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  Lezione 2, 4/4/08

Libro: Introduzione alle colture cellulari: Metodiche relative, di Mariottini Capicchioni ecc (Morgan Edizioni Tecniche).

Entriamo nel dettaglio, vedremo quanti e quali tipi di colture cellulari esistono. Abbiamo detto la scorsa volta che acquisire le nozioni di base per lavorare in un laboratorio di biologia cellulare è utile a vari livelli, qualsiasi specializzazione andremo a prendere; in ogni caso la tecnica delle colture cellulari è ad ampio spettro, è utile quindi riuscire a capire cosa sono e come vengono utilizzati i vari tipi di colture.

Dobbiamo distinguere tra le colture cellulari primarie, che sono le cellule che derivano direttamente per dissociazione di tessuti di varia origine, sia embrionali che adulti. Hanno capacità di replicazione limitata: resistono per un certo numero di cicli, dopo di che sono destinati a morire. Questa tendenza di perdita di capacita di replicarsi è dovuta dalla senescenza.

Le colture secondarie e terziarie derivano da colture cellulari precedenti (primarie), sono le cosiddette linee cellulari come la HELA che sono stabili. Derivano da colture primarie, o normali o tumorali. La capacità di mantenersi si origina anche in seguito a manipolazioni genetiche (immortalizzazione) o sono cellule tumorali, che già proliferano in maniera indefinita.

Esistono linee cellulari a vita finita: corredo cromosomico diploide, resistono in coltura circa 50 cicli e poi decadono, risentono dell’inibizione da contatto (le cellule crescono fino a ricoprire formando un mostrato la superficie di crescita, e arrestano la loro crescita).

Abbiamo linee cellulari continue, che sono immortalizzate o trasformate: capaci di resistere più tempo in coltura. Questi processi di trasformazione avvengono o per mutazioni spontanee che le cellule possono subire oppure possono essere indotte da radiazioni, sostanze chimiche e virus; le linee continue possono anche essere ottenute direttamente da tumori (cellule tumorali prese e messe in coltura: sono già “trasformate” in vivo). Le linee trasformate non hanno inibizione da contatto, quindi crescono anche formando mucchietti nel substrato.

Abbiamo anche le linee cellulari clonali che derivano da singole cellule per mitosi: sono linee costituite da cellule identiche dal punto di vista morfologico e genetico.

In ogni caso bisogna ricordarsi che le cellule mantenute in coltura vanno incontro a un cambiamento: quando lavoriamo con le colture cellulari ogni tanto dovremo gettar via le cellule arrivate a un certo numero di passaggi e ricominciare da una coltura più fresca per eliminare i cambiamenti che subiscono le cellule, che possono avvenire sia per meccanismi genetici (mutazioni o perdita di cromosomi) sia per meccanismi epigenetici (metilazione del DNA, acetilazione degli istoni).

Tipi di colture cellulari.

Esistono colture a breve o lungo termine, in riferimento al tempo in cui le linee possono essere mantenute in coltura: le prime si riproducono e poi muoiono, le seconde si dividono a lungo termine o illimitatamente.

Abbiamo le colture in monostrato che si dividono fino ad occupare lo spazio disponibile quindi rallentano per fenomeno di inibizione da contatto oppure si staccano.

Abbiamo anche colture in sospensione: cellule di origine emopoietica che crescono in mezzo fluido, quindi anche in coltura devono essere mantenute in sospensione.

Le cellule aderenti invece si originano da tessuti solidi, come gli epatociti o i fibroblasti e per crescere richiedono l’interazione di recettori di membrana (integrine) e le proteine adesive sulla superficie delle piastre da coltura (sia che ciano sup. semplici che trattate in modo da favorire questa interazione).

Si possono anche tenere in coltura 2 linee cellulari: le co-colture, che sono colture diverse coltivate nello stesso recipiente per simulare un tessuto vero e proprio (cheratinociti e fibroblasti per simulare quello che avviene in un tessuto).

