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Abstrakt

Hodowla in vitro komérek macierzystych umozliwia prowadzenie badan w scisle okreslonych
warunkach, ktore mozna w sposob dowolny modyfikowac. Warunki te obejmujq: dobor
odpowiedniego podloza hodowlanego, poZywki hodowlanej, zastosowanie atmosfery z wysokq
zawartoscig CQO>, a takze ustalenie odpowiedniej temperatury. W niniejszym artykule
przedstawiono wyniki oceny jakosci swinskich komorek macierzystych wyizolowanych ze szpiku
kostnego poddanych hodowli in vitro w pozywkach hodowlanych o réznym sktadzie oraz
hodowanych w 37°C oraz 39°C. Ocena wplywu réznych wariantéow hodowli prowadzona w 7. dniu
hodowli wykazata, ze najwyzszg konfluencjg (na poziomie 90%) i prawidtowg morfologiq
charakteryzowaly si¢ komorki hodowane w temperaturze 39°C oraz w mieszaninie sktadajqcej si¢
z pozywek Dulbecco's Modified Eagle's Medium — niska zawartos¢ glukozy oraz Dulbecco's
Modified Eagle's Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham w stosunku 1:1 z dodatkiem 10 ng
fibroblastycznego czynnika wzrostu (Fgf). Dodatkowo wykazano, ze komérki hodowane w wyzej
wymienionej pozZywce charakteryzowaly si¢ najwyzszym odsetkiem komorek Zywych oraz niskim
odsetkiem komaorek poznoapoptotycznych i nekrotycznych niezaleznie od zastosowanych warunkow
termicznych hodowli.

Stowa kluczowe: MSC, aneksyna V, fosfatydyloseryny, apoptoza, swinia

Wstep

Mozliwos¢ zachowania optymalnych warunkéw prowadzenia hodowli in vitro komorek macierzy-
stych jest kluczowym czynnikiem wplywajacym na ich jakos¢. Warunki te mozna modyfikowac
poprzez dobdr odpowiedniego podtoza hodowlanego, pozywki hodowlanej, zastosowanie atmos-
fery z rozna zawartoscig COg, a takze zmiane temperatury hodowli. Przy wyborze odpowiedniej
pozywki hodowlanej nalezy przede wszystkim wzig¢ pod uwage stezenie glukozy oraz L-gluta-
miny. Glukoza jest najczgsciej stosowanym zrodlem wegla dla komoérek zwierzgcych
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w hodowli in vitro. L-glutamina wykorzystywana jest przez komorki jako zrodlo azotu miedzy
innymi do biosyntezy nukleotydow. Zwigzki te sg najwazniejszymi sktadnikami, z ktoérych ko-
morka na drodze przemian metabolicznych wytwarza energie komorkowa (ATP) niezbedng do jej
wzrostu i rozwoju (Salehinejad i in., 2012). Kolejnym waznym czynnikiem wplywajacym na ja-
ko$¢ komorek jest temperatura hodowli. W wielu doniesieniach naukowych w hodowlach in vitro
$winskich komorek stosowana jest temperatura 37°C (Kokubun i in., 2013; Zhang i in., 2024),
wiadomo natomiast, ze temperatura ciata $win oscyluje w okolicach 39°C. Mozna zatem wywnio-
skowa¢, ze temperatura blizsza cieplocie ciata konkretnego gatunku zwierzecia bedzie bardziej
zblizona do tej optymalnej dla wzrostu i rozwoju komorek w warunkach in vitro. Dodatkowo w
literaturze dostepne sa opisy badan, w ktorych komorki swini poddawano hodowli in vitro w tej
wilasnie temperaturze (Romanek i in., 2018). Ze wzgledu na ten fakt przeprowadzono analizy ma-
jace na celu ocene wplywu dwoch temperatur hodowli (37°C 1 39°C) na jako$¢ swinskich komorek.

Mezenchymalne komorki macierzyste (ang. mesenchymal stem cells MSCs) cechuje zdol-
no$¢ do réznicowania si¢ W kierunku tkanek wywodzacych si¢ z mezodermy takich jak: tkanka
kostnotworcza (osteoblasty), chrzgstna (chondrocyty) i tluszczowa (adipocyty). Ponadto, ze
wzgledu na ich tatwg izolacj¢, wysoka ekspansje, niskg immunogenno$¢, podatno$é na modyfika-
cje genetyczne oraz multipotentny charakter komorki te sg wykorzystywane w wielu terapiach ko-
morkowych (Almalki i in., 2017). W przypadku zapalenia wymienia u kréw mlecznych i kéz sku-
tecznym sposobem na zmniejszenie stanu zapalnego jest podawanie MSCs droga dozylng lub do-
miejscowg (Ghai i in., 2022; Peralta i in., 2020; Costa i in., 2019). Opublikowane badania wykazaty
pozytywny wplyw na regeneracj¢ kosci przy braku powiktan po zastosowaniu terapii z wykorzy-
staniem komorek MSCs u owiec, koz (Elkhenany i in. 2014), $wini (Wilson i in., 2010) oraz koni
(McDuffee i in., 2014; Seo i in., 2014). Iniekcja komoérek spowodowata znaczace zmniejszenie
kulawizny, bolu w uszkodzonych stawach i obrzgkow u zwierzat do§wiadczalnych (Pacini i in.,
2007; Heinola i in., 2013). Podsumowujac, zastosowanie iniekcji z zaréwno autologicznych, jak
i allogenicznych komoérek MSCs u badanych gatunkow zwierzat jest bezpieczne i nie powoduje
skutkéw ubocznych (Renzi i in., 2013; Pacini i in., 2007; Elkhenany i in., 2014; Caminal i in.,
2014).

