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Реферат: Специальные технические приемы культивирования клеток разных органов животных и человека позволяют

получать мультиклеточные сфероиды (МС), обеспечивающие пространственное микроокружение клеток, в отличие от
стандартной культуры, в которой клетки пребывают в монослое. Ранее показано, что из МС, формирующиеся в культуре
клеток надпочечников новорожденных поросят, выселяются нейробластоподобные клетки, экспрессирующие маркер нейронов
β-III-тубулин. В данной работе были апробированы режимы криоконсервирования МС с использованием 5, 7 и 10% растворов
диметилсульфоксида (ДМСО) и 25% фетальной телячьей сыворотки (FBS). На основе результатов анализа некоторых
характеристик криоконсервированных МС (адгезии к поверхности, способности к продуцированию нейробластоподобных
клеток и формированию монослоя фибробластоподобными клетками) установлено, что наиболее оптимальным был режим
криоконсервирования со скоростью охлаждения 1 град/мин в присутствии 10% ДМСО. Добавление в среду FBS значимо не
влияло на результат криоконсервирования, но при этом отмечено увеличение вероятностивыселения нейробласто- и
фибробластьподобных клеток из криоконсервированных МС.
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Реферат: Спеціальні технічні прийоми культивування клітин різних органів тварин і людини дозволяють отримувати
мультиклітинні сфероїди (МС), які забезпечують просторове мікрооточення клітин, на відміну від стандартної культури, в
якій клітини перебувають у моношарі. Раніше показано, що з МС, які формуються в культурі клітин наднирників новонароджених
поросят, виселяються нейробластоподібні клітини, що експресують маркер нейронів β-III-тубулін. У даній роботі були
протестовані режими кріоконсервування МС із використанням 5, 7 и 10% розчинів диметилсульфоксиду (ДМСО) і 25%
фетальної телчої сироватки (FBS). На основі результатів аналізу деяких характеристик кріоконсервованих МС (адгезії до
поверхні, здатності до продукування нейробластоподібних клітин і формування моношару фібробластоподібними клітинами)
встановлено, що найбільш оптимальним був режим зі швидкістю охолодження 1 град/хв у присутності 10% ДМСО. Додавання
FBS значуще не впливало на результат кріоконсервування, хоча спостерігалася тенденція до збільшення ймовірності
виселення нейробласто- та фібробластоподібних клітин із кріоконсервованих МС.

Ключові слова: мультиклітинні сфероїди, наднирники, диметилсульфоксид, β-III-тубулін, нейробластоподібні клітини,
фібробластоподібні клітини.

Abstract: Application of special in vitro culture techniques for the cells, derived from different animal and human organs, makes
possible the obtaining of multicellular spheroids (MSs), being the natural 3-D environment for cells unlike the standard culture with the
cells in monolayer. Previously we have shown that MSs formed in the newborn piglet adrenal cell culture are capable to produce the
neuroblast-like cells, expressing the neuronal marker β-III-tubulin. In the present work we have assessed the regimens for MSs
cryopreservation using 5, 7 and 10% dimethyl sulfoxide (DMSO) and 25% fetal bovine serum (FBS). Analysis of some characteristics
of cryopreserved MSs (surface adhesion, capability to produce the neuroblast-like cells and monolayer formation by fibroblast-like
cells) allowed to choose the cryopreservation regimen with 1 deg/min cooling rate in the presence of 10% DMSO as the most optimal
one. The FBS supplement to the medium did not significantly affect the cryopreservation outcome, although there was found a
tendency to increase the capability of cryopreserved MSs to produce the neuroblast- and fibroblast-like cells.
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Получение мультиклеточных сфероидов (МС)
является одним из перспективных подходов куль-
тивирования клеток различных тканей. Данный
подход основан на природной склонности клеток
пребывать в окружении себе подобных в отличие от
классической монослойной культуры, в которой
клетки контактируют только в одной плоскости.

The derivation of multicellular spheroids (MSs) is
one of the promising approaches in culturing the cells
of different tissues. This approach is based on a natu-
ral property of cells to function among similar ones, in
contrast to the classical monolayer culture, where the
cells contact in one plane only. Using the nutrient media
enriched with growth factors allowed to derive spheroid
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При использовании питательных сред, обогащен-
ных ростовыми факторами, формирование сфе-
роидных структур было отмечено в культурах, полу-
ченных из роговицы и сетчатки глаза, кожи, сердца,
гипофиза, надпочечников [6, 8, 25, 27, 30, 31], клеток
опухолей [14, 17, 28]. В настоящее время хорошо
изучены МС, формирующиеся из определенных
областей мозга (нейросферы) [15]. В специальных
условиях культивирования (культивирование на
низкоадгезивной поверхности, подложке с трех-
мерной микроструктурой, в висячей капле, рота-
ционное культивирование) формируются МС из
гепатоцитов, клеток молочной железы, эпителия
дыхательных путей [11, 23–25].

Мультиклеточные образования «хромосферы»
были выделены из надпочечников человека и быка
[10, 26]. Поскольку клетки в их составе обладали
способностью дифференцироваться в нейрональном
направлении, была отмечена перспективность их
использования для лечения нейродегенеративных
заболеваний, в частности болезни Паркинсона.

В наших предыдущих работах из надпочечников
новорожденных поросят были получены МС [3],
из которых выселялись нейробластоподобные клет-
ки (НБК), экспрессирующие нейрональный маркер
β-III-тубулин [7]. В связи с этим перспективно даль-
нейшее изучение МС из надпочечников как потен-
циального источника нейрональных клеток.

