


Infezione, lisi e 
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Attivazione di 
cellule immuni (macrofagi) 
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STRATEGIA SPERIMENTALE:

1) Trattamento di cellule epiteliali H1299 con proteina His-ORF8

2) Analisi dell’ attivazione di cellule immuni
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1A 1B 1C 1D 2A 2B 2C 2D

NT 16,6 8,4 2,4 1,8 0,2 3,2 1 1,4

IL-17 162,8 123,2 157,6 121,2 219 190,2 205 181,25

Orf8 131 117,6 67,4 139 210,25 207,4 1 24,2
Orf8 + anti-
IL-17R 97 93,4 61,2 28,8 72,4 47,6 4,4 1,4
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Conclusioni principali degli esperimenti di chemiotassi:
1. Le citochine secrete da cellule epiteliali attivate da ORF8 inducono la maturazione di 

Monociti in Macrofagi e la loro migrazione nella cameretta di Boyden nella direzione del 
gradiente;

2. L’azione pro-infiammatoria di ORF8 si esplica in parte attraverso l’interazione con il 
recettore per l’IL-17.
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Ad ogni passaggio si semina un numero costante
di cellule (9x105)

Dopo 3 gg si contano le cellule per capire se c’è
stata proliferazione

Si riporta in grafico il raddoppio della
popolazione
PD = log2 (Nf/N0)
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Tripsinize,
Count & replate

Etc.

Tripsinize,
Count & replate

CURVE DI CRESCITA con Metodo 3T3/3T9 



https://www.youtube.com/watch?v=WaFp5_cArdk

2 diversi tipi cellulari sono colorati con specifici coloranti nucleari 
fluorescenti e cresciuti in co-coltura, quindi lo strumento effettua la conta 
del numero di cellule nel tempo.
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Curve di crescita real-time



Valutazione quantitativa di proliferazione mediante live cell labeling

Green labeled HT-1080 fibrosarcoma cells were grown in co-culture with Red 
labeled A549 lung carcinoma cells. 



Un substrato solubile (sale di tetrazolio - giallo) viene convertito in un 
prodotto insolubile (formazan - viola) a seguito del trasferimento di elettroni
da parte di riduttasi mitocondriali.

La vitalità cellulare può essere stimata valutando l’attività metabolica











L’enzima luciferasi di Lucciola (Photinus pyralis)
catalizza l’ossidazione ATP-dipendente del substrato luciferina.

La reazione è accompagnata dall’emissione di luce visibile = 
chemiluminescenza.
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Vantaggi:

la  luce emessa è direttamente proporzionale alla concentrazione

di ATP e di enzima (ampio range di linearità).

la  luce emessa può essere misurata con un luminometro (a singolo 
raggio o a piastra) che ha elevata sensibilità.

Cellule e tessuti di mammifero hanno bassa luminescenza 

intrinseca: ridotto background.



Strumento: 
luminometro
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vescicolazione lisi cellulare

formazione
di autofagosomi







& regulated necrosis
(pyroptosis etc)



Segnale di morte intrinsecoSegnale di morte extracellulare
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Frammentazione
del DNA
Saggio TUNEL

Esposizione di 
fosfatidilserina

Permeabilizzazione
mitocondriale

Attivazione
di caspasi
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Saggi di permeabilizzazione mitocondriale live (via intrinseca) 

colorazione vitale con coloranti mitocondriali la cui fluorescenza cambia 

da: rosso (aggregato) - verde (monomero)
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Saggi di permeabilizzazione mitocondriale (live)
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colorazione vitale con coloranti mitocondriali la cui fluorescenza cambia 

da: rosso (aggregato) - verde (monomero)





Propidio ioduro



Saggi di attivazione di CASPASI

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

(sia live che in cellule fissate)
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• Microscopia a fluorescenza (live o fixed)

• Citofluorimetria (live o fixed)
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IncuCyte® live-cell analysis system

https://www.sartorius.com/en/products/live-
cell-imaging-analysis/live-cell-analysis-
instruments#id-819590

Valutazione realtime mediante live cell labeling



Valutazione realtime di apoptosi mediante live labeling
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https://www.youtube.com/watch?v=FidPF2EJb0I

Real-time detection of apoptosis in Green labeled MDA-MB-231 human breast 
adenocarcinoma cells treated with TNFα and cycloheximide. 
Apoptotic cells are labeled red using Caspase-3/7 Red Reagent. Apoptotic cells are 
quantified in real time using the IncuCyte Live-Cell Analysis System.



