Laboratorio di Biologia Cellulare   



         AA 2019-2020


ESERCITAZIONE: 
Trasfezione con lipofectamina per saggi di attività trascrizionale
MATERIALE: 

Cellule, terreno completo, terreno Optimem, lipofectamina, DNA, provette Eppendorf, micropipette e puntali.

CELLULE DA TRASFETTARE: 

H1299: linea cellulare di carcinoma polmonare umano
DNA DA TRASFETTARE (mappe in allegato):

 A) costrutto reporter pPROM-SCD-Luc (200 ng/l) (reporter A)
 B) costrutto reporter di controllo pCON-RLuc (25 ng/l) (reporter B)
 C) cDNA codificante il fattore di trascrizione SREBP1a inserito nel vettore di   

     espressione pcDNA3 (100 ng/l)
 D) cDNA codificante il co-fattore trascrizionale NF-Y inserito nel vettore di   

     espressione pcDNA3 (100 ng/l)
 E) vettore pcDNA3 vuoto (100 ng/l)

STRATEGIA: ciascun gruppo dovrà allestire 3 diverse trasfezioni per valutare:

1) l’attività basale del promotore

2) l’attivazione del promotore da parte di SREBP1a
3) l’attivazione del promotore da parte di SREBP1a + co-fattore NF-Y
Quindi:

1) Reporter A (0.5 g) + reporter B (0.05 g) + pcDNA3  vuoto (0.3 g)

2) Reporter A (0.5 g) + reporter B (0.05 g) + pcDNA3 TF (0.15 g) + pcDNA3  vuoto (0.15 g)
3) Reporter A (0.5 g) + reporter B (0.05 g) + pcDNA3 TF (0.15 g) + cofattore (0.15 g)
PROCEDURA:

Per ogni trasfezione si preparano 2 provette, una contenente il DNA (D) ed una contenente la lipofectamina (L). Le 2 soluzioni vanno poi mescolate per formare i complessi lipide-DNA, che vengono infine aggiunti alle cellule.

Sul banco: (per ogni trasfezione)

Calcolare i volumi (in microlitri) dei vari DNA da trasfettare in base alle quantità richieste e alle concentrazioni fornite:

1) Reporter A (.... l) + reporter B (.... l) + pcDNA3  vuoto (.... l)

2) Reporter A (.... l) + reporter B (.... l)  + pcDNA3 SREBP1a   (.... l)

3) Reporter A (.... l) + reporter B (.... l) + pcDNA3 SREBP1a   (.... l) + pcDNA3 NF-Y
a) Sotto cappa: In una provetta Eppendorf (L) mettere 100 l di Optimem e aggiungervi 2 l di Lipofectamina, spipettando poi con la p200. Incubare per 10 minuti a TA.

b) Nel frattempo, in un’altra provetta Eppendorf (D) mettere 100 l di Optimem ed aggiungervi tutti i DNA da trasfettare previsti per il punto (1, 2, o 3 della pagina precedente) della strategia scelto. Incubare 10 minuti a TA.

c) Quando è scaduto il tempo di incubazione, mescolare il contenuto delle provette L e D. Incubare per 20 minuti a TA (può rimanere anche 30 minuti) per consentire la formazione dei complesi lipide-DNA.

Sotto cappa:
d) Durante l’ultima incubazione, aspirare il terreno dalle cellule da trasfettare, versarlo in un becher  e sostituirlo con 0.8 ml di terreno completo. 

e) Allo scadere dell’incubazione, aggiungere la soluzione di DNA-lipide sulle cellule goccia a goccia (usando la p200) con un movimento a spirale, in modo da coprire tutta la superficie. Riporre nell’incubatore.

Il giorno seguente raccogliere le cellule, lisarle e procedere con il saggio di attività del reporter = saggio della luciferasi.

