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A CURA DEL LABORATORIO DELL'IMMAGINARIO SCIENTIFICO DI TRIESTE

1 buio, per essere visti, ba-

sta una minima quan-
tita 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 ¢ 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 puo infatti
svolgersi al buio e una quan-
tita anche minima di sostanza
puo 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 e 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 vadiazione 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 pin
specifica quanto piu precisa e
la frequenza della radiazione
incidente. Siccome la luce la-
ser utilizzata al microscopio
confocale e caratterizzata tra
laltro dal fatto di avere un’u-
nica frequenza d'onda, la stru-
mentazione digitale utilizzata
in questi microscopi puo 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
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abbiamo gia 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 viguadagna-
re in post-produzione quella
profondita di campo di cui la
microscopia ottica tradiziona-
le ha sempre sofferto. L'imma-
gine presentata in quell’occa-
sione era stata pero realizzata
osservando un campione colo-
rato con un unico colorante
(una molecola espressa dallo
stesso organismo osservato,
che eva un topo geneticamen-
te modificato in modo da
esprimere quel particolare
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FLUORESCENZA E MICROSCOPIA LASER

Cellule vitali (in verde), apoptotiche (in arancione) e necrotiche (in ros-
so) di un tessuto polmonare. Il tessuto, conservato in congelatore, é
stato trattato con due diversi fluorocromi: calceina (verde) ed etidio
(rosso). La prima immagine, in alto a sinistra, presenta una singola se-
zione oftica, 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 oftica
di tessuto apoptotico sui due candli del verde e del rosso, mentre I'im-
magine a colori rende la visione simultanea delle due distribuzioni.

fluorocromo su specifiche cel-
lule nervose). In realta, come
st puo vedere sfogliando qual-
siasi rivista di biologia cellu-
lare, la microscopia confocale
produce bellissime immagini
a due o pin colori. Questo puo
accadere perché la luce emes-
sa da diversi fluorocromi vie-
ne raccolta separatamente su
diversi canali. Da una stessa
inquadratura si ottengono
cioe varie immagini in toni di
grigio, che rappresentano
ognuna la distribuzione del-
Uintensita 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
Sfluorescenti proteine diverse
(allo scopo, si possono utiliz-
zare tecniche diverse di im-
munoistochimica, biotecnolo-
gia o altro ancora), ¢ 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-
70 essere osservati altrimenti.
Come accade, per esempio,
nell’esperimento raccontato
dalle immagini che presentia-
mo in questo numero, in cui
si e cercato di seguire il feno-
meno della morte program-
mata delle cellule (apoptosi)
in un tessuto polmonare con-
servato in congelatore.

393



rvaforio
CARTOLINE DAL MONDO

A CURA DI GIORGIO TAMBURLINI

SPUNTI DI RIFLESSIONE DA

“ATLANTE DELLA SALUTE IN EUROPA”

Italy (1999
Sortugal (1998,

( ) 519/3
Malta 22001§

(1991)

(1999)

Austria (2000)
ermany (1999)
Belgium (1996)
Portuga. (2000)
Slovenia (2000}

Israel (199%;

Unnted Kingdom (2000)

da: Atlas of
Health in Europe
www.euro.who.

Greece (1991
Andorra (1999,
Hungary (2001)
Germany (2000)

e od int/document Pt
Swnest e (1999, /E79876.pdf Ireland (2000)

Switzerlana (1991)
Inaland (2001)
Slovakia (2001)
Belarus (2001)
rinland (2001)
atvia (2001)
Forand {1997)
France (1999)
Belgium (1999)
koinainia (2001
Fstonia (2001
Denmark (2000

Croatia (1999)
Netner ranus (1997)
Czech Republic (2000)
Spain {1999)
Greeve (1999)
France (1999)
uxembourg (2000)
Irelana (Z2uuu;

1 atvia (2000)
Norway (1999)
Sweden (1999)
Hungary (2000)

(2001)
(2001)
I |§2ooo§

Malta (1998 Srae
'rmuaam: EZOOO; Kussian t cueration (2001)
Bulyaria (2001)
SES‘:GE ggggg Sweden (1999)
Jnttec Kingdom (1995)
venmark (1999) Norway (2000}
Finiand (2000) Netherlands (2001)

