


Analisi dell’interazione proteina-proteina da lisato cellulare:  
co-immunoprecipitazione 

Se	  le	  proteine	  partner	  
sono	  note,	  si	  analizza	  
mediante	  WB	  

Se	  non	  sono	  note,	  si	  
so3opongono	  le	  bande	  
dell’intera3oma	  
all’analisi	  mediante	  
spe3rometria	  di	  massa.	  	  



Alternativa: pulldown con proteine di fusione-TAG (es. GST) 
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Alternativa: pulldown con proteine di fusione-tag (es. GST) 



Analisi di interazione DIRETTA proteina-proteina mediante 
FAR WESTERN: 



Analisi dell’interazione proteina-X:  
diversi tipi di immunoprecipitazione 





In situ proximity ligation assay PLA 

species-‐specific	  an;bodies	  	  
conjugated	  to	  oligonucleo;des	  
used	  as	  templates	  for	  the	  joining	  
of	  two	  addi;onal	  linear	  oligos	  
into	  a	  DNA	  circle	  

DNA	  amplifica;on	  
hybridize	  with	  fluorescent	  probe	  



In situ PLA per visualizzare l’interazione tra un TF e un cofattore 

SREBP1a 
NFY 



Proximity	  Liga;on	  Assay	  in	  showing	  SREBP1a-‐NFY	  nuclear	  complexes	  (red)	  in	  cells	  
co-‐stained	  with	  phalloidin	  (green)	  and	  DAPI	  (blue).	  



In	  situ	  proximity	  liga;on	  assay	  for	  E-‐cadherin	  and	  p120ctn	  (red)	  in	  
MCF10A-‐ER-‐Src	  cells	  stained	  with	  Phalloidin	  to	  mark	  ac;n	  filaments	  
(green)	  and	  DAPI	  	  





Emission and excitation spectrum must significantly overlap 

Es. CFP/YFP  

Fluorescein/Rhodamine 

Cy3/Cy5  



For	  CFP-‐YFP,	  
50%	  transfer	  at	  R0	  =	  4.9	  nm	  

È efficiente per distanze inferiori a 10 nm,  
NB: è inferiore al limite di risoluzione del microscopio a fluorescenza!!! 

Isolated	  donor	   Donor	  distance	  too	  great	  

Donor	  distance	  correct	  



Photobleaching:	  la	  luce	  induce	  la	  conversione	  chimica	  permanente	  del	  fluoroforo	  in	  una	  
molecola	  non	  fluorescente.	  

Illuminazione	  di	  una	  regione	  definita	  con	  un	  laser	  (luce	  molto	  intensa)	  	  



Domanda: visualizzare la mobilità di una molecola nella cellula  

Idea: sbiancare la molecola in un’area della cellula 

e osservare il recupero della fluorescenza mediante trasporto della molecola 



Domanda: visualizzare le connessioni tra compartimenti cellulari 

Idea: sbiancare la molecola in un’area della cellula 

e osservare la diminuzione del segnale in aree connesse 





VANTAGGI: 

-  GRANDE QUANTITA’  DI   

          MATERIALE 

-  ANALISI BIOCHIMICHE 

-  HIGH THROUGHPUT 

LIMITI: 

-  NON RICAPITOLANO LA 
COMPLESSITA’ TISSUTALE 

-  CONDIZIONI NON 
FISIOLOGICHE (PLASTICA) 

-  INTERAZIONI CON LA MATRICE 
LIMITATE 



La plastica è un supporto non fisiologico 



VANTAGGI: 

- INTERAZIONI FISIOLOGICHE 
CON MATRICE E ALTRE CELLULE 

- STUDIO DELLA MORFOGENESI 

LIMITI: 

-  NON RICAPITOLA LA 
COMPLESSITA’ DEI TESSUTI 
PLURISTRATIFICATI 



Colture cellulari 3D possono essere mantenute in vitro in 
matrici ricostituite a base di collagene o matrigel (una matrice 

secreta da una linea cellulare tumorale, arricchita in 
componenti della lamina basale) oppure gel di acrilamide 
derivatizzati 

a formare strutture tridimensionali, che ricapitolano la 
morfologia del tessuto/organo di origine. 

	  	  	  ECM	  	  	  	  	  	  









o/e oncogene 

100x 

200x 

ingrandimento 
RNAi- oncosoppressore C C 



VANTAGGI: 

STRUTTURE CHE 
RICAPITOLANO 
L’ORGANIZZAZIONE DELLE 
CELLULE NEI TESSUTI E LE 
FUNZIONI TISSUTALI 

LIMITI: 
SCARSITA’ DI MATERIALE 
VARIABILITA’ 



Strutture 3D che si sviluppano e differenziano a partire da cellule staminali;  

consistono di tipi cellulari caratteristici di un organo derivati da SC di 
origine che si auto-organizzano attraverso la localizzazione e il 
differenziamento grazie all’inclusione in ECM e alla presenza di fattori 
solubili della nicchia staminale 

Brain 

Mammary gland 

Intestine 

Kidney 

Liver 



Mammary gland Brain 
organoid	  ;ssue	  

Ricapitolano l’organizzazione e le funzioni  
del tessuto/organo corrispondente 

Jamieson et al., Development 2017 Repic & Lancaster , Plos Blogs 2013 

VERIFICA DELLA FUNZIONALITÀ: 
Organoidi di mammella trattati con 
l’ormone prolattina secernono latte 
nel lume 



Gli organoidi possono essere derivati da 2 TIPI DI SCs 
a) Cellule staminali pluripotenti (PSCs) = embryonic stem cells (ESCs) o iPSCs 
b) ASCs = cellule staminali adulte residenti tessuto-specifiche  





S. Yamanaka + J. Gurdon: premio Nobel per la Medicina 2012 



MATERIALE DI ORIGINE: 

- ASCs singole (dissociate/purificate) 

- Porzioni di tessuto (in alcuni casi le ASCs 
necessitano di cellule di supporto per la 
crescita) 



Matrix: 
-  matrigel 
-  Specific matrix components 

Medium: 
-  Specific growth factors 

(niche): e.g. FGF, EGF, 
activators of WNT and 
NOTCH pathway 

Le cellule sono cresciute in matrici 3D che mimano la matrice del tessuto 
di origine e ricoperte con un terreno di coltura  contenente specifici fattori 
di crescita e differenziamento 

3D embedded  
culture 

Shamir & Ewald., Nat Rev MCB 2014 



Shamir & Ewald., Nat Rev MCB 2014 







Van de Wetering et al., Cell 2015 



Gli organoidi tumorali ricapitolano le caratteristiche del tumore in vitro: 
possono essere utilizzati per testare la risposta alle terapie  

e per drug screening 

The response to tamoxifen of  10 metastasis-derived BC organoids matched that of  the 
respective patients indicating the potential use of  BC organoids as predictive in vitro 
surrogates for BC in vivo. 



Organ-on-chip - The new challenge 

Dispositivi microfluidici  

composti da camere perfuse in maniera continua  

Interfacce tessuto-tessuto realizzate con membrane semipermeabili 

Simulano l’organizzazione e la funzione a livello di organo e multi-organo 

Consentono real-time imaging 



Organ-on-chip - The new challenge 

Dispositivi microfluidici  

Composti da più camere perfuse in maniera continua  

Interfacce tissutali realizzate con membrane 

Simulano l’organizzazione e la funzione a livello di organo e multi-organo 


