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Trieste, 29/03/2019
Oggetto:
Passaggio di cellule in coltura.
Obiettivo:
Diluizione di coltura cellulare di epitelio polmonare tumorale umano ad elevata confluenza per permetterne la crescita ed il mantenimento nel tempo.
Osservazione: Al microscopio si osserva una confluenza di 80% circa. Quasi totalità delle cellule in adesione, appiattite con ampi pseudopodi. La bassa incidenza di cellule appena divise (tondeggianti, non ancora adese) indica un basso tasso di proliferazione attribuibile all’elevata confluenza.
Procedimento: In sterilità sotto cappa a flusso laminare, aspirazione del terreno vecchio e 1 lavaggio con PBS (5 mL) sterile, poi tripsinizzazione con tripsina/EDTA (1 mL).
Incubazione a 37°C richiede 15 minuti per avere effetto. Al microscopio le cellule appaiono tutte tondeggianti, ma non completamente libere di movimento, si osservano anche alcuni cluster di cellule. Necessario sbattere la flask per assicurare completa separazione.
Sotto cappa, inattivazione della tripsina mediante aggiunta di terreno RPMI 10% FCS/1% Pen/Strep (4 mL) e spipettamento per ulteriore separazione delle cellule.
Conta cellulare all’emocitometro:

Quadrante 1:
25
Quadrante 2:
17
Quadrante 3:
21
Quadrante 4:
19

Media:

20,5

Concentrazione sospensione C1 = 20,5 cellule/μL = 20,5·104 cellule/mL

Concentrazione desiderata C2 = 5·104 cellule/mL
Volume finale V2 = 5 mL

Volume da prelevare V1  =  C2·V2 / C1  =  (5·5·104) / (20,5·104) mL  =  1,2 mL
Volume di terreno V3 = V2-V1 = 5 - 1,2 = 3,8 mL
Sotto cappa, diluizione eseguita con sospensione cellulare (1,2 mL) e terreno RPMI 10% FCS/1% Pen/Strep (3,8 mL).
Deposizione della diluizione in Petri diametro 60 mm.
Commento: 

1) Procedimento descritto in maniera molto chiara e con un buon flusso logico;

2) Meglio separare bene scopo da osservazione e procedimento;

3) Manca una descrizione più dettagliata degli ingrandimenti del microscopio usati, ovvero che l’ingrandimento totale è di 40X per l’osservazione della confluenza e 100-200X per l’osservazione di strutture particolari come il nucleo etc. (ovvero l’ingrandimento totale è dato dal 10X negli oculari, e 4X-10X e 20X degli obiettivi posti sul revolver). 

