


ANALIZZARE 

ATTRAVERSO LA 

DISSEZIONE 



Sezione trasversa 

IL PREPARATO CLASSICO IN ANATOMIA E’ LA SEZIONE 

La sezione è un modo 
ordinato di analizzare 
l’interno del corpo. 



-Coronale 

 

-Sagittale 

 

-Trasverso 

 

Piani di sezione 

Utilizzare piani di 
sezione definiti 

SEMPLIFICA 
L’INTERPRETAZIONE 

DEL PREPARATO 





SEZIONI DI GLOMERULO 

 RENALE 



THE VISIBLE HUMAN PROJECT 

Da un condannato a 

morte, sono state 

ottenute 

1871 sezioni 

TRASVERSE da 1 mm 

 

Da una condannata 

5189 sezioni da 

0,33mm 

 
http://www.nlm.nih.gov/research/visible/visible_human.html 



TRACCIANDO IN OGNI SEZIONE LE STRUTTURE DI INTERESSE 

(segmentazione)  

SI POSSONO OTTENERE  

RICOSTRUZIONI TRIDIMENSIONALI 

DELL’INTERO OGGETTO 

Colonscopia virtuale 



A seconda della 

dimensione dell’oggetto da 

esaminare 

Il tipo di sezione e gli 

strumenti di osservazione 

cambiano 

L
IV

E
L
L
O

 M
IC

R
O

S
C
O

P
IC

O
 

L
IV

E
L
L
O

 M
A
C
R
O

S
C
O

P
IC

O
 

Per essere efficace uno 

strumento di imaging deve 

ottenere un buon livello di  

risoluzione 

E 

contrasto 

Della struttura in esame 



Radiologia  

Tecnica diagnostica, per l’osservazione in vivo 

nata con lo scopo di acquisire immagini della struttura 

interna del corpo (a livello macroscopico) 

rivelazione di raggi X emessi da una sorgente esterna 

dopo che hanno attraversano i tessuti in esame 

Introdotta da Röentgen nel 1895 che 

utilizzò per la prima volta, nei suoi 

esperimenti, la proprietà di penetrazione 

dei raggi X per “vedere” le ossa  di una 

mano 

Wilhelm Röentgen; Premio nobel 1901 



Raggi X 

L'immagine generata sulla lastra è modulata dalle caratteristiche 

di assorbimento dei tessuti attraversati:  

MANIFESTA 

differenze di densità 

Tubo 

radiogeno 

Lastra 

fotografica 

Raggi 

X 

Raggi 

X 



Il grado di oscuramento di una regione della lastra dipende dalla 

quantità di argento libero depositato nella zona interessata e 

quindi dal numero di raggi X lì assorbiti 

 I raggi X rilasciano energia nella lastra 

provocando l’emissione di elettroni 

 Gli elettroni sono intrappolati nei “centri 

sensibili” dell’emulsione (gelatina con microcristalli 

di alogenuro d’argento) 

 Gli elettroni intrappolati attraggono e 

neutralizzano gli ioni mobili di Ag+  Immagine 

latente 

 Nella soluzione di sviluppo altro argento si 

deposita nei centri sensibili l’immagine latente 

funziona da catalizzatore 

Il fascio di raggi X è 

assorbito nel corpo 

umano 

Lastra=alogenuro di argento in gelatina+supporto rigido 



Tomografia Assiale Computerizzata (TAC) 

Computed Tomography (CT) 
Hounsfield & Cormack Premio nobel 1979 

Un fascio di raggi X è emesso da una sorgente rotante 

IV GENERAZIONE 

La ricostruzione tomografica 
produce l’immagine di una 

sezione del paziente 
Rivelatore fisso 

Tomografia: dal greco 
tomos (sezione) 
graphein (scrivere)  

Sorgente 

rotante 



Il computer elabora le immagini alle  diverse angolazioni e le 
unisce in una unica sezione virtuale del paziente  

(ricostruzione tomografica) 



Per un esempio 

Gruppi di sezioni a 

distanze definite 

(STACK) 

Rappresentano il 

campione in 3D 

http://www.youtube.com/watch?v=4ugz99xxMYw


COSI’ COME LE BITMAP  

SONO INSIEMI DI PIXEL  

GLI STACK  

SONO INSIEMI DI VOXEL 

Ogni voxel  

possiede una coordinata 

X  Y  Z  
e rappresenta in bit  

il valore di una proprietà 
(per il CT, Hounsfield Units,  

una misura della radiodensità) 



