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Εκπαιδευτικοί Στόχοι Διάλεξης: Μικροσκοπία

Τι πρέπει να γνωρίζετε:

• ΕΙΣΑΓΩΓΗ ΣΤΗΝ ΣΥΓΧΡΟΝΗ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ
• ΚΑΤΑΝΟΗΣΗ ΤΗΣ ΚΛΑΣΙΚΗΣ ΦΩΤΟΝΙΚΗΣ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑΣ
• ΕΜΠΕΔΩΣΗ ΤΗΣ ΦΩΤΟΝΙΚΗΣ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑΣ ΦΘΟΡΙΣΜΟΥ
• ΓΝΩΡΙΜΙΑ ΜΕ ΤΗΝ ΗΛΕΚΤΡΟΝΙΚΗ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ
• ΠΩΣ ΧΡΗΣΙΜΟΠΟΙΟΥΝΤΑΙ ΤΑ ΑΝΤΙΣΩΜΑΤΑ ΣΤΗ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ
• ΚΑΤΑΝΟΗΣΗ ΤΗΣ ΤΕΧΝΙΚΗΣ ΑΝΟΣΟΙΣΤΟΧΗΜΕΙΑΣ
• ΚΑΤΑΝΟΗΣΗ ΤΟΥ ΑΝΟΣΟΦΘΟΡΙΣΜΟΥ





ΕΙΚΟΝΑ 1.22 Η
κυτταρική δομή του
φελλού. Αναπαρα-
γωγή από σχέδιο του
Robert Hooke στο
οποίο απεικονίζεται
μια λεπτή τομή φελ-
λού κάτω από το
φωτονικό μικροσκό-
πιο. Τα «κύτταρα»
που παρατήρησε ο
Hooke ήταν στην
πραγματικότητα τα
εναπομείναντα κυτ-
ταρικά τοιχώματα
από κύτταρα που
είχαν ήδη πεθάνει.





Κυτταρική Θεωρία
Όλα τα ζωντανά κύτταρα 
σχηματίζονται από την αύξηση 
και τη διαίρεση κυττάρων που 
προϋπάρχουν.  

Συνεπώς οι ζωντανοί οργανισμοί 
δεν προκύπτουν αυθόρμητα, 
αλλά ΜΟΝΟ από οργανισμούς 
που προϋπάρχουν.

Τα κύτταρα και ορισμένα από τα συστατικά τους φαίνονται με το φωτονικό μικροσκόπιο



Επιβεβαίωση Κυτταρικής Θεωρίας από τα κλασσικά πειράματα του Louis Pasteur

Η κυτταρική θεωρία επιβεβαιώθηκε από ένα σύνολο
εξαιρετικών πειραμάτων από τον Louis Pasteur την
δεκαετία του 1860.

Αποτελεί την Βάση για την θεωρία της εξέλιξης των
ειδών του Δαρβίνου



Το φωτονικό μικροσκόπιο δίνει 
την δυνατότητα να μεγεθύνουμε 
τα κύτταρα έως και χίλιες φορές 
και να διακρίνουμε λεπτομέρειες 
έως 0,2 μm (200nm).

Αυτός ο περιορισμός επιβάλλεται 
από την κυματική φύση του 
φωτός και όχι από την ποιότητα 
των φακών



ΕΙΚΟΝΑ 1.23 Αριθμητικό άνοιγμα. Το φως εστιάζεται πάνω στο
δείγμα μέσω του συγκεντρωτικού φακού και στη συνέχεια
συλλέγεται από τον αντικειμενικό φακό του μικροσκοπίου. Το
αριθμητικό άνοιγμα ορίζεται από τη γωνία του κώνου του φωτός που
εισέρχεται στον αντικειμενικό φακό (α) και από τον συντελεστή
διάθλασης του μέσου (που είναι συνήθως αέρας ή λάδι) μεταξύ του
φακού και του δείγματος.

Για την παρατήρηση κυττάρων με το
φωτονικό μικροσκόπιο υπάρχουν τρεις
προϋποθέσεις :

1. Έντονο φως πρέπει να εστιάζεται
πάνω στο δείγμα με την
μεσολάβηση φακών στο
συγκεντρωτικό φακό

2. Το δείγμα πρέπει να έχει υποβληθεί
σε κατάλληλη προετοιμασία, έτσι
ώστε το φως να το διαπερνά.

3. Ένα σετ κατάλληλοι φακοί
(αντικειμενικός, σωλήνας και
προσοφθάλμιος) πρέπει να
διατάσσονται σωστά προκειμένου
το είδωλο του δείγματος να
εστιάσει στον οφθαλμό.





