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Abstract

La galvanotassi, la migrazione cellulare stimolata dalla presenza di un campo elettrico esogeno o
endogeno, & stata oggetto di studi sin dalla fine del diciannovesimo secolo. Nonostante la mol-
teplicita di lavori a riguardo, non c’& uniformita nelle tecniche sperimentali, se non per il fatto
che il campo elettrico viene generato tramite una configurazione a cella elettrolitica, detta anche
a generazione interna di campo elettrico. Scopo di questa tesi & analizzare e caratterizzare la
migrazione di cellule isolate in witro in presenza e in assenza di un campo elettrostatico esterno,
rendendola originale rispetto a studi precedenti. La differenza nella configurazione sperimentale
¢ fondamentale per spiegare le caratteristiche dei moti osservati. Per la procedura sperimentale
sono state usate come campione cellule di linea di origine tumorale denominate T98G adese a
una piastra in polistirene posta, non a contatto, tra due piastre in rame cariche. Sono state ac-
quisite micrografie in contrasto di fase a intervalli regolari inizialmente in una fase di controllo,
quindi applicando un campo elettrostatico, cosi da poter analizzare il moto cellulare nelle diverse
condizioni. In particolare, ’analisi del tracking di singole cellule selezionate sulla base di criteri
stabiliti a priori ha permesso di evidenziare un moto isotropo, indipendentemente dalla presenza
del campo elettrostatico. Invece, mostrando che i dati sperimentali delle distanze e delle velocita
seguono distribuzioni Gamma, si osserva che dipende dalla presenza del campo elettrostatico la
maggiore probabilita che una cellula si sposti piu della media. Infine, & stato possibile determi-
nare che l'influenza del campo elettrostatico sul moto delle cellule non dipende dalla posizione di
queste rispetto alle piastre. Il lavoro svolto in questa tesi sara parte dei risultati inseriti in una

pubblicazione su rivista internazionale.
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Capitolo 1

Introduzione

1.1 Motilita e Migrazione cellulare

La prima osservazione delle cellule risale al 1665, al microscopio c’era Robert Hooke, scien-
ziato inglese passato alla storia anche per la legge sulla forza elastica, che porta il suo nome in suo
onore. Fu proprio lui a denominare quelle microscopiche unita elementari di sughero cellule, in
analogia con il termine cellulae usato per le celle del monastero [1]. In effetti, la cellula & l'unita
fondamentale comune a tutti gli organismi viventi. Di piu, tutte le cellule, sia procarioti sia euca-
rioti, sono accomunate dalla possibilita di compiere movimenti auto-generati, convertendo energia
chimica in energia meccanica. Questi si realizzano principalmente tramite particolari proteine di
membrana altamente specializzate dette proteine motrici. L’insieme di queste proteine costituisce
i motori molecolari, come 'actina e la miosina, la cui efficienza ¢ molto elevata. Il movimento
puo avvenire a contatto con superfici solide o attraverso una soluzione acquosa. Nel primo caso, il
movimento puo essere dipendente da strutture protrusive, quali flagelli o ciglia, detto moto ame-
boidale, oppure indipendente, detto gliding motility. Invece, per nuotare all’interno di un liquido,

le cellule utilizzano ciglia e flagelli per compiere un movimento detto helical swimming [2].

Bisogna fare un’ulteriore distinzione. Parliamo infatti di motilita se il movimento e spontaneo
e non direzionato, e di migrazione se il movimento ¢ una risposta organizzata e direzionale a uno
stimolo cellulare, attrattivo o repulsivo [3]. In altri termini, la motilita & una condizione necessaria
perché una cellula possa migrare. Difetti di motilita cellulare costituiscono una grave minaccia per
P’esistenza di un organismo, dal momento che molti processi biologici, dall’angiogenesi al wound
healing, si basano sulla migrazione cellulare. Per 'uomo, le conseguenze di tali difetti spaziano
dall’infertilita a malformazioni neonatali. Un esempio sono le LAD, Leucocyte Adhesion Deficiency,
rare malattie a trasmissione autosomica recessiva per cui i globuli bianchi sono carenti di integrine,
proteine responsabili della diapedesi leucocitaria, ossia della migrazione attraverso i vasi sanguigni

per raggiungere il sito dell’infezione [4].
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1.1.1 Migrazione della singola cellula

La migrazione cellulare, innanzitutto, € una forma di cell signaling: una cellula inizia a
migrare in risposta a uno stimolo o segnalazione proveniente dall’ambiente circostante [5]. La
segnalazione puo essere endocrina, paracrina o autocrina a seconda della molecola-segnale e del
modo in cui il segnale & prodotto: ad esempio le cellule cancerogene sopravvivono e proliferano
tramite segnalazione autocrina, ossia producendo loro stesse la segnalazione a cui rispondono [4].
La cellula che risponde al segnale ¢ detta target e tramite trasduzione del segnale organizza una
risposta che, nel caso della migrazione, avviene a livello del citoscheletro. Gli stimoli possono

provenire da molteplici fonti. Nei prossimi paragrafi ne si discuteranno i principali.

1.1.1.1 Chemiotassi

Si definisce chemiotassi il movimento guidato di una cellula in risposta a uno stimolo chimico
[6]. Questo stimolo puo essere attrattivo, trasmesso da una sostanza chemioattrattante, oppure
repulsivo, trasmesso da una molecola-segnale chemiorepellente. Si parla di aptotassi quando la
migrazione ¢ guidata da gradienti di chemioattrattanti. All'interno del corpo umano sono presenti
alcune sostanze, come i disaccaridi glicosaminoglicani, specializzate nel legare i chemioattrattanti
alla superficie lungo la quale le cellule target devono migrare [6]. Sia la chemiotassi sia I'aptotassi
favoriscono una migrazione cellulare. Quando a uno stimolo chimico la cellula risponde con un
movimento randomico si parla di chemiocinesi. Anche in questo caso il tipo di movimento dipende
dai chemioattrattanti agenti. In particolare, si distinguono 'ortocinesi, quando la risposta consiste
in una variazione della velocita o frequenza del movimento cellulare, e la clinocinesi, se la risposta
consiste in un movimento rotatorio [7]. In entrambi i casi I'intensita della risposta dipende dalla

magnitudine dello stimolo.

1.1.1.2 Durotassi

Si definisce durotassi il movimento guidato di una cellula in risposta a un gradiente di durezza
presente sulla superficie a cui aderisce [8]. La maggior parte delle migrazioni avviene per durotassi
positiva, per cui la cellula si muove da una superficie meno dura a una piu dura, mentre sono stati
osservati piu raramente le migrazioni per durotassi negativa, quindi contro gradiente di durezza.
La problematicita nello studio di questo fenomeno, oltre al fatto che sia stato osservato per la
prima volta alla fine del secolo scorso, risiede nella difficolta nel misurare e monitorare nel tempo
i gradienti di durezza in vivo [9]. Tuttavia, grazie agli studi in vitro, & stato possibile formulare il
modello a molecular clutch, in analogia al comportamento della frizione di un’automobile. Secondo
questo modello, infatti, la cellula, esercitando una forza sulla superficie a cui aderisce, ne valuta la
durezza in base alla risposta elastica esercitata. La frizione molecolare ¢ la struttura che collega il
citoscheletro e il substrato e che, a seconda del risultato del test di durezza, influenza il movimento

della cellula.
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1.1.1.3 Galvanotassi

Si definisce galvanotassi il movimento guidato di una cellula in risposta a un campo elet-
trico endogeno o esogeno [10]. Come per la chemiotassi, la galvanotassi gioca un ruolo chiave
in alcuni processi biologici, come la riparazione tissutale, 'embriogenesi e il wound healing [11].
Contrariamente a quanto si possa pensare, nel corpo umano si trovano molte sorgenti di differenze
di potenziale: la configurazione piu comune si ha nel contatto tra un organo e lo strato di cellule
epiteliali piti vicino, per cui si produce una differenza di potenziale nell’ordine dei millivolt [10]. Lo
studio del fenomeno in vitro ¢ fortemente influenzato dal set-up sperimentale: infatti, considerando
una piastra sulla quale & presente una popolazione cellulare, la configurazione con piastre esterne
alla piastra (configurazione spiegata nel dettaglio nella Sez.2.2) da luogo a un condensatore al cui
interno vi € un dielettrico, ben approssimato dal terreno di coltura presente. Nella maggior parte
degli studi, a partire dallo studio del 1891 in cui lo scienziato belga Dineur conio il termine ” galva-
notassi” [12], si ha una configurazione a cella elettrolitica, inserendo anodo e catodo direttamente

a contatto con il terreno di coltura.

Anode Cathode
+ ('32+ P e e =
b Ca?t — J\r‘ . ]
1 — a Ca®* wave X" -
+ [CaZ*] /V\/Wm[(-ah]#f____;. -
- Carts . Y -
1 CaZ* - = ¥ :

Figura 1.1: Meccanismo di azione della galvanotassi mediato dalla [Ca*T);. Crediti: [10]

Si pensa che il fattore principale che leghi lo stimolo elettrico e la risposta citoscheletrica della
cellula target sia la concentrazione di ioni Calcio [Ca®T]; [10]. [Ca®T];, infatti, regola i meccanismi
di contrazione del citoscheletro e, in particolare, la miosina II, motore molecolare coinvolto nel
movimento e nella crescita dell’adesione focale. Di conseguenza, il movimento di risposta & una
migrazione per contrazione lungo la direzione parallela alle linee di campo dall’anodo al catodo.
Secondo alcuni studi, questa migrazione sarebbe accompagnata dalla modifica della forma della
cellula rispetto alle linee di campo [13]. Inoltre, & possibile che la variazione di concentrazione
degli ioni Ca®* modifichi I’adesione della cellula, in maniera che la cellula sia guidata anche dalla

superficie a cui aderisce.