Jednym ze sposobow poprawy efektywnosci produkeji zarodkow in vitro jest zastosowanie
wspothodowli z innymi komorkami (tzw. monowarstwy odzywcze) lub hodowli zarodkéw w po-
zywkach warunkowanych aktywnoscig wydzielnicza komorek (tzw. pozywki kondycjonowane).
Wszystkie czynniki wydzielnicze wytwarzane przez MSCs, takie jak hematopoetyczne i niehema-
topoetyczne czynniki wzrostu, a takze wydzielajace interleukiny i chemokiny, moga korzystnie
wplywac na stopien totipotencji lub pluripotencji w rozwijajacych si¢ zarodkach (Romanek i in.,
2018; Opielai in., 2020).

W celu okreslenia wptywu warunkéw hodowli in vitro na jako$¢ $winskich komoérek ma-
cierzystych pozyskanych ze szpiku kostnego przeprowadzono analiz¢ zmian apopototycznych
w komorkach. Apoptoza jest zjawiskiem fizjologicznym istotnym w prawidiowym funkcjonowa-
niu organizmu zaréwno na etapie embrionalnym jak i w pdzniejszym okresie (Gala i in., 2009).
Dwie najlepiej poznane $ciezki to szlak zewnetrzny (receptorowy), zwigzany z blong komdrkowa,
oraz wewngtrzny przebiegajacy z udziatem mitochondrium. Elementem taczacym wszystkie te
szlaki sg kaspazy, ktore w zaleznos$ci od etapu apoptozy, w ktorym biorg udziat, dzielimy na ini-
cjatorowe oraz wykonawcze (Stepien 1 in., 2007). Cechg charakterystyczng procesu apoptozy sa
zmiany zachodzace w budowie btony komorkowej. Dochodzi wéwczas do zaburzenia asymetrii
W rozmieszczeniu fosfolipidoéw btonowych. Utrzymywanie sktadu lipidow w btonie komorkowe;j
jest wazne dla struktury i funkcji komoérki. W warstwie wewnetrznej blony komorkowej wystepuje
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podwyzszona zawartos¢ fosfatydyloseryny posiadajacej tadunek ujemny. Asymetryczna lokaliza-
cja aminofosfolipidow jest utrzymana dzigki aktywnosci ATP-zaleznej translokazy zwanej flipaza,
ktora wpompowywuje je do wewngtrznej warstwy btony, a inne lipidy do zewnetrznej. Aktywacja
kaspaz doprowadza do zaktocenia tego procesu, powodujac zablokowanie funkcji flipazy i naste-
puje wyréwnanie lipidow wewnetrznej 1 zewnetrznej warstwy btony komorkowej 1 pojawienia si¢
PS na powierzchni btony komoérek apoptotycznych. Sygnal apoptotyczny powoduje translokacje
fosfatydyloseryny (Kilianska, 2002). Ekspozycje fosfatydyloseryny na powierzchni komorki wy-
korzystuje si¢ do znakowania komorek apoptotycznych za posrednictwem aneksyny V, ktora ma
zdolnos¢ do preferencyjnego wigzania si¢ z ujemnie natadowanymi fosfolipidami, takimi jak fos-
fatydyloseryna (laccarino i in., 2011).

Material i metody

W przeprowadzonych do$wiadczeniach dawczyniami szpiku kostnego byty loszki rasy polskiej
biatej zwistouchej (pbz — ang. Polish Landrace) o masie nieprzekraczajacej 40 kg. Szpik kostny
czerwony z kregostupa stanowit rezerwuar, z ktorego wyizolowano post mortem szpikopochodne
mezenchymalne komorki macierzyste (MSCs). Materiat pozyskano w Zaktadzie Doswiadczalnym
Instytutu Zootechniki PIB Chorzelow sp. 2.0.0. Szpik kostny po pobraniu rozcienczono w zbufo-
rowanym roztworze soli fizjologicznej (PBS — ang. phosphate buffered saline) pozbawionym jo-
ndéw wapnia 1 magnezu (Biomed, Lublin, Polska), uzupelnionym 2% cieleca surowica ptodowa
(FCS — ang. fetal calf serum) w stosunku 1:1. Mieszaning t¢ nawarstwiono na roztwor fikolu (Fi-
coll-Paque Plus, Stem Cell Technologies, Canada) w celu izolacji frakcji mezenchymalnych ko-
morek macierzystych (hematopoetycznych i niehematopoetycznych) i wirowano przez pét godziny
przy parametrach 500 g. Komorki pozyskane z interfazy dwukrotnie przeptukiwano w roztworze
PBS (Opiela i in., 2016), a nastepnie zawieszono o koncentracji 50000 komérek/cm?w odpowied-
niej pozywce. Hodowle komorek prowadzono w inkubatorze w temp. 37°C lub 39°C, w atmosferze
zawierajacej 5% COo, przy maksymalnej wilgotnosci. Zmiang pozywKki przeprowadzano co 3 dni.
Hodowle prowadzono przez 10 dni. W celu oderwania komoérek od podloza poddano je trypsyni-
zacji, dodajac 1 ml roztworu 0,25% trypsyny z 0,01% EDTA i inkubowano 5 minut w temp. 39°C.
Trypsyng inaktywowano poprzez dodanie 1ml FCS. Nastgpnie komorki poddawano wirowaniu (5
minut, 500 g) oraz zawieszono w plynie PBS i przeprowadzono detekcje¢ fosfatydyloseryny na
pomoca cytometru przeptywowego.