Abbiamo colture istiotipiche che sono rare e simulano la tridimensionalità usando steroidi o supporti porosi su cui le cellule si organizzano come in un tessuto. Spesso questo tipo di colture è mantenuto in continua agitazione.

Colture massive: usate quando occorre una gran quantità di cellule, superiore a 109, ad esempio per la produzione di vaccini (ovviamente sono necessari recipienti e laboratori adatti a contenere un numero di cellule adatto, che non sono coltivate in fiaschette ma in cisterne, i bioreattori).

Colture primarie.

Parliamo nel dettaglio delle colture primarie che originano direttamente da un tessuto. Queste presentano le proprietà differenziali dal tessuto in cui si originano: fibroblasti che producono collagene, cellule muscolari striate che si fondono a formare fibre, cellule cardiache che si contraggono aritmicamente, cellule nervose che formano assoni e sinapsi e cellule epiteliali che formano foglietti.

Come si ottiene una coltura primaria: da tessuti adulti, embrionali o da uova. La prima cosa che si fa è prelevare il tessuto di interesse. Si fa una dissezione del tessuto e poi una serie di passaggi per far disgregare le cellule del tessuto, in quanto un organo ha molti tessuti che devo separare, poi separare i molti tipi cellulari nel tessuto, sia meccanicamente che per digestione enzimatica, e poi si tratta l’omogenato cellulare ottenuto con tripsina e EDTA per disgregare i contatti tra le cellule e ottenere una coltura priva di tessuti e priva delle componenti che non devono essere mantenute in coltura, dopodiché si procede con la crescita.

Quindi si preleva il tessuto e viene sminuzzato con degli omogenizzatori (operazione che si fa in un tampone per mantenere le condizioni osmotiche favorevoli affinché le cellule non vengano rotte); si ottiene alla fine una sospensione cellulare seminata in un terreno: si ottiene la coltura primaria. Alcune di queste cellule iniziano ad aderire alla piastra ricoprendola fino a formare un monostrato: le cellule devono essere prelevate, rimosse, magari con tripsina, solo una piccola aliquota verrà piastrata in un terreno fresco effettuando una coltura secondaria.

Esistono diversi aspetti da tenere conto quando si effettua il prelievo di un tessuto: per prima cosa seguire principi etici, quindi avere il consenso informato (specie se si tratta di tessuti umani); bisogna lavorare in condizioni di sicurezza, specie con materiale potenzialmente infetto (quindi sicurezza sia per le cellule che per l’operatore), quindi bisogna lavorare in condizioni di sterilità: sterilizzare con alcool 70% il posto di lavoro, infine se il prelievo avviene lontano dalla camera di coltura, tenere il tessuto su ghiaccio.

Come ottenere una coltura primaria? Le cellule si possono ottenere per migrazione da un espianto, selezionando cellule in grado di migrare, oppure per disgregazione meccanica del tessuto, e quindi selezioniamo le cellule in grado di sopravvivere alla disgregazione, infine per disgregazione enzimatica del tessuto (di nuovo selezione di cellule sopravvissute alla disgregazione).

Quando si effettua la selezione delle cellule per migrazione? In genere quando i campioni sono molto piccoli, ad esempio quando si lavora con le biopsie (tessuti molto piccoli), oppure quando si lavora con tessuti poco adesivi, quindi cellule che sono in grado di migrare, oppure selezionare cellule con capacità di migrazione come fibroblasti e mioblasti.

Per disgregazione meccanica si disaggrega meccanicamente il tessuto, si passa attraverso un filtro, o attraverso l’ago di una siringa, oppure si pipetta ripetutamente, comunque l’effetto è disgregare al massimo il tessuto per separare le cellule facilmente. Le caratteristiche di questo metodo è che è più rapido, ma può causare danni, quindi è buono per tessuti soffici come milza, cervello e tumori soffici. 

