
Клітини-похідні нервового гребеня утворюються з нейроектодерми на ранніх стадіях ембріогенезу. Внаслідок 
епітеліо-мезенхімального переходу вони мігрують до периферичних структур та диференціюються у нейрони 
і глію периферичної нервової системи, меланоцити шкіри, клітини зубної пульпи, нейроендокринні клітини, 
хрящі та кістки черепа, а також у кілька інших фенотипів. Похідні нервового гребеня мають великий потен-
ціал у регенеративній медицині. Кріоконсервування широко застосовується для довгострокового зберігання 
біологічного матеріалу, який в подальшому може бути використаний у клінічній практиці. У представленому 
огляді проаналізовано підходи до кріоконсервування клітин-похідних нервового гребеня, отриманих із різних 
джерел. Дослідження in vitro та in vivo демонструють успішність розроблених протоколів кріоконсервування 
різних клітин-похідних нервового гребеня, що дає можливість створення кріобанків та їх поширеного викорис-
тання у клінічній практиці.
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Нервовий гребінь (НГ) — це транзиторна 
структура, яка утворюється з нейроектодерми 
на ранніх стадіях ембріогенезу. Внаслідок 
епітеліо-мезенхімального переходу клітини-
похідні нервового гребеня (КПНГ) мігрують 
до периферичних структур і диференціюються 
у такі типи клітин, як нейрони та глія перифе-
ричної нервової системи, меланоцити, клітини 
зубної пульпи, нейроендокринні клітини, 
хрящі і кістки черепа, а також в кілька інших 
фенотипів [40, 46, 68]. 

На теперішній час встановлено, що міг-
рація клітин НГ відбувається хвилеподібно [2, 
37, 40]. Відомо, що існує певна кореляція між 
вихідною локалізацією і періодами міграції 
КПНГ та їх потенціалом до диференціації [2, 

17]. Клітини-похідні НГ утворюються по всій 
довжині нервової трубки: від проміжного 
мозку до сакральних відділів нижче рівня 
сомiта 28. Клітини НГ, мігруючи з різних від-
ділів нервової трубки, беруть участь в утво-
ренні різних структур і тому в НГ розріз-
няють кілька відділів. D. Raible зі співавт. [61, 
62] та J.H. Dawes зі співавт. встановили [17], 
що ранні міграторні субпопуляції клітини 
диференціюються переважно в сенсорні та 
симпатичні ганглії, шваннівські клітини та 
пігментні клітини. З наступного міграторного 
пулу клітин утворюються гліальні та піг-
ментні клітини. Клітини пізніх стадій міг-
рації диференціюються переважно в ме-
ланоцити [17]. 
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У ході міграції до «пункту призначення» 
відбуваються поступова детермінація та спеці-
алізація КПНГ. Клітини краніального НГ міг-
рують в жаберні дуги і обличчя, утворюючи 
кістки і хрящі обличчя та шиї, пігментні кліти-
ни та черепні нерви [25]. Вагальний (на рівні 
сомітів 1–7) і крижовий (нижче соміту 28) від-
діли НГ утворюють парасимпатичні нерви 
кишечника. Клітини серцевого відділу НГ 
мігрують на рівні сомітів 1–3 та берут участь 
в утворенні перегородок між аортою і леге-
невим стовбуром, а також між правим і лі-
вим шлуночком серця. Клітини-похідні НГ 
на рівні сомітів 6–24 утворюють симпатичні 
нейрони та мозкову речовину наднирника 
(соміти 18–24). 

Мультипотентні стовбурові клітини НГ (Neu-
ral crest stem cells, NCSC) присутні не тільки 
в НГ ембріонів, але також у різних тканинах 
плода і навіть у дорослому організмі [41, 45, 49]. 
У волосяному фолікулі дорослих ссавців 
було ідентифіковано NCSC [8, 45, 66]. Існують 
дані, що постнатальні стовбурові клітини 
НГ мають невисоку швидкість проліферації [8, 
74] та диференціюються в більш вузький 
діапазон підтипів нейронів [38, 48]. Проте 
потенційно вони можуть бути доступним 
джерелом стовбурових клітин, які можна 
використовувати в регенеративній медицині 
[10, 68, 72]. 

