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Abstrakt

Background and Purpose: Stem cells are widely used in many fields of science, especially medicine. Thanks to
their proliferative properties and their ability to transform into other cells of the body, they have found
application in regenerative medicine, for the treatment of extensive burns, reconstruction of the hematopoietic
system. We can obtain them from many tissues including adipose, bone marrow, umbilical cord blood or human
milk.

Current state of knowledge: Therefore, it is important to use a culture method through which we can obtain a
large number of cells in a short time, and these cells will be viable and able to differentiate into other types.
Adequate oxygen, carbon dioxide, nutrients and humidity are required for culture. The most widely used is the
2D method, which is quite cheap and easy to perform. The 3D method, although more expensive and labor-
intensive, is more efficient. With the 3D, or spherical, method, we have the opportunity to obtain an environment
that provides in vivo conditions, which we will not get with the 2D method. Spherically cultured cells receive
stimuli from the environment in three dimensions, at the cell-to-cell and cell-to-extracellular matrix levels. This
allows the free flow of cytokines, nutrients, growth factors and chemokines.
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Conclusions: In the future, the 3D method may supplant 2D culture methods. By providing conditions similar to
those in the body, we can reduce the number of tests performed on animals. Currently, drugs used in oncology
are increasingly being tested in such cultures and their therapeutic effect determined.

Key words: mesenchymal stem cells; culture 3D; culture 2D; extracellural matrix

Wstep

Komérki macierzyste, SC (ang. stem cells) posiadajg zdolno$é réznicowania si¢ w dowolng komorke
organizmu oraz mozliwos¢ samoodnowy. Wyrdzniamy komodrki totipotencjalne, pluripotencjalne,
multipotencjalne oraz oligopotencjalne. W dorostym organizmie mozemy spotkaé mezenchymalne komorki
macierzyste, MSC (ang. mesenchymal stem cells), ktore posiadaja wlasciwosci proliferacyjne i mozna
réznicowaé je w okreslony typ komorek. [1] MSC mozemy pozyskiwaé z réznych zréodet m. in. tkanki
thuszczowej, szpiku kostnego, sznura pepowinowego oraz krwi pgpowinowej. Do hodowli potrzebujemy
odpowiednich warunkow temperatury, stezenia tlenu i dwutlenku wegla, substancji odzywczych.
Optymalne warunki hodowli to mieszanina 5% st¢zenia COg, 21% O, wilgotno$¢ 95% oraz temperatura 37°C
[2,3] Warunki hodowli sg bardzo istotne do uzyskania duzego wskaznika proliferacji i zywotnosci. Komitet
Mezenchymalnych Komoérek Macierzystych Migdzynarodowego Towarzystwa Terapii Komodrkowej okreslit
definicje MSC. W czasie hodowli muszg przylegaé¢ do plastiku, réznicowaé si¢ w osteoblasty, posiadaé ekspresje
CD105, CD73, CD90 i brak ekspresji CD14, CD34, CD45 i HLA-DR. [4,5]

Kazda komoérka wydziela swdj sekretom, skladaja si¢ na niego cytokiny, chemokiny, czastki macierzy
pozakomorkowej oraz czynniki wzrostu. Wplywaja one na wydajnos¢ prowadzonej hodowli, poprzez wzajemny
wplyw na siebie. W pewnym stopniu zachowane sa warunki jakie stwarza zywy organizm dla komorek. [2,3]
Obecnie najczgséciej stosowana metoda hodowlana to warunki hodowli 2D. Jest to tradycyjny i tatwy model
hodowlany, stosowany na bardzo duza skalg, jednak nie odzwierciedlajacy warunkow in vivo, poniewaz komorki
ludzkiego organizmu maja trzy wymiary, a nie dwa, ktoére uzyskujemy w hodowli 2D. Hodowla polega na
wytworzeniu monowarstwy z komorek na plastikowych ptytkach. MSC posiadajg naturalne wiasciwosei
adhezyjne, dlatego nie wymagaja uzycia ksenogennych substancji, ktore umozliwiajg przytaczenie do ptytki, zas
pluripotencjalne komorki macierzyste wymagaja pokrycia kolagenem lub fibroblastami myszy w celu adherencji
do podtoza. Hodowla komodrek 3D jest nowoczesng metoda i zapewnia bardziej fizjologiczne $rodowisko.
Nazywana jest hodowla sferoidalng, umozliwia wzajemne interakcje migdzy poszczegélnymi komorkami.
Pozwala na swobodny gradient substancji odzywczych, tlenu 1 substancji krazacych w macierzy
pozakomorkowej, ECM (ang. extracellural matrix). [6,7,8]