Τα κύτταρα και ορισμένα από τα συστατικά τους φαίνονται με το 
φωτονικό μικροσκόπιο λόγω διαφορετικής διάθλασης

κυτταρόπλασμα Πυρήνας
Κυτταρική Μεμβράνη • Τα συστατικά του κυττάρου 

διαφέρουν μεταξύ τους ως προς 
τον δείκτη διάθλασης με 
αποτέλεσμα οι ακτίνες του φωτός 
να εκτρέπονται καθώς περνούν από 
το ένα μέσα στο άλλο. 

• Αυτές οι μικρές διαφορές μπορούν 
να γίνουν ορατές με οπτικά 
τεχνάσματα και η εικόνα αυτή 
μπορεί να βελτιωθεί με περαιτέρω 
ψηφιακή επεξεργασία.

• Λεπτομέρειες δομών με μέγεθος 
κάτω από 0,2 μm δεν είναι δυνατό 
να διακριθούν.



ΕΙΚΟΝΑ 1.25 Μικροσκοπική παρατήρηση ζωντανών κυττάρων.
Φωτογραφίες κυττάρων από παρειές ανθρώπου με μικροσκοπία (Α) φωτεινού
πεδίου, (Β) αντίθεσης φάσης και (Γ) αντίθεσης-διαφορικής συμβολής.
(Ευγενική προσφορά του Mort Abramowitz, Olympus America, Inc.)

Τα δύο τελευταία συστήματα αξιοποιούν διαφορές στον τρόπο με τον 
οποίο το φως διέρχεται από περιοχές του κυττάρου με διαφορετικό δείκτη 
διάθλασης. Και οι τρεις εικόνες προκύπτουν απλά αλλάζοντας τα ξεχωριστά 
οπτικά συστήματα (φίλτρα), του ίδιου μικροσκοπίου.



Τα κύτταρα και ορισμένα από τα συστατικά τους φαίνονται με το 
φωτονικό μικροσκόπιο με τη χρήση ειδικών χρωστικών

Η εξέταση της εσωτερικής δομής των 
κυττάρων είναι πιο δύσκολη, όχι μόνο 
επειδή τα διάφορα οργανίδια του είναι 
μικρά, αλλά και επειδή είναι διάφανα ή 
άχρωμα

Μια λύση είναι τα δείγματα να 
υποβληθούν σε ειδική επεξεργασία που 
περιλαμβάνει μονιμοποίηση με χημικά 
μέσα και διατομή σε λεπτές τομές ή 
φέτες που επιστρώνονται σε μια 
αντικειμενοφώρο πλάκα και έπειτα 
χρωματίζονται.





Τα κύτταρα και ορισμένα από τα συστατικά τους φαίνονται με το 
φωτονικό μικροσκόπιο με τη χρήση φθορισμού

Νέοι τύποι μικροσκοπίων φθορισμού αξιοποιούν
εξελιγμένες μεθόδους φωτισμού (λέιζερ σκέδαση) και
ψηφιακής ανάλυσης, με τις οποίες μπορεί να διακριθούν
φθορίζοντα κυτταρικά συστατικά με πολύ μεγαλύτερη
ακρίβεια και διακριτική ικανότητα έως 20 nm (όσο δηλαδή το
μέγεθος ενός ριβοσωματίου).



ΕΙΚΟΝΑ 1.27 Μικροσκοπία φθορισμού. (Α) Το φως διέρχεται από ένα φίλτρο διέγερσης, μέσω του οποίου επιλέγεται
το μήκος κύματος (π.χ. μπλε) της ακτινοβολίας που διεγείρει τη φθορίζουσα χρωστική. Ένα διχρωικό κάτοπτρο
εκτρέπει τη δέσμη φωτός προς το δείγμα. Ο φθορισμός που εκπέμπεται από το δείγμα (π.χ. με μήκος κύματος στο
πράσινο) διέρχεται στη συνέχεια από το διχρωικό κάτοπτρο και από ένα ακόμη φίλτρο (φίλτρο φραγμού) με το οποίο
επιλέγεται το μήκος κύματος της ακτινοβολίας φθορισμού που εκπέμπει η χρωστική.

ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΟ ΦΘΟΡΙΣΜΟΥ ΕΥΡΕΩΣ ΠΕΔΙΟΥ

Το μικροσκόπιο φθορισμού μοιάζει με ένα 
συνηθισμένο φωτονικό μικροσκόπιο. Με 
εξαίρεση ότι το φως διέρχεται από δύο είδη 
φίλτρων. 

Το (1ο) φίλτρο διέγερσης: διηθεί το φως προτού 
φτάσει στο δείγμα, αφήνοντας μόνο τα μήκη 
κύματος που διεγείρουν την συγκεκριμένη 
φθορίζουσα χρωστική. 

