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OPRACOWANIE WARUNKOW KRIOKONSERWACJI
HETEROGENNYCH KOMOREK MSC WYIZOLOWANYCH ZE SZPIKU
KOSTNEGO SWINI I KONIA
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Zaktad Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji, 32-083 Balice k. Krakowa

Oceniano kriokonserwacje komorek MSC wyizolowanych ze szpiku kostnego koni i swini
w roztworach réznigcych sig stezeniami Me2SO, datq produkcji (lotem) oraz porowny-
wano dwie techniki zamrazania. Pozywka o nizszym stgzeniu krioprotektanta jest klinicz-
nie pozgdana z uwagi na jego szkodliwos¢, a takze aby usprawni¢ procedury kliniczne
i laboratoryjne uzycia kriokonserwowanych MSC. Niestety wedlug naszych wynikow
zmniejszenie stezenia Me2SO z 10% do 5% powoduje negatywne skutki i dlatego nie jest
zalecane. Ponadto zaproponowano mato zaawansowany technologicznie, ale wydajny
system zamrazania, ktory z powodzeniem mogtby by¢ stosowany przez rozne podmioty
w terenie.

Stowa kluczowe: MSC, kon, swinia, mrozenie, Me2SO

Wyniki dotychczasowych przedklinicznych i klinicznych badan przydatno$ci
MSC w medycynie regeneracyjnej wskazuja na bezpieczenstwo ich uzycia i niewiel-
kie zagrozenie efektami niepozadanymi. Biorac to pod uwage, mozna sadzié, ze juz
wybrane metody terapii przy uzyciu MSC mogg by¢ wprowadzone do rutynowych
zastosowan klinicznych. Jednak kluczowym zagadnieniem przy wykorzystaniu MSC
W terapii regeneracyjnej jest opracowanie efektywnego sposobu mrozenia komorek.
Niestety obecnie wykonywane procedury w procesie mrozenia i rozmrazania skutku-
ja utratg nawet 30% komorek. Znajomo$¢ protokolow kriokonserwacji, ktore zacho-
wuja niezmienione wtasciwos$ci pierwotnych komoérek macierzystych, jest niezwykle
wazna dla hodowli komdrkowych i1 przechowywania komoérek macierzystych. Do
dhuzszego przechowywania, komorki sg zwykle powoli zamrazane i przechowywane
w temperaturze —196°C w cieklym azocie. Powolne schtadzanie zapobiega groma-
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dzeniu si¢ wewnatrzkomorkowego lodu, ktory moze spowodowaé pekniecie btony
komoérkowej, jak réwniez moze spowodowa¢ odwodnienie komorek poprzez tworze-
nie zewnatrzkomorkowego lodu. Aby temu zapobiec, powinno si¢ zastosowac ideal-
ng szybko$¢ chtodzenia przy wybranym krioprotektancie. Ogdlne wlasciwosci wyma-
gane dla zwigzkow krioochronnych to niska masa czgsteczkowa, brak toksycznos$ci
i niska cena (Moon i in., 2008; Ozkavukcu i Erdemli, 2002). Krioprotektanty dziela
si¢ na dwie glowne klasy: srodki wewnatrzkomorkowe, ktore zapobiegajg przenikaniu
ptynéow do wnetrza komorek, tworzeniu krysztatkow lodu i pgkaniu btony (tj. dimetyl
sulfotlenek (Me2S0), glicerol i glikol etylenowy) 1 zwigzki pozakomoérkowe, ktore
nie przenikaja przez btong komorkowsq i dzialajg poprzez zmniejszenie efektu hipe-
rosmotycznego wystepujacego w procedurze zamrazania. Wsrdd nich znajduja sie
sacharoza, trehaloza, dekstroza, i poliwinylopirolidon (Ozkavukcu i Erdemli, 2002;
Janz i in., 2012). Gtéwny powszechnie stosowany $rodek krioprotekcyjny, dimetylo-
sulfotlenek (Me2S0), zapewnia wysoki wspotczynnik przezywalnosci komoérek po
zamrozeniu, ale kilka opublikowanych prac wskazuje, ze moze promowaé rdznico-
wanie komorek macierzystych w lini¢ neuronalng, a takze wykazuje cytotoksycznos¢
w temperaturze pokojowej (Syme i in., 2004; Janz i in., 2012). Obecnie istnieje nie-
wiele alternatywnych krioprotektantéw dla Me2SO. Inne substancje, takie jak gli-
cerol, sacharoza czy trehaloza nie wykazuja cytotoksycznosci, ale nadal wymagaja
doktadniejszej oceny jako krioprotektanty dla MSC.

