL MICROSCOPIC
PERMANENT

T
. _gr‘v.ﬁ

MICROSCOPUL
INVERSAT CU
CONTRAST DE
FAZA
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MICROSCOPUL INVERSAT CU CONTRAST DE FAZA

MICROSCOPUL
INVERSAT CU
CONTRAST DE
FAZA
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MICROSCOPIA
DE §
FLUORESCENTA Y

MICROSCOPIA
DE .
FLUORESCENTA

’— Aplicatii in vitro sau in situ —‘
[ Studii calitative [

« distributia unor molecule,

« localizarea subcelulara a moleculelor.

« studii de colocalizare si interactiune moleculard

« determinarea concentratiei de ioni, pH, indice de
refractie, potentiale de membrana

[ Fluorescenta cantitativa — ”tehnicile F”: ————

+ FLIM - Fluorescence Lifetime Mesurement
* FRET- Fluorescent Resonant Energy Transfer,
« FRAP - Fluorescence Recovery after Photo Bleaching
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FLUORESCENTA

+ O variant3 de luminiscents

+ Grupul functional al unei molecule care, excitat cu 0 anumit
lungime de und, va emite o radiatie electomagnetici cu o

lungime superioara de unda, in spectrul vizibil = fluorofor

+ Parametrii:

* Spectru de
Spectru de emisie
Intensitate

* Durata

DAPI albastru/conexina 43 verde/CD117 rosu

DAPI & SMAalbastru/CD117verde/caveolini1 rosu

IMUNOFLUORESCENTA

Dhiract Indirect

%

MICROSCOPUL DE
(EPI1)- .
FLUORESCENTA

+ Principiu de functionare - componente

Lampa tungsten-halogen
Lamp cu vapori de mercur/xenon

« Casete filtru
« Filtrul de e

Filtrul de emisie
Detectori
Ochiul examinatorului

+ Camera digitala monocroma de
mare viteza cu racire

MICROSCOP
OPTIC DIRECT DE
FLUORESCENTA

LEICA DM6 B
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MytoTracker Green/LysoTracker Red

Cultura de celule interstitiale din cord

mﬁ?s%"gu EPI MICROSCOPIE
FLUORESCENTA IN TIMP REAL
EVOS™ FL AUTO
IMAGING SYSTEM - : « Utilizeaza microscopia

temporala (time-lapse)
« pH/DIC +/- fluorescenti

« Aplicatii:

* Observarea dinamicii celulare

* Observarea dinamicii
moleculare la nivel subcelular

MICROSCOPIE 4
CONFOCALA Avantaje:

lumina de emisie provenita din planurile adiacente
este eliminata

+ mai multi fluorofori pot fi excitati si detectati
simultan

rezolutie axiald excelent

esantionare foarte buna semnal/zgomot

achizitia de imagini multidimensionale, spatiale (x, y,
z) si temporale (timp)

MICROSCOPIE
CONFOCALA +
DECONVOLUTIE

Dezavantaje

« rezolutie temporala mai slaba — compensata de
scanerele ultrarapide - Leica SP8 - scaner resonant

Reconstructie 3D Anti-vimentina — AF488
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MICROSCOPIE CONFOCALA +
DECONVOLUTIE

Smooth muscle actin — AF488

Smooth muscle actin — AF488/
Myosin light chain — AF546

MICROSCOPIE CONFOCALA

Epi-fluorescenta Confocal

“—Detector

— A+ Emission Pinnole

In focus Light »% Out of focus Light
|
f

Lo — (D :
Excitation
e

«——Dichroic Mirror

-+ Objective Lens.