Infine la disgregazione enzimatica, ottenuta per digestione enzimatica della ECM (matrice extra cell.): non si ha selezione per migrazione, si ottiene una coltura di cellule che sono le più rappresentative del tessuto di origine. Si ottiene un numero di cellule elevato in poco tempo e la resa di questa tecnica diminuisce con l’età del donatore del tessuto, perché avanzando con l’età aumenta il connettivo fibroso e saranno necessari tempi di digestione maggiori che possono provocare problemi per l’ acquisizione delle cellule. Gli enzimi usati per questa separazione sono la tripsina o la collagenasi o la pronasi batterica o la dispasi: tutti hanno attività di proteasi.

Tripsina. 

L’enzima maggiormente usato è la tripsina. È uno dei primi enzimi usati, se nel caso specifico non funziona si continua con altri. La tripsina è usata in soluzione con EDTA, con temperature di utilizzo 4° o 37°C. Il protocollo della tripsina a 4° permette una resa più alta in cellule e maggiore tasso di sopravvivenza, in quanto sono evitati danni da esposizione al calore; inoltre la bassa temperatura favorisce la penetrazione dell’enzima con la minima attività enzimatica e consente la sopravvivenza di un maggior numero di tipi cellulari, avendo quindi una variabilità nel tipo cellulare. Tripsina a 37°: i tempi di incubazione si accorciano, l’azione è più rapida; funziona meglio con tessuti giovani sempre per il discorso della ricchezza di connettivo che aumenta con l’età e quindi la probabilità di indurre dei danni aumenta se uso tessuti più vecchi perché per disgregare l’enzima deve stare più tempo.

Alcuni tessuti sono resistenti alla tripsina, come il connettivo fibroso, o possono essere danneggiate (alcune cellule epiteliali) quindi si usano collagenasi per tessuto connettivo e muscolare (la coltura rallenta l’adesione x 48 ore), ialuronidaisi, pronasi e dispasi.

La tripsina ed altri enzimi vengono utilizzati con agenti che chelano il calcio come EDTA, EGTA o magnesio e che favoriscono la rottura dei legami cellula-cellula e dei legami cellula-matrice.

Separazione di cellule non vitali: le cellule che non hanno resistito a questi passaggi sono morte, quindi nel caso di cellule che crescono in adesione, al primo cambio di terreno insieme al terreno vecchio verranno via le cellule che non si sono attaccate al substrato e quindi saranno rimosse; con cellule in sospensione mano a mano, con i passaggi, le cellule morte si andranno a diluire e saranno ridotte in numero rispetto alle cellule vitali che cominceranno a proliferare; più velocemente le cellule morte possono essere eliminate per centrifugazione ad una velocità che isola le cellule vitali che sono al fondo della provetta e si elimina il supernatante di cellule morte.

I diversi tipi cellulari invece sono separati con mezzi di selezione: favoriscono la crescita solo di determinati tipi cellulari, oppure si sfrutta la differenza nella varietà di adesione, una aderisce più lentamente quindi eliminiamo subito il terreno e togliamo le cellule che non vogliamo (quelle che aderiscono più lentamente) utilizzo di diversi enzimi per la dissociazione di un tipo cellulare rispetto a un altro, oppure utilizzare diversi terreni che favoriscono la crescita di un determinato tipo rispetto a un altro.

Esistono regole fondamentali quando si lavora con le colture primarie: bisogna

· rimuovere il tessuto adiposo e necrotico

· spezzettare finemente il tessuto con il bisturi

· rimuovere gli enzimi utilizzati per la disgregazione (centrifugazione)

· seminare una concentrazione di cellule più alta rispetto a quella utilizzata nelle sub-colture

· utilizzare un terreno molto ricco di nutrienti e siero fetale di bovino

· possono essere richiesti fattori di crescita e di adesione

· i tessuti embrionali (sempre per la storia dei connettivi) si disgregano più facilmente di quelli adulti.

Se le cellule di interesse sono perse a questo stadio, la perdita non è recuperabile. Si fanno una serie di tentativi per individuare la tecnica giusta per isolare le cellule e il terreno da usare.

Monostrato.