Szereg badan potwierdza przydatnos¢ MSC do leczenia uszkodzen uktadu kost-
noszkieletowego, szczegdlnie u koni. W takich sytuacjach MSC stuzg do zasiedlania
naturalnych lub sztucznych rusztowan wszczepianych w miejsca, w ktdrych istnieje
potrzeba uzupetienia brakujacej kosci lub chrzastki (Phadke i in., 2013; Khojasteh
i in., 2013). Materialem budulcowym rusztowan mogg by¢ naturalnie wystepujace
zwigzki, takie jak: kolagen, fibryna, alginiana, agaroza, hialuronian, czy chitosan,
a takze syntetyzowane struktury zbudowane z polimeréw kwasu mlekowego czy poli-
glikolowego (Khan i in., 2010). Ponadto rozpoczeto badania przedkliniczne i klinicz-
ne skoncentrowane na regeneracji wi¢zadet i Sciggien u tego gatunku (Gulotta 1 in.,
2012; Alberton i in., 2012). Istotna dla konia jest rowniez mozliwo$§¢ wykorzystania
MSC do regeneracji migsni szkieletowych (Tsai 1 in., 2013; Winkler i in., 2012) po-
przez lokalng regulacje endogennych proceséw naprawczych. Swinie, jak wiadomo,
sg wlasciwym modelem dla badania ludzkich choréb w tym choréb genetycznych ze
wzgledu na ich podobienstwo anatomiczne, fizjologiczne i genetyczne. Skora §wif-
ska byta wykorzystywana do przeszczepéw u ludzi (Jiong i in., 2010), a takze jako
model biomedyczny (Motlik i1 in., 2007) w terapii zastgpczej skory, w tym jako
substytuty skéry wytworzonej metodami inzynierii tkankowej (Middelkoop i in.,
2004). Ponadto $winskie MSC (pMSC) zostaty wykorzystane jako wazny model me-
dyczny do zastosowania w regeneracji sztucznych kosci i z¢bow u ludzi (Fang
iin., 2007; Poncelet i in., 2007). Dlatego tez proponujemy przeprowadzenie naszych
badan na koniu i $wini. Uzyskane wyniki w przypadku $wini stanowilyby row-
niez przyczynek do prac z zakresu przeszczepoéw ksenogenicznych ($winia-czlo-
wiek).

Celem naszego doswiadczenia byto opracowanie warunkéw kriokonserwacji ko-
moérek MSC wyizolowanych ze szpiku kostnego pobranego od konia i §wini. Nasze
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wczesniejsze wyniki i obserwacje dowodzg, ze komodrki macierzyste sg bardziej wraz-
liwe na mrozenie—rozmrazanie niz komorki somatyczne Przestanka byto wykorzy-
stanie w praktyce jako $rodka terapeutycznego MSC pozyskanych od tych zwierzat.
Zalezalo nam na zaproponowaniu nieskomplikowanego technologicznie, prostego
systemu zamrazania, ktory bylby dostepny w ustugach w terenie. Duzym atutem na-
szego doswiadczenia jest uzycie MSC izolowanych ze szpiku kostnego konia. Po-
dyktowane jest to mozliwoscig aplikacyjnego wykorzystania tych komorek dla celow
regeneracji tkanki chrzestnej i kostne;.

