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ORF8 attiva il recettore IL-17RA nelle cellule epiteliali e il
conseguente innesco della risposta infiammatoria

ORF8 causa la secrezione
% di mediatori infiammatori
Infezione, lisi e \
liberazione di ORF8 )

Attivazione di
cellule immuni (macrofagi)

° o  /.-secrezione di citochine
<+—_  Infiammatorie (TNFo e IFNy)

Citotossicita tissutale



ESPERIMENTO #4:
Analisi della capacita di ORF8 di indurre reclutamento e

attivazione di cellule infiammatorie via IL17RA
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STRATEGIA SPERIMENTALE:
1) Trattamento di cellule epiteliali H1299 con proteina His-ORF8

2) Analisi dell’ attivazione di cellule immuni



ESPERIMENTO #4:

Analisi della capacita di ORF8 di indurre reclutamento e
attivazione di cellule infiammatorie via IL17RA
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RISULTATO del’ESPERIMENTO #4:
Analisi della capacita di ORF8 di indurre reclutamento e
attivazione di cellule infiammatorie via IL17RA

J

1A 1B 1C 1D 2A 2B 2C 2D

1A 1B 1D 2A 2B
NT 16,6 8,4 2,4 1,8 0,2 3,2 1 1,4 NT 16,6 8,4 1,8 0,2 3,2
IL-17 162,8 123,2 157,6 121,2 219 190,2 205 181,25 IL-17 162,8 123,2 121,2 219 190,2
Oorf8 131 117,6 67,4 139 210,25 207,4 il 24,2 orf8 131 117,6 139 210,25 207,4
Orf8 + anti- Orf8 + anti-
IL-17R 97 93,4 61,2 28,8 72,4 47,6 4,4 14 IL-17R 97 93,4 28,8 72,4 47,6
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ESPERIMENTO #4:
Analisi della capacita di ORF8 di indurre reclutamento e
attivazione di cellule infiammatorie via IL17RA
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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. Llazione pro-infiammatoria di ORF8 si esplica in parte attraverso l'interazione con il
recettore per I'lL-17.



Cosa resta da scoprire? l

Interazione di ORFS Secrezione di messaggeri

con IL-17 RA inflammatori @
His-ORFS8
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L proinflammatory cytokines

Cellula di epitelio
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= inflammazione persistente
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ESPERIMENTO #5:
Analisi della capacita dell’asse ORF8-IL17RA di indurre
citotossicita attraverso I’attivazione di cellule infiammatorie
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ANALISI della VITALITA’ e della MORTE CELLULARE ]J

Aotosis

¢ » y Necrosis




L’aumento del numero di cellule in coltura
e indice di vitalita cellulare

CURVE DI CRESCITA con Metodo 3T3/3T9
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Tripsinize,
Count & replate

Ad ogni passaggio si semina un numero costante

di cellule (9x10%)
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Curve di crescita real-time

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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e Co culture prollferatlon Count living cells in real time
5 NucLight Green labeled HT1080 :
@ NucL|ght Red labeled A549

Zer . 450+ Cell Count/mm?
< HT-1080
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& Use NucLight live cell labeling
reagents to label cell nuclei.




Valutazione quantitativa di proliferazione mediante live cell labeling

S . J
Co-culture proliferation:
NucLight Green labeled HT1080 A, \

NucLight Red labeled A549 ;l,/'

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




Saggi di vitalita cellulare che misurano I’attivita metabolica ]J

N

La vitalita cellulare pu6 essere stimata valutando I’attivita metabolica

i By
\2\ Mitochondrial /IL
@ Reductase >©

Formazan

A £\

yellow
MTT

mitochondrial

dehydrogenase

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.



Saggi MTT: procedura
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ESERCITAZIONE: Saggio di VITALITA’ CELLULARE

STRATEGIA SPERIMENTALE:
Si vuole analizzare la capacita dellasse ORF8-IL17RA di indurre citotossicita nei confronti delle
cellule del tessuto polmonare come conseguenza dell’attivazione di cellule infammatorie.

