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Hodowle komorkowe - czy da sie oszukac
nature?

Hodowla komorek in vitro polega na utrzymaniu funkcji zyciowych komérek poza
organizmem w sztucznie przygotowanych warunkach. Czas ,zycia” komdrek
w ,pelnoprawnej” hodowli powinien przekroczy¢ 24 godziny. Samo sformutowanie hodowla
komorek jest pojeciem dosy¢ ogolnym. W szerszym znaczeniu obejmuje takie kategorie jak,
hodowle eksplantéow - czyli wycinkéw tkankowych, hodowle narzadowe, czy tez hodowle
przestrzenne/ukierunkowane stanowiace baze do stworzenia modeli tkankowych
i narzadowych. W swiecie hodowli komdrek funkcjonuja rowniez takie pojecia, jak
pierwotne hodowle komdrkowe i hodowle linii oraz szczepow komorkowych. Te dodatkowe
podzialy ulatwiaja precyzyjniejsze okreslenie typu prowadzonej hodowli. [1].
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Ciekawym typem hodowli komérkowych sa ko kultury, czyli
hodowle mieszane. Najczesciej kokulture prowadzi sie z wykorzystaniem dwdch rodzajow komorek.

Przed zalozeniem kolultury, poszczegdlne typy komoérek sa hodowane oddzielnie.Dopiero po ich
rozhodowaniu, umieszcza sie je w jednym naczyniu hodowlanym, we wspolnej pozywce. Komorki
moga pozostawaé¢ w bezposrednim kontakcie [1], albo zostaja odseparowane siatkami lub btonami,
ktore dziela naczynie na dwie czesci [2]. Plytki do hodowli komérkowych maja rézna ilosé¢ dotkow (od
4 do 96, wraz ze wzrostem liczby dotkéw zmniejsza sie ich powierzchnia hodowlana).
W eksperymentach kokulturowych dodatkowo zastosowanie znajduja inserty z dnem w postaci
membran o roznej srednicy poréow. Otwory sa na tyle duze, by zapewnialy wymiane substancji
produkowanych przez komérki i na tyle mate, by uniemozliwialy , przechodzenie” komoérek z jednej
komory do drugiej[1].

W celu zapewnienia komérkom optymalnego wzrostu i rozwoju nalezy im dostarczyé szeregu
substancji odzywczych i regulatorowych. W kazdej z prowadzonych hodowli, istotne jest zachowanie
odpowiedniego stosunku ilosciowego poszczegdlnych sktadnikow kultur. Narzuca to, koniecznosé
regularnego monitorowania przebiegu procesu hodowli. Zarowno w naturalnych jak i sztucznych
komorki podlegaja stalym procesom, takim jak:, wzrost, dojrzewanie,proliferacja i réznicowanie. Na
koncu osiagaja ostateczny etap starzenia sie jakim jest $mier¢ komérek [1], [3]. Komorki ulegaja
$mierci w wyniku jednego z dwoch procesow: apoptozy lub nekrozy [4].

Mini slownik

Stopien uorganizowania strukturalnego komorek stanowi ogélnie przyjete kryterium podziatu na
typy hodowli. Najwazniejsze pojecia to:

- hodowla komdrek stanowi najbardziej podstawowe pojecie i odnosi sie do utrzymywanych przy
zyciu komoérek, w odpowiednich warunkach, gdzie komoérki nie tworzac wyzej zorganizowanych
struktur tkankowych;

- hodowla tkanek oznacza hodowle okreslonej tkanki;

- hodowla narzadu -uzyskuje sie ja poprzez pobranie z dojrzatego organizmu catego narzadu
lubembrionalnych zawigzkéw narzadow;

- hodowla pierwotna -powstaje na baziebezposredniego pobrania materiatu z organizmu (nie
zaleznie od tego czy sa to komdrkiczy tkanki);

- linia komdérkowa powstaje po pasazu (przeniesieniu) czesci komorek pochodzacych z hodowli
pierwotnej do nowego naczynia hodowlanego ze swieza pozywka;

- ustalona linia komoérkowa -niezbednym warunkiem jej otrzymania sa kolejne pasaze komdrkowe;

- diploidalna linia komérkowa -aby dana linia komdrkowa nosita takie miano, minimum 75%
komorek musi wykazywac diploidalna liczbe chromosomow;