Material i metody

Wszystkie odczynniki wykorzystane w naszych do§wiadczeniu zakupiono w fir-
mie Sigma-Aldrich, Polska z wyjatkiem przeciwciat i kitéw wykorzystywanych do
analiz na cytometrze przeptywowym.

Etapy doswiadczenia:

Pobieranie poubojowo szpiku od konia i §wini, izolacja komérek MSC ze szpiku
oraz wyprowadzenie linii pierwotnej] MSC ww. gatunkow zwierzat i hodowla in vitro
(Opielaiin., 2016).

* Potwierdzenie mezenchymalnego charakteru wyprowadzonych linii komo-
rek MSC na poziomie biatek przy uzyciu cytometrii przeptywowej (CD90, CD73,
CD105, CD31, CD34 — co najmniej 3 markery) i immunocytochemii z uwagi na wy-
niki odbiegajace od oczekiwanych (Gurgul i in., 2017, 2018).

* Mrozenie komorek dwoma sposobami:

1) mrozenie dwustopniowe: 10% Me2SO w FCS 2 godz. —20°C i kolejne 2 godz.
—80°C w 3 wariantach mediow do mrozenia:

a) 10% Me2SO w FCS;

b) 5% Me2SO w FCS;

¢) 5% Me2S0, 50% FBS, 45% DMEM,;

2) pudetko do mrozenia Mr. Frosty: komérki MSC zawieszone w 3 wariantach
mediow do mrozenia:

a) 10% Me2SO w FCS;

b) 5% Me2SO w FCS;

¢) 5% Me2S0, 50% FBS, 45% DMEM;

umieszczano w pojemniku do mrozenia ,Nalgene Mr. Frosty” firmy
Thermo Scientific uzupetnionym alkoholem izopropylowym do 250 ml, co zapewnia
powtarzalng szybko$¢ chtodzenia 1°C na minut¢ w zamrazarce mechanicznej przy
—80°C przez minimum 4 godziny. Tak zamrozone probki przektadano do ciektego
azotu.

Czynnikami doswiadczalnymi byly rowniez krioprotektanty Me2SO o rdznych
nr katalogowych i dacie produkcji (D4540 i D2650 Sigma-Aldrich).

* Ocena morfologiczna komoérek po rozmrozeniu wykonywana byta 24 godz.
po zatozeniu hodowli oraz przy kazdej zmianie pozywki wykonywanej co 48 godz.
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do momentu uzyskania konfluencji na poziomie 90%. Obecnos¢ licznych komoérek
pltywajacych w pozywce, nieprzyklejonych do podtoza, o nieprawidtowym, czyli
nieregularnym ksztatcie btony komoérkowej, ktéremu towarzyszyla utrata wrzecio-
nowatego lub romboidalnego ksztattu, §wiadczyta o niskiej jakosci hodowli czyli ne-
gatywnym wplywie techniki mrozenia.

* Ocena uszkodzen blony komoérkowej, liczby martwych komoérek za pomo-
ca cytometrii przeptywowej: do analizy wykorzystano Kit Live/dead (Invitrogen).
Do probki o objetosci 1 ml i koncentracji komoérek 1 min/ml dodawano 5 mikro-
litrow SYBR-14 i inkubowano przez 10 min w temp. 37°C. Nastepnie dodawano
5 pl roztworu PI i inkubowano przez 10 min w temperaturze pokojowej bez do-
stepu $wiatta. Tak przygotowang probke analizowano na cytometrze CytoFLEX
(Beckman Coulter, USA). Do wzbudzenia uzywano lasera 488 nm oraz filtrow: zie-
lonego (530/30) dla Sybr-14 oraz czerwonego (610/20) dla jodku propydyny. Otrzy-
mane wyniki analizowano za pomoca programu CytExpert 2.0 (Beckman Coulter,
USA).

