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ETAPY PREPARATYKI
W MIKROSKOPII ELEKTRONOWEJ TRANSMISYJNEJ
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Ptukanie tkanki w buforze

Odwadnianie w alkoholach o wzrastajgcym stezeniu

Przepojenie tkanki niepolimeryzujgcg zywica

Zatopienie w zywicy epoksydowej polimeryzujgcej w 60°C

Spolimeryzowany bloczek zywicy

Bloczek przygotowany do krojenia L 4

Krojenie i zbieranie skrawkow na siatki miedziane

Kontrastowanie skrawkow solami metali ciezkich




Reagowanie utrwalaczy i substancji kontrastujacych
z podstawowymi sktadnikami komorki
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MITOCHONDRIA

liczba grzebieni proporcjonalna do aktywnosci komorki

20% objetosci komorki

Mitochondria Inner Structure

=—Membrane tyroksyna, trojjodotyronina
Outer ‘

&—Membrane . . o I A
wzrost liczby mitochondriow i grzebieni

grzebienie mitochondrialne: prostopadie lub podluzne
do dlugiej osi komorki
mitochondria tubularne ksztalt rurek o przekroju okraglym
(komorki syntetyzujgce steroidy)
ksztalt rurek o przekroju trojkatnym
(astrocyty)

Figure 1

H,O ponizej 50%, enzymy katalityczne
(przemiany kwasow ttuszczowych i kwasu pirogronowego,
wytwarzanie acetylokoenzymu A,

cykl kwasu cytrynowego) ziarnistosci geste elektronowo (20-50 nm)

mt rybosomy, enzymy replikacji I transkrypcji - precypitaty fosforanéw wapnia - kalcyfikacja
mitochondrialne DNA, RNA, mitochondriéw - warunki niedotlenienia
biatka szoku termicznego lub dzialania czynnikow toksycznych

peptydazy



wewnetrzna
btona mitochondrialna

przestrzen miedzybtonowa

enzymy fosforylujagce nukleotydy @

kinaza adenilanowa,
kinaza kreatynowa,
kinaza nukleozydodifosforanowa,
peptydazy,

liaza hemu cytochromu c

* AIF (apoptosis inducting factor) - aktywacja kaspaz

zewnetrzna
btona mitochondrialna

oksydaza monoaminowa,

§ heksokinaza ll,

cytochrom b5,
dehydrogenaza NADH,
syntaza acylo-CoA,
palmilotransferaza
karnitynowa I,

kanat VDAC - poryna
(transport ATP, ADP,

kreatyny, cholesterolu),

PBR - receptor benzodiazepiny
biatka rodziny BCL-2

* cytochromu C, ktéry wigze sie z z APAF (apoptosis protease activating factor)
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Golgi Apparatus

Aparat Golgiego

6-30 sptaszczonych zbiornikow, £ ol | : Membrane-
: Bounded

rurki, Vesicles

pecherzyki

1mm diktiosom Figure 1

powstawanie:
szorstka siateczka srédplazmatyczna

zewnetrzna biona otoczki jagdrowej

envelope (¥
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Lysosome Structure

LIZOSOMY - e

Membrane

Srednica do 1 pm

Enzyme .
Complexes Figure 1

Blona komoérkowa: * pompa protonowa (pH 5)

* przepuszczalna dla produktow hydrolaz
ZawartoS¢: proteaza, lipaza triacyloglicerylowa,
glikozydaza, nekleaza, fosfataza, sulfataza

Funkcja: * endocytoza
* trawienie wewnatrzkomorkowe



Lizosom pierwotny Lizosom wtérny- autofagolizosom

Lizosom wtorny- fagolizosom Ciatko resztkowe



PEROKSYSOMY

Srednica 0,15- 0,5 um, okoto 400 Powstaja z gladkle.J .s1a.teczk1 sr,()(%plazmatycznej .
enzymy w szorstkiej siateczce Srodplazmatycznej

Peroxisome

Urate
Oxidase

Funkcja: detoksykacja metabolitow
i ksenobiotykow (utlenianie)