- heteroploidalna linia komorkowa charakteryzujesie nieograniczonym czasem wzrostu, co przektada
sie na fatwos¢ do ulegania transformacjom nowotworowym; w tym wypadku mniej niz 75%
komorek posiada diploidalna liczbe chromosomow;

- szczep komdrkowy w jego sktad wchodza wytacznie wyselekcjonowane komorki o konkretnych,



pozadanych i utrwalonych cechach(takich jak: zdolnosci do produkcji specyficznego zwiazku
chemicznego, braku okreslonego enzymu, braku wrazliwosci lub posiadaniu nadwrazliwosci na
dana toksyne, specyficzne cechy antygenowe lub ilos¢ posiadanych chromosoméw); szczep
komdrek mozna wyprowadzi¢sie z hodowli pierwotnej lub linii komérkowej np. poprzez
zastosowanie odpowiednich podlozy selekcyjnych;

- klon komorkowy powstaje na drodze wielokrotnych podziatéw pojedynczej komdrki macierzystej,
w wyniku ktérychwytaniaja sie kolejne populacje komérek o tych samych cechach;

- kokultura -hodowla, do utworzenia ktorej niezbedne sg minimum dwa typy komoérek[1], [3].

Czego komorki potrzebuja do zycia?

Niezaleznie od tego, czy komorki zostaly bezposrednio wyizolowanez zywej tkanki, czy tez pochodza
z komercyjnie dostepnej linii komoérkowej, nalezy im zapewni¢ odpowiednie warunki hodowlane.
Nowe srodowisko zycia komdrek, powinno jak najlepiej zastepowac¢ warunki panujace iv vivo.
Gléwne wymagania jakie musi spelni¢ hodowla komoérek in vitro to: dostarczenie wtasciwych
sktadnikéw odzywczych, utrzymanie odpowiedniej temperatury, pH oraz wilgotnosci powietrza. Nie
nalezy rowniez zapominaé¢ o zapewnieniu sterylnych warunkéw[1].

Komoérki zwierzece w porownaniu do komoérek bakteryjnych czy drozdzymaja znacznie wyzsze
wymagania co do ilosci i jakosci sktadnikéw odzywczych, dlatego tez, ich wykorzystanie w hodowli
jest trudniejsze. Wtasciwie dobrana pozywka hodowlana gwarantujeprawidiowy wzrost
i roznicowanie komoérek oraz ich adhezje do podioza.Media hodowlane mozna podzieli¢ na
naturalne(zawierajace spora ilo$¢ niezdefiniowanych sktadnikéw) oraz na pozywki o $cisle
okreslonym sktadzie chemicznym [1], [5]. Do pozywek naturalnych nalezy zaliczy¢ miedzy innymi
osocze, surowice oraz wszelkiego rodzaju wyciagi tkankowe. W procedurach laboratoryjnych, ze
wzgleddw praktycznych, najczestsze zastosowanie znajduja podtoza sztuczne. Firm handlowe oferuja
szereg gotowych pozywek, np. podtoze Eagle'a, Dulbecco, Hanksa oraz wiele innych. Sztuczne
podioza zawieraja okreslone ilosci takich sktadnikéw jak:

- Weglowodany, aminokwasy, peptydy, biatka, kwasy ttuszczowe i lipidy - petia funkcje substancji
odzywczych, energetycznych i budulcowych. Wsréd monosacharydow najczesciej dodawanym jest
glukoza. Natomiast dodanie odpowiedniej ilosci glutaminy stymuluje produkcje ATP.

- Sole mineralne - ich jony odpowiadaja za utrzymanieu wtasciwego cisnienia osmotycznego, a jako
kofaktory wspomagaja reakcje enzymatyczne. Media hodowlane bywaja wzbogacane
o mikroelementy: selen, miedz, cynk i zelazo.

- Witaminy- zapewniaja prawidlowe funkcjonowanie procesé6w metabolicznych zachodzacych
w komorce. Z reguly do pozywek dodaje sie witaminy takie jak: ryboflawina, biotyna, czy tiamina
(czyli witaminy z grupy B).

