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В роботі були досліджені 5 програм кріоконсервування культури клітин хоріона (ККХ), які відрізнялися швидкістю та
часом охолодження. Визначали такі показники, як життєздатність, здатність до адгезії, проліферації та спрямованого
диференціювання за допомогою культуральних методів, світлової та люмінесцентної мікроскопії. Програма, яка характе-
ризується охолодженням до – 6°С зі швидкістю 1°С/хв, сидінгом  з наступним охолодженням до –80°С зі швидкістю 10°С/хв
є такою, що забезпечує як добру збереженість популяції ККХ в цілому, так і виживання фракції мультипотентних клітин.
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В работе были исследованы 5 программ криоконсервирования культуры клеток хориона (ККХ), отличающиеся скоростью

и временем охлаждения. Определяли такие показатели, как жизнеспособность, способность к адгезии, пролиферации и направ-
ленному дифференцированию при помощи культуральных методов, световой и люминесцентной микроскопии. Программа,
характеризующаяся охлаждением до –6°С со скоростью 1°С/мин, сидингом  с последующим охлаждением до –80°С со скоростью
10°С/мин обеспечивает как хорошую сохранность популяции ККХ в целом, так и выживание фракции мультипотентных клеток.

Ключевые слова:  криоконсервирование, культура клеток хориона, жизнеспособность, пролиферация, дифференцирование.
Five programs of chorion cell culture (ChCC) cryopreservation which differ by the cooling rate and duration have been studied in

the work. The properties such as viability, adhesion, proliferation and directed differentiation were studied using culturing, light and
fluorescence microscopy. The program comprising the cooling down to –6°C with the rate of 1°C/min, seeding with following cooling
down to –80°C with the rate of 10°C/min provides both high integrity of ChCC population and survival of the fraction of multipotent
cells.

Key words: cryopreservation, chorion cell culture, viability, proliferation, differentiation.

На сьогодні вивчення стовбурових клітин – ос-
новний напрямок сучасних фундаментальних до-
сліджень у галузі біомедичних клітинних техноло-
гій. Культивування і спрямоване диференціювання
стовбурових клітин, отриманих з різних джерел,
використовують у регенераторній медицині для
відновлення функцій органів і тканин, які були втра-
чені внаслідок спадковості або набутої патології [10,
19]. Одним з джерел отримання стовбурових клітин
є тканини фетоплацентарного комплексу, до яких
відноситься і тканина раннього хоріона, що скла-
дається з клітин з різними морфологічними і функ-
ціональними характеристиками. Це гетерогенна
популяція, до складу якої входять стромальні, епіте-
ліальні і судинні елементи. У роботі використо-
вували ворсинчасту частину тканини хоріона, із якої
отримували суспензію клітин, що далі культивували.
Моношарова культура клітин хоріона (ККХ) має
фібробластоподібну морфологію, стабільний кое-
фіцієнт проліферації та здатність до диференцію-

Nowadays a study of stem cells is main direction
of current fundamental investigations in biomedical cell
technologies. Culturing and directed differentiation of
stem cells, derived from different sources are used in
regenerative medicine for recovery of organ and tis-
sue functions, lost due to inherited or acquired patho-
logies [10, 19]. Tissues of fetoplacental complex, in-
cluding the one of early chorion, comprising the cells
with various morphological and functional characteris-
tics are one of the sources of stem cells. It is the hete-
rogenic population, including stromal, epithelial and
vesicular elements. The villous part of chorion tissue
was used to obtain cell suspension, which was then
cultured. Monolayer culture of chorion cells has fibro-
blast-like morphology, stable proliferation coefficient
and ability to differentiate into adipogenic, chondrogenic
and osteogenic lineages, testifying to the presence of
cell population with stem characteristics. According to
the data [15], chorion cells of 2–4th passages comprise
more than 95% of cells with CD90+, CD73+, CD105+
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вання у адипогенному, хондрогенному та остео-
генному напрямках, що свідчить про наявність
популяції клітин зі стовбуровими властивостями.
За даними [15], до складу клітин хоріона 2–4 паса-
жів входять більш ніж 95% клітин з імунофеноти-
пом CD90+, CD73+, CD105+ та майже не вміщують
клітин з епітопами CD14, CD34, CD45. Це характе-
ризує ККХ як цінний біотехнологічний об'єкт, який
в перспективі може бути використаний для терапії
при різних патологіях [13, 16]. Однак питання кріо-
консервування культивованих клітин хоріона вивчені
недостатньо.

Слід зазначити, що однією з важливих задач
кріобіології є оптимізація протоколів кріоконсерву-
вання культур клітин. Швидкості охолодження, які
забезпечують збереження культивованих клітин, за
різними даними [4, 9, 18] варіюють від дуже повіль-
них (0,5°С/хв) до більш швидких (10°С/хв). Як роз-
чин для кріоконсервування свіжоізольованих і куль-
тивованих клітин використовують суміші, які
складаються з кріопротектора, живильного сере-
довища та додаткових компонентів. Склад і відсо-
ток кожної складової частини кріококтейлю є інди-
відуальним для кожної культури клітин. У зв'язку з
цим пошук оптимальних умов кріоконсервування
клітинних ліній, до складу яких входять стовбурові
клітини, викликає особливий інтерес як до розробки
ефективних способів кріоконсервування, так і
дослідження кріочутливості клітин.

