Titolo Fase di progetto/programma: MORTE CELLULARE TUMORALE SPONTANEA E INDOTTA DALLE ATTUALI TERAPIE NEL GLIOBLASTOMA UMANO. FOCUS SU DUE TIPI DI MORTE CELLULARE PROGRAMMATA: AUTOFAGICA E APOPTOTICA 

Soggetto proponente:MIRACCO CLELIA DANIELA ANNA 

                                                                                            
Descrizione Fase di progetto/programma: Obiettivi / Finalità
	 Esecuzione di metodologie di biologia molecolare Obiettivi:Valutazione dell’espressione proteica e di mRNA di geni coinvolti nella morte cellulare (autofagica, apoptosi e necrosi). Finalità:Valutare i rapporti reciproci di regolatori di morte cellulare e il loro impatto sulla sopravvivenza nel glioblastoma umano. 


Indicazione del Responsabile Fase di progetto/programma
	 MIRACCO CLELIA DANIELA ANNA 

	Il Responsabile del Progetto (programma o fase di esso) garantisce il rispetto delle modalità di espletamento della collaborazione oggetto del contratto stesso, al solo fine di valutare la rispondenza del risultato con quanto richiesto e la sua funzionalità rispetto agli obiettivi prefissati.


Eventuale descrizione COMPLESSIVA Fase di progetto/programma
Obiettivo / Finalità
	 Casistica: Saranno studiati 120 glioblastomi. Saranno fatte estrazioni proteiche e di acidi nucleici da frammenti congelati della neoplasia. Biologia Molecolare: 1- Estrazione proteica e di mRNA 2- Western blot: sarà effettuata per valutare le proteine beclina1, LC3, calpaina, caspasi 3 e 9 in frammenti congelati a -80°C. Verrà prima fatta una elettroforesi denaturante (SDS-Page), per far separare le proteine in funzione della massa, annullando le cariche di aminoacidi che altrimenti influenzerebbero la migrazione. Quindi si visualizzerà la proteina di interesse con anticorpi specifici marcati. 3- Real Time RT- PCR: in breve, dopo l’estrazione dello RNA da frammenti tumorali congelati in azoto liquido e preparazione del cDNA verrà fatta una qualificazione relativa del mRNA delle proteine di sopra indicate rispetto all’espressione di tre geni di riferimento endogeni (beta-actina; GAPDH; ipoxantina ribosil-trasferasi). Sarà usato l’apparecchio DNA Engine Opticon 2 System (MJ Research) ed il Syber green. 

	Dovranno essere indicate le fasi/sottofasi e i tempi di realizzazione del progetto (arco di tempo complessivo). Si richiede di prevedere i tempi di realizzazione anche per le fasi del progetto che si estendono oltre l'anno, anche se in modo meno puntuale. Nell'ultima colonna devono essere indicati i risultati che si intende raggiungere per ciascuna fase. Il numero delle fasi deve essere proporzionato alla durata del contratto di collaborazione. 


	
         
	Descrizione fasi e sottofasi Fase di progetto/programma
	Tempi di realizzazione (n. mesi) 
	Obiettivi delle singole fasi

	1
	Estrazione proteica
	1.5
	Ottenere proteine totali da cui ricavare quelle di interesse

	2
	Western blot
	1.5
	Dimostrare nell’estratto proteico le proteine di interesse

	3
	Real-Time RT-PCR
	1.5
	Dimostrare gli mRNA di interesse dall’estratto di RNA totale.

	4
	4 – Valutazione dati
	0.5
	Applicazione di programmi statitici per dimostrare correlazioni tra i vari geni e con il follow up


Durata Fase di progetto/programma [giorni/mesi]:   0/5
	Il Proponente 


______________________________
	Il Responsabile Fase di progetto/programma
per accettazione della responsabilità 

_________________________________________





 



                                                                                              