Кріоконсервування широко застосовується 
для довгострокового зберігання біологіч-
ного матеріалу, в тому числі для подальшого 
його використання в клінічній практиці [47]. 
Розроблено різні протоколи кріоконсерву-
вання, які в основному відрізняються швид-
кістю заморожування-відігрівання, викорис-
таними кріопротекторами, способами наси-
чення кріозахисним середовищем, щільністю 
клітин у зразку, способом видалення кріопро-
тектора. Варіювання даними параметрами 
дозволяє створити протокол кріоконсервуван-
ня, релевантний для певного типу клітин. 
Оскільки КПНГ є гетерогенною популяцію клі-
тин, яким притаманна висока пластичність, 
то для розробки оптимального режиму кріо-
консервування важливо розуміти зміни їх 
кріочутливості в процесі диференціювання. 

З урахуванням вищенаведеного у огляді 
розглядається питання, чи залежить кріо-
стійкість КПНГ від їх походження з певних 

відділів нервової трубки (краніального, вагаль-
ного, тулубного та крижового). 

Спінальні ганглії анатомічно складаються 
з декількох типів клітин. Вони містять тіла 
чутливих немієлізованих та мієлінізованих 
нейронів, які передають сенсорну інформа-
цію з периферії в ЦНС [63]. Мантійні гліо-
цити у складі спінальних гангліїв є спеціалізо-
ваними клітинами, що оточують тіла нейронів 
та забезпечують їх регуляторно-метаболічну 
підтримку. Також у складі спінальних гангліїв 
присутні сполучнотканинні клітини ендонев-
рія та шваннівські клітини, що берут участь 
у створенні мієлінової оболонки аксонів. 

Неодноразово було встановлено цитоток-
сичний вплив ДМСО на різні клітини, в тому 
числі на клітини нейрального походження [13, 
30, 60, 75, 77]. Навіть у невеликих концент-
раціях ДМСО може чинити пошкоджуючу 
дію. Наприклад, 12-годинна інкубація in vitro 
нейронів неонатальних щурів з ДМСО в кон-
центрації 1 % та вище викликав різке зни-
ження життєздатності нейронів, помітне пору-
шення їх морфологічної будови та зниження 
експресії маркера NeuN [77]. J.L. Hanslick та 
співавт. [30] показали, що низька концентра-
ція ДМСО (0,5 і 1 %) призводила до загибелі 
близько 50 % нейронів гіпокампа щурів. 
У астроцитах ДМСО в концентрації 1 % після 
24-годинної інкубації викликав набухання 
мітохондрій, порушення мембранного потен-
ціалу, зниження рівнів цитохромів та екс-
пресії гліального глутаматного транспортера 
(GLT-1), а у концентрації 5 % призводив до 
апоптозу [75]. Також було встановлено, що 
ДМСО може впливати на метилювання ДНК 
та модифікацію гістонів шляхом регулювання 
експресії ферментів епігенетичної модифі-
кації [13].

Результати визначення оптимальної швид-
кості охолодження для сенсорних нейронів 
показали, що клітинна збереженість має певну 
залежність від плинності мембрани і розміру 
клітин [42]. Встановлено, що під час дифе-
ренціації сенсорних нейронів відбувається 
коливання плинності їх мембрани. Саме у 
той проміжок часу, який характеризується 
максимальною плинністю мембрани, спостері-
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гаються мінімальне утворення внутрішньо-
клітинного льоду за швидкості охолодження 
1 °С / хв та збереження після деконсервування 
88 % клітин, здатних до адгезії. За даними 
K. Yamatoya та співавт. [73] ефективність збе-
реження високодиференційованих нейраль-
них клітин після заморожування була наба-
гато менше, ніж малодиференційованих.