MRI 

Risonanza Magnetica Nucleare 
In uso dal 1980, la RMN sfrutta la proprietà di un campo 

magnetico d'elevata intensità per mettere in precessione i nuclei 

degli atomi di idrogeno presenti nel corpo del paziente 

 Immagini dettagliate di piani orientati in 

qualsiasi modo nello spazio (trasversale, 

sagittale e frontale)  

 Tecnica diagnostica che non utilizza radiazione 

ionizzante riducendo i rischi per il paziente 

SLICE Frequenza più 

alta 

Frequenza più 

bassa 

FORTE CAMPO 

ELETTRICO 

DEBOLE CAMPO 

ELETTRICO 



SCINTIGRAFIA  

Al paziente è somministrato un radiofarmaco 

che tende a concentrarsi nella zona malata. 

L’emissione gamma proveniente dal tracciante 

radioattivo presente nel radiofarmaco viene 

raccolta su un rivelatore 

Informazioni funzionali del tessuto in esame 

Fludeoxyglucose (18F) (18F-FDG), Pet di un 

paziente con  

cancro colon-rettale con metastasi al 

fegato 

 

 



Il limite di risoluzione di tac, nmr e pet  non arriva a livello 

cellulare o subcellulare. 

 

(voxel size, 39 x 39 x 78 μm) 

MRI di Linfociti 

marcati magneticamente 

che si concentrano in 

una regione tumorale 

nel topo 

Weissleder 2010 



Per l’osservazione di 
macromolecole a livello 
cellulare o subcellulare si 

utilizza la microscopia: 
 
 

Principali tipologie di 
microscopi: 

 

•Microscopio ottico 
•Microscopio confocale 
•Microscopio elettronico 
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MICROSCOPIO OTTICO 

(luce trasmessa) 

LUCE 

CONDENSATORE 

PREPARATO 

OBBIETTIVO 

OCULARI Vengono 

analizzate sezioni 

“sottili” (1-300mm) 

LINK:MICROSCOPE 

LIGHT PATH 

 

http://www.olympusmicro.com/primer/java/microscopy/transmitted/index.html


Due importanti parametri 

di una lente sono: 

 

 la distanza focale  
(che dipende dalla curvatura) 

 
Il diametro 



NA = n sena 

n= indice di 

rifrazione del mezzo 

 

a= metà dell’angolo 

massimo del cono di 

luce che può entrare 

nella lente 

 

APERTURA NUMERICA 
In microscopia, mette in relazione il diametro della lente, la lunghezza focale 
e l’indice di rifrazione del mezzo che separa la lente dal punto focale. 

LINK: Numerical aperture light cones 

http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/tutorials/basics/numericalaperturelightcones/index.html




LINK: Immersion Oil and Refractive Index 

 

PER AUMENTARE L’INDICE DI RIFRAZIONE DEL MEZZO SI PUO’ 

UTILIZZARE DELL’OLIO 

http://www.olympusmicro.com/primer/java/microscopy/immersion/index.html


Rapporto tra distanza dell’oggetto ed ingrandimento 







Ben risolti 

Poco risolti 

INGRANDITI MA SEMPRE.. 

POCO RISOLTI 

IL POTERE DI RISOLUZIONE 

In un sistema ottico rappresenta la distanza minima a 

(d) cui due punti appaiono come distinti 

IL POTERE DI RISOLUZIONE NON DIPENDE DALL’INGRANDIMENTO 



IL POTERE DI RISOLUZIONE 

Da cosa dipende? 

d =  
l 

ANcond.+ANobb  

Il potere di risoluzione dipende: 

dalla dalla apertura numerica degli 

obiettivi (AN= circa 0.95 per obbiettivi 

convenzionali; 1,5 per gli obbiettivi ad immersione ad olio). 

lunghezza d’onda l della 

radiazione utilizzata (circa 550nm per la luce 

ordinaria) 



• Occhio umano - 0,1mm 
• Microscopio ottico - 0,2mm 
• Microscopio elettronico (EM) - 

0,0004mm 

Con il EM si possono 

osservare tutte le parti 

della cellula. 