* Ocena apoptozy za pomoca cytometrii przeplywowej: do analizy wykorzystano
Kit Vybrant™ Apoptosis Assay Kit #4 (Invitrogen). Do probki o objetosci 1 ml i kon-
centracji komorek 1 mln/ml dodawano 1 mikrolitr YO-PRO™-1 i 1 mikrolitr jodku
propydyny 1 mg/ml(PI). Probke inkubowano przez 20-30 min na lodzie. Tak przy-
gotowang probke analizowano na cytometrze (CytoFLEX (Beckman Coulter, USA)
w ciggu maksymalnie 2 godzin. Do wzbudzenia uzywano lasera 488 nm oraz filtrow:
zielonego (530/30) dla YO-PRO-1 oraz czerwonego (610/20) dla jodku propydyny.
Otrzymane wyniki analizowano za pomocg programu CytExpert 2.0 (Beckman Co-
ulter, USA).

Wyniki

Potwierdzenie mezenchymalnego charakteru wyprowadzonych linii komérek
MSC
Komorki uzyte w niniejszym do$wiadczeniu zostaly scharakteryzowane w ra-
mach wczesniejszych do§wiadczen opisanych przez Opielg 1 in. (2016) oraz Gurgula
iin. (2017, 2018).

Préba mrozenia MSC $wini — ocena morfologiczna
Oceng wykonano na 3 osobnikach, a poniewaz obraz morfologiczny byt zblizony,
nie przedstawiamy pojedynczych osobnikow.
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Tabela 4. Komoérki MSC zywe i martwe koni w poszczegdlnych wariantach mrozenia
Table 4. Live and dead equine MSC cells according to freezing treatment

Numer konia Wariant mrozenia Odsetek komorek z nieuszkodzong btong
No. of horse Freezing treatment Proportion of cells with intact membrane

1 1 93,74%

1 2 94,97%

1 3 93,27%

1 4 93,41%

1 5 91,63%

2 1 87,66%

2 2 91,42%

2 3 90,38%

2 4 90,35%

2 5 90,20%

3 4 90,71%

3 5 90,16%

3 1,2,3 Nie poddano analizie z powodu zbyt matej wyjsciowe;j

liczby komorek
Not analysed due to the low initial number of cells

MSC poddano réznym sposobom mrozenia i oceniono po 3-dniowej hodowli od rozmrozenia.
MSC were subjected to different freezing treatments and evaluated following 3 days of culture after thawing.

Znaczenie dla efektywno$ci mrozenia rozumianej jako prawidtowa morfologia
komorek po rozmrozeniu, niski odsetek komorek uszkodzonych w wyniku mrozenia
1 zamrazania (uszkodzenia bton komoérkowych i apoptoza) ma stezenie krioprotek-
tanta, w naszym przypadku Me2SO. Skuteczne jest st¢zenie 10% w FBS, natomiast
obnizenie stezenia do 5% wplywa negatywnie na konfluencje i jako§¢ morfologiczna
komorek w hodowli in vitro. Wedhug naszej oceny obnizenie stezenia FBS 1 zastapie-
nie w czgsci objetosci FBS przez pozywke wptywa negatywnie na jako$¢ komorek po
rozmrozeniu, przezywalno$¢ 1 konfluencje. Powyzsze obserwacje sa bardziej wyra-
ziste w przypadku stosowania dwustopniowej procedury mrozenia. U koni wyniki te
nie byly tak jednoznaczne jak u §win, réznica osobnicza u tego gatunku jest znacznie
bardziej widoczna, jednak ogolne wnioski w naszej ocenie pokrywaja si¢ u obu ana-
lizowanych gatunkow. W przypadku MSC $wini wykonano analiz¢ uszkodzenia bton
komoérkowych i apoptozy w zaleznosci od stosowanego wariantu mrozenia, niestety
tylko na jednym osobniku. Widoczna jest tendencja stosunkowo wysokiego uszko-
dzenia bton komoérkowych we wszystkich wariantach u $wini, si¢gajaca od 36 do
prawie 50%. U konia uszkodzenia te sa znacznie mniejsze, poniewaz wynosza tylko
od do 12,3%. Z punktu widzenia oceny morfologicznej komorek nie ma znaczenia lot
krioprotektanta Me2SO ani nawet data produkcji (D4540 vs. D2650). Jednak wyniki
oceny apoptozy zdajg si¢ temu przeczy¢. Niestety oceng apoptozy wykonano tylko na
MSC $wini pochodzacych od 1 osobnika, a otrzymane dane sg interesujace, gdyz tyl-
ko w przypadku wariantu 5, czyli mrozenia w 5% Me2SO (D2650 — $wiezy odczyn-
nik) w FBS odnotowano najnizszy odsetek komodrek apoptotycznych, a najwyzszy
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w wariantach 112, czyli 10% i 5% Me2SO (D4540- stary odczynnik) w FBS. Kwestia
ta wymaga dalszej szczegdtowej analizy.