Wyprowadzone hodowle pierwotne i linie komérek MSCs, posiadajace zdolno$é do samo-
odnawiania subpopulacji komdérkowych w warunkach pozaustrojowych, poddane zostaly weryfi-
kacji immunofluorescencyjnej w kierunku potwierdzenia mezenchymalnego charakteru macierzy-
stego pod katem identyfikacji immunofenotypu obejmujacego wiasciwy zakres ekspresji marke-
ré6w powierzchniowych (transblonowych i btonowych z rodziny komplekséw réznicowania — CD;
ang. clusters of differentiation). Weryfikowano rowniez zdolnos¢ komérek MSCs do réznicowania
w warunkach in vitro. W tym celu przeprowadzono identyfikacj¢ klasycznych $ciezek cytodyfe-
rencjacji w kierunku osteoblastow/osteocytow, chondroblastow/chondrocytow i1 adipocytow. Jedy-
nie komorki CD44-, CD90- oraz CD105-pozytywne i jednoczesnie CD14- oraz CD45-negatywne
zostalty wykorzystane do badan.
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Zastosowane pozywki bazowe:

1. DMEM z niskg zawarto$cig glukozy (ang. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — low glu-
cose, D5546), Merck Life Science sp. z 0.0., Poznan, Polska

2. Mieszanina pozywek 1 1 3 (DMEM z niska zawarto$cia glukozy oraz DMEM/F12) w sto-
sunku 1:1

3. DMEM/F12 (ang. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham,
D6434), Merck Life Science sp. z 0.0., Poznan, Polska

4. Stem MACS™ MSC Expansion Media XF MACS- 130-01-375 — Miltenyi Byotec,
Niemcy.

Zastosowane suplementy pozywek:

o Bydleca surowica ptodowa, inaktywowana na gorgco (ang. FBS, Fetal Bovine Serum Heat
Inactivated, F4135), Merck Life Science sp. z 0.0., Poznan, Polska,

o Roztwor antybiotyku i zwiazku przeciwgrzybicznego (ang. AAS, Antibiotic Antimycotic
Solution (100x%), Stabilized, A5955), Merck Life Science sp. z 0.0., Poznan, Polska,

o Suplement Glutamaks (ang. Glutamax TM Supplement, 35050061), Life Technologies Pol-
ska sp. z 0.0. Thermofisher Scientific Gibco, Warszawa, Polska,

. Roztwor podstawowych aminokwaséw (ang. BME Amino Acids Solution (50%), B6766),
Merck Life Science sp. z 0.0., Poznan, Polska,

o Roztwor endogennych aminokwasow (ang. MEM Non-essential Amino Acids (100x) so-
lution, M7145), Merck Life Science sp. z 0.0., Poznan, Polska,

o Fibroblastyczny czynnik wzrostu (ang. Fgf, Fibroblast Growth Factor-Basic, F3685),
Merck Life Science sp. z 0.0., Poznan, Polska.

Sklad zastosowanych w doswiadczeniu pozywek:

v Pozywka 1: DMEM; 10% FBS; 1% AAS; 1% glutamaks; 1% BME; 1% MEM,;

v Pozywka 1 + Fgf : Pozywka 1; 10 ng/ml Fgf;

v Pozywka 2: DMEM i DMEM/F12 — mieszanina dwoch pozywek w stosunku 1:1; 10%
FBS; 1% AAS ; 1% glutamaks; 1% BME ; 1% MEM,;

v Pozywka 2 + Fgf : Pozywka 2; 10 ng/ml Fgf;

v Pozywka 3: DMEM/F12; 10% FBS; 1% AAS ; 1% glutamaks; 1% BME ; 1% MEM,;

v Pozywka 3 + Fgf : Pozywka 3; 10 ng/ml Fgf;

v Pozywka 4: Stem MACS™ MSC Expansion Media XF MACS; 10% FBS; 1% AAS ; 1%
glutamaks; 1% BME; 1% MEM.