Окрім плинності мембрани, розмір клітини 
вважається ще одним фактором, що впливає 
на чутливість клітин, у тому числі й КПНГ, 
до заморожування. Загальноприйнято, що крі-
опошкодження безпосередньо пов’язане зі 
змінами агрегатного стану та фазовими пере-
ходами у клітині та позаклітинному оточенні. 
Досягнення температури нижче нуля спо-
чатку призводить до кристалізації позаклі-
тинної води, після чого настає внутрішньо-
клітинна кристалізація [23]. Утворення вну-
трішньоклітинного льоду є однією з головних 
причин загибелі клітин. Показано, що за одна-
кових досліджуваних умов об’єм клітини, 
який пов’язаний з внутрішньоклітинною кіль-
кістю води, відіграє важливу роль у частоті 
виникнення внутрішньоклітинної криста-
лізації [59]. При цьому клітини з більшим діа-
метром мають підвищену ймовірність утво-
рення внутрішньоклітинного льоду, ніж клі-
тини з меншим діаметром [59]. Це твердження 
узгоджується з даними R. Li та співавт. [42] що-
до коливання діаметра сенсорних нейронів під 
час їх диференціювання. При цьому, висока 
кріостійкість спостерігалася у незрілих клітин, 
які мали найменший розмір серед усіх дослід-
жених. 

Встановлено, що після кріоконсервування 
нейронів спінального ганглія собаки зі швид-
кістю охолодження 1 °С / хв під захистом 10 % 
ДМСО і 31 % фетальної телячої сироватки (ФТС) 
суттєво знижувались життєздатність та їх за-
гальна кількість [64]. Крім цього спостерігалось 
зменшення соми нейронів та пригнічення здат-
ності до формування відростків in vitro. 

Кріоконсервування зі швидкістю 0,5–1 °С / хв 
у присутності 5, 7,5 і 10 % ДМСО та 25 % 
ФТС зберігало адгезивну здатність клітин 
спінального ганглія новонароджених поросят, 
однак призводило до зменшення проліфера-
тивної активності під час культивування [4]. 
Оптимальна концентрація ДМСО, за якої збе-
рігалася життєздатність клітин на рівні 87 % та 

їх висока проліферативна активність (85 % від-
носної площі моношару від інтактного контр-
олю), становила 7,5 %. За цих умов кількість 
мантійних гліоцитів у культурі складала близь-
ко 95 % після розморожування. 

Показано, що інкапсуляця у колагеновий 
гідрогель впливає на результат кріоконсерву-
вання спінальних гангліїв курячого ембріона 
[16]. Кріоконсервування необроблених зразків 
у присутності 10 % ДМСО і 30 % ФТС при 
–80 °С з подальшим зануренням у рідкий азот 
призводило до зниження показника життє-
здатності клітин у складі ганглія в середньому 
до 46 %. Однак, якщо спінальні ганглії куль-
тивували на поверхні, вкритій колагеновим 
гідрогелем, життєздатність їх клітин після за-
морожування складала близько 84 %, ганглії 
зберігали інтактні морфологічні характерис-
тики, мали високу експресію біомаркерів шван-
нівських клітин та менший відсоток апоптозу. 

Повільне заморожування як оптимальний 
підхід до довготривалого зберігання пери-
феричних нервів було запропоновано в кіль-
кох наукових роботах [21, 33, 76, 78, 80]. 
Аналіз джерел вказує на те, що для уникнення 
утворення внутрішньоклітинного льоду швид-
кість охолодження, за якої фрагменти нервів 
зберігають нормальну структуру та достатній 
вміст шваннівських клітин, має бути у ме-
жах 1–4 °С / хв. Крім того, збереженості шван-
нівських клітин сприяє швидке розморожу-
вання кріоконсервованого нерва [80]. 

