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SCHEDA LABORATORIO DI RICERCA

1. IDENTITA DEL LABORATORIO

¢ Nome del laboratorio: Laboratorio Comune n. 1-Colture cellulari
* Preposto: Prof. ssa Angela Nebbioso

Radors: Laboratorio comune delle colture cellulari

« Ubicazione: livello VII - Sant’Andrea delle Dame, terzo piano

« Tipologia di rischio: chimico-biologico

2. PROFILO SCIENTIFICO

« Descrizione del laboratorio: L’attivita consiste nello scongelare le cellule dalla provetta criogenica,
seminarle in piastre per colture cellulari, porre le piastre in incubatore, osservare le piastre nei giorni
successivi, ed eventualmente espandere la coltura staccando le cellule con tripsina dalle piastre e
diluendole in altre piastre. Per tale attivita & necessario: indossare come DPI i guanti di protezione e il
camice da laboratorio; lavorare sotto cappa per le operazioni di scongelamento, semina e diluizioni;
eventualmente utilizzare la centrifuga per raccogliere le cellule al fondo di una provetta;
eventualmente utilizzare la pompa da vuoto per eliminare il terreno di coltura in eccesso; pulire con
alcool denaturato la superficie di appoggio sotto cappa e lavare con ipoclorito di sodio il tubo e la beuta
di raccolta della pompa da vuoto dopo l'attivita; pulire con alcool denaturato l'alloggiamento della
centrifuga dopo l'attivita.

« Principali linee di ricerca:

1. Colture dilinee cellulari di mammifero

2. Trasfezioni di acidi nucleici

3. Trattamento con molecole e proteine

4. Testdi proliferazione cellulare, migrazione, invasione
3. AREE DI RIFERIMENTO

« Settori Scientifico-Disciplinari (SSD): MEDS-02/A
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4. ATTIVITA DI RICERCA
o Attivita principali:

e Descrizione del laboratorio: L'attivita prevede lo scongelamento delle cellule dalla provetta
criogenica, la loro semina in piastre per colture cellulari, il posizionamento delle piastre in un
incubatore, il controllo delle piastre nei giorni successivi e, eventualmente, 'espansione della coltura
mediante tripsinizzazione delle cellule dalle piastre e laloro diluizione in altre piastre. Potrebbe essere
necessario utilizzare una centrifuga per centrifugare le cellule e potrebbe essere necessaria una pompa
a vuoto per aspirare il terreno di coltura in eccesso

.» Principali linee di ricerca:
1. Colture di linee cellulari di mammifero

Questa attivita prevede le seguenti fasi: rimozione delle cellule dalla fiala criogenica, semina delle
stesse in piastre per coltura cellulare, posizionamento delle piastre nell’incubatore, controllo delle
piastre nei giorni successivi ed eventuale espansione della coltura mediante tripsinizzazione delle
cellule e diluizione in nuove piastre. I dispositivi di protezione individuale (DPI) necessari per questa
attivita includono guanti e camice da laboratorio. Le fasi di scongelamento, semina e diluizione
verranno eseguite sotto cappa aspirante. Se necessario, verra utilizzata una centrifuga per sedimentare
le cellule. Se necessario, verra utilizzata una pompa a vuoto per aspirare il terreno di coltura in eccesso.
Al termine dell'attivita, la superficie di lavoro sotto la cappa aspirante verra pulita con alcol denaturato
e il tubo di raccolta e la fiasca della pompa a vuoto verranno lavati con ipoclorito di sodio.
L'alloggiamento della centrifuga verra pulito con alcol denaturato al termine dell'attivita.

2. Trasfezioni di acidi nucleici

Questa attivita prevede 1'aggiunta di liposomi contenenti DNA e/o RNA a cellule in coltura, preparate
secondo le modalita descritte nei kit di trasfezione specifici. Tutte le operazioni vengono eseguite
indossando dispositivi di protezione individuale (DPI), inclusi guanti e camice da laboratorio. Tutte le
operazioni richiedono l'utilizzo di una cappa aspirante. Il terreno di coltura in eccesso viene rimosso
con una pompa a vuoto, se necessario. La superficie di lavoro sotto la cappa viene pulita con alcol
denaturato, mentre il tubo della pompa a vuoto e la fiasca di raccolta vengono risciacquati con
ipoclorito di sodio al termine della procedura. Anche I'alloggiamento della centrifuga viene pulito con
alcol denaturato al termine della procedura.

3 Trattamento con molecole

Questa attivita consiste nell'aggiungere molecole diluite nel terreno di coltura alle cellule in coltura
alle concentrazioni richieste, che sono generalmente micromolari, nanomolari o picomolari. Per
questo, & necessario indossare guanti e camice da laboratorio per protezione, lavorare sotto cappa per
tutte le operazioni descritte e utilizzare una pompa a vuoto per rimuovere il terreno di coltura in
eccesso, se necessario. La superficie di lavoro sotto la cappa deve essere pulita con alcol denaturato e
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i tubi e il pallone di raccolta della pompa a vuoto devono essere lavati con ipoclorito di sodio dopo
I'attivita.

5. DOTAZIONI E INFRASTRUTTURE

e Numero di postazioni di lavoro:4

« Lista delle Principali attrezzature presenti

Apparecchio (Nome) Eventuali Note
Centrifuga: Eppendorf 5810 R

Congelatori

Cappe biologiche

Incubatori colture cellulari di
mammifero connesso a fonte
di anidride carbonica
Microscopio Ottico: Leica

6. SICUREZZA

« DPI (Dispositivi di Protezione Individuale): Camice da laboratorio; Guanti in nitrile e in lattice
(varie misure)

* DPC (Dispositivi di Protezione Collettiva): Cappe a flusso laminare Classe I ; Cappa a flusso laminare
classe II (Biohazard)

7. AGENTI E SOSTANZE UTILIZZATE

¢ Lista delle Sostanze chimiche
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Prodotto
FBS
Antibiotic-Antimycotic 100X (100 mL)

Pyruvic acid sodium salt

Trypan Blue
DMEM
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