                                                        MANTENIMENTO COLTURE CELLULARI
Le colture cellulari sono sistemi semplificati che consentono il mantenimento di cellule in vitro.

Negli esperimenti condotti abbiamo utilizzato la linea cellulare eucariotica  fibroblasti  NIH3T3 di cui abbiamo effettuato il mantenimento mediante:

· Tripsinizzazione alla confluenza
A causa dell’inibizione da contatto, in una coltura confluente, le moltiplicazioni cessano e si ha quindi un rallentamento del metabolismo, con conseguente accumulo di prodotti tossici. Per permettere alle cellule di continuare a crescere è, quindi, necessario procedere a periodici trapianti in terreni freschi. A tale scopo si utilizza un procedimento indicato come tripsinizzazione, che consente di staccare le cellule dal substrato al quale sono adese, risospenderle in soluzione e quindi, trapiantarle in mezzo fresco, ricco di tutti quei componenti necessari alle cellule per le loro attività metaboliche (vitamine, sali inorganici, proteine e costituenti sierici).

Protocollo:
- Osservazione della piastra al microscopio per effettuare la valutazione della confluenza                            - Aspirazione del terreno di coltura






                      - Lavaggio con 2 ml di PBS (tampone fosfato salino) per eliminazione detriti cellulari, cellule morte e residui di terreno che potrebbero altrimenti inibire l’azione della Tripsina.

                       - Aspirazione del PBS







                                    - Si aggiunge in quantità variabile in base alle dimensioni del recipiente la Trispsina: stiamo lavorando su piastre da 6 cm e aggiungiamo  1 ml di Tripsina che lasciamo agire per 2 minuti.         La Tripsina è un enzima proteolitico, che digerisce il materiale glicoproteico presente sulla membrana cellulare, responsabile dell’adesione, senza distruggere o uccidere le cellule.                         - Quando le cellule adese iniziano a staccarsi (distaccamento aiutato anche da azione meccanica, con battitura della piastra) si procede con la  neutralizzazione della Tripsina con 2 ml di terreno fresco (abbiamo utilizzato il DMEM) che offrendo un nuovo substrato alla Tripsina inibisce la sua azione sulle cellule.                                                                                                                                               Si spipetta il mezzo all’interno della piastra in modo da facilitare ulteriormente il distacco e quindi, la raccolta delle cellule.








                        - Trasferiamo il contenuto della piastra in una falcon e procediamo con la centrifugazione della sospensione per 3 minuti.







                       - Terminata la centrifugazione, si aspira il surnatante e si risospende il pellet in 3 ml di terreno fresco.










                      - Seminiamo 1ml di tale sospensione in una nuova piastra con aggiunta di 2 ml di terreno fresco.             - La piastra viene  poi conservata in incubatore a 37°C ed al 5% di CO.                                              L’incubatore riproduce le naturali condizioni di sviluppo delle cellule. Anche piccoli aumenti di temperatura per brevi periodi possono far morire le cellule: le cellule coltivate richiedono un controllo di temperatura rigoroso (normalmente le cellule di mammiferi si coltivano a 37 °C). La pressione parziale (pCO2) di CO2 (5%) usata nelle colture corrisponde alla pCO2 cellulare misurata all’interno dei tessuti (35-45 mmHg, equivalgono al 4.6-5.9% di CO2).

· Congelamento

Poiché i ceppi cellulari tendono ad esaurire il loro potenziale di crescita in seguito a ripetuti passaggi, è utile conservare le cellule dei primi passaggi mediante congelamento. Il periodo di conservazione delle cellule dipende dal grado di raffreddamento, ad esempio, nel caso dell’azoto liquido (-196°C) può durare anche per anni. Per la conservazione delle cellule è necessario aggiungere al terreno di base degli additivi che consentano alle cellule di sopravvivere al congelamento. Uno degli additivi più utilizzati è il DMSO, aggiunto al 10%, che impedisce la formazione di cristalli nelle cellule. Questi ultimi, durante lo scongelamento, potrebbero provocare la rottura della membrana citoplasmatica e quindi, indurre la morte cellulare.

Protocollo:
· Con le  cellule tripsinizzate e centrifugate procediamo alla risospensione in 1 ml di terreno fresco.
· Preleviamo l ‘ 1 ml di questa sospensione e lo trasferiamo in una vial con l’aggiunta del 10% di DMSO (dimetilsolfossido).

· La vial è riposta in appositi contenitori che servono a rendere graduale l’abbassamento di temperatura, e quindi messa , nel nostro caso, in congelatore a -80°C.
 Il periodo di conservazione delle cellule dipende dal grado di raffreddamento, ad esempio, nel caso dell’azoto liquido (-196°C) può durare anche per anni.
Per Scongelare bisogna
 bisogna mettere la vial contenente le cellule congelate a 37°C a bagno maria, porre la sospensione cellulare in tubi da centrifuga e centrifugare, in modo da eliminare il terreno di congelamento. Il pellet di cellule ottenuto, dopo essere stato risospeso in mezzo di coltura fresco, 3 ml di terreno,  deve essere seminato in un nuova piastra (usiamo piastra da 6 cm) e  posto nell’incubatore.

                                          CONTROLLO DELLO “STATO” DELLE COLTURE CELLULARI
Abbiamo eseguito i seguenti Test rapidi di routine:

· Conta delle Cellule  (Camera di Burker)

La camera di Burker consta di una lastra rettangolare, che presenta al centro un rilievo, delimitato da ambo i lati da due solchi o scanalature parallele ed un corto solco trasversale che divide questo rilievo centrale in due metà, ciascuno delle quali porta inciso un reticolo di conta. I due reticoli vengono coperti da un unico vetrino copri oggetto. Questa adesione da l’ altezza, tra la camera ed il coprioggeto di 1/10 mm. Ciascuna rete di conteggio è suddivisa in 9 quadrati grandi delimitati da tre righe parallele per ciascun lato: ciascuno ha un’area di 1mm2 ed un volume corrispondente a 0,1 mm3                                        Dal momento che contiamo le cellule dei quadrati grandi otteniamo il num. Cellule/ml di sospensione moltiplicando la media di cellule contate per 10^4 e per il fattore di diluizione della sospensione da cui si è prelevato il campione:  moltiplicando tale valore per gli ml della sospensione madre otteniamo le cellule della piastra di partenza.

· Vitalità cellulare (esclusione con Trypan Blue)
Il colorante permette di distinguere tra cellule vive e morte. Più precisamente, le cellule vive non si                   colorano in quanto la struttura della membrana è intatta, mentre le cellule morte risulteranno completamente colorate di blu, in seguito alla penetrazione del colorante nel loro interno. Naturalmente, verranno contate solo le cellule vive.                                                     Le  cellule tripsinizzate e centrifugate vengono risospese  in 2 ml  di Trypan Blue: si procede con la conta nella camera di Burker per valutare la % di vitalità cellulare.                                                     