’/ «—Excitation Light

LEICA SP8

+ Un singur laser alb

« Acopera spectrul vizibil intre 470 si 670 nm, la
intervale de 1 nm

« 8 linii de excitatie simultan

*+  controlul culorii

+ modularea frecventei si

+ posibilitatea de selectie

Filtru electronic
acusto-optic
AOTF (acousto-
optic tunable
filter)

LEICA SP8

selectate si al intensitatii
ilumindrii pentru toate
Iungimile de und de
excitatie

amplitudinii undelor
acustice

rapida a liniilor de
excitatie 8 linii de
excitatie simultan
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s | LEICA SP8

fascicule acusto-
optic
AOBS(acusto-
optic beam-
splitter)

controlat simultan cu
AOTF prin selectarea
lungimii de unda de
excitatie

permite combinatii
multiple ale lungimilor
de excitatie si
supresarea substantiala
a luminii laser pentru a
diminua fenomenul de
fotostingere si a mentine
viabilitate celulelor in
cazul culturilor vii

Detectori
spectrali

Sensibilitate crescuta
inregistreaza
intensitatea
fluorescentei pentru
fiecare punct

intervalul de detectie
poate fi selectat cu
rezolutie de maximum 5

nm
posibilitatea de ajustare
a capacitatii de
fotomultiplicare

LEICA SP8

oo
sty
Tt

oo

4

LEICA TCS SP8X
STED 3X

de iluminare;

~halogen - pentru lumina transmisa
“lampa cu halogenuri metalice pentru epi-luorescents
-pentru modul confocal/SR - dioda 405nm / laser alb leica

microscopie de epi-fluorescentd standard (DAPI/GFR/TXR/TRITC)

DIC - Differential Interference Contrast

obiective 10x-100x cu corectii pentrt

“PMT pentru imaginile in lomina transmisa
Sistem spectralde detecte (400-800nm) cu 5 detectori - PMT i HyD.

filtru electronic acusto-optic (AOTF)
‘modul de scanare in tandem
separator de fascicule (beam-splitter) AOBS

‘modul de super-rezolutie 3D (XY si Z) STE)

i de refractie

NANOSCOPIE DE
FLUORESCENTA
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STED — STIMULATED

EMISSION-DEPLETION
(~50 NM)
m— 0 "
mm——r |
Dichrodc mirror

B b &
00

Exe  Donmt  STED
'

Shrmtated Lo ’

-

Aplicatii - STED

STED

24 month-old mice

BODIPY / LAMININ /

STED

24 month-old mice

BODIPY / LAMININ /

10



STED (PROS &
CONS)

.

. i precisa a
de 200 nm si i

cu di iuni mai mici
corecta a i iuni i

dinamica
+ +> 10 pm in adancimea

probei

* nu necesita prelucrare dupa achizitie

S

« Maximum 2 culori (far

uvy

«+ Fluorocromi speciali necesari pentru o performantd optima

« Viteza de scanare e invers proportionald cu dimensiunea
imaginii— cadru complet destul de lent!

* Rezolutia axiala este de obicei confocald (600-800 nm)

« Energie relativ mare de energie — consumarea fluorescentei

+ Nu este ideal pentru imagistica 3D si a celulelor vii

+ Pregul

21.02.2020
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Ceafalan LC, et al. Age-related ultrastructural changes of the basement
membrane in the mouse blood-brain barrier. J Cell Mol Med. 2019;23(2):8
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MICROSCOPIE

ELECTRONICA
DE TRANSMISIE

Microscopia in cercetare si diagnostic:

Tipuri de microscopie utilizate in Laboratorul de Patologie Ultrastructurala si Bioimagistica

Mihaela Gherghiceanu [mihaela.gherghiceanu@ivb.ro]

REZOLUTIE

Microscopul optic
Formula lui Abbé:
A

min —

A =lungimea de unda

(verde moncr. - 550nm)
n = indice de refractie (aer =1)
sin =1 (a=90)

Rezolutia MO ~

2(n X sina)

Microscopul electronic
Formula lui de Broglie:

h
mxv

h = constanta lui Planck
(4,135x10-15eV-s)

m = masa particulei (0.511 MeV)

v = viteza particulei/electronilor
(c ~3x108 m/s // v la 100kV)

