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L'esigenza di usare colture cellulari è nata per studiare le sostanze xenobiotiche. Queste sostanze sono molecole di sintesi estranee agli organismi quindi di origine non naturale (diversamente dalle tossine, ad esempio, che sono naturali). Queste sostanze di origine non naturale derivano essenzialmente da attività umane: esempio sostanze che si accumulano alla fine dei cicli di produzione e vengono immesse nell'ambiente. E' però necessario fare una sperimentazione che valuti la tossicità di queste sostanze sia per inalazione che per contatto che per ingestione. 

I metodi che anche oggi vengono utilizzati per valutare la tossicità di queste sostanze sono:

· Non biologici: che sia avvalgono di simulazioni e modelli matematici, cercando di simulare quello che può avvenire nell'organismo e valutare in via teorica quella che può essere la tossicità;

· Biologici: sono metodi che possano usare sia sistemi in vivo (quindi su cellule animali) che sistemi in vitro. Tra gli ultimi abbiamo sia culture cellulari che colture di organi e di tessuti. Le colture cellulari, rispetto ai prime due (organi e tessuti), sono sistemi però più economici, reperibili e più facilmente utilizzabili oltre ad avere meno problemi di tipo etico e legislativo.

Cenni storici.

Nel 1885 Roux dimostra che le cellule di embrione di pollo al di fuori dell'animale in una soluzione salina calda potevano sopravvivere per un certo periodo di tempo.

Nel 1952 Grey e collaboratori sono riusciti a stabilire una linea di cellule che si propagava indefinitamente, una linea derivata da un carcinoma cellulare umano. La signora, H. L., era malata di un tumore alla cervice, un tumore molto aggressivo, e, ogni volta che andava dal dottore Grey lui per curarla e medicarla prelevava le cellule del tessuto della cervice ma, invece di gettarle via, le metteva in coltura facendo delle colture di cellule tumorali che si propagavano indefinitivamente. Il nome di questa coltura, la prima linea cellulare, prese il nome di HeLa in onore della signora donatrice. La famiglia lo seppe solo dopo 20 anni anche perché allora, come oggi, tutto il materiale di scarto che deriva da cure mediche diventa di proprietà dell'istituzione medica e quindi non è necessario ottenere un'autorizzazione. Da allora l'uso di queste cellule si è diffuso ed è stato usato per migliaia di esperimenti come anche per lo sviluppo del vaccino della poliomielite. 
Questa linea cellulare è immortale e può riprodursi per un numero illimitato di volte ma sono anche cellule molto aggressive e quindi possono infettare anche altre cellule. Queste cellule tendono ad infettare le altre e oggi si stima che circa il 10% delle colture cellule è infettata da questa linea tumorale. 

Successivamente nel 54  la Ritalevi Montalcini ha dimostrato la capacità di stimolare la crescita degli assoni in coltura tramite il NGF. Più tardi Eagle compì uno studio sistematico sugli elementi nutritivi necessari affinché una coltura cellulare possa essere mantenuta. Egli dimostrò che le cellule animali possono propagarsi in maniera indefinita attraverso l'uso di una miscela di molecole a cui viene aggiunta una proporzione di proteine del siero. 

Nel 1976 Sato ha dimostrato che le linee cellulari necessitano di miscele di ormoni e fattori di crescita nel caso in cui vengano fatti crescere in un mezzo privo di siero; quindi o si aggiunge il siero (che contiene tutti i fattori di crescita) oppure bisogna aggiungere alle miscele di cui abbiamo detto prima degli ormoni e fattori di crescita affinché le cellule possano propagarsi nel tempo. 

Nel 1986 Martins e Evans hanno isolato per la prima volta le cellula staminali da cellule embrionali di topo, mentre nell'88 Thompson ed Evans hanno isolato per la prima volta le cellule staminali umani.

Le cellule normalmente si guardano tramite microscopi invertiti. Essi hanno la luce proveniente dall'alto mentre gli obiettivi sono nel basso. Le cellule in coltura in base al tipo di cellule mantengono molte delle caratteristiche che hanno in natura. Esempio i mioblasti in coltura tendono a fondersi per formare delle fibre muscolari multinucleate così come avviene nella normale formazione delle fibre muscolare. La morfologia assomiglia quindi molto alle cellule presenti in natura.

