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ESERCITAZIONE: TRASFEZIONE di cellule in coltura con calcio-fosfato.

MATERIALE: 

· Hepes 250 mM (pH 7) soluzione stock; 

· Na2HPO4 150 mM soluzione stock;

· NaCl 2.8 M soluzione stock;

· NaOH 1M e HCl 1N per portare a pH; 

· pH-metro, filtri di nitrocellulosa da 0,2m, siringa da 10 ml;

· soluzione di CaCl2 2.5M, H2O sterile; 

· Provette Falcon da 50 ml, pipette da 5 e 10 ml, provette Eppendorf, micropipette e puntali sterili.
· DNA da trasfettare
Costrutti generati clonando diversi cDNA in fusione con il TAG HA nel vettore di espressione pCDNA3 (vedi mappe). Concentrazione 100 ng/l.

· Cellule da trasfettare, seminate su 2 vetrini coprioggetto in capsula Petri da 60 mm: 

293T (linea cellulare ad elevata efficienza di trasfezione)

U2OS (linea cellulare ad efficienza di trasfezione media)

PROCEDIMENTO (si effettua sul banco fino al punto 6):

1) Ciascun gruppo (2-8 persone) dovrà preparare 20 ml di tampone HBS 2x (NaCl 280 mM, Na2HPO4 1.5 mM, Hepes 50 mM) in una provetta Falcon da 50 ml. Portare il volume della soluzione a 19 ml circa, poi portare a pH 7.12 (7.10-7.15), infine portare il volume a 20 ml, sterilizzare filtrando con filtro da 0,2m e siringa in una nuova provetta da 50 ml.

2) Ogni studente dovrà allestire 1 trasfezione: 

Prelevare il volume di DNA necessario per ottenere 3 g e porlo in una provetta da 1,5 ml. Diluire il DNA ad un volume finale di 225 l con H2O sterile, aggiungere 25 l di CaCl2 2.5M e mescolare spipettando.
3) In un’altra provetta da 1.5 ml mettere 250 l di tampone HBS 2x. 
4) Con la p20, trasferire goccia a goccia la soluzione di DNA nell’HBS, introducendovi delle bollicine d’aria con la p200 (l’insegnante vi mostrerà come fare). 

5) Attendere 10 minuti la formazione dei precipitati.
6) Nel frattempo, accendere la cappa e mettervi i puntali blu sterili e la p1000. Dopo aver osservato le cellule al microscopio, con la p1000 aggiungere goccia a goccia i precipitati (500 l totali) nella capsula Petri, effettuando un movimento a spirale. Osservare la comparsa dei precipitati al microscopio, quindi riporre nell’incubatore.