Detekcja fosfatydyloseryny (PS) i jodku propidyny (PI) w MSCs

Analizy fluorescencyjne wykonywano w oparciu o Kit Annexin A5-FITC/7-AAD (Beckman Coul-
ter, Brea, Kalifornia, Stany Zjednoczone) zgodnie z protokotem zalgczonym przez producenta.
Kontrole pozytywna stanowily komorki, w ktorych sztucznie wywolywano apoptozg poprzez ich
30-minutows inkubacj¢ w 3% roztworze formaldehylu. Kontrolg negatywna natomiast stanowity
komorki oceniane w mieszaninie bez dodatku fluorochromu. Do przygotowanych probek o kon-
centracji komoérek 5-10 miIn/ml dodano 10 pl odezynnika Aneksyny AS oraz 2 ul jodku propydyny,
delikatnie zamieszano i inkubowano przez 15 minut na lodzie w ciemnosci. Po inkubacji do probki
dodano 400ul buforu (1xbinding buffer) i poddano analizie za pomocg programu CytExpert 2.0
(Beckman Coulter, USA). W komoérkach apoptotycznych nastgpuje rearanzacja lipidow w btonie
komorkowej, skutkiem ktorej jest eksponowanie PS na zewnetrzng warstwe btony komorkowe;.


https://www.google.com/search?sca_esv=596495099&rlz=1C1GCEU_plPL1039PL1039&sxsrf=AM9HkKldpiVVokYLXyzb9THkrLNpZ1dIxA:1704709290931&q=Brea&si=ALGXSlZS0YT-iRe81F2cKC9lM9KWTK4y0m5Atx8g9YliNNw2mYZCOuGLBKXyTSd49D9B6InW9z5xhlu2XjAPZXb6gRp-cwqATW9xqsXeTZYSc3ZyItD1to5_yuVuP978HlhWftxtI0ClbtpCMh-QJOk81d5Nlx12uMKC_zwRTLgn7OZ5kJGdF1CER8tNzbGrtN1nZjPykCMD&sa=X&ved=2ahUKEwiHtuz9yM2DAxVoQPEDHTTeBwIQmxMoAXoECEQQAw
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Zjawisko to wykorzystuje si¢ do znakowania komoérek apoptotycznych za posrednictwem anek-
syny V, ktéra ma zdolno$¢ do preferencyjnego wigzania si¢ z ujemnie natadowanymi fosfolipi-
dami, do ktorych nalezy fosfatydyloseryna. Jodek propydyny (P1 — ang. propidium iodide) prze-
nika przez uszkodzong btong komorek zywych i wezesnoapoptotycznych. Barwi on jednak na czer-
wono komorki z uszkodzong btong cytoplazmatyczng, a wigec nekrotyczne lub znajdujace si¢ w
poznej fazie apoptozy (Trzcinska i in., 2011). Oceniane komorki dzielono na trzy grupy: komorki
w fazie nekrozy lub p6znej apoptozy (wykazujgce zielong oraz czerwong fluorescencje — aneksyna
V+/PI+), komorki w fazie wczesnej apoptozy (wykazujace tylko zielong fluorescencje — aneksyna
V+/PI-) oraz komorki zywe (brak fluorescencji — aneksyna V—/PI-).

Analiza statystyczna
Analizy przeprowadzano w minimum trzech powtérzeniach biologicznych. Do wszystkich obli-
czen wykorzystywano test jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem post hoc Tukeya.

Wyniki

Potwierdzenie mezenchymalnego charakteru wyprowadzonych linii MSCs

Mezenchymalny charakter wyprowadzonych linii komorkowych MSCs zostat potwierdzony po-
przez analize poziomu ekspresji wybranych markeréw powierzchniowych oraz zdolno$ci komoérek
do cytodyferencjacji w adipocyty, osteoblasty i chondrocyty (Romanek i in., 2024). Tylko komorki
wykazujace ekspresj¢ markeroéw CD44, CD90 i CD105 przy braku ekspresji markeréw CD14
I CD45 zostaly wykorzystane w dalszych doswiadczeniach.