Campi di applicazione.

Esse vengono usate nell'ambito della biologia cellulare per studi di tipo funzionale e per studi di regolazione e funzionamento di proteine e geni; per studiare i meccanismi di crescita, metabolismo e differenziamento cellulare. Possono essere utilizzate per esperimenti di ingegneria genetica e tissutale la produzione di tessuti in vitro (esempio tessuto epidermico artificiale prodotto in vitro); infine per la produzione di cellule staminali. Nel campo della biologia molecolare le cellule possono essere usate per l'estrazione di acidi nucleici (RNA e DNA), per la purificazione di proteine, per studi di espressione genica ed analisi dell'effetto delle mutazioni genetiche. 

Nel campo della citogenetica si usano per diagnosi prenatali che si basano su indagini di tipo cariologico. Nel campo dell'oncologia le cellule vengono usate per caratterizzare dal punto di vista biochimico e  molecolare diversi tipi di tumori. In farmacologia le cellule vengono usate in test di citotossicità per l'efficacia e la tossicità di droghe, farmaci ed inquinanti. Nel campo della biotecnologia e immunologia servono per la produzione di proteine ricombinanti e di anticorpi monoclonali.

Vantaggi e svantaggi.

Le colture cellulari presentano dei vantaggi e degli svantaggi. I vantaggi sono che esse rappresentano sistemi molto semplici ed altamente riproducibili. Consentono di analizzare meccanismi sia cellulari che molecolari. L'ambiente in cui vengono coltivate le cellule é altamente controllabile dall'operatore. Sono sistemi abbastanza economici e rapidi nel tipo di risposta che possono dare (di solito esperimenti di max 3-4 giorni); hanno una disponibilità molto elevata (esistono cellule di tutti i tipi). Non hanno infine problemi di tipo etico o legale a differenza dell'uso di animali.

Vediamo gli svantaggi: il fatto di essere sistemi molto semplificati fa si che rispetto all'organismo intero questa semplificazione possa essere un limite perché quello che osserviamo in una cellula non può essere vero a livello di un organismo in toto: le condizioni di esposizione alle cellule ad una determinata sostanza o condizione possono infatti essere molto diverse da quelle che si avrebbero in un organismo in vivo. Esiste anche una difficoltà nel correlare le concentrazioni di tossicità di certe sostanze che potrebbero variare tra esperimenti su colture o in vivo. Le sostanze che diamo potrebbero interagire con le sostanze del terreno e dare risultati non veri. I costi sono elevati (varie apparecchiature e materiale usa e getta). Le cellule in coltura sono soggette ad una instabilità genetica, ovvero subiscono mutazioni che fanno perdere alcuni caratteri dopo un certo numero di passaggi. I risultati sulle colture sono legati anche all'esperienza dell'operatore.

Apparecchiature.

Condizione fondamentale è la sterilità, le cellule devono essere coltivate in condizioni sterili. 

Attrezzature indispensabili:

· Cappe a flusso laminare. Queste cappe fungono da barriera impedendo la fuoriuscita degli aereosol ovvero goccioline che possono contenere materiale infettivo, frammenti cellulari ecc.. Esse sono la sede dove le colture cellulari vengono maneggiate. 

· Incubatori che hanno diversi pianetti per le cellule. Essi sono incubatori a CO2 con concentrazione del 5% che serve per la pressione osmotica ed il pH dei terreni di coltura. La temperatura è di solito 37 gradi.

· Microscopio invertito.

· Centrifughe (possibilmente refrigerate) che permettono di separare una cellula dall'altra e le diverse componenti cellulari.

· Bagnetto termostato (bagnomaria) che serve per riscaldare i terreni a 37 gradi tranne per alcune linee cellulari come quelle di insetto. I terreni vanno riscaldati a 37 gradi prima di utilizzare le cellule.

· Frigoriferi e congelatori per la conservazione ed il mantenimento di terreni sieri ed altro.

· Attrezzature per la crioconservazione: le cellule possono essere congelate. Per la crioconservazione abbiamo bisogno di bidoni per azoto liquido e stanze dove vengono conservati.