Abbiamo dimostrato che i monociti umani THP-1 si attivano in risposta a stimolazione con terreno

condizionato da cellule H1299 trattate con la proteina His-ORF-8 (vedi Saggi di chemiotassi).
Si valutera quindi 'effetto delle citochine pro-inflammatorie rilasciate dai macrofagi THP-1 (dopo
attivazione con terreno condizionato) sulla vitalita delle cellule epiteliali H1299 (polmone).

PUNTI SPERIMENTALL:

Ciascun gruppo (4 studenti) esaminera la vitalita delle cellule H1299 (linea cellulare epiteliale di
origine umana -|yng adenocarcinoma) a seguito di:
1. Esposizione a terreno condizionato di cellule THP1 attivate da cellule H1299 non trattate.
2. Esposizione a terreno di THP1 attivate da cellule H1299 trattate con IL-17 purificata (50
ng/ml) per 16 ore.
3. Esposizione a terreno di THP1 attivate da cellule H1299 trattate con proteina His-ORF8 (1
pg/ml) per 16 ore.
4. Esposizione a terreno di THP1 attivate da cellule H1299 preventivamente incubate con un
anticorpo monoclonale anti-IL17RA (1.5 ug/ml) per 8 ore e quindi trattate con His-ORF8 (1
pg/ml) per 16 ore.



Giorno 1

MATERIALE:
Cellule H1299 in piastra multi-well da 96 pozzetti, PBS, terreni condizionati dai punti sperimentali 1,
2,3,4.

PROCEDIMENTO: (ciascuno studente effettuera tutti i passaggi di seguito)

1. Prelevare dall'incubatore le cellule H1299 e scrivere sulla piastra il numero del gruppo e del
punto sperimentale.

2. LAVARE LE CELLULE CON PBS. Aspirare molto delicatamente il terreno dai pozzetti con
la P200 senza staccare le cellule. Lavare molto delicatamente i pozzetti con 0.1 ml di PBS.

3. TRATTARE LE CELLULE CON IL TERRENO CONDIZIONATO. Aspirare molto
delicatamente il PBS dai pozzetti con la P200 senza staccare le cellule. Aggiungere 0.1 mi
di terreno condizionato ad ogni pozzetto.

4. RIPORRE LE PIASTRE MULTI-WELL NELL’INCUBATORE.




Giorno 2

MATERIALE:
Incubatore per colture cellulari, bagno termostatato, microscopio rovesciato, bilancia di precisione,

PBS, DMEM, Thiazeyl Blue Tetiazliur. Bronyde, (MTT), Dimettwd sulfoxiss, (DMSO), lettore di

piastre.

PROCEDIMENTO:

1. LAVARE LE CELLULE H1299 CON PBS.
Prelevare le cellule dall'incubatore e osservarle al microscopio. Aspirare molto delicatamente

il terreno dai pozzetti con la P200 senza staccare le cellule. Lavare molto delicatamente le
cellule con 0.1 ml di PBS.

2. INCUBARE LE CELLULE CON L'MTT.
Trasferire 0.1 ml di terreno con MTT (preparato dal docente) in ognuno dei pozzetti.
Riporre le cellule in incubatore. Incubare per 1 ora.

3. DISSOLVERE | CRISTALLI DI MTT.
Prelevare la piastra dall'incubatore e verificare al microscopio che si siano formati cristalli di
MTT nelle cellule. Rimuovere completamente il terreno dai pozzetti.
Aggiungere 0.1 ml di DMSO ad ogni pozzetto e spipettare cercando di non creare bolle.

4. LETTURA DELL’ASSORBANZA AL PLATE READER.
Verificare che i cristalli si siano completamente dissolti e che la soluzione di DMSO appaia

colorata in modo omogeneo. Inserire la piastra nel plate reader e misurare |'assorbanza a
562 nm.

5. Analizzare i dati ottenuti e trarre le conclusioni in merito all'effetto delle citochine sulla vitalita
cellulare.



Saggi di vitalita cellulare che misurano I’ATP cellulare ]J
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Firefly
Luciferase
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Oxyluciferin

L’enzima luciferasi di Lucciola (Photinus pyralis)

catalizza I’ossidazione ATP-dipendente del substrato luciferina.
La reazione &€ accompagnata dall’emissione di luce visibile =
chemiluminescenza.




Vantaggi:

la luce emessa é direttamente proporzionale alla concentrazione
di ATP e di enzima (ampio range di linearita).