Powszechna praktyke w pracy laboratoryjnej dodawanie surowicy do podtozy podstawowych.
Wzbogacenie o 5-20% surowicy gwarantuje satysfakcjonujacy wzrost komoérek. Atrakcyjnosc
surowicy polega na tym, ze zawiera zestawienie wielu mikro- i makrobioczasteczek. Mieszanina ta
zapewnia dostarczenie czynnikow i hormondéw pobudzajacych komdrki do wzrostu, czynnikéw
adhezyjnych, soli mineralnych, biatek nosnikowych licznych hormonéw, lipidéw i weglowodandw.
Wtasciwosci surowicy przektadaja sie na jej role w zapobieganiu zmianom Srodowiska, np. utatwia
utrzymanie optymalnego pH, ponadto neutralizuje toksyczny wptyw ze strony metali ciezkich [1], [3].
Chcac prowadzi¢ hodowle komorkowe, nalezy zadbac¢ o spelnienie wymagan dotyczacych
temperatury, stezenia CO2 i wilgotnosci. Odkad zaczeto uzywac¢ inkubatoréw CO2, zapewnienie



optymalnych warunkéw srodowiskowych stato sie dziecinnie proste.Standardowe stezenie CO2 we
wnetrzu inkubatora wynosi 5% i podlega automatycznemu monitorowaniu. Wtasciwa temperature
dobiera sie do typu linii komorkowej. Dla wiekszos¢ linii komérkowych pochodzacych od ssakéw (w
tym od ludzi) optymalna temperatura wynosi 370C. Nalezy mie¢ na uwadze, ze nawet niewielkie
wahania temperatury moga mie¢ negatywny wpltyw na prawidtowe funkcjonowanie komérek
utrzymywanych w hodowli. Réwniez wilgotnos¢ powietrza powinna by¢ utrzymywana na wysokim
i stalym poziomie. Dodatkowo odpowiedni inkubator warunkuje utrzymanie wtasciwego pH pozywki.
[3].

Wlasciwie wyposazony pokdj hodowlany powinien zawiera¢ komore z laminarnym przeptywem
powietrza. Ten element gwarantuje zachowanie sterylnych warunkow pracy z komoérkami. Komory
laminarne sa zaopatrzone w filtry, przez ktére przechodzi powietrze zanim dostanie sie do jej
wnetrza.Filtry zatrzymuja bakterie oraz zarodniki grzybow, co w ogromnej mierze zapobiega
zainfekowaniu hodowli komérkowych. Wsrod fizycznych metod, z powodzeniem zastosowanie
znajduja promieniowanie ultrafioletowe - UV (ang. ultra violet). Wykorzystuje sie lampy UV
o dlugosci fal 365 nm lub 245 nm. Promieniowanie UV jest czynnikiem mutagennym, ktory
dodatkowo hamuje podziaty komdérkowe bakterii, poniewaz zostaje absorbowane przez kwasy
nukleinowe i biatka. Przy pomocy lamp UV najczesciej dezynfekuje sie powietrze oraz boksy
hodowlane. Stosuje sie réwniez szereg srodkow chemicznych w celu zniszczenia drobnoustrojow
bytujacych w obrebie przedmiotéw, znajdujacych sie na wyposazeniu laboratorium. Do najczesciej
stosowanych naleza: aldehydy (np. aldehyd glutarowy), alkohole (np. 70-80% etanol, izopropanol),
chlor, fenole oraz zwiazki powierzchniowo czynne. Srodki te wykazuja rézne dzialanie, moga:
uszkodzi¢ btone komdrkowa, doprowadzi¢ do koagulacji biatek lub uszkodzi¢ kwasy nukleinowe
mikroorganizméw [1].

Ponadto standardowo do pozywek dodawane sa antybiotyki (penicylina, streptomycyna,
chloramfenikol, mykostatyna). Zadanie antybiotykdéw polega na zabezpieczeniu hodowli
komorkowych przed rozrostem bakterii i grzybow [1].

Jaki system prowadzenia hodowli wybrac¢?

Prowadzenie hodowli komérkowych jest obwarowane licznymi procedurami. Dobrze przeprowadzone
badania z udzialem komodrek, powinno wpisywa¢ sie w pewien, ogolnie przyjety schemat
postepowania. Do uzyskania spoéjnych, wiarygodnych i powtarzalnych wynikow, niezbednym
elementem jest przygotowanie przemyslanego planu badan, jeszcze przed rozpoczeciem pracy
w laboratorium [1].