1.1.1.4 Un modello di migrazione: il moto ameboidale

All’interno del corpo umano il moto cellulare pit comune & quello ameboidale, dato che sia
la gliding motility sia il nuoto sono forme di movimento tipiche di batteri e parassiti [2]. Quindi,
per modellare il movimento, consideriamo il caso semplice di moto ameboidale in due dimensioni

su una superficie piana.
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Figura 1.2: Fasi del crawling di una cellula. Partendo dall’alto: (A) configurazione della cellula
inizialmente ferma, (B) estensione della protrusione guidata dalla polimerizzazione dell’actina, (C)
adesione al substrato tramite adesione focale e translocazione della cellula per contrazione, (D)
deadesione nella parte opposta alla direzione del moto e creazione di una nuova protrusione a livello del
leading edge. Crediti: [4]

Come si osserva nella Fig.1.2, il movimento si divide in quattro fasi. Inizialmente la cellula
forma a livello del margine anteriore, detto leading margin, una protrusione, un lamellipodio se ¢
larga, piatta e sottile, mentre si parla filopodio se si estende stretta in lunghezza. Questo meccani-
smo e principalmente guidato dalla polimerizzazione dei filamenti di actina, filamenti proteici nel
citoscheletro, la quale & in grado di generare una forza sufficiente per spingere il leading margin
della cellula e formare una protrusione. Inoltre, ¢ particolarmente efficiente: infatti, essendo la
formazione e la retrazione dell’estensione temporanea abbastanza veloci (questo piccolo ciclo ha
una durata ~ 1 %) [4], ¢ possibile un’esplorazione funzionale al movimento. Una volta formatasi
la protrusione, al di sotto di questa si sviluppa una struttura proteica per aderire al substrato,
detta adesione focale (FA). La FA & una struttura dinamica della dimensione di ~ 1 pum con cui
la cellula stessa interagisce con la matrice extracellulare (ECM). Una FA & formata da numero-
se proteine, si stima 160 [14], di differenti classi e funzioni. Particolarmente importante per la
realizzazione della migrazione ¢ I'eventuale maturazione della FA. Infatti, nella fase prettamente
esplorativa della protrusione, si forma sotto al lamellipodio un complesso proteico acerbo, detto
complesso focale [15]. Questi complessi focali sono transitori e di durata molto breve, per cui o
si evolvono rapidamente in FA, accrescendosi in dimensione incorporando nuove proteine, oppure
vengono smantellati in un processo detto turnover. La FA, una volta matura, continua a crescere,
e di questo sono responsabili le miosine, in particolare miosina ITA, un tipo di motore proteico che
governa i movimenti contrattili. Come terzo step, la cellula effettua un movimento di traslocazio-

ne nella direzione del leading margin tramite una forza di contrazione. Infine, per completare il
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movimento, si ha la de-adesione delle ”vecchie” FA al margine posteriore della cellula, che sem-
plicemente vengono lasciate sul substrato. Si intuisce che un movimento sara tanto piu veloce
quanto piu breve ¢ la durata della presenza della FA. Questo meccanismo poi viene ripetuto per
tutti gli altri passi compiuti dalla cellula. Si ottiene un cambio di direzione per movimenti casuali
della membrana cellulare i quali permettono la creazione di lamellipodi lungo una direzione diversa
rispetto a quella precedente.

Per quanto riguarda i meccanismi fisici coinvolti, si possono trascurare effetti Joule, dato che
la dissipazione del calore ¢ immediata per tali scale, inerzia e gravita, trascurabili per masse tanto
piccole. Bisogna considerare invece la viscosita dell’acqua che rappresenta un ostacolo difficilmente
superabile per le cellule e i moti browniani di agitazione termica.

Nel modello trattato e stata analizzata per semplicita la migrazione in due dimensioni. In tre
dimensioni, le cellule si muovono su una matrice tridimensionale, una sorta di ragnatela che agisce
come supporto, spesso ricreata in vitro con il collagene. Questo modifica anche la morfogenesi delle
cellule durante la migrazione: rispetto a una migrazione bidimensionale si riducono le dimensioni

e il numero di protrusioni [14].

1.1.2 Migrazione cellulare collettiva

La migrazione cellulare collettiva ¢ un meccanismo di movimento cellulare che prevede lo
spostamento di cluster di cellule [14]. Essa costituisce il modo principale di migrazione nella genesi
e riparazione tissutale e, in generale, nello sviluppo dell’organismo umano. Il funzionamento del
movimento ricalca quello della migrazione di una singola cellula descritto nella sezione precedente,
per cui vi & una linea di cellule al leading margin del cluster che guida il movimento, mentre le
cellule poste a ridosso e posteriormente vengono trascinate passivamente [16]. A cio si aggiungono
alcuni aspetti dovuti all’interazione chemomeccanica tra le cellule che formano il collettivo. Infatti,
questa configurazione permette di mantenere il tessuto coeso, ben regolato e multifunzionale, cioe
¢ possibile svolgere funzioni diverse assegnandole a diverse cellule. Per lo sviluppo di un tumore,
ad esempio, la collettivita permette una migliore protezione contro eventuali attacchi da parte del

sistema immunitario [14].
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1.2 Distribuzione Gamma

La distribuzione Gamma e una famiglia di curve a due parametri, k, 6. La funzione Densita

di Probabilita (PDF') & definita: ,
(2)¢1

f(x) = W (1.1)

dove z,k,0 > 0 e I'(k) ¢ la funzione Gamma di Eulero a variabile £,
I'(k) = / th=le™t dt (1.2)
0

Nk+1)=k' sekeN

La funzione di ripartizione (Cumulative Distribution Function, CDF) & definita dalla seguente

equazione:

dove y(k, ) ¢ la funzione incompleta inferiore Gamma di Eulero:

s
'y(lm%) :/0 th=le=t dt

La PDF, per definizione, gode delle seguenti proprieta:

e L’integrale sul dominio & normalizzato: [;° f(z)dx =1

e La funzione assume solo valori positivi: f(z) >=0

Data

Figura 1.3: A Sinistra: differenti densita di probabilita Gamma per valori differenti di k con 0 = 20
costante. A Destra: differenti densita di probabilita Gamma per valori differenti di 6 con k = 2 costante.
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Il parametro k, detto parametro di forma, € un numero reale, positivo che definisce i profili
possibili della distribuzione. Come si osserva dalla Fig.1.3, possiamo distinguere tre casi: per k < 1
la funzione diverge sull’origine ed e fortemente asimmetrica verso sinistra, per k > 1 la funzione
converge sull’origine a 0 e tende lentamente, per valori crescenti di k, a una forma simmetrica (per
k > 100, si puo approssimare a una distribuzione normale); infine, per k = 1, dato che I'(1) = 1,

la distribuzione si riduce a una distribuzione esponenziale. Dall’Eq.1.1 k ¢ sempre adimensionale.

Il parametro 6, detto parametro di scala, ¢ un numero reale, positivo che deforma il grafico
della distribuzione in relazione alla magnitudine dei dati. Tale deformazione deve rispettare la
condizione di normalizzazione per cui, a un abbassamento del picco della distribuzione corrisponde
un aumento della dispersione, e viceversa. Dall’Eq.1.1 si deduce che 6 ha la stessa dimensione di

v

z. Per 6 = 2, fissato k = £ in cui v ¢ il numero di gradi di liberta del sistema, la distribuzione si

riconduce a una distribuzione Chi-Quadrato:

Un’altra parametrizzazione comunemente adottata ¢ data dalla coppia di numeri positivi a, 3,

riconducibile alla prima parametrizzazione presentata tramite la relazione:

1
a:k,ﬁ=§

I momenti della distribuzione sono dati dall’espressione classica:

E[zP] = /000 a? f(x)dx (1.3)

Rispetto alla distribuzione normale e a quella esponenziale, i parametri della distribuzione gam-
ma non corrispondono ai momenti della distribuzione. Questo si puo vedere, infatti, calcolando

dall’Eq.1.1 il momento primo della distribuzione:
0o z\k—1 ,—% oo (z\k ,—F
MZ/ xi(g) ° dxz/ 7(9) ‘
0 0 T(k o T(k)

Operando la sostituzione 7 = z da cui dz = 6 dz, si ottiene:

g /OO k —=z
= —_— zZ €
I'(k) Jo

Dall’Eq.1.2 si riconosce immediatamente che 'integrale corrisponde a I'(k + 1). Usando quindi la

seguente proprieta della funzione Gamma di Eulero:

T(k+1)

rwy "
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si ottiene infine che
w=ko (1.4)

Tramite passaggi analoghi & possibile definire la varianza della distribuzione:
0? = E[(z — E[z])?] = k6? (1.5)

Come sottolineato, i parametri della distribuzione devono essere combinati per definire i momenti

della distribuzione. Si puo trovare il momento t-esimo tramite la relazione:

pe=0"T[(k+n-1) (1.6)

0=2,k=12 1

PDF

150

Data

Figura 1.4: Differenti distribuzioni Gamma con lo stesso valor medio p = 36.

Bisogna dunque valutare entrambi i parametri per dare un’interpretazione al momento t-
esimo. Consideriamo, a titolo di esempio, il caso in cui il momento primo della distribuzione sia
p = 36, come nella Fig.1.4. Dall’Equazione 1.4 & immediato osservare come si possa ottenere
lo stesso valore del valor medio per combinazioni differenti dei due parametri. In particolare, un
primo caso (curva turchese) si ha quando k >> 6, per il quale osserviamo che i dati sono distribuiti
in maniera quasi simmetrica e consistenti con il valore medio. Nel secondo caso (curva viola) si ha

k = 0 si ha una distribuzione asimmetrica, con una coda maggiore verso destra; infine, nel terzo
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caso (curva ocra) si ha k << 0 e osserviamo che la distribuzione ¢ fortemente asimmetrica, per cui
caratterizzata da una forte varianza - questa, infatti, ha una dipendenza quadratica dal parametro
di scala.

Per quanto riguarda la miglior stima dei parametri della distribuzione, un importante studio
[17] ha mostrato che tramite il criterio piut semplice, il metodo dei momenti, si ottengono discreti
risultati solo per valori di £ > 10, ma pessimi per valori minori del parametro di forma. Per questo
motivo, il metodo comunemente usato ¢ il criterio della massima verosimiglianza (MLE, Mazimum

Likelihood Estimation), nonostante tale stima necessiti di essere calcolata con un computer.

1.2.1 Applicazioni della Distribuzione Gamma

Le caratteristiche sopra descritte della distribuzione Gamma la rendono una distribuzione
estremamente versatile per fittare diversi campioni di dati. In ambito biologico, in ambito clima-
tologico e in ambito medico si possono trovare infatti distribuzioni sperimentali asimmetriche e
formate unicamente da dati non negativi. Come mostrato da un recente studio [18], la distribu-
zione Gamma ¢ risultata essere la piu frequente tra le distribuzioni non-normali per descrivere i
dati raccolti in un campione di studi di scienze sociali e della salute.

In ambito climatologico, i dati relativi all’accumulo precipitativo sono una grandezza comu-
nemente descritta tramite una distribuzione Gamma. Infatti, questa permette di rappresentare
una variabile fisicamente sempre non negativa e che pud avere valori estremamente elevati con
probabilita non nulla.