Badania dowodza nad przewaga hodowli 2D nad 3D. Naukowcy poréwnuja hodowle pod wzgledem
starzenia si¢ komorek, zdolnosci do tworzenia kolonii, szybkosci proliferacji, zywotnos$ci oraz ekspresji genow.
Coraz cze¢sciej wykorzystuje si¢ sferoidy do okre$lania dziatania lekéw, co pozwala zmniejszy¢é wykorzystanie
modeli zwierzecych. [8]

Cel pracy

Celem pracy jest przeglad artykutéw dotyczacych hodowli komorek macierzystych w warunkach 2D i
3D. Poréwnanie obu tych metod, i ocena, ktéra z nich stwarza lepsze warunki dla proliferacji i zywotnosci
komorek.

Material i metody

Dokonano przegladu pismiennictwa zgromadzonego w bazie PubMed dotyczacych aktualnych badan na
temat warunkow i sposobu hodowli komérek macierzystych oraz wykorzystania metod w praktyce.
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Hodowla komoérek macierzystych metoda 2D i 3D

Komorki macierzyste pobrane z odpowiedniej tkanki izolujemy za pomocg wirowania, probe
rozcienczamy w stosunku 1:1 roztworem zbuforowanej soli fizjologicznej (PBS) bez jonow Ca i Mg, a nastgpnie
wirujemy przez 20 minut w temperaturze 20°C. Po odwirowaniu warstw¢ thuszczowa oraz supernatant
odrzucamy, a osad komoérek przemywamy trzykrotnie roztworem PBS. Nastepnie potwierdza si¢ macierzysty
charakter wyizolowanych komoérek, za pomoca badania cytometrycznego Nalezy wykaza¢ obecnos$¢ antygenow
powierzchniowych CD 73, CD90, CD105 oraz brak ekspresji i CD14, CD34, CD45 i HLA-DR Hodowle
komoérek przeprowadza si¢ w warunkach adheretnych, dzigki czemu uzyskujemy fibroblastopodobny ksztalt
komoérek oraz zdolnos$¢ adherencji komoérek do $cian plastiku. [9,10]

Podstawowa metoda hodowli 2D polega na adhezji do ptaskiej powierzchni, najczesciej wykorzystuje
si¢ szlaki Petriego z polistyrenu. Dzigki rownomiernemu dostepowi do skladnikow odzywczych, tlenu,
dwutlenku wegla, uzytych hormonoéw komorki charakteryzuja si¢ jednakowym wzrostem i proliferacja. Dzigki
temu, metoda jest uzywana na szeroka skal¢ przez naukowcoéw na catym §wiecie. Nie mozemy w tej metodzie
kontrolowa¢ ksztattu komorki oraz wpltywu ECM na hodowle. [11,12]

Proces powstawania sferoid jest kilkuetapowy, na poczatku pojedyncze komorki tworza luzno
przylegajace sferoidy komorkowe. W procesie bierze udzial integryna, E-kadheryna oraz kompleks Beta-
kateniny. Dzigki tym substancjg i wytwarzanym prze nich potaczeniom mig¢dzykomoérkowym mozliwe jest
wytworzenie silnie adhezyjnej wielokomorkowej sferoidy. W metodach wyr6zniamy metode wiszacej kropli,
kulture peletek, ptynng naktadke, obracajace si¢ naczynie Scienne, lewitacje magnetyczng i kulturg przedzarki.
Do hodowli wykorzystujemy hydrozele, biomateriaty i czynniki czasteczkowe. [13,14,15]

Porownanie wlasciwosci SC w zaleznos$ci od hodowli

W standardowych warunkach hodowla 2D jest latwym sposobem do pozyskania komorek
macierzystych. MSC w zawiesinie opadaja na dno butelek hodowlanych i ulegaja adhezji do plastikowej
powierzchni. Srodowisko jest jednak mniej fizjologiczne, niz w hodowli 3D. Aby uzyskaé¢ sferoid in vitro
musimy hodowaé¢ je w warunkach, ktére uniemozliwig przyleganie do statych powierzchni. Na poczatku
stosowano metode kolby obrotowej, pdzniej wprowadzono 96-dotkowe ptytki, metode wiszacej kropli oraz
stosowanie membran chitozanowych. Agregaty sferoidalne poczatkowo tworzone sa przez luzne agregaty
komoérek z pomocg wigzan ECM z integrynami, nastepnie sa zaggszczane prze wigzanie homofilnej kadheryny.
[16]

