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Analisi dell’ effetto di un gene X sulla proliferazione
cellulare

Domanda scientifica:

il gene X ha un effetto sulla proliferazione cellulare?



Analisi dell’ effetto di un gene X sulla proliferazione
cellulare

Strategia sperimentale

E necessario scegliere un Sistema cellulare modello

E necessario modulare I’espressione di X - es SOVRA-ESPRIMERE nelle cellule scelte
E necessario predisporre un esperimento di CONTROLLO
E necessario DISTINGUERE le cellule trasfettate

Analizzare la differenza tra le due popolazioni cellulari in termini di proliferazione

mediante un opportuno SAGGIO



Strategia sperimentale

Step 1

Clonaggio del cDNA X in un vettore di espressione (in frame con un TAG)

TAG Gene X Trasfezione
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Step 2

Identificazione di un opportuno modello cellulare, progettazione
dell’esperimento (includendo gli opportuni controlli) e trasfezione delle
cellule (transiente o stabile) con il vettore generato



Progettazione dell’esperimento

A- CONTROLLO vettore vuoto pcDNA3-TAG

B- SOVRAESPRESSIONE cDNA X vettore pcDNA3-X-TAG
TAG

A Trasfezione

promotore

Amp ORI

TAG Gene X
]

Trasfezione

promotore

Amp ORI




Esperimento: analisi dell’effetto del gene/proteina X
sulla proliferazione cellulare
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Il TAG GFP permette di identificare e quantificare facilmente il numero
di cellule trasfettate



SAGGIO DI PROLIFERAZIONE: visualizzazione della neosintesi di DNA
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Le cellule in FASE S possono essere MARCATE aggiungendo al mezzo di
coltura un analogo della timidina: BrdU = 5-bromo desossiuridina

Le cellule che hanno incorporato la BrdU (in fase S) possono essere poi
IDENTIFICATE mediante immunofluorescenza con un anticorpo anti-BrdU
e ed un anticorpo secondario coniugato ad un fluorocromo (es. RITC)



Incubazione di tutte le cellule con BrdU Riconoscimento BrdU

(marcatura diretta con fluorocromo

oppure
/ Immunofluorescenza anti-BrdU)

% cellule n° cellule verdi positive a BrdU (nuclei rossi)
che sovra-esprimono X = x 100
in FASE S: n° cellule che esprimono X (cellule verdi)

Confronto con le cellule di controllo (che NON sovra-esprimono X)
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Quali altri approcci avreste potuto scegliere?



Analisi dell’ effetto di un gene X sulla proliferazione
cellulare

Strategia sperimentale #2

1. Generare una linea cellulare che sovraeprime stabilmente il gene X (oppure nella quale

il gene € inibito) e una linea di controllo
2. Analizzare la differenza tra le due popolazioni cellulari in termini di proliferazione

mediante curve di crescita
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Valutazione quantitativa di proliferazione mediante lettore realtime
Le 2 linee cellulari in esame sono colorate con 2 coloranti nucleari diversi e

cresciute in cocoltura, quindi ne viene misurata la proliferazione in realtime
(conta del numero di cellule nel tempo).

Green: cellule che o/e il gene X 2 Count living cells in real time

= § Red: cellule di controllo

450 Cell Count/mm?

= HT-1080
- A549

0 12 24 36 48 60 72
Time (h)

Use NucLight live cell labeling
reagents to label cell nuclei.
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Analisi dell’ effetto del fattore di trascrizione p53 sulla morte
cellulare
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Domanda scientifica:

Qual ¢ il ruolo del gene PUMA nell’induzione di apoptosi da parte di p53?
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Strategia sperimentale

E necessario crerare un sistema sperimentale in cui la morte cellulare & indotta

dall’espressione/attivita di p53 (in tale sistema, p53 induce I’espressione del gene

PUMA)

In tale sistema possiamo inibire I’espressione del gene bersaglio PUMA (es. siRNA)
Predisporre gli opportuni CONTROLLI

Analizzare I’effetto in termini di induzione di apoptosi mediante un opportuno

SAGGIO
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Progettazione dell’esperimento

A- CONTROLLO vettore vuoto pcDNA3-GFP
B- SOVRAESPRESSIONE cDNA p53 vettore pcDNA3-GFP- p53

C- SOVRAESPRESSIONE cDNA p53 vettore pcDNA3-GFP- p53 + siRNA PUMA
+ inibizione di PUMA

Trasfezione

—>@—> SAGGIO
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APOPTOSI: visualizzazione in cellule ]J

Lffm Esposizione della PS
Attivazione
delle caspasi

Frammentazione
del DNA
Saggio TUNEL
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Valutazione quantitativa di apoptosi mediante citofluorimetria
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% di cellule positive al saggio

Analisi dei risultati e conclusione
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Interazioni regolatorie tra i membri della famiglia di Bcl-2 J
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Interazioni regolatorie tra i membri della famiglia di Bcl-2 J

Cellula normale Cellula Apoptotica
. Segnale di morte cellulare
Proteina BH3-only =
(inattiva) Attivazion della
proteina proapoptotica
BH3-only
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Proteine

Proteina proapoptotiche
antiapoptotica multidominio
Es. Bcl2

e Sy e
i P : - _)j sono attivi
antiapoptotica

21



Quali altri approcci avreste potuto scegliere?
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Screening high-throughput

Volete effettuare uno screening in vitro di molecole bioattive

per identificare farmaci che inibiscono la migrazione di cellule tumorali.
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Strategia sperimentale

1. E necessario scegliere un opportuno sistema cellulare: es. Linea cellulare tumorale
dotata di capacita di migrazione

2. E necessario scegliere un opportuno saggio di migrazione che permetta la valutazione
high-throughput

3. Intale sistema possiamo effettuare uno screening di una libreria di molecule bioattive

4. Predisporre gli opportuni CONTROLLI

5. Analizzare I’effetto delle molecole in termini di riduzione della capacita di

migrazione
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Saggi di migrazione in piastra multipozzetto

con lettura automatizzata al microscopio ottico/plate reader

Pretreat desired
wells with Radias*™
Geel Pretreatment
Solution

{

Each well contams one
.68 mm Radws*™

Giel spot (above image

i icially colored bleg)

Add cell suspension
to the wells and
allow 4-24 hours for
Cells don't attach
in the Radius™
Biocompatible Gel
Laver area

firm attachment
spreading

Remove the Radius™
Biocompatible Gel

(2 Layer, exposing the
Le cellule vengono cell-free area for cell
colorate (Giemsa) e migration
fotografate al

microscopio ottico
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Saggi di transwelling (Boyden) in piastra multipozzetto
con lettura fluorimetrica

M Cell suspension is placed in upper

chamber

2-24 hours

Migratory cells pass through
polycarbonate membrane and cling
to the bottom side. Non-migratory
cells stay in the upper chamber

L

Migratory cells are dissociated from
membrane by the addition of Cell
Detachment Buffer to the lower chamber

Migratory cells are lysed and quantified
using CyQuant® GR Fluorescent Dye

%'
|

@® Cells [ ] Media/Chemoattractant
[ ] Serum Free Media [l Ce!l Detachment Buffer
[ CyQuant® GR Dye [ ] Polycarbonate Membrane
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Screening FUNZIONALI per nuovi farmaci ]J

Modello cellulare
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