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| principi di base per la
preparazione ed il
mantenimento delle colture
cellulari;

| principi di base della
microscopia ottica ed
elettronica, per valutare gli
effetti delle sostanze
naturali sulla crescita e sulla
morfologia delle cellule
tumorali.
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La nostra attivita

L’obiettivo di questo percorso e stato quello di valutare gli effetti di una sostanza
naturale (Aloe emodin, AE) su una linea cellulare di adenocarcinoma mammario
umano, denominata SKBR3. Lo studio e stato condotto trattando in vitro le colture
cellulari con ’AE a diverse concentrazioni per 24h.

Alla pratica:

4

Semina in sterilita della coltura
delle cellule SKBR3 su vetrini;

Trattamento delle cellule con
due diverse concentrazioni di AE
per 24h;

Preparazione per | osservazmne
dei campioni ai diversi
microscopi;

Analisi delle immagini al
computer con software
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Aloe emodin
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Principio attivo contenuto nelle
foglie di Aloe vera e Aloe
arborescens.

Effetti biologici

- Lassativo;

- Antifungino;

- Antibatterico;

- Epatoprotettivo;

- Antivirale.
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La semina delle cellule

» Preparazione della sospensione monocellulare
» Conta delle cellule contenute nella sospensione

» Semina delle cellule su vetrini sterili in piastre da 12 pozze
per trattamento con AE.
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Wound assay 24h

controllo

AE 50 pM
24h

AE 75 uM
24h



Converte le
differenze di fase
in differenze di
intensita luminosa
e viene utilizzato
per |’osservazione
delle cellule vive.

Microscopia ofttica

Usa la luce visibile e lenti di vetro. La
capacita d’ingrandimento arriva fino a
1000 volte. d = A/2nsena
Potere risolutivo: 200 nm

Confocale a
scansione laser

A contrasto
di fase

La sorgente luminosa e
costituita da uno o piu
laser per ogni diversa
frequenza di eccitazione.
Le immagini risultano
definite e tridimensionali.
Utilizzato per osservare
cellule fissate e marcate
con fluorocromi.
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Preparazione del campiomier
microscopia confocale a SeEnSIOnNENEN,

Analisi contemporanea:

Del citoscheletro mediante

marcatura con falloidina coniugata
con un fluorocromo (rodamina) che ¢
lega ai microfilamenti di actina.

Della distribuzione dell’AE (di per sé
fluorescente) all’interno della
cellula.
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Microscopia elettronica - w

Il microscopio elettronico utilizza un fascio
di elettroni come radiazione di
illuminazione, raggiungendo una piu alta
risoluzione (1 nm) rispetto al microscopio
ottico.

(SEM)

* Fissazione

« Disidratazione

* Essiccamento

» Ricopertura con metallg
(oro)




BC13 le sostanze naturali sotto la lente del microscopio

20 pm — spot mag O HFW |mode| WD 30 um
SKBR3 K D 20.00kV| 2.0 | 3000x 853 ym| SE [10.1 mm 75microM AE SKBR3

s\

HV [spot mag O HFW [mode[ WD ———20um
20.00 k| 2.0 | 4000x 64.0pm| SE [10.2 mm 75microl AE SKBR3

Ispot|mag O] HFW |mode| WD | 20 pm
5 croM AE SKBR3



BC13 le sostanze naturali sotto la lente del microscopio

Il nostro lavoro sperimentale Abbiamo osservato chel’AE
svolto in vitro ha dimostrato che viene immagazzinata dalle
l’Aloe emodin € in grado di cellule all’interno di
ridurre la proliferazione e la vescicole;

motilita delle cellule tumorali

SKBR3;

| nostri risultati hanno
dimostrato che l'AE € in grado
d’indurre importanti alterazioni
del citoscheletro e della
morfologia di superficie
attribuibili all’induzione della
morte cellulare.
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