Для кріоконсервування нервів у якості 
кріопротекторного агента частіше всього 
використовуються ДМСО та гліцерин [33, 70, 
76, 78, 80]. A. Zalewski та співавт. [76] порів-
нювали вплив гліцерину, ДМСО та суміші 
ДМСО з формамідом у співвідношенні 2:1. 
Найкраща виживаність деконсервованих 
нервів після алотрансплантації була проде-
монстрована за умов використання 20 %-ї су-
міші ДМСО/формамід (час насичення 20 хв, 
швидкість охолодження 1–1,5 °С / хв). Ало-
трансплантати мали добре збережені гіс-
тологічні елементи, в тому числі мієлінові 
та безміелінові аксони, шваннівські клітини, 
ендоневрій, периневрій, кровоносні судини.

S.A. González Porto та співавт. [28] кріокон-
сервували фрагменти периферичного нерва 
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щурів у середовищі 199 з 10 % ДМСО соло 
або з 4 % альбуміну людини (в останньому 
випадку в процесі розморожування прово-
дили послідовні промивання фізіологічним 
розчином з додаванням 20 % альбуміну люд-
ини). Швидкість охолодження була однаковою 
для обох груп та складала 1 °C/хв до температу-
ри −40°C, потім 5 °C/хв до −140°C. Гістологічне 
дослідження нерва після кріоконсервуван-
ня продемонструвало належне збереження 
його структури в обох групах. Проте показ-
ник життєздатності шваннівських клітин 
у фрагментах нервів був значно вищим за умов 
додавання альбуміну. 

Метод кріоконсервування первинної культу-
ри шваннівських клітин, отриманої з пери-
феричного нерва людини, описано у роботах 
N. Andersen та співавт. [5, 6]. Автори вико-
ристовували кріозахисне середовище, що 
складалося з 90 % ФТС та 10 % ДМСО [5] або 
комерційне середовище для кріоконсерву-
вання «Recovery™ Cell Culture Freezing Medium» 
(Thermo-Fisher, США) [6] та контейнер для 
заморожування «Mr. Frosty™ Freezing Container», 
Thermo-Fisher) який забезпечує швидкість 
заморожування 1°C/хв у морозильній камері 
при –80°C. Показник життєздатності шваннів-
ських клітин після розморожування складав 
більше 90 %. T.E. Trumble та співавт. [70] також 
встановили, що 10 % ДМСО є оптимальною 
концентрацією для кріоконсервування первин-
ної культури шваннівських клітин.

Первинна культура шваннівських клітин 
може бути отримана не тільки з свіжого, але й 
з кріоконсервованого нерва. У роботі P.W. Ma-
son та співавт. [44] фрагменти периферичного 
нерва поміщали у кріозахисне середовище з 25 
% ДМСО та 50 % ФТС у морозильник з темпе-
ратурою –80°C на 24 години, а потім зберігали 
в рідкому азоті до моменту використання. 
Шваннівські клітини, отримані з кріоконсерво-
ваного нерва, за фенотиповими ознакам та від-
повіддю на специфічні мітогени були подібні 
до свіжовиділених клітин. 

Мультипотентні КПНГ зі шкіри ссавців ма-
ють потенціал диференціювання у нейрони, 
глію, гладком’язові клітини та адипоцити [69] і 

експресують маркери НГ Slug, Snail, Twist, 
Pax3 і Sox9 [22]. Вважається, що дермальна 
папіла є ендогенною нішею для КПНГ у шкірі 
обличчя [19]. Похідними нервового гребеня 
є також меланоцити шкіри [14].

На теперішній час КПНГ, отримані з волося-
них фолікулів, визнаються перспективним 
та доступним джерелом мультипотентних стов-
бурових клітин [24]. 