Мета роботи – дослідити вплив низькотемпера-
турного консервування на морфофункціональні
властивості  ККХ.

Матеріали і методи
Тканини для дослідження отримували з після-

абортивного матеріалу 6–12 тижнів гестації  у
випадках, коли вагітність переривали при відсутнос-
ті патології розвитку чи інфікованості ембріона
(згідно з договором про наукову співпрацю між ДП
„Міжвідомчий науковий центр НАН, АМН і МОЗ
України" і Інститутом проблем кріобіології і кріо-
медицини НАН України). Тканини використовували
з експериментальною метою відповідно до діючого
законодавства України та інформованої згоди
донора.

Суспензію клітин ворсинчастої частини тканини
хоріона людини одержували за допомогою фермен-
тативної дезагрегації [1]. Отриману суспензію клі-
тин висівали в культуральні флакони площею 25 см2

(“РАА”, Австрія). Щільність посіву клітин станови-
ла 1×103 клітин на см2. Культивування клітин прово-
дили за методом, який забезпечує адгезію стромаль-
ної фракції до культурального пластику з наступним
видаленням фракції неадгезивних клітин. Як жи-

immune phenotype and almost do not contain the cells
with CD14, CD34 and CD45 epitopes. It character-
izes ChCC as the valuable biotechnological object,
which may be used in perspective therapies of differ-
ent pathologies [13, 16]. However, the task about cryo-
preservation of cultured chorion cells has been studied
insufficiently.

It should be noted that one of the important tasks of
cryobiology is optimization of cell culture cryopreser-
vation protocols. The cooling rates providing the integ-
rity of cultured cells, according to the reported data
[4, 9, 18] vary from very slow (0.5°C/min) to faster
(10°C/min) ones. The mixtures, comprising cryopro-
tectant, nutrient medium and additional components
were used as the solutions for cryopreservation of
freshly-isolated and cultured cells. The composition as
well as the percentage of each component of cryomix-
ture is specific for each cell culture. Herewith the
search of optimal conditions of cell lines' cryopreserva-
tion, including stem cells, generates a specific interest
not only for development of effective methods of
cryopreservation, but also study of cell cryosensitivity.

The research aim is to study the effect of low tem-
perature preservation on morpho-functional properties
of ChCC.

Materials and methods
Tissues for the research were derived from post-

abortive material of 6–12 weeks of gestation in the
cases when pregnancy was terminated at the absence
of either growth pathology or embryonal contamina-
tion (according to the agreement of scientific colabo-
ration between State Enterprise "Interdepartmental
Scientific Center of Cryobiology and Cryomedicine of
the National Academy of Sciences, Academy of Medi-
cal Sciences and Ministry of Health Care of Ukraine"
and Institute for Problems of Cryobiology and Cryome-
dicine of the National Academy of Sciences of
Ukraine). Tissues were used in experiments accord-
ing to the current legislation of Ukraine and donor's in-
formed consent.

Cell suspension of villous part of human chorion
tissue was derived with enzymatic disaggregation [1].
The derived cell suspension was seeded into cultural
flasks of 25 cm2 (PAA, Austria). Density of cell plat-
ing made 1×103 cells/cm2. Cell culturing was carried-
out by the method, providing adhesion of stromal frac-
tion to cultural plastic with further removal of fraction
of non-adhesive cells. The IMDM medium (Sigma,
USA) supplemented with antibiotic (50 U/ml of kan-
amycin) and 10% fetal calf serum was used as nutri-
ent medium. The nutrient medium was changed each
3 days. In the work the standard conditions of cultur-
ing at 37°C in 5% CO2 atmosphere with Sanyo incu-
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вильне середовище використовували середовище
ІMDM (“Sigma”, США) з додаванням розчину
антибіотиків (канаміцин 50 од/мл) і 10% ембріональ-
ної сироватки великої рогатої худоби. Живильне
середовище змінювали кожні 3 доби. У роботі були
використані стандартні умови культивування при
37°С в атмосфері 5% СО2 з використанням інкуба-
тора Sanyo (Японія). У роботі досліджували ККХ
2-го пасажу. Оцінку їх морфологічних характерис-
тик проводили за допомогою світлової мікроскопії.
При досягненні 75% конфлюєнта в первинних куль-
турах проводили їх пасивування з наступним кріо-
консервуванням. Розчином кріоконсервування було
ростове середовище IMDM з додаванням 25%
ембріональної сироватки (ЕС; “НуСlone”, США)
та 10% ДМСО [3, 12]. Як контейнери для заморо-
жування використовували кріопробірки (“Nunc”,
США) об'ємом 1мл. Кріоконсервування здійснюва-
ли на програмному заморожувачі ЗПМ-1 (СКТБ з
ДВ ІПКіК НАНУ). Проведено порівняння 5 варіан-
тів заморожування ККХ, які за даними літератури
успішно застосовують для кріоконсервування клі-
тин культур різних типів [4, 13, 17]:

програма 1 – охолодження від 25 до –30°С зі
швидкістю 0,5°С/хв;

програма 2 – охолодження від 25 до –30°С зі
швидкістю 1°С/хв;

програма 3 – охолодження від 25 до –10°С зі
швидкістю 1°С/хв, з подальшим охолодженням до
–80°С зі швидкістю 10°С/хв;

програма 4 – охолодження від 25 до –5°С зі
швидкістю 1°С/хв, з наступним охолодженням до
–80°С зі швидкістю 10°С/хв;

програма 5 – охолодження від 25 до –6°С зі
швидкістю 1°С/хв, з наступним сидінгом, який
здійснювали шляхом додавання надмірної кількості
азоту до камери та охолодженням до –80°С зі
швидкістю 10°С/хв.

Останній етап усіх програм – занурення у рідкий
азот.

Усі кріоконсервовані зразки зберігалися в умо-
вах низькотемпературного банку на протязі 2-х тиж-
нів, відігрівали їх на водяній бані при 40°С до рідкої
фази. Досліджували деконсервовані клітини у вигля-
ді суспензії. Видалення кріопротектора проводили
за допомогою додавання розчину Хенкса, який де-
сятикратно перевищував об'єм суспензії з подаль-
шим центрифугуванням. Далі осад переводили до
середовища Хенкса об'ємом 1 мл при температурі
25°С на 30 хв. Контролем була не кріоконсервована
суспензія ККХ. В експериментальних зразках
визначали відсоток життєздатних клітин за допо-
могою тесту на виключення трипанового синього.
Для оцінки функціонального стану ККХ після кріо-

bator (Japan) were used. ChCC of the 2nd passage
were studied in the work. Estimation of their morpho-
logical characteristics was carried-out with light mi-
croscopy. When reaching of 75% confluent in primary
cultures their passaging and further cryopreservation
were carried-out. Cryopreservation solution was the
growth medium IMDM with adding 25% fetal serum
(FS, HyClone, USA) and 10% DMSO [3, 12]. The
1 ml cryotubes (Nunc, USA) were the containers for
freezing. Cryopreservation was carried-out with pro-
grammable freezing device ZPM-1 (Special Design-
ing and Technical Bureau of IPC&C of NAS of
Ukraine). The following 5 variants of freezing ChCC
were compared, which according to literature data [4,
13, 17] were successfully used in cryopreservation of
variety of cultured cells:

program 1: cooling from 25 down to –30°C with
rate of 0.5°C/min;

program 2: cooling from 25 down to –30°C with
rate of 1°C/min;

program 3: cooling from 25 down to –10°C with
rate of 1°C/min with further cooling down to –80°C
with rate of  10°C/min;

program 4: cooling from 25 down to –5°C with rate
of 1°C/min with further cooling down to –80°C with
rate of 10°C/min;

program 5: cooling from 25 down to –6°C with rate
of 1°C/min with further crystal seeding by means of
adding the surplus nitrogen into the chamber, and cool-
ing down to –80°C with rate of 10°C/min.

The last stage of all the programs was plunging into
liquid nitrogen.

All the cryopreserved samples were stored under
low temperature bank conditions during 2 weeks, tha-
wed on water bath at 40°C to a liquid phase. Investi-
gations were carried-out in thawed cell suspensions.
Cryoprotectant was removed by adding ten-fold vol-
ume of Hanks’ solution and following centrifugation.
Then the sediment was tranfered into 1 ml Hanks’ so-
lution at 25°C for 30 min. The control was non-frozen-
thawed ChCC suspension. In the experimental sam-
ples the percentage of viable cells was assessed with
the trypan blue exclusion test. For estimation of func-
tional state of ChCC after cryopreservation the activ-
ity of mitochondria was investigated with staining by
potential-dependent fluorescent probe JC-1 (Molecu-
lar Probes, USA) [6, 12]. JC-1 staining of the control
and frozen-thawed cells was assessed by means of
inverted fluorescent microscope Olympus IX71 (Ja-
pan). The percentage of cells with green and orange
fluorescence was counted. Cell adhesion efficiency
was found during 24 hrs after starting the culture [2,
4]. Proliferation coefficient was estimated by counting
the cell number and further determination of its incre-
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консервування вивчали активність мітохондрій з
використанням потенціал-залежного люмінесцент-
ного зонда JC-1 (“Molecular Probes”, США) [6, 12].
Забарвлення контрольних і кріоконсервованих
клітин люмінесцентним зондом JC-1 оцінювали за
допомогою флуоресцентного інвертованого мікро-
скопа Olympus IX71 (Японія). Підраховували відсо-
ток клітин, що люмінесціювали зеленим або пома-
ранчовим кольором. Ефективність адгезії клітин
визначали в динаміці на протязі 24 год після початку
культивування [2, 4]. Коефіцієнт проліферації визна-
чали шляхом підрахунку клітин для визначення при-
росту їх кількості у випадково обраних полях зору
в динаміці [1]. Для визначення здатності до дифе-
ренціювання кріоконсервованих клітин культури
хоріона змінювали живильне середовище (на 15-у
добу культивування) на середовище диференціюван-
ня в адипогенному напрямку, до складу якого
входили IMDM, 1% ЕС, 10–7M дексаметазону
(“Sigma”, США),  10–9 M інсуліну (“Фармак”, Україна).
Подальше культивування проводили на протязі 3-х
тижнів зі зміною середовища 2 рази на тиждень.
Для підтвердження адипогенного диференціювання
in vitro клітини фарбували Sudan IV (“Fluka”,
Німеччина). Контролем спонтанного диференцію-
вання були клітини, культивовані у відсутності
спеціальних індукторів. За допомогою світлової мі-
кроскопії визначали позитивно профарбовані адипо-
генні клітини.