Το (2ο) φίλτρο φραγμού: ανακόπτει αυτό το φως 
και αφήνει να διέλθουν μόνο τα μήκη κύματος 
που εκπέμπονται από τη φθορίζουσα χρωστική.



ΦΘΟΡΙΖΟΝΤΕΣ ΑΝΙΧΝΕΥΤΕΣ

• Φθορίζουσα μόρια απορροφούν φως ορισμένου μήκους 
κύματος κι εκπέμπουν φως χαμηλότερης έντασης ενός 
άλλου μεγαλύτερου μήκους κύματος

• Ορισμένες φθορίζουσες χρωστικές προσδένονται ειδικά σε 
συγκεκριμένα μόρια των κυττάρων και με την βοήθεια του 
μικροσκοπίου φθορισμού αποκαλύπτουν την τοποθεσία 
τους στο κύτταρο

• Οι φθορίζοντες ανιχνευτές εκπέμπουν φως και επιτρέπουν 
την ανίχνευση αντικειμένων ακόμα και μικρότερων από 0.2 
μm σε μέγεθος.

• Ανάλογα με το είδος του μικροσκοπίου φθορισμού, 
μπορούμε να παρατηρήσουμε ταυτόχρονα 1, 2, 3 ή και 
παραπάνω φθορίζουσες χρωστικές



ΒΑΣΙΚΕΣ ΑΡΧΕΣ ΦΘΟΡΙΣΜΟΥ

• Άτομα ή μόρια διεγείρονται από ακτινοβολία 
κατάλληλου μήκους κύματος

• Aπορροφούν ενέργεια με αποτέλεσμα 
ηλεκτρόνια αυτών να μετακινούνται παροδικά 
σε υψηλότερη ενεργειακή στοιβάδα. 

• Κατά την επαναφορά των ηλεκτρονίων αυτών 
στη βασική στοιβάδα εκπέμπεται ακτινοβολία 
(φθορισμού) μεγαλύτερου μήκους κύματος 
(μικρότερης ενέργειας, Ε = hc/λ). 

• Αυτό σημαίνει ότι το χρώμα του φωτός που 
εκπέμπεται είναι διαφορετικό από το χρώμα 
του φωτός που απορροφήθηκε.

• Ο χρόνος μεταξύ απορρόφησης και εκπομπής 
κατά το φθορισμό είναι 10-9-10-12 seconds



ΦΑΣΜΑΤΑ ΑΠΟΡΡΦΗΣΗΣ ΚΑΙ ΕΚΠΟΜΠΗΣ 
ΦΘΟΡΙΖΟΝΤΩΝ ΜΟΡΙΩΝ

Fluorescein
(FITC) • Μόρια τα οποία μπορούν να φθορίζουν ονομάζονται 

φθορίζοντα μόρια/ ουσίες/ χρωστικές/ανιχνευτες
(fluorescent molecules, fluorochromes, fluorescent dyes)

• Κάθε φθορίζουσα ουσία έχει χαρακτηριστικά φάσματα 
απορρόφησης/ εκπομπής ακτινοβολίας τα οποία εξαρτώνται 
από τη δομή των ατόμων και των ηλεκτρονίων αυτής

• Παρατηρείται διαφορά μεταξύ των μέγιστων μηκών κύματος 
απορρόφησης και εκπομπής (Stokes shift)



• Ακτινοβολία συγκεκριμένου μήκους κύματος 
δύναται να απορροφηθεί από περισσότερες 
από μία φθορίζουσες ουσίες και να τις 
διεγείρει

• Συχνά υπάρχει επικάλυψη μεταξύ φασμάτων 
εκπομπής διαφορετικών φθοριζόντων ουσιών

• Όταν χρησιμοποιούμε περισσότερες από μία 
φθορίζουσες χρωστικές για να σημάνουμε 
μακρομόρια, προσπαθούμε να επιλέξουμε 
συνδυασμούς χρωστικών που έχουν όσο 
περισσότερο διακριτά φάσματα εκπομπής/ 
απορρόφησης γίνεται

ΕΠΙΚΑΛΥΨΗ ΦΑΣΜΑΤΩΝ ΑΠΟΡΡΟΦΗΣΗΣ ΚΑΙ ΕΚΠΟΜΠΗΣ 
ΦΘΟΡΙΖΟΝΤΩΝ ΜΟΡΙΩΝ

@Biolegend



ΕΙΚΟΝΑ 1.28 Μικροσκοπία φθορισμού πρωτεΐνης σημασμένης με GFP. Απεικόνιση με
μικροσκοπία φθορισμού νευρώνων ποντικιού σε κυτταροκαλλιέργεια, στους οποίους έχει
εισαχθεί μια συντηγμένη με GFP πρωτεΐνη που συνδέεται στους μικροσωληνίσκους. Οι
πυρήνες εμφανίζονται με μπλε χρώση. (Από τη δημοσίευση του A. Cariboni, 2004. Nature
Cell Biol. 6: 929.)