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/tessuti fissati); microscopia/FACS
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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 

un fluorocromo (qui FITC)

Saggi di esposizione di fosfatidilserina: ANNEXINA V

(sia cellule vitali che fissate)
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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
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https://www.youtube.com/watch?v=rs1Je-8Y3Po





Il citofluorimetro valuta:
- numero di cellule
- forma cellulare
- intensità di fluorescenza 

§ Si può effettuare una 
colorazione con :

sostanze fluorescenti compresi 
intercalanti degli acidi 
nucleici e anticorpi
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Annexina V

P
I
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Early apoptosis

pyroptosis

Necrosis
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intensità di fluorescenza
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1) istogrammi, in cui l’intensità di fluorescenza è riportata 
in funzione del numero di cellule

Lo strumento produce diversi tipi di output:



DAPI

B
rd

U
DOT PLOT

2. dot plot, in cui un parametro è riportato in funzione di un altro 
(es. fluorescenza rossa vs fluorescenza verde)

e ogni dot rappresenta una cellula
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% cellule proliferanti



§ Si può effettuare una 
colorazione con :

1. sostanze fluorescenti (es. 
Annexina V, JC1)

2. substrati fluorescenti per 
le caspasi

3. intercalanti fluorescenti 
degli acidi nucleici 
(PROPIDIO IODURO )

Valutazione quantitativa di apoptosi mediante citofluorimetria
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Si può effettuare una colorazione con sostanze fluorescenti (es. JC1)
e conta delle cellule rosse/verdi

Valutazione quantitativa di apoptosi mediante citofluorimetria
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ANALISI MULTIPARAMETRICHE
di popolazioni cellulari eterogenee
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PE-labeled anti-CD8 antibody

FITC-labeled anti-CD4 antibody

Esempio: immunofenotipizzazione di popolazioni linfocitarie
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Marcatura con anticorpi per 
antigeni di membrana

Popolazione cellulare eterogenea
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Uso di anticorpi specifici per antigeni di superficie 
coniugati a microbeads magnetiche.
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Le cellule in FASE S possono essere MARCATE aggiungendo al mezzo di 
coltura un analogo della timidina: es. BrdU = 5-bromo desossiuridina
oppure EdU = 5-ethynyl desossiuridina
che possono essere coniugati a un fluoroforo (EdU) oppure riconosciuti 
con anticorpo (BrdU)
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G1
2n

S
2n>4n

G2
4n

M
4n>2n

Il CONTENUTO di DNA di ciascuna cellula varia durante la progressione del 
ciclo cellulare: mediante citofluorimetria è possibile analizzare singole cellule 

di una popolazione valutandone il contenuto di DNA
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2n 2n>4n 4n

Quantità di DNA per cellula (unità arbitrarie) 
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La quantità di fluorescenza emessa da una singola cellula

è direttamente proporzionale al suo contenuto di DNA.

Si fissano e permeabilizzano le cellule e quindi si incubano
con propidio ioduro (intercalante del DNA).
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Le cellule vengono tripsinizzate, risospese, permeabilizzate e poi incubate con 
PROPIDIO IODURO per colorare il DNA (fluorescenza rossa):

in ciascuna cellula l’intensità di fluorescenza è proporzionale alla quantità di DNA 
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G1
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Cdt1: DNA replication liceensing factor
Geminin: inhibitor of Cdt1

FUCCI: Fluorescent Ubiquitination-based Cell Cycle Indicator




