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TURNO 1

1 PASSAGGIO DI CELLULE E 
MATURAZIONE DI SREBP

ESPERIENZA 1A            
TURNO 1a 11/6 ORE 14-16 
TURNO 1b 11/6 ORE 16-18

ESPERIENZA 1B             
12/6                                    
ORE 14-18

ESPERIENZA 1C              
TURNO 1a  15/6 ORE 10-12 
TURNO 1b 15/6 ORE 12-14

2 ATTIVITA' 
TRASCRIZIONALE DI SREBP

ESPERIENZA 2A                
18/6 ORE 14-17

ESPERIENZA 2B      
19/6 ORE 14-18

3 EFFETTO DI SREBP SULLA MIGRAZIONE

ESPERIENZA 3A                
25/6  ORE 14-18

ESPERIENZA 3B       
26/6    ORE 14-18





SCOPO: 

diluire una coltura di cellule che crescono in adesione 

ed hanno raggiunto una elevata confluenza  

in modo da consentirne la proliferazione

e mantenerle in coltura per l’osservazione successiva



Prendere la flask contenente le cellule dall'incubatore, chiudere il
tappo ed osservare il grado di confluenza delle cellule al microscopio1

Sotto la cappa a flusso laminare, rimuovere il terreno e mettere nella
flask 5 ml di PBS (SOLUZIONE FISIOLOGICA) sterile per lavare via il
terreno che contiene inibitori della tripsina.

2

Aspirare il PBS e mettere nella flask 1 ml di tripsina/EDTA.
Attendere 5 minuti che la tripsina agisca.

3

Sbattere leggermente la flask per staccare bene le cellule dal fondo,
osservare al microscopio: le cellule appariranno
TONDEGGIANTI E GALLEGGIANTI.

4



Mettere nella flask 4 ml di terreno completo
in modo da neutralizzare la tripsina. 
Risospendere bene le cellule spipettando.

5

Trasferire la sospensione cellulare in provetta  Falcon da 15 ml
Centrifugare 5 minuti a 1000 rpm.

6

Aspirare il terreno + tripsina, risospendere DELICATAMENTE 
il pellet. Mettere nella provetta 5 ml di terreno 
e risospendere spipettando.

7

Si dovranno diluire le cellule ad una concentrazione stabilita, 
pertanto andranno prima contate.

8



Un emocitometro contiene 2 camere (A), ciascuna divisa in 9 quadrati (B) 

principali del volume di 0.1 mm3 = 1 x 10-4 ml ciascuno

Conta delle cellule: emocitometro (cameretta di Neubauer)

La concentrazione delle 

cellule è determinata 

contando il numero di cellule 

in un’area definita di volume 

noto.

Quindi: 

n° di cellule in 1 ml di sospensione 
= n° di cellule in un quadrato (B) 
(di vol 1 x 10-4 ml)

moltiplicato per 104



Controllare le cellule al microscopio ed infine mettere la capsula
Petri (SCRIVERE NOME E DATA) nell'incubatore.

11

Decidere la CONCENTRAZIONE finale (= numero di cellule per ml di
terreno), ad es. 5x104/ml.

Decidere il volume finale della coltura, in questo caso 5 ml in 1
capsula Petri da 60 mm di diametro

Procedere quindi alla diluizione della sospensione madre

10

Con la micropipetta (p200), trasferire una goccia della sospensione 
cellulare nell’emocitometro

8

Procedere alla conta delle cellule al microscopio ricordando:

n° di cellule in 1 ml di sospensione =
n° di cellule in un quadrato grande  x 104

9



SOLUZIONE:
Vf  x Cf  = Vi x Ci

X ml x 20 x 104 cellule/ml = 5 ml x 2 x 104 cellule/ml 
10 x 104 cellule
20 x 104 cellule/ml = 0,5 mlX =

Se ho una sospensione 

contenente 2 x 105 cellule/ml (concentrazione INIZIALE), 

quanti ml (volume INIZIALE = X) dovrò usarne 

per preparare 5 ml (volume FINALE) 

di una sospensione con 2 x 104 cellule/ml (concentrazione FINALE)?

Se ho una sospensione contenente 2 x 105 cellule/ml

quanti ml dovrò usarne per preparare 5 ml

di una sospensione con 2 x 104 cellule/ml?
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Sterol regulatory 
element Binding 
Protein

+ enzimi della biosintesi 
di acidi grassi, 
fosfolipidi e trigliceridi
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1. Come possiamo seguire sperimentalmente i cambiamenti nella
localizzazione subcellulare delle proteine SREBP?

2. Come possiamo comprendere i meccanismi attraverso cui i
fattori SREBP regolano la trascrizione dei propri geni bersaglio?