При статистичній обробці результатів викори-
стовували однофакторний дисперсійний аналіз і
t-критерій Стьюдента за допомогою програми MS
Exсel.

Результати та обговорення
Перший етап роботи – дослідження температу-

ри кристалізації розчину кріоконсервування для
попередження ймовірного переохолодження зразка
для даного типу контейнера і об'єму клітинної сус-
пензії. За отриманими термограмами була встанов-
лена температура кристалізації експериментальних
зразків (Ткр = –6,5 ± 0,2°С). Оскільки для кріокон-
сервування клітинних культур використовують го-
ловним чином 2- або 3-етапне заморожування, нами
були обрані дві програми 2-етапного та три –
3-етапного заморожування.

Показник життєздатності контрольної ККХ ста-
новив 92,3 ± 4,2%. Результати визначення життє-
здатності клітин після кріоконсервування за вище-
зазначеними програмами наведені на рис. 1.
Кількість життєздатних клітин при застосуванні
програми 1 знижувалася у 1,8, програми 2 – у 1,25,
програми 3 – у 1,5, програми 4 – у 1,3, програми
5 – у 1,2 рази відносно контрольних зразків. Таким
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Рис. 1. Життєздатність кріоконсервованих ККХ (n = 6, M ±
m); * – вірогідно відносно контролю (p < 0,05).
Fig. 1. Viability of cryopreserved ChCC (n = 6, M ± m); ∗ –
statistically significant differences comparing to the control
(p < 0.05).

ment in randomly selected fields in dynamics [1]. For
examining the ability of cryopreserved ChCC to dif-
ferentiate  the nutrient medium was changed (by 15th
day of culture) for medium of differentiation into adi-
pogenic lineage, comprised IMDM, 1% FS, 10–7 M
dexamethasone (Sigma, USA) and 10–9 M insulin (Far-
mak, Ukraine). Further culturing was carried-out dur-
ing 3 weeks with changing the medium twice a week.
To confirm the in vitro adipogenic differentiation the
cells were stained with Sudan IV (Fluka, Germany).
As the control for spontaneous differentiation served
the cells cultured in the absence of special inducers.
The staining of the cells was assessed with light mi-
croscope.

The results were processed with one-way ANOVA
test and Student's t-criterion using MS Excel.

Results and discussion
The first stage of the work is the study of crystalli-

zation temperature of cryopreservation solution for
prevention of probable overcooling of the sample for
each type of container and volume of cell suspension.
Cryopreservation solution consisted of 10% DMSO,
25% FS in IMDM. According to the thermograms there
were established the crystallization temperature of
experimental samples (Tcr = –6.5 ± 0.2°C). We se-
lected two programs of two-step and three programs
of three-step freezing, whereas two-step or three-step
freezings are usually used for cryopreservation of cell
cultures.
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чином, після заморожування-віді-
гріву показано зниження кількості
життєздатних клітин у всіх розгля-
нутих випадках.

Люмінесцентний барвник JC-1
відображує енергетичний стан мі-
тохондрій. Він характеризується
зеленим світінням, а при збіль-
шенні заряду на мембранах міто-
хондрій молекули барвника фор-
мують J-агрегати, що супрово-
джується появою помаранчового
світіння [12]. Дані люмінесцентної
мікроскопії показали, що ККХ
мають 94,5 ± 7,1% світіння в пома-
ранчовій зоні спектра, що свідчить
про високий енергетичний стан
культури клітин. Після кріоконсер-
вування в клітинах хоріона даний
показник мав тенденцію до зни-
ження. Так, 64,3 ± 2,8 та 78,2 ±
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ьлортноK
lortnoC 3±45 5±98 2±09 6±89