Криоконсервирование – общепринятый способ
долгосрочного хранения клеточных культур и сус-
пензий. Однако режимы их криоконсервирования
не всегда оптимальны для МС, что связано как с
разными размерами замораживаемого объекта, так
и с его качественными характеристиками. В част-
ности, в составе МС клетки находятся в тесном
контакте друг с другом в отличие от суспензии
диссоциированных клеток. Кроме того, элементы
внеклеточного матрикса влияют на динамику фи-
зико-химических процессов, происходящих при за-
мораживании.

F. Ehrhart и соавт. [12] на примере клеточной
линии L929 показали, что для консервирования
одиночных клеток наиболее подходит проникаю-
щий криопротектор ДМСО, а для сфероидов этой
же линии – криозащитная среда на основе непро-
никающего криопротектора трегалозы. Учиты-
вая прогресс в области тканевой инженерии при
создании трехмерных биологических конструк-
ций, является актуальной разработка режимов
криоконсервирования многоклеточных объектов.
Мультиклеточные сфероиды, полученные из над-
почечников свиней, могут служить моделью для
разработки режимов криоконсервирования, пос-
кольку по некоторым физиологическим и биохими-
ческим параметрам организм свиньи сходен с че-
ловеческим [19].

structures in  culture cells from eye cornea and retina,
skin, heart, pituitary, adrenal glands [1, 4, 22 , 24, 30,
31], tumor cells [10, 13, 26]. The MSs, formed from
the certain brain areas (neurospheres) are to date well
studied [11]. Under special culture conditions (cultiva-
tion on a low-adhesive surface, a substrate with 3D
microstructure, in hanging drop, rotational cultivation),
the MSs were formed from hepatocytes, mammary
cells, respiratory tract epithelium [7, 19, 21, 22].

Multicellular formations, called as ‘chromospheres’,
were isolated from human and bovine adrenal glands
[6, 23]. Since the cells being the part of these spheres
were capable to differentiate in neuronal direction, their
use was considered to be promising for using in therapy
of neurodegenerative diseases, in particular Parkinson's
disease.

Previously, we derived the MSs from the newborn
piglet adrenal glands [25], and observed the migration
of neuroblast-like cells (NBCs) out of the MSs, which
expressed the neuronal marker β-III-tubulin [3]. In this
context the further study of MSs from adrenal glands
as a potential source of neuronal cells is optimistic.

Cryopreservation is now a standard way for long-
term storage of cell cultures and suspensions. Never-
theless, the regimens of cryopreservation being optimal
for a single cell are not always good for MSs due to
both different sizes of treated object and its qualita-
tive characteristics as well. In particular, the cells
within MSs are in a close contact with each other, in
contrast to the suspension of dissociated cells, and, in
addition, the elements of extracellular matrix affect
the dynamics of physicochemical processes occurring
during freezing.

For example, F. Ehrhart et al. [8] used L929 cell
line and showed the penetrating cryoprotectant DMSO
to be the most suitable for a single cell preservation,
and the cryoprotective medium, based on non-penet-
rating cryoprotectant trehalose was the most approp-
riate for the spheroids constituted from cells of the
same line. Taking into account the progress in tissue
engineering and ongoing progress in producing 3D
biological matrices, the development of cryopreser-
vation regimens for multicellular objects is now a to-
pical task. Multicellular spheroids, derived from pig
adrenal glands may be the model to design the cryo-
preservation regimens, since the pig organism is similar
to human one by some physiological and biochemical
parameters [15].

This research was aimed to design the cryopreser-
vation regimen for multicellular spheroids from neonatal
pig adrenal glands.

Materials and methods
The cell suspension was derived from the adrenal

glands of 1–2-day-old piglets of Large White and Ukrai-
nian Meat breeds. After extraction the organs were



324 проблемы криобиологии и криомедицины
problems of cryobiology and cryomedicine

том/volume 27, №/issue 4, 2017

Цель работы – разработка режима криоконсер-
вирования мультиклеточных сфероидов из неона-
тальных свиных надпочечников.

Материалы и методы
Суспензию клеток получали из надпочечни-

ков 1–2-суточных поросят пород крупная белая и
украинская мясная. После извлечения органы по-
мещали в охлажденную среду DMEM/F12 («Bio-
west», Франция) с растворенными в ней 200 Ед/мл
бензилпенициллина, 200 мкг/мл стрептомицина (оба
производства «Артериум», Украина), 5 мкг/мл ам-
фотерицина В («Biowest») и измельчали на фрагмен-
ты размером до 1 мм3. Фрагменты ткани подвер-
гали 2–3-кратной отмывке средой с антибиотиками
и ферментативной обработке в растворе, содержа-
щем 1 мг/мл коллагеназы типа IA («Sigma», США)
и 0,1 мг/мл ДНКазы («Sigma») по методу О.С. Си-
доренко и соавт. [3].

Количество и сохранность клеток в полученной
суспензии оценивали по стандартной методике с
помощью окрашивания 0,4%-м раствором трипа-
нового синего, который добавляли к суспензии
клеток в соотношении 1:1. В среднем сохранность
полученных клеток составляла 85–90%.

Клетки культивировали на среде DMEM/F12 с
добавлением антибиотиков (200 Ед/мл бензилпе-
нициллина и 200 мкг/мл стрептомицина), амфоте-
рицина В (5 мкг/мл), 10% FBS при 37°С и содер-
жании в атмосфере 5% СО2. Для культивирования
использовали пластиковые чашки Петри площадью
8,8 см2 (НПЛ «Гранум», Украина) и с низкоадгезив-
ной поверхностью. Для получения низкоадгезив-
ной поверхности чашки Петри обрабатывали по
методу J.A. Hammarback и соавт. [16]. Посевная кон-
центрация составляла 2,5–5 × 105 кл/мл (всего 2 мл
на чашку Петри). Замену половины объема среды
осуществляли каждые 3–4 дня.