MIKROTUBULE

srednica 25 nm

tubulina a, tubulina B, tubulina ¥y (inicjacja polimeryzacji)

13 protofilamentow

Biegun minus - wolna polimeryzacja
biegun plus - szybka polimeryzacja, biegun wolny
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Struktury zbudowane z mikrotubuli:

- centriole

- ciatka podstawowe

- wrzeciono kariokinetyczne
mikrotubule kinetochorowe
mikrotubule astralne
mikrotubule biegunowe




GLIKOSOMY

organellum komérkowe nieobtonione

Srednica 20-30nm

Sktad:

glikogen+ enzymy:

- syntetaza glikogenu

- enzym rozgateziajacy

- fosforylaza glikogenu

- enzym usuwajacy rozgatezienia
- enzymy regulatorowe

2 formy:
- lioglikosomy- fatwo usuwalne
(amylaza)
- desmoglikosomy- zwigzane z innymi strukturami komérkowymi
(AG, SER, RER, Mitochondria)- trudne do usuniecia



KAWEOLE

Zagtebienia btony komorkowej
srednica 50 - 100 nm

ostonka biatkowa- KAWEOLINA
funkcja:

- udzial w przekazywaniu
sygnatu do komorki

- transcytoza zwigzkow wielkoczasteczkowych

- zageszczanie zwigzkéw drobnoczasteczkowych

( potocytoza)

lumen of arteriole

caveolae of
e al cell

e
(involved in t othelial transport)
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SEMINARIUM - Mikroskop elektronowy.
CWICZENIE - Przedziatly komoérkowe. Ultrastruktura organelli cytoplazmatycznych.

. Tratwy lipidowe i kaweole (tekst i EM 143). -
. Model mikrotubuli utworzonej przez 13 protofilamentéw tubulinowych (schemat 1).

. Tworzenie protofilamentéw tubulinowych (schemat 5).

. Model heterodimeru tubuliny (schemat 10).

. Glikosomy (EM i tekst 34).

. Spis aminokwasow (tekst 27). Budowa mikrotubuli

1. Demonstracja mikroskopu elektronowego, transmisyjnego i skeningowego.
2. Mitochondria (EM 42 i 51).

3. Aparat Golgiego i mikrotubule (teksti EM 12)

4. Lizosomy (EM 54).

3. Mikrotubule (EM 33).

Mikrotubule w astrocytach 6. Peroksysomy (EM 8).

EM -42

MITOCHONDRIA

Strzatka wskazuje btone wewnetrzng
w miejscu, gdzie tworzy ona grzebienie
mitochondrialne.

EM -51
Rézne formy mitochondriéow pochodzacych z

réznych komoérek

- A—komodrka kanalika nerkowego

- Om - btona mitochondrialna zewnetrzna,

- Im - btona mitochondrialna wewnetrzna,

-M - macierz,

- D -ciatka geste

B — komérka nabtonkowa pecherzyka zéiciowego

- Le - mitochondrium z grzebieniami utozonymi poprzecznie (tzw.
grzebienie lamelarne)

- Cr - mitochondrium z grzebieniami tubularnymi (utozonymi podtuznie)

C — mitochondrium z grzebieniami lamelarnymi, komérka watrobowa

D — komorka paraluteinowa: Le i Cr - jak na zdjeciu B,

Cir - mitochondrium z grzebieniami utozonymi okreznie

e

EM 12a
" Budowa i funkcja aparatu Golgiego, a takze
.1 potozenie budujgcych go diktiosomoéw zalezg od
obecnosci w komorce prawidtowych mikrotubuli.
§ 7 Zdjecie przedstawia limfoblasty ostrej biataczki,
+ 5. ktore nie byly traktowane winkrystyna.
" Zlokalizowany w poblizu jgdra komorkowego
aparat Golgiego (G) zbudowany jest z diktiosomu
.« utworzonego przez kilka sptaszczonych, waskich
« lub nieznacznie poszerzonych zbiornikow, ktérym
towarzyszg pecherzyki. W komérkach
#_. zawierajgcych wigcej niz jeden diktiosom, struktury
% te potozone sg zazwyczaj w bliskim sgsiedztwie.
+" 1 Powigkszenie 35 000 x.

