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Ø ObieCvo;	
Ø Preparazione	di	substraH	
						-	angolo	di	conta9o;	
Ø Strategia	di	fabbricazione	
						-	μCP	(micro-contact	prinHng);	
Ø Comportamento	delle	cellule	sui	substraH	
fabbricaH	

						-	cellule	uHlizzate	e	mantenimento;	
Ø Conclusioni	
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Obiettivo 

Funzionalizzazione	di	superfici	per	
l’adesione	cellulare,	in	modo	
spazialmente	controllato,	tramite	
pa9erning	per	soT-litografia.		



Preparazione dei substrati 

Substrato	uHlizzato:	Silicio	(SiOx)	
	
Il	silicio	è	un	elemento	molto	
abbondante	sulla	crosta	terrestre,	
secondo	solo	all’ossigeno.	In	natura	
si	trova		in	una	forma	cristallina	con	
reHcolo	cubico	del	Hpo	del	
diamante,	nel	quale	un	atomo	di	
silicio		è	unito	tetraedricamente	ad	
altri	atomi	di	ossigeno.	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

Funzionalizzazione	del	substrato	
tramite	immersione	in	

APTS	
octadecyltrichlorosilane	

OTS	
(3-Aminopropyl)triethoxysilane	



PREPARAZIONE	DEL	CAMPIONE	
(IN	APTS)	

PREPARAZIONE	DEL	CAMPIONE	
(IN	OTS)	

Pulizia	superficie:	
-  Sonicazione	in	acetone	15	min;	
-  Sonicazione	in	isopropanolo	15	min;	
-  Asciugatura	con	azoto;	

Lavaggio	in	toluene	
Asciugatura	con	azoto	
	

Pulizia	superficie:	
-  Sonicazione	in	acetone	15	min;	
-  Sonicazione	in	isopropanolo	15	min;	
-  Asciugatura	con	azoto;	

Lavaggio	in	esano	
Asciugatura	con	azoto	
	



ANGOLO	DI	
CONTATTO	SiOx	

APTS	

OTS	

θ		=		72°	

θ		=		63°	

θ		=	102°	



•  Master	che	presenta	le	
cara9erisHche	morfologiche	
che	si	vogliono	stampare	
(posiHvo).	

•  Stampo	in	PDMS	(negaHvo)	
•  “Inchiostro”		
•  Superficie	da	pa(ernare	
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Strategie di fabbricazione 



OTS	

Superficie	
libera	
(Silicio)	
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200	µm	

200	µm	



Cellule	uHlizzate:	FibroblasH	
•  I	 fibroblasH	 sono	 cellule	 presenH	 nei	 tessu,	 conneOvi	 e	 hanno	 la	 funzione	 di	

sinteHzzare	i	componenH	della	matrice	extracellulare.		
•  I	 fibroblasH	 sono	 cellule	 adese,	 fusiformi	 con	 prolungamenH	 citoplasmaHci	 che	

arrivano	fino	a	30mm;	il	loro	ciclo	cellulare	è	di	12ore.	
•  I	 fibroblasH	 da	 noi	 uHlizzaH	 sono	 di	 origine	 animale	 (NIH-3T3	mouse	 embryonic	

fibroblasts)	 e	 sono	 staH	gene1camente	modifica1	 tramite	 l’inserimento	del	 gene	
che	 codifica	 per	 la	 proteina	 GFP	 (GreenFluorescentProtein)	 in	 modo	 da	 poter	
essere	osservaH	al	microscopio	a	fluorescenza.	

Fibroblasto	in	
divisione		

Comportamento delle cellule 



Mantenimento	cellulare		
•  Il	mantenimento	di	cellule	 in	vitro	serve	

per	 studiare	 fenomeni	biologici	 come	 la	
crescita	 e	 l’adesione	 delle	 cellule	 su	 un	
determinato	substrato.	

•  Le	cellule	crescono	all’interno	di	fiasche	
contenenH	 il	 mezzo	 cellulare	 specifico	
per	il	Hpo	di	cellula.		

•  Le	 cellule	 che	 abbiamo	 colHvato	 sono	
cresciute	 in	 incubatore	 a	 37°C	 con	 una	
concentrazione	del	5	%	di	CO2.		

•  Durante	 la	 coltura	 cellulare	 sono	
necessarie	 alcune	 procedure	 a9e	 a	
mantenere	 condizioni	 oCmali	 alla	
crescita	 cellulare,	 come	 il	 cambio	
medium	e	lo	split.	

•  Per	quanto	riguarda	l’osservazione	delle	
cellule	 al	 microscopio	 fluorescente	 o	 al	
SEM,	è	prima	necessaria	una	fissazione.	



•  Quando	 le	 cellule	arrivano	 a	 confluenza	
(ovvero	 quando	 il	 numero	 di	 cellule	
diventa	elevato	e	si	perdono	le	condizioni	
ideali	 per	 la	 coltura	 cellulare)	 occorre	
eseguire	lo	split.		

•  Essendo	 cellule	 adese,	 è	 necessario	
rompere	 i	 contaC	 focali	 che	 hanno	 col	
substrato,	 tramite	 l’enzima	 tripsina,	 in	
modo	 da	 poter	 risospendere	 le	 cellule	 e	
trasferirle	nella	camera	di	conta.	

•  Per	 sHmare	 il	 numero	di	 cellule	 presenH	
nel	 campione	 si	 esegue	 la	 conta	 con	 la	
camera	di	Burker.	

Divisione	e	conta		

Camera	di	Burker	al	microscopio	oCco  



Actin 
filament 

Assay	Protocol	
	
1.  Fissare	le	cellule	con	4%	Paraformaldeide	in	1x	PBS	

2.  TritonX100	

3.  Incubare	con	l’anHcorpo	secondario	Falloidina	

4.  La	colorazione	dei	nuclei	può	essere	effe9uata	
tramite	l’incubazione	delle	cellule	con		DAPI		

	
5.  Le	immagini	a	fluorescenza	possono	essere					

osservate	uHlizzando	un	microscopio	a	
fluorescenza	

 

Saggio	di	immunofluorescenza	

FilamenH	di	
acHna	

Nucleo	



SiOx			5x	 SiOx			10x	

APTS			5x	 APTS		10x	



µCP	OTS	5x	 µCP	OTS	10x	

OTS	5x	
OTS	10x	



µCP	OTS+	APTS		5x	

APTS	+	µCP	OTS	5x	
APTS	+	µCP	OTS	10x	

µCP	OTS+	APTS		10x	



OTS	5x	 OTS	10x	



199	μm	

211	μm	

μCP	OTS	5x	 μCP	OTS	10x	



APTS	+	µCP	OTS	5x	 APTS	+	µCP	OTS	10x	

	µCP	OTS	+	APTS	5x	 	µCP	OTS	+	APTS	10x	



Conclusioni 

Ø Microfabbricazione	per	il	controllo	di	crescita	e	
adesione	cellulare;	

Ø Limitazione	della	crescita	cellulare	tramite	pa9ern	
di	molecole	anH-adesive;	

Ø 	Fabbricazione	di	superfici	con	aree	di	adesione	
cellulare	e	densità	controllata;	

Ø Metodologie	innovaHve	compaHbili	con	un	ampia	
serie	di	molecole	biologiche	e	non	