· Pipettatore automatico che sono delle specie di pistole con pipette usa e getta di plastica che aspirano o sputano il terreno all'interno delle fiasche tramite la generazione di una pressione negativa o per altri scopi.

· Materiale monouso e contenitori per cellule come fiasche o piastre (di varie dimensioni). Provette e puntali per micropipette.


Attrezzature utili:

· Autoclavi che servono per la sterilizzazione.

· Pompe aspiranti per rimuovere il terreno dalle fiasche cellulari.

· Cell counter che serve per contare le cellule.

Cappe a flusso laminare.

Esse sono lo strumento indispensabile per le colture cellulari. Le cappe sono fornite di lampade a ultravioletti per la sterilizzazione dei piani di lavoro. Il flusso delle cappe laminari può essere orizzontale o verticale. Le cappe devono essere mantenute libere da oggetti ed altro per mantenere l'ambiente sterile (solo cose strettamente necessarie). Il flusso può essere verticale dal basso verso l'alto, o orizzontale dal fondo della  verso l'operatore. 

Nelle cappe a flusso laminare orizzontale l'aria entra, viene filtrata da un filtro Hepa e viene sputata in  direzione orizzontale investendo l'operatore: essa non ha una elevata sterilità e non è sicura per l'operatore perché gli spara l'aria in faccia. Non è quindi idonea per maneggiare sostanze infette. 

Le cappe a flusso laminari verticali sono invece quelle normalmente usate per le colture cellulari e possono essere suddivise in tre classi in base alla sicurezza biologica. 

L'efficacia di queste cappe dipende dal flusso dell'aria, dalla capacità di contenimento (quanto è ermetica ed a tenuta stagna), dal sistema di filtraggio ovvero dai filtri Hepa che trattengono il materiale particolato senza farlo circolare nella cappa. La sicurezza biologica delle cappe dipende anche dalla loro posizione all'interno della stanza sulla base delle correnti di aria e dai movimenti del personale.

Classe 1.

Il flusso dell'aria ha un andamento verticale e l'operatore è al sicuro. La zona di lavoro presenta anche un vetro che scherma eventuali contaminazioni sul volto dell'operatore. Oltre al filtro Hepa l'aria che entra all'interno della cappa viene filtrata dal un filtro a carbone attivo che pulisce ulteriormente l'aria che viene incalanata in un sistema di ricircolo dell'aria. Il sistema è sia di espulsione che di riciclo: parte dell'aria viene riciclata e parte viene espulsa. Queste cappe proteggono l'operatore dai contaminanti presenti all'interno della cappa ma non dai materiali presenti all'interno della cappa stessa quindi ci sono diverse procedure da seguire.

Classe 2.

Le cappe a flusso laminare verticali di classe 2 possono essere distinte in classe 2a e 2b in base alla quantità di aria che viene riciclata nella cappa stessa rispetto a quella che viene espulsa. Nelle 2a il 70% dell'aria viene riciclata mentre il 30% viene espulsa attraverso un filtro a carbone attivo. Nelle cappe 2b il 30% di aria viene riciclata mentre il 70% viene espulsa. Si può arrivare anche all'espulsione del 100% di aria.

Classe 3.

Sono cappe estremamente sicure perché sono cappe completamente chiuse. Sono quindi ermeticamente chiuse a tenuta d'aria ed a pressione negativa. L'aria passa attraverso un filtro Hepa e quella che esce passa invece attraverso due filtri Hepa posti in serie dato che sono cappe usate quando si maneggiano agente molto infettivi. Sono dotate di manicotti per le mani che fungono da barriera totale tra operatore e piano di lavoro.

In base agli agenti biologici che si maneggiano esistono quattro gruppi di classificazione sulla base della pericolosità:

Il gruppo 1 racchiude tutti gli agenti non patogeni.

Il gruppo 2 comprende microrganismi che possono essere patogeni ma non causare epidemie.

Il gruppo 3 comprende patogeni che possono causare epidemie ma per i quali esistono delle cure terapeutiche e preventive.

Il gruppo 4 comprende infine organismi patogeni che possono causare epidemie e per i quali non esistono cure.

