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ESERCITAZIONE # 1: Passaggio di cellule in coltura.

STRUMENTAZIONE E MATERIALE:

· Incubatore per colture cellulari

· Cappa a flusso laminare

· Microscopio rovesciato (evtl. collegato alla telecamera)
· Centrifuga 

· Cellule (in adesione in flask da 25cm2)

linea cellulare di cellule embrionali di rene umano (HEK293T) 

· Soluzione PBS (Phosphate Buffer Saline) sterile (10 ml in provetta Falcon da 15 ml)
· Soluzione di tripsina/EDTA (2 ml in Eppendorf) 

· Terreno DMEM completo di Siero fetale bovino (10%) e antibiotici (Penicillina/Streptomicina) (15 ml in provetta Falcon da 15 ml)
· Capsule Petri trattate per colture cellulari da 60 mm di diametro (o flask da 25cm2)
· Pipette sterili da 5 ml e 10 ml e pipettatore

· Provette Falcon sterili da 15 ml 

· Micropipetta p200 o p20 e puntali sterili

· Emocitometro (cameretta contacellule Neubauer)

PROCEDIMENTO:
Prima di iniziare, seguire la dimostrazione del docente sull’osservazione delle cellule al microscopio, per prendere confidenza con l’utilizzo del microscopio ottico rovesciato e con l’aspetto dei diversi tipi cellulari.
In seguito:
1. Mettere a scaldare tutte le soluzioni nel bagnetto termostatato a 37°C.

2. Prendere dall'incubatore una flask contenente le cellule, chiudere il tappo (se si ha un tappo con filtro non serve) ed osservare il grado di confluenza delle cellule al microscopio (ingrandimento consigliato: per mettere a fuoco il piano delle cellule 40X, per l’osservazione 100-200X).

3. LAVARE LE CELLULE PER ELIMINARE GLI INIBITORI DELLA TRIPSINA.

Aspirare il terreno dalla flask con una pipetta da 5 ml e versarlo in un becher, poi mettere nella flask 5 ml di PBS sterile per lavare via il terreno (facendo attenzione a non staccare le cellule). Ripetere l’operazione.

4. STACCARE LE CELLULE CON LA TRIPSINA.

Eliminare il PBS (aspirarlo) e mettere nella flask 1 ml di tripsina/EDTA con la p1000. Rimettere la flask nell'incubatore e attendere 5 minuti che la tripsina agisca.

5. Sbattere leggermente la flask per staccare bene le cellule dal fondo, osservare al microscopio: le cellule devono apparire tondeggianti e galleggianti. Se necessario (le cellule appaiono ancora adese alla plastica) incubare ulteriormente, finché saranno staccate dal fondo del recipiente e dalle altre cellule.

6. NEUTRALIZZARE LA TRIPSINA.

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

7. RECUPERARE LE CELLULE MEDIANTE CENTRIFUGAZIONE.

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

8. Aspirare il surnatante (terreno + tripsina) e gettarlo nel becher dei rifiuti, risospendere DELICATAMENTE il pellet di cellule dando dei colpetti al fondo della provetta. Mettere nella provetta 5 ml di terreno e risospendere spipettando.

9. CONTARE LE CELLULE

Con la micropipetta p200 (o p20) e un puntale sterile, trasferire una goccia della sospensione cellulare nell’emocitometro. Procedere alla conta delle cellule al microscopio ricordando:

n° di cellule in 1 ml di sospensione = n° di cellule in un quadrato grande x104
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10. DILUIRE LE CELLULE 

Decidere il numero di cellule (concentrazione finale) che si vuole seminare, nel caso delle cellule HEK293T 1.0x105/ml. 

Decidere il volume finale di cellule che si vuole seminare, in questo caso 5 ml per 1 capsula Petri da 6 cm (o flask da 25cm2).

Effettuare la diluizione secondo il seguente procedimento:

Se la mia sospensione contiene………………………cellule/ml, quanti ml ( = X) dovrò usarne per preparare 5 ml di una sospensione con 5 x 104 cellule/ml ?

11. SEMINARE LE CELLULE IN UN NUOVO CONTENITORE.

Procedere quindi alla diluizione delle cellule mettendo in una provetta Falcon da 15 ml: 

X ml di sospensione cellulare (ottenuta al punto precedente) e 5 – X ml di terreno, e seminate la sospensione diluita così ottenuta in una capsula Petri da 60 mm di diametro sulla quale avrete scritto il vostro nome, la linea cellulare e la data.
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