На 10-е сутки культивирования флотирующие
МС переносили из чашек Петри в 24-луночные
планшеты («ТРР», Швейцария) и оставляли на
20 мин. При этом МС, сконцентрированные в
центральной части лунок планшета, аккуратно
отбирали с помощью микродозатора и собирали в
одну пробирку. Половину МС переносили в крио-
пробирки («Thermo Fisher Scientific», США) для
дальнейшего криоконсервирования, а другую (конт-
роль) – помещали в стандартные условия культи-
вирования (адгезивная поверхность, среда DMEM/
F12 с добавлением антибиотиков и 10% FBS при
37°С и содержании в атмосфере 5% СО2).

Для криоконсервирования к образцам МС при
комнатной температуре добавляли равный объем
соответствующей криозащитной среды двойной
концентрации. После 10-минутной инкубации в
криозащитной среде образцы криоконсервировали

placed into a cooled medium DMEM/F12 (Biowest,
France) supplemented with 200 U/ml Benzylpeni-
cillin, 200 µg/ml Streptomycin (both produced by
Arterium Corporation, Ukraine), 5 µg/ml Amphoteri-
cin B (Biowest), then disintegrated into the frag-
ments up to 1 mm3 in size. The tissue fragments were
washed 2–3-times with antibiotic media and enzy-
matically treated in the solution containing 1 mg/ml
of collagenase type IA (Sigma, USA) and 0.1 mg/ml
DNase (Sigma) according to the method of O.S. Si-
dorenko et al. [25].

The cell amount and survival in the resulting suspen-
sion was assessed according to the standard tech-
nique with 0.4% trypan blue, added in 1:1 ratio to cell
suspension. Survival of the resulting cells was 85–90%
in average.

Cells were cultured with DMEM/F12 medium, sup-
plemented with antibiotics (200 U/ml Benzylpeni-
cillin and 200 µg/ml Streptomycin), Amphotericin B
(5 µg/ml), 10% FBS at 37°C and 5% CO2. Plastic
Petri dishes of 8.8 cm2 culture area (Granum, Ukraine)
and low-adhesive surface were used for cultivation.
In order to obtain a low-adhesive surface, the Petri
dishes were treated according to J.A. Hammarback
et al. [12]. The cell inoculating concentration was 2.5–
5 × 105 cells/ml (totally 2 ml per Petri dish). Half of
the medium was replaced every 3–4 days.

To day 10 of culture, the floating MSs were trans-
ferred from Petri dishes to 24-well plates (TPP, Swit-
zerland) and left for 20 min. During this period the
MSs concentrated in the central part of the plate wells
and thereafter were carefully taken with a micropipette
and collected into one vial. Half of the MSs was trans-
ferred into the cryovials (Thermo Fisher Scientific,
USA) for further cryopreservation, and the other
half (control) was placed under the standard culture
conditions (adhesive surface, DMEM/F12 medium
supplemented with antibiotics and 10% FBS, 37°C
and 5% CO2).

To perform cryopreservation the MSs specimens
were supplemented with an equal volume of the corres-
ponding double concentrated cryoprotective medium
at room temperature. After a 10-minute incubation in
a cryoprotective medium, the specimens were cooled
with 0.5 and 1 deg/min rates down to –40°C with prog-
rammed freezer ZP10 (Special Designing and Tech-
nical Bureau with Experimental Unit, Institute for
Problems of Cryobiology and Cryomedicine of the NAS
of Ukraine) and then immersed into liquid nitrogen.

The cryoprotective media containing DMSO and
FBS are usually applied for neurosphere cryopreser-
vation [5]. We applied the cryoprotective media of
following composition: DMEM/F12 with 5; 7 and 10%
DMSO (final concentration), as well as DMEM/F12
with 5; 7; 10% DMSO together with 25% FBS (final
concentration).
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со скоростями охлаждения 0,5 и 1 град/мин до
–40°С на программном замораживателе «ЗП10»
(СКТБ с ОП, ИПКиК НАН Украины) при последую-
щем погружении в жидкий азот.

Для криоконсервирования нейросфер исполь-
зовали криозащитные среды на основе криопротек-
тора ДМСО и FBS [9]. В данной работе применяли
следующие криозащитные среды: DMEM/F12 с 5;
7 и 10% ДМСО (конечная концентрация), а также
DMEM/F12 с 5; 7; 10% ДМСО в сочетании с 25%
FBS (конечная концентрация).

Образцы отогревали на водяной бане при тем-
пературе 37°С, переносили из криопробирок в лун-
ки планшета, добавляли двойной объем среды
DMEM/F12 и концентрировали как описано ранее.
При последующем поэтапном добавлении культу-
ральной среды DMEM/F12 с 10% FBS постепенно
снижали концентрацию ДМСО до 0,4 %. Согласно
ранее полученным данным присутствие в среде
криопротектора в концентрации 0,1–0,5% незначи-
тельно влияет на показатели функции клеток [4].
На следующие сутки среду полностью меняли и про-
должали культивирование МС в стандартных усло-
виях (адгезивная поверхность, среда DMEM/F12
с добавлением антибиотиков и 10% FBS при 37°С
и содержании в атмосфере 5% СО2). Среду культи-
вирования в контрольных (некриоконсервирован-
ных) и опытных (криоконсервированных) образцах
меняли через четверо суток.

