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Informaciones en: 

-> www.scian.cl  

 

Notas: 

Prácticos (25%) 

Seminarios (25%) 

Examen Final (50%) 

 

5 grupos a 3: 

- Seminarios Prácticos  

20 min presentación !!! 

- Seminarios Bibliográficos 

20 min presentación +  

20 min preguntas y discusión 

http://www.scian.cl/
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| Curso de Postgrado | 
Procesamiento de Imágenes y Bioseñales II 

23.08 – 11.12.2014 

Steffen Härtel, SCIAN-Lab, BNI, ICBM 
Programa de Anatomía y Biología del Desarollo,  

Facultad de Medicina,  
Universidad de Chile, Santiago, Chile 
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| Curso de Postgrado | 
Procesamiento de Imágenes y Bioseñales II 

23.08 – 11.12.2014 

- Localización 
 

- Colocalización 
 

- Supraresolución 
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Haga clic para modificar el estilo de título 

del patrón 
vvv |-> Beyond diffraction 

   2-photon                 SIM                       STED                     4-                     PALM 

FWHM(xy) ~ /2          ~ /4               ~ /∞              ~ /4              ~ /100 

M Goeppert-Mayer     M Gustafson                      S Hell                                 E Betzig  

1906-1972                1960-2011                   MPI Göttingen                       Janelia Farm 

                                                                  BIOQUANT Hdg 
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del patrón 
vvv |-> Abbe’s diffraction limit 

http://research.stowers-institute.org 
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|  Best localization: confocal microscopy 

convencional     /         confocal 

focal xy plane 

z 

380 nm 

780 nm 

Fluorescein 

|-> Abbe’s diffraction limit 
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vvv |-> Hell‘s 4π Microscopy  
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Betzig et al (2006) Science, 313(5793), 1642-5 
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vvv |-> PSF overview 

Schermelleh et al 2010 JBC 



Leica TCS LSI: Super Zoom Confocal + SOFI 
 

NanoZoomer: Tissue Imaging 

Perkin Elmer Spinning Disk 
 

TB Data per 
Experiment 

|-> Microscopy @ SCIAN-Lab 
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Haga clic para modificar el estilo de título 

del patrón 

Fluctuating light source: 

             Quantum dots 

(Cd/Se) 

(ZnS) 

(2º antibody) 

Joerg Enderlein, Göttingen 

vvv 
Superresolution optical fluctuation 

imaging (SOFI) … 
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Haga clic para modificar el estilo de título 

del patrón 

COS7 100x Cubo, co-transfectado myc-GABABR1 y HA-GABABR2 y 

anticuerpos secundarios conjugados con QDots 525 y 605 nm 

Toledo et al (2013), unpublished 
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del patrón 
Image formation with SOFI 

Dertinger T., Colyer R.; Iyer G.; Weiss. S.; Enderlein J., PNAS, 2009 
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del patrón 

Scale bar: 250 nm 

1st 

2nd  

4th    

16th    
25th    

SOFI higher order cumulants 

Dertinger T., Colyer R.; Iyer G.; Weiss. S.; Enderlein J., PNAS, 2009 
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Toledo et al (2013), unpublished 

COS7 100x Cubo, co-transfectado myc-GABABR1 y HA-GABABR2 y 

anticuerpos secundarios conjugados con QDots 525 y 605 nm 
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Haga clic para modificar el estilo de título 

del patrón 
2nd order SOFI applied to a neuronal ER image 

KDEL 

Ramirez et al (2012), unpublished 
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del patrón 

SOFI advantages: 

 

• Easy/cheap implementation 

 

• Multiscale 

 

• Multicolor 

2nd order SOFI ER 3D 

mRFP-KDEL  
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Haga clic para modificar el estilo de título 

del patrón 
Two channel 2nd order SOFI 

Wide-field 

SOFI 2nd order 

5 µm 

KDEL/GABABR1 



vvv            |-> Confined Displacement Algorithm 

GABABR1             GABABR2         GABABR1/R2 
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    GABABR1 GABABR2                     primary dendrites of cultured  

                                                     hippocampal neurons 

 

  Confocal & Deconvolution 



vvv            |-> Segmentation 

=50pix/2m  

d = 65|131|326 

= 17pix/0.68m  

d = 6|23|46 

=35pix/1.4m  

d = 115|230|230 

=25pix/1m  

d = 17|33|33 

I = 1          I = 50 

PSF  

I 

- density 
- morphology 
- topology 

Costes et al (2004) BJ 

  ROI 



vvv            |-> Segmentation 

Colocalization 

III. Quantificación 

Manders  et al (1993) Journal of Microscopy 375:382 
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vvv            |-> Segmentation 
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randomization scenarios 
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Costes et al. (2004) 
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True  
colocalization 

Random  
colocalization 



vvv            |-> Random Scenario 
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Colocalization or Random Colocalization ? 

Manders  et al (1993) Journal of Microscopy 



vvv            |-> Random Scenario 
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Costes et al (2004) BJ 
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vvv            |-> Random Scenario in Confined Compartment 

 

        dendrite model  
 

      core region          PM               PM  
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True  
colocalization 

Anti  
colocalization 

Random  
colocalization 

Selective  
colocalization 

           |-> Confined Displacement Algorithm 
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Coefficiente de Collaboración 

 

   100%              50%            100%            100%             100% 

 

 

 

A. Garcia        R. Rojas           V. Eisner          O. Ramirez       A Couve 

Colocalization 
2012 PLosOne 
2011 JBC 
2011 Arthritis & Rheumatism 
2011 Biol Research 
2011 Antioxid Redox Signal 
2010 Journal of Microscopy 
2010 Antioxid Redox Signal 
2009 JBC I 
2009 JBC II 
2008 Cardiovasc Res I 
2008 Cardiovasc Res II … 

100 %             100%                  100%                    100% 

 

M. Osorio        C. Figeroa              G. Reig           M. Concha  



vvv 

| Curso de Postgrado | 
Procesamiento de Imágenes y Bioseñales II 

23.08 – 11.12.2014 

- Localización 
 

- Colocalización 
 

- Supraresolución 


