Глава вторая

Основы цитологических процессов культивируемых клеток и способы культивации

Культивирование клеток бактерий

Для выбора правильной стратегии в выращивании клеток стоит определить каким именно способом будет выращиваться культура. Без данного шага могут возникнуть проблемы в понимании процессов, происходящих в клетках, при том или ином методе. Классифицировать все способы и типы культивирования клеток можно следующим образом:

1.  периодическое культивирование;

2.  продленное оптимизированное периодическое культивирование;

3.  многоциклическое культивирование;

4.  полунепрерывное культивирование;

5.  непрерывно-синхронное культивирование;

6.  непрерывное культивирование.

Периодическое культивирование

Для дальнейшего раскрытия темы стоит сказать пару слов о четырех основных фазах развития клеток при наиболее популярном периодическом [image: image1.png]TIPOLIECCHI KVIIBTHBHPOBAHISA MIIKPOOPTAHII3SMOB
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культивировании.

1. Лаг-фаза является отрезком времени, на котором культура еще практически не делится и не растет ввиду немного отличного химического состава. Обычно продолжительность лаг-фазы зависит от предыдущей стационарной фазы, однако помимо этого важную роль играют возраст культуры, количество клеток и различия химического состава между новой и предыдущей средами.

2. Экспоненциальная фаза характерна скачком в количестве и/или размерах клеток, находящихся в культуре. Обычно продолжается относительно недолго, что связано с накоплением продуктов метаболизма, нехваткой питательных веществ и места в емкости.

3. Стационарная фаза, что следует из названия, характерна меньшей чувствительностью к физическим и химическим изменениям среды. Клетки почти не делятся, растут медленно. Им на этом этапе нужна только энергия для поддержания жизнедеятельности.

4. Фаза отмирания в чем-то есть противоположность экспоненциальной фазы роста — экспоненциальным отмиранием культуры. Клетки массово умирают, что связано в основном с исчерпанием запасов энергии в клетке и среде. Скорость отмирания зависит только от особенностей вида.

Клетки со временем переходят из одного отрезка в другой, при этом у них меняются не только свойства и особенности роста и деления, но и меняется химический состав, что в свою очередь несомненно повлияет на скорость прохождения следующей лаг-фазы. Во многом именно поэтому долго культивируемые культуры на одной среде с трудом перевиваются на новую.

Продленное периодическое культивирование

Этот метод во многом похож на простое периодическое культивирование, разве что питательная среда постепенно добавляется к клеточной массе, что несколько продлевает длительность некоторых циклов. При использовании именно этого метода, чуть ли не единственным лимитирующим фактором является объем среды, что несомненно дает заметные преимущества при выращивании большого количества клеток.

Одной из вариаций этого метода можно считать метод диализа. Суть метода заключается в том, что клетки отделены от всего раствора мембраной, проводящей лишь мелкие объекты. Этот метод позволяет выращивать клетки, изолируя их от продуктов жизнедеятельности, постепенно накапливающихся в сосуде. К сожалению этот метод не нашел промышленного применения ввиду сложности и низкой выходной массе продуктов. Однако его еще можно встретить в некоторых лабораториях. Основным плюсом данного метода служит способность мембраны удалять из реакционной смеси ингибиторы, мешающие делиться клеткам, что выполнить другими методами достаточно сложно.

Многоциклическое культивирование

Это процесс культивирования при многократном пересеивании, но без стерилизации емкости. Как результат можно наблюдать рост культуры, без затрат времени на очистку. Такой способ используется иногда в нескольких ферментерах, последовательно сменяющими друг друга. По своей природе не особо отличается от периодического метода, однако количество культуры в данном случае заметно выше, но вероятность заражения или загрязнения культуры выше.

Полунепрерывное культивирование 

Характерная особенность — автоматический слив клеточного материала и наполнение рабочей части системы питательной средой. Как следствие можно наблюдать колебательную систему, иллюстрирующую отношение количество клеток к количеству питательной среды. Частота будет зависеть от удельной скорости деления культуры, что зачастую и надо выяснить. Различные варианты полунепрерывных систем используются в производстве дрожжей, водорослей, антибиотиков и других продуктов.

Непрерывное культивирование

Обычно непрерывное выращивание происходит в открытой динамической системе, в которой устоялось равновесие, поэтому культура питается в точно вымеренных объемах, и выделяющаяся среда также должна быть всегда стабильной.
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На фотографии изображен ферментер лабораторный на десять литров — один из многочисленных примеров систем динамического равновесия. В подобных системах выращиваются культуры в больших объемах, какие обычно нужны для производства или крупных биологических экспериментов, поэтому подобное сложнейшее оборудование в рядовых лабораториях практически не встречается.

Однако помимо этого непрерывная система открывает возможности для измерения реакции на те или иные факторы, ограничивающие рост. Например, можно отследить скорость и количество делений клеток при той или иной концентрации микроэлемента в среде. Для этого тот или иной лимитирующий фактор (в данном случае количество микроэлемента) искусственно изменяют, не изменяя прочих факторов. В результате получают точные биологические данные, какие получить в организме или в разовых экспериментах было бы практически невозможно. Процесс изучения влияния того или иного фактора на клетки называют хемостатным культивированием.