• Φθορίζοντα παρασκευάσματα με σημαντικό πάχος όπως στρογγυλά κύτταρα ή τομές ιστών δεν 
απεικονίζονται καλά με μικροσκοπία φθορισμού ευρέως πεδίου διότι φθορίζοντα σήματα από 
μόρια που ευρίσκονται εκτός αλλά κοντά στο επίπεδο εστίασης ανιχνεύονται, αυξάνουν το 
background και δίνουν εικόνες με χαμηλή αντίθεση (contrast)

ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ ΦΘΟΡΙΣΜΟΥ ΕΥΡΕΩΣ ΠΕΔΙΟΥ vs ΣΥΝΕΣΤΙΑΚΗ



• H συνεστιακή μικροσκοπία (confocal laser scanning microscopy) επιλύει το πρόβλημα διότι 
απορρίπτει σήματα από κοντινά αντικείμενα πάνω ή κάτω από το επίπεδο εστίασης

• Με τη συνεστιακή μικροσκοπία παρατηρούμε οπτικές «τομές» του παρασκευάσματος!!

ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ ΦΘΟΡΙΣΜΟΥ ΕΥΡΕΩΣ ΠΕΔΙΟΥ vs ΣΥΝΕΣΤΙΑΚΗ



• Μια μικροσκοπική δέσμη φωτός εστιάζεται πάνω στο 
δείγμα σε ορισμένο βάθος και ο εκπεμπόμενος 
φθορισμός συλλέγεται από έναν ανιχνευτή. 

• Πριν φτάσει στον ανιχνευτή, το φως που εκπέμπεται 
από το δείγμα διέρχεται από μια συνεστιακή ίριδα που 
βρίσκεται τοποθετημένη ακριβώς στο σημείο όπου 
εστιάζεται το φως που εκπέμπεται από το επιλεγμένο 
βάθος δείγματος. 

• Συνεπώς μόνο ο φθορισμός που εκπέμπεται από το 
ακριβές σημείο εστίασης συμπεριλαμβάνεται στην 
εικόνα.

• Η σάρωση της δέσμης laser διαμέσου του δείγματος 
αποδίδει μια ακριβή εικόνα του εστιακού πλάνου – μια 
οπτική τομή

• Μια ακολουθία οπτικών τομών σε διαφορετικά βάθη 
επιτρέπει την κατασκευή τρισδιάστατων εικόνων

ΣΥΝΕΣΤΙΑΚΗ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ – CONFOCAL MICROSCOPY



ΠΑΡΑΤΗΡΗΣΗ ΜΕ ΧΡΗΣΗ ΣΥΝΕΣΤΙΑΚΗΣ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑΣ



ΤΡΙΣΔΙΑΣΤΑΤΗ ΠΑΡΑΤΗΡΗΣΗ ΜΕ ΧΡΗΣΗ ΣΥΝΕΣΤΙΑΚΗΣ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑΣ



ΕΙΚΟΝΑ 1.32 Φωτογραφία συνεστιακού μικροσκοπίου που δείχνει
ανθρώπινα κύτταρα. Οι μικροσωληνίσκοι και τα ινίδια ακτίνης έχουν υποστεί
χρώση με κίτρινη και μπλε φθορίζουσα χρωστική αντίστοιχα. Οι πυρήνες έχουν
χρωματιστεί με κόκκινη φθορίζουσα χρωστική.



Για τη διέγερση της φθορίζουσας χρωστικής απαιτείται ταυτόχρονη
απορρόφηση δύο φωτονίων. Αυτό επιτυγχάνεται μόνο στο σημείο του
δείγματος στο οποίο εστιάζεται το εισερχόμενο φως, με αποτέλεσμα να
εκπέμπεται φθορισμός μόνο από το επιλεγμένο βάθος.

ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ ΔΙΕΓΕΡΣΗΣ ΔΥΟ ΦΩΤΟΝΙΩΝ



ΠΛΕΟΝΕΚΤΗΜΑΤΑ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑΣ ΔΙΕΓΕΡΣΗΣ ΔΥΟ ΦΩΤΟΝΙΩΝ

• Σε λεπτά δείγματα (10- 20 μm), η ευκρίνεια και των 
δύο μεθόδων είναι παρόμοια.