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

Cellule e tessuti di mammifero hanno bassa luminescenza
intrinseca: ridotto background.
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Saggi di vitalita cellulare che misurano I’ATP cellulare
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ANALISI DELLA MORTE CELLULARE ﬂ

Aotosis

g - Necrosis

Autophagy

vescicolazione lisi cellulare

formazione
di autofagosomi
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TIPI DI MORTE CELLULARE |

Healthy cell
@ Apoptosis Autophagy @ Necrosis & regulated necrosis

(pyroptosis etc)

Lysosome

Autophagosome

Cell shrinkage and Formation of autophagosome Swelling of the cell
membrane blebbling and lysosome and organelles
O

Vacuoles Q\ ,
y @,
o 1
.. ()
Autolysosome Q- et
(lysosome + O
O Nz
autophagosome)
Formation of Cytoplasmic Rupture of the

apoptotic bodies vacuolation cell membrane



Apoptosi: via estrinseca e via intrinseca ]J

Segnale di morte extracellulare

—TNF

Recettore del TNF

Citosol

_—Adattatore

————Caspasi-8

/ wvazione di Bid
IS
=D

am—
Attivazione della
caspasi effettrice

Segnale di morte intrinseco

Mitocondrio

Attivazione
della
caspasi-9

\/—\—
’ ==

Attivazione
della caspasi
effettrice
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Sequenza di eventi dell’apoptosi

Superficie
Cellula normale esterna

i della cellula
Frammentazione del DNA
Condensazione :
della cromatina

Frammentazione del nucleo

1

Fosfatdilserina

O

Recettore

S

Frammentazione della cellula

Cellula fagocitica




APOPTOSI: diversi SAGGI valutano diversi EVENTI

&ﬁgﬂﬂ’% Esposizione di
M fosfatidilserina
Attivazione

di caspasi

Permeabilizzazione

mitocondriale S he I
]
|

< *i‘,*’ % I
® ox X P |

% % 7]

! 1
:a q ¥ S ooy p————

Frammentazione
del DNA
Saggio TUNEL



Saggi di permeabilizzazione mitocondpriale live (via intrinseca)

colorazione vitale con coloranti mitocondriali la cui fluorescenza cambia
da: rosso (aggregato) - verde (monomero)

Mitochondrial depolarization

JC-1

JC-1
aggregates

Healthy cells Apoptotic cells
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Saggi di permeabilizzazione mitocondriale (live)

colorazione vitale con coloranti mitocondriali la cui fluorescenza cambia
da: rosso (aggregato) - verde (monomero)

31



La morte cellulare “infiammatoria” l

SARS-CoV-2
Infection

Inflammatory Cell Death

Cytokine Storm
Innate o
Immunity Cytokines g e
IL-6%4 J & g % °
° . > - @
o8- WV, Se% : ¥
| = * @ e = IL-1p TNEC qare——n
0 A o R < IFN.yo o e O—
b IL- W it
15 ) . & /ﬁ
' \\‘\ ’///
\\\ / 4
Cytokine Shock Syndromes b >l
« Viruses: SARS, MERS, Influenza : l
« Bacteria: Staphylococci, Streptococci
* HLH Cytokine Shock
* Other cytokine storm-mediated shocks Syndromes
Cytokine Shock Syndromes Markers ) l , ,
Ferritin 1 Beells | RBC ° l l l l l l l
LDH 1 Tcels | HCT ° ¥
ALT 1 Platelets | Hb 7 . 5
AST 't PCT | o o
BUN t
ARDS

(Local) Multi-Organ Failure (Systemic)



Morte cellulare infiammatoria: perdita dell’integrita di membrana ﬂ

Propidio ioduro

L DAP] P
HN— 4 #—NH;
=N+ CH,
/= (CH);N-CyHs
; C,H¢ c
Propichium odide o
O
\ L
~NONL DNA intercalation -~
I red flucrescence -~
'
iy
8
'
—
-
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Lintegrita della membrana plasmatica viene persa durante il

processo di morte inflammatoria :
il Pl puo penetrare solo in tali cellule

J




Morte cellulare inflammatoria: attivazione di caspasi

Saggi di attivazione di CASPASI (sia live che in cellule fissate)

IncuCyte™ Caspase-3/7

Reagent
— DEVD peptide

——DNA binding dye

— DEVD recognition motif

T—Plasma membrane

— Caspase-3/7

(activated)

Apoptotic
cell

Healthy
cell —r—Cytoplasm
DNA binding dye
— Nuclear DNA
— Nucleus

IncuCyte™ Caspase-3/7 Reagent
Added to Media

No fluorescence in the presence of

healthy cells. The Caspase-3/7 Reagent
freely crosses the cell membrane and is
non-fluorescent and non-DNA binding,.