Ocena morfologiczna

W 7. dniu hodowli in vitro swinskich komérek MSCs zaobserwowano kolonie komorek o konflu-
encji na poziomie 90% i prawidlowej morfologii w pozywce 2 (DMEM i DMEM/F12, mieszanina
dwoch pozywek w stosunku 1:1) z dodatkiem Fgf w temperaturze 39°C (rycina 1D). W przypadku
zastosowania tej samej temperatury i pozywki, ale bez dodatku Fgf konfluencja komorek wynosita
okoto 85% (rycina 1C). Zblizone wyniki zaobserwowano w przypadku hodowli komoérek w po-
zywce 2 1 pozywce 2 + Fgf, ale hodowanej w temperaturze 37°C (rycina 2C, rycina 2D). Hodowle
te charakteryzowaty si¢ takze, najmniejsza liczbg komorek nieadherentnych (martwych) w po-
zywce. Konfluencja, okoto 75% oraz 70% 1 poprawng morfologia charakteryzowaty si¢ kolonie
komorek hodowanych w pozywce 1 (DMEM), odpowiednio w temperaturze 39°C oraz 37°C (ry-
cina 1A, rycina 2A). W tych hodowlach zaobserwowano jednak najwyzszg liczbe komorek niead-
herentnych (nekrotycznych) w pozywce, w obydwu zakresach temperatur (rycina 1A, rycina 2A).
Dodatek Fgf do pozywki 1 spowodowal wzrost konfluencji komorek do okoto 80% w obydwu
badanych temperaturach, a takze spadek liczby obumartych komoérek w w/w hodowlach (rycina
1B; rycina 2B). Rowniez prawidtowa morfologia, lecz o nizszej konfluencji ksztattujacej si¢ na
poziomie okoto 70% i 65% (odpowiednio w temperaturze 39°C oraz 37°C), charakteryzowaty si¢
hodowle komdrkowe w pozywce 4 (ang. Stem MACS™ MSC Expansion Media XF MACS). Do-
datkowo w tych hodowlach liczba nieadherentnych komoérek w pozywce byta najnizsza (rycina
1G, rycina 2G). Najstabszy wzrost komorek (konfluencja na poziomie 50% oraz 40%) zaobserwo-
wano w pozywce 3 (DMEM/F12) bez dodatku Fgf dla temperatury 39°C oraz 37°C (rycina 1E,
rycina 2E). Dodatek Fgf do pozywki 3 skutkowal podniesieniem konfluencji hodowli o okoto 10%
(rycina 1F, rycina 2F). Wzrost ten nastepowat niezaleznie od zastosowanej temperatury hodowli.
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Rycina 1. Mikrofotografie przedstawiajace morfologie komoérek MSC w siodmym dniu hodowli in vitro w temperatu-
rze 37°C w nastepujacych pozywkach: A—1, B—1+ Fgf, C -2, D — 2+ Fgf, E— 3, F — 3 + Fgf, G — 4 (powigkszenie
zdjeé 200x)

Figure 1. Light micrographs showing the morphology of MSCs on day 7 day of in vitro culture at 37°C in medium: A
-1,B-1+Fgf, C-2, D -2+ Fgf, E— 3, F—3 + Fgf, G — 4 (photo magnification 200x)
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Rycina 2. Mikrofotografie przedstawiajace morfologie komoérek MSC w siddmym dniu hodowli in vitro $winskich
komoérek MSC w temperaturze 39°C w nastgpujacych pozywkach: A—1, B -1+ Fgf, C—2,D -2+ Fgf, E- 3, F -3
+ Fgf, G — 4 (powigkszenie zdjeé 200x)

Figure 2. Light micrographs showing the morphology of MSCs on day 7 of in vitro culture at 39°C in medium: A —1,
B — 1+ Fgf, C -2, D — 2+ Fgf, E - 3, F — 3 + Fgf, G — 4 (photo magnification 200x)

Ocena ekspozycji PS na powierzchni MSC

Nie zaobserwowano statystycznie istotnych réznic w odsetku komoérek w fazie pdznej apoptozy
lub nekrozy, w fazie weczesnej apoptozy oraz komoérek zywych pomiedzy analizowanymi grupami.
Niemniej jednak zaobserwowano, ze komorki hodowane w pozywce 2 charakteryzowaty si¢ naj-
wyzszym odsetkiem komorek zywych (okoto 90%) oraz niskim odsetkiem komoérek péznoapopto-
tycznych i nekrotycznych (okoto 7-8%) niezaleznie od zastosowanej temperatury hodowli (wy-
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kresy 1 i 2). Ponadto suplementacja pozywek czynnikiem Fgf poprawiata jakos¢ hodowanych ko-
morek, czyli zwickszata odsetek komorek zywych oraz zmniejszata liczb¢ komorek apoptotycz-
nych (w sumie wczesno- i péznoapoptotycznych). Najlepszymi parametrami jako$ciowymi cha-
rakteryzowatly si¢ komorki hodowane w temp. 39°C w pozywce 2 z dodatkiem Fgf. W celu oceny
liczby komérek poznoapoptotycznych lub nekrotycznych, wczesnoapoptotycznych oraz zywych
wykonano trzy oddzielne doswiadczenia. Wyniki analiz przedstawiono w tabeli 1. Przyktadowy
wynik analizy cytometrycznej dla analizowanej probki oraz kontroli pozytywnej przedstawiono na
rycinie 3.

Tabela 1. Odsetek komorek MSC (%) w fazie p6znej apoptozy lub nekrozy, wezesnej apoptozy oraz zywych +SEM
Table 1. Percentage of MSCs (%) in the phase of late apoptosis or necrosis early apoptosis or viable cells + SEM