Кріоконсервування клітин дорослого воло-
сяного фолікула людини у кріозахисному серед-
овищі на основі 90 % ФТС та 10 % ДМСО до-
зволило отримати 82,2 % життєздатних клітин, 
які демонстрували збереження як нейрональ-
ного, так і гліального потенціалу диферен-
ціювання [24]. У роботі W. Cao та співавт. [12] 
було порівняно кріозахисні середовища з 10 % 
гліцерину або ДМСО для кріоконсервування 
цілих фолікулів вібрис миші. Порівняно з глі-
церином у середовищі на основі ДМСО краще 
зберігалися популяції стовбурових клітин 
та відбувалося функціональне відновлення 
росту клітин фолікулів після підшкірної тран-
сплантації.

S. Kajiura та співавт. [35, 36] було розроблено 
оптимальний протокол кріоконсервування 
цілого волосяного фолікула миші та проде-
монстровано перевагу повільного заморожу-
вання порівняно з вітрифікацією. Кріокон-
сервування волосяних фолікулів у комер-
ційному кріозахисному середовищі «TC-Pro-
tector medium» (DS Pharma Biomedical Co., 
Японія) зі швидкістю охолодження, яка за-
безпечуюється витримкою кріопробірки 
у морозильній камері –80 °С упродовж доби, 
дозволило отримати після розморожування 
близько 90 % фолікулів, з яких відбувалася 
міграція клітин. Клітини з деконсервованих 
фолікулів зберігали здатність до проліферації 
та експресували маркери стовбурових клітин 
нестін, Sox2, SSEA-1.

Ізольовані клітини з дермальної папіли 
волосяного фолікула (вібриси) новонародже-
ного кролика було кріоконсервовано O. Novi-
kova та співавт. [50]. Кріоконсервування клі-
тин зі швидкістю охолодження 1 °С / хв до –80 
°С та подальшим зануренням в рідкий азот 
у кріозахисному середовищі на основі DMEM 
із додаванням 5 % бичачого сироваткового 
альбуміну та ДМСО у концентраціях 5–10 % 
дозволяло зберігати життєздатність клітин 
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безпосередньо після розморожування на рівні 
90–93 %. Однак клітини виявились досить 
чутливими до токсичного впливу ДМСО у кон-
центрації 10 %, що проявлялося у збільшеній 
кількості патологій клітинного мітозу, зни-
женні індексу мітозу на першому пасажі або 
повному припиненні проліферації клітин 
на другому пасажі [52]. 

Встановлено високу чутливість меланоцитів 
до пошкоджуючих факторів кріоконсерву-
вання [1, 15]. У роботі C.C. Comton та співавт. 
[15] описано, що збереженість після кріо-
консервування у присутності 10 % гліцерину 
первинної культури меланоцитів, отриманої 
зі шкіри людини, знизилась на 77 %. Далі за 
умов багаторазового субкультивування, яке 
чергувалось із заморожуванням, меланоцити 
взагалі не зберігалися.

Збереження морфофункціональних власти-
востей епідермальних меланоцитів людини 
та їх проліферації in vitro після заморожу-
вання було встановлено X. Cai та співавт. [11]. 
За цих обставин заморожування відбува-
лося у присутності електростатичного поля 
високої напруги (high-voltage electrostatic 
fi eld, HVEF). Зразки охолоджували зі швидкіс-
тю близько 0,3–0,7 °С / хв у середовищі, 
що складалося з DMEM, ФТС та ДМСО у 
співвідношенні 6:3:1. У випадку, коли викорис-
товували напруженість електричного поля 
15 кВ/м, життєздатність клітин була найви-
щою (близько 88 %) порівняно з HVEF не-
обробленим контролем та групами з напру-
женістю електричного поля 10 або 20 кВ/м. 
У необробленому контролі після деконсер-
вування клітини мали змінену морфологіч-
ну структуру та слабку адгезію до субстра-
ту.

Стовбурові клітини, отримані з пульпи 
третіх молярів, було кріоконсервовано у кріо-
захисних середовищах на основі 0,5; 1,0 та 1,5 М 
етиленгліколю, пропіленгліколю або ДМСО зі 
швидкістю охолодження 1°C/хв до −85°C з по-
дальшим зануренням у рідкий азот [71]. Показ-
ник життєздатності клітин, заморожених 
з 1,0 та 1,5 М ДМСО, який був значно вище, 
ніж з іншими використаними кріопротектора-
ми у відповідних концентраціях, складав відпо-
відно (90,6 ± 8,9) і (91,0 ± 8,1) %. 