• Όμως το photobleaching φθοριζόντων μορίων πάνω 
και κάτω από το επίπεδο εστίασης είναι πολύ 
μικρότερο στη 2-photon

• Η υπέρυθρη ακτινοβολία διαπερνά μεγαλύτερο πάχος
παρασκευάσματος από αυτήν μεγαλύτερης συχνότητας

• Είναι λιγότερο φωτοτοξική λόγω μικρότερης ενέργειας

Η 2-photon χρησιμοποιείται για απεικόνιση παχέων
ιστών (deep tissue imaging) βάθους έως 1 mm σε 
ζωντανούς οργανισμούς (in vivo imaging)



Στη συμβατική μικροσκοπία φθορισμού όλοι οι φθορίζοντες ανιχνευτές σε ένα
δείγμα εκπέμπουν φθορισμό την ίδια στιγμή, με αποτέλεσμα να προκύπτει μια
θαμπή εικόνα. Κατά τη STORM, σε κάθε χρονική στιγμή φθορίζει τυχαία μόνο ένα
μικρό ποσοστό των ανιχνευτών. Λαμβάνεται μια σειρά διαδοχικών εικόνων στις
οποίες διακρίνονται φθορίζοντα μόρια, ανεξάρτητα το ένα από το άλλο. Από τη
σύνθεση αυτών εικόνων προκύπτει μια νέα εικόνα υψηλής ευκρίνειας.

ΦΩΤΟΝΙΚΗ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ ΥΨΗΛΗΣ ΔΙΑΚΡΙΤΙΚΗΣ ΙΚΑΝΟΤΗΤΑΣ (STORM)



ΕΙΚΟΝΑ 1.39 Φωτονική μικροσκοπία υψηλής διακριτικής ικανότητας. (Β)
Σύγκριση της συμβατικής μικροσκοπίας και της STORM στην απεικόνιση
μικροσωληνίσκων (Από τη δημοσίευση των M. Bates et al., 2007. Science 317:
1749. Ευγενική προσφορά του B. Huang, Harvard University.)



ΗΛΕΚΤΡΟΝΙΚΗ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ



Η ΛΕΠΤΗ ΔΟΜΗ ΕΝΟΣ ΚΥΤΤΑΡΟΥ ΑΠΟΚΑΛΥΠΤΕΤΑΙ 
ΜΕ ΤΗΝ ΗΛΕΚΤΡΟΝΙΚΗ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ

Για την παρατήρηση αντικειμένων σε μεγαλύτερη μεγέθυνση και με 
καλύτερη διακριτική ικανότητα πρέπει να χρησιμοποιήσουμε το 
ηλεκτρονικό μικροσκόπιο, το οποίο μπορεί να αποκαλύψει 
λεπτομέρειες μεγέθους λίγων νανομέτρων. 

Η παρατήρηση προϋποθέτει προσεκτική προετοιμασία του δείγματος.

Ο ιστός πρέπει πρώτα να μονιμοποιηθεί και μετά να εμβαπτιστεί μέσα σε 
μια πηχτή (ζελατίνης ή άγαρ), να τεμαχιστεί σε πολύ λεπτές τομές και να 
χρωματιστεί. Γι΄αυτό το λόγο, τα ζωντανά κύτταρα δεν μπορεί να 
εξεταστούν στο ηλεκτρονικό μικροσκόπιο



Η ΛΕΠΤΗ ΔΟΜΗ ΕΝΟΣ ΚΥΤΤΑΡΟΥ ΑΠΟΚΑΛΥΠΤΕΤΑΙ 
ΜΕ ΤΗΝ ΗΛΕΚΤΡΟΝΙΚΗ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ

Ένα μεγάλο μέρος από το συνονθύλευμα των 
συστατικών του κυττάρου διακρίνεται σε χαρακτηριστικά 
οργανίδια: ξεχωριστές ενδοκυττάριες δομές.

• Το κύτταρο περιβάλλεται από μια λεπτή μεμβράνη, 
πάχους περίπου 5 nm, η οποία ονομάζεται κυτταρική 
ή πλασματική μεμβράνη.

• Παρόμοιες μεμβράνες περιβάλλουν πολλά 
ενδοκυττάρια οργανίδια και ονομάζονται εσωτερικές 
μεμβράνες.