Адгезивную способность МС определяли через
сутки после размораживания и нахождения в
условиях культивирования. Относительное коли-
чество прикрепленных МС вычисляли по формуле:

A = (1 – ФМС/ОМС) × 100%,
где ФМС – количество флотирующих МС; ОМС –
общее количество МС.

Выселение НБК изучали после разморажи-
вания МС и нахождения их в условия культи-
вирования в течение 1, 4 и 9 суток. Относительная
способность МС к выселению нейробластоподоб-
ных клеток вычисляли по формуле:

B = (ВМС/ПМС) × 100%,
где ВМС – количество МС с выселившимися клет-
ками; ПМС – количество прикрепившихся МС.

Для определения экспрессии β-III-тубулина
использовали первичные мышиные антитела к β-
III-тубулину («Abcam», Великобритания) в разве-
дении 1:200 и вторичные козьи антимышиные HiLyte
Fluor 488-конъюгированные антитела («Abcam») в
разведении 1:400. Образцы фиксировали в течение
15 мин в растворе 4%-го параформальдегида
(«Sigma») на PBS. Пермеабилизацию проводили в
растворе 0,3%-го Triton Х-100 («Sigma») на PBS в
течение 10 мин. Неспецифическое связывание

The specimens were thawed in a water bath
at 37°C, then transferred from cryovials into plate
wells, filled with a double volume of DMEM/F12
and concentrated as described previously. During fur-
ther stepwise supplement of DMEM/F12 with 10%
FBS, the DMSO concentration was gradually decrea-
sed down to 0.4%. According to the previous findings,
the cryoprotectant presence in the medium in 0.1–0.5%
concentration insignificantly affected the indices of
cell function [27]. Next day the medium was comp-
letely changed and MSs were cultured then under
the standard conditions (adhesive surface, DMEM/F12,
supplemented with antibiotics and 10% FBS, 37°C and
5% CO2). The culture medium in the control (non-
cryopreserved) and experimental (cryopreserved) spe-
cimens was changed after 4 days.

Adhesive capability of MSs was determined one
day after freeze-thawing and being under culture
conditions. A number of attached MSs was calculated
by the following formula:

A = (1 – FMSs/TMSs) × 100%,
where FMSs is a number of floating MSs; TMS is the
total amount of MSs.

The migration of NBCs cells out of spheres was
studied after MSs freeze-thawing and culture during
1, 4 and 9 days. The capability of MSs to 'produce' the
neuroblast-like cells was calculated by the following
formula:

B = (PMSs/AMSs) × 100%,
where PMSs is a number of MSs with observed
migration of cells, AMSs is a number of attached MSs.

The anti-beta III-tubulin primary antibodies (Abcam,
UK) in 1:200 dilution and the HiLyte Fluor 488-
conjugated secondary goat anti-mouse antibodies
(Abcam) in 1:400 dilution were used to determine the
β-III tubulin expression. The specimens were fixed
for 15 min in 4% paraformaldehyde solution (Sigma)
in PBS. Then they were permeabilized in 0.3% Triton
X-100 solution (Sigma) in PBS for 10 min. Non-spe-
cific antibody binding was blocked with PBS contai-
ning 0.1% Triton X-100, 1% bovine serum albumin
(Sigma), 0.3 M glycine (Reanal, Hungary) for an hour
at room temperature. The specimens with primary
antibodies were incubated at 4°C overnight and after-
wards three times washed with PBS. The incubation
with secondary antibodies was done at room tempe-
rature for 30 min in the dark, and then PBS was remo-
ved thrice.

Microphotography was performed with the AmScope
IN300T-FL light-optical microscope (AmScope, USA)
and the Axio Observer Z1 fluorescent microscope
(Carl Zeiss, Germany).

The monolayer formation rate was assessed visually
using inverted microscope, to do this 10–15 MSs were
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антител блокировали раствором PBS, содержа-
щем 0,1% Triton Х-100, 1% бычьего сывороточного
альбумина («Sigma»), 0,3 М глицина («Reanal»,
Венгрия) на протяжении часа при комнатной тем-
пературе. Инкубацию образцов с первичными антите-
лами проводили при 4°С на протяжении ночи, затем
трижды отмывали PBS. Инкубацию со вторичны-
ми антителами проводили при комнатной темпе-
ратуре в течение 30 мин в темноте, затем трижды
отмывали PBS.

Микрофотосъемку осуществляли с помощью
светооптического микроскопа «AmScope IN300T-
FL» («AmScope», США) и флуоресцентного микрос-
копа «Axio Observer Z1» («Carl Zeiss», Германия).

Для изучения скорости образования монослоя
под визуальным контролем с помощью инверти-
рованного микроскопа 10–15 МС распределяли в
каждую лунку планшета с адгезивной поверхностью.
На разные сутки фиксировали образовавшийся
монослой клеток в растворе 4%-го параформаль-
дегида и окрашивали гематоксилином и эозином.
Конфлюэнтность монослоя оценивали в процентах.
Для этого сканировали дно планшета на сканере
«Epson Rerfection V10» («Epson», Япония). Площадь
монослоя определяли с помощью программы
«AxioVision Rel. 4.8» («Carl Zeiss»). Относительную
площадь монослоя вычисляли по формуле:

S = Sm/Sw × 100%,
где Sm – площадь участка с окрашенными клет-
ками, Sw – площадь лунки.

Количественные данные экспериментов пред-
ставляли в виде среднего значения ± стандартное
отклонение. Статистическую значимость оцени-
вали с помощью однофакторного дисперсионного
анализа, значимыми считали различия при р < 0,05.