Abbiamo detto che le cellule, tranne il caso di tumorali, sono in grado di crescere e ricoprire il substrato su cui stanno crescendo fino a confluenza. La crescita delle cellule cessa perché arrivano dall’ambiente segnali inibitori: sono esauriti i fattori di crescita che noi somministriamo e c'è inibizione da contatto che intervengono nel blocco della crescita delle cellule. Quello che si verifica è che le cellule proliferano fino al grado di confluenza, poi se aggiungiamo terreno fresco in una zona, nella zona in questione c’è proliferazione delle cellule.

La crescita in monostrato è vera per cellule con inibizione da contatto, ma non per le tumorali: queste non rispondono all'inibizione e quando raggiungono il livello di monostrato crescono formando mucchietti. Questa capacità di crescere è tanto maggiore quanto la linea tumorale è maligna: cellule con grado di invasività basso non fanno questo fenomeno, ma magari superano il monostrato di poco e poi si staccano; cellule altamente trasformate crescono in maniera indefinita.

Riassumendo.

Le cellule in grado di sopravvivere alla disgregazione, di aderire al substrato e proliferare daranno origine a coltura primaria. Le cellule discendono direttamente dal tessuto di origine, mantengono molte delle caratteristiche funziona riscontrabili in vivo. Durante la crescita della coltura primaria:

· aumentano le cellule attivamente proliferanti

· restano stazionarie quelle in grado di sopravvivere ma non duplicarsi

· mentre altri tipi di cellule sono incapaci di resistere in coltura

Questo comporta una evoluzione nel tempo delle proporzioni dei diversi tipi cellulari, fino a giungere ad un equilibrio, notevolmente diverso dalla situazione di partenza. Quando la proliferazione ha ricoperto il fondo della fiasca, è necessario provvedere ad una subcultura in un nuovo recipiente con del terreno fresco.

C’è una curva di crescita di cellule in coltura: quando le cellule sono seminate c’è una fase di latenza in cui le cellule sono lì, non proliferano: le cellule si stanno adattando alle nuove condizioni coltura. Col passare delle settimane, le cellule proliferano in maniera esponenziale quindi a distanza di giorni dobbiamo fare subculture della linea cellulare. La coltura primaria, dopo alcune settimane ha senescenza e morte, oppure trasformazione e da questa coltura primaria possiamo ottenere una linea secondaria, più stabile.

La senescenza cellulare è quando le cellule cessano di proliferare a causa dell’accorciamento dei telomeri, che sono sequenze ripetitive di DNA e proteine che incappucciano le estremità di ciascun cromosoma. I telomeri vengono mantenuti grazie all’enzima telomerasi: nella maggior parte delle cellule umane il gene per la telomerasi è spento, quindi i telomerasi si accorciano ad ogni divisione fino al punto in cui viene generato un segnale di pericolo che arresta il ciclo cellulare; in cellule tumorali avviene l’attivazione del gene per la telomerasi e quindi proseguono la replicazione (oltre ad altri geni modificati, quelli del controllo del ciclo cellulare).

Trasformazione.

Vediamo le linee stabili, le trasformate o immortalizzate, sono quelle usate maggiormente perché non necessitano ogni volta di ricominciare da capo dal tessuto, con l’accortezza di tornare alle cellule da cui si è partiti per evitare delle mutazioni spontanee e quindi anche risultati falsati da queste trasformazioni. La trasformazione è l'acquisizione da parte della linea cellulare della capacità di proliferare indefinitamente (immortalizzazione) normalmente le mutazioni che portano una coltura cellulare alla trasformazione riguardano una categoria di geni ben precisi:

· della sopravvivenza cellulare

· della proliferazione (come del ciclo cellulare, P53 arresto del ciclo cellulare quando il DNA non si è replicato in maniera corretta, o ha subito dei danni)

· apoptosi (pro o anti apoptotici)

· adesione ed invasività

· stabilità genomica (generalmente questi tipi di mutazioni compaiono abbastanza precocemente)

Quindi l’immortalizzazione fa si che si passi da una coltura primaria alle linee cellulari, derivano da colture secondarie che hanno subito modificazioni che conferiscono alla linea la capacità di replicarsi indefinitamente. L’immortalizzazione comporta delle alterazioni:

· nella morfologia (perdita di antigeni specifici…)

· nella fisiologia (minori esigenze nutrizionali, perdita di inibizione da contatto…)

· nel corredo cromosomico (aneuploidia, poliploidia, eteroploidia ecc)

quindi sono meno somiglianti alla linea di provenienza.