• Με το ηλεκτρονικό μικροσκόπιο μπορούν να 
διακριθούν ακόμη και ορισμένα από τα διάφορα 
μεγάλα μόρια ενός κυττάρου



ΤΥΠΟΙ ΗΛΕΚΤΡΟΝΙΚΟΥ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΟΥ: ΗΛΕΚΤΡΟΝΙΚΟ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΟ ΔΙΕΛΕΥΣΗΣ

• Ανάλογες αρχές λειτουργίας με το ανεστραμμένο φωτονικό
μικροσκόπιο

• Αντί για δέσμη φωτός χρησιμοποιείται δέσμη ηλεκτρονίων 
μικρού μήκους κύματος

• Αντί για γυάλινους φακούς χρησιμοποιούνται μαγνητικές σπείρες

• Εξαιτίας του μικρού μήκους κύματος των ηλεκτρονίων, το δείγμα 
πρέπει να είναι πολύ λεπτό και τοποθετείται σε θάλαμο κενού

• Η αντίθεση εξασφαλίζεται συνήθως από χρωστικές βαρέων
αλάτων μετάλλων

• Προσφέρει τη δυνατότητα μεγέθυνσης έως και ένα εκατομμύριο 
φορές και έχει διακριτικό όριο 1 nm



ΕΙΚΟΝΑ 1.34 Θετική χρώση. Φωτογραφία ηλεκτρονικού μικροσκοπίου
διέλευσης που δείχνει ένα λευκό αιμοσφαίριο θετικά «χρωματισμένο» με άλατα
βαρέων μετάλλων.



ΕΙΚΟΝΑ 1.35 Αρνητική χρώση. Φωτογραφία ηλεκτρονικού μικροσκοπίου
διέλευσης που δείχνει αρνητικά «χρωματισμένα» ινίδια ακτίνης. (Ευγενική
προσφορά του Roger Craig, University of Massachusetts Medical Center.)



ΤΥΠΟΙ ΗΛΕΚΤΡΟΝΙΚΟΥ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΟΥ: ΗΛΕΚΤΡΟΝΙΚΟ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΟ ΣΑΡΩΣΗΣ

• Το δείγμα σαρώνεται από μια δέσμη ηλεκτρονίων που 
εστιάζονται πάνω του από ηλεκτρομαγνητικές σπείρες 
που δρουν σαν φακοί

• Η ποσότητα ηλεκτρονίων που διαχέεται ή εκπέμπεται 
καθώς η δέσμη βομβαρδίζει κάθε σημείο στην 
επιφάνεια του δείγματος μετράται από τον ανιχνευτή

• Το μικροσκόπιο δημιουργεί εντυπωσιακές εικόνες 
τρισδιάστατων αντικειμένων με μεγάλο βάθος 
εστίασης και διακριτικής ικανότητας μεταξύ 3 και 20 nm



ΕΙΚΟΝΑ 1.38 Ηλεκτρονική
μικροσκοπία σάρωσης. Φω-
τογραφία ηλεκτρονικού μι-
κροσκοπίου σάρωσης που
δείχνει ένα μακροφάγο.



ΤΟ ΜΕΓΕΘΟΣ ΕΝΟΣ ΚΥΤΤΑΡΟΥ ΚΑΙ ΤΩΝ ΣΥΣΤΑΤΙΚΩΝ ΤΟΥ 



ΑΝΟΣΟΙΣΤΟΧΗΜΕΙΑ



ΒΑΣΙΚΕΣ ΑΡΧΕΣ ΑΝΟΣΟΙΣΤΟΧΗΜΕΙΑΣ

Albert Coons, MD, PhD 
Immunologist, Harvard 
Medical School
Ανακάλυψη 
Ανοσοϊστοχημείας 1941

Τι είναι η ανοσοϊστοχημεία?

• Μέθοδος ανίχνευσης αντιγόνων στον ιστό 

• Συνέργεια τριών επιστημονικών πεδίων (ανοσολογία, ιστολογία και χημεία) 

• Χρήση χημικών αντιδράσεων για τον εντοπισμό και την ανίχνευση των 
αλληλεπιδράσεων μεταξύ αντισωμάτων και των αντιγόνων-στόχων τους στον 
ιστό



ΕΦΑΡΜΟΓΕΣ ΑΝΟΣΟΪΣΤΟΧΗΜΕΙΑΣ

• Διάγνωση
• Χρησιμοποιείται για την διάγνωση ασθενειών, όπως ο καρκίνος, νευροεκφυλιστικές νόσοι, μυασθένειες κ.α.
• Επίσης χρησιμοποιείται για την ταυτοποίηση των διαφορετικών τύπων και σταδίων του καρκίνου και την 

διαφορετική κυτταρική προέλευση

• Προγνωστικός δείκτης στον καρκίνο
• Δυνατότητα πρόγνωσης για την εξέλιξη της νόσου
• Παραδείγματα: MMR (MLH1, PMS2, MSH2, MSH6)

• Προγνωστικός δείκτης για την απόκριση στην θεραπεία
• Τα επίπεδα έκφρασης συσχετίζονατι με την απόκριση σε συγκεκριμένες θεραπείες
• Παραδείγματα: ER, PR, HER2, PDL-1, CD30