Wolff i wsp. w swoich badaniach oceniali wptyw hodowli 3D na wtasciwosci adipogenne i
uwalnianie adipokin adMSC w poréwnaniu do hodowli 2D. Do sferoidalnego systemu 3D uzyto
namagnesowanych nanoczasteczek. Zaobserwowano, ze srednica komorek réznita si¢ w zaleznosci od hodowli.
W 2D mediana $rednic byta wigksza o okoto 5 mikrometréw, od mediany komorek w hodowli 3D.
Pod wzglgdem uwalniania hormonéw adiponektyny i leptyny, zwigkszone mozliwosci wykazywaty komorki
hodowli 3D. [17]

Kusuma i wsp. w badaniach okreslali pecherzyki zewnatrzkomoérkowe, EV (ang. extracellular vesicles)
wytworzone w kulturach 2D i 3D i ich wptyw na leczenie zwtoknienia ptuc u myszy. Poniewaz nie tylko same
komorki, ale macierz pozakomérkowa moze mie¢ duzy wplyw na warto$¢ terapeutyczng i wykorzystanie
komorek macierzystych. W badaniach wykazano, ze EV w obu hodowlach wykazywaty morfologie sferyczng i
poréwnywalng catkowita liczbe czasteczek, $rednica ich wynosita $rednio <100 nm. Uzyskano klasyczne
markery powierzchniowe dla EV CD81+ CD63+ oraz CD9+ . Uzycie komorek z hodowli 3D pozwolito uzyskaé
wigksze ilosci odkladania kolagenu, w poréwnaniu z uzyciem hodowli komérek 2D. EV 3D pozwolily na
osiggniccie wigkszej ilosci limfocytow T w tkance ptucne;j. Istniejg kluczowe réznice w odpowiedzi zapalne;j,
migracji leukocytow i réznicowaniu komoérek, w zaleznosci od wykorzystanego typu hodowli. [8] Ciardulli i
wsp. badali MSC pobrane ze szpiku kostnego, ktore hodowano dwiema metodmia 2D oraz 3D w 12-
studzienkowych ptytkach. Do hodowli sferoidalnej uzyto nosniki kwasu polimlekowo-glikolowego.
Dowiedziono, ze komorki z hodowli trojwymiarowej wykazywaly ekspresje kolagenu typu 1 (COL1Al),
aktywacje cytokin prozapalnych. [18,19]
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Madrigal i wsp. w swojej pracy wykazali, wicksza ilo§¢ wydzielania czynnikow troficznych przez
sferoidy, niz w kulturze jednowarstwowej. Do takich czynnikow zaliczamy TSG-6, STC-1, CXCR4 ktore sa
czynnikami przeciwzapalnymi oraz TRAIL, IL-24, CD82, ktore zaliczamy do biatek przeciwnowotworowych.
Komoérki hodowane sferycznie wykazaly silniejsze wlasciwosci przeciwzapalne, co prawdopodobnie bylo
zwiazane z wigkszg produkcja wyzej wymienionych czynnikow. Lepsza byta rowniez wlasciwo$¢ roznicowania
sie w komorki adipogenne i osteogenne. [20]

Podsumowujac, zaletami hodowli 3D jest wzrost zywotnoS$ci i proliferacji, fatwiejsza interakcja na
poziomie komorka-komorka i komoérka-macierz, srodowisko fizykochemiczne podobne do in vivo, utrzymanie
wewnetrznych wiasciwosci fenotypowych oraz efektywniejsze wydzielanie cytokin, chemokin i czynnikow
angiogenicznych. Wady tego typu hodowli to ograniczone docieranie sktadnikow odzywczych do komorek w
rdzeniu sferoidy oraz obnizony gradient dyfuzji, ze wzgledu na tréjwymiarowo$¢ hodowli. [11,21,22]

