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ESERCITAZIONE: 

SAGGI DI ATTIVITÀ’ DEL REPORTER CON IL SISTEMA 

LUCIFERASI / RENILLA LUCIFERASI

MATERIALE: 

Cellule trasfettate per l’esperimento di transattivazione (vedi esercitazione precedente) in capsule Petri Multi-pozzetto da 24 pozzetti (1 cm), PBS, scrapers (opzionale), tampone di lisi, agitatore orbitante, ghiaccio secco. Substrati per la luciferasi di Lucciola e di Renilla, provette Eppendorf da 1.5 e da 2 ml, micropipette e puntali, luminometro.

PREPARAZIONE DEI LISATI PROTEICI:


•
24 ore dopo la trasfezione, prendere le capsule Petri, aspirare il terreno e fare 3 lavaggi delicati con PBS (1 ml ciascuno), facendo attenzione a non staccare le cellule.


•
Aspirare bene tutto il PBS inclinando la Petri, e versare sulle cellule 100 l di tampone di lisi. Incubare a TA per 15 minuti in agitazione, poi congelare ponendo la capsula Petri in ghiaccio secco per 15 minuti o nel freezer (anche per giorni).


•
Scongelare (in questo modo si rompono le membrane congelate) e raccogliere le cellule lisate con uno scraper, trasferirle in una provetta Eppendorf da 1.5 ml, spipettare con la p200 per favorire ulteriormente la lisi e e centrifugare per 5 minuti a 13.000 rpm per separare l’estratto proteico (surnatante) dalle membrane cellulari (pellet), poi trasferire il surnatante in una nuova provetta da 1.5 ml. 

SAGGIO ENZIMATICO: 


•
Programmare il luminometro per 2 letture successive, predisponendo un tempo di delay di 3 secondi, seguito da una lettura della durata di 15 secondi.


•
Aliquotare 20  di substrato L (Luciferina - tappo VERDE) in 3 provette da 2 ml per la lettura al luminometro.


•
Al momento della misurazione (e non un secondo prima perché l’emissione di luce avviene istantaneamente!!!), pipettare 4  di lisato proteico dal primo campione (trasfezione 1) in una provetta contenente il substrato, mescolare spipettando (senza fare schiuma) ed inserire il tubo nel luminometro. Far partire la lettura.


•
Completata la prima lettura, estrarre la provetta dal luminometro ed aggiungervi 20  del substrato C (Celenterazina - tappo BLU), quindi effettuare la seconda misurazione. Il luminometro registra i valori di attività del primo e del secondo reporter, e calcola automaticamente il rapporto tra i due.


•
Proseguire allo stesso modo per i campioni successivi (trasfezioni 2-4).


•
Alla fine, si possono confrontare i risultati dei diversi esperimenti di transattivazione, già normalizzati per la relativa efficienza di trasfezione.

CONCLUSIONI:

Sulla base dei risultati ottenuti, trarre le debite conclusioni sulle conseguenze della sovraespressione del fattore di trascrizione sull’attività trascrizionale di un suo gene bersaglio, sull’effetto della sovraespressione di un suo co-fattore trascrizionale, nonché del blocco della sua maturazione a livello del reticolo endoplasmatico. Ipotizzare i possibili meccanismi molecolari alla base dei risultati ottenuti, e pianificare degli esperimenti volti a verificare le ipotesi formulate.