• Εφαρμογές στην έρευνα
• Κυτταρικός πολλαπλασιασμός/Απόπτωση
• Κυτταρική Σηματοδότηση
• Εντοπισμός κυτταρικών τύπων/κυτταροσκελετικής δομής
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Έπειτα από την απόκριση στις κυτταροκίνες που παράγουν τα Τ βοηθητικά κύτταρα και 
στο αντιγόνο, το Β κύτταρο πολλαπλασιάζεται και διαφοροποιείται σε Β κύτταρα μνήμης 
και Β πλασματοκύτταρα, ικανά να παράγουν αντισώματα

ΓΙΑ ΤΗΝ ΠΑΡΑΓΩΓΗ ΑΝΤΙΣΩΜΑΤΩΝ ΕΙΝΑΙ 
ΑΠΑΡΑΙΤΗΤΗ Η ΕΝΕΡΓΟΠΟΙΗΣΗ ΤΩΝ Β ΚΥΤΤΑΡΩΝ 



Ενδοπλασματικό δίκτυο 
πλασματοκυττάρων

2 µm

ΠΟΥ ΠΑΡΑΓΟΝΤΑΙ ΤΑ ΑΝΤΙΣΩΜΑΤΑ?



ΠΩΣ ΜΟΙΑΖΕΙ ΕΝΑ ΑΝΤΙΣΩΜΑ

• 2 πανομοιότυπες βαριές αλυσίδες
• 2 πανομοιότυπες ελαφριές αλυσίδες

• Κάθε βαριά αλυσίδα έχει μια σταθερή 
και μια μεταβλητή περιοχή

• Κάθε ελαφριά αλυσίδα έχει μια 
σταθερή και μια μεταβλητή περιοχή
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Αντίσωμα: δομή και λειτουργία

• Fab – fragment antigen 
binding. Περιοχή 
πρόσδεσης αντιγόνου

• Fc- Fragment constant. 
Σταθερή περιοχή



Αντίσωμα: Περιοχή πρόσδεσης Αντιγόνου

Fab 
• Αποτελεί την μεταβλητή περιοχή 

του αντισώματος

• Είναι η άκρη του αντισώματος

• Προσδένει το αντιγόνο

• Η αντιγονοειδικότητα
προσδιορίζεται από τις 
μεταβλητές περιοχές της βαριάς 
και της στερεάς αλυσίδας
VH και VL



Αντίσωμα: Fc - Σταθερή περιοχή

Fc Περιοχή
• Αποτελεί την σταθερή ή μη 

μεταβλητή περιοχή

• Είναι η βάση του αντισώματος

• Μπορεί να προσδέσει 
κυτταρικούς υποδοχείς και 
πρωτεΐνες του συμπληρώματος 



Αντιγόνο - Επίτοπος
• Αντιγόνο, διεθνές σύμβολο: Ag : «γεννήτορας αντισωμάτων»

• Το αντιγόνο είναι μόριο ή μοριακή δομή (π.χ. τμήμα μακρομορίου), που μπορεί να δεσμευτεί από 
ένα «ειδικό προς το αντιγόνο» αντίσωμα ή υποδοχέα αντιγόνου Β λεμφοκυττάρου και να 
ενεργοποιήσει Β και Τ κυτταρικές ανοσολογικές απαντήσεις

• Επίτοπος: Το τμήμα ενός αντιγόνου (7-20 αμινοξέα) που αναγνωρίζεται και δεσμεύεται από ένα 
αντίσωμα ή από ένα Τ κύτταρο με σκοπό την πρόκληση απόκρισης του ανοσοποιητικού συστήματος

Το Κύτταρο, 7η Έκδοση, Ακαδημαϊκές Εκδόσεις



Πολυκλωνικα και Μονοκλωνικά Αντισώματα

• Ομοιογενής πληθυσμός ανοσοσφαιρινών που 
αναγνωρίζουν και προσδένονται σε έναν μόνο 
επίτοπο του αντιγόνου 

• Συνήθως έχουν υψηλό τίτλο και ειδικότητα
• Έχουν χαμηλή διασταυρούμενη αντιδραστικότητα
• Χαμηλή μη ειδική πρόσδεση  