Omowienie wynikow

Kriokonserwacja MSC ma kilka innych zalet, takich jak oszczgdno$¢ czasu i po-
zywki hodowlanej, ochrona przed infekcja/skazeniem, dryf genetyczny czy unika-
nie odrzucenia immunologicznego przy autoprzeszczepie (Xiang i in., 2007). Jednak
konwencjonalne powolne zamrazanie zawsze wigzato si¢ z uszkodzeniem komorek
i $miertelnoscig z powodu tworzenia si¢ lodu wewnatrzkomorkowego, toksycznos$ci
srodka krioochronnego i odwodnienia przez szybkg zmiane¢ temperatury, szczegolnie
w strefie temperatur posrednich, od —15°C do —60°C (Carvalho i in., 2008). Najcze-
$ciej stosowanym s$rodkiem krioprotekcyjnym do przechowywania MSC, hematopo-
etycznych komoérek macierzystych (HSC) i embrionalnych komoérek macierzystych
jest dimetylosulfotlenek (Me2SO, dawny skrot DMSO). Stezenie Me2SO stosowane-
go w ogdlnej kriokonserwacji komorek wynosi okoto 10% (v / v) pozywki do krio-
konserwacji (Fleming i Hubel, 2006; Lee i in., 2005) z rampa chtodzenia ustawiong
na —1°C/min w urzadzeniu do zamrazania z kontrolowana szybko$cia, jak np. fryzer.
Pomyslne przechowywanie MSC i HSC ze stosunkowo wyzsza przezywalno$cig po
rozmrozeniu osiggni¢to tradycyjng metodg kriokonserwacji (Fleming i Hubel, 2006;
Leeiin., 2005), dlatego w niniejszym doswiadczeniu pominigto mrozenie przy uzyciu
fryzera. Zalezato nam tez na opracowaniu taniej i fatwo dostgpnej techniki do wyko-
rzystania przez rdézne podmioty w terenie. Trzeba rowniez wspomnie¢ o dziataniach
niepozadanych Me2SO, takich jak nudno$ci, dreszcze, niedocis$nienie i zaburzenia
rytmu serca u ludzi, zwlaszcza u dzieci poddanych infuzji HSC konserwowanych
kriogenicznie za pomocg Me2SO (Zambelli i in., 1998). Dlatego catkowite usunig-
cie Me2SO z komorek jest bardzo wazne przed transfuzjg, aby unikngé toksycznych
skutkéw ubocznych.

