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STERILITA ]J

assenza di microorganismi inquinanti = batteri, lieviti, muffe,
micoplasmi (archibatteri endocellulari), virus e protozoi.

Trattamenti:

v'calore (autoclave, stufa a secco)

virraggiamento con lampade germicide (UV, gamma)
vultrafiltrazione (membrane a porosita calibrata: 0.4-0.2 um)
v'manipolazione in atmosfera sterile: cappe a flusso laminare
v disinfettanti per superfici

v'uso di guanti

v'antibiotici nel terreno di coltura



Vertical Laminar Flow



TECNICHE DI STERILIZZAZIONE:

1) CALORE:

» vapore sotto pressione (autoclave). Il vapore € un ottimo conduttore di calore. Alla pressione di 1
atm il vapore raggiunge la T di 121 °C alla quale le piu resistenti spore batteriche vengono distrutte in
5-10 min. impieghi: soluzioni, plasticheria, oggetti metallici.

 calore secco (stufe) richiede tempi e T maggiori rispetto all'autoclave, non essendo I'aria un buon

conduttore del calore. Impieghi: vetreria, materiali anidri che possono essere alterati dal contatto col
vapore.

2) RADIAZIONI

« UV: Lampade germicide: azione germicida legata alla capacita dei raggi UV di determinare
mutazioni del DNA. L’ efficacia & pero limitata alle superfici esposte (radiazioni non penetranti)
Impieghi = sterilizzazione dell'aria e delle superfici (es. cappa a flusso, intera stanza di coltura)

* Radiazioni ionizzanti (raggi gamma da 60Co) determinano rotture e mutazioni negli acidi nucleici
sia direttamente che attraverso radicali dell'O che si producono dalla scissione dell'acqua.
L’efficacia € ottima (radiazioni penetranti) ma il costo € elevato

Impieghi = derrate alimentari, strumentario in plastica (siringhe, cateteri, piastre, pipette di
produzione industriale).

3) FILTRAZIONE
Filtri con pori di diametro inferiore a quello dei piu piccoli batteri. molti virus per le loro piccole
dimensioni passano attraverso i filtri sterilizzanti.
cellulosa Millipore (diametro = 0,22 micron)
polimeri sintetici Sartorius (diametro = 0,22 micron)



CRIOCONSERVAZIONE B

Le cellule vengono RISOSPESE in TERRENO DI CONGELAMENTO
contenente 10% DMSO e 90% FCS,

CONGELATE e CONSERVATE in AZOTO LIQUIDO (77K: -196°C)
In appositi CONTENITORI




SICUREZZA ]J

Le colture cellulari sono fonti di potenziale rischio biologico
(in particolare per la potenziale presenza di patogeni — es. virus).

E necessario operare con cautela, in particolare con colture primarie che
derivano direttamente da tessuti animali (specialmente umani).

Durante il corso verranno utilizzate solo linee cellulari provenienti da

banche e certificate per I’assenza di patogeni.

Tuttavia, € buona norma apprendere subito come lavorare in sicurezza:
- usare SEMPRE i guanti
- dopo l'uso gettare SEMPRE tutto il materiale entrato in contatto
con le cellule nei contenitori dei rifiuti biologici per la sterilizzazione



OSSERVAZIONE DI CELLULE IN COLTURA ﬂ

INGRANDIMENTO: prodotto dell’ingrandimento delle singole lenti \( i A\
utilizzate nel percorso ottico (obiettivo x oculare) % >

POTERE di RISOLUZIONE: capacita di distinguere 2 punti vicini

INVERSAMENTE proporzionale alla lunghezza d’onda della luce utilizzata
per illuminare il campione = LIMITE di risoluzione del microscopio!

MICROSCOPIO OTTICO (luce visibile)<MICROSCOPIO UV<MICROSCOPIO ELETTRONICO

Conventional light microscopy

cellule di
mammifero:

10-100 micron

Fluorescence microscopy

Atoms Proteins Organelles

T nm T um

Transmission electron microscopy

Scanning electron microscopy



MICROCOPIO OTTICO ]J

o Utilizza la LUCE VISIBILE per illuminare il campione.
* |l potere di risoluzione massimo ottenibile e’ di 0,2 micron

il preparato e’ posto su un TAVOLINO mobile ed e’ illuminato da
un fascio di luce incidente che, dopo aver attraversato il
campione, passa attraverso due sistemi di lenti di ingrandimento,
I’OBIETTIVO e ’OCULARE.