%

A



EM12Db

Limfoblast biataczkowy inkubowany in vitro z
winkrystyng.

Widoczne jgdro komdrkowe z gtebokim
zagtebieniem oraz dwa diktiosomy (d) potozone w
znacznej odlegtosci od siebie. Winkrystyna
spowodowata nie tylko rozproszenie diktiosomow
aparatu Golgiego ale réwniez zmiany w ich
budowie. Objawiajg sie one zmniejszeniem liczby
zbiornikow, ich skréceniem i rozdeciem oraz
przeksztatceniem niektérych z nich w duze
wakuole.

Zniszczenie mikrotubuli np. przez zahamowanie
polimeryzacji tubuliny przy uzyciu niektérych
cytostatykow takich jak kolchicyna, winblastyna
czy winkrystyna prowadzi do zmian w budowie i
czynnosci aparatu Golgiego. Niektore z
cytostatykow sg uzywane w leczeniu choréb
nowotworowych np. biataczek.

Powigkszenie 11 000 x.

EM -54

LIZOSOMY

a - lizosom pierwotny,

b - lizosom wtérny - fagolizosom,

¢ - lizosom wtdrny - autofagolizosom,

d - ciatko resztkowe.

Ciemne , ziarniste straty na zdjeciu a—d

sg miejscami aktywnosci fosfatazy kwasnej.

EM - 33

Mikrotubule w komérce ziarnistej jajnika

EM i tekst nr 34.
GLIKOSOMY

Glikosomy s3a to organele komorkowe, nieposiadajgce wiasnej btony. Sktadajg sie z glikogenu oraz
grupy enzymow zwigzanych z jego metabolizmem. Nalezy do nich syntetaza glikogenu, enzym rozgateziajacy,
fosforylaza, enzym usuwajgcy rozgatezienia oraz enzymy regulatorowe.

W glikosomie majgcym $rednice 20 ~ 30 nm glikogen wystepuje w postaci ziarenek o srednicy 2 ~ 3
nm. Przestrzen pomiedzy tymi ziarenkami wypetniajg biatka. Glikosomy wystepujg w dwdoch formach.
Lioglikosomy tatwo jest usungé z komarki, na przyktad za pomocg gorgcej wody lub amylazy.
Desmoglikosomy za posrednictwem biatek wigzg sie z innymi strukturami komorki (mitochondriami, aparatem
Golgiego, szorstkg i gtadka siateczkag Srédplazmatyczna, miofibrylami, itd.) i sg trudne do usuniecia. Nie
ulegajg strawieniu przez amylaze, ktéra zapewne nie ma dostepu do glikogenu na skutek optaszczenia go
przez biatka. Lioglikosomy dominujg w komérkach watroby a desmosomy licznie wystepujg w komaérkach
miesniowych.



EM 34.

Ryc. 1. Elektronogram witdkna Purkinjego z
serca psa kontrastowany za pomocg soli uranu i
otowiu. W cytosolu widaé glikosomy w postaci
pojedynczych ziarenek (cienkie strzatki) lub
zgrupowane szeregowo (grube strzatki).
Zabarwione sg biatka glikosomow.

Ryc. 2. Ten sam materiat, co na rycinie 1, ale
barwiony metodg cytochemiczng wykrywajgcg
glikogen (kwas nadjodowy - tiosemikarbazyd -
biatczan srebra). Widac¢ ziarenka glikogenu o
srednicy 2~3 nm.

Zdjecia pochodzg z pracy: K. Kielan Rybicka Glycosomes - the organelles of glycogen metabolism. Tissue &
Cell; 1996, 28: 253-265. Opracowat prof. Stanistaw Moskalewski

TEKST IEMnr 8
PEROKSYSOMY

s

Zdjecie nr 8 przedstawia skrawek komérki watrobowej (hepatocytu) szczura.
m - mitochondrium,

p - peroksysom,

n - krystaloid zawierajgcy enzym oksydaze moczanowsa,

er - siateczka $rédplazmatyczna,

pr - polirybosomy,

g - ziarenka glikogenu.

