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Реферат: У роботі досліджували вплив кріоконсервування з різними концентраціями диметилсульфоксиду (ДМСО) на 
морфофункціональні властивості культури клітин зі спінальних гангліїв (ККСГ). Клітини отримували зі спінальних гангліїв 
неонатальних поросят і культивували протягом 7 діб у живильному середовищі α-МЕМ з 10% фетальної телячої сироватки (ФТС). 
За даних умов спостерігається переважний ріст мантійних гліоцитів (МГ). Отриману культуру кріоконсервували на етапі 1 зі 
швидкістю 0,5 град/хв до –20°С, на етапі 2 – 1 град/хв до –80°С, після чого зразки занурювали у рідкий азот. Використовували 
кріозахисні розчини на основі середовища α-МЕМ, 25% ФТС та ДМСО в кінцевих концентраціях 5, 7,5 та 10%. Після відігріву 
на 10-ту добу субкультивування оцінювали життєздатність клітин, відносну площу моношару та експресію глутамінсинте-
тази як маркера МГ. Встановлено, що кріоконсервування ККСГ з використанням 7,5% ДМСО забезпечує після відігріву 87,7% 
життєздатних клітин та 85% відносної площі моношару від інтактного контролю. Кількість МГ становила близько 95%. Одер-
жані результати дозволяють рекомендувати обраний режим для низькотемпературного зберігання культур клітин, збагаче-
них МГ.

Ключові слова: кріоконсервування, культура клітин, спінальні ганглії, сателітні гліоцити, диметилсульфоксид, глутамінсин-
тетаза.

Abstract: The effect of cryopreservation with various concentrations of dimethyl sulfoxide (DMSO) on morphofunctional 
properties of the dorsal root ganglia cell culture (DRGCC) was investigated in this research. Cells were obtained from 
the dorsal root ganglia of neonatal piglets and cultured for 7 days in α-MEM with 10% fetal calf serum (FCS). These condi-
tions promote a predominant growth of satellite glial cells (SGCs). The resulting culture was cryopreserved at a rate of 
0.5 deg / min to –20°C at stage 1, and at 1 deg / min to –80°C at stage 2, afterwards the samples were immersed into 
liquid nitrogen. Cryoprotective solutions based on α-MEM, 25% FBS, and DMSO at final concentrations of 5, 7.5, and 10% 
were used. After warming on day 10 of sub-culturing, the cell viability, relative monolayer area, and glutamine synthetase 
expression as a marker of SGCs were evaluated. It has been established that cryopreservation of DRGCC using 7.5% 
DMSO provided 87.7% of viable cells after warming and 85% relative monolayer area in respect of an intact control. 
The amount of SGCs was about 95%. The obtained results allow us to recommend the chosen regimen for low temperature 
storage of cell cultures enriched with MG.

Key words: cryopreservation, cell culture, spinal ganglia, satellite glial cells, dimethyl sulfoxide, glutamine synthetase.
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Спінальні ганглії (СГ) в ембріогенезі фор-
муються з клітин-похідних нервового гребеня. 
Гістологічно ганглій містить тіла чутливих ней-
ронів (ЧН), які оточені мантійними гліоцитами 
(МГ), і мієлінізовані нервові волокна. Спінальні 
ганглії мають сполучнотканинну капсулу та про-
шарки ендоневрію з кровоносними судинами.

Культури клітин, отримані з чутливих ганг-
ліїв, широко використовують для дослідження
морфологічних, фенотипових властивостей ней-
ронів і периферичної глії, електрофізіологічних 
характеристик нейронів, механізмів передачі нер-
вового імпульсу, ноцицепції і регенерації аксо-
нів [12, 13, 19]. Оскільки чутливі ганглії в емб-

In embryogenesis the dorsal root ganglia (DRG) 
are formed from the neural crest-derived cells. 
Histologically, the ganglion contains the bodies of 
sensory neurons (SN), which are surrounded by 
satellite glial cells (SGCs) and myelinated nerve 
fi bers. The dorsal root ganglia have a connec-
tive tissue capsule and layers of endoneurium 
with blood vessels.

Cell cultures derived from sensory ganglia 
are widely used to study the morphological, 
phenotypic properties of neurons and peripheral 
glia, electrophysiological characteristics of neu-
rons, mechanisms of nerve impulse transmission, 
nociception, and axonal regeneration [11, 12, 19]. 



ріогенезі формуються з нервового гребеня, вони 
є цінним джерелом мультипотентних стовбу-
рових клітин [16, 17].

На особливу увагу спеціалістів у галузі меди-
ко-біологічних наук заслуговують МГ – гліаль-
ні клітини периферичної нервової системи. Ре-
зультати досліджень останніх років свідчать про 
важливу роль МГ у створенні мікрооточення 
ЧН, синаптичній передачі нервового імпульсу, 
рециркуляції нейромедіатору глутамату, відпо-
віді на запалення або пошкодження периферич-
ного нерва, а також у формуванні патологічно-
го хронічного болю [7, 18, 25]. Встановлено, що 
МГ мають характеристики нейральних стовбу-
рових клітин у культурі in vitro [3, 11, 26], тому 
можуть бути використані в регенеративній меди-
цині.

Застосування живильного середовища з дос-
татнім вмістом (10–15%) фетальної телячої си-
роватки (ФТС) дозволяє отримати зі СГ культуру 
клітин, збагачену МГ [1, 4, 14, 23]. Даний під-
хід було реалізовано в представленій роботі 
для отримання культури клітин спінальних ган-
гліїв (ККСГ), збагаченої МГ.