Obecnie producenci oferuja szeroka game naczyn hodowlanych dowysiewania i namnazania
komorek.W praktyce najczesciej stosuje sie plastikowe butelki hodowlane z ptaskim dnem.
W zaleznos$ci od potrzeb inkubacja moze by¢ otwarta lub zamknieta. Taka dwojako$¢ rozwigzan
zapewnia konstrukcja korka, ktory posiada dwa otwory. Na mata skale, komorki mozna réwniez
hodowa¢ na ptytkach z dotkami o réznej srednicy. Czasami powierzchnie naczyn powleka sie
warstwa agaru, agarozy lub kolagenu. Warstwa kolagenu zwieksza przyczepnos$¢ komorek
nabtonkowych do podioza. Z kolei, zastosowanie agaru moze utrudni¢ przyczepianie sie komoérek.To
powoduje tworzenie sie agregatd, np. w hodowli komoérek hematopoetycznych [1].Opracowano
technike, w ktdrej pokrycie dna stanowia same komorki(z jezyka angielskiego - feeder layer). W tej
technice wykorzystuje sie zazwyczaj fibroblasty, stanowiace warstwe odzywcza dla komdrek, ktore
w innych warunkach stabo proliferuja [6].

Tkanki lub komoérki, w zaleznosci od ich naturalnych zdolnosci do wzrostu, mozna kultywowac
w postaci zawiesiny lub po zwigzaniu ze statym podilozem. Ponizej przedstawiono krétki opis
wybranych systeméw hodowli:



- Hodowle w systemie monolayer - komdrki rosna przyczepione do podtoza tworzac pojedyncza
warstwe, do uzyskania stanu konfluencji, czyli do momentu, w ktérym pokryja cata powierzchnie
naczynia.

- Hodowle w zawiesinie -komorki pozostaja stale rozproszone,poprzez stworzenie warunkéw, ktore
zapobiegaja ich adhezji do podtoza.

- Hodowla na mikronosnikach - polega na wprowadzeniu do hodowli zawiesinowej mikronosnikow
dla komoérek np. kulek dekstranowych. Dzieki temu systemowi mozliwe jest szybkie namnazanie
komorek, na skale masowa.

- Hodowle w rolerze - w tej technice medium hodowlane pozostaje w ciagtym ruchu, co zmniejsza
zuzycie pozywki w porownaniu z zastosowaniem systemu stacjonarnego [1], [3].

Nie zaleznie od wybranego systemu hodowli, komorki po dziesiatym podwojeniu swojej populacji
mozna zamrozi¢. Najwazniejsza zasada tego procesu to: zamrazanie komdrek powinno by¢
wielostopniowe. Optymalny spadek temperatury wynosi 10C w ciagu minuty. W cieklym azocie
zamrozone linie komorkowe mozna najdiuzej przechowywac¢ (w temperaturze: -1960C). Przed
samym zamrozeniem, komorki nalezy umiesci¢ w medium krioprotekcyjnym, ktérego zadanie polega
na ochronie struktur komoérkowych w trakcie zamrazania. Do najczesciej stosowanych
krioprotektantéw naleza: mieszaniny glicerolu lub dimetylosulfotlenku - DMSO (ang. dimethyl
sulfoxide) z surowica. Zamrozone komorki w kazdej chwili mozna rozmrozi¢. W tym celu stosuje sie
np. taznie wodna. Wynika to z faktu, Zze najwazniejsza zasada przy rozmrazaniu komorek jest to, ze
komérki powinny podlegaé szybkiemu rozmrazaniu. Swiezo rozmrozone komérki nalezy umiescié
w nowym medium hodowlanym [1] [6] .

Niezmienne prawa natury

Wszystkie organizmy wielokomérkowe taczy wspolna cecha, jaka jest proces starzenia.Zjawisko to
wiaze sie ze stopniowym, postepujacym z uplywem czasu spadkiem wydajnosci proceséow
funkcjonalnych. Starzenie definiuje sie na wiele réznych sposobéw. W oparciu o definicje
strukturalno-funkcjonalng, proces ten nalezy rozumie¢ jako ograniczenie prawidlowych funkcji
komoérek do jakich dochodzi w wyniku, nagromadzenia sie charakterystycznych zmian ich fenotypu
zachodzacym wraz z wiekiem. Proces ten nie zostal w pelni poznany i zdefiniowany. Podobnie jak
w przypadku wielu innych proceséw zachodzacych w zywych komorkach, problem starzenia sie
komorek tltumaczy sie w oparciu o informacje zawarte w genomie. Jedna z teorii wskazuje, iz istnieje
genetyczny program komoérkowy, odpowiedzialny za kontynuacje programu rozwoju embrionalnego

[7].

