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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.
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Wstęp

Komórki macierzyste, SC (ang. stem cells) posiadają zdolność różnicowania się w dowolną komórkę
organizmu oraz możliwość samoodnowy. Wyróżniamy komórki totipotencjalne, pluripotencjalne,
multipotencjalne oraz oligopotencjalne. W dorosłym organizmie możemy spotkać mezenchymalne komórki
macierzyste, MSC (ang. mesenchymal stem cells), które posiadają właściwości proliferacyjne i można
różnicować je w określony typ komórek. [1] MSC możemy pozyskiwać z różnych źródeł m. in. tkanki
tłuszczowej, szpiku kostnego, sznura pępowinowego oraz krwi pępowinowej. Do hodowli potrzebujemy
odpowiednich warunków temperatury, stężenia tlenu i dwutlenku węgla, substancji odżywczych.
Optymalne warunki hodowli to mieszanina 5% stężenia CO2, 21% O2, wilgotność 95% oraz temperatura 37oC
[2,3] Warunki hodowli są bardzo istotne do uzyskania dużego wskaźnika proliferacji i żywotności. Komitet
Mezenchymalnych Komórek Macierzystych Międzynarodowego Towarzystwa Terapii Komórkowej określił
definicję MSC. W czasie hodowli muszą przylegać do plastiku, różnicować się w osteoblasty, posiadać ekspresję
CD105, CD73, CD90 i brak ekspresji CD14, CD34, CD45 i HLA-DR. [4,5]

Każda komórka wydziela swój sekretom, składają się na niego cytokiny, chemokiny, cząstki macierzy
pozakomórkowej oraz czynniki wzrostu. Wpływają one na wydajność prowadzonej hodowli, poprzez wzajemny
wpływ na siebie. W pewnym stopniu zachowane są warunki jakie stwarza żywy organizm dla komórek. [2,3]
Obecnie najczęściej stosowana metoda hodowlana to warunki hodowli 2D. Jest to tradycyjny i łatwy model
hodowlany, stosowany na bardzo dużą skalę, jednak nie odzwierciedlający warunków in vivo, ponieważ komórki
ludzkiego organizmu mają trzy wymiary, a nie dwa, które uzyskujemy w hodowli 2D. Hodowla polega na
wytworzeniu monowarstwy z komórek na plastikowych płytkach. MSC posiadają naturalne właściwości
adhezyjne, dlatego nie wymagają użycia ksenogennych substancji, które umożliwiają przyłączenie do płytki, zaś
pluripotencjalne komórki macierzyste wymagają pokrycia kolagenem lub fibroblastami myszy w celu adherencji
do podłoża. Hodowla komórek 3D jest nowoczesną metodą i zapewnia bardziej fizjologiczne środowisko.
Nazywana jest hodowlą sferoidalną, umożliwia wzajemne interakcję między poszczególnymi komórkami.
Pozwala na swobodny gradient substancji odżywczych, tlenu i substancji krążących w macierzy
pozakomórkowej, ECM (ang. extracellural matrix). [6,7,8]

Badania dowodzą nad przewagą hodowli 2D nad 3D. Naukowcy porównują hodowle pod względem
starzenia się komórek, zdolności do tworzenia kolonii, szybkości proliferacji, żywotności oraz ekspresji genów.
Coraz częściej wykorzystuje się sferoidy do określania działania leków, co pozwala zmniejszyć wykorzystanie
modeli zwierzęcych. [8]

Cel pracy

Celem pracy jest przegląd artykułów dotyczących hodowli komórek macierzystych w warunkach 2D i
3D. Porównanie obu tych metod, i ocena, która z nich stwarza lepsze warunki dla proliferacji i żywotności
komórek.

Materiał i metody

Dokonano przeglądu piśmiennictwa zgromadzonego w bazie PubMed dotyczących aktualnych badań na
temat warunków i sposobu hodowli komórek macierzystych oraz wykorzystania metod w praktyce.
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Hodowla komórek macierzystych metodą 2D i 3D

Komórki macierzyste pobrane z odpowiedniej tkanki izolujemy za pomocą wirowania, próbę
rozcieńczamy w stosunku 1:1 roztworem zbuforowanej soli fizjologicznej (PBS) bez jonów Ca i Mg, a następnie
wirujemy przez 20 minut w temperaturze 20°C. Po odwirowaniu warstwę tłuszczową oraz supernatant
odrzucamy, a osad komórek przemywamy trzykrotnie roztworem PBS. Następnie potwierdza się macierzysty
charakter wyizolowanych komórek, za pomocą badania cytometrycznego Należy wykazać obecność antygenów
powierzchniowych CD 73, CD90, CD105 oraz brak ekspresji i CD14, CD34, CD45 i HLA-DR Hodowlę
komórek przeprowadza się w warunkach adheretnych, dzięki czemu uzyskujemy fibroblastopodobny kształt
komórek oraz zdolność adherencji komórek do ścian plastiku. [9,10]