Rezolutia ME
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@ Vezicule lipidice 97.32 + 25.48 nm
n MB,a BBB soareci batrani

SURSA DE ELECTRONI

LENTILA
conozwsor — [

PROBA A
LENTILA —_
OHEETV
LENTILA

s — QD

LENTILA
PROECTOR —

ECRAN
FLUORESCENT

GRILE — 2 3 mm




Carbon Formvar

TEHNICI DE PREGATIRE A PROBELOR - TEM

TEMPERATURA CAMEREI

fixare chimica ‘negative staining’

fixare chimica deshidratare plastic

CRAOMEMI(NL] ‘freeze substitution’ B

>100 nm ‘high-pressure
<200 pm freezing’

‘frozen-hydrated’ CRYO-EM

@

m ‘plunge freezing’ ‘frozen-hydrated’ CRYO-EM
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TEHNICI DE PREGATIRE A PROBELOR - TEM

TEMPERATURA CAMEREI

fixare chimica — ‘negative staining' —> RT-EM

.

fixare chimica —> deshidratare —> plastic —> RT - EM

‘freeze substitution’

>100 nm ‘high-pressure 3 p L
<200 pm freezing’ frozen-hydrated CRYO-EM

m ‘plunge freezing’ ‘frozen-hydrated’ CRYO-EM

TEHNICI DE PREGATIRE A PROBELOR - TEM

TEMPERATURA CAMEREI

fixare chimica ‘negative staining’

am ~
\“!' m
h

fixare chimica deshidratare plastic

CRAOMEMI(NL] ‘freeze substitution’ B

>100 nm ‘high-pressure
<200 pm freezing’

©

m ‘plunge freezing’ ‘frozen-hydrated’ CRYO-EM

‘frozen-hydrated’ CRYO-EM

TEHNICI DE PREGATIRE A PROBELOR - TEM

TEMPERATURA CAMEREI

fixare chimica ‘negative staining’

fixare chimica deshidratare plastic

CRYGEEMI(N2L] ‘freeze substitution’

>100 nm ‘high-pressure ; p
<200 pm freezing’ frozen-hydrated C.RY_O{M

Va

<100 nm '—> ‘plunge freezing’ —> ‘frozen-hydrated” ——> CRYO-EM

22.02.2023
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temperatura camerei (RT)

» MICROSCOPIE ELECTRONICA DE TRANSMISIE (TEM)
« ELECTRONO-TOMOGRAFIA (ET)

+ SCANNING-TRANSMISIE (STEM)

crio-electronomicroscopie (-186°C)

+ ELECTRONO-MICROSCOPIE (CRYO-EM)
+ EM PE SECTIUNI VITRIFICATE (CEMOVIS)
+ ANALIZA MOLECULARA (SP)

ICE de TRANSMISIE

MICROSCOAPE ELECTRON

t : L ckvomamuromq&gw
g e £ 00C STEM * 200KV~ |
<y ) y 70 double axis tilt fiolder
» ¥ i
1%

& <, ELECTRON TOMOG!
Tecnai G2 BlgTwi 201

v 3y -70°/+70% Single axis tilt holder
MICROSCOPIEELECTRONICA  * MegaView G2 CCD Olympus -
de TRANSMISIE -+ - ]

- Moigaini 266- 100 kY
" Me8\View I CCD Olyfpus
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FIXARE — GLUTARALDEHIDA 2-4%
INCLUDERE IN RASINA EPOXIDICA