Zapewnienie kulturze, nawet najbardziej zblizonych do naturalnych warunkéw hodowlanych, nie
sprawi, ze prawidlowe komorki beda kontynuowaty swdj wzrost bez konca. Dzieje sie tak,poniewaz
komorki podlegaja starzeniu replikacyjnemu. W trakcie tego procesu nastepuje wyczerpanie
zdolnosci komérek do podziatéw oraz trwale zatrzymania cyklu komdérkowego. W tym wypadku
dtugosc¢ zycia i okres starzenia sie komérek wyznacza liczba podziatéw, a nie czas kalendarzowy.
Chromosomy zakonczone sa telomerami, czyli powtarzajacymi sie sekwencje nukleotydéw -
TTAGGG.Powszechnie uznaje sie, ze starzenie replikacyjne postepuje w wyniku stopniowego
skracania telomeréw, po kazdym kolejnym podziale komoérkowym. W sytuacji gdy skrocenie
telomerow przekroczy okreslona krytyczna wartosé, DNA ulega uszkodzeniu. Komorka z wadliwym
materiatem genetycznym dochodzi do punktu kontrolnego regulowanego przez biatko p53, gdzie cykl
komoérkowy zostaje zatrzymany. Zaréwno komorki ludzkie jak i zwierzece utrzymywane w hodowli
posiadaja ograniczona zdolnos¢ do dzielenia sie [8], [9].

Poza czynnikami stymulujacymi proliferacje, komdrki potrzebuja sygnatéw pochodzacych od innych



komorek rowniez do przezycia. W momencie, gdy komdrki zostana pozbawione takich czynnikéw
przezyciowych, nastepuje aktywacja srodkomoérkowego programu samobdjczego.W efekciekomdrki
gina na drodze apoptozy,w tak zwanym procesie programowanej smierci[4].Apoptoza jest procesem
fizjologiczny, warunkujacym prawidtowe funkcjonowanie organizmu juz na etapie rozwoju
embrionalnego i w trakcie catego okresu zycia organizmu. Proces apoptozy rozpoczyna sie od
odizolowania pojedynczej komorki od otoczenia, co jest jednoznaczne z utrata wszelkich potaczen
miedzy komorkowych. Istotnym etapem w procesie programowanej $mierci jest ciecie DNA na
odcinki o dtugosci odpowiadajace rozmiarom nukleosomu (ok. 180-200 pz.). Kolejnymi etapami
nastepujacymi po sobie sa: kondensacja chromatyny, fragmentacja jadra oraz obkurczenie
cytoplazmy. Koncowym etapem procesu jest formowanie ciatek apoptotycznych, czyli struktur
utworzonych w wyniku fragmentacji cytoplazmy i rozdziatu organelli komoérkowych. Ciatka
apoptotyczne podlegaja procesowi fagocytozy, co zapobiega wywotaniu odczynu zapalnego.
W wyniku apoptozy komodrka zmniejsza swoja objetos¢. Odwrotnie niz w przypadku apoptozy,
nekroza (martwica) wiaze sie ze zwiekszeniem rozmiaréw komorki. Martwica to proces patologiczny.
W wyniku nekrozy dochodzi do negatywnych zjawisk takich jak uwolnienia sktadnikéw komdrkowych,
w tym enzymoéw litycznych. W zwiazku z czym sasiednie komoérki ulegaja uszkodzeniu. Nekrotyczna
$mier¢ komoérek powoduje szerzenie sie procesu zapalnego [4], [8], [9].