Стабильные открытые системы имеют управляемые постоянные условия, которые позволяют смоделировать глобальные экологические процессы, которые происходят в природе многие годы и даже столетия.

Многие эксперименты проводятся в несколько стадий с использованием нескольких последовательно соединенных ферментеров, в таких случаях процесс ферментирования называют многоступенчатым.

[image: image3.emf]На схеме представлен классический трехступенчатый ферментер.

Sn – концентрации субстрата; Xn – концентрации клеток

Другой способ культивирования используется только для анаэробных условий. Он носит название систем культивирования полного вытеснения. Принципом такого культивирования служит непрерывные поток смеси среды с клетками, идущими через трубку. Как следствие, клетки постоянно растут и уже к концу их биомасса заметно увеличилась. Классический пример такого культивирования — трубчатый реактор. 
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Смесь из клеток и питательной смеси подаются и смешиваются непосредственно перед входом в трубку, что начинает цикл делений и роста клеток.

Так мы рассмотрели основные направления культивирования клеток бактерий. Стоит отметить, что это только основные пути, используемые при выращивании культур, далеко не ограничивающие теоретически возможные пути. Общее представление о культивировании клеток микроорганизмов можно по схеме. 
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Основные методы культивирования микроорганизмов

Культивирование клеток растений

Если в истории культивирования клеток бактерий и животных основные скачки развития приходятся на конец XIX века, то с растениями ввиду сложности культивировании долгое время никаких делений не было. Первыми существенными толчками в развии этого метода стали открытия в 1922 г. В. Роббинс и Котте независимо друг от друга показавшие возможность культивирования на синтетических питательных средах клеток меристемы кончика корня томатов и кукурузы. Эти опыты положили начало применению метода культивирования изолированных клеток и органов растений.

С тех пор до 60-х годов учеными было постепенно синтезировано более 150 видов клеток растений in vitro. Итак через некоторое время Ф. Стюард, работая с культурой изолированной флоэмы моркови, получил из нее в 1958 г. целые растения.

Для растений почти всегда культивируются каллусные клетки растений. Заметно реже клетки опухолей растительного происхождения. Они практически не отличаются морфологически, но отличаются от нормальных лишь гормононезависимостью. Так же, в отличии от каллусной ткани, они не могут дать нормальные органные структуры. Известны случаи, когда они давали лишь тератомы (уродливые органоподобные структуры), дальнейшего развитие которых обычно не происходило.

Каллус является тканью, возникающей при исключительных обстоятельствах (обычно при травмах) и функционирующей непродолжительное время. Эта ткань защищает травмированное место, накапливает питательные вещества для анатомической регенерации или генерации утраченного органа.

Каллусные клетки можно получить не только при непосредственной травме растения, но и после первого культивирования, (обычно после этого пересаживают именно каллус) на свежую питательную среду сажают клетки и происходит процесс субкультивации. В процессе субкультивирования формируется штамм, характеризующийся индивидуальными генетическими и физиологическими особенностями.

Методы выращивания каллуса растений

Если в клетках бактерий было достаточно много различных способов выращивания, то с растениями все несколько проще. Все методы можно разделить на суспензионные и поверхностные.

При использовании поверхностного способа, клетки помещаются на поверхность жидкой питательной среды при помощи мостиков, например, из фильтровальной бумаги. В конкретном случае получается не всегда монотонная, часто совершенно не структурированная, рыхлая масса.

В суспензиях культивирование происходит намного сложнее и не всегда удачно. Начнем с того, что клетки при суспензионном культивировании должны быть полностью сепарированы друг от друга. В обратном случае ничего не получится. Следующим этапом является отделение клеток от инородных тел, какое практически всегда остаются после первых культивирований. И только на третьем этапе клетки индуцируют к делению, получают культуру.

Фазы развития клеток растений

В отличие от клеток животных, клетки растений «переживают» намного больше этапов развития. К присущим клеткам микроорганизмов добавились фазы линейного роста и замедленного роста, образующие с экспоненциальной фазой график похожий на кубическую параболу, а значит переходы из каждой фазы в другую будет менее выращен, чем, например, у бактерий.
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Стоит указать коренные отличия и особенности процессов, происходящих в клетках на разных стадиях.

1. Происходят процессы запаса энергии, синтеза ДНК и РНК

2. Максимальная скорость роста, мелкие клетки меристематического типа

3. Линейный рост, постоянная скорость

4. Частично дифференцированные клетки, частично ингибированные клетки, рост сильно замедлен.