U ssakow duze peroksysymy (ok. 0,5 :m) wystepujg gtdwnie w watrobie. W innych tkankach sg
peroksysomy o $rednicy 0,15 - 0,25 :m. Peroksysomy zawierajg enzymy oksydacyjne: oksydaze d-
aminokwasoéw, oksydaze moczanowg i katalaze. Oksydaza moczanowa czesto wystepuje w formie
krystaloidu. Katalaza stanowi ok. 40% enzymow peroksysomow. Enzymy zawarte w peroksysomach uzywajg
molekularny tlen do usuwania jonéw wodoru ze swoistych substratéw organicznych (oznaczonych R), czyli do
ich utleniania:

RH2 + O2 = R + H20»

Katalaza za pomocg wody utlenionej utworzonej w peroksysomach przez inne enzymy utlenia

substraty toksyczne dla komorek, np. fenol, formaldehyd lub kwas mréwkowy:



R'Ho + HoO2 ? R' + 2H20
Ten typ reakcji jest szczegdlnie istotny w komodrkach watrobowych i komérkach nerkowych, ktére
unieczynniajg toksyczne substancje przedostajgce sie do krwi z zewnagtrz organizmu. Niemal potowa
wypijanego etanolu ulega w ten sposob utlenieniu do aldehydu octowego. Ponadto, gdy w komoérce zgromadzi
sie zbyt wielka ilos¢ wody utlenionej, katalaza rozktada jg na wode i tlen molekularny:
2H2092 = 2H20 + O2
Nowe peroksysomy zawsze powstajg ze starych, przez ich rozszczepienie. Lipidy i biatka potrzebne
do uzupetniania btony peroksysoméw oraz enzymy zawarte w ich wnetrzu pochodzg z cytosolu. Na
powierzchni btony peroksysomu zwrdconej do cytosolu wystepuje biatko (receptor) rozpoznajgce sekwencje
aminokwasow (tzw. sekwencje sygnatowg) wystepujagcg w obrebie importowanych enzymoéw i bedacg
rodzajem adresu informujgcego, ze dany enzym jest przeznaczony dla peroksysoméw. Sekwencja ta
wystepuje w poblizu konca karboksylowego biatek peroksysomalnych.
opracowat prof. S. Moskalewski

FD

KAWEOLE (Caveolae) EM nr 143

Fragment komorki ttuszczowej szczura
BL — blaszka podstawowa,
SER - gtadka siateczka srédplazmatyczna,
FD — kropla tluszczu,
—— - podziatka skali rysunku — 100 nm.
Kaweole (jamki) sg to zagtebienia w btonie komdrkowej o Srednicy 50-100 nm i ksztatcie
przypominajgcym greckg litere omega. Kaveole majg ostonke zawierajgca biatko, kaweoling. Ostonke
tg mozna wykry¢ za pomoca metod immunocytochemicznych, na przyktad uzywajgc znakowanych
ziarenkami zfota przeciwciat, reagujgcych z kaweoling. Kaweole biorg udziat w przekazywaniu
sygnatow do komorki, w transcytozie zwigzkéw i elkoczgsteczkowych np.: w komoérkach srodbtonka i
w zageszczaniu zwigzkéw drobnoczgsteczkowych w procesie zwanym potocytozg (por. skrypt
,Histologia z Elementami Biologii Molekularnej”).

TEKST 143.
TRATWY LIPIDOWE
(LIPID RAFTS)