1 6±8 * 2±03 * 5±14 * 4±94 *

2 3±84 3±66 * 7±87 5±29

3 6±21 * 4±52 * 5±74 * 4±05 *

4 5±84 2±54 * 4±06 * 3±87 *

5 2±05 6±17 7±48 8±88

Таблиця 1. Ефективність прикріплення КККХ до поверхні
культурального пластику, % (n = 6, M ± m)

Table 1. Efficiency of cryopreserved ChCC adhesion
to culture plastics, % (n = 6, M ± m)

Примітка: * – вірогідно відносно нативного контролю, р < 0,05.
Note: * – statistically significant in respect of the native control, p < 0.05

3,4% клітин, кріоконсервованих за програмами 1
та 2 відповідно, мали світіння в помаранчовій зоні
спектра, що вірогідно нижче, ніж показник у конт-
рольній групі. Кріоконсервування ККХ за програ-
мами 3, 4 та 5 також призводило до зниження
досліджуваного показника: високу енергетичну ак-
тивність мітохондрій мали 72,5 ± 5,1 та 76,4 ± 4,5%
клітин відповідно.

Після добової реабілітації у клітин, кріоконсер-
вованих за програмами 2 і 5, відбулося відновлення
показників світіння до значень контрольних зразків.

Подальшим етапом дослідження було спостере-
ження за адгезією і наступною проліферативною
активністю деконсервованих ККХ. Проведені екс-
перименти показали, що застосування програм 2
та 5 давало позитивний результат (табл. 1). Біль-
шість клітин прикріплювалися до поверхні культу-
рального пластику на 24-у годину спостереження.
При кріоконсервуванні за  програмами 1 і 3 дослі-
джуваний показник був вірогідно нижче значень
контрольних зразків. Клітини мали округлу форму,
лише у деяких спостерігали відростки. Відсутність
характерних ознак розпластування на протязі пер-
шої доби після посіву відображає, ймовірно, функ-
ціональні ушкодження клітин, які були отримані в
процесі кріоконсервування. Таким чином, адгезія,
що є першим етапом процесу проліферації клітин,
може бути використана поряд з оцінкою енер-
гетичного стану мітохондрій як тести скринінга
ефективності програми заморожування.

Після спостереження за процесами адгезії кріо-
консервованих ККХ було проведено дослідження
проліферативних характеристик культури протягом

Viability index of the control ChCC made 92.3 ±
4.2%. The found results of cell viability after freeze-
thawing according to the above-mentioned programs
are shown in Fig. 1. When using the program 1 a num-
ber of viable cells reduced in 1.8, program 2 did in
1.25, program 3 diminished in 1.5, program 4 did in 1.3
and program 5 in 1.2 times comparing to the control
samples. Thus, after freeze-thawing the reduction of
number of viable cells was shown in all analyzed cases.
Fluorescent dye JC-1 reflects an energetic state of mi-
tochondria. It is characterized with a green lumines-
cence, and if charge on mitochondria membranes in-
creases the dye molecules form J-aggregates, that is
accompanied with the appearance of orange lumines-
cence [12]. The data of fluorescence microscopy have
shown that ChCC have 94.5 ± 7.1% of cells with fluo-
rescence in orange bandwidth that testifies to a high
energetic state of cell culture. Cryopreservation of cho-
rion cells lead to a tendency of this index reduction.
Herewith 64.3 ± 2.8 and 78.2 ± 3.4 of cells cryopreser-
ved according to the programs 1 and 2, correspond-
ingly  had a fluorescence in orange bandwidth. Cryopre-
servation of ChCC according to the programs 3, 4 and
5 also resulted in a reduction of the studied index: high
energetic activity of mitochondria had 72.5 ± 5.1 and
76.4 ± 4.5% of cells, correspondingly.

After 24 hrs rehabilitation in the cells cryopreser-
ved according to the programs 2 and 5 reversion of the
fluorescence to the control values occured.

The further stage of research was observation of
adhesion and following proliferative activity of frozen-
thawed ChCC. The carried out experiments showed
that the application of programs 2 and 5 gave a posi-
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14 діб (рис. 2). Морфологічне вивчення ККХ, кріо-
консервованих за програмами 1, 3 і 4, при подаль-
шому культивуванні показало зниження кількості
клітин, які прикріпилися протягом першої доби
культивування. Крім того, спостерігали виражені
зміни у морфології клітин, що проявлялися у неодно-
рідній щільності цитоплазми, наявності 2-3 відрост-
ків з додатковими розгалуженнями на різних полю-
сах клітини. Іншу картину спостерігали в клітинах,
які були кріоконсервовані за програмами 2 і 5.
Клітини були веретеноподібної та трикутної форми
з однорідною щільністю цитоплазми. В цих випад-
ках спостерігалося збереження адгезивної фракції
клітин з наступною проліферацією.