In ambito biomedico, alcuni studi hanno evidenziato come la distribuzione Gamma sia il
best fit per distribuzioni di grandezze che descrivono la durata di un meccanismo biologico. In
particolare, un recente studio [19] ha mostrato che la distribuzione Gamma & il miglior match per
le distribuzioni sperimentali dei focal adhesion lifetimes (FALT). Questo studio pone la base per
I'interpretazione di alcuni risultati ottenuti nell’esperimento condotto, come poi verra approfondito

nel Capitolo 4.
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1.3 Il moto browniano e tipi di moto diffusivo

Il moto browniano ¢ il moto caratteristico di piccole particelle (d ~ 1 pm) sospese in un fluido.
Fu osservato e studiato approfonditamente nel 1827 da Robert Brown, ma fu spiegato solamente
nel 1905 da Albert Einstein [20]. Questo movimento emerge dai moti di agitazione termica che
caratterizzano le molecole del fluido. Se consideriamo, per semplicita, una particella sospesa in un
liquido che si puo muovere lunga una sola direzione, il suo moto dipende unicamente dagli urti con
le molecole del liquido. Dato che ogni urto ¢ indipendente, ogni passo compiuto dalla particella
¢ casuale. Il cammino descritto dalla particella ¢ quindi detto Random Walk. Per quantificare la
dispersione di tale particella sospesa nel fluido dopo un tempo ¢, possiamo definirne lo spostamento
quadratico medio:
(z%(t)) = 2Dt (1.7)

dove le parentesi angolari indicano una media sulla popolazione e D ¢ il coefliciente di diffusione,

caratteristico della particella a una data temperatura T
D= kBT,LL

dove kp ¢ la costante di Boltzmann e p € la mobilita di una particella di raggio a sospesa in un

fluido di viscosita 7 cosi definita:

1
"= 6man (18)
L’equazione 1.7 si puo generalizzare per un moto n-dimensionale nella seguente relazione:
(r(t)) = 2nDt (1.9)

dove n indica la dimensione e r2(t) = Y1 | /[z;(t) — zi(t0)]?.

Negli anni successivi, Langevin arrivo allo stesso risultato che applico la seconda legge di
Newton per la dinamica di una particella in un fluido. Partiamo per semplicita dal caso unidi-
mensionale. Secondo l’equazione di Langevin, la dinamica di una particella che compie un moto
browniano in una dimensione & determinata dalla somma di una forza d’attrito viscosa dovuta alla
resistenza fluidodinamica e di una forza casuale dovuta ai moti di agitazione termica delle molecole

del fluido:
dv(t)

dt

dove v = 1/p ¢ il coefficiente di drag e ((t) ¢ la forza casuale, detto anche termine di rumore. Nel

= (1) + (1) (1.10)

caso notevole in cui la forza casuale sia assente, ’equazione 1.10 si puo risolvere per separazione

delle variabili:

Una volta integrato il primo membro tra v(t) e v(0) e il secondo tra ¢t e tg = 0, si ottiene la
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soluzione esponenziale:
v(t) = v(0)e /™ (1.11)

dove 7, = m/v & un fattore di scala delle dimensioni di un tempo.

Questa € una classica soluzione di decadimento esponenziale, che prevede che la particella
si fermi per ¢ — oo a causa della resistenza fluidodinamica. Tuttavia, questa soluzione non e
verosimile, dal momento che all’equilibrio la particella & caratterizzata da una velocita quadratica

media: T
2 B
vi) = —/—
() = 2
data dal teorema di equipartizione dell’energia, in contraddizione con la soluzione ottenuta in

precedenza (Equazione 1.11).

Per risolvere 'equazione di Langevin completa, occorre prima fare una considerazione sul
termine di rumore, che deriva dall’interazione casuale della particella con le molecole del fluido.
Questa forza, in quanto casuale, & assunta isotropa, per cui (((t)) = 0. Inoltre, deve valere la non

correlazione:

(C(t1)C(t2)) = gd(t1 — t2)

percio si assume che non ci sia correlazione tra due urti consecutivi. Infine, dato che questo
rumore & l'effetto di un elevato numero di urti indipendenti, se questi eventi seguono la stessa
distribuzione, il Teorema del Limite Centrale ci consente di assumere che la forza sia distribuita

come una distribuzione normale [21].

Per comodita possiamo riscrivere I’equazione 1.10 in termini della posizione x e prendere i

valori medi dei termini:

— ) (1.12)

ottenendo cosi una forma semplificata grazie all’isotropia del termine di rumore. Moltiplicando

entrambi i membri per x(t), si ottiene:

2
i () (15

dove il primo termine ¢ stato riscritto grazie alla relazione:

0 (50) - ()

Possiamo usare il Teorema di Ripartizione dell’Energia, visto in precedenza, per riscrivere al primo

m<(d"fg>>2> — hpt

membro:
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per cui ’equazione 1.13 risulta:

i (20252 )) — kot = — (20 (1.14)

at? dt dt
) ) ) ) . dz(t) . .
Se integriamo ’equazione 1.14 applicando la sostituzione y = (z(t) 7 ) e usiamo la relazione:
dz(t) ldx,
() = 5 )
otteniamo la seguente equazione differenziale:
dx 9 2/€Bt —t
W2y = B (1 et/ Tb) 1.15
=" (1 (1.15)

Per tempi lunghi (t << 7p) 'equazione si semplifica e si pud risolvere tramite il metodo delle
variabili separate, grazie al quale otteniamo, a meno di una costante,

_ 2kpTt

(z?) = 2Dt (1.16)

dove ’“BTT

ha le dimensioni del coefficiente di diffusione; percio il risultato di Langevin risulta

equivalente alla relazione 1.7 trovata da Einstein.
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Figura 1.5: Traiettorie del Mean Squared Displacement nei casi di diffusione anomala
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Il moto browniano rientra nella classe dei fenomeni a diffusione normale, ossia caratterizzati
da un MSD, Mean Squared Displacement, in relazione lineare con il tempo: (z2) o< t. Tuttavia,
sono stati osservati molti processi diffusivi per i quali sussiste una relazione non lineare tra il
MSD e il tempo: in questo caso si parla di Diffusione Anomala. In un processo caratterizzato da
diffusione anomala bisogna considerare modelli statistici non gaussiani, ad esempio la statistica di
Levy. Infatti, in questi processi il cammino della particella in moto puo prevedere che gli step siano
di diversa lunghezza e che ci possa essere una pausa tra due step consecutivi. Questo comporta che
lo spostamento quadratico medio non abbia piu una dipendenza lineare dal tempo e segua quindi
la seguente relazione:

(z?) ~ Dt* (1.17)

dove a e I’esponente che distingue i vari processi.

In particolare, come si puo osservare nella Fig.1.5, per a > 1 siamo nel caso di processi super-
diffusivi, per a = 1 siamo nel caso notevole di diffusione normale, infine per a < 1 caratterizziamo
la classe dei processi subdiffusivi. In altri termini, nel caso superdiffusivo la varianza cresce piu

velocemente del caso gaussiano, mentre in quello subdiffusivo la varianza cresce piu lentamente.



Capitolo 2

Materiali e Metodi

2.1 La coltura cellulare

Per coltura cellulare si intende I'insieme di metodi che permettono la crescita e la prolifera-
zione artificiale di cellule procariote o eucariote in condizioni fisiologiche [22]. A differenza della
coltura tissutale, comunemente trovata come tissue culture, prevede lo sviluppo unicamente di cel-
lule isolate. Il protocollo prevede che le cellule siano poste in contenitori (fiasche o piastre) asettici
in plastica o in vetro all’interno dei quali sono immerse in un appropriato mezzo di coltura, o ter-
reno, e mantenute in incubatori, che permettono di controllare la temperatura, la concentrazione
di COs, che mantiene stabile il pH del mezzo ad un valore adeguato, e 'umidita dell’ambiente, i

cui valori tipici sono riportati nella Tab.2.1 [23].

T (°C) | 365+1

CO, 5%
pH 7.2.7.4
RH 85-95%

Tabella 2.1: Valori tipici dei parametri ambientali all’interno di una coltura cellulare. L’ambiente
caratteristico di una coltura cellulare é neutro, molto umido, a temperatura corporea e con un’alta
concentrazione di anidride carbonica.

Il terreno di coltura & una miscela di nutrienti e fattori di crescita, a concentrazioni funzionali
al diversi tipi di cellula, permettendone la replicazione e la sopravvivenza [24].

L’Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM) & un tipo di terreno di coltura sintetico
brevettato da Harry Eagle nel 1959. La composizione del mezzo originale contiene 29 sostanze:

13 amminoacidi, 8 vitamine, 6 sali, glucosio e siero animale [25]. Questa miscela permette la

14
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proliferazione di cellule sia in sospensione nel mezzo sia come monolayer, impedendo la formazione
di strutture tridimensionali. Sono state sviluppate varianti della miscela originale, spesso tramite
I’aggiunta di nutrienti e antibiotici, in particolari si cita la variante usata per coltivare il campione
usato nell’esperimento, la 51200-MEM, no glutamine, no phenol red [26], una variante del’EMEM,
ottenuto integrando quest’ultimo con siero bovino fetale al 10%, L-glutammina 1%, piruvato di
sodio 10% e antibiotici (penicillina 1% e streptomicina all’1%).

Il siero animale ¢ uno dei componenti pitt importanti, comunemente usato a concentrazione
del 5 — 20% [23]. Esso ha la funzione essenziale di sostituire elementi nutritivi, stromali e ormo-
ni presenti in vivo, rendendo possibile, ad esempio, lo sviluppo delle strutture cellulari disposte
all’ancoraggio della cellula sulla superficie interna del contenitore in cui cresce.

Il mantenimento di condizioni asettiche all’interno dell’ambiente di coltura e vitale per la
sopravvivenza delle cellule animali, queste infatti sono estremamente sensibili a contaminazioni,
sia di tipo batterico o fungino sia di tipo chimico, che possono portare a modifiche dei parametri
ambientali fino alla morte della popolazione cellulare. Per garantire tali condizioni, € importan-
te lavorare solo con strumenti e dispositivi di protezione personale opportunamente sterilizzati;
inoltre, per dalla contaminazione con ’aria atmosferica, potenzialmente ricca di contaminanti, &
necessario lavorare all’interno di una cappa a flusso laminare (Fig. 2.1), a vari livelli di protezione

a seconda del tipo di oggetto biologico con cui si lavora.

(a) Cappa a flusso laminare STERIL-VBH 72 MP

a livello di protezione 2. Al suo sono stati (b) Incubatore Thermo Scientific™ Forma™ Series
preparati © campiont cellulari per gli esperiments. II Water-Jacketed CO2 con capacita 184L. Al suo
interno sono stati conservati i campioni biologici

preparati per gli esperiments.

