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Αρτή ιεηηοσργίας

Πιεολεθηήκαηα Χρήζες 

Σσλεζηηαθού Μηθροζθοπίοσ:

• Μεγαλύηερη διακριηική 

ικανόηηηα λόγφ απόρριυης μη 

ειδικών ζημάηφν

• Λήυη πολλών διαδοτικών 

ηομών μέζα ζε ένα 

παραζκεύζμα

• Παράλληλη ανίτνεσζη μέτρι 

και 4 διαθορεηικών 

τρφμοθόρφν μέζα ζε ένα 

δείγμα

Argon-ion: 458,476, 418, 514

Krypton-Helion: 488, 568, 647



Proliferating neurospheres

x 2.5 x 20



Οπηηθές ηοκές



Επηιεγκέλες οπηηθές ζεηρηαθές ηοκές επηζειηθώλ θσηηάρωλ 

θαη ζσλοιηθή αλαδόκεζε ηωλ ποιιαπιώλ εηθόλωλ 





Δθαξκνγέο ηεο Σπλεζηηαθήο Μηθξνζθνπίαο

ζηελ απεηθόληζε δωληαλώλ θπηηάξωλ

(Live cells imaging)



Τερλνινγίεο δωληαλήο απεηθόληζεο

Παξαηήξεζε δεηγκάηωλ κεγάινπ πάρνπο,

πνιιέο θνξέο θαη νιόθιεξωλ 

εκβξύωλ ή νξγαληζκώλ

Παξαηήξεζε δωληαλώλ δεηγκάηωλ

γηα κεγάια ρξνληθά δηαζηήκαηα

κε ειαρηζηνπνίεζε ηεο ζεξκηθήο

θαηαζηξνθήο ηνπ ηζηνύ



Η πξάζηλε θζνξίδνπζα πξωηείλε (GFP)



Φζορίδοληες ητλεζέηες λέας γεληάς γηα ηε ζήκαλζε

δωληαλώλ θσηηάρωλ



3rd passage 
neurospheres

E14.5 mouse brain
cortex

Ctr                  Lenti-Cend1

Cend1

tranduction

actin-GFP mice

Trip.GFP or
Trip Cend1
Viral transduction

http://www.mshri.on.ca/nagy/GFP mice.jpg


wholemount neurospheres

over-expressing Cend1

dissociated  neurospheres

over-expressing Cend1

AP:+1, Lat:1.75, D:1.0

cortex

striatum

100.000 cells
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xyz

xyz

63x

63x

4 εβδνκάδεο κεηά ηε κεηακόζρεπζε: εκθάληζε δηάκεζωλ λεπξώλωλ 

ζηα δώα όπνπ ππεξ-εθθξάδεηαη ε ΒΜ88/Cend1



Δηατωρηζκός θαζκάηωλ 

(Spectral unmixing)

An advanced fluorescence technique
that utilizes hardware (usually
incorporated into a confocal detector
unit) to separate the emitted light from
multiple fluorophores into separate
spectral components. Linear unmixing
is the accompanying computational
process, related to deconvolution,
which uses the spectra from each
fluorophore as though it were a point-
spread function of fixed location to
separate or unmix the component
signals. The technique is a powerful
analytical tool that can be used to
discriminate distinct fluorophores with
highly overlapping spectral profiles.



Δηατωρηζκός θαζκάηωλ GFP (πσρήλας) θαη FITC

(ηλίδηα αθηίλες)



Τime-lapse παραηήρεζε θσηηαρηθώλ δηαηρέζεωλ

ζσγθσηηαθώλ εκβρύωλ Δροζόθηιας



Μεηαθορά Ελέργεηας Σσληοληζκού Φζορηζκού 

(Fluorescence Resonance Energy Transfer-FRET)

Αθξηβήο κέηξεζε ηεο απόζηαζεο κεηαμύ δύν πξωηεηλώλ  (10-100 Α)

κε ηε ρξήζε  2 θζνξίδνληωλ ηρλεζεηώλ

Δθαξκνγέο FRET:

Σηεξενδηάηαμε πξωηεηλώλ

Γεκηνπξγία πξωηεηληθώλ ζπκπιόθωλ

Αιιειεπηδξάζεηο ππνδνρέωλ κε ηνπο πξνζδέηεο ηνπο θαη αληηγόλωλ/αληηζωκάηωλ



GFP/Alexa FRET ζε NIH-3T3 θύηηαρα

CFP/YFP FRET ζε GHFT1-5 ελδοθρηληθά θύηηαρα



Μέηρεζε επηπέδωλ Ca++ κε FRET



FRAP : Fluorescence recovery after photo-bleaching

FLIP : Fluorescence loss in photobleaching

Παξαθνινύζεζε ηεο δπλακηθήο 

πξωηεηλώλ ζε δωληαλά θύηηαξα

Δθαξκνγέο:

Δύξεζε ελεξγεηηθήο κεηαθίλεζεο ή 

παζεηηθήο 

δηάρπζεο πξωηεηλώλ

Γηεξεύλεζε πξόζδεζεο / 

απνδέζκεπζεο 

πξωηεηλώλ από ελδνθπηηαξηθά 

νξγαλίδηα



FRAP

Fluorescence Recovery After Photobleaching (FRAP) - Translational

mobility (lateral diffusion coefficients) of fluorescently labeled

macromolecules and small fluorophores can be determined by

photobleaching recovery techniques. In FRAP, a very small, selected

region (several micrometers in diameter) is subjected to intense

illumination, usually with a laser, to produce complete photobleaching of

fluorophores in the region. The result is a dramatic reduction or

annihilation of fluorescence. After the photobleaching pulse, the rate and

extent of fluorescence intensity recovery in the bleached region is

monitored as a function of time to generate information about

repopulation by fluorophores and the kinetics of recovery.



Fluorescence Loss in Photobleaching (FLIP) - In a technique related to

FRAP, a defined region of fluorescence within a living cell is subjected

to repeated photobleaching by illumination with intense irradiation. Over

a measured time period, this action will result in complete loss of

fluorescence signal throughout the cell if all of the fluorophores are able

to diffuse into the region that is being photobleached. By calculating the

rate at which fluorescence is extinguished from the entire cell, the

diffusional mobility of the target fluorophore can be determined.

FLIP



Σπλεζηηαθή Μηθξνζθνπία 2-θωηνλίωλ

Αλάγθεο πνπ δεκηνπξγήζεθαλ από

ηηο ηερλνινγίεο δωληαλήο απεηθόληζεο

Παξαηήξεζε ρνληξώλ δεηγκάηωλ,

πνιιέο θνξέο θαη νιόθιεξωλ 

εκβξύωλ ή νξγαληζκώλ

Παξαηήξεζε δωληαλώλ δεηγκάηωλ

γηα κεγάια ρξνληθά δηαζηήκαηα

κε ειαρηζηνπνίεζε ηεο ζεξκηθήο

θαηαζηξνθήο ηνπ ηζηνύ



Σπλεζηηαθή 

Μηθξνζθνπία 

2-θωηνλίωλ

A derivative technique of laser scanning confocal microscopy where

fluorochrome excitation is based on an infrared or long wavelength

visible light laser beam whose energy density is adjusted to allow

frequency doubling or tripling at the point of beam focus in the

specimen. Fluorophores in the specimen are simultaneously excited by

two or three photons to produce excited state transitions that are

equivalent to single-photon fluorescence. For example, two and three

photon excitation at 900 nanometers is equivalent to excitation by higher

energy photons of 450 and 300 nanometers, respectively. Multiphoton

microscopy enables deep penetration into thick tissues and eliminates the

need for a pinhole aperture because fluorescence emission is restricted to

a single focal plane.



Maturation of Class 5 Neurons 



Δθαξκνγέο ηεο Σπλεζηηαθήο Μηθξνζθνπίαο ζηε 

δηαιεύθαλζε ηωλ κεραληζκώλ 

Νεπξνγέλεζεο πνπ ιακβάλνπλ ρώξα ζηνλ 

Αλαπηπζζόκελν θαη Δλήιηθν Δγθέθαιν ηνπ Πνληηθνύ



Cortical  neurogenesis
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CHEMICAL STRUCTURE OF CARBOCYANINE DYES



Fluorescent Carbocyanine Dyes

Lipid soluble---Become incorporated 

into the plasma membrane

Honig and Hume found in 1985 that 

these dyes are excellent retrograde and 

anterograde tracers in the developing 

nervous system. 