37°C
LP. Typ pozywki Komorki zywe Komorki wezesnoapoptotyczne Komérki péznoapoptotyczne /
No. Culture type - - nekrotyczne
Viable cells Early apoptotic cells . .
Late apoptotic/necrotic cells
1 Pozywka 1 81,9143,64 7,57+2,54 10,52+0,85
2 Pozywka 1+Fgf 89,08+1,52 4,03+0,64 6,89+0,45
3 Pozywka 2 91,2040,65 0,74+0,03 8,05+0,43
4 Pozywka 2+Fgf 91,97+0,56 1,92+0,29 6,10+0,56
5 Pozywka 3 89,60+0,73 1,69+0,36 8,70+0,47
6 Pozywka 3+Fgf 87,92+1,69 1,03+0,22 11,06+0,59
7 Pozywka 4 87,79+1,25 0,64+0,09 11,57+0,75
39°C
LP. Typ pozywki il 063
No. | Culture type Komorki zywe Komorki wezesnoapoptotyczne Ir;(?(r:l(;)’[;clz[r)](;znoap optotyczne /
Viable cells Early apoptotic cells Late apoptotic/necrotic cells
1 Pozywka 1 81,42+4,15 6,88+2,36 11,70+1,14
2 Pozywka 1+Fgf 84,53+2,46 4,41+0,71 11,060,92
3 Pozywka 2 89,25+1,74 1,33+0,12 9,42+0,88
4 Pozywka 2+Fgf 92,33+0,99 1,12+0,09 6,55+0,55
5 Pozywka 3 85,75+1,34 0,98+0,33 13,27+1,03
6 Pozywka 3+Fgf 89,02+0,70 0,77+0,20 10,21+0,65
7 Pozywka 4 89,41£1,56 0,95+0,11 9,64+0,76
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Wykres 1. Analiza poziomu ekspozycji fosfatydyloseryny na powierzchni komoérek MSC — liczba komorek zywych
(%) w roznych pozywkach hodowlanych

Diagram 1. Analysis of the level of phosphatidylserine exposure on the surface of MSC cells — number of viable cells
(%) in various culture media
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Wykres 2. Analiza poziomu ekspozycji fosfatydyloseryny na powierzchni komérek MSC — liczba wczesno- i pdznoa-
poptotycznych komorek MSC (%) w réznych pozywkach hodowlanych

Diagram 2. Analysis of the level of phosphatidylserine exposure on the surface of MSC cells — the number of early
and late apoptotic MSC cells (%) in various culture media

Podsumowujac, liczba nieadherentnych komorek byta nieznacznie nizsza w pozywce 2
z dodatkiem fibroblastycznego czynnika wzrostu w temperaturze 39°C. Ponadto zaobserwowano,
ze wzrost komorek w temperaturze 39°C we wszystkich typach badanych pozywek ksztattowat si¢
na wyzszym poziomie konfluencji $rednio o 10%. Dodatkowo w tej temperaturze obserwowano
mniej komorek nieadherentnych w pozywkach.
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Rycina 3A. Analiza cytometryczna w kierunku okre$lenia profilu ekspresji aneksyny i jodku propydyny w populacjach
immunofluorescencyjnie oznakowanych komérek BM-MSCs. 3B. Analiza cytometryczna w kierunku okre$lenia pro-
filu ekspresji aneksyny i jodku propydyny w komdrkach poddanych dwu godzinnej inkubacji z dodatkiem 1 uM stau-
rosporyny (kontrola pozytywna)

Diagram 3A. Flow cytometric analysis of annexin V-FITC staining and propidium iodide (PI) in immunofluorescence-
adapted BM-MSC cell populations. 3B. Flow cytometric analysis of the functional profile and propidium iodide in
cells subjected to a two-hour incubation with 1 pM staurosporine (positive control)

Omowienie wynikow

Zachowanie optymalnych warunkéw hodowli in vitro jest kluczowym czynnikiem wptywajacym
na wzrost i rozwdj hodowanych komorek. Dostepne sg pozywki hodowlane, tzw. pozywki bazowe
o znanym sktadzie, ktore nastgpnie suplementuje si¢ dodatkowymi odczynnikami takimi jak L-
glutamina, roztwor antybiotyku i zwiazek przeciwgrzybiczny lub czynnikami wzrostu. Przy wy-
borze pozywki dla okreslonego typu komorek, glukoza i L-glutamina sg najwazniejszymi sktadni-
kami odzywczymi do wytwarzania energii komoérkowej (ATP), ktora jest niezbedna do wzrostu
i utrzymania komoérek. Udowodniono, ze glutamaks w poréwnaniu z L-glutaming skutecznie
wspiera wzrost MSCs (Salehinejad i in., 2012). Dostepne sa takze komercyjne pozywki o sktadzie
nieznanym, opatentowanym, ktore sa przeznaczone do uzycia na konkretnym etapie hodowli ko-
morkowej. Ze wzgledu na duze zainteresowanie wykorzystaniem komorek MSCs w medycynie
I weterynarii, bezpieczenstwo i ich skuteczno$¢ w réznych zastosowaniach klinicznych pozostaje
kluczowa kwestig. Optymalizacja warunkéw hodowli do produkcji MSCs na duza skale jest zatem
priorytetowa. Celem badania byto ustalenie warunkéw hodowli dla ekspansji swinskich MSCs,
aby zapewni¢ im optymalne warunki do wzrostu komorkowego przy jednoczesnym ograniczeniu
inicjowania procesu apoptozy. Nasze wyniki wykazaty, ze pozywka uzyskana z mieszaniny dwoch
pozywek DMEM i DMEM/F12 w stosunku 1:1, uzupetniona 10% FBS oraz 10 ng Fgf jest opty-
malng oraz odpowiednig do hodowli i namnazania komoérek MSCs. W tym przypadku temperatura
hodowli nie miata znaczacego wptywu na jako$¢ komodrek. Ponadto zaobserwowano, ze hodowla
komorek z pozywce DMEM charakteryzowata sie¢ wyzszg liczbg komorek nieadherentnych. Spo-
wodowane moze by¢ to faktem, ze pozywka DMEM, w poréwnaniu do pozostatych wykorzysta-
nych pozywek nie zawiera w swoim sktadzie buforu HEPES (ang. N’-2-Hydroxyethylpiperazine-
N’-2 ethanesulphonic acid). Bufor HEPES moze by¢ dodany do pozywki hodowlanej, aby zapew-
ni¢ dodatkowg zdolnos$¢ buforowania i lepszg kontrolg wahan pH (Brodsky i in., 2013). Mozliwe,
ze wlasnie ten czynnik skutkowal nizszym odsetkiem komorek nieadherentnych w pozostatych
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badanych mediach. Wptywa to na wyzsza konfluencj¢ w 7. dniu hodowli komoérkowej. Oznacza-
toby to, ze nie mozna okresli¢, czy nizsza konfluencja komorek hodowanych w pozywce DMEM
wynika ze stabszej zdolnosci komorek do proliferacji w tych warunkach, czy z problemu zwigza-
nego ze stabszg zdolnoscig buforujaca pozywki.