Figura 2.1: Postazione sperimentale per la preparazione e conservazione dei campioni biologici
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2.1.1 Linee cellulari

Si definisce linea cellulare una definita popolazione di cellule che puo essere mantenuta in una
cultura per un periodo di tempo prolungato, conservando le proprie funzioni e caratteristiche [27].
Una linea cellulare € continua, o immortale, se puo essere potenzialmente sottoposta a un numero
indefinito di divisioni, viceversa si dice finita (alcuni studi hanno stimato che il numero massimo
di divisioni sia circa 50 [28]). Generalmente sono finite le linee cellulari provenienti direttamente
da un essere vivente, mentre sono continue le linee provenienti da neoplasie o da popolazioni rese
immortali quando vengono disattivati o modificati per via chimica o virale alcuni meccanismi

cellulari responsabili, ad esempio, del ciclo cellulare o del tasso di divisione cellulare.

Una linea cellulare immortale possiede dunque il vantaggio di offrire una popolazione di
cellule omogenee, indefinitamente riproducibili e che crescono in un ambiente controllato. Questo
consente di effettuare varie procedure sperimentali partendo da un unico campione prelevato in
vivo con la possibilita di riprodurre un processo biologico sia in una prospettiva di insieme sia
scomponendolo nei ”sottoprocessi” che lo costituiscono. Uno svantaggio presentato dalle linee,
una volta sottoposte a numerosi passaggi, € la perdita delle caratteristiche di differenziazione da

parte della popolazione, ovvero la popolazione perde quelle proprieta tipiche osservabili in vivo.

2.1.1.1 Linea cellulare T98G

La linea cellulare T98G e una variante poliploide della linea T98, costituita da cellule derivanti
da un glioblastoma multiforma umano, un tumore maligno che si verifica nel cervello o nel midollo
spinale. Questa linea ¢ immortale ed ¢ costituita da cellule che non necessitano dell’ancoraggio a
una superficie per la proliferazione e che si fermano nella fase G1 del processo di divisione cellulare
sotto condizioni di alta densita cellulare o bassa concentrazione di siero nel terreno di coltura
[29]. Inoltre, questa linea cellulare ha un tasso di duplicazione della popolazione PDT = 28 h
[30]. Per quanto riguarda la migrazione cellulare, le T98G presentano le seguenti proprieta: in
vivo possono invadere sia individualmente sia collettivamente il parenchima cerebrale; in vitro
aderiscono facilmente su superfici rigide producendo la propria matrice extracellulare; presentano
una migrazione mesencimale invece che ameboidale; sia in vivo sia in wvitro sono sensibili alla

presenza di un campo elettrostatico [31].

2.2 Apparato sperimentale

Per ogni procedura sono state usate cellule della linea T98G fornite da ATTC [30] che sono
state poste su una piastra Petri in polistirene di dpigstra = 35 mm (Falcon®) TC-treated Easy-
Grip Style - #353001, Becton Dickinson Labware, USA) sottoposta a trattamento al plasma per

sterilizzarla e aumentarne P’adesivita, e adatta per la microscopia ottica (Fig.2.2).
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Figura 2.2: Piastra Petri in polistirene utilizzata negli esperimenti: (a sinistra il tappo, a destra la
superficie interna che ospita la coltura cellulare). Durante gli esperimenti la piastra viene chiusa in modo
tale da mantenere il campione isolato.

Le colture sono state mantenute nel mezzo 51200-MEM completo, i cui componenti sono
specificati dettagliatamente nella Sez.2.1. Inoltre le cellule sono state conservate all’interno di un
incubatore Thermo Scientific™ Forma™ Series II Water-Jacketed COy con capacita 184 L [32],
impostato a 37 °C al 5% di CO; (Fig.2.1b).

c

Support Plate for Petri dish

Inverted Optical Microscope

Electronic Platform

Figura 2.8: (A) Microscopio ottico; (B) Incubatore posto all’interno del microscopio che permette di
termostatare le cellule per la durata dell’esperimento; (C) Supporto in plastica per la piastra Petri e per
la coppia di piastre in rame; (D) Immagine acquisita delle cellule all’interno della Petri; (E) alimentatore
CPX200 (TTi)

Per il set-up sperimentale sono stati utilizzati: un microscopio ottico invertito Eclipse Ti
(Nikon, Bologna, Italia) operante a illuminazione a contrasto di fase sul cui tavolino traslatore (la
piattaforma nera visibile in Fig. 2.3.A e Fig.2.3.B) & stato posto un piccolo incubatore (Fig.2.3.B),
per permettere di mantenere il campione a un’atmosfera umidificata a 37 °C al 5% di CO, du-

rante I’esperimento. In particolare la temperatura ¢ stata controllata tramite una termocoppia e
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mantenuta costante tramite un termostato esterno al microscopio. Per il circuito, sono stati usati
un alimentatore CPX200 (TTi) (Fig. 2.3.E) operante come generatore di tensione, delle piastre
in rame poste su un supporto in plastica appositamente progettato, tra le quali & posta la Petri,

formando pertanto un condensatore con dielettrico.

2.3 Procedura sperimentale

L’esperimento ha previsto una fase preliminare di coltura standard delle cellule e di pre-
parazione del campione biologico e una fase operativa durante la quale sono stati realizzate le

acquisizioni delle immagini.

2.3.1 Preparazione del Campione

Per la buona conservazione della coltura cellulare & stato necessario ”passare” le cellule per
assicurare che mantenessero una crescita esponenziale e disponessero di nutrienti indispensabili
con continuita. Il passaggio delle cellule T98G & una procedura effettuata da un operatore munito
di dispositivi di protezione personale sterili all’interno di una cappa a flusso laminare che segue il

seguente protocollo:

e Il terreno di coltura viene trasferito dalla fiasca contenente la coltura cellulare in un becher
vuoto, non necessariamente sterile dato che il terreno verra smaltito, in maniera tale che al-
I'interno della fiasca rimangano esclusivamente le cellule ancorate alla superficie interna. Per
rimuovere i residui del terreno contenenti anche le cellule morte, si sciacqua la superficie della
piastra con del PBS (Phosphate Buffered Saline), una soluzione salina che non danneggia la

popolazione ancora in vita [33].

e Si inseriscono nella fiasca 500 pL di tripsina, un enzima che favorisce il distaccamento delle
cellule dalla superficie interna e la dissociazione dei cluster formatisi. Quindi si ripone la

fiasca nell’incubatore per ca. 1 min fino al compimento del processo.

e Dopo aver controllato al microscopio che le cellule siano in sospensione isolate, si aggiungono

1500 pL di terreno di coltura 51200-MEM, quindi si svuota la miscela in una provetta sterile.

e La fiasca utilizzata viene smaltita e si prepara una nuova coltura inserendo 5 mL di 51200-
MEM all’interno di una nuova fiasca. In particolare il mezzo si distribuisce sulla superficie

inferiore in maniera tale che la coltura si disponga come monolayer.

e Una volta preparata la nuova fiasca, si versano al suo interno 500 pL della soluzione contenuta

nella provetta sterile e si pone la coltura ottenuta in incubatore

e [l procedimento & da ripetere ogni 2-3 giorni, periodo dopo il quale la popolazione ha effet-
tuato un numero sufficiente di divisioni da diminuire il tasso di proliferazione come spiegato

nel paragrafo sulla linea T98G.
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Per realizzare un campione per I’esperimento, al termine dell’ultimo passaggio, vengono pre-
parate una fiasca contenente 500 pL di coltura cellulare per la prosecuzione della popolazione,
e una piastra, contente circa 30 — 40 pL di coltura cellulare, come campione per la procedura

sperimentale.

2.3.2 Esperimento

Una volta ottenute le condizioni ambientali necessarie, all’interno dell’incubatore ¢ stata allo-
cata una struttura in plastica appositamente progettata per consentire che il campo elettrostatico
non sia generato all’interno della piastra. Infatti, all’interno del supporto (Fig. 2.3.C), le piastre
in rame che costituiscono il condensatore sono fissate alle pareti isolanti del supporto, senza essere

a contatto con la Petri, in posizione centrale ed equidistante dalle piastre. Il circuito si chiude
Iy
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Figura 2.4: In una rappresentazione semplificata, il circuito é formato da un generatore di tensione Vin,
da un condensatore con dielettrico Cg in serie con due resistenze R1 e Rs.

collegando le due piastre in rame all’alimentatore settato a (35.24 £0.28)V. Il pulsante ON/OFF,
sull’output dell’alimentatore, funge anche da interruttore per il circuito, consentendo di tenere la
stessa postazione sperimentale per entrambi i regimi di acquisizione. Una volta acceso l'interrut-
tore, si crea un campo elettrostatico all’interno del condensatore di un’intensita dipendente dalla
permittivita elettrica del campione.

Tramite le equazioni dell’elettromagnetismo per i dielettrici, se approssimiamo il dielettrico
al solo mezzo di coltura con permittivita elettrica k = 80 ¢y [34], si verifica che un potenziale di
V = 35 V puo generare tra due piastre distanti L = 42 mm un campo elettrostatico £ ~ 10 V/m.
Come mostrato dalla Fig.2.4 si realizza un circuito RC serie in cui il condensatore contiene un
dielettrico tra le piastre e la resistenza ¢ quella dei cavi che collegano condensatore e generatore di
tensione, schematizzabili come due piccole resistenze in serie con il condensatore.

