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LABORATORIO	DI	TECNICHE	CELLULARI	E	MOLECOLARI	APPLICATE	2014	
Esperienza	di	fisiopatologia	(Prof.	Adriano	Angelucci)	
	
	
	
Protocollo	del	saggio	di	Adesione	

	

PARTE	I	
	
	
1‐Rivestire	piastra	da	24	pozzetti	con	collagene	(1ug/ml)	e	fibronectina	(1ug/ml)	

	

2‐Incubare	a	37°C	per	1	ora	oppure	a	4°C	per	12	ore	
	

3‐Due	lavaggi	con	soluzione	0,1%	BSA	in	terreno	di	coltura	
	

4‐Incubare	con	soluzione	0,5%	BSA	in	terreno	di	coltura	per	60	minuti	
	

5‐Lavaggio	con	soluzione	0,1%	BSA	in	terreno	di	coltura	
	

6‐preparazione	cellule	da	seminare:	
	

6a‐togliere	il	terreno	di	coltura	
	

6b‐lavare	con	tampone	PBS	
	

6c‐aggiungere	tripsina/EDTA	(1ml/25cm2)	
	

6d‐incubare	a	37°C	per	massimo	5	minuti	
	

6e‐recuperare	le	cellule	e	neutralizzare	con	terreno	completo	
	

6f‐centrifugare	a	300	g	per	5	minuti	
	

6g‐risospendere	in	2	ml	di	terreno	e	caricare	8	ul	nella	cameretta	di	Burker	
	

6h‐contare	al	microscopio	e	aggiustare	alla	densità	di	5x105	/ml	
	
	
	
7‐aggiungere	un	ugual	volume	di	sospensione	cellulare	nei	pozzetti	(200‐500	ul)	

	

8‐incubare	per	30	minuti	a	37°C	
	

9‐agitare	leggermente	la	piastra	per	facilitare	il	distacco	delle	cellule	debolmente	adese	
	

10‐Lavare	con	soluzione	0,1%	BSA	in	terreno	di	coltura	per	3	volte	
	

11‐Fissare	con	paraformaldeide	al	4%	per	10	minuti	a	temperatura		ambiente	
	

12‐sostituire	la	paraformaldeide	con	PBS	
13‐conservare	a	4°C		
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PARTE	II	
	
	
	
	
	
14‐Togliere	il	PBS	dalle	piastre	
	
15‐Aggiungere	la	soluzione	di	colorazione	(volume	200‐500ul)	e	incubare	per	10	minuti	
a	temperatura	ambiente.	
	
16‐	Lavare	almeno	6	volte	con	acqua	di	rubinetto	facendo	attenzione	a	non	far	staccare	le	
cellule	
(lavare	con	acqua	pulita	fino	a	quando	non	vi	è	più	colorazione	di	sottofondo)	
	
17‐	Dopo	l’ultimo	lavaggio	lasciar	asciugare	la	piastra	capovolta	su	carta	assorbente	
	
18‐	Aggiungere	un	volume	uguale	di	soluzione	di	solubilizzazione	per	pozzetto.	
	
18‐	Diluire	in	maniera	appropriata	con	soluzione	di	solubilizzazione	e	leggere	allo	
spettrofotometro	(tra	540	e	600	nm)	
	
19‐Calcolare	la	percentuale	relativa	di	cellule	prendendo	un	punto	sperimentale	come	
riferimento	
(fissato	come	100%)	
	
	
	
	
SOLUZIONI	
	

	
	
	

Soluzione	di	colorazione	‐	Crystal	Violet	12mM	in	una	soluzione	al	20%	di	metanolo	in	
acqua	
Soluzione	di	solubilizzazione	‐	 1%	SDS	in	una	soluzione	al	50%	in	metanolo	in	acqua	
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