POROWNYWANA CECHA

HODOWLA 2D

HODOWLA 3D

1. Ksztalt komoérek

Ptaski, wydtuzony, komorki rosng i

Komérki zachowujg sSwWoj

wydtuzaja si¢ W dwoch | naturalny ksztalt, jak w warunkach
wymiarach. in vivo.
Komoérki tworza jedng warstwe. Komoérki tworzg wiele warstw
2. Dostgp do substancji | Kazda komorka otrzymuje | Komorki obecne w rdzeniu czgsto
odzywczych i tlenu identyczng  ilo§¢  skladnikéw | pozbawione sa odpowiedniej ilosci
odzywczych i tlenu. substancji odzywczych i tlenu.
3. Réznicowanie komoérek Stabe Dobre
4. Proliferacja Staba Dobra
i Zywotnosé
5. Koszt Tansza od kultury 3D, stosowana | Drozsze od kultury 2D, dlatego
na bardziej szeroka skale rzadziej stosowane
6. Apoptoza Zachodzi fatwo Wicksza opornos¢ komorek na

apoptoze

Komorki oddzialuja na siebie w
trzech wymiarach,

oraz za pomoca

macierzy zewnatrzkomorkowej.

7. Potaczenia komdrkowe Komoérki oddzialuja na siebie

jedynie w dwdoch wymiarach

Tabela 1. Poréwnanie metod hodowli 2D i 3D [11,21]

Wykorzystanie metod hodowli 3D w praktyce

Obecnie nowe modele hodowli 3D stosowane sa do oceny bezpieczenstwa i skutecznosci lekow.
Wykorzystuje si¢ zarowno proste sferoidy jak i statyczne modele 3D. Systemy takie sg opracowywane tak, aby
nasladowaé fizjologiczng prace narzadow w organizmie, podczas wchianiania, dystrybucji, metabolizmu i
wydalania leku. Wang i wsp. opisali kilka modeli m. in. na hepatocytach. Ich rola jest kluczowa, poniewaz
watroba to pierwszy narzad przejscia, jest odpowiedzialna za produkcje wickszosci metabolitow. [23]

Roéwniez opracowywanie leko6w na choroby autoimmunologiczne, np. RZS (reumatoidalne zapalenie
stawow) jest przeprowadzane na hodowlach komoérkowych. Szczegdlnie przydatna metoda 3D, pozwala
ograniczy¢ uzycie modeli zwierzecych, a jednoczesnie zapewnia odpowiednie warunki dziatania lekow.
Zwroécono réwniez uwage na wykorzystanie wytworzonych komorek macierzystych do odbudowy uszkodzen
chrzastki stawowej. Sferoidy potrafia wbudowa¢ si¢c w ubytki chrzgstki. Wykorzystywane s3a chondrocyty
uzyskane na btonach kolagenowych typu I i III. Badania dowodza ze ich uzycie zmniejsza stan zapalny i
powoduje szybsza regeneracj¢ chrzastki. [24]

Pod uwage brane sa rowniez komorki uktadu nerwowego. Hoduje si¢ komodrki mikrogleju w tym
astrocyty na hydrozelach kolagenowych, co pozwala na okreslenie dziatania lekoéw uzywanych w chorobach
otepiennych. Obecnie mozemy otrzymaé proste i efektywne modele trojwymiarowe, ktore beda podatne na
bodzce ze $srodowiska zewnetrznego. Ograniczeniem jest tu wielkos¢ hodowli, ktore zazwyczaj sa mniejszych
rozmiaréw, niz standardowo uzywane modle zwierzece. [25,26]
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Whioski

Obecnie wiedza na temat mechanizméw powodujacych roéznice miedzy cechami komorek a rodzajem

hodowli sa niewiclkie. Potrzeba wigcej badan na ten temat. Trojwymiarowa hodowla zwicksza wydajnos¢

hodowli, przywraca interakcj¢ na poziomie komorka-komorka oraz komorka-macierz zewnatrzkomorkowa,
poniewaz uzyskujemy $rodowisko zblizone do in vivo. Dzigki tej metodzie wzrasta zywotno$é i mozliwosci
proliferacyjne komorek. Przypuszczalnie w przysztosci wigksza cz¢§¢ hodowli beda stanowity modele 3D, ktore
caly czas sg unowoczesniane. Umozliwi to ograniczenie prowadzenia badan na zwierzgtach. Coraz wigcej lekow
testowanych jest na hodowlach komorkowych, chociazby z dziedziny onkologii czy hematoonkologii.
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