SCHEDA LABORATORIO SCIENTIFICO n. 26

FISIOLOGIA GENERALE - GENERAL PHYSIOLOGY

Settore/i Scientifico-Disciplinari di riferimento: BIO/09

Responsabile: ANTONIA LANNI
RADoOR: ANTONIA LANNI, PIETER DE LANGE, ROSALBA SENESE

Tipologia: BIOLOGICO, BIOCHIMICO
Gruppi afferenti: FISSIOLOGIA GENERALE e FARMACOLOGIA E FISIOLOGIA CELLULARE

LOCALIZZAZIONE E DESCRIZIONE

e Riportare: piano rialzato del corpo A del DiSTABIF, (locale);
e dimensioni

e n.5 postazioni dilavoro

ATTIVITA SVOLTE NEL LABORATORIO
Il laboratorio di fisiologia & attrezzato per studiare le vie di segnalazione coinvolte nel mantenimento
dell’omeostasi energetica dell’animale in toto e dei tessuti metabolicamente attivi. Si svolgono:

1. Manipolazione tessuto animale
2. Estrazione proteine e Western blotting analisi, Isolamento RNA e Real-time PCR
3. Determinazioni attivita enzimatiche mediante saggi fluorimetrici e spettrofotometrici

4. Studio delle diverse popolazioni cellulari medinte citofluorimetria

RELAZIONE SINTETICA DESCRITTIVA DELLE ATTIVITA’ SVOLTE E DELLE MODALITA OPERATIVE

1. Manipulazione tessuto animale
Utilizzare i DPI necessari (guanti criogenici, camici monouso, camice da laboratorio,
mascherina).
In seguito a sacrificio delle cavie da laboratorio, i tessuti vengono conservati in azoto liquido, catalogati e
riposti nel -20°.

2. Estrazione proteine e Western blotting analisi, Isolamento RNA e Real-time PCR

Utilizzare i DPI necessari (guanti criogenici, camici monouso, camice da laboratorio, mascherina).
Si inizia con la preparazione di gel di poliacrilammide per la corsa elettroforetica. Si stratificano
Separeting e Staking contenenti acrilammide, glicina, SDS e come catalizzatori TEMED e APS.
Pezzi di tessuto conservati nel -20°C vengono lisati in un RIPA buffer contenente Tris-HCI, EDTA, EGTA,
PMSF, Triton X-100 e sottoposti ad omogeneizzazione. Dopo centrifugazione a freddo le proteine
estratte vengono dosate mediante dosaggio DC della Biorad. Le proteine vengono denaturate in una
piastra riscaldante a 90°C in presenza di un buffer contenente Blu di Bromofenolo e DTT. Trascorsi pochi
minuti sono caricati su Gel di poliacrilammide, corsi e trasferite su di un filtro di nitrocellulosa. Il buffer di
trasferimento contiene metanolo. Le membrane cosi ottenute sono utilizzate per i successivi steps di
esposizione agli anticorpi.
Pezzi di tessuto animale conservati a -20°C sono lisati usando il trizol (composto fenolico), poi
centrifugati, trattati con il cloroformio ed isopropanolo. Una volta ottenuto RNA viene convertito in
cDNA e sottoposto ad amplificazione genetica tramite I'uso di Syber Green.

3. Determinazioni attivita enzimatiche mediante saggi fluorimetrici e spettrofotometrici



Lavorare sotto cappa ed utilizzare i DPI necessari (guanti, camice, occhiali di protezione).

Il tessuto animale viene omogenizzato rapidamente in un buffer, centrifugati e deproteinizzati in acido
perclorico 4M e idrossido di potassio (KOH) 2M freddo. Dopo la deproteinizzazione, il campione &
ulteriormente centrifugato a. Successivamente, si prepara una master mix della miscela di reazione
(Assay Buffer, Sonda OxiRed, Soluzione di Sviluppo V/HRP). | campioni sono incubati a temperatura
ambiente per 10 minuti al riparo dalla luce e la fluorescenza € misurata con un lettore di micropiastre
BioTek Sinergy H1.

4. Studio delle diverse popolazioni cellulari medinte citofluorimetria
PRIMA DELL’'UTILIZZO DEL CITOFLUORIMETRO

e Utilizzare i DPI necessari (guanti monouso, camice da laboratorio, mascherina,
occhiali di protezione).
e Al primo utilizzo leggere attentamente le istruzioni fornite dal costruttore.
e Assicurarsi che i liquidi di scarto siano convogliati nella tanica di raccolta dove e
presente candeggina pura
e Accendere il PC e lo strumento ed effettuare dei passaggi di attivazione con acqua e
ICF (detergente).
e Calibrare lo strumento.
e Preparare i campioni. | tessuti vengono trattati con dissociation buffer, macinati,
centrifugati e trasferiti su Strainer.
e Eluire le cellule dallo Streiner e dopo centrifugata il campione e pronto per l'uso
all’interno del citofluorimetro
DURANTE L'UTILIZZO
e (Caricare il campione nell’alloggio per il capillare del Citofluorimetro e avvia la misura
e Verificare il corretto avvio delle analisi
e Segnalare tempestivamente eventuali malfunzionamenti o guasti al responsabile delle
Attivita (RADOR)
DOPO L'UTILIZZO
e Lavare lo strumento con acqua e ICF
e Verificare se la tanica & piena
e Selatanica non e piena e possibile riutilizzarla al successivo esperimento.
e Se la tanica e piena rimuoverla dallo strumento e conservarla sotto cappa solo per il tempo
necessario alle esigenze di laboratorio; trasferire poi all'interno del deposito temporaneo per
rifiuti pericolosi in attesa dello smaltimento seguendo le procedure indicate dal RADor.

Lista delle attrezzature presenti:
e Centrifuga per Eppendorf

e pH-metro

e Termomixer

e Piastre Riscaldanti

e Basculanten.3

e Vortexn.2

e Citofluorimetro

e Bagnetto Termostatico

e Centrifuga per 96 wells plate piastre
e Transilluminatore

e Termociclatore

e Bilancian.2

e  Bisturi

e Aghi e siringhe

e  Frigorifero



e -20°Cn.

Lista dei Dispositivi di Protezione Generale (DPG)
e Cappa Chimica

e Armadio per Liquidi Infiammabili

Lista dei Dispositivi di Protezione Individuali (DPI) ad uso personale degli operatori

Occhiali di proteizione da UV

Guanti in nitrile e in lattice (Varie misure)
Visiera protettiva con protezione del mento
Mascherina FPP2

Guanti per autoclave

Guanti per criogenici

Categorie ISI WEB di riferimento
PHYSIOLOGY, ENDOCRINOLOGY, CELL BIOLOGY

Categorie ERC di riferimento

LS1 11 Chemical biology

LS3_7 Mechanobiology of cells, tissues and organs

LS4_1 Organ and tissue physiology and pathophysiology

LS4 3 Physiology of ageing

LS5 Neuroscience and Disorders of the Nervous System
LS4-5 Non-hormonal mechanisms of inter-organ and tissue communication
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