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Microscopia

Il microscopio ottico é uno strumento progettato
e costruito per ingrandire le immagini

Il pit semplice é costituito da un tubo porta
ottiche che sorregge due lenti convesse allineate in
serie: I'obiettivo e I'oculare

| primi esempi di ingrandimento ottico risalgono
alle civilta mesopotamiche

16710  Galileo  Galilei  sviluppé un  microscopio
composto da una lente convessa ed una concava

1648 Anton van Leeuwenhoek osservo e descrisse
numerosi microorganismi, utilizzando un microscopio
semplice, ma in grado di raggiungere elevati
ingrandimenti (400x)

1665 Robert Hooke, utilizzo una forma molto
rudimentale di microscopio ottico composto
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Microscopio ottico

Caratteristiche principali di un microscopio ottico
sono:

v' Il potere di ingrandimento é il rapporto fra le
dimensioni dellimmagine e quelle dell'oggetto e
dipende dal prodotto degli ingrandimenti forniti
dall'oculare e dall'obiettivo

v Il potere di risoluzione é un indice della
ricchezza di particolari che si possono osservare
nella  struttura di un'immagine, si  aggira
normalmente sui 0,2 micron



Microscopia a fluorescenza

La fluorescenza é la proprieta di
alcune sostanze di riemettere le

radiazioni  incidenti  ricevute
(nella maggior parte dei casi
I’emissione ha una lunghezza

d'onda maggiore all’interno dello
spettro del visibile)
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di potenza
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Lo spettro del Vvisibile
comprende solo una piccola
parte delle radiazioni

luminose tra 400 nm e 750
nm
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1 primo filtro barriera: lascia passare
soltanto luce blu con una lunghezza
d'onda fra 450 e 490 nm

trasferimento di energia
a un’altra molecola (f)

3 secondo filtro barriera: elimina
segnali fluorescenti non voluti,
facendo passare I'emissione
specifica verde della fluoresceina
fra 520 e 560 nm

2 specchio che divide il raggio:
rifiette la luce sotto 510 nm

ma trasmette la luce

sopra 510 nm
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AN




Microscopia Confocale a Scansione Laser

Laser: sorgente
luminosa puntiforme
Arc Lamp molto intensa

Fhiorescent M roscope Confocal Microscope

Exitation Diap} ‘ 5 g e Fotomo/t/p/ffatore..' \
.Excitation Filter trasforma I’intensita

luminosa in un segnale
elettrico di intensita
proporzionale

Pinhole: che
impedisce alla luce
proveniente dalle
zone fuori fuoco di
raggiungere il
fotomoltiplicatore

In questo modo solo il segnale luminoso relativo al piano di fuoco

viene registrato e utilizzato nella formazione dell’immagine finale- |l confocal
risultato é un immagine poco disturbata dalla diffusione della luce non
delle zone non a fuoco « confocal
Focalizzare con estrema precisione un laser sul X,
- preparato, aumentando  notevolmente la
risoluzione e la profondita di campo




Microscopia Confocale a Scansione Laser

Ricostruzioni tridimensionali con risoluzione submicrometrica di una qgrande
varieta di campioni, biologici e non (anche per la caratterizzazione di materiali,
microstrutture e dispositivi)

Anche la luce di eccitazione ha un
pinhole, in modo da illuminare solo una
porzione microscopica del campione: Per

ottenere la rappresentazione del
campione, si muove il fascio di luce di
punto in punto, in modo che tutto il canpione

Sngole sefon olliche

piano situato alla profondita voluta venga
illuminato dal fascio di luce secondo una
precisa sequehza-

Spostando il campione lungo [|'asse =z
dopo ogni scansione, é possibile esequire
una  serie di  scansioni  successive
corrispondenti ai piani focali via via piu

profondi all’interno del campione: Queste y
scansioni prendono il nome di sezioni  ——

T

ottiche e la loro  sovrapposizione
ordinata, esequita via software, consente
di ricostruire un’immagine complessiva
dell’intero volume scandito, in cui tutti i
piani sono contemporaneamente a fuoco




Testa Confocale Le,'ca TCS SPZ (2002)
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Espressione della PC-PLC nel carcinoma mammario

MCF-10A MDA-MB 435 MDA-MB 231 MCF-7 MDA-MB 453 SKBr3

Singola
sezione
ottica

Ricostruzione
3D

Paris L, Cecchetti S et al, Breast Cancer Res 2070



Traffico intracellulare
della PC-PLC nel carcinoma mammario

Paris L, Cecchetti S et al, Breast Cancer Res 2070
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Uptake e traffico intracellulare dell’ovalbumina
in cellule dendritiche

Lamp-1 TAP-1

+ OVA-FITC

Spadaro F et al, Blood 2072



Studio delle sinapsi immunologiche

Sinapsi citolitiche

+o PC-PLC
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Sinapsi immunoregolatorie

IFN-DC/APO:NK IL-4-DC/APO:NK

erforin

IFN-DC/APO:NK IFN-DC/APO:NK

linfoma

T CD8+

Spadaro F et al, Eur J Immunol 2006; Lapenta C et al, J Immunol 2016



<" Phalloidin




Studio di nanovescicole e nanoparticelle

ﬁ’ Rhodamine

Exosomi delle Natural Killer N J \ Poitnyieneyacol

-
%_ Melanoma targeting peptide (MSH)
\\ Plus peptide linker

' & Magnetite (Fe304) core

Lugini L, Cecchetti S et al, J Immunol 2072

15.13 ym

/—//V-7-ba$ed Vl’r.al Like PartiC/es (VLPS) Vannucci L et al, J Biomed Nanotech 2075

Dijesel exhaust particles (Euro 4 e 5)

70 pm

Sabbatucci M et al, Retrovirology 2015 2 um T

Pierdominici M et al, Particle and Fibre Toxicology 2074






Effetti del Peptide R sul microambiente del glioblastoma
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Mercurio L et al, J Exp Clin Cancer Res- 2016
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Studio del ciclo cellulare

profase prometafase metafase

anafase telofase

Flex E et al, Am J Hum Genet 2076
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Ripolimerizzazione della o-tubulina

t10m t 20m £t 30m t40m untreated

Sferra A et al, Am J Hum Genet 2076






Degradazione della matrice extracellulare

sh-p-arr1/
MAC/ET-1 ET-1

MT1-MMP

Semprucci E et al, Oncogene 2076






Studio di microorganismi

Giardia duodenalis

Troph,

unicellulari (protozoi parassiti)
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Lalle M et al, J Proteome Res, 20712
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