Niniejsze badanie przeprowadzono w celu wyboru optymalnej pozywki do krio-
konserwacji MSCs z trzech stosowanych oraz optymalnej techniki mrozenia z dwdch
obecnie stosowanych. Skuteczne jest stezenie 10% Me2SO w FBS. Pomimo dziatania
cytotoksycznego i potencjalnie toksycznego dla pacjenta 10% Me2SO jest powszech-
nie stosowany jako $rodek krioprotekcyjny (Parody i in., 2013; Asghar i in., 2014;
Lovelock i in., 1959). Ze wzgledu na cytotoksyczno$¢ i rdézne raporty na temat sku-
tecznosci nizszych stezen Me2SO w kriokonserwacji ludzkich komorek, testowano
5% Me2SO (Balint i in., 1999; Berz i in., 2007). Nizsze st¢zenie Me2SO moze zmi-
nimalizowa¢ efekty toksyczne, ktore wystepujg przed zamrozeniem oraz w okresie
bezposrednio po rozmrozeniu, kiedy MSC znajdujg si¢ w pozywce do kriokonser-
wacji. Badania na ludziach wykazaty zmniejszong toksycznos¢ i lepsza wydajnosé
MSC przy zmniejszonym st¢zeniu Me2SO (Carvalho i in., 2008; Rowley i in., 2003).
Mitchell i in. (2015) stwierdzili, ze 5% Me2SO jest wystarczajacym krioprotektan-
tem do krotkoterminowej kriokonserwacji MSC. Ock i Rho (2011) poréwnali najniz-
sze stezenie 5% i najwyzsze 20% Me2SO0 z tradycyjnie stosowanym st¢zeniem 10%
Me2S0, aby zminimalizowa¢ toksyczno$¢ kriokonserwowanych pMSC. Zaobserwo-
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wali oni, ze wplyw 5% Me2SO byl podobny do konwencjonalnego st¢zenia 10%
w odniesieniu do przezywalno$ci, ekspresji gendw zwigzanych z apoptoza i zdolno$ci
do proliferacji pMSC w LN2 przez miesigc. Nasze wyniki uzyskane na MSC $wini
1 konia nie zgadzaja si¢ jednak z wnioskowaniem powyzszych autorow. Faktem jest,
ze korzystanie z nizszego stezenia Me2SO byloby szczegdlnie wazne w sytuacjach,
gdy ptukanie MSC po rozmrozeniu bytoby opdznione lub catkowicie pominigte przed
zastosowaniem klinicznym (tj. wlew do pacjenta). Podatnos¢ wszystkich typow ko-
moérek na szok osmotyczny w trakcie rozmrozenia jest dobrze znana (Weiner 1 in.,
1976; Ginis i in., 2012). Jednak zaréwno brak zbilansowanego roztworu izotonicz-
nego i/lub nizsze stezenie krioprotektanta w pozywce do mrozenia np. 5% Me2SO
moze doprowadzi¢ do zwickszonej podatnosci na dziatanie szoku osmotycznego. Na-
sze wyniki jednoznacznie pokazujg ze obnizenie stezenia do 5% wptywa negatywnie
na konfluencj¢ oraz jako$¢ morfologiczng komoérek w hodowli in vitro. Rowniez ob-
nizenie stezenia FBS i zastgpienie w czesci FBS przez pozywke wptywa negatywnie
na jakos$¢ komorek po rozmrozeniu, zywotnos¢ i konfluencje. Uzycie 95% FBS bylo
zatem w pewnym stopniu chronigce przed zwigkszong podatnos$cia na szok osmotycz-
ny w potaczeniu z 5% Me2S0. Z punktu widzenia oceny morfologicznej komoérek nie
ma znaczenia lot Me2SO ani nawet data produkcji. Jednak wyniki oceny apoptozy
zdajg si¢ temu przeczyc.