Di conseguenza avremo quattro classi di contenimento:

Abbiamo laboratori di livello T1 e T2, laboratori semplici in cui si maneggiano agenti biologici di classe 1 e 2.

Livelli di contenimento di tipo T3 e T4 in cui si maneggiano microrganismi di gruppo 3 e  grandi quantità di microrganismi di gruppo 2.

Infine livelli T4 per la manipolazioni di microrganismi di gruppo 4 con protezioni particolari.

Tecniche per usare in condizioni di sicurezza le cappe biologiche.

Tutti gli utenti di una cappa devono essere a conoscenza dei dispositivi di utilizzo: ci sono dei protocolli scritti e vanno indossati sempre dei guanti dato che le mani non vengono protette dalla cappa. La cappa non va usata se non è perfettamente funzionante e quando la cappa è in uso il pannello di vetro deve essere chiuso. Le attrezzature presenti nella cappa devono essere ridotte al minimo. Non si devono usare i becchi bunsen dato che il caldo prodotto dalla fiamma potrebbe danneggiare i filtri ed altro. Tutte le operazioni devono essere eseguite sul fondo della cappa e non davanti. Tutti quanti gli apparecchi che vengono messi nella cappa e poi vengono rimossi devono essere disinfettati. Deve essere ridotto al minimo il passaggio di persone vicino alla cappa per evitare flussi di aria. Alla fine dell'operazione la cappa deve essere lasciata accesa per almeno 5 minuti per ripulire l'aria.

Se avviene versamento di materiale biologico dentro la cappa non bisogna spegnere la cappa. Bisogna rimuovere con carta assorbente imbevuta con disinfettante il materiale versato, pulire tutto... Lasciare infine la cappa accesa per circa 10 minuti.

Supporti e superficie di crescita.

La superficie di crescita è importante perché influenza la crescita delle cellule che possono farlo in adesione o in sospensione all'interno del terreno di coltura. Il supporto che usiamo è importante perché la superficie di crescita influenza l'adesione delle cellule; la loro crescita; la morfologia di una cellula che può variare sensibilmente in base al substrato; il differenziamento cellulare che può dipendere anche dal substrato.

Tra i vari substrati che possiamo usare abbiamo le fiasche che sono dotate di un tappo a vite che può avere o meno un filtro interno che garantisce la sterilità: il tappo non deve essere aperto tranne che sotto cappa. Per le cellule adese esse crescono sulla superficie in basso coperte dal terreno di coltura. Il tappo deve essere completamente chiuso se il tappo è dotato di filtro mentre se il tappo non è dotato di filtro, quando vengono riposte nell'incubatore, esso va parzialmente svitato per permettere lo scambio di gas. Le capsule petri sono dotate invece di un tappo che non è a chiusura stagna: esse vanno aperte solo sotto cappa. Abbiamo anche supporti più piccoli che sono le chamber slides che sono supporti costituiti da un vetrino coperto da una cameretta che può essere dotato o meno di un tappo e può essere suddiviso in due o quattro sottocamerette: ognuna di queste è sigillata rispetto alle camerette adiacenti cosa che permette di fare analisi contemporanee in diverse condizioni. Quando il trattamento è finito la porzione superiore può essere rimossa ed avremo alla fine un vetrino in cui avremo cellule adese che possiamo usare per esprimenti successivi. Vengono usati soprattutto per cellule che dobbiamo studiare adese sul vetrino.

Le fiasche hanno dimensioni e volumi diversi. Abbiamo fiasche da 25 cm2 da 75 e 125. Le cellule, una volta raggiunto il grado di confluenza (quando formano un tappeto omogeneo), saranno in numero differente come per esempio nelle cappe da 25cm2 avremo tra le 2-2,5*106 cellule circa; in quelle da 75cm2 avremo tre volte tanto e così via. Chiaramente il numero dipende anche dal tipo di cellule che stiamo coltivando che possono essere grandi o piccole. Il numero di cellule è importante da conoscere per vari motivi: spesso molti esperimenti sono correlati al numero di cellule, ad esempio per sapere quante mg di proteine o di acidi nucleici possiamo ricavare da quella fiaschetta. Le cellule possono essere rimosse dalle fiasche tramite gli scrapers per raschiare le cellule dalla superficie e raccoglierle.