W swoich badaniach Nekanti i in. (2010) stwierdzili, ze zastosowany DMEM/F12 byt od-
powiedniejsza pozywka w poréwnaniu z innymi testowanymi podtozami pod wzgledem wspiera-
nia ekspansji in vitro MSCs wyizolowanych z galarety Whartona. Jedng z gtéwnych réznic pomig-
dzy podtozami podstawowymi, tj. DMEM/F12 i DMEM, jest stezenie glukozy. W DMEM/F12
stezenie glukozy wynosi 3,15 g/l, w DMEM - 1,0 g/l, a w mieszaninie DMEM:DMEM/F12 —
2,075g/1. Wyniki naszych analiz wykazaty, ze dla wzrostu komodrek najodpowiedniejszym steze-
niem glukozy okazato si¢ 2,075 g/l. Komorki hodowane w nizszym stezeniu (1,0g/1) charaktery-
zowaly si¢ rowniez zadowalajacym wzrostem, niemniej jednak wyzszym od innych odsetkiem ko-
morek nieadherentnych. Najstabszy wzrost komorek zanotowano w pozywce z zawartoscig 3,15
g/l glukozy. Wyniki te nie pokrywaja si¢ z wynikami otrzymanymi dla ludzkich szpikopochodnych
mezenchymalnych komorek macierzystych. Pal i in. (2009) wykazali, ze komérki MSCs charakte-
ryzowaly si¢ lepszg proliferacja przy zachowaniu wysokiej ekspresji markeréw powierzchniowych
oraz zdolno$cig roznicowania wieloliniowego w pozywce DMEM/F12. Niemniej jednak komorki
hodowane w pozywce zawierajacej 4,5 g/l glukozy wykazywaty zahamowany wzrost po 5. pasazu.
W przypadku hodowli w pozywce z niska zawartoscig glukozy komorki wykazywaty zdolnos$ci
podwojenia populacji do 10. pasazu, ale wraz z kolejnym pasazem nastgpowaty zmiany morfolo-
giczne w komorkach (Pal i in., 2009). Szczurze szpikopochodne komorki MSCs hodowane w po-
zywce z niskg zawartoscig glukozy (1,0 g/l) charakteryzowaty si¢ krotszym czasem tworzenia ko-
lonii, krétszym czasem pierwszego pasazu oraz prawidtowa morfologia. Wyniki te wskazuja, ze
DMEM z niskg zawartos$cig glukozy jest najodpowiedniejsza pozywka do hodowli in vitro szczu-
rzych MSCs (Wang i in., 2019). Analizy te potwierdzajg fakt, ze stezenie glukozy jest jednym
z czynnikéw wplywajacych na proliferacj¢ MSCs.