Istotna jest rowniez sama technika mrozenia. Wyniki naszych badan sa bardziej
niekorzystne w przypadku stosowania dwustopniowej procedury mrozenia. Wyniki
te u koni nie byly tak jednoznaczne jak u §win, rdéznica osobnicza u tego gatunku
jest znacznie bardziej widoczna, jednak ogolne wnioski w naszej ocenie pokrywaja
si¢ u obu analizowanych gatunkéw. Mitchell i in. (2015) podaja ciekawg obserwa-
cje. Otoz wykorzystali bardzo niewielkie réznice w procesie rozmrazania polegajace
na powolnym przenoszeniu kropli MSCs do duzej objetosci DPBS (20 ml), zamiast
stopniowego wprowadzania do DPBS przez ponad 5 minut, jak podano u Garvican
1 in. (2014). Ta niewielka réznica w metodzie rozmrazania spowodowala glebokie
szkodliwe dziatanie pozywek do kriokonserwacji sktadajacych si¢ z 95% surowicy
0 zywotnosci po rozmrozeniu mniejszej niz 60%.

W naszym do$wiadczeniu zaobserwowalismy rowniez tendencje do stosunkowo
wysokiego uszkodzenia bton komoérkowych we wszystkich wariantach u §wini, bo
siggajaca od 36% do prawie 50%. U konia odsetki te byly znacznie nizsze, wyno-
sity tylko od 5% do 12,3%. Ponadto ocen¢ apoptozy wykonano tylko na MSC $wi-
ni i otrzymane dane wskazaty na wptyw daty produkcji Me2SO lub lot produkcji.
W przypadku mrozenia w 5% ME2SO (§wiezy odczynnik) w FBS odnotowano naj-
nizszy odsetek komorek apoptotycznych, a najwyzszy w wariantach 112 czyli 10% i
5% ME2SO (stary odczynnik) w FBS. Nie znalezliémy w dostepnej literaturze podob-
nych prac doswiadczalnych. Temat apoptozy podjeli Ginis i in. (2012), ktorzy sugero-
wali, ze zatrzymanie wzrostu MSC po rozmrozeniu moze by¢ wynikiem indukowania
apoptozy w ,,stabszych” MSC po rozmrozeniu. Z kolei Mitchell i in. (2015) ptywajace
w pozywce komorki po rozmrozeniu nazwali apoptotycznymi MSC, przetrwatymi,
ale dysfunkcyjnymi komorkami. Wedlug nich zahamowanie wzrostu obserwowane
po rozmrozeniu wydawalo si¢ cofa¢ migdzy 24. 1 72. godzing hodowli, jednak ,,wy-
leczenie” czesci MSC z apoptozy byto niepelne, poniewaz catkowita liczba zywych
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komorek 72 godziny po rozmrozeniu byta znacznie nizsza, niz mozna by si¢ spodzie-
wac, biorgc pod uwage dane dotyczace prawidlowej niemrozonej generacji komor-
kowej. Co ciekawe, wzrost w okresie 72 godzin po rozmrozeniu byt znacznie szybszy
niz obserwowany podczas rutynowej hodowli in vitro $wiezych MSC. Dane te sa
sprzeczne z innym doniesieniem, w ktérym raportowano staty wskaznik proliferacji
MSC przez 4 dni po rozmrozeniu (Garvican i in., 2014).

Reasumujac, zalecamy mrozenie MSCs koni i §wini w 10% Me2SO w FBS
w pudetku do mrozenia Mr. Frosty.
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Development of cryopreservation conditions for heterogeneous mesenchymal stem cells (MSCs)
isolated from pig and horse bone marrow

SUMMARY

We evaluated the short-term cryopreservation of equine and porcine bone marrow-derived MSCs in
solutions differing in concentrations of ME,SO and production date, and compared two freezing tech-
niques. Medium with lower concentration of cryoprotectant is clinically desirable to streamline clinical
and laboratory procedures by use of cryopreserved MSCs. Unfortunately, according to our results decreas-
ing the ME,SO concentrations from 10% to 5% causes negative effects and therefore is not recommended.
A low-tech, commercially available freezing system that would be affordable in veterinary services was

proposed.
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