Відповідно до сучасних тенденцій щодо впо-
рядковування проведення експериментів на тва-
ринах [8], кріоконсервовані культури клітин є 
зручним матеріалом для вирішення багатьох 
біомедичних задач. При цьому для екстраполя-
ції отриманих даних на людину слід врахову-
вати вид експериментальної тварини як джере-
ла одержання культури клітин. У цьому аспекті 
більш прийнятним об’єктом є свиня, у якої бу-
дова і функція багатьох органів незрівнянно 
більш схожі з людською, ніж у лабораторних гри-
зунів [10]. На підставі наведеного вище можна 
вважати, що одержання культур клітин із тка-
нин свиней є перспективним.

Кріоконсервування – загальноприйнятий ме-
тод довгострокового зберігання первинних та 
перещеплюваних культур клітин. Однак у доступ-
ній науковій літературі відсутні відомості щодо 
чутливості ККСГ до чинників кріоконсервування.

Мета роботи – оцінка впливу кріоконсерву-
вання за різних концентрацій диметилсульфок-
сиду на морфофункціональні властивості куль-
тури клітин зі спінальних гангліїв неонаталь-
них поросят, збагаченої мантійними гліоцитами.

Матеріали і методи
Експерименти проводили відповідно до Зако-

ну України «Про захист тварин від жорстокого 
поводження» (№ 3447-IV від 21.02.2006 р.) з до-
триманням вимог Комітету з біоетики Інституту 
проблем кріобіології і кріомедицини НАН Ук-

Since sensory ganglia in embryogenesis are for-
med from the neural crest, they are a valuable 
source of multipotent stem cells [15, 16].

The experts in biomedical sciences pay a special 
attention to SGCs, i. e. glial cells of the peri-
pheral nervous system. The results of recent studies 
indicate an important role of SGCs when creating 
the microenvironment of SN, synaptic transmis-
sion of nerve impulse, neurotransmitter glutamate 
cycle, response to infl ammation or damage of 
the peripheral nerve, as well as in the formation of 
pathological chronic pain [6, 17, 25]. SGCs have 
been shown to have characteristics of neural stem 
cells in culture in vitro [2, 10, 26], and therefore 
can be used in regenerative medicine.

The use of a nutrient medium with suffi  cient 
content (10–15%) of fetal calf serum (FCS) allows 
to obtain cell culture enriched with SGCs from 
DRG [1, 3, 13, 23]. This approach was implemen-
ted in the presented research to obtain of dorsal 
root ganglia a cell culture (DRGCC) enriched 
with SGCs.

According to current trends to regulate the expe-
riments in animals [7], the cryopreserved cell cul-
tures are a convenient platform for solving many 
biomedical tasks. In this case, to extrapolate the 
obtained data to humans, the species of experimen-
tal animal as a source of cell culture should be 
considered. In this respect, a pig is more suitable 
object in which the structure and function of many 
organs is incomparably more similar to that of 
humans than those of laboratory rodents [9]. Ba-
sed on the above, we can assume that the deriving 
of cell cultures from pig tissues is promising.

Cryopreservation is a common method of long-
term storage of primary and transplanted cell cul-
tures. However, the available scientifi c reports lack 
an information on the sensitivity of DRGCC to 
cryopreservation factors.

The aim of this study was to evaluate the eff ect 
of cryopreservation in the presence of diff erent 
concentrations of DMSO on morphofunctional pro-
perties of cell culture derived from neonatal pig-
lets’ dorsal root ganglia enriched with satellite 
glial cells.

Materials and methods
The experiments were carried out in accordance 

with the Law of Ukraine ‘On the Protection of 
Animals Against Cruelty’ (No. 3447-IV of February 
2st, 2006) in compliance with the requirements of 
the Committee in Bioethics of the Institute for Prob-
ems of Cryobiology and Cryomedicine of the Natio-
nal Academy of Sciences of Ukraine, in accordan-
ce with the provisions of the ‘European Convention 

159проблеми кріобіології і кріомедицини
problems of cryobiology and cryomedicine
том/volume 30, №/issue 2, 2020



160 проблеми кріобіології і кріомедицини
problems of cryobiology and cryomedicine

том/volume 30, №/issue 2, 2020

раїни, узгоджених із положеннями «Європейської 
конвенції про захист хребетних тварин, які вико-
ристовуються для експериментальних та інших 
наукових цілей» (Страсбург, 1986).

Роботу проводили на СГ поросят добового 
віку. Суспензію клітин зі СГ отримували шля-
хом трьохетапної ферментативної обробки за 
методом А.С. de Luca і співавт. [6]. Для цього 
СГ спочатку інкубували протягом години в роз-
чині 1,25 мг/мл колагенази типу IА («ПанЕко», 
Росія), який готували на середовищі α-МЕМ. 
Ферментативний розчин видаляли, ополіскували
свіжим середовищем і повторювали процедуру 
обробки з колагеназою. Потім видаляли фер-
ментативний розчин і обробляли 0,25%-м розчи-
ном трипсину-ЕДТА з солями Хенкса («ПанЕко»)
протягом 30 хв. Механічну дезагрегацію клітин 
СГ проводили шляхом піпетування. Отриману 
суспензію клітин фільтрували через нейлонове 
сито і відмивали двічі при 110g.