Includerea TESUTURILOR Temp Timp
in rasina epoxidica

Fixarea tesutului in glutaraldehida 4% tamponata TCS 0,1M minimum 4 ore

Spalare in TCS 0,1 M 2x1h
sau peste noapte

Post-fixare cu tetraoxid de osmiu 0,1 M h
Spalare in TCS 0,1 M 2x 10-15min

Deshidratare alcool etilic 30° 15-30 min
Deshidratare alcool etilic 50° 15-30 min
Deshidratare alcool etilic 70° 15-30 min
Deshidratare alcool etilic 90° o 15-30 min
Deshidratare alcool etilic 96 2x15 min
Deshidratare alcool etilic 10 3x15 min

Propilen oxid 2x15 min

Baia I: Propilen oxidl 2h
Baia II: Propilen oxid/ peste noapte

Baia Ill: Résina epoxidica N

Includere in résind epoxidica prospat preparata
in capsule de plastic etichetate
Polimerizarea résinii epoxidice

Includerea CELULELOR ADERENTE Temp Timp
in cultura

se adauga 0.1 M TCS cu 1.4% sucroza pH7.4 x2

NB: pre-incalzit la 37 °C.

se inlocuieste cu 2.5% GA in 0.1 M TCS cu 1.4% sucroza 20 min

se inlocuieste cu 0.1 M TCS cu 1.4% sucroza pH 7.4 5 min

se inlocuieste cu 0.1 M TCS pH 7.4 5 min

se inlocuieste cu 1%0s04 in 0.1 M TCS 15 min

se inlocuieste cu 0.1 MTCS pH 7.4 5 x 2min

se inlocuieste cu alcool 30 ° 2 x 5 secunde
se inlocuieste cu alcool 50° 2 x 5 secunde
se inlocuieste cu alcool 70 © 2 x 5 secunde
se inlocuieste cu alcool 90 ° 2 x 5 secunde
se inlocuieste cu 3 x 5 secunde
se inlocuieste cu 3 x 5 secunde
se inlocuieste cu 3 x 5 secunde
se inlocuieste cu baia 30 minute
propylene oxide : ras g

se inlocuieste cu bai 1ora
propylene oxide : ra 3

se inlocuieste cu rasina epoxidica 1ora

se inlocuieste cu rasina epoxidica 6 24-48 ore




22.02.2023

Probele care contin CELULE suspendate intr-un fluid
seinclud in AGAR pentru a avea consistenta necesara
includerii in rasina epoxidica

Specificatii

se fixeaza proba prin adaugare in mediu a GA 2,5%

se centrifugheaza proba aflata in fixator pm /15 min, 4 ©

se reia peletul celularin TCS 0,1M 4°C, 10 min

se centrifugheaza 1.250 rpm / 15 min, 4 °
Se suspenda in TCS 0,1M 4°C, 10 min

se centrifugheaza 1.250 rpm / 15 min, 4 °

Post-fixare cu tetraoxid d 4 °C, 30 minute

se centrifugheaza 3.000 rpm / 15 min, 4 °

se suspenda proba 4 °C, 10 minute

se centrifugheaza 3.000 rpm / 15 min, 4 °©

se suspenda proba in TCS i - 4 °C, 10 minute

In acest moment se poate intrerupe procesul 24h

Probele care contin CELULE suspendate intr-un fluid
seinclud in AGAR pentru a avea consistenta necesara
includerii in rasina epoxidica

Specificatii

3.000 rpm / 15 min, 4 °C

Se suspenda peletul ir

se pun in frigider — ig 4°C/ 20 min

se taie proba inclusa in Ente de Tmm3

se imerseaza fragmentele in H 4°C 10 min

Probele care contin CELULE suspendate intr-un fluid Specificatii
seinclud in AGAR pentru a avea consistenta necesara
includerii in rasina epoxidica

Deshidratare alcool etilic 30° 4°C 15 min

Deshidratare alcool etilic 50°

Deshidratare alcool etilic 70° °C 15 min

Deshidratare alcool etilic 90° 4°C 15 min

Deshidratare alcool etilic 96° TC 15 min
Deshidratare alcool etilic 100° TC 2 x 15 min
Propilen oxid TC 3x10 min

