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Stosowanie wysokiego cisnienia hydrostatycznego (HHP — ang. high hydrostatic
pressure) jest przykladem innowacyjnego podejscia do poprawy efektywnosci
kriokonserwacji komorek. Indukcja reakcji obronnych komoérek poprzez poddawanie ich
dzialaniu HHP przed kriokonserwacja prowadzi do zminimalizowania wplywu dziatania
stresu na komorki. Ze wzgledu na fakt udokumentowanego wptywu metody HHP na poprawe
kriotolerancji oocytéw (Pribenszky i in., 2008a), plemnikoéw (Pribenszky i in., 2006, 2009,
Huang i in., 2009) oraz bardziej wrazliwych na kriokonserwacjg blastocyst (Pribenszky i in.,
2008c) wnioskowaliSmy, ze wysokie ci$nienie hydrostatyczne moze rowniez korzystnie
wptywac na jako$¢ mezenchymalnych komorek macierzystych (MSC — ang. mesenchymal
stem cells) poddawanych mrozeniu.

Glownym celem badan bylo opracowanie efektywnej metody kriokonserwacji
komorek MSC $wini. Cel ten zamierzono osiagnaé poprzez realizacje nastgpujacych badan
szczegdtowych:

1) Poddawanie komoérek dziataniu HHP o pigciu roznych wartosciach ci$nienia w celu
wyboru najkorzystniejszych, w najwyzszym stopniu zwigkszajacych podatnos¢ MSC
na kriokonserwacje;

2) Wykazanie wptywu dwoch najkorzystniejszych wartosci cisnienia HHP na jakos¢ i
zdolnosci funkcjonalne MSC poprzez oceng zmian apoptotycznych oraz jakosci
zarodkoéw bydlecych uzyskiwanych w wyniku zaptodnienia in vitro i hodowanych w
obecnosci MSC poddawanych dziataniu HHP.

Swinskie komoérki MSC izolowano z pobranego przyzyciowo szpiku kostnego. Po
kilkunastodniowej hodowli in vitro MSC poddawano dziataniu HHP o cisnieniu: 20MPa,
30MPa, 40MPa, 50MPa i 60MPa. Nastgpnie komoérki kriokonserwowano 1 po rozmrozeniu
poddawano ocenie zywotnos$ci, tempa proliferacji, poziomu ekspozycji fosfatydyloseryny na

powierzchni komorek oraz poziomu ekspresji transkryptow gendw C—myc, Rex1, Sox2 a takze



surwiwiny metoda qRT-PCR. W celu zbadania bezposredniego wptywu HHP na komorki
przeprowadzano oceng obecnosci proapoptotycznego biatka Bax metoda Western—blotting w
komorkach poddawanych HHP z pominigciem kriokonserwacji.

Na podstawie wynikéw uzyskanych z ww. analiz wybrano najkorzystniejsze wartosci
cisnienia HHP. Dalsze analizy przeprowadzano na MSC traktowanych HHP o wartosciach
cisnienia 40MPa i 60MPa oraz MSC niepoddanych HHP, stanowiacych grup¢ kontrolna.
Ocenie poddano poziom zmian apoptotycznych w fazie inicjacji (kaspaza 8), w fazie
wykonawczej (Bax, Bclx,, Bclxs oraz surwiwina) oraz w fazie zniszczenia (CAD) na
poziomie biatek metodami Western—blotting, immunofluorescencyjna i fluorescencyjna.

Z kolei wptyw HHP na zdolnosci funkcjonalne MSC oceniano posrednio poprzez
oceng jakosci blastocyst uzyskanych we wspothodowli z komorkami MSC. Uzyskane bydlece
oocyty po dojrzewaniu in vitro zaptadniano mrozonym nasieniem buhaja. Zarodki bydlece
podejmujace podzialty komorkowe przenoszono do hodowli in vitro w 4 grupach
doswiadczalnych: 1. w pozywce zawierajacej syntetyczny ptyn jajowodowy (ang. synthetic
oviductal fluid) (SOF), 2. w pozywce SOF zawierajacej komorki MSC niepoddawane
dzialaniu HHP (SOF/MSC), 3. w pozywce SOF zawierajacej komorki MSC poddawane
dzialaniu HHP o warto$ci ci$nienia 40MPa (SOF/MSC/HHP40) oraz 4. w pozywce SOF
zawierajace] komorki MSC poddawane dziataniu HHP o warto$ci cisnienia 60MPa
(SOF/MSC/HHP60). Zarodki w stadium blastocysty poddawano analizie TUNEL.