 Normalmente, I’oculare e’ a ingrandimento fisso (10x), mentre
I’obiettivo e’ a ingrandimento variabile (4-10-20-40x)

 La messa a fuoco si ottiene spostando il sistema obiettivo/oculare
rispetto all’oggetto



Cammino ottico del MICROSCOPIO OTTICO DIRITTO
(microscopio da istologia)

|
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obiettivo O

. Tavolino portaoggetto
vetrino T (CAMPIONE)

condensatore

<>
specchio \ O m lampada



MICROSCOPIO ROVESCIATO ]J

lampada _ Utilizzato per I’osservazione
B
alogena gt di cellule in coltura

diaframma
(ottimizza il contrasto)

tavolino
obiettivi
4x, , 20x, 40x

condensatore

in cui lilluminazione proviene dall’alto

e gli obiettivi sono posti al di sotto del tavolino portaoggetto



OSSERVAZIONE: ﬂ

» a fresco (cellule in terreno di coltura o soluzione fisiologica)

la capacita di osservazione é€ limitata dalle piccole
differenze tra gli indici di rifrazione dei diversi componenti
cellulari

» dopo fissazione (alcoli: metanolo-acetone, aldeidi:
formaldeide, glutaraldeide).

Il campione puo venire colorato.

Per aumentare il contrasto tra le diverse parti del preparato o i diversi organelli cellulari si

puo colorare il campione.
Prima di colorarlo il campione puo essere sottoposto a fissazione, in modo da formare
legami covalenti tra le proteine e gli acidi nucleici e disidratare il campione.



MICROSCOPIA A FLUORESCENZA

P




E necessario colorare il campione con sostanze fluorescenti
che hanno affinita per specifiche componenti cellulari

NIH 3T3
linea di
fibroblasti murini

| Nuclei sono colorati con DAPI o HOECHST (intercalanti del DNA -fluorescenza blu).
Il CITOSCHELETRO con falloidina-(lega I’F actina)- fluorescente nel rosso

| MITOCONDRI con un colorante che emette fluorescenza rosa quando € ossidato

Il GOLGI con una lectina (lega oligosaccaridi) coniugata ad un fluorocromo verde



Molecole fluorescenti intercalanti il DNA




FLUORESCENZA ﬂ
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Alcune molecole, dopo assorbimento di luce ad una data lunghezza d’'onda
(A eccitazione)
hanno la proprieta di emettere luce a lunghezza d’onda superiore
(A emissione)

Tale proprieta € nota come fluorescenza.



MICROSCOPIO A
EPIFLUORESCENZA

2

permette di visualizzare LUCE DI FLUORESCENZA emessa dal campione
la luce incidente e’ UV/visibile: il potere di risoluzione € di 10 nm
I’ingrandimento ottenibile e’ fino a 1000 x

(normalmente 10X per I’oculare e fino a 100X per I’obiettivo)

Il campione dev’essere autofluorescente oppure colorato con
sostanze fluorescenti

(che assorbono luce ad una data lunghezza d’onda e la emettono ad una
lunghezza d’onda maggiore)

solo la luce di fluorescenza EMESSA dal campione & usata per formare

I’immagine, mentre la luce di eccitazione &€ schermata da opportuni filtri



MICROSCOPIO A EPIFLUORESCENZA JJ

Line of vision

@ 4

Eyepiece
@> yop
Incident light

source é Zﬂrrier filters

Fanno passare
luce di una determinata A

Dichroic mirror

Riflette la luce di
eccitazione, mentre la
luce EMESSA dal
campione
puo oltrepassarlo

<_____>—— Objective lens

la luce di eccitazio
uv . .
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Excitation filter

Il campione é colorato co@e ﬂuore@ = / Specimen
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Leica DM4000 B LED

Fotocamera digitale

& g— Oculare

Obiettivi

lampada




Fluorescence Filter Cube (Block) and Associated Spectra
Emission to Detector
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Combinazione A:
filtro d'eccitazione 340-380/ lamina dicromatica 400/ filtro di sbarramento 430

Combinazione I3:
filtro d'eccitazione 450-490/ lamina dicromatica 510 / filtro di sbarramento 515

Combinazione N2.1:
filtro d'eccitazione 515-560/ lamina dicromatica 580/ filtro di sbarramento 590



LIVE CELL IMAGING:
MICROSCOPIA TIME-LAPSE

STAGE CAGE




https://www.youtube.com/watch?v=dnXwm6-BBCQ




MICROSCOPIA A FLUORESCENZA CONFOCALE

Normalmente all’osservatore arriva la luce emessa dalle molecole che
stanno nel piano focale, ma anche da quelle sopra e sotto il piano focale!

