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Introduzione

Tra i vari organelli presenti nella cellula, i mitocondri sono molto

probabilmente i più conosciuti. Fin dalle scuole elementari ci viene

insegnato che all’interno di ogni cellula c’è un nucleo con affianco una

struttura a fagiolo che funge da centrale elettrica per quel piccolo

mondo. Caratterizzati da un’intricata membrana interna, i mitocondri

sono la sede della respirazione cellulare e sono adibiti alla produzione di

adenosin trifosfato (ATP), il combustibile della maggior parte dei processi

metabolici.

Tali organelli possono apparire statici e uniformi nei libri di testo, ma,

come i ricercatori hanno ben presto compreso, i mitocondri cambiano

costantemente posizione e forma. Infatti, i mitocondri sono organelli

altamente dinamici in costante movimento all’interno del citoplasma che,

attraverso cicli di fusione e fissione, si uniscono e si dividono per formare

reti tubolari che si infiltrano in tutta la cellula. 

Visita microscopica alla centrale
elettrica della cellula

Application Note

Figura 1:  A. Mitocondri isolati da tessuto muscolare cardiaco di ratto. Immagine
ottenuta dalla pubblicazione di Cleland e Slater del 1953 (1), nella quale i granuli
isolati venivano ancora definiti sarcosomi. B. Riproduzione di un disegno di
Michaelis del 1900 ad opera di George Palade (2) Michaelis scoprì che il
colorante Janus Green B era in grado di identificare i mitocondri. C. Una delle
prime immagini di mitocondrio con microscopia elettronica a trasmissione. Nel
1952 infatti George Palade pubblicò la prima collezione di immagini TEM di
mitocondri (3).
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Figura 2:  Tabella riassuntiva con le principali tecniche di microscopia per la
visualizzazione dei mitocondri. 

La microscopia a luce trasmessa fu la prima tecnica di microscopia inventata e
la prima ad essere utilizzata per visualizzare i mitocondri. In generale questa
metodologia produce immagini a basso contrasto e risoluzione, sia in bianco e
nero che con colorazioni. La microscopia ottica permise a numerosi scienziati di
visualizzare grossolanamente i mitocondri tra fine 800 e inizi 900, ma
attualmente trova sempre meno impiego vista la ridotta qualità dell’immagine a
livello subcellulare.

La tecnica di microscopia che garantisce il massimo ingrandimento possibile è
indubbiamente la microscopia elettronica a trasmissione (TEM). L'alta
risoluzione di questo strumento venne sfruttata per produrre la prima immagine
dettagliata di un mitocondrio nel 1952. Fu proprio questa tipologia di immagine
che portò gli scienziati del tempo a conferire ai mitocondri una natura statica e
struttura tondeggiante. Attualmente, la microscopia elettronica gioca ancora un
ruolo essenziale nello studio dei mitocondri, ma la preparativa complessa del
campione, l’incapacità di marcare proteine specifiche e la staticità delle
immagini ottenibili ne limita il suo impiego.

Tra le tecniche più utilizzate in biologia troviamo la microscopia fluorescenza.
Dalla modalità base widefield alla microscopia confocale, la fluorescenza è
ormai onnipresente in tutti i laboratori di ricerca ed ha contribuito
enormemente allo studio dei mitocondri. Questi strumenti hanno subito
importanti sviluppi negli anni, portando alla microscopia a 2 fotoni e ai
microscopi super-resolution (non trattati in questa application note).
Parallelamente allo sviluppo della microscopia a fluorescenza, anche i marcatori
e coloranti per mitocondri sono evoluti fornendo ai ricercatori strumenti
indispensabili come l’ormai celebre MitoTracker (ThermoFisher).

I primi holotomographic microscopes al mondo sono stati prodotti da
Nanolive, pionieri di questa tecnologia. Combinando olografia e tomografia
permettono di ottenere un’immagine ad altissima risoluzione e sensibilità senza
danneggiare il campione. Ad oggi, Nanolive rappresenta il gold-standard del
Live-imaging Label-free in vitro e permette di visualizzare dettagli subcellulari
come i mitocondri.