• Ετερογενής πληθυσμός ανοσοσφαιρινών
εναντίον πολλαπλών επιτόπων ενός αντιγόνου

• Έχουν συνήθως χαμηλότερο τίτλο και μικρότερη 
ειδικότητα

• Μικρότερος χρόνος Παραγωγής
• Η δυνατότητα πρόσδεσης σε πολλαπλούς 

επιτόπους παράλληλα αυξάνει το σήμα



Παραγωγή μονοκλωνικών αντισωμάτων

Image created with BioRender.com and adopted from Addgene blog



Παραγωγή Πολυκλωνικών αντισωμάτων

Image created with BioRender.com and 
adopted from Addgene blog



Βασικά στάδια ανοσοϊστοχημείας

Βιοψία Μονιμοποίηση Αποπαραφίνωση Ανάκτηση 
επιτόπων

Δέσμευση μη 
ειδικών θέσεων

Πρωτογενές 
Αντίσωμα

Δευτερογενές 
ΑντίσωμαΧρωμογόνο

Αντίχρωση Κάλυψη



Βιοψία Μονιμοποίηση Αποπαραφίνωση

Ανάκτηση 
επιτόπων

Δέσμευση μη 
ειδικών θέσεων

Πρωτογενές 
Αντίσωμα

Δευτερογενές 
Αντίσωμα Χρωμογόνο Αντίχρωση

Κάλυψη

Βασικά στάδια ανοσοϊστοχημείας

• Δείγμα ιστού αφαιρείται από το σώμα, 
προκειμένου να εξεταστεί η ύπαρξη και το 
στάδιο της ασθένειας

• Ωστόσο, η αποδιάταξη του ιστού ξεκινά 
αμέσως μετά την αφαίρεσή του από το 
σώμα

• Έρευνα
• Απομόνωση ιστών
• Μπορούν να απομονωθούν και 

ολόκληρα όργανα



Οι περισσότεροι ιστοί είναι αδύνατο να εξεταστούν στο μικροσκόπιο 
επειδή δεν είναι αρκετά μικροί είτε αρκετά διαφανείς. Για το σκοπό αυτό 
υποβάλλονται στην μονιμοποίηση, δηλαδή στην ειδική επεξεργασία με 
χημικά μέσα και διατομή σε λεπτές τομές που έπειτα χρωματίζονται





ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ ΠΑΡΑΔΕΙΓΜΑΤΑ ΜΟΝΙΜΟΠΟΙΗΣΗΣ ΙΣΤΟΥ

Το μονιμοποιητικό διάλυμα που χρησιμοποιήθηκε και στις 
δυο περιπτώσεις νεφρικών βιοψιών, είναι η ουδέτερη 
φορμόλη

• Στην πάνω εικόνα, η σωστή μονιμοποίηση διατηρεί τη 
μορφολογία του πυρήνα, του κυτταροπλάσματος, της 
βασικής μεμβράνης και των ορίων των κυττάρων.

• Στην κάτω εικόνα, η λάθος μονιμοποίηση δεν διατηρεί την 
μορφολογία των κυττάρων, παρατηρείται συρρίκνωση 
αυτών με ασαφή όρια. Στα νεφρικά σωληνάρια 
παρουσιάζονται κενοτόπια, κατακερματισμός των 
πυρήνων και του κυτταροπλάσματος. Το νεφρικό 
σπείραμα είναι συρρικνωμένο.



Αρχή Λειτουργίας ανοσοφθορισμού

Science direct Topics



Μέθοδοι ανοσοφθορισμού



Για μελέτη:
• Αlberts: Παράρτημα 1.1
• Αlberts: Κεφ. 1, σελ. 31-39
• Διαφάνειες στο e-class MED 1951

Εκπαιδευτικοί Στόχοι Διάλεξης: Μικροσκοπία

Τι πρέπει να γνωρίζετε:
• ΕΙΣΑΓΩΓΗ ΣΤΗΝ ΣΥΓΧΡΟΝΗ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ
• ΚΑΤΑΝΟΗΣΗ ΤΗΣ ΚΛΑΣΙΚΗΣ ΦΩΤΟΝΙΚΗΣ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑΣ
• ΕΜΠΕΔΩΣΗ ΤΗΣ ΦΩΤΟΝΙΚΗΣ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑΣ ΦΘΟΡΙΣΜΟΥ
• ΓΝΩΡΙΜΙΑ ΜΕ ΤΗΝ ΗΛΕΚΤΡΟΝΙΚΗ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ
• ΠΩΣ ΧΡΗΣΙΜΟΠΟΙΟΥΝΤΑΙ ΤΑ ΑΝΤΙΣΩΜΑΤΑ ΣΤΗ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ
• ΚΑΤΑΝΟΗΣΗ ΤΗΣ ΤΕΧΝΙΚΗΣ ΑΝΟΣΟΙΣΤΟΧΗΜΕΙΑΣ
• ΚΑΤΑΝΟΗΣΗ ΤΟΥ ΑΝΟΣΟΦΘΟΡΙΣΜΟΥ