Podstawowa metoda hodowli 2D polega na adhezji do płaskiej powierzchni, najczęściej wykorzystuje
się szlaki Petriego z polistyrenu. Dzięki równomiernemu dostępowi do składników odżywczych, tlenu,
dwutlenku węgla, użytych hormonów komórki charakteryzują się jednakowym wzrostem i proliferacją. Dzięki
temu, metoda jest używana na szeroką skalę przez naukowców na całym świecie. Nie możemy w tej metodzie
kontrolować kształtu komórki oraz wpływu ECM na hodowlę. [11,12]

Proces powstawania sferoid jest kilkuetapowy, na początku pojedyncze komórki tworzą luźno
przylegające sferoidy komórkowe. W procesie bierze udział integryna, E-kadheryna oraz kompleks Beta-
kateniny. Dzięki tym substancją i wytwarzanym prze nich połączeniom międzykomórkowym możliwe jest
wytworzenie silnie adhezyjnej wielokomórkowej sferoidy. W metodach wyróżniamy metodę wiszącej kropli,
kulturę peletek, płynną nakładkę, obracające się naczynie ścienne, lewitację magnetyczną i kulturę przędzarki.
Do hodowli wykorzystujemy hydrożele, biomateriały i czynniki cząsteczkowe. [13,14,15]

Porównanie właściwości SC w zależności od hodowli

W standardowych warunkach hodowla 2D jest łatwym sposobem do pozyskania komórek
macierzystych. MSC w zawiesinie opadają na dno butelek hodowlanych i ulegają adhezji do plastikowej
powierzchni. Środowisko jest jednak mniej fizjologiczne, niż w hodowli 3D. Aby uzyskać sferoid in vitro
musimy hodować je w warunkach, które uniemożliwią przyleganie do stałych powierzchni. Na początku
stosowano metodę kolby obrotowej, później wprowadzono 96-dołkowe płytki, metodę wiszącej kropli oraz
stosowanie membran chitozanowych. Agregaty sferoidalne początkowo tworzone są przez luźne agregaty
komórek z pomocą wiązań ECM z integrynami, następnie są zagęszczane prze wiązanie homofilnej kadheryny.
[16]

Wolff i wsp. w swoich badaniach oceniali wpływ hodowli 3D na właściwości adipogenne i
uwalnianie adipokin adMSC w porównaniu do hodowli 2D. Do sferoidalnego systemu 3D użyto
namagnesowanych nanocząsteczek. Zaobserwowano, że średnica komórek różniła się w zależności od hodowli.
W 2D mediana średnic była większa o około 5 mikrometrów, od mediany komórek w hodowli 3D.
Pod względem uwalniania hormonów adiponektyny i leptyny, zwiększone możliwości wykazywały komórki
hodowli 3D. [17]

Kusuma i wsp. w badaniach określali pęcherzyki zewnątrzkomórkowe, EV (ang. extracellular vesicles)
wytworzone w kulturach 2D i 3D i ich wpływ na leczenie zwłóknienia płuc u myszy. Ponieważ nie tylko same
komórki, ale macierz pozakomórkowa może mieć duży wpływ na wartość terapeutyczną i wykorzystanie
komórek macierzystych. W badaniach wykazano, że EV w obu hodowlach wykazywały morfologię sferyczną i
porównywalną całkowitą liczbę cząsteczek, średnica ich wynosiła średnio <100 nm. Uzyskano klasyczne
markery powierzchniowe dla EV CD81+ CD63+ oraz CD9+ . Użycie komórek z hodowli 3D pozwoliło uzyskać
większe ilości odkładania kolagenu, w porównaniu z użyciem hodowli komórek 2D. EV 3D pozwoliły na
osiągnięcie większej ilości limfocytów T w tkance płucnej. Istnieją kluczowe różnice w odpowiedzi zapalnej,
migracji leukocytów i różnicowaniu komórek, w zależności od wykorzystanego typu hodowli. [8] Ciardulli i
wsp. badali MSC pobrane ze szpiku kostnego, które hodowano dwiema metodmia 2D oraz 3D w 12-
studzienkowych płytkach. Do hodowli sferoidalnej użyto nośniki kwasu polimlekowo-glikolowego.
Dowiedziono, że komórki z hodowli trójwymiarowej wykazywały ekspresję kolagenu typu 1 (COL1A1),
aktywację cytokin prozapalnych. [18,19]
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Madrigal i wsp. w swojej pracy wykazali, większą ilość wydzielania czynników troficznych przez
sferoidy, niż w kulturze jednowarstwowej. Do takich czynników zaliczamy TSG-6, STC-1, CXCR4 które są
czynnikami przeciwzapalnymi oraz TRAIL, IL-24, CD82, które zaliczamy do białek przeciwnowotworowych.
Komórki hodowane sferycznie wykazały silniejsze właściwości przeciwzapalne, co prawdopodobnie było
związane z większą produkcją wyżej wymienionych czynników. Lepsza była również właściwość różnicowania
się w komórki adipogenne i osteogenne. [20]