5. Редкие деления, дифференцировка клеток

6. Рост клеток с отрицательным значением, смерть

Культивирование клеток животных

Основные типы выращиваемых клеток

Наиболее часто культивируются следующие элементы:

· соединительной ткани – фибробласты;

· скелетной – кость и хрящи;

· мышечной – скелетные, сердечные и гладкие мышцы;

· эпителиальной – печень, легкие, кожа, мочевой пузырь, почки, молочная железа;

· нервной – глиальные клетки и нейроны (хотя они лишены способности к пролиферации);

· эндокринной системы – гипофиз, надпочечники, клетки островков Лангерганса;

· различные типы опухолевых клеток

Животные линии клеток

Все животные линии клеток можно разделить на три категории: первичные, диплоидные и постоянные культуры. Первичные — клетки которые только были выделены из организма, существуют до первого пересева. Диплоидные клетки способны переносить не менее 50 клеточных делений, сохраняя диплоидный набор хромосом. А постоянные клетки способны делиться неограниченное количество раз, живя многие десятки лет вне организма.

Главным фактором при выборе ткани или линии клеток для дальнейшего исследования является природа процесса, который будет изучаться на этих клетках.

Как правило, культуры, полученные из эмбриональных тканей, характеризуются лучшей выживаемостью и более активным ростом по сравнению с культурами из соответствующих взрослых тканей, но несмотря на ряд практических преимуществ, необходимо помнить, что эти клетки по некоторым параметрам отличаются от взрослых клеток.

Выделение первичных клеток

Первичные культуры можно получить практически из любой ткани или органа. Для этого выделяется небольшой пласт клеток, после чего он либо ферментативно (например, 0,01−0,05–0,25% трипсина, 200−2000 ед./мл коллагеназы), либо механически, происходят процессы дезагрегации. После этого клетки сажают на субстрат, где они и выращиваются до следующего этапа.

Довольно часто приблизительно на 20-50 клеточный цикл культура гибнет, проявляя признаки старения. Происходит это из-за постепенно перехода клеток из диплоидного набора хромосом в анеуплоидные, что создает в некоторых случаях даже штамм. Культура теряет первозданный набор хромосом со всеми вытекающими последствиями. Обойти этот процесс можно обработав культуру мутагенами или некоторыми вирусами, способными вызывать определенные генные и геномные мутации.

Контактное торможение 

Первичные клетки, которые делятся в культуре, могут претерпевать так называемое контактное торможение движения. Когда две клетки приближаются друг к другу, то в зоне контакта прекращаются специфические движения клеточной мембраны животной клетки, что затормаживает рост клеток. Поэтому первичные клетки не могут расти друг над другом, и в большинстве случаев при достижении полного монослоя  сопровождается прекращением клеточных делений.

Этот феномен характерен не только для первичных клеток, но наблюдается также во многих клеточных линиях. Нетрансформированные клетки могут в течение некоторого времени сохранять жизнеспособность в таком покоящемся состоянии, но если их не пересеять, они погибают.

Фазы клеточных культур животных

Как и у многих других типов клеточных линий, животные клетки вскоре после пересеивания вступают в лаг-фазу, продолжающуюся от 2х до 24 часов, после чего следует логарифмическая фаза, при которой клетки экспоненциально делятся, пока не достигается полный монослой. После этого начинается период замедленного роста — стационарная фаза, после которой начинается фаза отмирания клеток, уменьшение количества живых клеток.[image: image7.png]®daza
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Растущие клетки регулярно делятся примерно один раз в каждые 24 часа. При отсутствии каких-либо ограничений клетки равномерно распределены по клеточному циклу, и если количество клеток удваивается через правильные промежутки времени, то говорят, что культура находится на стадии экспоненциального роста.

Обычно после короткого периода экспоненциального роста тот или иной фактор становится лимитирующим. Это может происходить в результате истощения какого-либо фактора среды или в результате того, что культивируемые клетки полностью покроют поверхность, на которой растут. Скорость роста замедляется, и количество клеток в культуре достигает насыщения (конечная плотность клеток). Когда дальнейшие деления клеток прекращаются, наступает стационарная фаза роста культуры.

Однако теоретически возможно поддерживать клетки постоянно в одной наиболее «полезной» фазе — фазе экспоненциального роста, например, если их культивировать в хемостате, где увеличение поступления питательных веществ балансируется увеличением оттока клеточной суспензии. Это приводит к постоянству окружающих условий и числа клеток. На практике, однако, этого трудно достигнуть из-за возможности бактериального заражения, способного полностью погубить культуру, поэтому животные клетки весьма редко культивируются в проточных системах.

Другим примером задержки клетки на одном этапе может служить встречающийся «гигантизм» клеток в культуре. Некоторые клетки по ряду причин теряют способность к делению, постоянно увеличиваясь при этом в размерах. Бывают случаи при которых клетки разрастаются более чем до 1мм в диаметре. Обычно это является причиной крайне неоптимальных условий среды, что и вызывает подобные отклонения.

Синхронизация клеток

Одним из часто использующимся методов выращивания является синхронизация клеток по определенной стадии клеточного цикла. Это необходимо для изучения некоторых процессов на большом количестве одинаково развитых клеток. Синхронизация достигается путем либо ограничивании всей культуры к дальнейшему переходу к другим циклам, что ведет к появлению аномальных клеток, либо путем выделение удовлетворяющих клеток от общей культуры. Обычно последний метод достигается путем резкого изменения условий,  при которых выживают только те клетки, которые находятся в заданной
фазе, остальные гибнут.