B.C. Perry та співавт. [55] заморожували 
стовбурові клітини пульпи зубів у вигляді 
суспензії клітин та у складі цілого зуба. Зразки 
заморожували в присутності 10 % ДМСО 
зі швидкістю охолодження 1 °С / хв до –85°C 
та подальшим зануренням у рідкий азот. 
Відмінність між заморожуванням цих зразків 
полягала в тому, що кріопротектор до сус-
пензії клітин додавали крапельним шляхом, 
а у випадку заморожування цілого зуба наси-
чення розчином ДМСО здійснювали за 4 °С 
протягом години. Показник життєздатності 
клітин після відігрівання складав 89,5 %. Ав-
тори не виявили жодних відмінностей між 
зразками у їх здатності до диференціювання 
у остео- та адипогенному напрямках. На від-
міну від цього у роботі E.J. Woods та співавт. 
[71] було встановлено знижене відновлення 
клітин за отримання їх з третіх молярів, які 
було кріоконсервовано з 10 % ДМСО (час ін-
кубації у кріозахисному середовищі 2 години 
за 4 °С). З розморожених зубів ізолювали клі-
тин, однак після 28 діб культивування лише 
у 20 % випадків було отримано клітини, які 
прикріплялися та активно проліферували 
у культурі. 

M. Zhurova та співавт. [81] було зроблено 
припущення, що наявність міжклітинних 
з’єднань у культурі клітин може сприяти 
кращій збереженості стовбурових клітин 
пульпи третіх молярів людини. Експерименти, 
проведені за допомогою кріомікроскопії, 
виявили, що заморожування у вигляді суспен-
зії призводило до загибелі близько 86 % клі-
тин, тоді як у вигляді моношару — близько 25,5%. 
За цих умов клітини мали здатність до експресії 
білка щілинних з’єднань Connexin-43 та збері-
гали цілісність мембрани, але втрачали здат-
ність до проліферації. 

У роботі S.Y. Lee та співавт. [39] було запро-
поновано підхід до зниження концентрації 
ДМСО у складі кріозахисного середовища 
для зберігання стовбурових клітин пульпи 
зуба. Кріоконсервування за допомогою про-
грамного заморожувача (швидкість охолоджен-
ня 0,5 °С / хв), з’єднаного з магнітним полем 
(0,01 мТл), дозволило підвищити рівень життє-
здатності клітин. Цей показник для клітин, 
заморожених у присутності 3 % ДМСО та 
магнітного поля, складала 73 %, тоді як без маг-
нітного впливу — 56 %.  
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N. Huynh та співавт. [34] показали, що 
швидкість охолодження має більш значний 
вплив на збереженість стовбурових клітин 
пульпи зубів, ніж концентрація кріопротек-
тора. Життєздатність клітин, заморожених 
із контрольованою швидкістю охолодження 1
 °С / хв з 5 та 10 % ДМСО, була майже однако-
вою (79,7 і 79,0  %, відповідно). Порівняно з 
цим, за умов швидкого охолодження (занурен-
ня у рідкий азот) життєздатність клітин скла-
дала 10,8 і 32,1 % відповідно.

N. Pilbauerova та співавт. [56] використо-
вували неконтрольоване заморожування 
для кріоконсервування стовбурових клітин 
першого пасажу, отриманих із пульпи зуба 
людини. За цих умов кріопробірки з клітинни-
ми зразками витримували за температури –20 
°С протягом 1–1,5 години, потім їх переносили 
до морозильної камери з температурою –80°C 
та зберігали 6 або 12 місяців. Кріозахисне се-
редовище складалося з повного живильного 
середовища з додаванням 10 % ДМСО. Після 
розморожування клітини зберігали характе-
ристики, притаманні інтактним стовбуровим 
клітинам: фібробластоподібну морфологічну 
структуру, проліферативну активність, екпре-
сію 21 фенотипового маркера. Збереженість 
клітин, оцінена за трипановим синім, складала 
від 88 до 91 % в залежності від терміну низько-
температурного зберігання 6 або 12 місяців 
відповідно.