Результаты и обсуждение
В нашей предыдущей работе [2] было показано,

что в условиях, препятствующих адгезии, клетки
формируют небольшие флотирующие агрегаты,
которые на 5–6-е сутки приобретают правильную
сферическую форму. Данные образования пред-
ставляют собой МС, включающие 30–40 клеток.
При дальнейшем культивирования МС приобре-
тают вид четко очерченных плотных конгломератов
из морфологически однородных клеток. Благодаря
пролиферации клеток в течение культивирования
увеличивается размер МС, при этом их средний
диаметр на 10–11-е сутки составляет 100–120 мкм;
26–28-е сутки – 160–180 мкм. Количество формируе-
мых МС приблизительно составляет 1,5 на 1 млн
клеток, изначально помещенных в культуру [2].

Мультиклеточные сфероиды, сформировав-
шиеся на 10-е сутки из клеток надпочечников ново-
рожденных поросят при культивировании в усло-

put into each plate well with an adhesive surface. The
formed cell monolayer was fixed in 4% paraformal-
dehyde solution on different days and stained with
hematoxylin and eosin. The monolayer confluence was
estimated as a percentage. For this purpose the plate
bottom was scanned with Epson Rerfection V10 scan-
ner (Epson, Japan). The area of monolayer was deter-
mined using the AxioVision Rel. 4.8 software (Carl
Zeiss). The relative monolayer area was calculated
by the following formula:

S = Sm/Sw × 100%,
where Sm is the site area with stained cells, and Sw is
the well area.

The quantitative experimental data were presented
as the mean value  standard deviation. Statistical signi-
ficance was assessed using a one-way ANOVA, the
differences at p < 0.05 were considered as significant.

Results and discussion
Our previous findings [20] demonstrated that the

cells under adhesion-preventing conditions formed the
small floating aggregates, acquired a regular spherical
shape to days 5–6. These formations represented the
MSs consisting of 30–40 cells. With further culture,
the MSs acquired the shape of dense conglomerates
with sharp contours consisting of morphologically
homogeneous cells. Due to the cell proliferation du-
ring culture the size of MSs increased, herewith their
average diameter to days 10–11 and 26–28 was 100–
120 µm and 160–180 µm, respectively. The number of
formed MSs was approximately 1.5 per 1 million cells
initially placed into the culture [20].

The multicellular spheroids, formed to day 10 from
the newborn piglet adrenal cells cultured under low
adhesion to the substrate, were cryopreserved (Fig. 1).
For cryopreservation of the adrenal gland-derived MSs,
we tested the cooling rates of 0.5 and 1 deg/min, re-
ported for neurosphere cryopreservation [5, 33]. Se-
ries of cryoprotective media with 5–10% DMSO, as
well as 25% FBS as a supplement to cryoprotective
medium, were also tested.

It is known that molecular structures of cells, res-
ponsible for their attachment to the substrate, may be
damaged during cryopreservation [14]. Supported with
this fact, the assessment of an adhesive capability
of frozen-thawed cells is one of the most common me-
thods for testing their state. After cryopreservation in
the media of different composition with two selected
cooling rates (0.5 and 1 deg/min), the specimens were
thawed and placed under the standard culture condi-
tions (adhesive surface, DMEM/F12 medium sup-
plemented with antibiotics and 10% FBS, 37°C and
5% CO2).

The intact (control) MSs, transferred from the low-
adhesive conditions onto the adhesive surface, atta-
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виях низкой адгезии к подложке, подвергали крио-
консервированию (рис. 1). Для криоконсерви-
рования МС, полученных из надпочечников, были
апробированы скорости охлаждения 0,5 и 1 град/
мин, которые используются для криоконсерви-
рования нейросфер [9, 33]. Также был протести-
рован ряд криозащитных сред с ДМСО в концент-
рации 5–10%, а также FBS в концентрации 25% в
качестве добавочного компонента к криозащит-
ной среде.

Известно, что в процессе криоконсервирования
могут повреждаться молекулярные структуры
клетки, ответственные за их прикрепление к суб-
страту [18]. Учитывая данный факт, одним из об-
щепринятых методов тестирования состояния раз-
мороженных клеток является оценка их адгезивной
способности. После криоконсервирования в средах
различного состава при двух выбранных скоростях
охлаждения (0,5 и 1 град/мин) образцы размора-
живали и помещали в стандартные условия культи-
вирования (адгезивная поверхность, среда DMEM/
F12 с добавлением антибиотиков и 10% FBS при
37°С и содержании в атмосфере 5% СО2).

Интактные (контрольные) МС, перенесенные
из низкоадгезивных условий на адгезивную поверх-
ность, прикреплялись в течение нескольких часов.
После первых суток адгезивная способность конт-
рольных образцов МС составляла (85,1 ± 17,0)%
(рис. 2).

После криоконсервирования МС сохраняли
способность к прикреплению, однако этот пока-
затель изменялся в зависимости от состава среды
и скорости охлаждения. Статистически значимое
уменьшение адгезивной способности по сравнению
с контролем наблюдалось при использовании сред
с 5 и 7% ДМСО при обеих скоростях охлаждения.
Наилучшие показатели адгезивной способности
МС были получены при консервировании в крио-
защитной среде с 10% ДМСО и 25% FBS при ско-
рости охлаждения 0,5 град/мин (73,3 ± 14,6)%. Кроме
того не наблюдалось статистически значимой раз-
ницы между интактным контролем и образцами,
криоконсервированными в присутствии 10% ДМСО
при 1 град/мин.

Ранее показано [7], что из МС, полученных из
надпочечников новорожденных поросят, выселя-
ются НБК, экспрессирующие специфический мар-
кер нейробластов β-III-тубулин. На данном этапе
исследования необходимо было проверить, сохра-
няется ли подобное свойство МС после криокон-
сервирования.