In pratica si osserva una sovrapposizione di immagini fluorescenti.

(a) Conventional fluorescence

microscopy
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Nel microscopio confocale la luce EMESSA dal campione

passa attraverso un “pinhole” che elimina la luce “fuori fuoco”,
cioe che non proviene dal PIANO FOCALE.
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Microscopio confocale a scansione:

Le immagini da diversi punti (1 pixel per volta) sono immagazzinate ed
elaborate al computer: I'immagine ottenuta € bidimensionale = sezione di un
oggetto tridimensionale ed € molto piu definita.

(a) Conventional fluorescence (b) Confocal fluoresgence
microscopy
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Microscopio a deconvoluzione:

L’obiettivo riceve luce sia dal piano focale che da fuori. Il microscopio e
collegato ad un computer che ricostruisce I’'immagine (2D o 3D)
riassegnando alla luce il corretto piano focale mediante un algoritmo di

deconvoluzione.




Immagini 3D




2-photon excitation microscopy
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are absorbed.

Excitation wavelength (Infrared)
of 2 exciting photons is longer
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The use of Infrared or near-
infrared light ensures high
penetrability into the LIVING
BODY



SCIENTIFIC REPg}RTS

Article = OPEN = Published: 21 September 2018

Two-photon microscopy of Paneth cells in

the small intestine of live mice
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Regolazione della proliferazione da segnali extracellulari IJ

Fattori di Fattori Giunzioni Giunzioni Segnali
crescita . citostatici . cellula-matrice cellula-cellula intracellulari

—l—

~ 7 w
oppure Programmazione
7 delle fasi del
ciclo
quiescenza entratain ‘ I i 1
ciclo G +>S+>Gy+~M

Adapted from: The Biology of Cancer (© Garland Science 2007)



ALLESTIMENTO DI UNA COLTURA CELLULARE 2D JJ

Se non viene aggiunto SIERO,
le cellule non proliferano:
QUIESCENZA

Y

da un tessuto si dissociano singole cellule e si seminano in terreno:

X Se stimolate con siero, le cellule
l \ proliferano finché occupano tutta la
@ © superficie del recipiente

AN /\ (CONFLUENZA)




ARRESTO PROLIFERATIVO DI CELLULE IN COLTURA (1):
QUIESCENZA

In assenza di fattori di crescita = deprivazione da siero
le cellule non proliferano

Quiescenza
Gy )} | (assenza di stimoli
a proliferare)

Le cellule quiescenti sono arrestate reversibilmente alla fase GO
del ciclo cellulare

Rientrano in ciclo dopo stimolazione con fattori mitogeni (= siero)



ARRESTO PROLIFERATIVO DI CELLULE IN COLTURA (2):
INIBIZIONE DA CONTATTO

Le cellule proliferano fino ad occupare tutta la superficie

del recipiente = raggiungono la CONFLUENZA
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Quindi smettono di proliferare = INIBIZIONE DA CONTATTO.

Se pero vengono diluite (PASSAGGIO IN COLTURA)
in modo da fornire loro nuovo spazio, ricominceranno a proliferare.



ARRESTO PROLIFERATIVO DI CELLULE IN COLTURA (2):
INIBIZIONE DA CONTATTO

Quiescenza =
Segnali citostatici es.
inibizione da contatto

Le cellule che subiscono I'inibizione da contatto sono arrestate
reversibilmente alla fase GO del ciclo cellulare (= quiescenza)
Rientrano in ciclo dopo diluizione.



" arresto del ciclo cellulare pud avvenire in risposta a diversi stimoli e di conseguenza le
cellule arrestate possono subire destini diversi. Possono uscire dal ciclo di divisione in
maniera transitoria o0 comunque reversibile, oppure arrestare il ciclo cellulare in maniera
permanente ed irreversibile. Questi fenomeni che si osservano in vitro, cioé in coltura,
rispecchiano cid che avviene in vivo, cioé nell’organismo di origine.

Quando ad esempio mancano gli stimoli a dividersi, le cellule entrano in una fase di
quiescenza, detta G, dalla quale possono rientrare nella fase S se opportunamente
stimolate con fattori di crescita (il siero in coltura, i fattori secreti da altre cellule in vivo).
Una situazione diversa € data dall’inibizione a dividersi esercitata dal contatto con altre
cellule (inibizione da contatto), che avviene anche se lo stimolo da siero & presente.
Anche in questo caso le cellule sono arrestate reversibilmente alla fase GO del ciclo
cellulare. La rimozione dell'inibizione (ad esempio dopo diluizione mediante passaggio in
coltura) permette alle cellule di riprendere la proliferazione.