Una volta preparata la postazione, il protocollo sperimentale adottato e il seguente:

e Si impone un campionamento lungo ’asse della piastra parallelo alle linee di campo e lungo
I’asse perpendicolare, ai quali mi riferiro rispettivamente come ”asse orizzontale” e ”asse
verticale”, in un intervallo deamp < dpiasira Per entrambi gli assi. Il numero di posizioni

in cui si effettua il campionamento e variabile dato che dipende dal numero e dalla densita
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di cellule presenti all’interno dell’inquadratura in un intorno della posizione campionata. Si
¢ deciso di campionare solo posizioni in cui fossero assenti cluster di cellule e presenti un

numero sufficiente, stimabile in 70-15 unita, di cellule isolate.

e Per ogni posizione da campionare, viene acquisita una micrografia a contrasto di fase in
configurazione time-lapse ( 1 frame / 5 minuti) a 20x di ingrandimento con autofocus
attivo per 3 ore. Durante questo periodo il circuito & aperto e le cellule non sono sottoposte
a campo elettrostatico e viene definito come Regime SHAM (termine inglese che indica un

evento di controllo o placebo)

e Terminate le 3 ore, viene acceso l'interruttore dell’alimentatore e viene resettata 1’acquisizio-
ne. Infatti, viene chiuso il file contenente le immagini acquisite durante le prime tre ore e ne
viene aperto un altro: di conseguenza, tutti i parametri delle cellule misurati dal computer
sono resettati a 0. Inoltre se, a causa del proprio moto, le cellule sono ai margini del campo in
cui vengono osservate, il campo viene spostato. Quest’operazione tuttavia non & importante
ai fini della misura, perché lo spostamento modifica la posizione relativa della cellula rispetto
al campo d’osservazione, ma non la posizione assoluta. Si effettua quindi il campionamento
con la stessa procedura descritta al punto precedente. Dato che le cellule sono sottoposte a

campo elettrostatico definiamo questo periodo Regime EF (Electrostatic Field)

Questo protocollo ¢ stato prima collaudato in un test in cui sono state acquisite micrografie per 6
ore mentre ’alimentatore era impostato come sopra ma con il pulsante di output disattivato, per
cui il sistema era in regime di controllo, quindi & stato utilizzato per sei procedure sperimentali

uguali.
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Analisi delle immagini

L’effetto del campo elettrostatico sulla motilita cellulare & stato studiato tramite 1’analisi
delle immagini ottenute negli esperimenti descritti nella Sez.2.3.2. In particolare per ogni cellula &
stata confrontata la motilita in regime di controllo (SHAM) e in regime di campo elettrostatico EF,
come gia fatto in altri studi [35]. 11 processo di analisi delle immagini si & quindi suddiviso in 2 fasi:

la selezione delle cellule su cui eseguire il tracking e I’analisi dei dati forniti dal software di tracking.

Cernita delle immagini

Prima dell’inizio dell’analisi & stata effettuata una cernita delle immagini ottenute da analiz-
zare. Infatti, dal momento che la velocita delle cellule ottenuta dall’esperimento in media risulta
essere rispettivamente Uspam ~ 0.37 pm/min e Ty ~ 0.46 wm/min, in media la distanza percor-
sa da una cellula ogni 5 minuti ds sham ~ 1.8 pm << dspam € dssham =~ 2.3 pm << d.s dove
dsham =~ 65 um e Jef ~ 82 um sono le distanze medie coperte dalle cellule in 3 ore ottenute
dall’analisi dati nei due regimi. Per questo motivo si ¢ scelto di analizzare immagini acquisite ogni
15 minuti. In questo modo il numero di immagini da analizzare per ogni frame ¢ stato ridotto da

37, numero di immagini per ogni frame ottenuto facendo I’acquisizione ogni 5 minuti, a 13.

Ripartizione delle cellule per zona

Come descritto nella Sez.2.3.2, il campionamento lungo ’asse orizzontale della piastra e stato
effettuato in un intervallo deamp < dpiastra, dal momento che sono state escluse dall’analisi le
cellule che potessero interagire con i bordi della piastra e che la densita superficiale cellulare in
tali zone risulta molto minore della densita media. Per questo motivo, I'intervallo reale nel quale ¢
stato effettuato il campionamento & degmp = [—10.5;4+10.5] mm. In base alla coordinata z di ogni

cellula campionata, questa ¢ stata classificata come:

21
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B Cellula al Polo Negativo se —10.5 mm < xz < —3.5 mm
B Cellula al Centro se —3.5 mm < x < +3.5 mm
B Cellula al Polo Positivo se +3.5 mm < z < +10.5 mm

Questa classificazione risulta necessaria per valutare ’effetto del campo elettrostatico in funzione
della distanza della cellula dalle piastre.
Nelle sezioni seguenti P'espressione cellula al polo negativo/positivo/centro fard riferimento a tale

classificazione.

3.1 Selezione delle cellule

Figura 3.1: Esempio di frame acquisito. La micrografia € acquisita a contrasto di fase con ingrandimento
20x all’inizio della fase SHAM. Sono cerchiate in rosso le cellule vive e potenzialmente tracciabili.

Come mostrato dalla Fig.3.1, in ogni frame ¢ inquadrata una porzione della piastra in cui sono
presenti 10-15 cellule. Questo numero € soggetto a variazioni. Infatti, a causa del loro movimento
alcune cellule escono dall'inquadratura. Inoltre, nel corso dell’esperimento, alcune cellule sono

soggette a duplicazione. In entrambi i casi il tracciamento di tali cellule non puo essere eseguito.
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Dal punto di vista sistematico, un possibile ostacolo al corretto tracciamento delle cellule
risiede nella perdita della messa a fuoco sulle cellule una volta che queste si spostano. Infatti,
utilizzando un ingrandimento 20X, la messa a fuoco ¢ estremamente sensibile a vibrazioni esterne,
per cui & normale che questa vada modificata nel corso dell’esperimento. Questo problema si puo
risolvere tramite la funzionalita Autofocus del software: utilizzando il metodo di autofocus ”Steps
in Range”, ogni acquisizione sara effettuata con una scelta automatica della migliore messa a fuoco.
In particolare, a ogni acquisizione I'obiettivo si spostera lungo 1’asse z dalla posizione definita all’i-
nizio della procedura o da quella salvata dalla precedente acquisizione lungo un determinato range
e di un numero di step, i cui valori sono preimpostati dall’operatore. Per ogni step viene calcolato
il contrasto e, una volta ripetuto il procedimento per ogni step, I’obiettivo si posizione sullo step
con contrasto migliore. Risulta quindi evidente che la funzione di autofocus sia particolarmente
sensibile alla definizione di step [36]. Nel corso degli esperimenti & stata massimizzata efficienza

dell’autofocus fissando il range a Ryyuto = 450 um e gli step a squto = 10 um.

Escluse le cellule il cui tracciamento non fosse possibile, € stata fatta un’ulteriore valutazione
su quelle rimanenti. Il campione finale & costituito solamente da cellule che presentano un movi-
mento rilevante ai fini dell’esperimento. Lungo l'intera durata della procedura, ovvero sia nella fase
SHAM sia nella fase EF, e stato infatti osservato che la maggior parte delle cellule presenti tende
a stare ancorata alla superficie della piastra senza movimenti effettivi. Questo infatti puo accadere
se l'estensione dei lamellopodi e la forza di adesione totale non sono sufficienti a consentire il movi-
mento [37]. Inoltre, per convenzione, un movimento ameboidale, come quello osservato, & definito
da una velocita cellulare compresa nel range 1 57 < veey < 108 K2 [2], per cui si intende rilevante
il movimento di cellule la cui velocita rientri nell’intervallo sopra riportato. Infatti, nel campione
ottenuto sperimentalmente, la velocita e definita nell’intervallo 3.2797 % < Veeny < 97.3976 %
La conseguenza piltl importante di questo metodo ¢ stata la disomogeneita del campione ottenuto
nelle diverse zone della piastra per ogni esperimento. Anche il campione finale & risultato disomo-
geneo; a titolo di esempio, la differenza tra le cellule campionate al polo negativo (Np, = 107) e il

polo positivo (N,s = 79) & di 29 unita.

3.2 Tracking delle Cellule

La fase principale di analisi delle immagini ¢ consistita nel tracciamento, o tracking, secondo

il nome della funzione del software, di ogni cellula nel moto.

Per prima cosa, la cellula selezionata deve essere definita tramite una Region of Interest (ROI),
una figura chiusa di forma ovoidale il cui bordo puo essere disegnato liberamente dall’operatore
dato che la cellula varia di dimensioni e forma nel movimento [38]. Al fine di eseguire un tracking
corretto, 'unico vincolo sulla definizione della ROI & che il centro della ROI corrisponda a un
punto ben definito sulla superficie cellulare. In particolare, tale punto, che chiamero ”centro della

cellula” per semplicita, deve essere definito all’interno del nucleo cellulare, in maniera tale da non
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considerare nel tracciamento le elongazioni dei lamellopodi. Infatti, come descritto nella Sez.3.1,
all’elongazione di una protrusione non corrisponde sempre un effettivo movimento.

Nonostante sia possibile modificare il contrasto di fase tramite la Look-Up Table (LUT) [39],
tuttavia, a causa degli aspetti gia evidenziati nella Sez.3.1, non & sempre possibile trovare un
punto sulla superficie che rimanga visibile e inalterato lungo la durata dell’esperimento: in questi
casi € bene definire una ROI che tenda ad approssimare in maniera ottimale la superficie cellulare.

Una volta definita la ROI, bisogna individuare nelle immagini acquisite a istanti successivi il centro

Figura 3.2: Micrografia acquisita a contrasto di fase con ingrandimento 20x dopo 3 ore dall’inizio della
fase SHAM. L’ellisse rossa definisce la ROI per il cui centro, visualizzabile come la croce rossa, sono
calcolati © dati. Il centro della cellula ¢ stato definito all’interno del nucleo cellulare. In questo caso il
nucleo risulta ben visibile, percio la ROI non é stata scelta in maniera da approssimare la forma della
cellula. I punti del tracciato indicano le posizioni del centro in ciascuna delle 12 immagini precedenti.

della cellula: questo viene collegato alla posizione individuata nell’immagine precedente tramite un
vettore spostamento. In questo modo, ripetuto il procedimento per l'intera sequenza di immagini,
si ha il tracciamento di una cellula all’interno di un frame. Dato che alla fine dell’acquisizione
in regime di controllo vi & una pausa t, = 5 min, come spiegato nella Sez.2.3.2, I'acquisizione
in regime di campo elettrostatico ¢ stata riavviata, per cui l'istante dell’acquisizione della prima
immagine ¢ stato definito come istante iniziale ¢y.