Установлено, что криоконсервирование влияет
на способность клеток МС к продуцированию ней-
робластоподобных клеток. В интактных образцах
МС выселение НБК начиналось на протяжении
24 ч после помещения их на адгезивную поверх-

Рис. 1. Мультиклеточные сфероиды, сформировав-
шиеся на 10-е сутки из клеток надпочечников новорож-
денных поросят при культивировании в условиях низкой
адгезии к подложке.
Fig. 1. Multicellular spheroids, formed to day 10 from the
newborn piglet adrenal cells in culturing under low adhe-
sion to the substrate.
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Рис. 2. Адгезивная способность МС, криоконсервиро-
ванных в средах с разным составом.  – 0,5 град/мин;

 – 1 град/мин; сплошная линия – средние значения
адгезии в контроле; пунктирная линия – стандартное
отклонение среднего значения адгезии в контроле; * –
отличия значимы по сравнению с контролем, р < 0,05.
Fig. 1. Adhesive ability of MSs, cryopreserved in media of
various composition.  – 0.5 deg/min;  –  1 deg/min; solid
line – average values of adhesion in the control; dotted
line – standard deviation of the average adhesion value
in the control; * – differences are significant in comparison
with the control, p < 0.05.

ched within several hours. After the first day, an
adhesive capacity of the MSs control specimens was
(85.1 ± 17.0)% (Fig. 2).

After cryopreservation, MSs were able to attach,
but the estimated index of adhesion varied depending
on the medium composition and cooling rate.A sta-
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ность (рис. 3, A). В течение 9 суток количество
МС с выселением НБК возрастало с 39 до 58%
(рис. 4). В криоконсервированных образцах МС
также наблюдалось выселение клеток (рис. 3, B).
Во всех образцах, криоконсервированных со ско-
ростью охлаждения 0,5 град/мин, количество МС
с выселением НБК во все исследованные времен-
ные интервалы (1, 4 и 9 суток) было значимо меньше
по сравнению с контролем (рис. 4, A). При криокон-
сервировании со скоростью охлаждения 1 град/мин
в растворах с концентрацией ДМСО 5 и 7 % также
наблюдалось значимое уменьшение МС с выселе-
нием НБК по сравнению с контролем (рис. 4, B).

Наибольшая сохранность МС с выселением НБК
была отмечена в случае криоконсервирования со
скоростью охлаждения 1 град/мин в присутствии
10% ДМСО с 25% FBS. При этом на 4- и 9-е сутки
их количество составляло (40,5 ± 14,3) и (41,4 ±
10,0)% (в контроле (40,4 ± 12,2) и (58,1 ± 8,4)%
соответственно).

Чтобы установить, сохраняется ли экспрессия
β-III-тубулина в нейробластоподобных клетках
после криоконсервирования, нами были прове-
дены иммуноцитохимические исследования. Для
анализа использовали МС с наиболее высокими
показателями выселения нейробластоподобных
клеток. После криоконсервирования специфичес-
кое мечение антителами к β-III-тубулину наблю-
далось в МС и выселяющихся из них НБК (рис. 5),
характер и интенсивность окрашивания которых не
отличались от незамороженных образцов.

Как было показано ранее [3], в МС присутст-
вуют фибробластоподобные клетки, которые высе-
ляются при перенесении в адгезивные условия и
формируют монослой при последующем культи-

tistically significant decrease in adhesive capacity if
compared to the control was observed when using the
media with 5 and 7% DMSO and both cooling rates.
The biggest index of MSs adhesive ability was obtai-
ned after freeze-thawing in a cryoprotective medium
with 10% DMSO and 25% FBS at a cooling rate of
0.5 deg/min (73.3 ±14.6). In addition, there was no
statistically significant difference between the intact
control and the samples cryopreserved in the presence
of 10% DMSO at 1 deg/min.

It has been previously shown [3] that the NBCs,
expressing a specific marker of neuroblasts β-III-
tubulin, migrate out of the MSs, obtained from the
adrenal glands of newborn piglets. In this research it
was necessary to check whether such a property of
MSs was kept after cryopreservation.

It has been established that cryopreservation
affected the ability of MS to ‘produce’ NBCs. In
non-frozen-thawed samples the migration of NBCs
started within 24 hours after placing the MSs on
adhesive surface (Fig. 3A). Within 9 days the amo-
unt of MSs with the migrating NBCs increased from
39 to 58% (Fig. 4). In cryopreserved MSs, the cell
migration was also observed (Fig. 3B). In all the samles
cryopreserved at a cooling rate of 0.5 deg/min, the
number of MSs with the migrating NBCs was sig-
nificantly lower than in the control within all the in-
vestigated time intervals (1, 4 and 9 days) (Fig. 4A).
Following cryopreservation with a cooling rate of
1 deg/min in the solutions of 5 and 7% DMSO, we also
have found a significant decrease in MSs with migra-
ting NBCs if compared to the control (Fig. 4B).

The highest preservation rate of the MSs with the
migrating NBCs cells was noted in the case of cryopre-
servation with a cooling rate of 1 deg/min in the presence

Рис. 3.  Выселение нейробластоподобных клеток из МС, полученных из надпочечников новорожденных поросят
в течение 10 суток культивирования на низкоадгезивной поверхности и последующего переноса на адгезивную
поверхность: A – интактные МС, B – криоконсервированные МС.
Fig. 3. Migration of NBCs out of MSs, obtained from adrenal glands of newborn piglets during 10 days of culturing
on a low-adhesive and subsequent transfer to adhesive surface: A – intact MSs, B – cryopreserved MSs.

