MEZZI DI COLTURA 

I mezzi di coltura sono costituiti da una soluzione di sostanze a basso peso molecolare il cui solvente è un tampone salino fisiologico . Il termine nutriente viene usato per quelle sostanze che entrano nella cellula ove vengono utilizzate sia come substrato per la biosintesi o per il metabolismo cellulare come catalizzatori. I mezzi di coltura contengono anche componenti non nutritivi, come il rosso fenolo (indicatore di pH) o Hepes come tampone. le classi di nutrienti elencate di seguito sono i componenti più comuni di un mezzo di coltura. Sostanze idrolizzabili che forniscono ioni si tratta di componenti che forniscono ioni , il fine dei quali più che nutrire le cellule mantengono il potenziale di membrana delle cellule e permettono l’equilibrio osmotico. Molti di loro possono essere anche dei cofattori nelle reazioni enzimatiche, per tale motivo vengono considerati come nutrienti. Le cellule in coltura richiedono sodio, potassio calcio, magnesio, e ioni fosfato e cloruro. Elementi in tracce. Molti elementi inorganici sono presenti in un mezzo di coltura come contaminanti dei reattivi utilizzati per la formulazione dei mezzi stesso.  Normalmente nei mezzi coltura “ definiti” i contaminanti non sono riportati. E’ noto che molti elementi definiti come contaminanti sono essenziali per la crescita cellulare*. Le cellule richiedono infatti: Ferro, zinco e selenio. Anche il rame, il manganese, il molibdeno e il vanadio sono importanti elementi nella crescita cellulare. Tale elementi non vengono aggiunta nella formazione dei mezzi di coltura, ma sono presenti come contaminanti. L’aumentata purezza dei reattivi usati nella formulazione di un mezzo di coltura può provocare il fallimento dei tentativi di crescita delle cellule. Un esempio è stato quello del mezzo di coltura F12** a causa della completa assenza del selenio. Zuccheri. Tutti i mezzi di coltura contengono uno zucchero a sei atomi di carbonio come fonte di energia. Lo zucchero a sei termini  più usato è il Glucosio. In altri casi è sostituito dal Galattosio che è metabolizzato più lentamente e riduce la produzione di acido lattico nelle colture cellulari. Anche miscele di piruvato e ribosio  sono state usate al posto del glucosio. 

*W.G. Hamilton & R.G. Ham “in vitro” 1977, 13, 537.

** T. Takaoka & H. Tatsuta “Exp. Cell Res., 1971, 67, 295

AMMINOACIDI

Vengono distinti in:

· Essenziali

· Non essenziali

Tredici amminoacidi sono considerati essenziali per le cellule in coltura:

arginina, cisteina/cistina, glutammina, istidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptofano, tirosina, valina.
Sono utilizzati alle volte anche miscele di amminoacidi non essenziali. Tra di questi la serina è il più importante per colture che devono crescere a bassa densità. L’asparagina è richiesta da alcune cellule tumorali come molte linee di leucemia.  La prolina è necessaria per coltivare le linee CHO (Chinese  Hamster Ovary cell) mutate.

La quantità di amminoacidi essenziali richiesta dalle cellule coltivate in assenza di amminoacidi non essenziali è elevata.

VITAMINE
Le cellule in coltura richiedono di norma le vitamine del gruppo B: biotina, acido folico, niacinammide, acido pantotenico, piridossina, riboflavina e tiamina.
L’acido ascorbico (vitamina C) è essenziale per le cellule che sintetizzano collagene in coltura (fibroblasti ). La nota instabilità dovuta alla rapida ossidazione della vitamina C, rende però difficile il dosaggio corretto. Le vitamine liposolubili sembrano non richieste per la crescita delle cellule in coltura. E’ bene considerare che molte di queste derivano dal siero, è quindi difficile stabilire cosa può accadere nel caso di completa assenza nel mezzo di coltura. 

ZUCCHERI
Tutti i mezzi di coltura contengono uno zucchero a sei atomi di carbonio come fonte di energia. Lo zucchero a sei termini più usato è il glucosio. In altri casi è sostituito dal galattosio che viene metabolizzato più lentamente e riduce la produzione di acido lattico nelle colture cellulari. Anche miscele di piruvato e ribosio sono state usate al posto del glucosio.
ANTIBIOTICI
L’uso degli antibiotici è sconsigliato nelle colture usate di routine. In genere l’uso di antibiotici riduce, da parte dell’operatore , le attenzione sulla validità delle operazioni in asepsi, portando a contaminazione. La crescita di un organismo contaminante in presenza di antibiotici può essere ridotta, ma non eliminata, con conseguente impossibilità di controllo, ma anche con alterazioni biochimiche sul metabolismo cellulare. Possono essere quindi selezionati microorganismi antibiotico-resistenti che possono diffondersi a tutte le colture del laboratorio.

L’uso di antibiotici dovrebbe essere limitato alle colture a breve termine e alle colture primarie. Le colture trattate con antibiotici dovrebbereo essere conservate a parte come se fossero contaminate (congelamento in contenitori separati e contrassegnati).

In genere si adottano come antibiotici, penicillina (0,2 – 1,5 U/ml –inibisc ela crescita di molti Gram-positivi) e solfato di streptomicina ( circa 100 μg/ml – inibisce molti Gram-negativi). La vita media di questi antibiotici in soluzione è di circa di 4 giorni.