Tratwy lipidowe sg to mikrodomeny btony komdrkowej. Cechuje je wysoka zawarto$¢ cholesterolu i
sfingolipidéw. Dzieki temu te regiony sg bardziej stabilne (mniej ptynne) i bardziej uporzadkowane niz
pozostata, stanowigca wiekszosé, blona komodrkowa. Tratwy lipidowe nie ulegajg rozpuszczeniu w niskiej
temperaturze przez niejonowe detergenty i dzieki temu mozna je wyodrebni¢. Tratwy lipidowe stanowig
miejsca, w ktérych zachodzg wazne funkcje komoérkowe — takie jak transport pecherzykowy lub transdukcja
sygnatéw. Poza klasycznymi tratwami lipidowymi niezawierajgcymi strukturalnych biatek istniejg takze tratwy
wzbogacone o jedno, swoiste dla danego typu tratwy biatko, w zasadniczy sposob zmieniajgce morfologie i
czynnos¢ tratwy. Jednym z takich biatek jest kaweolina-1. Jesli wiaczy¢ jg do tratwy to wéwczas przeksztatca
sie ona w kaweole. Ponadto kaweole mogg zawiera¢ biatka zakotwiczone za pomocag
glikozylofosfatydyloinozytolu (GPI), bedacego jednym z fosfolipiddw btony komdrkowe;j.
Tratwy lipidowe mogg takze wystepowaé w btonach wewnagtrzkomérkowych, np. w obrebie aparatu Golgiego.
Zapewne zatem, aparat Golgiego jest miejscem biogenezy tratew, ktére nastepnie przechodzg w obreb btony
komoérkowe;.
Kaweole, stanowigce butelkowate wpuklenia btony komdrkowej petnig m. in. role w transporcie cholesterolu,
transcytozie, potocytozie, oraz w transdukcji sygnatdw zachodzgcych za posrednictwem receptoréw dla
czynnikdw wzrostu i receptoréw dla przeciwciat. Kaweole mogg jednak by¢ takze wykorzystywane przez
niektére drobnoustroje jako miejsca umozliwiajgce im bezpieczne wtargniecie do komoérki. Kaweole nie tgcza
sie z lizosomami i dzieki temu zawarte w nich drobnoustroje unikajg zniszczenia i mogg rozwija¢ sie w
komérce.

prof. Stanistaw Moskalewski



Sc’hemat nr 1.
MODEL MIKROTUBULI UTWORZONEJ PRZEZ 13 PROTOFILAMENTOW

o tubulina - biata
B tubulina — czarna
Protofilamenty w mikrotubuli sg nieco przesuniete wobec siebie, co powoduje, ze w miejscu
zamkniecia mikrotubuli czasteczka a styka sie z czgsteczka . Jest to tak zwany szew mikrotubuli.
opracowat prof. Stanistaw Moskalewski

Schemat nr 5

TWORZENIE PROTOFILAMENTOW TUBULINOWYCH
Heterodimery tubuliny tgczg sie
ze sobg w regularny sposéb
.gfowa-ogon”. taczenie przebiega nieco odmiennie na obu
koncach protofilamentu. Na korcu
oznaczonym minus czgsteczka B
tubuliny heterodimeru wolnego tgczy sie z czgsteczkg a
heterodimeru zwigzanego.
Hydrolizie ulegto GTP czgsteczki
dotgczajacej sie.
Na koncu oznaczonym plus tgczy sie czasteczka a wolnego
heterodimeru z czgsteczkg 3 heterodimeru zwigzanego.
Hydrolizie do GDP podlega GTP heterodimeru zwigzanego.

%
i

opracowat prof. Stanistaw Moskalewski
Schemat nr 10.

MODEL HETERODIMERU TUBULINY

Mikrotubule zbudowane sg z tubuliny. Wystepuja czgsteczki a i § tubuliny, ktére tworzg dimery (dimer
ztozony z dwoch réznych podjednostek nazywany jest heterodimerem) polimeryzujgce nastepnie z
utworzeniem protofilamentéw i mikrotubuli.

C — koniec karboksylowy polipeptydu,

N — koniec aminowy peptydu,

GTPn — GTP — niewymienne i niepodlegajgce hydrolizie,

GTPe — GTP wymienne i podlegajgce hydrolizie,

Czarne pole — region trwatego potgczenia czasteczek a i § tubuliny.

W roztworze zawierajgcym heterodimery i GTP lub GDP, czasteczka GTP zwigzana z tubulina a nie
ulega wymianie, natomiast czgsteczka zwigzana z tubuling f moze ulec wymianie na inng czasteczke GTP lub
na czgsteczke GDP.

Opracowat prof. Stanistaw Moskalewski