Tramite tale operazione si misurano alcune grandezze e proprieta della cellula al variare del tempo,
i cui dati vengono salvati ed esportati su tabella Excel. Di seguito vengono riportate le definizioni,

secondo manuale [39], delle grandezze misurate che sono state utilizzate per lanalisi dati:

e Heading: angolo tra la direzione del vettore velocita e I'asse x. Viene definito in senso

antiorario.
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e PathLength: distanza bidimensionale percorsa dal centro della cellula, definita come somma

dei segmenti delle distanze dalla prima immagine all’immagine corrente k:
k
PathLength = Z Va(t)? +y(t:)?
i=1

e PathSpeed: velocita media del centro della cellula, definita come

PathLength

PathSpeed =
athSpee Al

dove At e l'intervallo di tempo trascorso dall’acquisizione della prima immagine all’acquisi-

zione dell’immagine corrente.

e Speed: velocita del centro della cellula, definita come

Vot +dt)2 +y(t+dt)2 — /x(t)?2 + y(t)?
dt

Speed =

dove dt e l'intervallo di tempo trascorso dall’acquisizione dell’immagine corrente a quello

dell'immagine immediatamente precedente.

e Time: istante di tempo in cui viene acquisita 'immagine. Viene definita rispetto a un tempo

iniziale tog che corrisponde all’istante di tempo in cui inizia I’acquisizione del primo frame.
Nell’analisi sono state valutate le seguenti distribuzioni sperimentali:

e Distribuzione delle distanze, in cui per distanza si intende lo spostamento, in valore assoluto,

compiuto dalla cellula nelle tre ore di acquisizione:
d; = PathLength(t = 3 h);

Sono state quindi ottenute due distribuzioni, una per il regime SHAM e una seconda per il

regime EF.

e Distribuzione delle velocita medie, in cui il tempo considerato sono le tre ore di acquisizione:
v; = PathSpeed(t = 3 h);

Come per la distribuzione delle distanze, sono state ottenute due distribuzioni per le due fasi
di acquisizione.
3.2.1 Errore associato ai dati ottenuti tramite tracking

Dal momento che 'operazione di tracking e estremamente sensibile all’operatore, ¢ eviden-

te che alle misure ottenute deve essere associato un errore. Nonostante questo sia minimizzato
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vincolando il tracking al centro della ROI definita, tuttavia un errore sulla misura persiste. Per
calcolare tale errore, si € scelto di ripetere il tracking di una cellula 10 volte. In questo modo, sono
stati calcolati i valori medi delle grandezze misurate e, inoltre, & stato possibile ottenere 1’errore

associato, definito come [40]:

dove z e la grandezza misurata e N = 10 ¢ il numero di operazioni di misura effettuate.

Dal momento che I'errore ottenuto dipende dal movimento della cellula scelta, si puo definire

il rapporto:
 —1l (3.2)

m T
dove o,,, ¢ l'incertezza associata alla misura di z. Dalla 3.1 e 3.2 si ottiene quindi 'errore

statistico o, per la misura di una grandezza y di una cellula qualsiasi:
0s =04, X Y (3.3)

Dato che l'operazione di misura viene ripetuta usando la stessa tecnica, stabilire in questo
modo 'errore permette di calcolare direttamente l’incertezza associata ai valori ottenuti senza
dover ripetere le misure stesse.

Inoltre € necessario definire un’incertezza legata alla sensibilita dello strumento di misura.

Infatti, i dati ottenuti presentano i seguenti errori sistematici:

e 0, = 1075 um, errore associato a PathLength

e 0, =106 £ errore associato a PathSpeed

—6° . .
e 0, = 105", errore associato a Heading

L’errore totale o da associare alla misura sara dato dalla somma in quadratura [40] di o5 e

oy, dove oy e l'errore sistematico dato dallo strumento di misura:

o= Vo ¥R (3.4)

I contributi sono infatti indipendenti dato che 'operatore non ha alcuna influenza sulla

sensibilita del software, preimpostata dal costruttore.

3.3 Stima del numero di cellule

Per ogni esperimento e stata calcolata a posteriori la densita superficiale di cellule sulla
piastra, in maniera tale da poterne stimare il numero totale e verificare la compatibilita degli

esperimenti stessi.
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Innanzitutto, per ogni esperimento, e stato stimato il numero medio di cellule presente in ogni
frame tramite 'applicazione Cell Count Analysis [39]. Questo strumento si basa sul metodo del
Bright Spot Detection, ovvero vengono rilevati oggetti chiari su sfondo scuro; 'opzione Different
Sizes permette di riconoscere cellule di forme e dimensioni diverse. La Cell Count Analysis &
stata applicata ad ogni frame all’istante ¢ty di inizio dell’acquisizione in modo che il conteggio
non sia influenzato dalle possibili variazioni, descritte nella Sez.3.1. Come si puo osservare in
Fig. 3.1, a causa delle diverse dimensioni e forme delle cellule presenti sulla piastra, la radiazione
incidente subisce un cambiamento di fase differente da cellula a cellula. L’immagine risultante
presenta quindi cellule illuminate differentemente, cosa che non permette un’analisi ottimale da
parte dell’applicazione. Per questo motivo, ogni immagine e stata ricontrollata manualmente,
ottenendo cosi un risultato privo di errore. Il numero medio di cellule su un frame & stato quindi

calcolato seguendo l’espressione della media aritmetica:
_ 1 E
K= 330N (3.5)
i=1
dove F' & il numero totale di frame acquisiti nell’esperimento considerato - questo infatti e variato

a seconda della procedura. Note le dimensioni di ogni immagine (A;,, = 8.5 mm x 6.3 mm), si

ottiene la densita superficiale delle cellule sulla piastra:

_ N

Dal momento che sono note le dimensioni della piastra A,, il numero di cellule totale stimato per

ogni esperimento risulta essere: Nyror = p.A,, i cui valori sono riportati nella tabella seguente:

Esperimenti

“ 16/11  23/11  02/12  07/12  14/12  21/12

Nror H 23,549 29,884 31,113 24,978 25,153 23,990

Tabella 3.1: Numero totale di cellule stimato per ogni esperimento

Come mostrato dalla Tab.1, ogni esperimento dispone di un campione di cellule variabile.

Tuttavia, i dati ottenuti da ciascuno esperimento sono risultati coerenti, per cui si € concluso che

cells
mm?

una differenza di densitd Ap =~ 103 non influisce sull’analisi fatta.

Per completezza, & stato realizzato ulteriore controllo confrontando i dati relativi alla distanza
media relativa delle singole cellule nei regimi di SHAM ed EF, per la cui definizione si rimanda
alla Sez.2.3.2, suddividendo il campione totale in base alla densita. Sono stati creati infatti due
sotto-campioni: il primo, costituito dagli esemplari raccolti negli esperimenti caratterizzati da una

densita p. ~ 25,000 fnefii, e il secondo formato da quelli ottenuti negli esperimenti caratterizzati
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da p. =~ 30,000 fne—ff; Come mostrato nelle Figg. A.la - A.1b, i risultati ottenuti sono differenti.
Una spiegazione di questa incongruenza potrebbe risiedere nel fatto che i campioni confrontati
sono diversi: il primo, infatti, ¢ formato da 191 cellule, mentre il secondo da 100 cellule, per cui
¢ possibile che, aumentando il numero di esemplari del secondo campione, i risultati ottenuti per
entrambi i campioni siano compatibili. Per questo motivo, non ¢ stata condotta un’ulteriore analisi

rispetto a tali sotto-campioni e i grafici sono stati riportati in Appendice.

3.4 Comparazione e Selezione del Best Fit

Dato che la funzione che possa fittare meglio i dati non & nota a priori, & bene fare alcune
considerazioni. Entrambe le distribuzioni hanno dominio 0 < x < 0o, e sono continue. Per questi
motivi, sono state prese in considerazione la distribuzione esponenziale, la distribuzione gamma, la
distribuzione semi-normale, la distribuzione di Rayleigh, la distribuzione di Rice e la distribuzione
di Weibull.

3.4.1 Fit delle Distribuzioni

Il campione di dati e stato fittato con tutte le funzioni di prova usando il metodo della massima
verosimiglianza per stimare i parametri di tali funzioni. Il metodo della massima verosimiglianza
prevede infatti che la miglior stima dei parametri della funzione di fit sia quella che permette di
ottenere dei parametri che massimizzano la probabilita di ottenere il campione di dati da cui si fa
la stima [21]. Data una funzione densita di probabilitd f(z;A.) dipendente da r parametri A, e
un campione formato da n osservazioni, si definisce la verosimiglianza la funzione prodotto delle

singole PDF assumendo che ogni osservazione sia indipendente:

M = H f(l'u )‘T)
=1

dove z; e l'i-esimo dato. Dato che & una produttoria, ¢ comodo fare la somma dei logaritmi delle

funzioni: .
L= Z log[f(xi; Ar)]
i=1
Quindi, per ottenere la miglior stima dei parametri, bisogna massimizzare L rispetto ai parametri,

ottenendo un set di equazioni differenziali:

oL or
X’ O,

Una volta risolte, si ottengono M, A, le miglior stime dei parametri della funzione f(z). In
realta, per un discorso di ottimizzazione legato agli algoritmi usati per computare tali parametri,

conviene minimizzare una funzione. Percio, per ottenere una forma equivalente, si minimizza il



3.5. CALCOLO DEL MSD 29
logaritmo negativo della funzione di verosimiglianza:
argmin — log[L(A.|x)]

Questo ci e utile per valutare quale sia la funzione piu adatta a fittare il campione di dati. Infatti,
avvalendoci della monotonia del logaritmo, il best fit sara dato dalla funzione per il quale il valore

del logaritmo negativo della verosimiglianza ¢ minore.

3.5 Calcolo del MSD

I Mean Squared Displacement (MSD) & una misura della dispersione di una particella nel
tempo rispetto a un’origine fissa. Mediando sui quadrati degli spostamenti, otteniamo un valore
sempre positivo che non si annulla mai, possibile se consideriamo il solo spostamento, dato che per
un Random Walk la probabilita di un passo avanti ¢ uguale a quella di un passo indietro. Tale

grandezza ¢ unicamente dipendente dal tempo, ed & definita come:
MSD(t) = ([d(to + At) — d(to)]?) (3.7)

dove ty e l'istante di inizio acquisizione, d € la PathLength, come definita nella Sezione 3.2 e At
¢ l'intervallo di tempo intercorso tra l'inizio dell’acquisizione e l’istante corrente. Nel nostro caso
per ogni cellula abbiamo posto d(tg) = 0 per comodita, dato che la posizione iniziale di ogni cellula
¢ indipendente dalle altre nel caso di migrazione di una singola cellula. In questo modo, come si
deduce dall’Eq.3.7, & stato solo necessario elevare al quadrato i dati delle PathLength. Inoltre, &

stato possibile sovrapporre gli spostamenti delle cellule su grafici polari per confrontarli.

Dato che il valore del MSD per un moto bidimensionale ¢ importante per lo studio della

diffusivita, ci avvaliamo della relazione trovata nel Capitolo 1 che diventa:
([d(at)]?) = 4Dt (3.8)

Determinando il valore di « sara possibile caratterizzare il tipo di diffusione della popolazione

cellulare.
3.5.1 Fit
Secondo quanto appena discusso, la funzione che si addice al fit e la seguente:
MSD(t) = At (3.9)

dove A = 4D e B & l’esponente che valuta il tipo di diffusione anomala. Il fit & stato eseguito
tramite la funzione FIT_MSD.m, nella quale si utilizza il metodo dei minimi quadrati non lineare

per computare i parametri A e B con le relative incertezze.



