Laboratorio di Biologia Cellulare   



         AA 2020-2021

ESERCITAZIONE: 

Trasfezione di cellule in coltura con PEI per saggi di attivazione trascrizionale con reporter Luciferasi.
STRATEGIA SPERIMENTALE: si vuole valutare l’attività della pathway di NFB in cellule epiteliali trattate o meno con la proteina His-ORF8 attraverso saggi di attività trascrizionale che valutano l’espressione di un costrutto reporter (vedi mappa) generato clonando un promotore bersaglio di NFB a monte del gene reporter Luciferasi di lucciola. Per la normalizzazione dei risultati viene cotrasfettato un costrutto reporter di controllo generato clonando un promotore costitutivo (CMV) a monte del gene reporter Luciferasi di Renilla. 
MATERIALE: 

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

· Terreno Optimem; 

· Provette Eppendorf, micropipette e puntali sterili.
· CELLULE DA TRASFETTARE: H1299, linea cellulare di carcinoma polmonare umano, in adesione in piastre multiwell da 24 pozzetti.
· DNA DA TRASFETTARE (mappe in allegato):

 
A) costrutto reporter sperimentale pPROM-NFB-Luc (100 ng/l) (reporter A)
 
B) costrutto reporter di controllo pCON-RLuc (10 ng/l) (reporter B)
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TRATTAMENTI: 

1) cellule non trattate

2) cellule trattate con His-ORF8 dopo la trasfezione

3) cellule incubate preventivamente con anticorpo anti-IL17RA e successivamente con His-ORF8 (dopo la trasfezione)

PROCEDIMENTO:

1) Accendere la cappa e mettervi i puntali sterili e le pipette.

2) Osservare le cellule al microscopio. Fare attenzione al numero del trattamento scelto 1, 2, 3 (vedi sopra).
3) Ogni studente dovrà allestire 1 trasfezione con i seguenti DNA: 
Reporter A (0.5 g) + reporter B (0.05 g) 

4) 
Prelevare 100 l di Optimem sterile e porlo in una provetta da 1,5 ml, aggiungere il volume di DNA necessario e aggiungere 3 l di PEI. Mescolare al vortex.
5)
Attendere 15 minuti la formazione dei complessi PEI/DNA.
6)
Con la p200 aggiungere goccia a goccia i complessi nel pozzetto, effettuando un movimento a spirale. 

7) Aggiungere la soluzione di proteina His-ORF8 dove previsto (trattamenti 2 e 3).

8) Riporre le cellule nell’incubatore fino al giorno seguente.
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