Nuova strumentazione, upgrade e software di
analisi del laboratorio di microscopia confocale
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" leica SP8

Microscopio rovesciato da ricerca Leica DMi8 con
AFC e XYZ motorizzati

Testa di scansione Leica TCS SP8
Laser bianco (WLL)

Modulo Software Lightning
Modulo FLIM (picoquant)

Sistema di incubazione Top-Stage OKOLAB

~

Multicolor analysis

FRAP (Fluorescence Recovery After
Photobleach)

Advanced time-lapse experiments

FLIM (Fluorescence Lifetime Imaging

Microscopy)

Deconvoluzione (Lightning)

Funzione Mosaic microscopy
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4 Leica SP8 (Time-lapse experiments)

Hela stably expressing  G3BP1- Recovery

mCherry, treated with sodium arsenite. Z-stack every 10 min for a total of 4
Z-stack every 5 min for a total of hours

45min.

| video sono stati gentilmente fornite dal

K gruppo Carra. /
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4 Accessori e Incubatore

Pompa e mini incubatore per
eppendorfs sono presenti per fare Incubatore  gia  presente  nel

lavaggi e cambi di terreno. laboratorio.
Manca la linea di CO, che dovrebbe

essere in funzione entro fine anno.
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" Leica SP8 (FRAP) A

MG132 + op-puro 4h
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Cellule Hela che esprimono stabilmente

GFP-PSMA7 (proteasome subunit alpha-7) Le immagini sono state gentilmente fornite
dal gruppo Carra.

Mediani et al., EMBO J, 2019
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Leica SP8 (FLIM)

Le immagini sono state gentilmente fornite dal gruppo Guidetti.
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" Leica SP8 (FLIM) A
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4 Leica SP8 (Mosaic microscopy)

Polimero bruciato con un laser 405 per
depositare dei quantum dots nel
tentativo di creare nuovi LED.
Dimensioni del polimero: 3X1 cm
Obbiettivo: 10X

Immagine gentilmente fornita dal
gruppo Orazi.

Mosaico della corteccia di cervello di
topo. Dimensioni del cervello: 1X1 cm
Obbiettivo: 20X

Immagine gentilmente fornita dal
gruppo Zoli.

~

/

Centro Interdipartimentale Grandi Strumenti

Universita degli Studi di Modena e Reggio Emilia

ﬁ WWW.CIGS.UNIMORE.IT


http://www.cigs.unimo.it/�

4 Legge di Abbe

Numerical Aperture:

Lateral resolution:

Axial resolution:

NA =nsin«
Aoy = 12°

|\IAmaxoiI ~ 1’45

A ——2 00
Y onsinag nm
nA
A = ~
z NA2 500 nm
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Leica SP8 (Lightning)

Confocal

Rosso: dsDNA

Verde: TOM20

Deconvolution

Le immagini sono state gentilmente fornite
dalla dott.ssa Lara Gibellini del gruppo

Cossarizza. /
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4 Super-resolution microscopy

CLSM STED CW-STED ,STED 3D-4STED | 3D-sIm | PALM/STORM/IGSD | 3D-PALMISTORM/GSD
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4 Leica SP8 ( STED Upgrade)

Gated-STED 3D con laser di deplezione 775nm

/

Q‘CI o5 Centro Interdipartimentale Grandi Strumenti ﬁ WWW CIGS. UNIMORE IT

Universita degli Studi di Modena e Reggio Emilia


http://www.cigs.unimo.it/�

" Leica SP8 ( STED Upgrade) A

- @
1

Detecting only the fluorescence
from this spot!

80 nm - 150 nm
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4 Leica SP8 ( STED Upgrade) A

Excitation

Excited
fluorophores

Fluorescence

Confocal

Excitation

STED
depleted Effective
STED fluorophores Fluorescence
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Leica SP8 (STED)

Confocal

Rosso: DRIPs (azide-594)

Verde: PML (Alexa 647)

Le immagini sono state gentilmente fornite
dal gruppo Carra.