Wszystkie analizy przeprowadzano w minimum trzech powtorzeniach. Przy ocenie
zdolnosci do rozwoju zarodkéw uzyskanych z IVF/IVC w roéznych systemach hodowli in
vitro wykorzystywano test th W przypadku pozostatych obliczeh wykorzystywano test
jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem post hoc: testem Tukey'a.

Analizujac wyniki uzyskane dla komoérek MSC niepoddanych kriokonserwacji
stwierdzono brak statystycznie istotnych roéznic w poziomie ekspresji proapoptotycznego
biatka Bax pomigdzy analizowanymi grupami doswiadczalnymi

Ocena zywotnosci MSC badana bezposrednio po rozmrozeniu komorek wykazata
statystycznie wysoce istotne réznice (P<0,001) migdzy MSC poddanymi dziataniu HHP o
cisnieniu 60MPa a kontrola. Statystycznie istotne roznice (P<0,05) zaobserwowano pomig¢dzy
komoérkami poddawanymi HHP o ci$nieniu 50MPa i 40MPa a kontrola. Przyrost MSC
poddawanych dziataniu HHP o warto$ci 40MPa byl wysoce statystycznie istotnie wyzszy
(P<0,02) w poréwnaniu do MSC kontroli oraz MSC poddanymi HHP o warto$ci 30MPa. Nie
zaobserwowano statystycznie istotnych roznic w zywotno$ci MSC po 8 dniach hodowli in

vitro, w ekspozycji PS oraz w poziomie transkryptow genéw C-myc, Rexl, Sox2 oraz



surwiwiny pomigdzy MSC poddanymi dziataniu HHP a MSC kontrolnymi. Dodatkowo nie
wykazano statystycznie istotnych réznic w poziomie aktywnosci kaspazy 8 oraz w poziomie
ekspresji bialeck CAD, surwiwiny, Bax, Bclx;, BclXxs pomigdzy badanymi grupami
doswiadczalnymi (40MPa, 60MPa) a kontrola. Statystycznie istotnie wyzsza ekspresje genu
Rex1 zaobserwowano pomig¢dzy komérkami poddanymi dziataniu HHP o warto$ci ci$nienia
60MPa a MSC traktowanymi HHP o ci$nieniu 30MPa (P<0,002) oraz pomigdzy komorkami
poddawanymi dzialaniu HHP o warto$ci cisnienia 60MPa a MSC traktowanymi HHP o
wartosci 20MPa (P<0,05). Dodatkowo zaobserwowano, ze komoérki poddawane dziataniu
HHP o wartosci 60MPa wykazywaly statystycznie istotnie wyzszy poziom ekspresji genu
surwiwiny w poréwnaniu do MSC traktowanych ci$nieniem 30MPa (P<0,05). W kontrolnej
pozywce SOF uzyskano wysoce statystycznie istotnie wyzsza liczbe blastocyst (P<0,005) w
porownaniu do liczby blastocyst wyhodowanych w SOF/MSC oraz w SOF/MSC/HHP60 oraz
statystycznie istotnie wyzsza (P<0,05) w porownaniu do liczby blastocyst hodowanych w
SOF/MSC/HHP40. Ze wzgledu na procentowo niski uzysk blastocyst w grupach zarodkéw
hodowanych w SOF/MSC/HHP40 i SOF/MSC/HHP60, analizie TUNEL poddano tylko
odpowiednio 8 i 4 blastocysty. Blastocysty uzyskane z hodowli w SOF/MSC/HHP40 oraz
SOF/MSC/HHP60 charakteryzowaty si¢ statystycznie nizszym indeksem apoptotycznym
(P<0,05) w stosunku do zarodkéw uzyskanych z hodowli w SOF/MSC oraz SOF, jednak zbyt
mata liczba ocenianych blastocyst nie pozwala na formutowanie wiarygodnych wnioskow.
Reasumujac, stosowanie HHP przed kriokonserwacja o wartosciach 40MPa, 50MPa i
60MPa zwigksza zywotno$¢ MSC oceniang bezposrednio po rozmrozeniu, 8 HHP o wartos$ci
40MPa zwigksza tempo proliferacji komoérek ocenianej w 8 dniu hodowli in vitro. Ponadto
HHP nie wykazuje negatywnego wplywu na jako$¢ komorek i nie indukuje apoptozy w
komorkach . Z kolei stosowanie MSC do wspothodowli zarodkow bydlgcych in vitro wptywa
niekorzystnie na liczbg uzyskiwanych blastocyst przy jednoczesnym braku negatywnego

wplywu na ich jakos¢.
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