They do not affect the survival, 

development, or basic physiological 

properties of neurons and do not spread 

from labeled to unlabeled neurons. Cells

become retrogradely labeled mainly by 

lateral diffusion of dye in the plane of 

the membrane, rather than fast axonal 

transport.. An additional feature of 

carbocyanine labeling is that neuronal 

processes are brightly fluorescent for the 

first few days in culture, presumably 

because dye rapidly diffuses into newly 

inserted membrane. Godement et al., 

1987 showed that these dyes can be 

used to label axonal projections in 

fixed tissues.

DiIp

LV

piaA

LV



Radial glial guided neuronal migration: an 

electron microscopic study

Rakic, 1972



Methods of labelling migrating cells 

In vivo: morphological studies

Lineage analysis: replication 

incompetent retrovirus with 

lacZ reporter gene

Lin and Cepko, 1999



Organotypic (‘slice’) cultures of the brain

Brain embedded in agarose

Vibratome sections~400μm

1h incubation in 

4oC medium
Culture on millipore 

inserts



provided by Dr. A. Kriegstein 

Radial glia proliferation and migration





In vitro assay for neuronal migration:

labelling with Oregon Green BAPTA



Somal translocation: real-time imaging 

Nadarajah et al., 2002





Glial-guided locomotion: real-time 

imaging

Nadarajah et al., 2002





Νεροξγέμεζη ζηξμ εμήλικξ εγκέθαλξ



Katsimpardi et al., Stem Cells, 2008 



II - Maturation and Functional Integration of 

Newborn Neurons

Main olfactory bulb
RMS

Cortex

SVZ

LV

Accessory olfactory

bulb

RMS

OB

LV

BrdU 500 mm



GCL

MCL

RMS

EPL

Tangential and Radial Migrations

Provided by Dr. P-M.Lledo





Μνληέιν επαγόκελεο in vivo έθθξαζεο

ζπγθεθξηκέλωλ πξωηεηλώλ καξηύξωλ

Δθθξαζε ζε πιεζπζκνύο θπηηάξωλ, όπνπ είλαη ελεξγόο ν ππνθηλεηήο



cortex

striatum

cc

Υπάξρνπζα ηερλνγλωζία ....

AP:+1, Lat:1.75, D:1.0 

ηηθή κεηαγωγή

(έθθξαζε/ 

απελεξγνπνίεζε)

Νεπξηθά Βιαζηηθά

Κύηηαξα

κνληέια ηξαπκαηηζκνύ &

ζηεξενηαμηθέο κεηακνζρεύζεηο θπηηάξωλ 
Σπλεζηηαθή Απεηθόληζε

Τερλνινγία Cre-lox Δπαγώκελε ηζηνεηδηθή

in vivo ζήκαλζε

Κύηηαξα Schwann

http://www.mshri.on.ca/nagy/GFP mice.jpg


Απόθοανη ηηπ μέζηπ αοηηοίαπ
ηξρ εγκεθαλικξύ θλξιξύ: ζωικό
μξμηέλξ εγκεθαλικξύ επειζξδίξρ.

ηξ ιζςαιμικό κέμηοξ είμαι η
πεοιξςή ζηημ ξπξία η οξή αίμαηξπ
μειώμεηαι ζηξ 15% ηηπ
θρζιξλξγικήπ ηιμήπ, εμώ ζηημ
ιζςαιμική πεοιθέοεια η οξή
μειώμεηαι ζηξ 15-40% ηηπ
θρζιξλξγικήπ ηιμήπ.

Ischemic

core

Ischemic

penumbra

Occlusion

(clot or embolus)

Πειοαμαηική αρηξάμξζη εγκεθαλξμρελίηιδα (Experimental Autoimmune
Encephalomyelitis-ΕΑΕ): ζωικό μξμηέλξ Σκλήορμζηπ καηά Πλάκαπ (Multiple
Sclerosis-MS)

Ένεζη μσελινικών πεπηιδίφν 

Διαθοροποίηζη μσελινο-ειδικών κσηηάρφν Th1 

και Th17 ποσ ειζέρτονηαι ζηο ΚΝΣ προκαλώνηας 

θλεγμονή και προοδεσηική απομσελίνφζη



Microscopic in situ Imaging with Optical Fibers

The Cell-viZio allows

 In vivo and in situ small animal imaging with a flexible mini-probe

 Functional imaging thanks to a confocal fluorescence technology

Microscopic observations with a lateral resolution down to 5 mm

Dynamic observations with real time acquisition

Probes contain a few 

thousands to a few tens 

of thousands optical 

fibers.

Their diameter ranges 

from 0.35 to 1.8 mm.