Capitolo 4

Risultati

4.1 Distribuzioni sperimentali

Analizziamo in primo luogo le distribuzioni sperimentali delle distanze e delle velocita medie

delle cellule a un tempo t = 3 h, sia per 'acquisizione SHAM sia per quella EF.

4.1.1 Best Fit: La Distribuzione Gamma

Innanzitutto, calcolando il negative log-likelihood per le distribuzioni prese in considerazione

per i dati ottenuti, possiamo valutare quale sia il best fit.
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Figura 4.2: Fit possibili della distribuzione delle velocita. A sinistra é riportato il grafico nel caso SHAM,
a destra caso EF.

Osservando le Figg.4.1 e 4.2 e i valori riportati nella Tab.4.1, la funzione che meglio modella
le distribuzioni delle velocita e delle distanze € la PDF Gamma. Infatti, come si puo osservare
qualitativamente dai grafici, la distribuzione semi-normale prevede un picco spostato piu a destra
di quanto osservato dato che ¢ simmetrica. La distribuzione esponenziale riesce a modellare solo

la coda di destra, dato che per definizione la PDF non prevede un picco.

PDF Dgspy Dgr PSsu PSgr

Gamma 1.3665017 1.4389066 1.2432101 1.1695903

Esponenziale 1.4573599 1.5194027 1.1521686 1.0893044

Normale 1.4187008 1.4890022 1.1911071 1.1196417
Rayleigh 1.3895726 1.4533976 -1.2267791 1.1551852

Rice 1.3829574 1.4533977 1.2267789 1.1551849
Weibull 1.3818958 1.4510417 1.2278063 1.1575516

Tabella 4.1: Parametro del negative loglikelihood per le probability density function prese in esame. Le
distribuzioni sperimentali analizzate sono: la distanza delle cellule a t = 3 h in acquisizione SHAM
(Dsu) e in quella EF (Dgr) e la velocita media delle cellule a t = 3 h in acquisizione SHAM (PSsu) e
in quella EF (PSgr). Tutti i valori riportati vanno moltiplicati per un fattore 10%. In rosso vengono
mostrati i valori che, per ciascuna distribuzione di dati, minimizzano il negative loglikelihood. Come si
puo evincere, i dati raccolti possono essere fittati tramite la distribuzione Gamma.
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Per i dati a disposizione, ci troviamo nel caso in cui la distribuzione di Rice e di Rayleigh
coincidono e, come la distribuzione di Weibull, risultano meno sensibili al picco delle distribuzioni
rispetto alla distribuzione Gamma.

Il risultato ottenuto si pud appoggiare a quanto osservato da un recente studio [19] secondo
cui infatti la distribuzione Gamma ¢ risultata il best fit delle distribuzioni sperimentali dei focal
adhesion lifetimes (FALT) - misurati in condizione di controllo, ovvero la durata di particolari
strutture proteiche responsabili della motilita cellulare, trattate nella Sez.1.1.1, per un ampio cam-
pione di cellule. Inoltre, lo stesso studio riporta una correlazione tra i FALT e le velocita delle
cellule, ipotizzando quindi che si potessero predire le cartteristiche della velocita della popolazione
nota la distribuzione dei FALT. Gia altri studi avevano evidenziato che si potesse predire la velo-
citad di una popolazione cellulare considerando, tuttavia, la dimensione delle FA delle cellule [41].
In questo caso, dal momento che il valor medio della velocita trovato analizzando i nostri dati e
compatibile con i valori delo studio [19], possiamo effettivamente ipotizzare che la distribuzione
delle velocita di una popolazione dipenda come sono distribuiti i FALT e che quindi le due gran-
dezze siano dipendenti. In aggiunta, si osserva che il campo elettrostatico non modifica il tipo di
distribuzione seguita dai dati. Tuttavia, dato che i parametri ottenuti nei fit variano tra la fase
SHAM e la fase EF, come sara discusso nelle sezioni successive, si puo ipotizzare che le relazioni

tra FALT e velocita in presenza e in assenza di campo elettrostatico siano lievemente diverse.

4.1.2 Distanza

Un primo confronto tra la migrazione delle cellule nella fase di controllo e nella fase in cui e
acceso il campo elettrostatico puo essere fatto valutando la distanza totale percorsa dalle cellule

in un tempo standard di 3 ore per ogni fase.
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Figura 4.8: Fit delle distribuzioni delle distanze percorse dalle cellule in 3 ore. A sinistra & riportato il
grafico nel caso SHAM, a destra caso EF.
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Dai grafici si puo osservare che le distribuzioni hanno una forma simile, come confermato dai
valori assunti dal parametro k. Tuttavia, dal momento che kgr < ksgans, possiamo affermare che
la distribuzione delle distanze nel caso SHAM e meno asimmetrica di quella nel caso EF. Inoltre,
il fatto che Ogp > 05y ans indica il maggiore stiramento della distribuzione verso destra a causa di
un aumento della magnitudine dei dati all’estremo superiore. Questo si osserva anche nella Fig.4.3

confrontando le code delle distribuzioni: nel caso EF troviamo una coda piu lunga e pit popolata.

k Ok 0 oo d (kx6) a?(k x 6%)
SHAM 3.62 0.29 18.15 1.57 65.78 1194.08
EF 3.30 0.27 24.89 2.16 82.03 2041.65

Tabella 4.2: Parametri ottenuti dal fit delle distribuzioni delle distanze. I valori di 6 e d sono espressi in
wm, i valori di 0% in pm?® mentre k & adimensionale.

Tale conferma si ottiene dai parametri ricavati dal fit che, combinati, danno la media delle
distanze percorse delle cellule: in presenza di campo elettrico acceso le cellule coprono mediamente
una distanza maggiore del 24%. Inoltre, ¢ evidente che il valor medio della distribuzione sia
maggiormente influenzato dal parametro di scala. Cio significa che la distribuzione ¢ asimmetrica
e indica, quindi, che ¢ piu probabile avere cellule che si muovano pitu della media piuttosto che
cellule che si muovano meno della media.

Per i valori trovati in fase EF, dato che la relazione tra le variazioni relative tra i parametri

|KEF;§FSHAM | < |9EF;}‘ZSFHAM | indica che il parametro di scala aumenta di pit di quello di forma,

si puo concludere che sia accentuato il fatto che sia piu probabile trovare cellule che percorrono

una distanza superiore alla media.
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4.1.3 Velocita Media

Per come & definita la velocita media (Sez.3.2), ci aspettiamo che le distribuzioni e il parametro

di forma ottenuto tramite fit ricalchino quelli appena visti per le distanze.
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Figura 4.4: Fit delle distribuzioni delle velocita medie delle cellule per un tempo di 3 ore. A sinistra é
riportato il grafico nel caso SHAM, a destra caso EF.

k ok 0 g v (kx0) o%(k x 6%)
SHAM 3.63 0.29 6.04 0.52 21.94 132.64
EF 3.29 0.26 8.34 0.73 27.44 228.96

Tabella 4.3: Parametri ottenuti dal fit delle distribuzioni delle velocita. I valori di 6 e v sono espressi in

i valori di 0 in (“™)* mentre k ¢ adimensionale.

Come atteso, i valori del parametro k per le distribuzioni delle velocita medie differiscono da
quelli per le distribuzioni delle distanze nell’ordine di 2 x 1073, Analogamente a quanto osservato
per le distribuzioni delle distanze, anche in questo caso si osserva una maggiore asimmetria nel
caso EF, infatti kgr < ksgan € un aumento in media della velocita della popolazione quando il
campo elettrico ¢ acceso, dato che vgr > vsgan. Rispetto alla distribuzione delle distanze, le
distribuzioni delle velocita sono caratterizzate da valori dei parametri k£ e 6 piu vicini, osservando

infatti una maggiore simmetria nella distribuzione dei dati.



4.2. MSD 35

4.2 MSD
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Figura 4.5: Fit del MSD in regime SHAM (curva blu) e in regime EF (curva rossa). Le aree sfumate
rappresentano gli intervalli di confidenza al 95%

Da una prima analisi qualitativa, gli andamenti del MSD sono simili, con il valore del MSD

che aumenta all’aumentare del tempo e in presenza di campo elettrico.

A A(95%) B B(95%)

SHAM 551.4 [538.0, 564.8] 2.131 [2.106, 2.156]

EF 999.1  [977.1,1021.0]  2.010  [1.987, 2.033]

Tabella 4.4: Parametri per il MSD in SHAM e in EF riportati con gli intervalli al 95% di confidenza. I
valori di A sono espressi in pm - h2, mentre B ¢ adimensionale.

Andando a fare una valutazione quantitativa rispetto ai parametri ottenuti tramite fit, si
osserva che B > 1 indipendentemente dalla presenza di un campo elettrostatico, per cui siamo in
un caso di superdiffusivita, come riportato in altri studi [42]. Come atteso, in seguito ai risultati
mostrati nelle sezioni precedenti, il campo elettrostatico non va a modificare il tipo di diffusione
della popolazione cellulare, ma aumenta la dispersione delle cellule. Questo & supportato anche

dal fatto che la variazione relativa del parametro B sia ~ 5%.
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4.3 Dipendenza del moto dalla posizione della cellula sulla

superficie della Petri

Una parte importante dello studio e stata rivolta alla dipendenza della migrazione di una
cellula dalla sua posizione sulla superficie della Petri rispetto alle piastre. Come riportato nel Cap.3,
prima dell’analisi, i dati di ogni cellula sono stati classificati in base alla posizione di questa sulla
Petri. Dalla classificazione per ogni grandezza misurata sono state ottenute sei ”subdistribuzioni”,
tre per ciascuna fase di acquisizione. In analogia con ’analisi fatta per il campione intero, in primo
luogo & stato valutato quale sia il best fit delle distribuzioni delle distanze. Dalla valutazione del
parametro del Negative Log-Likelihood, anche in questo caso la distribuzione che fitta in maniera

migliore i dati e la distribuzione Gamma. Analizziamo ora i parametri ottenuti dai fit.

POLE - CENTRE POLE +
k 0 d k 0 d k 0 d
SHAM | 3.26 18.65 60.92 | 436 15.87 69.22 | 3.58 19.05 68.21
EF 3.59  21.14 7599 | 286 2970 8483 | 3.71 2339  86.86

Tabella 4.5: Parametri ottenuti dal fit delle distribuzioni delle distanze rispettivamente per il polo negativo,
centro e polo positivo. I valori di 6 e d sono espressi in wm, i valori di o2 in um? mentre k é adimensionale.