Клітини висівали в концентрації 5 × 105 кл/мл 
на пластикові чашки Петрі з поверхнею, обробле-
ною полі-D-лізином («Orange Scientifi c», Бель-
гія), і культивували при 37°С в атмосфері з 5% 
СО2 на живильному середовищі α-МЕМ із дода-
ванням 10% ФТС («ВioSera», Франція), гентамі-
цину («ПанЕко», 100 мкг/мл) і амфотеріцину В
(«ПанЕко», 2,5 мкг/мл). Заміну середовища здійс-
нювали кожні 3–4 доби. Час культивування 
становив 7 діб. Всього з отримання ККСГ було 
проведено 14 експериментів.

Для субкультивування або кріоконсервуван-
ня клітини первинної культури відкріпляли від 
підкладки 0,25%-м розчином трипсину з ЕДТА 
з солями Хенкса («ПанЕко») і відмивали у жи-
вильному середовищі з додаванням ФТС шля-
хом центрифугування протягом 5 хв при 110g 
на центрифузі MPW-260R («MPW Med. Instru-
ments», Польща). Отриману клітинну суспензію
ділили на дві частини. Одну частину (контроль)
висівали в 24-лункові планшети («SPL Life-
Sciences», Республіка Корея) на живильне сере-
довище вищевказаного складу і продовжува-
ли культивувати. Посівна концентрація клітин 
становила 4 × 104 кл/мл. Другу частину клітин 
кріоконсервували в захисному розчині, що міс-
тило живильне середовище α -МЕМ, 25% ФТС та 
ДМСО («AppliСhem», Німеччина) у кінцевих кон-
центраціях 5, 7,5 та 10%. До 0,5 мл клітинної 
суспензії з концентрацією 2 × 105 кл/мл дода-
вали рівний об’єм попередньо витриманого при
10°С середовища з подвійною концентрацією
ДМСО. Таким чином загальний об’єм кріокон-
сервованої суспензії становив 1 мл. Насичення 
кріопротектором проводили протягом 10 хв.

on the Protection of Vertebrates, Used for Experi-
mental and Other Scientifi c Purposes’ (Strasbourg, 
1986).

The research was performed in DRG of day-
old piglets. The suspension of cells with DRG was 
obtained by three-step enzymatic treatment accor-
ding to the method of A. de Luca et al. [5]. For 
this purpose, DRG was fi rst incubated for one hour 
in a solution of 1.25 mg/ml collagenase type IA 
(PanEco, Russia), which was prepared with α-MEM. 
The enzyme solution was removed, rinsed with 
fresh medium and the treatment with collagenase 
was repeated. Then the enzyme solution was remo-
ved and treated with 0.25% trypsin-EDTA solu-
tion with Hanks salts (PanEco) for 30 min. DRG 
cells were mechanicaly disaggregated by pipetting. 
The resulted cell suspension was fi ltered through 
a nylon sieve and washed twice at 110g.

Cells were plated at a concentration of 5 × 105 
cells/ml to plastic Petri dishes with a surface trea-
ted in poly-D-lysine (Orange Scientifi c, Belgium), 
and cultured at 37°C in an atmosphere of 5% 
CO2 with α-MEM with the addition of 10% FCS 
(BioSera, France), gentamicin («PanEco», 100 μg / ml)
and amphotericin B (PanEco, 2.5 μg/ml). The 
medium was changed every 3–4 days. The cultivation 
time was 7 days. In total, 14 experiments were 
performed to obtain the DRGCC.

For sub-culturing or cryopreservation, the pri-
mary culture cells were detached from the substrate 
with a 0.25% trypsin EDTA solution with Hanks 
salts (PanEco) and washed in nutrient medium by 
the addition of FCS by centrifugation for 5 min 
at 110g MPW- 260R (MPW Med. Instruments, 
Poland). The resulted cell suspension was divi-
ded into two parts. One part (control) was seeded 
into 24-well plates (SPL LifeSciences, Republic 
of Korea) with the nutrient medium of the above 
composition and culturing continued. The seeding 
concentration of cells was 4 × 104 cells/ml. The 
second part of the cells was cryopreserved in a 
protective solution containing α-MEM, 25% FCS 
and DMSO (AppliChem, Germany) at fi nal concent-
rations of 5, 7.5 and 10%. To 0.5 ml of cell suspen-
sion at a concentration of 2 × 105 cells/ml was ad-
ded an equal volume of pre-incubated at 10°C 
medium with double concentration of DMSO. Thus, 
the total volume of cryopreserved suspension was 
1 ml. The saturation with cryoprotectant was carried 
out for 10 min.

Samples were frozen in SPL Life Sciences test 
tubes at step 1 at a rate of 0.5 deg/min to –20°C, and 
at 1 deg/min to –80 °C at step 2, and then immersed 
into liquid nitrogen. The samples were warmed in 
a water bath at 37°C. To remove the cryoprotectant, 



Зразки заморожували у кріопробірках («SPL 
Life Sciences») на етапі 1 зі швидкістю 0,5 град/
хв до –20°С, на етапі 2 – 1 град/хв до –80°С, після
чого занурювали в рідкий азот. Зразки відігрі-
вали на водяній бані при температурі 37°С. Для 
видалення кріопротектору до розмороженої су-
спензії клітин по краплях додавали 10-кратний 
об’єм живильного середовища α-МЕМ, цен-
трифугували протягом 5 хв при 110g, супер-
натант видаляли. Клітини висівали в 24-лун-
кові планшети і культивували, як вказано вище.