In alcuni casi le cellule smettono di dividersi perché vanno incontro a differenziamento
terminale, oppure a causa di danni al DNA. In questo caso vi sara un arresto (reversibile
oppure irreversibile) nel quale il ciclo cellulare si ferma permanentemente nella fase G1.
Ad esempio cellule di una coltura primaria possono andare incontro al processo di
senescenza a causa dell’accorciamneto dei telomeri.



PASSAGGIO DI CELLULE IN COLTURA

SCOPO:

diluire una coltura di cellule che crescono in adesione
ed hanno raggiunto una elevata confluenza
in modo da consentirne la proliferazione

e mantenerle in coltura per I’osservazione successiva




ESERCITAZIONE #1:
PASSAGGIO DI CELLULE IN COLTURA

SCOPO:

diluire una coltura di cellule che crescono in adesione
ed hanno raggiunto una elevata confluenza
in modo da consentirne la proliferazione

e mantenerle in coltura per I’osservazione successiva




Prendere la flask contenente le cellule dall'incubatore, chiudere il
tappo ed osservare il grado di confluenza delle cellule al microscopio

Sotto la cappa a flusso laminare, rimuovere il terreno e mettere nella
2 flask 5 ml di PBS (SOLUZIONE FISIOLOGICA) sterile per lavare via il
terreno che contiene inibitori della tripsina.

3 Aspirare il PBS e mettere nella flask 1 ml di tripsina/EDTA.
Rimettere la flask nell'incubatore e attendere 5 minuti che la tripsina agisca.

4 Sbattere leggermente la flask per staccare bene le cellule dal fondo,
osservare al microscopio: le cellule appariranno

TONDEGGIANTI E GALLEGGIANTI.




Mettere nella flask 4 ml di terreno completo
5 in modo da neutralizzare la tripsina.
Risospendere bene le cellule spipettando.

6 Trasferire la sospensione cellulare in provetta Falcon da 15 ml
Centrifugare 5 minuti a 1000 rpm.

Aspirare il terreno + tripsina, risospendere DELICATAMENTE
il pellet. Mettere nella provetta 5 ml di terreno
e risospendere spipettando.

8 Sidovranno diluire le cellule ad una concentrazione stabilita,
pertanto andranno prima contate.



Conta delle cellule: emocitometro (cameretta di Neubauer)

Un emocitometro contiene 2 camere (A), ciascuna divisa in 9 quadrati (B)
principali del volume di 0.1 mm3 =1 x 104 ml ciascuno

n La concentrazione delle

D

&

i 1o cellule e determinata

contando il numero di cellule

in un’area definita di volume

noto.

Quindi:

n° di cellule in 1 ml di sospensione
= n° di cellule in un quadrato (B)
(divol1 x 104 ml)

moltiplicato per 104




8 Con la micropipetta (p200), trasferire una goccia della sospensione
cellulare nell’emocitometro

9 Procedere alla conta delle cellule al microscopio ricordando:

n° di cellule in 1 ml di sospensione =
n° di cellule in un quadrato grande x 104

10 °*Decidere la CONCENTRAZIONE finale (= numero di cellule per mi di
terreno), ad es. 5x104/ml.

*Decidere il volume finale della coltura, in questo caso 5 ml in 1
capsula Petri da 60 mm di diametro

*Procedere quindi alla diluizione della sospensione madre

11 Controllare le cellule al microscopio ed infine mettere la capsula
Petri (SCRIVERE NOME E DATA) nell'incubatore.



PROBLEMA: LA DILUIZIONE ]J

Se ho una sospensione contenente 2 x 10° cellule/ml
quanti ml dovro usarne per preparare 5 ml
di una sospensione con 2 x 104 cellule/ml?

Se ho una sospensione

contenente 2 x 10° cellule/ml (concentrazione INIZIALE),

quanti ml (volume INIZIALE = X) dovro usarne

per preparare 5 ml (volume FINALE)

di una sospensione con 2 x 104 cellule/ml (concentrazione FINALE)?

SOLUZIONE:
Vf x Cf = Vi x Ci

Xmlx 20 x 104cellule/ml =5 ml x 2 x 104 cellule/ml

¥ = 10 x 104 cellule = 0.5 mi
= 20x10*cellulelml > ™M




