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https://www.youtube.com/watch?
v=7HI47iuQYqc
https://www.youtube.com/watch?
v=pPOXERLUhyc
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protocollo di conta
* 2 aree rettangolari e 2 reticoli di conta
Ogni reticolo di conta & costituito da 9 quadrati delimitati
da linee triple
Ciascuno dei 9 quadrati & costituito da 16 quadrati minori
separati
da doppie linee

conservazone
congelate in azoto |

con Trypan Blue o MTT test (viola-blu) con sale di formavano
percentuale di vitalita= # cellule vitali / # cellule totali (%)

incubatori a CO2-diversi comparti interni
« concentrazione CO2 mantenuta fra 5-10%

CELLULE MANTENUTE IN VITRO

« poste a contatto con metaboliti di crescita
in condizioni di sterilita

ph7.2-7.4

CAMERA DI BURKER
« per conta cel
« vetro con camera capillare

« al microscopio sono visibili camere di quadrati in reticolo: nove

Si contano almeno 3 quadrati delimitati da linee triple ed
ogni

quadrato corrisponde ad 1/10mm3 = 1/10 ml

Si calcola la media aritmetica delle cellule contate

prima zzo conservato a 4° C

completato con glutammina (aa essenziale labile), antibiotici
(penicillina/ streptomicina)

siero fetale bovino

siero fetale bovino
agenti di crescita: PDFG, EGF, IGF ( proteine che controlla no
i i {t cellulare)

altro: trasferina, albumina, colesterolo, acidi grassi, minerali ,
glucorticoidi
testati in base alla coltura

« differenti in base al
aa, sali, glucosio
 lo si sceglie in base alla linea cellulare
« con culture primarie & da selezionare
terreno in base alle condizioni della

stessa

concentrazione di

COLTURE BATTERICHE
mantenute indefinitamente in coltura
terreni semplici (triptone/peptone, estratti d
glucosio, etc.)
possono variare in base al tipo
minimi)
batteri disponibili per qualsiasi tipo di terreno, sia liquido
che solido, in beute o fermentatori
-cresctia batterica differente perché con fase iniziale di
latenza in cui i microrganismi si adattano al terreno

vito, sali,

batterio (complessi ,

tre tipologie:
» MEM: minimum essential medium

» DMEM: Dulbecco's modificazione di mem
» RPMI: Roswell Park Memorial Institute

quadrati divisi da linee triple, ciascuno contiene 16 quadratini
divisi da linee doppie e 12 di questi anche con linee triple
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TERRENNI

« tampone per mantenere costante pH

« dipende da % CO2 in incubatore (0,5 - 8,5 %)

« indicatore di pH = rosso fenolo: arancio pH neutro, giallo
acido, rosa basico

« sistema tampone bicarbonato (NaHC3)

contenitori

piastre: 96, 24, 12, 6 pozzetti

petri: varie dimensioni

« fiasche: colture pit grandi, con tappo-filtro, per trasporto di
cellule (sigillate)
-spostamenti man mano che colonie aumentano evitando
show

CLASSE 1

* schermo isolante

* aspirazione aria all'interno per
sterilizzazione tramite cappa

CLASSE 2
« aspirazione aria dall'esterno

passaggio aria in filtri HEPA

notte luce UV, giorno luce bianca

flusso laminare verticale: pressione positiva verso il basso
colture animali, microbiologia, virologia, ematologia, DNA
ricombinante

CLASSE 3

« totalmente sigillate

o pressione negativa

« protezione totale operatore con guanti "glove box"
« un filtro HEPA di ingresso e 2 filtri HEPA in uscita
« agenti patogeni/infettivi

primarie

« derivate direttamente da tessuti

« frammentazione del tessuto con agenti chelanti (EDTA),
che sequestrano ioni bivalenti, ed enzimi proteolitici

(tripsina e colleogenasi) che degradano matrice tissutale

mantengono caratteristiche differenziative

vita breve

zione da contatto (formano monostrato)

v .

SUBCULTURE
-cellule hanno fasi di crescita: esponenziale, confluenza,
senescenza, quindi morte
prima della senescenza sono da traslocare e creare
subculture
raccogliere con enzimi proteolo
terreno= PASSAGGIO
posso fare passaggio un max di 25 volte, poi cambio
aliquota
-https://www.youtube.com/watch?v=5_LK5XCRTMU
https://www.youtube.com/watch?v=ciZMAJIwyyg

re in nuovo

e

dipendenza da ancoraggio (attaccate alla superficie)
dipendenza da siero (fetale bovino, non noto 100%
composizione)

tumorali

» sono colture primarie modificate

» immortall

« no inibizione da contatto (formano agglomerati

indipendenti da ancoraggio
minore dipendenza da siero
crescita in tempi brevi (maggiore ricambio del contenitor

LINEE CELLULARI CONTINUE
o cellule immortall

iche non tutte originali,
0 tipo con crescita indefinita)

richiedono meno siero

possono crescere: in adesione con tessuti solidi
(distaccate con tripsinizzazione, ovvero rottura proteine
che legano cellule fra loro) sospensione per cellule

he che di norma sono in liquido