Baia I: Propilen oxid/ ragi TC1-2h
Baia II: Propilen oxig TC peste noapte

Baia Ill: Rasina epox TC2-3h
Includere intr-o picatura a TC

Polimerizarea rasinii epoxidice | — in picatura 60°C 24 h
Umplerea capsulelor cu ragina epoxidica TC

Polimerizarea rasinii epoxidice Il 60°C 24 h
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MICROSCOPIE
ELECTRONICA DE TRANSMISIE — “la temperatura camerei”

MICROSCOPIE ELECTRONICA
suport — grild 3 mm
grosimea sectiunii ~ 100 nm

MICROSCOPIE OPTICA

suport — lama de sticld (75x 26x 1 mm)
grosimea sectiunii 1 +5 pm

coloratie — ALBASTRU DE TOLUIDINA
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interactiunea electronilor cu nucleii si electronii atomilor din proba

Functie de densitatea de nucleilor grei din preparat:
* componentele ce leaga multi nuclei grei vor produce dispersia e* — zone electronodense, intunecate
* componentele care nu leagd nuclei grei vor permite trecerea e” — zone electronoclare, luminoase

lect FASCICUL
electrono- INCIDENT
transparent -

ECRAN FLUORESCENT DETECTOR (FILM/CCD/CMOS/DDD)
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TECNAI G2 Spirit — FEI
120kV
Single-tilt axis -/+ 70°

TOMOGRAFIE
ELECTRONICA
a BBB
Sectiuni

300 nm
grosime

24 month-old mice

11



Tomografie electronica

https://confluence.crbs.ucsd.edu/display/ncmir/Electron+Tomography

Ceafalan LC, et al. Age-related ultrastructural changes of the basement
membrane in the mouse blood-brain barrier. J Cell Mol Med. 2019;23(2):819-827

Reconstructie 3D
a BBB

Sectiuni digitale
2-6nm grosime!

24 month-old mice

CELL-TO-CELL INTERACTIONS

MACROPHAGE

MYOBLAST

Ceafalan LC, Fertig TE, Popescu AC, Popescu BO, Hinescu ME, Gherghiceanu M.
Skeletal muscle regeneration involves macrophage-myoblast bonding.
Cell Adh Migr. 2018;12(3):228-235.

22.02.2023
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BLOBOLOGY

"for developing
eryo-electron
microscopy for the
high-resolution
structure
determination of
biomolecules in
solution."

Resolution

Resolution
before 2013

at present

22.02.2023

13



Cryo-electron microscopy
wins chemistry Nobel 2017

"cool method*”
decisive for both the basic
understanding of life's chemistry
and for the development of
pharmaceuticals
Jacques Dubochet - vitrified water
University of Lausanne, Switzerland

Joachim Frank - image processing method
Columbia University, New York, USA

Richard Henderson - three-dimensional imaging
MRC Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, UK

LOS F200C - STEM CryoEM (BF/DF/HAADF/PP/LD)
rezolutie 0.18 nm (1,8 A)

Microscop electronic — foloseste un fascicul de electroni
si lentile electromagnetice pentru a forma imaginea unei
probe (in vid)

VHTRIFICARE LA
RS ARE

B

V]TRIF[C CRIOSECTIbN RE

22.02.2023
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S-TEM CRYO LD PP CLEM / HOLDERS FOR TEM

he structure of the COPI coat
determined within the cell
[Yury § Bykon ", Mirouava Schafier’, Svetlana O Dodona:
i gen M Ptk Welfgang Baumeister ™. Benjamin D Engel
[

ER - yellow

cis C- green

cis V- light green
medial C- magenta
medial V- light pink
trans C- blue

trans V- light blue
TGN - purple
Other membranes
and ribosomes are
shown in grey.

protein arrays

Benamin D. Ergel'%. Mirastavs Schabler’, Sahradha Alleri’, Shoh Asane’. Kirgen M. Pitako,
st Wellgacs) Bamemsaister’

http://europepmc.org/articles/PMC4568700

In situ structural analysis of Golgi intracisternal

Molecular Zippers
Hold Golgi

Membranes Together
maintain the narrow cisterna
spacing of the central Golgi,
which may force cargo proteins
to the cisterna periphery for
sorting into vesicles.