Таким чином, відзначався активний ріст клітин,
які були попередньо кріоконсервовані за програма-
ми 2 і 5, що корелює з наведеними вище показни-
ками життєздатності, адгезії, енергетичного стану
мітохондрій. Cлід зазначити, що ріст культур,
консервованих за іншими програмами, був уповіль-
нений або взагалі відсутній. У всіх розглянутих
випадках кріоконсервовані ККХ мали деяке запіз-
нення у швидкості утворення моношару по відно-
шенню до контрольної ККХ. У разі оптимальних
програм 2 і 5 це запізнення становило 3 ± 1 доба, в
субоптимальних випадках (програма 4) – 5 ± 2 доби,
в незадовільних (програми 1 та 3) – 7 ± 2 доби.

Дослідження впливу кріоконсервування на пролі-
ферацію та потенціал диференціювання ККХ важ-
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Рис. 2. Динаміка росту ККХ, кріоконсервованих за
різними програмами після деконсервації (n = 6, M ± m):

– контроль;  програми:  – 1;  – 2;  – 3;  – 4;  – 5.
Fig. 2. Growth dynamics of cryopreserved ChCC according
to the different programs after freeze-thawing (n = 6, M ± m):

– control;  programs:  – 1;  – 2;  – 3;  – 4;  – 5.

tive result (Table 1). The most cells adhered to the
surface of cultural plastics to the 24th observation hour.
After cryopreservation according to the programs 1
and 3 the studied index was significantly lower than
the control values. The cells had a round shape, only in
some of them outgrowings were observed. The ab-
sence of marked flattening signs for the first day after
cell seeding likely showed the functional damages of
cells as a result of cryopreservation. Thus, adhesion
being the first stage of cell proliferation may be used
along with the method of evaluation of mitochondria
energetic state as the screening tests for freezing pro-
gram efficiency.

After observation of cryopreserved ChCC adhe-
sion the investigation of proliferative characteristics of
14 days culture was carried-out (Fig. 2). The morpho-
logical study of ChCC cryopreserved according to the
programs 1, 3 and 4 during further culturing showed
the reduction of number of cells, adhered during the
first day of culture. In addition, the expressed changes
were observed in cell morphology, manifesting in cyto-
plasm inhomogeneous density, presence of 2-3 outgrow-
ings with additional branching on different poles of a
cell. Another situation was observed in the cells, which
were cryopreserved according to the programs 2 and
5. The cells were of spindle-like and triangular shapes
with homogeneous density of cytoplasm. In these cases
the adhesive fraction of cells was preserved and pro-
liferated.

Thus, the active post-thaw growth of cells, cryopre-
served according to the programs 2 and 5 was ob-
served, correlating with the given above indices of vi-
ability, adhesion and energetic state of mitochondria.
In addition it has been noted that growth of the cul-
tures, cryopreserved according to other programs was
slow or completely absent. In the all the analyzed cases
the cryopreserved ChCC had a delay in the monolayer
formation as for control ChCC. In the case of optimal
programs 2 and 5 this delay made 3 ± 1 days, in subop-
timal cases (program 4) was 5 ± 2 days, in improper
ones (programs 1 and 3) comprised 7 ± 2 days.

The study of cryopreservation effect on prolifera-
tion and differentiation potential of ChCC is important
not only for understanding the regulation mechanisms
of proliferation-differentiation processes of precursor
cells, and also for development of low temperature
cryopreservation methods, providing integrity of stem
fraction of the studied cells.

Further stage of the work was the study of cryo-
preservation effect on ability for in vitro differentia-
tion  (Table 2). To check the preservation of the stem-
ness the adipogenic differentiation test was chosen,
which is rapid and simple.

The first indices of adipocyte differentiation were
observed to the 5–7 days, manifesting in the change of
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ливо як для розуміння механізмів регуляції процесів
проліферації та диференціації процесів клітин-
попередників, так і для розробки методів низько-
температурного консервування, які забезпечують
збереження стовбурової фракції досліджених клі-
тин.

Наступним етапом роботи було дослідження
впливу кріоконсервування на здатність до диферен-
ціювання in vitro (табл. 2). Для доказу збереження
“стовбуровості” ми обрали тест диференціювання
в адипогенному напрямку, який відрізняється
швидкістю та простотою постановки.

Перші ознаки адипоцитарного диференціювання
спостерігали на 5–7 добу, це виражалося в зміні
морфології клітин (округлість, зернистість цито-
плазми). Через 21 добу після початку адипоцитар-
ного диференціювання цитохімічне фарбування
кріоконсервованих ККХ (програма 5) барвником
Sudan IV показало наявність ліпідних крапель
помаранчового кольору в цитоплазмі більш ніж
58 ± 5% клітин, що свідчить про диференціювання
в заданому напрямку. При цьому у морфології
контрольних зразків зазначених змін не спосте-
рігалося. Слід відзначити, що більшу здатність до
диференціювання в адипоцитарному напрямку
мали тонкі веретеноподібні клітини [8]. Отримані
результати свідчать, що кріоконсервовані ККХ, так
само як і контрольні ККХ, здатні до диференцію-
вання у мезенхімально-мезодермальному напрям-
ку. Кількісно ця здатність у клітин,  кріоконсервова-
них за програмою 5, суттєво не відрізнялася від
контрольних зразків і становила 63 ± 6%. При цьому
розглянутий показник у ККХ, кріоконсервованих за
іншими програмами, був незначним, або відсутнім.