Human height 

Length of some 
nerve and 
muscle cells 

Frog 
eggs 

Chicken 
egg 

Plant and 
animal 
cells 

Nucleus 
Most bacteria 

Mitochondrion 

Smallest bacteria 

Viruses 

Ribosomes Proteins 

Lipids 

Small 
molecules 

Atoms 

Potere di risoluzione di: 





ABERRAZIONE CROMATICA 



ABERRAZIONE CROMATICA 

In una lente, le diverse lunghezze d’onda vengono 
leggermente scomposte e non vanno a fuoco nello 
stesso punto 



Utilizzando due lenti con indici di rifrazione diverse  
gia’ alla fine dell’ottocento si riusci a  

far coincidere il rosso ed il blu 
(questi obbiettivi sono ancora largamente utilizzati)  



Negli obbiettivi APOCHROMAT 
utilizzando delle triplette di lenti, si riesce a far coincidere  

il fuoco di tutte le lunghezze d’onda della luce visibile 







Poiché la lunghezza d’onda di 
questi elettroni è inferiore a 
quella della luce visibile, il EM 
ha un potere di risoluzione 
superiore al microscopio ottico. 

Ne esistono due tipologie principali: 

 

- MICROSCOPIO ELETTRONICO A SCANSIONE       (SEM) 

 

 -MICROSCOPIO ELETTRONICO A TRASMISSIONE (TEM) 

IL MICROSCOPIO ELETTRONICO (EM)  

USA UN FASCIO DI ELETTRONI 



Il TEM è utile per esplorare la struttura interna della 

cellula. Vengono analizzate sezioni sottilissime (10-100nm) 



Immagine al TEM Immagine al microscopio ottico 

LINFOCITI 



Il SEM è utile per studiare nel dettaglio delle superfici 

Immagine SEM di un globulo bianco 



http://scinerds.tumblr.com/post/45925983716/mic

ro-universe-scanning-electron-microscope 

http://scinerds.tumblr.com/post/45925983716/micro-universe-scanning-electron-microscope
http://scinerds.tumblr.com/post/45925983716/micro-universe-scanning-electron-microscope
http://scinerds.tumblr.com/post/45925983716/micro-universe-scanning-electron-microscope
http://scinerds.tumblr.com/post/45925983716/micro-universe-scanning-electron-microscope
http://scinerds.tumblr.com/post/45925983716/micro-universe-scanning-electron-microscope
http://scinerds.tumblr.com/post/45925983716/micro-universe-scanning-electron-microscope
http://scinerds.tumblr.com/post/45925983716/micro-universe-scanning-electron-microscope
http://scinerds.tumblr.com/post/45925983716/micro-universe-scanning-electron-microscope
http://scinerds.tumblr.com/post/45925983716/micro-universe-scanning-electron-microscope
http://scinerds.tumblr.com/post/45925983716/micro-universe-scanning-electron-microscope




Bone 

Cloth 

Trachea 

Sweet gland http://deepakrishna.wordpress.com/ 

http://deepakrishna.wordpress.com/


Preparazione di un Campione Biologico per 

la Microscopia Ottica 

•  Acquisizione del campione 
– Biopsia, intervento chirurgico, autospia 

postmortem. 



•Fissazione del campione (immobilizzare, 

"uccidere" e preservare) 

– generalmente per mezzo di aldeidi reattive 
(formaldeide); 

– cross-link delle macromolecole, in particolare 
le proteine; 

– si ottiene un effetto indurente sui tessuti 
"molli"; 

– deve essere fatto rapidamente per evitare la 
degradazione del tessuto. 

VD file cross linking fixatives 



Kristen Harris Lab 



 FORMALDEIDE 

Si combina con l’acqua 
per formare glicole 

metilenico 

Il glicole metilenico si lega ad un gruppo aminico libero  



UN PONTE DI METILENE  

‘’CROSS-LINKA’’ 

DUE PROTEINE 

Il gruppo aldeidico piò reagire con atomi di azoto (e anche 
altri) formando un ponte metilenico 



•Inclusione del  campione in un mezzo 
appropriato (paraffina o altra resina) 

 

– La resina si indurisce e permette di sezionare il 
campione in sezioni abbstanza sottile 



•Taglio in sezioni più 

o meno sottili (10-60) 
µm 

•Montaggio delle 

sezioni su vetrini per 
microscopia. 