Tutti i supporti possono essere sia di vetro che di plastica. Il vetro permette di osservare meglio al microscopio, è carico elettricamente e permette una adesione migliore per alcuni tipi di cellule, è resistente a solventi acidi e basi e non produce effetti di autofluorescenza (ottimo per esprimenti di immunofluorescenza). La plastica è invece più pratica, ha una buona qualità ottica ed è idrofobica. Il materiale più usato è il polistirene che è idrofobico e cattivo conduttore di calore. Esso viene trattano con radiazioni o sostanze chimiche, o attraverso elettricità per generare delle superfici cariche idrofiliche dove le cellule possano aderire; questo permette anche alle cellule di legare i fattori di crescita presenti all'interno del siero. Le superfici possono essere anche più complesse rispetto a quelle semplici viste prima. Possiamo avere superfici rivestite da particolari polimeri di polilisina, collagene, fibronectina o matrigel che permettono una maggiore adesione delle cellule di alcuni tipi particolari. Oltre al rivestimento le superfici possono anche essere modificate con reagenti chimici o con cariche elettriche.

Esempi:

Le cellule BHK o L929 (cellule polmonari tumorali) sono cellule molto aderenti e quindi crescono su supporti semplici di plastica. Le cellule di tipo epiteliale sono meno aderenti e necessitano di plastiche modificate. I neuroni primari sono invece cellule molto poco aderenti e necessitano di un supporto polilisinato di vetro o di plastica.

I supporti permeabili sono dotati di una membrana che può essere più o meno permeabile ad alcune sostanze. Essi servono per essere inseriti in certe capsule petri per dividere un tipo cellulare nella parte superiore ed uno nella parte inferiore e studiare ad esempio i meccanismi di interferenza tra i due tipi, di migrazione cellulare, o anche di influenzamento dato dal rilascio di determinati fattori che sono prodotti dalle cellule che sono nella parte superiore, quindi anche per studi di ancoraggio dipendente o indipendente delle linee cellulari. Permettono inoltre alle cellule polarizzate di sviluppare le proprie attività. Permettono di effettuare delle coculture tra compartimento superiore ed inferiore e vedere gli affetti che queste linee cellulari hanno fra loro.

L'ambiente di coltura.

Le richieste di una cellula per vivere fuori da un organismo sono:

· anidride carbonica e ossigeno

· temperatura controllata

· substrato di adesione

· mezzo di coltura (mezzo liquido contenente tutte le sostanze per far sopravvivere la cellula)

· pH strettamente controllato

Il mezzo di coltura è rappresentato da un terreno e siero. La crescita di una cellula è assicurata da alcuni fattori fondamentali. Gli elementi nutritivi di base presenti nel terreno come fonti di zuccheri, AA e sali minerali. Poi abbiamo fattori di crescita e di adesione presenti nel siero. I mezzi di coltura possono essere distinti in terreni in cui viene aggiunto il siero (dal 2 al 20%) o terreni sintetici o definiti che contengono invece fattori di crescita purificati (quindi non contengono siero). Entrambi però devono avere la capacità di fornire vitamine, minerali, ioni ed elementi per mantenere il metabolismo energetico. Deve poter mantenere i parametri fisiologici (pH e pressione osmotica) e non deve essere tossico. Il mezzo di coltura fornisce metaboliti e fattori di crescita per permettere la proliferazione in coltura.

Composizione dei terreni di coltura.

Le sostanze normalmente presenti in un terreno di coltura sono carboidrati (glucosio e galattosio), AA, tutti quelli essenziali o solo alcuni, ma sempre glutammina che serve come fonte di energia e carbonio per le cellule e che deve essere aggiunta fresca dato che non è stabile per lunghi periodi a temperature inferiori ai 4 gradi, vitamine che fungono da cofattori enzimatici necessari per la crescita ed il differenziamento della cellula, sali minerali (sodio, calcio, magnesio e ferro) che regolano l'equilibro osmotico ed il potenziale di membrana, fungono da cofattori enzimatici e favoriscono l'attacco delle cellule al substrato, elementi in tracce (selenio), proteine (albumina, fibronectina) che agiscono da fattori di trasporto (devono essere aggiunti nei terreni senza siero), acidi grassi e lipidi come colesterolo e steroidi (sempre per terreni sierum free), fattori di crescita (FGF, EGF, interleuchine..), infine antibiotici per prevenire contaminazioni batteriche (penicilline, streptomicine e gentamicina) anche se però possono interferire con alcune sostanze.