Найкращими результатами характеризувалась
програма 5, яка відрізнялася від інших програм
заморожування наявністю сидінгу. Незадовільні
результати, отримані для  інших використаних про-
грам, можливо пов'язані з переохолодженням.
Цікаві результати, отримані після кріоконсервування
за програмою 2, при якій, незважаючи на повільну
швидкість охолодження, переохолодження внут-
рішньоклітинного вмісту, очевидно, не мало місця.
Отримані дані дозволяють вважати, що ККХ харак-
теризуються досить високою чутливістю до цього
негативного параметра процесу кріоконсервування.

Основне завдання розробки методу кріоконсер-
вування полягає в забезпеченні збереженості мор-
фофункціональних властивостей об'єкта, який під-
лягає впливу низьких температур. Результати пред-
ставлених досліджень кріоконсервованих ККХ
узгоджуються з результатами [7, 17] та свідчать
про збереження їх проліферативних властивостей і
потенціалу до диференціювання після кріоконсер-

cell morphology (roundness and  granularity of cyto-
plasm). In 21 day after beginning the adipocyte differ-
entiation the cytochemical staining of cryopreserved
ChCC (program 5) with Sudan IV showed  the presen-
ce of orange lipid droplets in the cytoplasm of more
than 58 ± 5% of cells, testifying about differentiation in
the given direction. Herewith no changes were ob-
served in morphology of the control samples. It has
been noted that thin spindle-like cells had higher capa-
city for adipocyte differentiation [8]. The obtained re-
sults testify about the facts that cryopreserved ChCC
as well as control ChCC are capable of mesenchy-
mal-mesodermal differentiation. Quantitatively this ca-
pacity in cells cryopreserved according to the program
5 did not significantly differ from the control samples
and was 63 ± 6%. Herein the examined index in ChCC,
cryopreserved according to the other programs was
either insignificant or quite absent.

Program 5 was characterized with the best results,
differing from other freezing programs with applica-
tion of ice crystal seeding procedure. The unsatisfac-
tory results obtained for other programs testify about
the presence of overcooling. Interesting results obtai-
ned after cryopreservation according to the program 2
where in spite of slow rate was no overcooling present.
The obtained data enable to assume that ChCC are
characterized with sufficiently high sensitivity to this
negative parameter of cryopreservation.

The main task of cryopreservation methods devel-
opment consists in providing the preservation of
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Таблиця 2. Вплив кріоконсервування на адипогенні
властивості кріоконсервованих ККХ (n = 6, M ± m)

Table 2. Cryopreservation effect on adipogenic properties
of cryopreserved ChCC (n = 6, M ± m)

Примітка: “+” – диференціювання понад 50% клітин; “±” –
диференціювання менш ніж 30% клітин; “–” – відсутність
диференціювання.
Note: “+” differentiation above 50% of cells; “±” – differentiation
below 30% of cells; “−” – no differentiation.
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вування. Культивовані клітини хоріона характери-
зуються імунофенотипом мультипотентних мезен-
хімальних клітин і мають безперечні перспективи
в галузі клітинної терапії [10, 13]. Результати,
отримані в даній роботі, можуть бути основою для
створення кріобанку перспективних ліній клітин з
можливістю їх наступного використання для потреб
біотехнології.

Висновки
Досліджено вплив низькотемпературного кон-

сервування на такі морфофункціональні властивості
ККХ, як життєздатність, адгезія, проліферація та
спрямоване диференціювання. Розроблено опти-
мальний метод кріоконсервування культури клітин
хоріону. Програма 5, яка складається з охолодження
до –6°С зі швидкістю 1°С/хв, сидінгу з наступним
охолодженням до –80°С зі швидкістю 10°С /хв
забезпечує як добру збереженість популяції ККХ
в цілому, так і виживання фракції мультипотентних
клітин.

morphofunctional properties of bioobject suffering the
low temperature effects. The obtained results of
cryopreservation outcome for ChCC are conformed
to data of other authors [7,17] and testify the preser-
vation of their proliferative properties and differentia-
tion porential after cryopreservation. Cultured chori-
onic cells are characterized by immune phenotype of
multipotential mesenchymal cells and have doubtless
perspectives in cell therapy [10, 13]. The results, ob-
tained in this work, may ground the development of
cryobanks for perspective cell lines and their further
application in biotechnology.

Conclusions
The effect of low temperature preservation on mor-

phofunctional properties of ChCC such as viability,
adhesion, proliferation  and directed differentiation was
studied. There has been developed the optimal method
of cryopreservation for chorion cell culture. The pro-
gram 5 comprising the cooling down to –6°C with the
rate of 1°C/min, ice crystal seeding with following cool-
ing down to –80°C with the rate of 10°C/min provides
both high integrity of ChCC population and survival of
the fraction of multipotent cells.