Збереженість і вихід клітин після кріокон-
сервування оцінювали за допомогою методу за-
барвлювання з трипановим синім. Для цьо-
го використовували 0,4%-й розчин барвника, 
який додавали до суспензії клітин у співвідно-
шенні 1:1. Показник збереженості клітин виз-
начали у відсотках як відношення кількості 
незабарвлених клітин до їх загальної кількості. 
Вихід клітин визначали у відсотках як відно-
шення кількості незабарвлених клітин після 
кріоконсервування до їх кількості до кріокон-
сервування.

Клітинний моношар, сформований після пе-
ресіву контрольної або кріоконсервованої ККСГ 
(субкультивування), піддавали морфологічному 
аналізу. Відносну площу клітинного моношару 
оцінювали на різну добу культивування за ме-
тодом Е. М. Плаксиної та співавт. [2]. Для цього 
клітини, культивовані в 24-лункових планше-
тах, фіксували в 4%-му розчині параформаль-
дегіду («Sigma», США) протягом 30 хв, потім 
забарвлювали гематоксиліном і еозином. Планше-
ти сканували на сканері «Epson Perfection V10» 
(«Epson», Японія). Відносну площу, займану мо-
ношаром клітин, підраховували за допомогою 
програми «AxioVision Rel. 4.8» («Carl Zeiss», 
Німеччина) за формулою:

S моношару = ∑ S забарвлених ділянок /S лунки × 100%.

Експресію глутамінсинтетази (ГС) як мар-
кера МГ вивчали імуноцитохімічним методом. 
Використовували перші кролячі антитіла до ГС 
(«Abcam», Велика Британія) в розведенні 1:700 
та другі козячі антикролячі Alexa488-кон’юго-
вані антитіла («Abcam») у розведенні 1:800. Клітин-
ний моношар фіксували 15 хв в 4%-му розчині 
параформальдегіду з подальшим відмиванням
PBS тричі по 5 хв. Пермеабілізацію проводили
в 0,3%-му розчині Triton Х-100 («Sigma») впро-
довж 10 хв. Неспецифічне зв’язування антитіл 
блокували розчином PBS, який містив 0,1% Tri-
ton Х-100 («Sigma»); 1% бичачого сироваткового 
альбуміну («Біолот», Росія); 0,3 М гліцину («Rea-

a 10-fold volume of α-MEM was dropwise added 
to the thawed cell suspension, centrifuged for 5 
min at 110g, and the supernatant was removed. 
Cells were seeded in 24-well plates and cultured 
as indicated above.

Preservation and cell yield after cryopreserva-
tion were evaluated using the trypan blue staining 
method. To this end, a 0.4% dye solution was 
used, which was added to the cell suspension in 
a 1 : 1 ratio. The cell retention rate was defi ned as 
a percentage as the ratio of the number of unstained 
cells to their total. Cell output was defi ned as 
a percentage as the ratio of the number of unstai-
ned cells after cryopreservation to their number 
prior to cryopreservation.

The cell monolayer formed after transplanta-
tion of control or cryopreserved DRGCC (sub-
culturing) was subjected to morphological analysis. 
The relative area of the cell monolayer was evaluated 
at diff erent days of cultivation by the method of 
E.M. Plaksina et al. [18]. With this aim the cells 
cultured in 24-well plates were fi xed in 4% 
paraformaldehyde (Sigma, USA) for 30 min, then 
stained with hematoxylin and eosin. The culture 
plates were scanned on an Epson Perfection V10 
(Epson, Japan) scanner. The relative area occupied 
by the monolayer of cells was calculated using 
the AxioVision Rel. 4.8 (Carl Zeiss, Germany) by 
the formula:

S monolayer = ∑ S stained sections / S wells × 100%.

The expression of glutamine synthetase (GS) as 
a marker of SGCs was studied by immunocytoche-
mistry method. There were used the fi rst rabbit 
antibodies to GS (Abcam, UK) at a 1:700 dilution 
and the second goat anti-rabbit Alexa488-con-
jugated antibodies (Abcam) at a 1:800 dilution. 
The cell monolayer was fi xed for 15 min in a 4% 
paraformaldehyde solution, followed by washing 
with PCS three times for 5 min. Permeabilization 
was performed in 0.3% Triton X-100 (Sigma) solu-
tion for 10 min. Nonspecifi c antibody binding was 
blocked with a PCS solution containing 0.1% Tri-
ton X-100 (Sigma); 1% bovine serum albumin (Bio-
lot, Russia); 0.3 M glycine (Reanal, Hungary) for 
one hour at room temperature. Incubation with the 
fi rst antibodies was performed overnight at 4°C fol-
lowed by PCS washing, with the second antibodies 
30 min in the dark at room temperature followed 
by PCS washing. Cell nuclei were stained with a solution 
of Hoechst 33342 (5 μg/ml, Sigma) in PCS for 30 min 
in the dark at room temperature. The relative num-
ber of GS-positive cells per 100 cells of the mono-
layer was calculated and expressed as a percentage.
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nal», Угорщина) впродовж години при кімнат-
ній температурі. Інкубацію з першими антиті-
лами проводили протягом ночі при 4°С із по-
дальшим відмиванням PBS, з другими антиті-
лами – 30 хв у темряві при кімнатній температурі
з подальшим відмиванням PBS. Ядра клітин 
забарвлювали розчином Hoechst 33342 (5 мкг/мл,
«Sigma») у PBS протягом 30 хв у темряві при 
кімнатній температурі. Підраховували відносну
кількість ГС-позитивних клітин на 100 клітин
моношару і виражали у відсотках.