Apoptotic Cell Death and

Caspase-3/7 Cleavage

Activated caspase-3/7 cleaves the Caspase-3/7
Reagent at the DEVD recognition motif, releasing
a DNA binding dye that fluorescently labels the
nuclear DNA of apoptotic cells.

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
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Saggi cell-based: SCELTA DELLO STRUMENTO

* Microscopia a fluorescenza (live o fixed)

« Citofluorimetria (live o fixed)
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Valutazione realtime mediante live cell labeling

IncuCyte® live-cell analysis system

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



Valutazione realtime di apoptosi mediante live labeling

https://www.youtube.com/watch?v=FidPF2EJbOlI

Automatically measure the time course of caspase-3/7 mediated apoptosis
Images and data generated with Test: TNFa

the IncuCyte® live-cell analysis system

400 4 Caspase-¥7 Red
object count
(per mm?)

i’ Test: TNFa

Control: No TNFa

100 4

Control: No TNFa

Real-time detection of apoptosis in Green labeled MDA-MB-231 human breast
adenocarcinoma cells treated with TNFa and cycloheximide.

Apoptotic cells are labeled red using Caspase-3/7 Red Reagent. Apoptotic cells are
guantified in real time using the IncuCyte Live-Cell Analysis System. 37



SAGGIO TUNEL (TdT-mediated dUTP Nick End Labelling)

(cellule/tessuti fissati); microscopia/FACS

Marcatura delle estremita dei frammenti di DNA generati durante il w

processo apoptotico con dUTP coniugato ad un fluorocromo R TN

AP AP AP

(ad es. FLUORESCEINA verde = FITC). "o o |
Viene fornito I’enzima terminal desossinucleotidil transferasi (TdT) o

La fluorescenza puo6 poi essere visualizzata al microscopio,

oppure mediante lettore o FACS

Il DNA & contro-colorato con Propidio loduro (rosso) per visualizzare tutti i nuclei 38



Saggi di esposizione di fosfatidilserina: ANNEXINA V
(sia cellule vitali che fissate)

Le cellule apoptotiche espongono fosfatidilserina (PS) sul foglietto esterno
della membrana plasmatica. Lannexina V lega la PS.

Visualizzazione della PS mediante colorazione con ANNEXINA V coniugata a
un fluorocromo (qui FITC)

T H @ 90

' ‘ Annexin V Reagent
Q Q O D o Phosphatidylserine (PS)—

Plasma membrane

| Healthy cell Apoptotic cell
IncuCyte™ Annexin V Reagent Added Apoptotic Cell Death and
to Media PS Externalization —
No fluorescence in the presence of Exposure of PS on the extracellular surface
healthy cells that have PS located on the leads to binding of the Annexin V Reagent

inner surface of the cell membrane. and a bright fluorescent signal. 39



Visualizzazione della cinetica di apoptosi mediante
saggi multipli in live cell labeling

https://www.youtube.com/watch?v=rs1Je-8Y3Po

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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CITOFLUORIMETRO:

Ultrasonic transducer Cell suspension
(forms droplets) \. P :
' ) v'/ -, Sheath fluid

Nonfluorescent cell

Fluorescent light R ""_,v/ _a
detector ' - i
ey Fluorescent cell
A—K‘f‘r -
) 4"?\\(\" 4 Q'Vi .
\ { ) Scattered light
. [i

b detector
Barrier filter

e Nozzl
./ ozzle

% Fluid droplets
= Deflector plates

Laser beam '/\\f
~ l |

Laser light
source B

Aspirator to
o collect droplets
oo with no charge

. $ oL ‘;. ) Sorted charged
.} b Drops with i 3° ov'/ droplets containing
Fluorescent cells a fluorescent cell
lesser charge d@o.& .
Drops with

greater charge

* Nonfluorescant cell

7 Fluorescent cell
droplets

® Nonfluorescent
cell droplet

Il citofluorimetro valuta:

- numero di cellule

- forma cellulare

- intensita di fluorescenza

= Si puo effettuare una
colorazione con :

sostanze fluorescenti compresi

intercalanti degli acidi
nucleici e anticorpi
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Lo strumento produce diversi tipi di output:

1) istogrammi, in cui ’intensita di fluorescenza é riportata
in funzione del numero di cellule

numero di cellule

intensita di fluorescenza

44



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

e ogni dot rappresenta una cellula

DOT PLOT

BrdU

% cellule proliferanti

DAPI

DNA+BrdU
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Valutazione quantitativa di apoptosi mediante citofluorimetria

Ultrasonic transducer
(forms droplets) \, a—

Nonfluorescent cell =
Fluorescent light
detector (3
S Fluorescent cell 7
ﬁ" 4 y
N \\ h‘;," /.

V'AJ\ :‘ I'

Barrier filter -,

‘ol -~ Noazzle

source

Laser beam . "\ﬂ
|

Laser light —_

[ KEY
e
} Fluorescent cells

* Nonfluorescant cell

.} Fluorescent cell

droplets

® Nonfluorescent
cell droplet

lesser charge

oL o
oo 0°
Drops with __—"& "'.;<

37 Fluid droplets

Cell suspension
", Sheath fluid

Scattered light
detector

Deflector plates

Aspirator to
collect droplets
with no charge

Sorted charged
droplets containing
a fluorescent cell

Drops with
greater charge

= Sipuo 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)
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Valutazione quantitativa di apoptosi mediante citofluorimetria

Si puo effettuare una colorazione con sostanze fluorescenti (es. JC1)

e conta delle cellule rosse/verdi

Ultrasonic transducer Cell suspension
(forms droplets) \ )

~, Sheath fluid
Nonfluorescent cell »
Fluorescent light -
detector \
Ny Fluorescent cell <
L 2
S O
{ ' ) Scattered light
- D detector
Barner fllter ) 4 i’

' Nozzle
[? Fluid droplets

Deflector plates

I‘ f,v’
Laser beam e ﬂ)u

aser light v '
source T s B I. Aspirator to
sy 4 collect droplets
| .4 with no charge
o oo..
[ KEY )

°°‘;. o Sorted charged
T 3 droplets containing
Drops with 0&0'77
lesser charge o@o.& a fluorescent cell
Drops with

greater charge

L J
} Fluorescent cells
* Nonfluorescant cell

: Fluorescent cell
droplets

o Nonfluorescent

L cell droplet

FL2-H

10

10 LE

10!

loll

Negative control (non-induced)

10"

LGl

10!

1o

10° 10° 107 10° 10°
FL1-H

Apoptotic (induced)




ANALISI MULTIPARAMETRICHE
di popolazioni cellulari eterogenee

FITC-labeled antibody A

7

Cell

&

i

PE-labeled antibody B

b o - - - - - — — — o

1) Cells not expressing either A or B
2) Cells expressing only B

3) Cells expressing only A

4) Cells expressing both A and B

A 4
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Esempio: immunofenotipizzazione di popolazioni linfocitarie

PE-labeled anti-CD8 antibody

FITC-labeled anti-CD4 antibody

A v
7 ® [ @ 1) Cells not expressing either CD8 or CD4
_ 2) Cells expressing only CD8 --- Cytotoxic T cells
=1 ; 3) Cell expressing only CD4 --- Helper T cells
. 4) Cells expressing both CD8 and CD4
’ S TE T
i o
e iy i~y Sample: mouse splenocytes

>
FITC-labeled anti-CD4 antibody
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Distinzione del tipo di morte cellulare mediante CF:
Annexina + Propidio loduro o Sytox green

o
. K ke o
. °yg © o
La?e Apoptotic
Apoptotic "\@ /Necrotic ¢°
o
B - Phosphatidyl serine @ = P! K =AnnexinV.

