Глава 1

Основы успешного культивирования клеток.


Метод культивирования и выращивания живых клеток - относительно новая область современной биологии. Несмотря на многочисленные перспективы развития этой области, метод культуры тканей остается лишь придаточной технологией в медицине и фармацевтике.
Культура клеток - технология, позволяющая в большинстве случаев, выращивать полноценную клеточную массу, не нуждающуюся в поддержке своей жизнедеятельности целым организмом. Иными словами - “самостоятельные” клетки, живущие in vitro - “в пробирке”.
С помощью метода культивирования клеток возможно выращивание полноценного организма, имея изначально лишь малую его часть. Например, можно вырастить растение, используя лишь небольшую группу ее стволовых клеток.
Несмотря на всю визуальную простоту этого метода, он остается одним из самых трудоемких и сложных. Основная сложность этого процесса заключается в чрезвычайно малых размерах объекта. Ведь мы работаем с объектами микромира из более привычного нам макромира! Помимо высокой точности производимых с препаратом клетки манипуляций, возникает еще целый ряд сложностей.

Стерильность

Для успешного выращивания клеток требуется идеальная стерильность как самих выращиваемых клеток, так и раствора, в котором клетки содержатся.

Также для нормального роста питательный раствор надо периодически очищать от продуктов жизнедеятельности клеток (в том числе и токсичных) и от отмерших клеток.

Лимит делений

Со временем у всех живых клеток на земле (кроме организмов одноклеточных и раковых опухолей), кончается “запас возможных делений”, что приводит к прекращению возможности клеток делиться и воспроизводить себе подобных. В природе это ведет к скорой гибели организма, в пробирке - абсолютно аналогично. Может быть, после прекращения возможности делиться клетка проживет еще весьма немалый срок, но для успешного увеличения количества клеток это совершенно бесполезно.

Чаще всего в лабораториях исчерпавшие свой “лимит делений” клетки отделяют от остальной клеточной культуры. Такие клетки для культивирования тканей не нужны.

Фактором, определяющим лимит деления клеток, является фермент теломераза, а точнее отсутствие активности этого фермента. Фермент теломеразы отвечает за восстановление нормальной длинны молекулы ДНК после клеточного деления (митоза). Например, фермент теломераза “отключен” у всех живых клеток многоклеточных организмов, за исключением раковых опухолей, которым этот фермент не нужен, т.к. опухолевые клетки проскакивают период интерфазы (см. рисунок 1), делясь с большей скоростью.

В настоящее время учеными получена серия линий клеток, имеющих искусственно активированный ген теломераза. В отличии от опухолевых клеток, у которых этот ген активировался путем случайной мутации, у этих линий клеток он активирован специально.
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Рис. 1. Схема  основных этапов размножения клеток.

Точность концентрации веществ в среде

Клетки выращивают в специальных питательных средах, при постоянной температуре, а для клеток млекопитающих обычно необходима также специальная газовая среда, поддерживаемая в инкубаторе клеточных культур. Как правило, регулируется концентрация в воздухе углекислого газа и паров воды, но иногда также и кислорода. Питательные среды для разных культур клеток различаются по составу, pH, концентрации глюкозы, составу факторов роста и др.

Размер среды

С течением времени культура увеличивается в размерах до такой степени, что начинает уже касаться стенок сосуда. В этот момент можно пронаблюдать очень интересный процесс: клетки, касаясь стенок, начинают замедлять жизнедеятельность и теряют сверхважную функцию - способность делиться. На данный момент считается, что причиной этому служат определенные ферменты, сосредоточенные в клетке.

По сути своей, этот процесс для разведения клеток просто ужасен, однако именно благодаря этому процессу можно понять причину ограничения роста живых существ. Клетки “в пробирке” как-будто помнят, как надо себя вести в организме. Скорее всего, именно эти ферменты не позволяют нам увеличиваться до невероятных размеров!

Дифференцировка

Дифференцировка - процесс обретения клеткой определенной функции, задачи. Т.к. у каждой дифференцированной клетки есть узкая специализация, ограничивающая ее возможности, то клетка при этом теряет возможность делиться! А это обозначает полнейшую бесполезность этой клетки для культивирования.

Процесс разделения функций у клеток идет следующим образом. Сначала клетка делится (митозом) и получается две совершенно одинаковых клетки. Далее, только одна из новообразовавшихся клеток начинает обретать определенную функцию. Например, клетки крови образуются из красного костного мозга. При этом одна из образовавшихся клеток становится клеткой крови, а другая остается клеткой красного костного мозга.