Мікрофотозйомку здійснювали за допомогою 
інвертованого мікроскопа «Біомед-4И» («Біо-
мед», Росія) з відеоокуляром «ToupCam 9 Мпкс» 
(«ToupCam», Китай) і флуоресцентного мікрос-
копа «Carl Zeiss Axio Observer Z1» («Carl Zeiss»). 
Морфометричний аналіз проводили з викори-
станням програми «ToupView 3.7» («ToupCam») і 
«AxioVision Rel. 4.8» («CarlZeiss»).

Оцінку розподілу даних проводили за допо-
могою W-критерію Шапіро-Уїлка, значущість 
відмінностей розраховували за параметричним 
t-критерієм Стьюдента (для груп із нормаль-
ним розподілом даних) і непараметричного кри-
терію Краскела-Уолліса (для груп із ненормаль-
ним розподілом даних). Відмінності вважали 
статистично значущим при p < 0,05.

Результати та обговорення
За складом первинна ККСГ неонатальних по-

росят є гетерогенною (рис. 1). На 7-му добу куль-
тивування в ній виявляються кластери світлих 
великих клітин і моношар, що складається з 
фібробластоподібних клітин (ФБК), полігональ-
них і веретеноподібних клітин із двома тон-
кими відростками. Як було раніше встановлено, 
кластери великих клітин є тілами ЧН, а полі-
гональні та веретеноподібні клітини відносяться 
до МГ [4, 14, 23]. Одержана культура була під-
дана кріоконсервуванню.

Кріоконсервування у всіх використаних за-
хисних середовищах зменшувало показник збе-
реженості клітин, який у контрольній ККСГ 
становив (92,6 ± 1,6) % (рис. 2), після кріокон-
сервування в середовищах з 5 і 10% ДМСО він 
знижувався на 9,3 і 8,9 % відповідно (p < 0,05), 
а в середовищі з 7,5% ДМСО – на 4,9%. Вихід 
життєздатних клітин був максимальним за умов 
використання кріозахисного середовища на ос-
нові 7,5% ДМСО (рис. 2).

Морфологічний аналіз показав, що після пе-
ресіву в контрольній і кріоконсервованій ККСГ 
тіла ЧН були відсутні (рис. 3). На початко-
вих строках культивування (1–6 доба) у контроль-
ній культурі моношар складався з МГ, розта-

Microphotography was performed using an in-
verted microscope Biomed-4I (Biomed, Russia) with 
a video eyepiece ToupCam 9MP (ToupCam, China) 
and a fl uorescence microscope Carl Zeiss Axio 
Observer Z1 (Carl Zeiss, Germany). Morphomet-
ric analysis was carried out using ToupView 3.7 
(ToupCam) and AxioVision Rel. 4.8 (CarlZeiss).

The data distribution was estimated using 
the Shapiro-Wilk W-test; the signifi cance of the 
diff erences was calculated using the Student’s para-
metric t-test (for groups with normal data distribu-
tion) and nonparametric Kraskell-Wallis test (for 
groups with abnormal data distribution). The dif-
ferences were considered signifi cant at p < 0.05.

Results and discussion
Composition of primary DRGCC of neonatal 

piglets is heterogeneous (Fig. 1). On day 7 of cul-
tivation, the clusters of light large cells and a 
monolayer consisting of fi broblast-like cells (FBCs), 
polygonal and spindle-shaped cells with two thin 
processes are found in it. As previously establi-
shed, large cell clusters are SN bodies, and polygonal 
and spindle cells belong to SGCs [3, 13, 23]. The 
resulted culture was cryopreserved.

Cryopreservation in all protective used media
reduced the cell rate, which in the control 
DRGCC was (92.6 ± 1.6)% (Fig. 2), after preser-
vation in media with 5 and 10% DMSO, it decreased 
by 9.3 and 8. 9% respectively (p < 0.05), and in 
the medium with 7.5% DMSO it did by 4.9%. The 
yield of viable cells was maximal when a cryoprotec-
tive medium based on 7.5% DMSO was used (Fig. 2).

Рис. 1. ККСГ неонатальних поросят на 7-му добу куль-
тивування. Довгою стрілкою позначено кластер тіл ЧН, 
короткими – МГ.
Fig. 1. DRGCC of neonatal piglets on day 7 of cultivation. 
The long arrow indicates the cluster of SN bodies, the short 
ones indicates SGCs.



шованих на підкладці з ФБК (рис. 3, A). Кріо-
консервування впливало на клітинний склад та 
швидкість формування моношару. В кріокон-
сервованих культурах спочатку відбувалося роз-
ростання МГ, які формували комірчасту «мере-
жу», тоді як активне розростання ФБК спостері-
галося пізніше (рис. 3, B–D). 

На 4-ту добу в контролі відносна площа 
моношару становила (86,2 ± 4,7)% (рис. 4), у кріо-
консервованих зразках вона була майже в 2 рази
менша. При цьому даний показник у ККСГ, 
кріоконсервованих із різними концентраціями
ДМСО, значуще не відрізнявся: 5 % ДМСО – 
(36,2 ± 6,2)%; 7,5 % ДМСО – (37,5 ± 5,0)%; 
10% ДМСО – (45,0 ± 7,1)%. На 10-ту добу значу-
щих відмінностей показника між контрольною
та кріоконсервованими культурами вже не спо-
стерігалося.