Ogni terreno di coltura è formato da una soluzione salina di base che regola il pH e la pressione osmotica all'interno delle cellule come soluzione saline a base di fosfati (PBS) o altre. Abbiamo poi terreni di coltura basali che vengono usati per cellule che non hanno esigenze particolari e che quindi sono in grado di crescere anche su terreno minimo come il Mem ed il Dimem (terreno un po' più ricco rispetto al Mem). Poi abbiamo mezzi di coltura complessi molto più arricchiti delle sostanze che abbiamo visto come l'Rtmi ed il Dimem. Esistono anche altri terreni specifiche per colture di insetti.

Il terreno di coltura deve avere dei prerequisiti per mantenere dei parametri fondamentali come la pressione osmotica ed il pH che deve essere tra 7,2 e 7,4. I terreni hanno un indicatore di pH che è il rosso fenolo. Quando il pH diventa acido il terreno vira sul giallo (vuol dire che le cellule stanno bene anche se il terreno si è esaurito ed è stato metabolizzato); quando il terreno vira verso il violetto, pH basico, vuol dire che le cellule non sono cresciute bene, non hanno metabolizzato: le cellule non stanno bene. Il rosso fenolo permette quindi di monitorare il pH all'interno di una coltura cellulare.

Al terreno si può aggiungere il siero che contiene fattori di crescita e di adesione necessari per le cellule. Il siero è di solito fetale e non ha anticorpi (o quasi). Esso, prima di essere utilizzato, viene inoltre scomplementato inattivando tutte le proteine del complemento incubando la bottiglia a 56 gradi per una mezz'ora. L'usare il siero ha vantaggi e svantaggi. Esso protegge le membrane e ne garantisce la corretta viscosità, contiene fattori di crescita ed ormoni che fanno si che la cellula cresca in maniera ottimale, contiene ferro, lipidi e molecole organiche, favorisce le interazioni tra le cellule ed il substrato, contiene inibitori della tripsina. Le cellule, una volta che hanno raggiunto il massimo volume (monostrato), devono essere subcoltivate usando tripsina (che rompe legami tra proteine) che stacca le cellule dal substrato così da poterle mettere in una nuova piastra. La tripsina deve però essere fermata nella sua azione: il siero contiene fattori che inibiscono la tripsina quindi viene aggiunto per fermare la sua azione quando vediamo che le cellule si sono staccate. Il siero può anche legare e metabolizzare tossine presenti nel mezzo di coltura. Per quanto riguarda gli svantaggi esso presenta una possibile tossicità degli anticorpi rimasti nel siero, la variabilità da un lotto ad un altro che può cambiare la modalità di crescita delle cellule, ha una data di scadenza, comporta una difficile standardizzazione dei risultati a causa della variabilità tra un lotto ed un altro, la presenza dei fattori del complemento o inibitori metabolici, possibile contaminazione di batteri o altri agenti, infine problemi per il recupero e la purificazione dei prodotti e costo elevato (5 ml di siero ogni 50 ml di coltura).

Infine vediamo i terreni definiti o sintetici che sono privi di siero. Essi vengono usati per esperimenti controllati, riproducibili e specifici per un tipo cellulare. I vantaggi di questi terreni sono la riproducibilità e la standardizzazione degli esperimenti. Esso favorisce anche la coltura di subpopolazioni specifiche di cellule. Favorisce anche la purificazione dei prodotti a differenza del siero che invece può interferire. Gli svantaggi sono invece che le cellule crescono più lentamente, è più costoso (deve contenere fattori di adesione, ormoni, inibitori della tripsina), sono diversi e  specifici per  i vari tipi cellulari quindi servono più terreni diversi. Le cellule sono più sensibili alle condizioni ambientali. L'adesione deve avvenire necessariamente su piastre trattate con laminina e fibronectina.
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