22.02.2023
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ARTICLE o
Channel opening and gating mechanism \_\J)F ran I(L AB

in AMPA-subtype glutamate receptors

22.02.2023
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ARTICLE

Channel opening and gating mechanism
in AMPA-subtype glutamate receptors

NEUROTRANSMISSION
BY GLUTAMATE

of Excitate nd
on Tomagraphy and

excitatory synapse
(PSD-95-EGFP)

glutamate
receptor ?

(mCherry-gephyrin
puncta)

receptor ?

Negative staining

Quick-freeze/deep etching
| Platinum shadowed

Cryo-EM

Electron tomographic model of
a V-ATPase (probable!)

Molecular Anatomy of a
Trafficking Organelle

22.02.2023
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molecular model of a
synaptic vesicle

neurotransmitters (red dots) >
membrane (yellow) A=
SNARE complexes
(red/orange)

ATPases (blue)

© Helmut Grubmiiller, Reinhard Jahn, Carsten Kutzner; 2006

http://www.mpibpc.mpg.de/grubmueller/kutzner/illustrations

Eyrepslagma

Molecular Anatomy of a Trafficking Organelle
https://doi.org/10.1016/j.cell.2006.10.030

MICROSCOPIE
ELECTRONICA -
REEVALUAREA LA

NIVEL MOLECULAR
A CELULEI

22.02.2023
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Cardioencefalomiopatie infantila - deficienta citocromului ¢
(complexul IV in lantul respirator)

defect al SCO2 (synthesis of cOx2,) proteina

Is Type 2 Diabetes a Primary Mitochondrial Disorder?
: 7 g i LR . TR

Cells 2022, 11(10), 1617; https://doi.org/10.3390/cells 11101617
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DIAGNOSTIC
ULTRASTRUCTURAL

PATOLOGIE GLOMERULARA - non-tumorala

TEZAURISMOZE - biopsie piele / hepatica

PATOLOGIE CILIARA - citologie mucoasa nazala

PATOLOGIE NEUROMUSCULARA - biopsie muschi/nerv

MALADII BULOASE - biopsie cutanata

INFECTII - bacteriene, virale

PATOLOGIE TUMORALA - tumori neuroendocrine, cu celule mici, etc
PATOLOGIE CARDIACA - biopsie cardiaca

DIAGNOSTIC ULTRASTRUCTURAL

CITOPLASMA
citoschelet specializari de membrana
ribozomi jonctiuni intercelulare
reticul endoplasmic incluzii celulare
structuri tubuloreticulare (citoplasmatice/nucleare)
mitocondrii particule virale
lizozomi A
vacuole lipidice
melanozomi
granule secretorii A
granule Weibel Palade
granule Birbeck

MATRICE
EXTRACELULARA

A colagen

fibrina

fibronectina ...

amiloid

DIAGNOSTIC ULTRASTRUCTURAL

Obiective
+ Detectia si analiza organitelor citoplasmatice si a
matricei extracelulare

NORMAL
Interpretarea imaginilor

« identificare organitelor
* integrarea analizei ultrastructurale cu datele clinice, IF,
IHC, genetice, ...

