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Valutazione della

vitalita cellulare



Valutazione della vitalita cellulare

VALUTAZIONE DELLA INTEGRITA’ DI MEMBRANA

» Osservazione al microscopio (cellule di grandi dimensioni)

» Metodi colorimetrici
* Probes fluorescenti (kit Dead/Live)




La valutazione della vitalita deve essere fatta utilizzando
in modo combinato un’analisi morfologica e delle colorazioni sopravitali

ASPETTO MORFOLOGICO VALUTAZIONE

(volume, continuita della INTEGRITA DI
membrana, aspetto del citoplasma, MEMBRANA

segni di picnosi, ecc.)

saggi colorimetrici saggi con sonde
fluorescenti




membrana rotta membrana integra

Valutazione morfologica della cellula uovo allo stereomicroscopio



escLusioneE bEL | RYPAN BLUE

(il colorante entra solo nelle cellule morte)

Incubazione —

Stock solution 0.4% (w/v) trypan blue : sospensione cellulare = 1:1

Mescolare e lasciare in incubazione per 5-15 minuti
N.B:

non prolungare
I’'incubazione!!!
Trasferimento aliquota sospensione cellulare nella
camera di Burker — valutazione vitalita al
microscopio ottico e conteggio cellule vive




Conteggio cellule vitall

*TRYPAN BLUE 0,4% (w/v)

Incubazione trypan:sospensione cellulare (1:1)
*5-15 minuti

*Mescolare/mettere in camera emocitometro coperta da
coprioggetto/osservare al microscopio ottico

conteggio

blu=morte

bianche=vive




camera di Burker

Outer nm Chamber base




Conta delle cellule mediante emocitometro o

camera di Burker

Conteggio delle cellule nel quadrato Q

1 |
; - l
I | |
" [
|
I-: ;
3 .
1l 4
It i
i
-
i
{1} |
Hi i [ 1]
r rrgﬁj:nm Tr—smj
Particolare del quadrato Q della
| camera di Burker



Conta delle cellule mediante emocitometro o
camera di Burker
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Count cells on top and left touching middte line (Q). Do not
count cells touching middle line at bottom and right (@).

Conteggio delle cellule nel quadrato Q



Conta delle cellule mediante
emocitometro o camera di Burker

TRYPAN BLUE

DIAGRAM |
STANDARD HEMOCYTOMETER CHAMBER
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Count cells on top and left touching middle line (0). Do not
count cells touching middle line at bottom and right ().

Conteggio delle cellule in un numero di almeno 4-5 quadrati Q per poi calcolare il
valore medio (n medio Q)

Cells vive per ml=n medio Q x fattore diluizione x 10




COLORAZIONE CON PROBES FLUORESCENTI

*Fluoresceina diacetato (FDA): esce rapidamente dalle cellule
*Carbossifluoresceina diacetato (CFDA)

Calceina AM KIT LIVE/DEAD

m Integrita di membrana [l Attivita enzimatica endogena

-

ritenzione intracellulare * rimozione gruppo lipofilo AM

« attivazione fluorescenza (solo in alcuni casi)




Legend Drug-Sensitive Cell
. Calcein AM rapidly penetrates into
C Al cell

MNon-Fluorescent
Calcein AM

) . Inside the cell is converted by
. B : C intracellular esterases to free

Fluorescent-Free - \ Calcein, a fluorescent and polar
Calcein [ I molecule

Calcein fluorescence is practically
insensitive to pH and intracellular
lon concentrations

Figqure 6. The hasic principle of the Calcein assay.




Percheée le cellule si colorano?

Gradiente di concentrazione

Caratteristiche del colorante

Stock solution in DMSO — 1-10 mM
* Diluizione in medium cellulare alla concentrazione finale — 1-25 pM
* Pluronic F-127 — detergente non ionico
* Incubazione per 15-60 minuti, (37°- 38°C), al buio

sLavaggio

» Osservazione microscopio ottico a fluorescenza



Kit LIVE/DEAD

CALCEIN AM /ETHIDIUM BROMIDE 1 (o Propidium lodide)

V4 \

Citoplasma DNA
fluorescenza fluorescenza
verde rossa

Cellule verdi nel citoplasma + incolori nel DNA = VIVE

Cellule DNA rosso + citoplasma poco (o assente) verde =2*MORTE

valutazione al microscopio ottico a fluorescenza




Live cells fluoresce bright green
Dead cells with compromised
membranes fluoresce red-orange




Live and dead kangaroo rat (PtK2) cells stained with ethidium
homodimer-1 and the esterase substrate calcein AM (kit
LIVE/DEAD®

(www.Invitrogen.com)



Valutazione integrita di membrana nell'oocita: test "LIVE/DEAD”

Calcein filter Eth filter

Calcein filter Eth filter




Kit LIVE/DEAD

(sonde nucleari

oer il DNA) —>SYBR 14/ Propidium lodide

4 \

fluorescenza f
verde uorescenza
rossa

Cellule con fluorescenza nucleare verde e assenza
segnale rosso nel nucleo = VIVE

Cellule con fluorescenza nucleare rossa e assenza (o lieve)
segnale verde nel citoplasma =*MORTE

valutazione al microscopio ottico a fluorescenza




Valutazione integrita di membrana negli
spermatozoi: test "LIVE/DEAD"

IVE/DEAD® Sperm Viability Kit. Invitrogen

Live sperm with intact membranes are labeled with
cell-permeant nucleic acid stain, SYBR® 14 , and
fluoresce green
Dead sperm, which have been killed by unprotected
freeze-thawing, are labeled with propidium iodide
and fluoresce red-orange.


http://www.google.it/imgres?imgurl=http://tools.invitrogen.com/content/sfs/gallery/high/g000502.jpg&imgrefurl=http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/support/Research-Tools/Image-Gallery/Image-Detail.alternateID.g000502.html&usg=__vj7131GljTGXiMHrvef7a92PTXo=&h=440&w=668&sz=105&hl=it&start=26&itbs=1&tbnid=1oIwS7HrtMXi5M:&tbnh=91&tbnw=138&prev=/images%3Fq%3Dkit%2Bdead%2Blive%2Bmolecular%2Bprobes%26start%3D20%26hl%3Dit%26sa%3DN%26gbv%3D2%26ndsp%3D20%26tbs%3Disch:1

VALUTAZIONE DELLE FUNZIONI BIOFISICHE DELLA MEMBRANA

»ad es. Potenziale di membrana

* Metodi elettrofisiologici

- metodiche invasive

- metodiche difficili

- valutazione su singola cellula

* Microscopio confocale: sonda fluorescente per il potenziale (Bis-Oxonol)
-non invasiva

-valutazione su piu cellule

-LSCM: strumentazione costosa