317 problems
of cryobiology

 Vol. 20, 2010, №3

проблемы
криобиологии
Т. 20, 2010, №3

Chin S.P., Poey A.C., Wong C.Y. et al. Cryopreserved mesen-
chymal stromal cell treatment is safe and feasible for severe
dilated ischemic cardiomyopathy // Cytotherapy.– 2010.–
Vol. 12,  N1.– P. 31–37.
Ferrari A., Hannouche D., Oudina K. et. al. In vivo tracking of
bone marrow fibroblasts with fluorescent carbocyanine dye //
J. Biomed. Mater. Res.– 2001.– Vol. 56, N3.– P. 361–367.
Haack-Sorensen M., Bindslev L., Mortensen S. et al. The
influence of freezing and storage on the characteristics and
functions of human mesenchymal stromal cells isolated for
clinical use // Cytotherapy.– 2007.– Vol. 9, N4.– P. 328–337.
Kar M., Ghosh D., Sengupta J. Molecular correlates of syncy-
tialization in muscle and placenta // Indian J. Physiol.
Pharmacol.– 2007.–  Vol. 51, N4.– P. 311–325.
Maddalena S., Elsa V., Lucia G. et al. Isolation and characte-
rization of mesenchymal cells from human fetal membranes //
J. Tissue Eng. Regen. Med.– 2007.– Vol. 1, N4.– Р. 296–305.
Parolini O., Alviano F., Bagnara G.P. et al. Concise review:
isolation and characterization of cells from human term
placenta: outcome of the first international workshop on
placenta derived stem cells // Stem Cells.– 2008.– Vol. 26,
N2.– P. 300-311.
Pittenger M.F., Mackay A.M., Beck S.C., et al. Multilineage
potential of adult human mesenchymal stem cells // Science.–
1999.– Vol. 284, N2.– Р. 143–147.
Woods E.J., Perry B.C., Hockema J.J. et al. Optimized cryo-
preservation method for human dental pulp-derived stem cells
and their tissues of origin for banking and clinical use //
Cryobiology.– 2009.– Vol. 59, N2.– P. 150–157.
Zippel N., Schulze M., Tobiasch E. Biomaterials and mesen-
chymal stem cells for regenerative medicine // Recent Patents
on Biotechnology.– 2010.– Vol. 4, N1.– P. 1–22.

Надійшла 13.04.2010
Рецензент Н.О. Волкова

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Cargnoni A., Gibelli L., Tosini A. et al. Transplantation of
allogeneic and xenogeneic placenta-derived cells reduces
bleomycin-induced lung fibrosis // Cell Transplant.– 2009.–
Vol.18, N4.– P. 405–422.
Chin S.P., Poey A.C., Wong C.Y. et al. Cryopreserved mesen-
chymal stromal cell treatment is safe and feasible for severe
dilated ischemic cardiomyopathy // Cytotherapy.– 2010.–
Vol. 12,  N1.– P. 31–37.
Ferrari A., Hannouche D., Oudina K. et. al. In vivo tracking of
bone marrow fibroblasts with fluorescent carbocyanine dye //
J. Biomed. Mater. Res.– 2001.– Vol. 56, N3.– P. 361–367.
Haack-Sorensen M., Bindslev L., Mortensen S. et al. The
influence of freezing and storage on the characteristics and
functions of human mesenchymal stromal cells isolated for
clinical use // Cytotherapy.– 2007.– Vol. 9, N4.– P. 328–337.
Kar M., Ghosh D., Sengupta J. Molecular correlates of syncy-
tialization in muscle and placenta // Indian J. Physiol.
Pharmacol.– 2007.–  Vol. 51, N4.– P. 311–325.
Maddalena S., Elsa V., Lucia G. et al. Isolation and characte-
rization of mesenchymal cells from human fetal membranes //
J. Tissue Eng. Regen. Med.– 2007.– Vol. 1, N4.– Р. 296–305.
Parolini O., Alviano F., Bagnara G.P. et al. Concise review:
isolation and characterization of cells from human term
placenta: outcome of the first international workshop on
placenta derived stem cells // Stem Cells.– 2008.– Vol. 26,
N2.– P. 300-311.
Pittenger M.F., Mackay A.M., Beck S.C., et al. Multilineage
potential of adult human mesenchymal stem cells // Science.–
1999.– Vol. 284, N2.– Р. 143–147.
Woods E.J., Perry B.C., Hockema J.J. et al. Optimized cryo-
preservation method for human dental pulp-derived stem cells
and their tissues of origin for banking and clinical use //
Cryobiology.– 2009.– Vol. 59, N2.– P. 150–157.
Zippel N., Schulze M., Tobiasch E. Biomaterials and mesen-
chymal stem cells for regenerative medicine // Recent Patents
on Biotechnology.– 2010.– Vol. 4, N1.– P. 1–22.

Accepted in 13.04.2010

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.