Russian eqeration (1998)
Fstonia (2000)

Bulgaria (2000}

| FYR Macedonia (2000)
Yugosiavia (2000)
Kazakhstan (2000)
Ukraine (2000)

Relari= (2000)

Kepuplie of Moldova (2000)
Kyrgyzstan (2000)
Uzbekistan (1999)
Georgia (2000}
1urkmenistan {1995,
Romania (2000)
Azerpaljan (2000)

Armenia (2000)

§ayrIStan (199Y,

Albania (2000°

Turkey (1998)

Lthuania (2001)

Albania (2001)

wzect. repuplic (2001)
Slovenia (2001)

Ciuatia (2001)

Ukraine (2001)

eorgia (2001)

~¥R Macedonia (2001)
Armenia (2001)
Kazakhstan (2001)
Renpublic of Moidova (2001)
Yugoslavia (1998)
Kyrgyzstan (2001)
Uzbekistan (2001)
Azerbaijan (2001)
Turkmenistan (1997)
(1998)
(2001)

Luxempourg (1998
Taijikistan (2001

50C 400 300 200 100 C 110G 200 300 40C 50C 6UC
ol 30 100 150 20C 250 300 350
Per 1000 ive births

Leatns
per 1000 avcidents

MLUIUETILS
per 1UU VUV pupuialion

Copertura vaccinale per morbillo e difterite

Icelanc (1999) ltaly (1999)
Hungary (2001 Belarus (2001)
Slovakie %20013 Greece (1999)

Belarus (2001) Georgia (2001)

Ukraine €20013 Russian t eaeration (2001)

©_ ©Q
BHDHE DS O OG
VWO H S OE

United Kingaom €20013

Slnvenia

Fstonia (2001)
2001

NOrWay 2001 Sdr viarno ( 1uwy)
TFYR Macedoniz Ezoowg Ireland (2001)
e e o)
orre

Georgi; EZOOW; YK Macedonia (2001)
Germany 51997 Slovenia (2001)
Busiiia and Her zeyovine (2000 Yuyuslavia (1999)
l\\relatn.d [5881) Tajikistan gggl;

ustria rRomania
“urkey E20013 Uiiited Kingdom (1993)
Maltz [1999) Bosnia aid Herzegovina (2001)

150 128 WU r& L 2t

Percent of children

(measles’

SNDRBE R

C 25 50 /& quU 12t 10U

rerceni of infants
(diphtheria)

Sggleldeg lggg 5 Belgium (2001)
Inian tthuania (2001
(atva (2001) 6 o (001}
Kyrgyzstan (2001) Norway (2002)
C:zech Republic (2000 97.1
sermany (2001)
'oland EZOOT; 97.2 Azerbaiian (2001
Sortugal (2001 86 ian (2001)
Trance %19983 8 ungary (1999)
I iembaiirg (1997) 91. Iceland (2001)
Monaco (1991 98.0 Swizer rana (2000)
Albaniz €20013 829 Kazakhstan (%8(()):1];
Yugoslavie (2001 . Buiyaia (

AzerbaijarE EZOOW; 98.9 Czect. Republic (2001)
Ré)rrlwanie Hgggg ag “rance (2001)
elgium 3 2000,
Republic of Moldove (2001) 941 Nethe.-m’:@g kgom;
Nenmark gzomg 94.0 Slovakia (2001)
Netner ianus (1998] 96.0 AUSTria (2001)
lIzbekistar gZOOT; 98.9 'ortugal (2000)
ajkistar (2001 6.8 s (2001)

San Marino (2000) . o
Russian Federation 52001; 8.4 Iniana (2001)
Kazakhstan (2001 99.0 furkmenistan (1997)
urkmenistan 520013 97.6] . Ukiaine (2001)
Spain (2000, 95.2 95 Ucbekistan (2001)
Italy (1999) 95. Malta (2001)
switzerland 519913 95. Latvia (2001)
Israel (2001 95 Aneria (2001)
Lithuania (2001 94 Sweuern (1999)
A%:;}E %881 Lenien s (1999)
Bulgari; %20013 Kyrgyzstan (2001)

Repuplic of Moldova (2001)
Andorra (2001)
ruxembourg (2001)

AlRdrnid (£uuv)
| Uiney (2001)

Fer 100 000 popuiation




