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-Saggi di tumorigenicità 
-Saggi di disseminazione e colonizzazione metastatica 
-Studi molecolari e farmacologici 



Problema: 
visualizzare cellule in vivo. 

Strategia: 

Utilizzo di un gene reporter clonato a valle di un  
promotore COSTITUTIVO 



Promotore 
Es. CMV  

Gene Reporter 

MCS 

ORI 
Amp 

Trasfezione/infezione/CRISPR 

Espressione della  
proteina nelle cellule 

in cui è inserito il 
costrutto reporter 

(in vitro, in vivo, ex vivo) 

Visualizzazione  
in situ 

Gene reporter clonato a valle di un promotore COSTITUTIVO 





Iniezione/ingestione del substrato, inserimento in dark box e misurazione 
della luce emessa mediante BMI (CCD camera) 





Cellula tumorale 

MCS 

ORI Amp 

Reporter GFP promotore 

Trasfezione  
stabile 

Trapianto 

analisi 



Dual-color MMT cells with GFP in the cytoplasm and RFP in the nucleus, 
growing in the liver of  a CFP nude mouse after splenic injection 





apoptosi necrosi 

vescicolazione lisi cellulare 

autofagia 

formazione  
di autofagosomi 







apoptosoma 

Permeabilizzazione mitocondriale Attivazione delle caspasi 



Cistein-proteasi che tagliano a monte di un residuo di Asp 



Il processo di apoptosi è accompagnato da specifici cambiamenti: 

•  depolarizzazione e permeabilizazione mitocondriale (via intrinseca) 

•  Attivazione di caspasi 
•  alterazioni della membrana plasmatica 
•  frammentazione del DNA 
•  vescicolazione (bubbling) 

Pertanto è possibile identificare le cellule apoptotiche (e le diverse fasi del 

processo) mediante reazioni specifiche 

Saggi di apoptosi 



Frammentazione  
del DNA 
Saggio TUNEL 

Esposizione della PS 

MOMP     

Attivazione  
delle caspasi 

picnosi 



Saggi di permeabilizzazione mitocondriale 
(cellule non fissate) 

 colorazione vitale con molecole indicatrici (colorante cationico JC-1) la cui 
fluorescenza cambia da:  

 rosso (aggregato) - verde (monomero) 



Permeabilizzazione mitocondriale: 
 colorazione vitale con molecole indicatrici la cui fluorescenza cambia da:  
 rosso (aggregato mitocondriale) - verde (monomero citoplasmatico) 

Saggi di permeabilizzazione mitocondriale 
(cellule non fissate) 



Le cellule apoptotiche espongono fosfatidilserina (PS) sul foglietto 

esterno della membrana plasmatica. L’annexina V lega la PS 

Visualizzazione della PS mediante colorazione con ANNEXINA V 

coniugata a FITC  

Saggi di esposizione di fosfatidilserina: ANNEXINA V 

(cellule vitali o fissate) 



1)  Permeabilizzazione mitocondriale: 
 (molecola fluorescente verde) 

2)  Alterazioni della membrana  
       plasmatica: 
       Esposizione della fosfatidilserina 

 (Annexin-RITC rosso)  
 e vescicolazione 

3)  Frammentazione del nucleo: 
       DNA colorato con DAPI blu 



saggio di attivazione di CASPASI EFFETTRICI	
  

Molecola con sito di taglio per le caspasi 3/7,  il taglio libera: 
•  un colorante fluorescente che si intercala al DNA, oppure 
•  una molecola chemiluminescente 
•  … 

(cellule vitali o fissate) 



Il DNA è contro-colorato con Propidio Ioduro (rosso) per visualizzare tutti i nuclei 

Marcatura delle estremità dei frammenti di DNA generati durante il  

processo apoptotico con dUTP coniugato ad un fluorocromo  

(ad es. FLUORESCEINA verde = FITC). 

Viene fornito l’enzima terminal desossinucleotidil transferasi (TdT) 

La fluorescenza può poi essere visualizzata al microscopio,  

oppure mediante lettore o FACS 

SAGGIO  TUNEL   (TdT-mediated dUTP Nick End Labelling) 

(cellule fissate)  



Diverse modalità di indagine: 

•  Microscopia a fluorescenza 

•  Lettura di fluorescenza realtime 

•  Citofluorimetria 



Valutazione quantitativa di apoptosi mediante lettore realtime 



h#ps://www.youtube.com/watch?v=FidPF2EJb0I&feature=youtu.be	
  

Valutazione quantitativa di apoptosi mediante lettore realtime 



  Si può effettuare una 
colorazione con : 

1.  opportuni anticorpi 
primario e secondario 
(coniugato con 
fluorocromo) 

2.  sostanze fluorescenti che 
legano specifiche molecole 
cellulari (es. Annexina V)   

3.  Substrati fluorescenti per 
le caspasi 

4.   intercalanti degli acidi 
nucleici (PROPIDIO 
IODURO ) 

Valutazione quantitativa di apoptosi mediante citofluorimetria 



Le cellule vengono risospese, fissate e  permeabilizzate e poi incubate con 
PROPIDIO IODURO per colorare il DNA (fluorescenza rossa): 

l’intensità di fluorescenza è proporzionale alla quantità di DNA  

in ciascuna cellula 
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Analisi del contenuto di DNA di singole cellule 
mediante colorazione con PI e citofluorimetria (cellule fissate) 



Cellule in crescita asincrona 

Controllo 

Cellule in apoptosi 

I corpi apoptotici hanno contenuto di DNA inferiore a 2n 



autofagia apoptosi necrosi 

formazione  
di autofagosomi 

vescicolazione lisi 



Al contrario dell’Hoechst il PI entra solo se la membrana plasmatica non è integra 





Distinzione apoptosi/necrosi mediante citofluorimetria:  

incubazione con Annexina V e Propidio Ioduro  

(su cellule NON permeabilizzate) 

Annexina V 

P
I 

No apoptosis Early apoptosis 

Late apoptosis Necrosis 



LC3	
  



IF: LC3






Analisi dell’ effetto di una proteina X sulla morte cellulare 

1.  È necessario SOVRA-ESPRIMERE la proteina X  

2.  È necessario predisporre un esperimento di CONTROLLO 

3.   Analizzare la differenza tra le due popolazioni cellulari in termini di apoptosi 

Clonaggio del cDNA X in un vettore di espressione 

Trasfezione delle cellule (transiente o stabile) 

Trasfezione 

promotore  
MCS 

ORI Amp 

Gene X 