Their field of view 

ranges from 120 x 85 to 

400 x 280 mm.





Brainbow is a term coined to describe a process by which individual neurons of the brain are 

mapped with fluorescent proteins, which allow the neurons to glow with specific colors under a 

light source. By controlling and varying the amount of red, green, and blue derivatives of GFP 

expressed in individual neurons, it is possible to map each neuron with a distinctive color.

The technique was developed in the Spring of 2007 by a team led by  and Jeff Lichtman and 

Joshua Sanes both professors in the Department of Molecular and Cellular Biology at Harvard 

University. While earlier techniques allowed for mapping only a few neurons, the new method 

allows more than 100 differently mapped neurons can be simultaneously mapped in this manner.

Brainbow





In vivo απεηθόληζε ηνπ ηξαπκαηηζκέλνπ ΝΣ

Τερληθή νpen-frame windowΝωηηαίνο κπειόο

Δγθέθαινο



Η Μονάδα αποηελείηαι από:

1) Σσνεζηιακό ορθό μικροζκόπιο Leica TCS-SP (http://www.confocal-microscopy.com/) ηεζζάπυν καναλιών (3 θθοπιζμού 

+ 1 διεπσόμενος θυηόρ), εθοδιαζμένο με Argon Ion Laser και Helium-Neon Laser, καλύπηονηαρ έηζι μήκη κύμαηορ από 450-

650 nm, ζςνδεδεμένο με ηο Leica Confocal Software LCS, με ηο οποίο είναι δςναηέρ 2D μεηπήζειρ και 3D αναζςζηάζειρ 

εικόναρ.

2) Aνάζηροθο μικροζκόπιο Olympus IX-81 εθοδιαζμένο με ηο ζύζηημα  Time Lapse Olympus Cell R (http://www.dis-

imaging.gr), με Hamamtsu Orca κπςοκάμεπα για απεικόνιζη ζυνηανών κςηηάπυν και δςναηόηηηα για ηεσνικέρ FRET, 

3D-Deconvolution και spectral unmixing, καθώς και  ηα λογιζμικά Imaris και Image-Pro για ανάλςζη εικόναρ και 

τηθιακών δεδομένυν.

3) FACS sorter για απομόνωζη ζωνηανών κσηηάρων

Μονάδα Οπηικής Μικροζκοπίας Pasteur

Σηα πλαίζια ηος ππογπάμμαηορ ηηρ ΓΓΕΤ «Ανθπώπινα

Δίκηςα Ε&Τ» και σπηζιμοποιώνηαρ ηον ζύγσπονο

εξοπλιζμό ηηρ μονάδαρ, ηο 2004-2005 ηο ΕΙΠ,

ππαγμαηοποίηζε επιμοπθυηικά ζεμινάπια Φυηονικήρ

Μικποζκοπίαρ ζε ζςνεπγαζία με ηο Παν. Κπήηηρ και ηο

Παν. Ιυαννίνυν.

Εκπαίδεςζη μεγάλος απιθμού επεςνηηών ηος Ε.Ι.Π, καθώρ

και επιζηημόνυν άλλυν επεςνηηικών ιδπςμάηυν /

πανεπιζηημίυν ζηη σπήζη ηυν μικποζκοπίυν ηηρ

Μονάδαρ.

Η Μονάδα Οπηικήρ Μικποζκοπίαρ ηος ΕΙΠ ζςνεπγάζεηαι

ζηενά με ηην Μονάδα Δσναμικής Απεικόνιζης ηοσ

Ινζηιηούηοσ Παζηέρ ζηο Παρίζι (Plate-forme d’imagerie

Dynamique http://www.pfid.org/html/pres/fr) για

μεηαθοπά ηεσνογνυζίαρ και εκπαίδεςζη ηυν μελών ηηρ.

Εκπαίδεσζη / Μεηαθορά ηετνογνωζίας:

http://www.confocal-microscopy.com/
http://www.confocal-microscopy.com/
http://www.confocal-microscopy.com/
http://www.confocal-microscopy.com/
http://www.dis-imaging.gr/
http://www.dis-imaging.gr/
http://www.dis-imaging.gr/
http://www.pfid.org/html/pres/fr
http://www.pfid.org/html/pres/fr
http://www.pfid.org/html/pres/fr
http://www.pfid.org/html/pres/fr
http://www.pfid.org/html/pres/fr
http://www.pfid.org/html/pres/fr
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