Per comprendere la vera natura dei mitocondri è occorso più di un secolo

considerando che le prime osservazioni riportate risalgono attorno al 1850

quando il fisiologo Albert von Kolliker descrisse strutture granulari

all’interno del tessuto muscolare scheletrico che definì sarcosomi. Il

termine mitocondrio venne coniato da Blenda nel 1898, il quale attraverso

colorazione con violetto di genziana individuò centinaia di strutture

filamentose e granulari nel citoplasma (dal greco, Mitos = Filo e Chondros
= Granello). Come la maggior parte degli organelli, anche i mitocondri

vennero visualizzati per la prima volta utilizzando un semplice

microscopio ottico (Figura 1). Dalla seconda metà dell’800 ad oggi, la

microscopia è evoluta esponenzialmente permettendoci di osservare e

descrivere i mitocondri in maniera sempre più dettagliata. Dall’ottica

all’elettronica, dalla fluorescenza all’olotomografia, numerose tecnologie

hanno permesso di visualizzare i mitocondri con risultati totalmente

differenti. In questa application note, cercheremo di riassumere le

principali tecniche di microscopia per osservare i mitocondri (Figura 2).
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Figura 3: In figura A è possibile notare mitocondri del tessuto polmonare. In
figura B invece sono presenti sia mitocondri (freccia) che lipid droplets (accumuli
di grasso intracellulare, freccia vuota) ottenuti da una sezione di tessuto epatico
nella quale. Queste immagini, ottenute con LVEM25 e concesse da Delong
Instruments, mostrano chiaramente le differenze strutturali dei mitocondri
localizzati in tessuti differenti. 

Microscopia Elettronica

Sebbene le prime osservazioni di mitocondri avvennero con microscopi

ottici, “the official portrait of mitochondria” [1] venne ottenuto con un

microscopio elettronico a trasmissione. La prima immagine dettagliata

della struttura mitocondriale venne infatti pubblicata nel 1952 da Palade

(3), il quale osservò varie sezioni di differenti organi di ratto con il TEM

(Figura 1). Tale pubblicazione è da considerarsi una pietra miliare nella

storia della biologia e dei mitocondri; non solo aprì le porte allo studio

strutturale dell’organello, ma attribuì ai mitocondri un’immagine che

tutt’oggi persiste nell’immaginario di tutti noi. Nonostante negli ultimi

decenni la microscopia moderna abbia rivelato importanti novità sulla

struttura e dinamicità dei mitocondri, la forma a fagiolo con un’intricata

membrana interna è ancora presente nei libri di testo e nella mente degli

scienziati di tutto il mondo. Tutto ciò deriva proprio dalle immagini TEM, le

quali per decenni hanno fornito dettagliate immagini sulla struttura

mitocondriale. Ancora oggi, il TEM viene impiegato per l’analisi strutturale

dei mitocondri, permettendo di raccogliere informazioni riguardo la

morfologia dell’organello e la disposizione della membrana interna. Un

esempio di ciò è riportato in figura 3, dove è possibile apprezzare due

tessuti visualizzati con lo strumento LVEM25 di Delong Instruments.

Questo TEM lavora a basso voltaggio e si presta perfettamente alla

visualizzazione di campioni biologici in quanto richiede una ridotta

preparativa della sezione.  

[1] Definizione di George
Palade riguardo la prima
immagine TEM di un
mitocondrio (2). 

Purtroppo però, l’immagine ottenibile con la microscopia elettronica

rimane limitata. Infatti, l’impiego di fettine sottili permette di ottenere

solamente sezioni trasversali del network mitocondriale, facendo apparire i

mitocondri come organelli tondeggianti invece che filamentosi. Tale

limite, assieme alla complessa preparativa del campione e all’impossibilità

di marcare proteine, hanno spinto i ricercatori verso nuovi approcci, come

la microscopia a fluorescenza. Ad ogni modo, il TEM rappresenta ancora

oggi uno strumento molto valido e indispensabile per lo studio dei

mitocondri. 
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Microscopia a Fluorescenza 

La microscopia a fluorescenza è tra le tecniche più utilizzate nel campo

della ricerca, grazie alla sua capacità di visualizzare dettagli all’interno di

cellule vive o fissate con alta sensibilità e specificità. Lo sviluppo

tecnologico, informatico e molecolare ha reso la microscopia a

fluorescenza adatta a innumerevoli applicazioni con performance sempre

migliori. La microscopia a fluorescenza base, anche detta widefield,

utilizza una sorgente a raggi UV e visibile per eccitare il campione

fluorescente ottenendo un’immagine ad alta risoluzione nella quale è

possibile identificare cellule e componenti subcellulari con elevata

specificità distinguendoli dagli elementi non fluorescenti. Negli anni 80

venne inventato il microscopio confocale, evoluzione della microscopia

widefield. Tale tecnologia consiste nell’inserimento di un pinhole
(letteralmente un foro) lungo il lightpath (percorso della luce) in grado di

bloccare i raggi provenienti dai piani fuori fuoco. In questo modo, la

cosiddetta fluorescenza secondaria viene eliminata e la qualità

dell’immagine migliorata notevolmente. La qualità è ulteriormente

migliorata dall’utilizzo dei laser, resi necessari dall’inserimento del pinhole

in quanto in grado di garantire alta intensità luminosa in un singolo punto.