A B
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вировании. Такой монослой служит «фидером» для
разрастания нейробластов и формирования сетей
из их отростков. В связи с этим сохранение субпо-
пуляции фибробластоподобных клеток является
важной задачей при выборе режима криоконсер-
вирования.

При перенесении размороженных МС в культу-
ральные планшеты с адгезивной поверхностью фор-
мирование монослоя замедлялось по сравнению
с контрольными (незамороженными) образцами
(рис. 6). В контроле 90%-й монослой фибробласто-

samples frozen-thawed with a cooling rate of 0.5 deg/
min in cryoprotective media, containing 5 or 10%
DMSO (Fig. 6B).

Cryopreservation of cell suspensions is widely used
in biology and medicine for a long-term storage of cell
lines, reproductive and somatic cells [2]. For this pur-
pose, various cooling regimens have been developed
and the compositions of cryoprotective media optimal
for each cell type have been selected. Nevertheless,
cryopreservation of multi-cell systems, including the
MSs, is more complicated, since during freezing their
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Рис. 4. Количество МС с выселением НБК в течение 9 суток культи-
вирования: МС, криоконсервированные при 0,5 (A) и 1 град/мин (В).

 – 1 сутки;  – 4 сутки;  – 9 сутки; *, #, $ – значимые отличия показателя
выселения в соответствующие сутки культивирования по сравнению
с контролем, р < 0,05.
Fig. 4. Number of MSs with migrating NBCs within 9 days of culturing:
MSs, cryopreserved at 0.5°C/min (A) and at 1°C/min (B).  – 1 day;

 –  4 days;  – 9 days; *, #, $ – significant differences in migration index
for corresponding day of culturing as compared to the control, p < 0.05.
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of 10% DMSO and 25% FBS. Herewith
to day 4 and 9 their number made
(40.5 ± 14.3) and (41.4 ± 10.0)% (in the
control these were (40.4 ± 12.2) and
(58.1 ± 8.4)%, respectively).

To determine whether β-III-tubulin
expression is preserved in NBSs after
cryopreservation, we performed immu-
ne cytochemical staining. For the ana-
lysis we have selected the MSs with
the highest migration of NBSs. Specific
labeling with antibodies to β-III-tubulin
was observed in the post-thaw MSs
and migrating NBCs (Fig. 5), the nature
and intensity of staining did not differ
from the un-frozen samples.

As it was shown earlier [25] the
fibroblast-like cells were present in
the MSs, which were migrating follo-
wing the transfer to the adhesive condi-
tions and forming a monolayer during
subsequent culturing. Such a monolayer
serves as a ‘feeder’ providing the proli-
feration of neuroblasts and formation
of networks made of the cell processes.
In this regard, the preservation of a sub-
population of fibroblast-like cells is
important when choosing the cryopre-
servation regimen.

When the thawed MSs were trans-
ferred to culture plates with adhesive
surface, monolayer formation was slo-
wed down if compared to the control
(non-frozen-thawed) samples (Fig. 6).
In the control, a 90% monolayer of fib-
roblast-like cells was formed to day 7
after MSs transfer. In the wells with
cryopreserved MSs only 3–6% mono-
layer was formed at this time of culti-
vation. The highest potential for mono-
layer formation was retained by MSs
samples, frozen-thawed with cooling
rate of 1 deg/min in cryoprotective me-
dia containing 10% DMSO (Fig. 6A).
The monolayer was not formed in the
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подобных клеток образовывался на 7-е сутки после
посева МС. В криоконсервированных МС на дан-
ном сроке культивирования формировалось 3–6%
монослоя. При этом наибольший потенциал сохра-
няли образцы МС, консервированные со скоростью
охлаждения 1 град/мин в криозащитных средах,
содержащих 10% ДМСО (рис. 6, A). Монослой не
формировался в образцах, консервированных со
скоростью охлаждения 0,5 град/мин в криозащит-
ных средах, содержащих 5 и 10% ДМСО (рис. 6, B).

Криоконсервирование клеточных суспензий
широко применяется в биологии и медицине для
долгосрочного хранения клеточных линий, репро-
дуктивных и соматических клеток [1]. Для этой
цели разработаны различные режимы охлаждения
и подобраны оптимальные для каждого типа клеток
составы криозащитных сред. Однако криоконсер-
вирование многоклеточных систем, в том числе
МС, является более сложной задачей, поскольку в
процессе замораживания может быть нарушена их

structure may be damaged. Therefore, the development
of cryopreservation protocols, aimed at preserving the in-
tegrity of the three-dimensional cell aggregates, viability
and functional properties of their cells, is essential.

For each type of bioobject during cryopreservation,
the optimal cooling rate, type and concentration of the
cryoprotectant should be selected. Many methods of
cryopreservation have been tested in the colonies of
neural stem cells, i. e. the neurospheres. In the report
of F.C. Tan et al. [29] it was emphasized that cryopreser-
vation with a low cooling rate (1 deg/min) reduced the
viability of cells in the neurosphere by 30% if compared
to the cells subjected to the vitrification of the sample.
Despite the fact, most contemporary cryopreservation
protocols are based exactly on the method used for
neurospheres, and include cooling rate of 1 deg/min and
cryoprotective medium with 10% DMSO [5, 17, 33].