Wiadomo takze, ze dodanie do pozywki innych czynnikow wspierajacych wzrost komor-
kowy takich jak: aminokwasy, witaminy, sole nieorganiczne czy czynniki wzrostu, wptywaja ko-
rzystnie na utrzymanie zdolnosci proliferacyjnych komorek. Jednym w tych czynnikéw jest fibro-
blastyczny czynnik wzrostu. Wiadomo, ze suplementacja Fgf pozywki hodowlanej zwigksza eks-
pansj¢ ludzkich komoérek MSCs (Gharibi i Hughes, 2012). W grupie kontrolnej (bez dodatku Fgf)
MSCs podwoity 10-krotnie liczbe komorek, kiedy w grupie z dodatkiem Fgf nastapito 25-krotne
podwojenie liczby komorek. W warunkach klinicznych oznacza to mozliwo$¢ ograniczenia wiel-
kosci bioptatow, z ktorych pozyskane zostang komorki MSCs (Gharibi i Hughes, 2012). Solchaga
i in. (2010) rowniez wykazali wyzsza szybkos$¢ proliferacji ludzkich komérek MSCs w pozywce
z dodatkiem Fgf w porownaniu do komoérek hodowanych w warunkach kontrolnych. W kazdym
pasazu czas podwojenia populacji komorek suplementowanych Fgf byt zawsze krotszy niz w ko-
morkach hodowanych w warunkach bez suplementacji (Solchaga i in., 2010). Analiza poziomu
ekspozycji fosfatydyloseryny (PS) na powierzchni komorki wykazata, ze analizowane warunki ho-
dowli (temp 37C i 39°C) oraz rézne stezenia glukozy w pozywce jak i suplementy pozywek ho-
dowlanych nie powoduja znaczacej inicjacji procesu apoptozy w komorkach. Huang i in. (2017)
analizowali poziom ekspozycji PS szczurzych MSCs hodowanych w temperaturze 37°C w po-
zywce DMEM/F12. Otrzymane wyniki badan wykazaty odsetek komorek zywych na poziomie
91% oraz okoto 9% komorek wczesno/poznoapoptotycznych oraz nekrotycznych (Huang i in.,
2017). Zblizone wyniki otrzymano dla szpikopochodnych ludzkich komérek macierzystych hodo-
wanych w pozywce DMEM w temperaturze 37°C (de Andrade i in., 2014). Swinskie komorki
MSCs analizowane w tych samych warunkach wykazywaty bardzo zblizone wartosci. Analizy
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przeprowadzone na $swinskich MSCs hodowanych w temperaturze 39°C w pozywce z niskg za-
wartos$cig glukozy wykazaty 67,2 + 14,2 % komorek zywych, 24,3 + 12,7% komorek wczesnoa-
poptotycznych oraz 8,5 £ 4,9% komoérek pdznoapoptotycznych oraz nekrotycznych (Romanek
i in., 2017). W niniejszych badaniach wyniki wykazaty wyzszy odsetek komorek zywych (ponad
81%) przy nizszym odsetku komoérek wezesnoapoptotycznych (okoto 7%). Roznice te mogg wy-
nika¢ z réznic sposobu kriokonserwowania komoérek. Komorki analizowane w roku 2017 podda-
wane byty procedurze kriokonserwacji w sposob dwustopniowy (Umieszczanie komorek na 2 go-
dziny w temperaturze —20°C, a nastgpnie w oparach z cieklego azotu) bez wigkszej kontroli nad
tempem ochtadzania komoérek (Romanek i in., 2017). Aktualnie w naszych badaniach komorki
kriokonserwowane sg przy uzyciu Nalgene Mr Frosty Freezing Container (Merck Life Science sp.
20.0. , Poznan, Polska), ktore zapewnia tempo schtadzania 1°C/min.

Na podstawie oceny morfologicznej oraz analizy poziomu ekspozycji PS na btonie komor-
kowej stwierdzono, ze najlepszymi warunkami do hodowli szpikopochodnych §winskich komorek
macierzystych jest mieszanina dwoch pozywek DMEM i DMEM/F12 w stosunku 1:1 z dodatkiem
fibroblastycznego czynnika wzrostu. Badania wskazywaty takze na korzy$¢ hodowli komorko-
wych w temperaturze 39°C. Uzyskane wyniki sugeruja konieczno$¢ kontynuowania podjetego te-
matu. Optymalizowanie warunkow prowadzenia hodowli powinno dotyczy¢ wszystkich komoérek
i1 by¢ zdefiniowane osobno dla danego typu komorek oraz gatunku zrodtowego. Dodatkowo nalezy
pamietac, ze komorki MSC pozyskane z roznych zrodet charakteryzujg si¢ inng zywotnoscia, pla-
stycznoscig oraz poziomem ekspresji markerow powierzchniowych CD na powierzchni komorko-
wej. Dlatego kolejng istotng kwestig powinno by¢ zoptymalizowanie warunkéw hodowli komorek
pozyskiwanych z innych zrodet niz szpik.
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Wplyw warunkow hodowli na jakos¢ swinskich komorek macierzystych

DETERMINATION OF THE EFFECT OF IN VITRO CULTURE CONDITIONS ON
THE QUALITY OF PORCINE MSC CELLS ISOLATED FROM BONE MARROW

Joanna Romanek, Joanna Jurkiewicz
SUMMARY

The conditions of in vitro cell culture are a key factor influencing the quality of cultured cells. In
experiments, we can use basic media supplemented with various factors such as vitamins or growth
factors, as well as ready-made commercial media with a hidden composition. Temperature also has
an important effect on cell viability and proliferation rate. In this article, the effect of culture media
composition and culture temperature on the quality of porcine bone marrow-derived stem cells was
evaluated. Morphological assessment carried out on day 7 of in vitro culture of porcine MSCs
showed that the highest confluence (at 90%) and physiological morphology were characteristic of
cells cultured at 39°C and in a medium containing a mixture of Dulbecco's modified Eagle's me-
dium (low glucose content) and Dulbecco’'s modified Eagle's medium/nutrient mixture F-12 ham
in a 1:1 ratio with the addition of 10 ng fibroblast growth factor (Fgf). Furthermore, it was shown
that cells cultured in the above mentioned medium were characterized by the highest percentage of
live cells and a low percentage of late apoptotic and necrotic cells, regardless of the culture tem-
perature.

Keywords: mesenchymal stem cells, bone marrow-derived MSCs, annexin V, viable cells, apop-
tosis, porcine