Come si osserva nella Tab.4.5, le sei distribuzioni sono dominate dal parametro di scala, dal
momento che § >> k. Cio indica che la probabilita di trovare cellule che si spostano piu della
media & maggiore della probabilita di trovare cellule che si spostano meno della media. Questo fatto
si accentua quando il campo elettrostatico ¢ acceso, ricalcando quanto visto nel caso dell’analisi
dell’intera popolazione. Osservando i valori dei singoli parametri, & interessante notare che per
le cellule al centro questi variano in maniera inversamente proporzionale: k./ks ~ 0.66, mentre
0./0s =~ 1.87. Il comportamento di questi parametri ¢ peculiare per i seguenti motivi: innanzitutto,
per nessun’altra distribuzione si registrano delle variazioni relative dei parametri di quest’ordine
e, in secondo luogo, questo e 'unico caso in cui si osserva una diminuzione del valore di k con
I’accensione del campo elettrostatico. Come si puo notare nella Fig.4.7, la distribuzione delle
distanze delle cellule presenta una lunga coda, risultando fortemente asimmetrica e stirata verso
destra dalla presenza di dati dalla magnitudine elevata, cosa che potrebbe spiegare le variazioni

dei parametri.

Per quanto riguarda il valor medio delle distribuzioni, si osserva che le cellule tendono a
percorrere una distanza maggiore al centro e nella zona del polo positivo. Tuttavia si riscontra
questa caratteristica del moto sia nella SHAM sia nella EF, per cui non si puo concludere che

I’azione del campo elettrostatico dipenda dalla posizione della cellula sulla piastra.
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Figura 4.6: Fit della distribuzione delle distanze per le cellule al polo negativo. (A sinistra) distribuzione
in regime di controllo - (A destra) distribuzione in regime di campo elettrico acceso.
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Figura 4.7: Fit della distribuzione delle distanze per le cellule al centro. (A sinistra) distribuzione in
regime di controllo - (A destra) distribuzione in regime di campo elettrico acceso.
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Figura 4.8: Fit della distribuzione delle distanze per le cellule al polo positivo. (A sinistra) distribuzione
in regime di controllo - (A destra) distribuzione in regime di campo elettrico acceso.

Inoltre, sono stati confrontati i valori del MSD al variare del tempo per le popolazioni di
cellule rispettivamente al polo negativo, centro e polo positivo. Si puo osservare dalla Fig.4.9 che
gli andamenti del MSD per le cellule nelle zone del polo positivo e del centro siano quasi sovrapposti,
mentre sussiste una differenza con i valori del MSD della popolazione al polo negativo. Questo
vale sia in regime di controllo sia in regime di campo elettrostatico acceso. Tuttavia, dato che
gli intervalli di confidenza dei tre andamenti non sono separati, non € possibile considerare questo
risultato significativo. Dagli andamenti qualitativi € possibile ipotizzare che per tempi molto lunghi

si osservi una variazione della dispersione delle cellule in base alla loro posizione sulla piastra.

14000 T T 14000 v
= Negative Pole = Negative Pole
= Centre = Centre
12000 [ | === Positive Pole 1 12000 | | === Positive Pole
10000 10000
<< 8000 << 8000
=" ="
[a)] [a)]
2 6000 2 6000
4000 1 4000
2000 1 2000
0 0
50 100 150 50 100 150
Time [min] Time [min]

Figura 4.9: Dipendenza del MSD dalla posizione all’interno della Petri nel caso SHAM (a) e nel caso EF
(b). Le aree ombreggiate raffigurano intervallo di confidenza al 95%.
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4.4 Considerazioni sul Moto
Appurato che D'applicazione di un campo elettrostatico stimoli le cellule ad aumentare la

propria velocita in media, cerchiamo di capire se questo influenzi anche la direzione del moto come
osservato in altri studi [43] [44].

CENTRE

90
12050 60
e 40
POLE- CENTRE POLE+
% 90 )
120 300 60 120 300 60 120 300 60
150 30 150 200 30 150 30
SHAM 180 0 180 0 180 0
210 330 210 “ 330 210 330
240 300 240 300 240 300
270 270 270
POLE- CENTRE POLE+
% % 0
120 300 60 120 300 60 120 300 60
150 30 150 30 150 200 30
180 0 180 0 180 0

240 300 240 300 240 300
270 270 270

Figura 4.11: Grafici polari dei vettori spostamento delle cellule. Il modulo del vettore é definito dalla
PathLength, ’angolo che definisce la direzione & stato calcolato come la mediana dell’Heading di ogni
cellula.

Come si puo osservare dalle Fig.4.10 e 4.11, quando il campo il campo elettrostatico e acceso
non si osserva una direzione privilegiata di moto. Infatti, valutando la mediana dell’ Heading delle

singole cellule si puo osservare come queste seguano una distribuzione isotropa. Infatti, dato che
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il valore della direzione di ogni spostamento puo variare tra 0 °e 360 °, se fosse stata calcolata la
media degli heading, questa sarebbe stata maggiormente influenzata da valori elevati portando a

conclusioni fiorvianti.

POLE - CENTRE POLE +

SHAM 187.4 184.1 185.0

EF 186.3 180.0 187.5

Tabella 4.6: Valori delle mediane delle distribuzioni heading per ciascuna posizione sulla piastra. I valori
riportati sono espressi in gradi [°].

Per avere una valutazione quantitativa, sono stati calcolati i valori delle mediane per ciascuna
distribuzione degli heading per ciascuna posizione sulla piastra. Come si evince dalla Tab.4.6, in
qualsiasi regime considerato e per qualsiasi posizione sulla piastra la distribuzione risulta isotropa.
Per questo si puo affermare che ’accensione di un campo elettrostatico modifica unicamente la
magnitudine della migrazione, ma non ne modifica la direzione. La differenza con i risultati
degli studi sopra citati risiede nella diversa configurazione del dispositivo che produce il campo
elettrico. Infatti, le piastre tra le quali si genera il campo elettrico formano un condensatore, in
prima approssimazione, come spiegato nella Sez.2.3.1, invece della piu utilizzata configurazione
a cella elettrolitica. Dalla teoria dell’elettromagnetismo per un dielettrico e lecito aspettarsi una
modifica delle proprieta del mezzo, ma non la formazione di una corrente. Utilizzando questa
approssimazione si pud quindi spiegare come mai non si osserva un movimento direzionato di
cellule verso un polo.

Visti anche i risultati discussi nella sezione precedente, alle condizioni attuali, si pud con-
cludere che & corretto analizzare i dati in maniera unitaria senza alcuna distinzione rispetto alla

posizione occupata dalla cellula durante I’esperimento.
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Conclusioni

In questo lavoro ¢ stato studiato l'effetto di un campo elettrostatico esogeno sulla migrazione
di singole cellule analizzando i dati ottenuti da sei esperimenti indipendenti e condotti in maniera
uguale, come descritto nel Capitolo 2.

In primo luogo, ¢ stato trovato che i dati delle distanze e delle velocita possono essere mo-
dellati con una distribuzione Gamma. Infatti, tra le distribuzioni prese in esame, applicando il
metodo della minimizzazione del Negative Log-Likelihood, il fit che descrive meglio le distribuzioni
e dato dalla distribuzione Gamma. Il fatto che per entrambe le distribuzioni & stato stimato che
il parametro di scala € sempre maggiore del parametro di forma ci dice che le distribuzioni spe-
rimentali sono asimmetriche verso destra e che, data la grandezza maggiore di tale coda, risulta
pit probabile osservare cellule che si spostano pit della media rispetto ad osservare cellule che si
muovono pil lentamente della media. Inoltre, il fatto che il best fit sia dato da una Gamma, ci
assicura una probabilita non nulla per valori estremi molto lontani dal valor medio. Si osserva
inoltre che il valor medio delle distribuzioni aumenta quando il campo elettrico & acceso, a causa
dell’aumentare del parametro di scala, mentre non si ha un aumento sostanziale del parametro di
forma. Cio indica che, all’accensione del campo elettrico, l'unico effetto consiste nel fatto che le
cellule tendono a coprire distanze maggiori e che sia piu probabile trovare valori estremi di tale
grandezza.

Dall’analisi del Mean Square Displacement si possono fare considerazioni analoghe. Tramite il
fit, & stato possibile stimare il valore del parametro B: nel caso SHAM B = 2.131, mentre nel caso
EF B = 2.010. Dato che B, parametro che definisce il tipo di diffusione anomala, assume sempre
valori maggiori di 1, cio indica che il moto e superdiffusivo, indipendentemente dalla presenza di un
campo elettrostatico. Il campo elettrostatico ha quindi 'unico effetto di aumentare la dispersione.

Dallo studio dei grafici polari degli spostamenti in funzione del tempo si osserva che la di-
rezione del moto ¢ casuale indipendentemente dalla presenza del campo elettrico. Questo si puo
spiegare con il tipo di configurazione per generare il campo elettrico, differente da quella a cella
elettrolitica con la quale molti studi hanno osservato un movimento direzionale indotto dal campo

elettrico. In questo caso, infatti, il campo elettrostatico ¢ stato generato esternamente: il campio-

41
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ne utilizzato, infatti, & stato posto in mezzo a un condensatore a piani paralleli in maniera tale
da non essere a contatto con le piastre. Risulta doveroso fare una considerazione. In base alla
definizione di galvanotassia, il moto, per cellule parallele alle linee di campo elettrico, deve essere
direzionale, mentre noi abbiamo osservato un aumento della magnitudine del moto senza pero che
questo avvenga in una direzione privilegiata. Questo dimostra che anche un campo elettrostatico
applicato secondo una configurazione il cui modello elettrico & quello di un capacitore e non di una
cella elettrolitica puo indurre una perturbazione, che in questo caso ¢ 'aumento adirezionale del
moto di cellule di glioblastoma. Ci si chiede dunque se, per i risultati appena ottenuti, in analogia

alla definizione di chemiocinesi data nella Sez.1.1.1.1, sia pitt opportuno parlare di galvanocinesi.



Appendice

Risultati suddivisi per densita

I grafici riportano la distanza media relativa per cellule appartenenti a pool di densita diffe-
rente. Come si puo osservare, la differenza € marcata per le cellule situate al polo negativo e al
centro. Tuttavia, come gia riportato, i due campioni sono difficilmente confrontabili a causa della

differenza di elementi contenuti in ciascuno.
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