PROTOCOLO EXPERIMENTAL TRANSFECCION CELULAR

METODOS
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a. Transfeccidn de células eucariotas con un vector de fluorescencia verde (GFP)
empleando Lipofectamina LTX (15338100 Invitrogen)

Las células (en pase bajo) deben encontrarse en un 70-90% de confluencia en
el momento de la transfeccién.

1. Cambiar el medio de cultivo celular por medio fresco bajo en suero (2%) sin
antibidticos 1-2 horas antes de la transfeccién (8 ml para una placa 55 cm?).

2. Usar la siguiente tabla para el experimento de transfeccion (superficie de
cultivo-cantidad DNA plasmido-lipofectamina LTX):

Of-well 32 om? | 017 100 pL 2x5pl 0.1 205
48 well 095 cm® | 050 250 pl. 2x125pL 25 1.25 513
24 well 1.9 cm’ 100 500 pl. 2% 25 pl 5 1.5 1-25

1 2-well 38 cm’ 200 1 ml 2 50 pl l 1 25
G-well 95 cm? 5.00 2 ml 2% 100 pl 25 25 5125
G0-mm 21 cm® 11.05 5 ml 2 x 250 pl 5.5-11 5.5-11 1-2B
10-cm R5 cm’ B9 10 mL 2 % 500 pl 1428 1428 973
I75 75 o 3047 15 mL 2 x 750 ul 2040 2040 39-100
I17%5 75 cm? 92.11 35 mL 2x 1.75mL 4650 45-90 02-230

3. Diluir 15 pg de vector DNA-GFP en 500 pl de OPTI-MEM (11058021 Gibco)
(medio reducido en suero recomendado para transfecciones con reactivos
lipidicos catidnicos) en un vial eppendorf esterilizado de 1.5 ml.

4. Diluir 30 pl de Lipofectamina LTX (ratio 1:2 DNA pg-lipofectamina ul) en 500
pl de OPTI-MEM en un vial eppendorf esterilizado de 1.5 ml.

5. Afiadir 15 pl de Plus reagent en la mezcla de DNA diluido (ratio 1:1 DNA pg-
Plus reagent pl) e incubar 5 minutos a temperatura ambiente.

6. Mezclar el DNA-GFP diluido con la Lipofectamina LTX diluida (V final= 1000
pl) e incubar 20-25 minutos a temperatura ambiente para la formacién de
complejos DNA-lipidos.

7. Dispensar la mezcla de transfeccidn gota a gota en el frasco/placa de cultivo
(55 cm?) celular distribuyéndola de manera homogénea mediante agitacion
muy suave.



8. Incubar las células 12-16 horas a 37°Cy 5% de CO,.

b. Sustitucion del medio de transfeccion por medio completo fresco 10% suero
fetal bovino (FBS) y 1% Penicilina-Estreptomicina (10 ml).

c. Incubacién de las células 1-2 dias a 37°C y 5% de CO,.
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d. Visualizacion de las células en microscopio de fluorescencia para confirmar la
eficacia de la transfeccidn y la expresidn de la proteina de fluorescencia verde

(GFP).
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Seed cells to be 70-90%
confluent at transfection

Dilute Lipofectamine® LTX
Reagent in Opti-MEM*®
Medium

Dilute DMA in Opti-MEM®
Medium, then add PLUS™
Reagent

Add diluted DNA to diluted
Lipofectamine® LTX Reagent
[1:1 ratio]

Incubate

Add DNA-lipid complex
to cells

Yisualize/analyze
transfected cells