3. Come possiamo comprendere il contributo dei fattori SREBP e 
dei geni da essi regolati alla proliferazione e alla migrazione
cellulare?

13
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terreno Optimem

+ DNA
vettore di espressione

+ PEI 
(polietilenimmina, 
polimero cationico))

Vortex

10 min a TA

formazione 
complessi

DNA

Aggiungere 
i complessi
alle cellule

15



1) SREBP1a-HA-NT in terreno completo

2) SREBP1a-HA-NT in terreno deprivato da lipidi

3) SREBP1a-HA-CT in terreno deprivato da lipidi

4) SREBP1a DNLS-HA in terreno deprivato da lipidi

5) COPB1

6) Succinato deidrogenasi

16







Xiangyan Li et al. Mol Cancer Ther 2014;13:855-866

Biosintesi degli acidi grassi (FA)

Biosintesi e importo del 
colesterolo
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• dominio di legame al DNA (sequenza-specifico)

• dominio di trans-attivazione

• altri domini (e.g. interazione proteina-proteina, interazione con ligandi, 
regolazione, etc.)

dominio 
di legame 
al DNA

dominio di 
attivazione

trascrizionale



Gene Reporter
(luciferasi)

MCS

ORI
Amp

promotore 
SCID



Schema dell’esperimento

1- livello BASALE reporter pPROM-luc + vettore vuoto pcDNA3
2- effetto di SREBP1 reporter pPROM-luc + vettore pcDNA3-SREBP
3- contributo di NFY reporter + pcDNA3-SREBP+ vettore pcDNA3-NFY

reporter 
Sperimentale (luc)

promotore
SCD1 cDNA di NFY

+

Co-trasfezione

cDNA SREBPpromotore
CMV

+





150 µl terreno Optimem
+

2 µl Lipofectamina

L: 10 min a TA

150 µl terreno Optimem
+

DNA
= reporter A (pPROMLuc)
+ reporter B  (pCONRLuc)
+  vettori di espressione

D: 10 min a TA

Mix L+D:
20 min a TA

formazione 
complessi

LIPIDE-DNA

Aggiungere 
i complessi
alle cellule



SREBP1

RE

fatostatina

SCD



Step 6: utilizzo di un reporter di controllo per il confronto di 
diversi punti sperimentali



Saggi di transattivazione: confronto di TF1 e TF2

1- LIVELLO BASALE reporter sper.+ reporter controllo + vettore vuoto
(pPROM-luc) (pCON-Rluc) (pcDNA3)

2- effetto SREBP reporter sper.+ reporter controllo + vettore per SREBP
3- effetto SREBP + cofattore  reporter sper.+ reporter controllo + vettore per il cofattore

reporter 
sperimentale

promotore
attivabile da TF cDNA di TF1/cofattore

+

Co-trasfezione

reporter 
controllo

promotore
CMV

+



Doppio sistema reporter F-luc/R-luc:
saggi di attività dei reporter

+
cellule 

trasfettate

substrato L:
LUCIFERINA,

ATP, Mg2+
Emissione di luce:

attività del reporter 

SPERIMENTALE

= del promotore 

in esame

lisi

estratto 
proteico

Reazione 1

substrato C:
INIBITORE della
reazione 1
+ CELENTERAZINA

+
Emissione di un 

secondo lampo di luce:

attività del 

reporter di CONTROLLO

= dell’EFFICIENZA di trasfezione

Reazione 2Reazione 1



Risultato:  TF1 attiva il promotore, aumentando la trascrizione 

del reporter di 2 volte

l’aggiunta del cofattore ha un’attività trascrizionale superiore, poichè

aumenta la trascrizione del reporter di 4 volte.

Val. misurato 1 =    10/  efficienza 0,5

“         “       2 =    20/      “            0,5

“         “       3 =    20/        “            0,25

Val. corretto= 20

Val. corretto= 40 (2x)

Val. corretto= 80 (4x) 

NORMALIZZAZIONE:

Se ho più campioni con efficienze diverse,

divido il valore misurato di ciascun campione 

per la propria efficienza di trasfezione 

(oppure per il valore letto per il reporter enzimatico)
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1) Cellule trasfettate con vettore di controllo

2) Cellule trasfettate con vettore di espressione di SREBP1A
(induce espressione di SCD-1 e MUFA)

3) Come 2) ma con inibitore specifico di SCD1 MF-438

Analisi in camera di Boyden

Cellule

cellule
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tripsinizzazione conta

Pozzetto superiore: 
cellule

Inserto

Inserto: 
Membrana con pori a 
grandezza definita (8μM)

Semina di 50.000 cellule in 1 mL di 
terreno nella camera di Boyden

Pozzetto inferiore: 
terreno senza o con 
fattori chemiotattici



24 ore

Terreno
senza
siero

Terreno + fattori chem.