Le linee cellulari esistono ormai in numerose banche, come la American Tissue Colture Collection, da cui possiamo comprare una linea di interesse e usarla per i nostri scopi.

Proprietà di crescita delle normali e delle tumorali: le normali crescono in monostrato mentre le tumorali o trasformate (tramite chimica o virus) crescono in masse a più strati.

Le linee cellulari di origine emopoietica crescono in sospensione senza aderire alla piastra di coltura:

· la sospensione può avvenire in condizioni statiche o in continua agitazione

· normalmente le cellule vengono fatte crescere in condizioni statiche in fiasche (è preferibile in quanto il volume di crescita nelle fiasche è maggiore)

· il sistema in agitazione si usa per crescere maggiori volumi di cellule

· anche in sospensione le cellule crescono fino ad una densità massima oltre la quale si arrestano (il terreno di coltura di esaurisce quindi anche qui prendiamo un piccolo numero di cellule e lo trasformiamo in una nuova fiasca)

· per capire quando si è raggiunta la densità massima è necessario contare le cellule e capire quanto è la densità per ml di coltura cellulare provvedendo alla subcultura

· l’amplificazione si ottiene diluendo le cellule in terreno fresco (ed è più semplice per le cellule in sospensione che per quelle in piastra, ovviamente)

Le colture di cellule aderenti che crescono fino a occupare tutta la superficie disponibile si dicono, a questo stadio, confluenti. Il tempo necessario alle cellule per duplicarsi è di circa 20-24 ore per le cellule animali e 24-30 ore per le umane, questo è un parametro di cui bisogna tenere conto: quando semino un X cellule devo considerare quando si arriverà alla confluenza, in cui la crescita si arresta e le cellule devono essere staccate e trasferite in nuove piastre.

Il protocollo di trasferimento prevede l’utilizzo di tripsina con chelanti (EDTA perché Ca2+ e Mg2+ sono indispensabili per l’adesione) avvenuto il distacco l’azione dell’EDTA e della tripsina viene bloccata dall’aggiunta di un nuovo mezzo di coltura che contiene cationi divalenti in eccesso ed inibitori della tripsina (contenuti nel siero); le cellule vengono quindi contate e seminate in nuove piastre.

Sia per cellule in sospensione che in adesione pratica comune è la conta cellulare, fondamentale sia perché non bisogna seminare troppe cellule, ma anche perché le cellule non devono essere seminate sotto una certa densità perché non crescono in maniera efficiente, e perché mancano segnali di interazione cellula cellula che favoriscono la proliferazione; bisogna anche rendersi conto di quando bisogna staccare le cellule e fare subcultura, perché le cellule arrivate a confluenza si staccano dal fondo e muoiono; bisogna quindi staccare bene tutte le cellule e non fermarsi solo a quelle che si staccano subito per evitare di selezionare una sottopopolazione di cellule meno aderenti; bisogna poi distribuire le cellule nella nuova piastra in modo uniforme (si fanno degli spipettamenti in modo da seminarle uniformemente e evitare l’inibizione da contatto di cellule che troppo raggruppate non prolifererebbero sull’intera piastra) e evitare di staccare contemporaneamente diverse linee cellulari (per evitare rischi di cross contaminazione).

Conta cellulare.