Характерною особливістю МГ є великий вміст 
ГС – ферменту, який каталізує перетворення 
глутамату в глутамін [15]. Однак відомо, що 
шваннівські клітини, які забезпечують мієлі-
нізацію аксонів ЧН та присутні в СГ, не експре-
сують ГС [26], тому використання антитіл до 
ГС дозволяє відрізнити субпопуляцію МГ від 
інших представників периферичної глії у ККСГ. 

Забарвлення антитілами до ГС підтверди-
ло належність полігональних і веретенопо-
дібних клітин із двома тонкими відростками 

Morphological analysis showed that 
after cubculturing in the control and 
cryopreserved DRGCC, the SN bodies 
were absent (Fig. 3). At initial cultiva-
tion terms (1–6 days) in the control 
culture, the monolayer consisted of 
SGCs located on a substrate with FBC 
(Fig. 3A). Cryopreservation infl uenced 
the cellular composition and rate of 
monolayer formation. In cryopreserved 
cultures, MG growths were fi rst obser-
ved, which formed a cellular ‘network’, 
whereas active growth of FBC was 
observed later (Fig. 3, B–D).

On day 4 in the control, the monolayer 
relative area was (86.2 ± 4.7)% (Fig. 4), 
in cryopreserved samples it was almost 
2 times smaller. At the same time, this 
indicator did not diff er signifi cantly in 
DRGCC, cryopreserved with diff erent 
concentrations of DMSO: 5% DMSO – 
(36.2 ± 6.2)%; 7.5% DMSO – (37.5 ±
± 5.0)%; 10% DMSO – (45.0 ± 7.1)%. 
On day 10 the strong diff erences bet-
ween the control and cryopreserved
cultures were no longer observed.

Рис. 2. Збереженість (■) та вихід (□) ККСГ неонатальних поросят 
після кріоконсервування в кріозахисних середовищах із різними 
концентраціями ДМСО. * – різниця значуща порівняно з контролем 
(К), p < 0,05.
Fig. 2. Preservation (■) and yield (□) of DRGCC of neonatal piglets 
after cryopreservation in cryoprotective media with diff erent concentra-
tions of DMSO. * – diff erence is signifi cant compared to the control, 
p < 0.05.

Кі
ль

кіс
ть

 к
лі

ти
н,

 %
N

um
be

r o
f c

el
ls

, %

Концентрація ДМСО, %
DMSO concentration 

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100

Контроль                            
Control

5 7,5 10

** * *

*

A characteristic feature of SGCs is a high con-
tent of GS, an enzyme that catalyzes the conversion 
of glutamate to glutamine [14]. However, it is known 
that Schwann cells, which provide myelination of 
CN axons and present in SG, do not express GS
[26], so the use of antibodies to GS allows to dis-
tinguish a subpopulation of SGCs from other repre-
sentatives of peripheral glia in DRGCC.

Staining with antibodies to GS confi rmed the 
identity of polygonal and spindle cells with two 
thin processes to SGCs (Fig. 5). The relative num-
ber of GS-positive cells in the control culture was 
(80.0 ± 1.2)%, and in cryopreserved samples dif-
fered depending on the concentration of DMSO 
in the cryoprotective medium (Fig. 6). The highest 
number of such cells was observed in DRGCC 
frozen with 7.5% DMSO ((94.5 ± 5.1)% of control), 
and in samples frozen in the presence of 5 and 
10% DMSO was (67.3 ± 7.6) and (75.4 ± 6.9)% of 
the control, respectively. Thus, the selected cooling 
mode with the use of a cryoprotectant medium ba-
sed on 7.5% DMSO is best for maintaining the 
maximum amount of SGCs.

It is known that the morphological and functio-
nal properties of cell cultures derived from DRG 
depend on the culture conditions. After culturing 
in the absence of FCS, but with the addition of 
N2 nutrient and EGF/FGF growth factors from 
DRG of adult rats, multicellular spheroids contai-
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до МГ (рис. 5). Відносна кількість ГС-позитив-
них клітин у контрольній культурі становила 
(80,0 ± 1,2)%, а в кріоконсервованих зразках 
відрізнялася залежно від концентрації ДМСО 
в кріозахисному середовищі (рис. 6). Найбільша 
кількість таких клітин спостерігалася в ККСГ, 
замороженій у присутності 7,5% ДМСО ((94,5 ±
± 5,1)% від контролю), а у зразках, заморожених 
у присутності 5 і 10% ДМСО, становила (67,3 ± 
± 7,6) і (75,4 ± 6,9)% від контролю відповідно. 
Таким чином, обраний режим охолодження за 
умов використання кріозахисного середовища 
на основі 7,5% ДМСО є найкращим для збере-
ження максимальної кількості МГ.