Mediani et al., EMBO J, 2019
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Leica SP8 (STED)

Confocal

Le immagini sono state gentilmente fornite
dalla dott.ssa Lara Gibellini del gruppo
Cossarizza.
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" Leica SP8 (STED) R
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Leica SP8 (STED)

Immagine di podociti in un glomerulo di rene di topo
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g Considerazioni tecniche (STED)

Usare anticorpi primari che danno un SNR molto alto
Usare anticorpi/soluzioni non contaminati

Usare coverslips 1.5H

Usare Mowiol come mounting medium

Usare smalto trasparente per sigillare

Non tutti fluorofori sono adatti per la STED:
ATTO 647N, STAR 635P, Alexa 594, ATTO 565, Alexa 568

Pensare se si vuole fare STED 2D o STED 3D.

\_ /
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4 Considerazioni tecniche (STED) A

v Sketch of estimated effective PSF

v Sketch of estimated effective PSF

¥ Sketch of estimated effective PSF

Confocale
STED 2D
STED 3D
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4 ExM (Expansion Microscopy)

Expansion
Gelation

_ /digestion
Labeling @
<

O-

ExM Fixation

e
»
Q@
- @
K}
]
®

!_D

O

0 MAP

e . | T

. « " » o3 ¥ g

e . . % el
S

b7 o_) ;;,: ‘.;. —> » 1 _5, & o

\e: N

oza +FA/AA " " - e

i. Gelation a» & a» \‘\‘5,

s /denaturation §

o Expansion Labeling

2. NO fluorescence density reduction

N /

04 Centro Interdipartimentale Grandi Strumenti
A (e o Hrerdipdrtimet i 6 WWW.CIGS.UNIMORE.IT
Universita degli Studi di Modena e Reggio Emilia



http://www.cigs.unimo.it/�

ExM (Expansion Microscopy)
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ExM (Expansion Microscopy)
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ExM (Expansion Microscopy-Centrosome)
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ExM (Expansion Microscopy-Centrosome)
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" Nikon A1 A

Microscopio rovesciato da ricerca Nikon Ti2-e con
AFC e XYZ motorizzati

Testa di scansione A1R Resonant 512x512 (32fps) o
1024x1024 (16fps)

Sistema con 4 laser e filtri (blu, verde, rosso , farRed)

Sistema di incubazione Top-Stage OKOLAB

Advanced time-lapse experiments Funzione Mosaic microscopy

FRAP (Fluorescence Recovery After Multicolor analysis
Photobleach)

Photo Activation/Conversion Experiments
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Nikon A1 (Resonant Scanner)

Z-stack di 60 immagine (3 canali, avg 2) acquisite in ca 30 sec
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4 Nikon A1 (Resonant Scanner) A

Mosaico 8X8 acquisito con obbiettivo
60X

Durata del processo: 30sec

/
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Nikon A1 (JOBS)
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" Nikon A1 (JOBS)
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4 Nikon A1 (Piano Sviluppo) A

Acquistare una telecamera per poter fare foto sia in fluorescenza (non confocale)

che in luce trasmessa. Questa telecamera sara compatibile/controllabile con il
software Nikon.

Acquistare un sistema DIC (per tutti gli obbiettivi) per poter fare contrasto di fase.

IL SISTEMA E A USO GRATUITO FINO A GIUGNO 2020

\_ /
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4 Olympus ScanR (analisi d’immagini)

Sistema di analisi collegato a microscopio
a fluorescenza x analisi di screening.

Software di analisi molto potente che gli
utenti hanno chiesto di poter usarlo
offline.

Olympus ha prodotto un sistema di conversione d’immagine per poter analizzare le
immagini acquisite da qualsiasi sistema.

\_ /
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Olympus ScanR (analisi d’immagini)
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Olympus ScanR (analisi d’immagini)
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4 Olympus ScanR (analisi d’immagini)
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4 Olympus ScanR (analisi d’immagini)

5 4 e . }
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4 Olympus ScanR (analisi d’immagini)
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4 Olympus ScanR (analisi d’immagini)
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4 Olympus ScanR (analisi d’immagini)
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4 Olympus ScanR (analisi d’immagini)
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4 Olympus ScanR (analisi d’immagini)
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Olympus ScanR (analisi d’immagini)
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Olympus ScanR (analisi d’immagini)
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4 Olympus ScanR (analisi d’immagini)
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