È una metodica importante negli esperimenti e nel mantenimento della coltura. Per contare le cellule si usa la camera di Neubauer, formata da un vetrino coprioggetto, una camera di conta e da un supporto che è la parte sottostante. Quello che si fa è che quando si mette una aliquota di cellule nella camera, si contano al microscopio e si osserva che la camera è suddivisa in 9 quadranti più grandi, ognuno suddiviso in 16 più piccoli. Quello che si fa è che si prende una aliquota delle cellule e si fa passare per capillarità, solo appoggiando la punta sulla cameretta, all’interno della cameretta stessa. Le cellule una volta seminate nello spazio tra il supporto sotto e il vetrino andranno a disseminarsi nei quadranti. Si procede all’osservazione al microscopio, si osserva il numero di cellule sparse nei quadranti.

Si deve scegliere di contare le cellule presenti in una determinata area, di solito di 1mm2, che è lo spessore tra il supporto di base e il vetrino coprioggetti. Non si contano tutti e nove i quadranti, di solito tre quadranti e si fa una media delle cellule che si contano. Normalmente il numero di cellule che si piastrano per colture di routine sono 100-300 cellule/mm2, invece per esperimenti quantitativi sono tra 500-1000 cell/mm2. Ogni quadrante della camere è delimitato da tre linee: le cellule posizionate sulle righe si sceglie di includere nel conteggio quelle su due delle linee e escludere quelle fuori (solo su due facce del quadrante).

La concentrazione cellulare, dato da cell/ml, è dato da 
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, che per definizione è 10-4 ml, numero che deriva dal fatto che lo spessore della cameretta è 0,1 mm, l’area contata è 1,0 mm2, quindi l’area è 0,1 mm3 quindi 
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. Così abbiamo il numero di cellule per ml, per sapere le cellule totali dobbiamo moltiplicare il numero ottenuto per gli ml totali per la diluizione:
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Esempio: contare le cellule presenti in 10 ml di terreno.

Si prendono 20 microlitri di sospensione cellulare e si aggiungono 40 microlitri di terreno effettuando una diluizione di 1 a 3. si contano le cellule presenti nei quadranti A, B, e C. Contiamo 471 cellule, facciamo la media dividendo per tre e abbiamo 157 cellule. Quindi C è dato da numero di cellule per ogni quadrante quindi 157 × 104 × 10 ml che è il volume di terreno da cui siamo partiti, che avevamo nella fiasca, × 3 che è il fattore di diluizione che abbiamo fatto inizialmente: si ottiene il numero di 47.1 milioni di cellule.

Quando si vanno a contare le cellule ci saranno cellule vive e cellule morte. Per discriminare tra cellule vive e morte si usa il tripan blu, che viene assunto solo dalle cellule morte che hanno subito alterazioni della permeabilità di membrana che ne permette l’ingresso. Per discriminare tra le vive e le morte quindi nel terreno mettiamo il tripan blu: osserveremo una serie di cellule vitali non colorate e un certo numero di cellule (che deve essere basso se la coltura è in buone condizioni) assume il colorante blu intenso. A questo punto il numero di cellule che contiamo deve essere solo quello delle vitali, le morte non si contano. 

La percentuale di vitalità è la frazione tra le cellule vitali e le cellule totali, così da avere una idea del tasso di mortalità nella coltura.

Esistono ad oggi dispositivi automatici per la conta delle cellule, usati nei laboratori di analisi. 

Protocollo:

· pulire camera di Neubauer e vetrino coprioggetto con alcool 70%

· inumidire i bordi del coprioggetto con un goccio d’acqua per favorire l’adesione del vetrino sul supporto sottostante

· spingere con fermezza il coprioggetto sulla camera per farlo aderire saldamente

· tripsinizzare le cellule da esaminare e preparare una soluzione omogenea

· trasferire un’aliquota nella camera di Neubauer con una micropipetta con il colorante e fare in modo che il fluido per capillarità riempia la camera

· eliminare il fluido in eccesso

· sistemare la camera sotto il microscopio (obiettivo 4-10x questo permette di visualizzare l’intera area di conta)

· verificare che ci sia una distribuzione uniforme di cellule in tutta l’area di conta

· si contano le cellule in almeno 3 quadranti (si fa una doppia conta)

· si fa la media.

Peso cellulare:

Non si tiene molto in considerazione nella conta delle cellule.
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