Podsumowując, zaletami hodowli 3D jest wzrost żywotności i proliferacji, łatwiejsza interakcja na
poziomie komórka-komórka i komórka-macierz, środowisko fizykochemiczne podobne do in vivo, utrzymanie
wewnętrznych właściwości fenotypowych oraz efektywniejsze wydzielanie cytokin, chemokin i czynników
angiogenicznych. Wady tego typu hodowli to ograniczone docieranie składników odżywczych do komórek w
rdzeniu sferoidy oraz obniżony gradient dyfuzji, ze względu na trójwymiarowość hodowli. [11,21,22]

PORÓWNYWANA CECHA HODOWLA 2D HODOWLA 3D
1. Kształt komórek Płaski, wydłużony, komórki rosną i

wydłużają się w dwóch
wymiarach.
Komórki tworzą jedną warstwę.

Komórki zachowują swój
naturalny kształt, jak w warunkach
in vivo.
Komórki tworzą wiele warstw

2. Dostęp do substancji
odżywczych i tlenu

Każda komórka otrzymuje
identyczną ilość składników
odżywczych i tlenu.

Komórki obecne w rdzeniu często
pozbawione są odpowiedniej ilości
substancji odżywczych i tlenu.

3. Różnicowanie komórek Słabe Dobre
4. Proliferacja

i żywotność
Słaba Dobra

5. Koszt Tańsza od kultury 3D, stosowana
na bardziej szeroką skalę

Droższe od kultury 2D, dlatego
rzadziej stosowane

6. Apoptoza Zachodzi łatwo Większa oporność komórek na
apoptozę

7. Połączenia komórkowe Komórki oddziałują na siebie
jedynie w dwóch wymiarach

Komórki oddziałują na siebie w
trzech wymiarach,
oraz za pomocą
macierzy zewnątrzkomórkowej.

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

Wykorzystanie metod hodowli 3D w praktyce

Obecnie nowe modele hodowli 3D stosowane są do oceny bezpieczeństwa i skuteczności leków.
Wykorzystuje się zarówno proste sferoidy jak i statyczne modele 3D. Systemy takie są opracowywane tak, aby
naśladować fizjologiczną pracę narządów w organizmie, podczas wchłaniania, dystrybucji, metabolizmu i
wydalania leku. Wang i wsp. opisali kilka modeli m. in. na hepatocytach. Ich rola jest kluczowa, ponieważ
wątroba to pierwszy narząd przejścia, jest odpowiedzialna za produkcję większości metabolitów. [23]

Również opracowywanie leków na choroby autoimmunologiczne, np. RZS (reumatoidalne zapalenie
stawów) jest przeprowadzane na hodowlach komórkowych. Szczególnie przydatna metoda 3D, pozwala
ograniczyć użycie modeli zwierzęcych, a jednocześnie zapewnia odpowiednie warunki działania leków.
Zwrócono również uwagę na wykorzystanie wytworzonych komórek macierzystych do odbudowy uszkodzeń
chrząstki stawowej. Sferoidy potrafią wbudować się w ubytki chrząstki. Wykorzystywane są chondrocyty
uzyskane na błonach kolagenowych typu I i III. Badania dowodzą że ich użycie zmniejsza stan zapalny i
powoduje szybszą regenerację chrząstki. [24]

Pod uwagę brane są również komórki układu nerwowego. Hoduje się komórki mikrogleju w tym
astrocyty na hydrożelach kolagenowych, co pozwala na określenie działania leków używanych w chorobach
otępiennych. Obecnie możemy otrzymać proste i efektywne modele trójwymiarowe, które będą podatne na
bodźce ze środowiska zewnętrznego. Ograniczeniem jest tu wielkość hodowli, które zazwyczaj są mniejszych
rozmiarów, niż standardowo używane modle zwierzęce. [25,26]
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Wnioski

Obecnie wiedza na temat mechanizmów powodujących różnice między cechami komórek a rodzajem
hodowli są niewielkie. Potrzeba więcej badan na ten temat. Trójwymiarowa hodowla zwiększa wydajność
hodowli, przywraca interakcję na poziomie komórka-komórka oraz komórka-macierz zewnątrzkomórkowa,
ponieważ uzyskujemy środowisko zbliżone do in vivo. Dzięki tej metodzie wzrasta żywotność i możliwości
proliferacyjne komórek. Przypuszczalnie w przyszłości większą część hodowli będą stanowiły modele 3D, które
cały czas są unowocześniane. Umożliwi to ograniczenie prowadzenia badań na zwierzętach. Coraz więcej leków
testowanych jest na hodowlach komórkowych, chociażby z dziedziny onkologii czy hematoonkologii.
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