
A l buio, per essere visti, ba-
sta una minima quan-

tità di luce. Per questo ladri e
maghi usano vestirsi di nero e
per questo, in tempo di guer-
ra, si sta attenti a non accen-
dere fuochi di notte. Ma que-
sta è anche la ragione del suc-
cesso della microscopia a fluo-
rescenza e in particolare dei
suoi sviluppi nella microsco-
pia confocale laser. Se il colo-
rante emette luce, l’osservazio-
ne microscopica può infatti
svolgersi al buio e una quan-
tità anche minima di sostanza
può rivelare dettagli che diffi-
cilmente possono essere evi-
denziati con le tradizionali
tecniche di colorazione.
Quello che normalmente chia-
miamo “colore” di una certa
sostanza altro non è che la por-
zione della radiazione visibile
che viene riflessa dalle mole-
cole che la compongono. Il fe-
nomeno della fluorescenza si
differenzia da quello della ri-
flessione perché nelle sostan-
ze fluorescenti, in risposta a
una particolare radiazione lu-
minosa incidente, si produce
una vera e propria emissione
di luce. Questo, in particolare,
accade ad alcune molecole di
crescente utilizzo nelle scienze
biomediche che vengono per
questo chiamate fluorocromi:
se opportunamente eccitate da
una radiazione luminosa in-
cidente, tornando allo stato di
equilibrio emettono energia
sotto forma di luce. 
La luce emessa dai fluorocro-
mi ha una frequenza tanto più
specifica quanto più precisa è
la frequenza della radiazione
incidente. Siccome la luce la-
ser utilizzata al microscopio
confocale è caratterizzata tra
l’altro dal fatto di avere un’u-
nica frequenza d’onda, la stru-
mentazione digitale utilizzata
in questi microscopi può rico-
noscere e raccogliere esclusi-
vamente la radiazione emessa
da quello specifico fluorocro-
mo, “facendo il buio” su tutte
le altre emissioni.
Di microscopia confocale laser

abbiamo già parlato nel nu-
mero di marzo dello scorso an-
no. Si era visto come questi
moderni microscopi permetta-
no di realizzare delle sezioni
ottiche del campione osserva-
to, in modo da metterne a fuo-
co diversi piani e riguadagna-
re in post-produzione quella
profondità di campo di cui la
microscopia ottica tradiziona-
le ha sempre sofferto. L’imma-
gine presentata in quell’occa-
sione era stata però realizzata
osservando un campione colo-
rato con un unico colorante
(una molecola espressa dallo
stesso organismo osservato,
che era un topo geneticamen-
te modificato in modo da
esprimere quel particolare

fluorocromo su specifiche cel-
lule nervose). In realtà, come
si può vedere sfogliando qual-
siasi rivista di biologia cellu-
lare, la microscopia confocale
produce bellissime immagini
a due o più colori. Questo può
accadere perché la luce emes-
sa da diversi fluorocromi vie-
ne raccolta separatamente su
diversi canali. Da una stessa
inquadratura si ottengono
cioè varie immagini in toni di
grigio, che rappresentano
ognuna la distribuzione del-
l’intensità della luce a una de-
terminata frequenza. L’im-
magine finale a colori della se-
zione viene poi ricostruita al
computer, fondendo le imma-
gini ottenute sui diversi cana-

li. Rendendo diversamente
fluorescenti proteine diverse
(allo scopo, si possono utiliz-
zare tecniche diverse di im-
munoistochimica, biotecnolo-
gia o altro ancora), è possibi-
le ottenere coloratissime im-
magini in cui vengono evi-
denziati processi e strutture
che si producono nelle cellule e
nei tessuti e che non potrebbe-
ro essere osservati altrimenti.
Come accade, per esempio,
nell’esperimento raccontato
dalle immagini che presentia-
mo in questo numero, in cui
si è cercato di seguire il feno-
meno della morte program-
mata delle cellule (apoptosi)
in un tessuto polmonare con-
servato in congelatore.
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Cellule vitali (in verde), apoptotiche (in arancione) e necrotiche (in ros-
so) di un tessuto polmonare. Il tessuto, conservato in congelatore, è
stato trattato con due diversi fluorocromi: calceina (verde) ed etidio
(rosso). La prima immagine, in alto a sinistra, presenta una singola se-
zione ottica, isolata grazie al funzionamento del microscopio confoca-
le, mentre la seconda immagine visualizza la sovrapposizione delle
sezioni in una ricostruzione della fettina di tessuto.
Le immagini sono state realizzate da Lance Rodenkirch presso il W.M.
Keck Laboratory for Biological Imaging a Madison (Wisconsin, USA)
con un microscopio confocale laser (Bio-Rad MRC-1024), che permette
la visione simultanea della luce emessa dai fluorocromi sui canali del
blu, del verde e del rosso, con la fusione delle rispettive immagini in
fotoritocco digitale.
Le due immagini b/n sulla sinistra visualizzano la stessa sezione ottica
di tessuto apoptotico sui due canali del verde e del rosso, mentre l’im-
magine a colori rende la visione simultanea delle due distribuzioni.
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