Limitari ale ME

* piese foarte mici - absenta organitelor caracteristice
pentru diagnostic

22.02.2023
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EPIDERMOLIZA BULOASA

NIEMANN PICK

globotriaosylceramide — Gb3 Z sphingomyelin
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. Ty
granule Birbeck
cel. Langerhans
=y

OMERULONE

FRITE - SN
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' e

IgA 19G I:gM -

C1qC3c Ca4d * =~ 4

PARTICULE VIRALE |
- INTRANUCLEARE |

MICROSCOPIE
ELECTRONICA -

IDENTIFICAREA
VIRUSURILOR

in infectii cu agent
necunoscut (inca)
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A NEGATIVE STAINING METHOD FOR CEj

SSOCIATED VIRUS

SUNE I ALMEIDA ssd ALLAN
et of Matea] Hog g, Ui

Casret Tnstituts i the Dipat

June Almeida -
coronavirus, 1966

“Virus, virus shining bright,
In the phosphotungstic night,
What immortal hand or eye,

Dare frame thy fivefold symmetry.”
(with apologies to William Blake [1757-1827])

June D. Almeida. A Classification of Vir icles Based
1963; 89(16): 787-798.

The Canadian Medical Association Journal.

June D. Almeida. A Classification of Virus Particles Based on Morphology. The Canadian Medical
Association Journal. 1963; 89(16): 787-798.

HUCLEAR _m‘!is,g_ B

— PLASMIC
- o
(e s usen

ey Im..' !

u

Hérpesns Batsers s
200 e 10080 o

Viria v 360 ne

e SARS A Adencvns  fotninn  Paplommns
uoem 130 n=s 0o BOnem

‘g egvenx

Fepailn C i Hepama B Hepatts A v, Parvises
Sonm 20nm

e w E H n g

Image by Lecturio. License: CCBY-NC-5A.4.0

https://phil.cdc.gov/
hitps://www.euro.who.int/en/

22.02.2023
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Spike Revealed by

DRy, A
16|a|_1u_ar|e 2020

2020.00001", was extracted from a patient
on January 6, according to China's
National Microbiology Data Center. It is the
first COVID-19 specimen.

M

yo-EM (5 mart 2020)

Brief timeline of cryo-EM milestones in the study

of SARS-CoV-2

Fertig et al, J Cell Mol Med. 2022 ; 26(1): 25-34. doi: 10.1111/jcmm.17103

22.02.2023
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Locations of key mutations within the RBD and wina
NTD domains of the S-protein protomer. Diagrams

are based on the cryo-EM 3D structure deposited to %+
PDB at 6VSB. RBD — receptor-binding domain,

NTD — N-terminal domain. A —alanine; C

cysteine; D — aspartic acid; E — ghutamic acid; G —

glycine; F — phenylalanine; I — isoleucine; K — lysine;

L~ leucine; N — asparagine; R — arginine; S — serine;

T~ threonine; Y — tyrosine; W— tryptophan

Adenovirus modificat - Ag Vaccin ARNm

« Aprox. 1:25 cells
show signs of
lipofection at 12h

Proteina

. . . + Spike found

spike” pe e e stractures

membana ey be
released as EVs

celulelor

expuse

vaccinului

ARNm

Fertig TE, et al. Vaccine mRNA Can Be Detected in Blood at 15 Days Post-
Vaccination. Biomedicines. 2022;10(7):1538. doi: 10.3390/biomedicines10071538.

22.02.2023
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TEM - efectul
citopatic al
SARS-CoV-2
(cultura
celulara)

Inst. Virusologie
Stefan S Nicolau

VIRUS GRIPAL - ns

Crio-EM

C,PROJECT 2020

1 200 nm

22.02.2023
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www.ivb.ro
www.cell-imaging.ro
. PIHDLOGY AND Sl Cantacuzino Institute
RIIMAGING LAR messmans sssmsses

Prof. Adrian Onu
Catalin Tucureanu
Ana Serbanescu

Project funded by the Ministry of
Research and Innovation, CCCDI -
UEFISCDI, project number PN-lII-
P1-1.2-PCCDI-2017-0529 /
62PCCDI / 2018, from PNCDI Il

MD students:
Marian Closca
Giulia Angheluta
Teodora Ciobotea
. Fillp Muresan
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