W kontekscie zjawisk wystepujacych naturalnie w komoérkach nalezy réwniez wspomniec
otransformacji komoérek. Zjawisko to okresla siejako, utrate zdolnosci komdrek do regulacji proceséw
wzrostu i réznicowania sie. Cechami charakterystycznymi komorki transformowane charakteryzuja
sie miedzy innymi intensywnymi podziatami oraz utrata tak zwanego zahamowania kontaktowego
(zahamowanie ruchu i podzialéw komorek, po zetknieciu sie ze soba btonami komérkowymi) [10].
Kolejnym zjawiskiem wystepujacym w tego typu komodrkach sa zaburzenia chromosomowe.
Nagromadzenie niekorzystnych mutacji w komoérce prowadzi doinaktywacji genéw supresorowych
lub aktywacji protoonkogenéw. W konsekwencji czego dochodzi do powstania ,niesmiertelne;j”
komdrki nowotworowej. Komorka nowotworowa nabiera cech ,niesmiertelnos” dziekiaktywnosci
telomerazy (o charakterze rybonukleoproteiny).Enzym ten odbudowuje fragmenty telomerdéw, ktore
zostaly utracone w trakcie podziatéw komorkowych [8], [9].

Jakie mozliwosci stwarza prowadzenie hodowli komdérkowych?

Na dzien dzisiejszy stan wiedzy w takich dziedzinach jak, biologia molekularna, genetyka, biologia
komorki, cytogenetyka, immunologia, wirusologia, onkologia, hematologia, a takzeszeroko pojeta
biotechnologia sprawia, ze hodowle komdrkowe stajq sie podstawowym ,narzedziem” w codziennej
pracy naukowcow na calym swiecie. Gtowne korzysci wynikaja przede wszystkim z mozliwosci
namnazania komorek i taczenie ich ze soba. Hodowle prowadzone w warunkachin vitro pozwalaja na
modyfikowanie komdrek w obrebie ich materiatu genetycznego [1]. Transfer DNA jest mozliwy przy
pomocy takich technik inzynierii genetycznej jak: elektroporacja, mikroiniekcja lub lipofekcja [11].
Umiejetnos¢ pracy z hodowlami komdérkowymi, wspartej wiedza teoretyczna gwarantuje szeroki
wachlarz mozliwosci, co do ich praktycznego wykorzystania. Naleza do nich m.in.:

- badanie przebiegu procesu cyklu komdérkowego i funkcjonowania aparatu genetycznego komorek,

- analiza kierunku réznicowania sie oraz rozwoju komoérek macierzystych,

- pozyskiwanie przeciwcial monoklonalnych, a takze opracowywanie nowych testéw do celow
diagnostycznych w oparciu o reakcje z udziatem przeciwciat,

- analiza kariotypu komdrek pacjentéw, majaca na celu postawienie diagnozy w obrebie chordb u
podtoza ktérych leza aberracje chromosomowe,

- produkowanie szczepionek,

- pobieranie fragmentéow skory z autologicznych komorek pacjenta, ich namnozenie iuzupeienie



ubytkéw skory powstatych w wyniku rozlegtych oparzen,

- badanie sposobuwzajemnych oddziatywan na siebie komdrek réznych typdw, np. ocena skutkow
pod katem zmiany profilu ekspresji genow,

- namnazanie wiruséw, w szerszej perspektywie rozpoznawanie zakazen wirusowych,

- ocena wplywu substancji toksycznych, rakotwdrczych, regulacyjnych i lekdw na komorki
pochodzace z réznych tkanek,

- wykorzystywanie komérek do produkcji substancji biologicznie czynnych, takich jak insulina,
interferon lub hormon wzrostu [1], [12].

Jako cel wspolczesnej inzynierii tkankowej stawia sie utworzenie modeli in vitro o przyblizonych
warunkach do tych, jakie panuja w zywym organizmie (in vivo). Sytuacja, w ktérej monowarstwa
jednego rodzaju komorek porasta dno naczynia hodowlanego, nie odzwierciedla w pelni naturalnego
stanu, poniewaz komorki pozostaja w odizolowaniu od komoérek sasiednich tkanek (brak interakcji
pomiedzy komdrkami réznego typu). By¢ moze to wtasnie stosowanie kokultur umozliwi zachowanie
funkcji, specyficznych dla danej tkanki. W zwiazku z czym, kokultury komoérkowe sa coraz czesciej
stosowane jako model in vitro [1]. Nieustanny rozwdj nauki stwarza szereg nowych mozliwosci.
Innowacyjnos$¢ rozwiazan utatwia tworzenie coraz bardziej skomplikowanych i uorganizowanych
struktur komdrkowych [13].
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