Відомо, що морфологічні та функціональні 
властивості клітинних культур, одержаних зі СГ, 
залежать від умов культивування. Після культи-
вування за відсутності ФТС, але з додаванням 
поживної домішки N2 і ростових факторів EGF/
FGF зі СГ дорослих щурів було отримано муль-
тиклітинні сфероїди, які містили нейральні 
стовбурові клітини [22]. Метод експлантів доз-

ning neural stem cells were obtained [22]. The me-
thod of explants allowed H. Li et al. to obtain 
progenitor cells from DRG, which diff erentiated 
not only into diff erent types of glial cells but also 
into neurons [10]. Exposure of cell culture from 
rat DRG to Neurobasal nutrient medium with B27 
serum substitute enabled A. Svenningsen et al. to 
isolate oligodendrocyte precursor cells [24]. More-
over, they were detected in cultures derived from 
DRG embryos (E17) and week-old animals, but 
not adults. Based on this, the authors concluded 
that the investigated progenitor cells exist in the 
SG for a limited period.

Cultivation of cells derived from sensory gang-
lia in the presence of FCS promotes increased growth 
of SGCs [3, 4, 13, 23]. In our previous work, it 
has been shown that multicellular spheroids are 
formed from neonatal piglets under culturing 
conditions in serum-free media, and in the presence 
of 10% FCS, the culture looks like a monolayer [1]. 
Because the subject of these studies was SGCs, we 
used a nutrient medium with FCS and did not create 

Рис. 3. ККСГ неонатальних поросят на 8-му добу: контрольна культура після пересіву (А); культура після кріокон-
сервування з 5% (B); 7,5% (C); 10% (D) ДМСО та пересіву.
Fig. 3. DRGCC of neonatal piglets on day 8: control culture after re-plating (A); culture after cryopreservation with 5% (B); 
7.5% (C); 10% (D) DMSO and re-plating.
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волив H. Li і співавт. [11] отримати зі СГ прогені-
торні клітини, які диференціювалися не тільки 
в різні типи гліальних клітин, але і в нейро-
ни. Витримка культури клітин зі СГ щурів 
на живильному середовищі Neurobasal із замін-
ником сироватки B27 дозволила A. Svenningsen 
і співавт. [24] виділити клітини-попередники 
олігодендроцитів. Причому вони були виявлені 
в культурах, отриманих зі СГ ембріонів (E17) 
і тварин тижневого віку, але не у зрілих особин. 
На підставі цього автори зробили висновок, що 
досліджувані прогеніторні клітини існують у СГ 
протягом обмеженого періоду.

Культивування клітин, отриманих із чутливих 
гангліїв, у присутності ФТС сприяє підвищеному 
росту МГ [4, 5, 14, 23]. У нашій попередній роботі 
було показано, що зі СГ неонатальних поросят за 
умов культивування в безсироваткових середови-
щах утворюються мультиклітинні сфероїди [2], а 
в присутності 10% ФТС культура має вигляд мо-
ношару [1]. Оскільки об’єктом даних досліджень 
були МГ, ми використовували живильне середо-
вище з ФТС і не створювали спеціальних умов 
для підтримки нейронів, що призводило до їх 
елімінації з культури після пересіву. У результаті 
отримана субкультура клітин зі СГ неонатальних 
поросят у ході культивування в присутності ФТС 
приблизно на 80% складалася з МГ.

One of the pressing issues of cryobiology is 
the cryopreservation of cells derived from DRG. 
Currently, there are methods of cryopreservation 
of isolated sensory DRG neurons of dogs and rats 
in a protective environment based on 10% DMSO 
and FCS [20, 21]. However, studies aimed at investi-
gating the sensitivity of SGCs to cryopreserva-
tion are virtually absent. In addition, it is known 
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Рис. 4. Відносна площа моношару контрольної та 
кріоконсервованої в присутності різних концентрацій 
ДМСО ККСГ після пересіву: крива 1 – контроль, крива 
2 – 5% ДМСО, крива 3 – 7,5% ДМСО, крива 4 – 10% 
ДМСО. * – різниця значуща порівняно з контролем, 
p < 0,05.
Fig. 4. Relative area of the DRGCC monolayer (control 
and cryopreserved with diff erent concentrations of DMSO 
after subculturing): curve 1 – control, curve 2 – 5% DMSO, 
curve 3 – 7.5% DMSO, curve 4 – 10% DMSO. * – diff e-
rence is signifi cant compared to the control, p < 0.05.

Рис. 5. Візуалізація ГС-позитивних клітин у ККСГ нео-
натальних поросят на 14-ту добу субкультивування: 
A – зелена флуоресценція; B – синя флуоресценція; 
C – світло, яке проходить; D – поєднана зелена і синя 
флуоресценція. Забарвлення Alexa488-кон’югованими 
антитілами до ГС (зелена флуоресценція) і ядер клітин 
Hoechst 33342 (синя флуоресценція). 
Fig. 5. Visualization of GS-positive cells in DRGCC of 
neonatal piglets on day 14 of sub-culturing: 1 – green fl uo-
rescence; 2 – blue fl uorescence; 3 – light that passes; 
4 – combined green and blue fl uorescence. Staining with 
Alexa488-conjugated antibodies to GS (green fl uores-
cence) and Hoechst 33342 cell nuclei (blue fl uorescence).

A B

C D

special conditions to support the neurons, which 
led to their elimination from the culture after 
subculturing. As a result, approximately 80% of 
neonatal piglets’ DRG cell subculture was main-
tained in the presence of FCS consisted of SGCs.