Insieme, queste caratteristiche rendono i sistemi confocali perfetti per

l’imaging di dettagli subcellulari, con immagini ad altissima risoluzione e

ricostruzioni 3D di Z stack. 

Figura 4:  MitoTracker Staining su cellule in vitro. Il network mitocondriale si
estende in tutto il citoplasma e attorno al nucleo. I singoli mitocondri appaiono
filamentosi e intrecciati gli uni agli altri. Immagini gentilmente concesse dal Prof.
D'Angelo dell'Università dell'Aquila. 
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I microscopi confocali laser scanning e spinning disk continuano a

giocare un ruolo essenziale in biologia. Purtroppo però, la risoluzione

spaziale di questi sistemi è limitata dalla diffrazione della luce, dunque

non maggiore della metà della lunghezza d’onda utilizzata (tipicamente

attorno ai 250nm). Considerando che lo spessore di un singolo

mitocondrio oscilla dai 250 ai 500nm, la risoluzione dei sistemi confocali

risulta sufficiente per la loro visualizzazione, ma insufficiente per lo studio

di proteine submitocondriali. Fortunatamente, negli ultimi decenni è stato

superato questo limite di risoluzione grazie a svariate tecniche, dette

Super-Resolution Microscopy. Dallo STED (stimulated emission depletion
microscopy) alla SIM (structured illumination microscopy), dal PALM

(photo-activated localization microscopy) allo STORM (stochastic optical
reconstruction microscopy), numerose tecnologie a super risoluzione

hanno aperto nuovi orizzonti sperimentali nel campo dei mitocondri. Data

la vastità di applicazioni e la complicatezza dei vari sistemi, non

tratteremo questa categoria di strumenti che è però riassunta nella

completa review di Stefan Jakobs and Christian Wurm (4).

Figura 5:  Time-lapse con cellule HeLa trattate con acqua ossigenata. Grazie
all'utilizzo di un indicatore di potenziale di membrana mitocondriale è possibile
seguirne l'andamento in seguito al trattamento. Immagini gentilmente concesse dal
Prof. D'Angelo dell'Università dell'Aquila.

I principali limiti dei microscopi confocali laser-scanning sono legati allo

spessore del campione e alla velocità di acquisizione. Sebbene i moderni

laser-scanning siano migliorati molto su questi aspetti, l’utilizzo di laser

nel campo del visibile non garantisce un alto potere penetrante pertanto

solamente campioni sotto un certo spessore possono essere visualizzati.

Inoltre, la presenza di un unico foro implica l’acquisizione dell’immagine

punto per punto compiendo una serpentina (da qui il nome laser-
scanning) rallentando notevolmente il processo di acquisizione. Nel caso

dei mitocondri, dove eventi e movimenti avvengono nell’ordine di secondi,

è essenziale un’elevata velocità di acquisizione. Tale ostacolo fu risolto con

la creazione dei sistemi spinning disk caratterizzati da un disco rotante sul

quale sono distribuiti numerosi pinhole. Ruotando, lo spinning disk
permette l’acquisizione di più punti simultaneamente aumentando

dunque la velocità. Un’ulteriore evoluzione di questi sistemi arriva da

Aurox, particolari spinning disk caratterizzati da una griglia in sostituzione

dei pinhole e che utilizzano sorgenti LED. Questi strumenti si adattano

perfettamente allo studio dei mitocondri in quanto, grazie ai LED,

garantiscono una ridotta fototossicità e velocità di acquisizione. Un

esempio di imaging con strumenti Aurox è riportato in figura 4, nella

quale è possibile apprezzare il network mitocondriale di più cellule in
vitro. Inoltre, l'implementazione di sistemi LED e l'integrazione di un Top-
Stage Incubator rendono Aurox Unity un microscopio spinning disk
adatto al live imaging. A riprova di quanto appena affermato, in figura 5 è
riportato un esperimento in time-lapse ottenuto con Aurox Unity, nel

quale è possibile notare l'alterazione di potenziale di membrana

mitocondriale in seguito ad un trattamento con acqua ossigenata. 