Lintegrita della membrana plasmatica viene persa durante il

processo di morte inflammatoria:
il colorante pu6 penetrare nella cellula




FLUORESCENCE-ACTIVATED CELL SORTER -FACS
per I’ immunopurificazione di popolazioni cellulari
mediante anticorpi specifici per antigeni di superficie.

Y

¥
S *
P 4% g\ ./% P




Popolazione cellulare eterogenea

o

Marcatura con anticorpi per
antigeni di membrana

PE-labeled anti-CD8 antibody

-

h
3 1)
@ @
. 2)
& Vi ey
o] = 4
S 7 . )
‘31‘ C’Pﬁ'fc ‘@'_,:m.'
B S
] M
3 MR AL | VTN T Ty
1060 10e1 1002 1083 1004

.

FITC-labeled anti-CD4 antibody
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Cell suspension

Ultrasonic nozzle vibrator °
(forms droplets) o
L ]

Small groups of drops negatively
charged due to detection of single —{_ &
fluorescent cell Smoll groups of drops positively charged
due to detection of single nonfluorescent cell

-2000 V y Y+2000 v

Cell collector e, Cell collector
AN

Flask for undeflected droplets



Alternativa: immunopurificazione magnetica

Uso di anticorpi specifici per antigeni di superficie
coniugati a microbeads magnetiche.

-
@w@
[




Magnetic labeling

O
Ooof

Magnetic separation

Elution of the labeled cells
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Altri metodi e saggi per I’analisi della proliferazione cellulareﬂ




Identificazione/quantificazione di cellule in fase S
mediante analisi della neo sintesi del DNA

" Nucleic Acid Labeling

"Pulse” by adding the S-ethynyl-2'- e i )
deoxyuridine nucleotide to the Click-IT™" Reaction
media while cells are growing Fluorescently labeled EdU

Fluorophor-Azide
£ —

GCGAC Cu(l)

CeII Nuclei Labeling

The nuclei of proliferating cells
will fluoresce with the chosen
fluorophor.

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 57

con anticorpo (BrdU)



ANALISI del CICLO CELLULARE al CITOFLUORIMETRO ]J

Il CONTENUTO di DNA di ciascuna cellula varia durante la progressione del
ciclo cellulare: mediante citofluorimetria € possibile analizzare singole cellule
di una popolazione valutandone il contenuto di DNA

G1
2n

S G2 M
2n>4n ‘ 4n ‘ 4

n>2n

numero di cellule

2n 2n>4n 4n

cellule
in fase (31

1

cellule nelle
fasi G, e M
i

cellule
in fase S

1 2
Quantita di DNA per cellula (unita arbitrarie)
G0/G1 S G2/M 58

2n 2n>4n  4n>2n



COME POSSIAMO MISURARE IL CONTENUTO DI DNA? JJ

Si fissano e permeabilizzano le cellule e quindi si incubano
con propidio ioduro (intercalante del DNA).

La quantita di fluorescenza emessa da una singola cellula
e direttamente proporzionale al suo contenuto di DNA.
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ANALISI del CICLO CELLULARE al CITOFLUORIMETRO:

ANALISI del CONTENUTO DI DNA CELLULARE
< J

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

in ciascuna cellula I’intensita di fluorescenza é proporzionale alla quantita di DNA

cellule
in fase G1

(L

G1 S G2 M
2n 2n>4n ‘ 4n ‘ 4n>2n

cellule nelle
fasiG, e M
(|

cellule
in fase S

numero di cellule

quantita relativa di DNA per cellula

(unita arbitrarie)

G0/G1 S G2/M
2n 2n>4n  4n>2n

intensita di fluorescenza 60



- Es. ARRESTO PROLIFERATIVO DI CELLULE IN COLTURA

1 %G1 =54.14 %G1= 73.86
400 - %S =33.77 %S = 15.85
I %G2 =8.44 %G2 =2.94
. 300 -
o
© 200
. : k‘%
0 - T p— — L 4 T T T T
0 200 400 600 800 1K 0 200 400 600 800 1K
FL2-A FL2-A
© 61



Analisi REALTIME del ciclo cellulare — Sistema FUCCI JJ

FUCCI: Fluorescent Ubiquitination-based Cell Cycle Indicator

Apccdhl

1

mAG1-Geminin

Cdtl: DNA replication liceensing factor
Geminin: inhibitor of Cdtl
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