In the report of V. Belzer et al. [3] it has been 
found that after two days of cultivation, the ex-
pres-sion of GS in SGCs derived from the ganglia 
of adult mice decreased. However, on day 14, we 
revealed a high expression of GS in both control 
and cryopreserved DRGCC of neonatal piglets.
Such a contradiction may be explained by the 
use of diff erent species of animals in these stu-
dies.
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that increasing the concentration of DMSO in cryo-
protective solutions adversely aff ects the structural 
and functional properties of cells [8], so the deve-
lopment of media with a reduced content of this 
cryoprotectant is vital. In view of the above, we 
have tested the cryoprotective media with DMSO 
concentration of below 10%.

DRGCC of neonatal piglets has been estab-
lished to be quite a resistant to damage by cryo-
preservation factors. This fact is evidenced by 
the high safety of cells (83–87%) immediately 
after thawing, which was dependent on DMSO 
concentration. However, after culturing the tha-
wed cells, concentration of cryoprotectant in cryo-
protective medium did not signifi cantly aff ect the 
rate of monolayer formation.

SGCs preservation depended on DMSO concent-
ration. In cultures after cryopreservation with 5 
and 10% DMSO, the relative amount of SGCs 
decreased by 33 and 25%, respectively, compared 
with the control, and with 7.5% DMSO it was 
not signifi cantly diff erent from the control.

Thus, the obtained results allow us to recom-
mend the use of 7.5% DMSO as part of a protective 
medium for cryopreservation of the DRGCC enri-
ched with SGCs.

У роботі V. Belzer і співавт. [4] було встанов-
лено, що після дводобового культивування зни-
жується експресія ГС у МГ, отриманих із ганг-
ліїв дорослих мишей. Однак на 14-ту добу ми 
виявили високу експресію ГС як у контрольній, 
так й кріоконсервованій ККСГ неонатальних 
поросят. Таке протиріччя може пояснюватися 
використанням у дослідженнях різних видів тва-
рин.

Одним із актуальних питань кріобіології є 
кріоконсервування клітин, отриманих зі СГ. На 
даний час існують способи кріоконсервування 
ізольованих чутливих нейронів СГ собак і щурів 
у захисному середовищі на основі 10% ДМСО 
та ФТС [20, 21]. Однак дослідження, спрямовані 
на вивчення чутливості МГ до кріоконсерву-
вання, практично відсутні. Крім того відомо, 
що підвищення концентрації ДМСО в кріоза-
хисних розчинах негативно впливає на струк-
турно-функціональні властивості клітин [9], то-
му важлива розробка середовищ зі зменшеним 
вмістом цього кріопротектору. З огляду на вище-
викладене, нами були протестовані кріозахисні 
середовища з концентрацією ДМСО менш 10%. 

Встановлено, що ККСГ неонатальних по-
росят є досить стійкою до пошкодження факто-
рами кріоконсервування. На користь цього факту 
свідчить висока збереженість клітин (83–87%) 
відразу після розморожування, яка залежала від 
концентрації ДМСО. Однак після культивуван-
ня розморожених клітин концентрація кріо-
протектору в кріозахисному середовищі не чи-
нила значного впливу на швидкість утворення 
моношару.

Збереженість МГ залежала від концентра-
ції ДМСО. У культурах після кріоконсервування 
з 5 та 10% ДМСО відносна кількість МГ змен-
шувалася на 33 та 25% відповідно порівняно 
з контролем, а з 7,5% ДМСО вона значуще не 
відрізнялася від контролю.

Таким чином, отримані результати дозволяють 
рекомендувати використання ДМСО в концент-
рації 7,5% у складі захисного середовища для 
кріоконсервування ККСГ, збагаченої МГ.

Висновки
Кріоконсервування ККСГ у присутності кріо-

протектору ДМСО за умов повільного охолод-
ження (етап 1 – 0,5 град/хв до –20°С; етап 2 – 
1 град/хв до –80°С з подальшим зануренням у 
рідкий азот) дозволяє зберегти 83–87% життє-
здатних клітин, але знижує швидкість форму-
вання моношару в умовах субкультивування. 

Доцільне використання кріозахисного сере-
довища на основі 7,5% ДМСО, оскільки порів-

Рис. 6. Відносна кількість ГС-позитивних клітин на 14-ту 
добу субкультивування ККСГ, кріоконсервованої в се-
редовищах із різними концентраціями ДМСО. За 100% 
прийнято кількість ГС-позитивних клітин у контроль-
ній ККСГ. * – різниця значуща порівняно з контролем, 
p < 0,05.
Fig. 6. Relative number of GS-positive cells on day 14 
of sub-culturing of DRGCC, cryopreserved in media with 
diff erent concentrations of DMSO. Number of GS-posi-
tive cells in the control DRGCC was assumed as 100%. 
* – diff erence is signifi cant compared to the control, 
p < 0.05.
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няно з контролем досягаються максимальні по-
казники: кількість життєздатних клітин – 87,7%, 
відносна кількість МГ – 94,5%.

Conclusions
The DRGCC cryopreservation in the presence 

of DMSO cryoprotectant under slow cooling condi-
tions (stage 1 – 0.5 deg/min to –20°C; stage 2 – 
1 deg/min to –80°C with further immersion into 
liquid nitrogen) allowed the preserving of 83–
87% viable cells, but reduced the rate of mono-
layer formation under sub-culturing conditions.

The cryoprotective medium based on 7.5% 
DMSO is advisable to be used, since the maxi-
mum values were reached in comparison with 
the control: the number of viable cells was 87.7%, 
the relative amount of SGCs made 94.5%.
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