L’Olotomografia di Nanolive

Uno degli strumenti più rivoluzionari nella ricerca è senza dubbio il 3D Cell

Explorer di Nanolive, primo microscopio olotomografico al mondo in

grado di visualizzare cellule vive in 3D e in timelapse senza l’utilizzo di

marcatori fluorescenti. L’assenza di fluorescenza elimina totalmente tutti i

problemi legati alla fototossicità, rendendo Nanolive un microscopio

perfettamente adatto ad esperimenti di live-imaging con ogni tipo di

coltura cellulare. Nonostante l’assenza di marcatori, Nanolive genera

immagini ad alta risoluzione (200nm di risoluzione laterale) permettendo

l’imaging anche di dettagli subcellulari, come i mitocondri. L’alta

risoluzione, assieme al live-imaging senza limiti, rendono l’olotomografia

di Nanolive l’approccio perfetto per l’osservazione unbiased delle

dinamiche mitocondriali in vitro. 

A conferma di quanto affermato, in figura 6 sono documentati eventi di

fusione e fissione mitocondriale. Il video, ottenuto con Nanolive da cellule

embrionali di topo, riprende una doppia mitosi di due cellule staminali

(video intero a questo link [2]). Effettuando uno zoom su determinati

frames però, è possibile notare due eventi di fissione (divisione

mitocondriale, freccia gialla) e uno di fusione (unione mitocondriale,

freccia blu). Da questo esempio, non solo è apprezzabile l’alta risoluzione

spaziale, ma pure l’alta risoluzione temporale. Infatti, gli eventi registrati

avvengono in una finestra temporale di soli 45 secondi. 

È dunque evidente che le potenzialità di Nanolive, almeno in vitro, sono

infinite: con l’olotomografia è possibile visualizzare qualsiasi tipologia

cellulare in maniera unbiased senza perdere alcun dettaglio e dinamica

subcellulare e di popolazione. Una prova definitiva di come Nanolive sia

uno strumento adatto all’analisi mitocondriale è riassunta in un nostro

precedente articolo che troverete a questo link [3]. In tale articolo,

esponiamo brevemente un esperimento condotto da Nanolive, nel quale

colture cellulari vengono visualizzate con l’olotomografia in presenza o

meno di MitoTracker e fluorescenza. Il risultato mostra chiaramente i

danni da fototossicità indotti dall’irradiazione del campione, ma anche i

danni (più lievi) della sola presenza del marcatore. Infatti, la presenza di

MitoTracker comporta una certa mortalità cellulare anche in assenza di

fluorescenza, indicando che l’accumulo del composto all’interno del

mitocondrio risulta dannoso e dunque non completamente affidabile. 

6

[2]https://www.nanolive.ch/
applications/overview/stem-
cells/

[3]https://www.linkedin.com
/pulse/visualizzare-i-
mitocondri-senza-
intermediari-fluorescenti-/?
trackingId=AM02tZERTKiFit
KJlGAy8A%3D%3D

Figura 6:  Zoom su citoplasma di cellule embrionali di topo. Nei riquadri è
possibile seguire due eventi di fissione (divisione mitocondriale, freccia gialla) e
un evento di fusione (unione mitocondriale, freccia blu). I tre eventi avvengono in
un periodo di 45 secondi e grazie alla tecnologia Nanolive il campione viene
visualizzato ad alta frequenza d’acquisizione senza venire alterato. 

https://www.nanolive.ch/applications/overview/stem-cells/
https://www.linkedin.com/pulse/visualizzare-i-mitocondri-senza-intermediari-fluorescenti-/?trackingId=AM02tZERTKiFitKJlGAy8A%3D%3D
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Conclusione

L’evoluzione della microscopia dalla seconda metà dell’800 ad oggi ha

permesso ai ricercatori di visualizzare i mitocondri con approcci

totalmente differenti e sempre più performanti. Le varie tecniche

disponibili attualmente consentono di investigare la natura del

mitocondrio in modalità anche opposte, ma che nell’insieme forniscono

informazioni essenziali su più aspetti di questo speciale organello. 
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