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ESERCITAZIONE: TRASFEZIONE di cellule in coltura con PEI.

MATERIALE: 

· soluzione di PEI Polietilenimmina (10M=250g/ml)

· Optimem; 

· 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 (U2OS), seminate su 2 vetrini coprioggetto in capsula Petri da 60 mm. 

PROCEDIMENTO :

1) Accendere la cappa e mettervi i puntali sterili e le pipette.
2) Osservare le cellule al microscopio. 
3) Ogni studente dovrà allestire 1 trasfezione con il vettore di espressione indicato (vedi mappe): 

Prelevare 500 l di Optimem sterile e porlo in una provetta da 1,5 ml, aggiungere il volume di DNA necessario per ottenere 3 g e aggiungere 9 l di PEI. Mescolare al vortex.
4) Attendere 10 minuti la formazione dei complessi PEI/DNA.
5) Con la p200 aggiungere goccia a goccia i complessi nella capsula Petri, effettuando un movimento a spirale. Riporre le cellule nell’incubatore.