Sezione non colorata 

Microtomo  

per pezzi in paraffina 



Un po’ di 

terminologia 

-Coronale 

-Sagittale 

-Trasverso 

 

Piani  

di  

sezione 

Riferimenti  

posizionali 

Anteriore 

Posteriore 

 

Superiore 

Inferiore 

 

Distale 

Prossimale 



COLORAZIONE 

 DEL CAMPIONE 

•Colorazioni istologiche 

•Immunoistochimica 

•citochimica 

•Ibridazione in situ 

•Proteine di fusione 

•Geni reporter 



•Colorazione delle sezioni con il 
metodo più appropriato. 

Colorazione automatizzata 



Ematossilina/Eosina 
 

•Ematossilina  

– Affinità per le molecole  
cariche negativamente  

 

•Eosina 

– Affinità per le molecole  
cariche positivamente 

COLORAZIONI ISTOLOGICHE 



• Se una porzione di tessuto  
   o di una cellula si colora di 

blu/porpora, è colorata 
dall'ematossilina  

 
• viene detta Basofila 
 
• Nuclei e ribosomi 

generalmente sono basofili 



• Se una porzione si colora 
in rosso /arancio /rosa, è 
colorata dall'eosina 

 
• viene detta Acidofila o 

eosinofila  
    i.e. proteine del citosol 



• PAS (istochimica) 

– Per sostanze ricche in 
zuccheri (muco) 

 
• Tricromiche 

– Aumentano la 
differenziazione delle 
strutture 

– I.e. in questo caso le 
fibre si colorano in blu 

(Con E&E sono rosa). 

COLORAZIONI ISTOLOGICHE 



LA FLUORESCENZA 

LE MOLECOLE FLUORESCENTI 

ASSORBONO  FOTONI, E NE RIEMETTONO 

ALTRI A LUNGHEZZE D’ONDA PIU’ BASSE.. 

(SI ILLUMINANO) 

fluoresceina 



Lunghezze d’onda di 

emissione per una 

famiglia di 

fluorocromi 

commerciali 

In commercio si possono 

travare fluorocromi che 

emettono in qualunque l 

del visibile 



Proteine fluorescenti 

Ne esistono di mille colori 

 

Possono essere espresse nelle cellule 

 

Migliaia di applicazioni possibili… 



IMMUNOISTOCHIMICA 

Gli Anticorpi:  
Molecole prodotte dal sistema immunitario e in grado di 
legarsi stabilmente ad uno specifico motivo molecolare  
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La porzione variabile è in grado di 
riconoscere virtualmente qualunque 
molecola 



Tessuto Antigene 

L’istologia diventa molecolare. 

Posso localizzare specifiche molecole ( o antigeni)  
nel tessuto 

Utilizzo un anticorpo diretto contro quell’antigene 

Per sapere dov’è il mio anticorpo ne utilizzo un        
secondo, diretto contro il primo e legato ad 
 un sistema di rivelazione (enzimatico, 
  fluorescente,  ecc ). 

 
                In genere gli  

            anticorpi secondari        
       riconoscono la specie in cui è           
     fatto il primario o il  sottotipo  di   
 immunoglobulina (IgG, IgM  ecc.)  

Anticorpo  

primario 

Anticorpo  

secondario 



Tessuto Antigene 

Anticorpo primario 

anti-antigene 

fatto in coniglio 

Anticorpo  

Secondario 

anti-coniglio 

fatto in capra 



NELL’IMMUNOFLUORESCENZA SI POSSONO 

OSSERVARE PIù MOLECOLE 

CONTEMPORANEAMENTE 





PHALLOIDIN 

Lega la F-actina e impedendole di 

depolimerizzare avvelena la cellula  

Amanita Phalloides 



Mitocondri  DNA F-actin Golgi  

Subunità 

 di actina 

Phalloidin 

Rhodamine 

(Fluorescenza Rossa) 

FLUORESCENT PHALLOIDIN 





IBRIDAZIONE IN SITU 
Tramite sonde ad RNA si possono localizzare sequenze di RNA 

o di DNA  

Il metodo di rivelazione enzimatico è spesso preferito perché 

consente di amplificare il segnale. 



Espressione dell’mRNA della gene Hunchback in embrioni di 

drosofila a diversi stadi 



GENI REPORTER (GFP, BGAL ..) 