Using the MSs obtained from adrenal glands of new-
born piglets we have evaluated the efficiency of free-
zing at two low cooling rates (0.5 and 1 deg/min) and

Рис. 5. Типичные изображения контрольных (A, B) и криоконсервированных (C, D) МС, окрашенных антителами
к β-III-тубулину (зеленая флуоресценция). Изображения представлены в режиме флуоресценции (A, C) и
проходящем свете (B, D).
Fig. 5. Typical images of control (A, B) and cryopreserved (C, D) MSs, stained with antibodies to β-III-tubulin (green
fluorescence). Images were made with fluorescencent (A, C) and transmitted light microscopy (B, D).

A B

C D
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структура. В связи с этим актуальным является
разработка протоколов криоконсервирования, нап-
равленная на сохранение целостности трехмерных
клеточных агрегатов, жизнеспособности и функ-
циональных свойств их клеток.

Для криоконсервирования каждого типа био-
объекта необходимо подобрать оптимальную ско-
рость охлаждения, вид и концентрацию криопро-
тектора. Многие способы криоконсервирования были
апробированы на колониях нейральных стволовых
клеток – нейросферах. В работе F.C. Tan и соавт. [29]
установили, что криоконсервирование с низкой ско-
ростью охлаждения (1 град/мин) на 30% снижает
жизнеспособность клеток в составе нейросфер по
сравнению с витрифицированными клетками. При
этом в настоящее время используется стандартный
протокол криоконсервирования нейросфер, вклю-
чающий скорость охлаждения 1 град/мин и криоза-
щитную среду на основе 10% ДМСО [9, 21, 33].

В работе на МС, полученных из надпочечников
новорожденных поросят, нами была оценена эф-
фективность замораживания при двух низких
скоростях охлаждения (0,5 и 1 град/мин) и криоза-
щитных сред на основе криопротектора ДМСО
в концентрации от 5 до 10%. Кроме того, был по-
лучен значительный стабилизирующий эффект
[5, 13, 22], а также протестированы среды с при-
сутствием FBS. На основе анализа результатов изу-
чения характеристик криоконсервированных МС
(способность к адгезии, выселению НБК клеток и
формированию монослоя фибробластоподобными
клетками) можно заключить, что наиболее прием-
лемым является режим с использованием ско-
рости охлаждения 1 град/мин и криозащитной среды,
содержащей 10% ДМСО. Добавление 25% FBS
значимо не влияло на результат криоконсервиро-
вания, но при этом наблюдалась тенденция к повы-
шению способности МС, замороженных в среде с
сывороткой, к выселению нейробласто- и фибро-
бластоподобных клеток.

Известно, что криоконсервирование влияет не
только на сохранность стволовых/прогениторных
клеток разных тканей, но и на их способность к диф-
ференцировке [20, 32]. В наших экспериментах уста-
новлено, что после консервирования со скоростью
охлаждения 1 град/мин в криозащитной среде, со-
держащей 10% ДМСО, сохранялась способность
МС к выселению НБК клеток. Экспрессия маркера
нейробластов β-III-тубулина в культуре МС, крио-
консервированных в данном режиме, соответст-
вовала таковой в интактной культуре МС.

Выводы
Криоконсервирование МС, полученных из над-

почечников новорожденных поросят, со скоростью
охлаждения 1 град/мин в среде на основе 10% ДМСО

cryoprotective media based on DMSO at concentra-
tions ranging from 5 to 10%. Considering the significant
stabilizing effect of FBS [9, 18, 28], some media con-
tained this substance . The analysis of characteristics
of cryopreserved MSs (ability to adhere, migration of
NBCs and forming a monolayer with fibroblast-like
cells) allow us to conclude that the most acceptable
mode is the application of a cooling rate of 1 deg/min
and a cryoprotective medium containing 10% DMSO.
The supplementing of the media with 25% FBS did
not significantly affect the outcome of cryopreservation,
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Рис. 6. Относительная площадь монослоя, формируе-
мого фибробластоподобными клетками в течение 15 су-
ток культивирования, после криоконсервирования МС
со скоростью охлаждения 0,5 град/мин (А) и 1 град/мин
(В) и их переноса в культуральные планшеты с адге-
зивной поверхностью. Концентрации ДМСО и FBS:  –
5%;  – 7%;  – 10%;  – 5% + FBS;   – 7% + FBS;  –
10% + FBS.
Fig. 6. Relative area of monolayer formed by fibroblast-
like cells during 15 days of culturing after cryopreservation
of MSs at cooling rate of 0.5 deg/min (A) and 1 deg/min (B)
and transferring them to culture plates with adhesive
surface. Concentrations of DMSO and FBS:  – 5%;  –
7%;  – 10%;  – 5% + FBS;   – 7% + FBS;  – 10% + FBS.
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позволяет сохранить их способность к прикрепле-
нию, а также, как минимум, двух субпопуляций кле-
ток: формирующих монослой фибробластов и высе-
ляющихся нейробластоподобных клеток.

albeit there was a tendency to an increased migration
of neuroblast- and fibroblast-like cells out of the MSs,
frozen-thawed in medium with the serum.

It is known that cryopreservation affects not only
the survival of stem/ progenitor cells of different tissues,
but also their ability to differentiate [16, 32]. Our experi-
ments demonstrated that after cryopreservation with
a cooling rate of 1 deg/min in a cryoprotective medium
containing 10% DMSO, the ability of the NBCs cells
migration out of MSs was kept. The expression of neuro-
blast β-III-tubulin marker in MSs culture, cryopreser-
ved according to this combination, corresponded to that
in MSs intact culture.

Conclusions
Cryopreservation of the MSs, derived from the ad-

renal glands of newborn piglets at a cooling rate of
1 deg/min in a 10% DMSO medium enabled the retaining
of spheres’ adhesive ability, as well as the survival of
at least two subpopulations of cells: monolayer-forming
fibroblast-like and migrating neuroblast-like cells.
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