PROMOTORE DEL GENE D’INTERESSE GFP 

STOP 
START 

IL GENE REPORTER VIENE INSERITO A VALLE DEL PROMOTORE 

DEL GENE DI INTERESSE 

Cuore e globuli rossi 

In zebrafish 

Olig2+ motorneurons in 

In zebrafish 

Olig2 è un fattore di 

trascrizione nucleare 

Assoni di neuroni 

sensoriali esprimenti 

Brn2 (proteina 

nucleare) 

Schoenmann et al. 2010 

http://www.youtube.com/watch?v=84HbKeCecOI
http://www.youtube.com/watch?v=wGfbCR8tUrU


PROTEINE DI FUSIONE (GFP o simili) 

GFP-EB1 (proteina che lega  

l’estremità+dei microtubuli)E 

GFP-tubulin 

La sequenza della GFP viene inserita a monte o a valle del 

gene di una proteina , in genere separati da un  tratto linker  

GFP-E cadherin 

TATA Gene d’interesse link GFP 

STOP 
START 

http://www.youtube.com/watch?v=PCI_GUHJJaY&playnext=1&list=PL91D1CEEC2F8CFDF1&index=18
http://www.youtube.com/watch?v=XdaUthOUvIo


MICROSCOPIO A FLUORESCENZA 



MICROSCOPIA CONFOCALE 

MICROSCOPIO A 

FLUORESCENZA IN CUI 

LA LUCE EMESSA VIENE 

FATTA PASSARE PER 

UNA PICCOLA 

APERTURA (pinhole) 

CHE FILTRA LA LUCE 

DEGLI OGGETTI NON A 

FUOCO 



www.olympusconfocal.com 



IL CONFOCALE PUO’ ACQUISIRE STACK DI 

IMMAGINI 

DCX MAG DAPI DAPI DCX 

Singoli piani focali 

(VOXEL SIZE 0.15 X 0.15 x 1.2) 



IL CONFOCALE PUO’ ACQUISIRE STACK DI 

IMMAGINI 

DCX MAG DAPI DAPI DCX 

Singoli piani focali 

(VOXEL SIZE 0.15 X 0.15 x 1.2) 

STACK INTERO 



Two-photon microscopy 

IVR 

>10-17s 
λ 

λ 

λ/

2 

absorption 

Eccitazione del fluorocromo attraverso 

due fotoni di λ minore ma che lo 

colpiscono in contemporanea 



Two-photon excitation versus one-photon excitation 

543 nm  

excitation 

1046 nm  

excitation 

Dye solution, safranin O 





Usato anche in vivo, per ricostruire strutture superficiali, 

ma anche per calcium imaging 



Per andare più in profondità occorrono  

metodi di chiarificazione (su fissato) 

Hama H et al. 2011 
Tsai PS et al. 2009 

Saccarosio 

Scale (urea) 



CLARITY 

Fissazione con Acrilamide e poi estrazione dei lipidi con SDS in elettroforesi 



Selective plane illumination microscopy (SPIM) 

Il campione è illuminato da un piano 

perpendicolare all’obbiettivo. 

 



Scanning SPIM (DLSM) 

Scansione veloce  

Minime photobleaching e 

phototoxicity 

Perfetto per il live imaging 

Il campione può 

essere ruotato. 

Acquisizioni multiple 

a diversi angoli 

aumentano la 

risoluzione in 

profondità 





Stimulated emission depletion (STED) microscopy 

Super resolution microscopy, al di sotto dell limite di ABBE 



Typical setup 





SEGMENTATION 
 is the process of partitioning 

a digital image into multiple segments 

La segmentazione serve a riunire insiemi di voxel in oggetti  

Thresholding 

Edge Detection 

Region Growing 

Pattern Recognition 

Watershed Transform 

…….. 



http://www.embl.de/digitalembryo/fish.html 

The entire data set consists of 1,226 time points, recorded in 90 s intervals. At each time point, 370 images 

with 2048 x 2048 pixels each were recorded with a z-spacing of 2.96 µm. The entire data set comprises 

453,620 images (3.5 TBytes) 

Reconstruction of zebrafish early embryonic development 

by scanned light sheet microscopy 

http://www.youtube.com/watch?v=vC72_ZSZkd8
http://www.embl.de/digitalembryo/fish.html
http://www.embl.de/digitalembryo/fish.html
http://www.embl.de/digitalembryo/fish.html
http://www.embl.de/digitalembryo/fish.html