У дослідженні S. Heumüller-Klug та співавт. 
[31] було апробовано декілька режимів кріо-
консервування клітин ентеральної нервової 
системи неонатальних щурів. Показано, що 
за умов використання швидкості охолоджен-
ня 1 °С / хв та безсироваткового середовища 
з 10 % ДМСО зберігалося близько 60 % клі-
тин. Додавання ФТС у концентрації 20 та 
90 % до кріозахисного середовища не підви-
щувало збереженість клітин (45 та 48,5 % від-
повідно). Клітини взагалі не зберігалися у 
випадку вітрифікації у комерційному безсиро-
ватковому середовищі «StemCell Keep™» 
(BioVerde, Японія).

Кріоконсервування фетальних хромафінних 
клітини у вигляді агрегатів у присутності 10 % 

ДМСО і 10 % сироватки (швидкість охолоджен-
ня 1 °С / хв) дозволяло зберегти основні фено-
типові маркери (наприклад, експресію тиро-
зингідроксилази) [67]. Також розморожені клі-
тини були здатні до формування нейритів у 
відповідь на введення в середовище культиву-
вання фактору росту нервів (nerve growth factor, 
NGF). 

Встановлено, що низькі швидкості охоло-
дження (0,3–1 °С / хв) сприяють збереженню 
клітин, отриманих із надниркових залоз ново-
народжених поросят [9, 53, 65]. Для отри-
мання первинної культури клітин надниркових 
залоз було перевірено два способи. Перший 
спосіб полягав в отриманні з наднирників 
суспензії клітин та її кріоконсервуванні з ви-
користанням кріозахисного середовища 
на основі 10 % ДМСО з додаванням ФТС 
(швидкість охолодження 1 °С / хв). Це дозволи-
ло отримати близько 80 % життєздатних клі-
тин, які у подальшому поміщали в умови куль-
тивування [65]. За другим способом проводили 
кріоконсервування фрагментів надниркових 
залоз у середовищі з 10 % ДМСО за різними 
швидкостями охолодження (0,3; 1; 5; 40 
та >100 °С / хв), а після розмороження отри-
мували клітини для подальшого культивування 
[9]. Найвищі показники життєздатності (біля 
90 %) та виходу клітин було одержано після 
використання швидкостей охолодження 0,3–
1 °С / хв. За цих умов морфологічні особливос-
ті деконсервованих клітин, їх здатність до адге-
зії та експресія фенотипових маркерів хромо-
граніну А та βIII-тубуліну значуще не від-
різнялися від інтактних клітин [9, 53]. 

На теперішній час відомо, що 3D-культури 
(сфероїди, нейросфери) мають ряд переваг 
над моношаровими культурами, оскільки 
завдяки тривимірній організації клітини збері-
гають властивості, притаманні органу, з якого 
вони отримані. У таких умовах клітини екс-
пресують гени та мають морфологічну бу-
дову, близьку до природної; виявляють влас-
тивості більш ранніх прогенiторів; мають 
фізіологічні характеристики реалізації основ-
них клітинних функцій (метаболізму, клі-
тинного циклу, клітинної адгезії, проліфе-
рації, диференціювання, міграції, апоптозу 
тощо).



ISSN 2307-6143. Проблеми кріобіології і кріомедицини. 2025; 35(1)

Кріоконсервування клітин-похідних нервового гребеня

3D-культри КПНГ більш природно відтво-
рюють цитологічне мікрооточення клітин 
нервової системи, їх механічні та біохімічні 
особливості, міжклітинні нейро-гліальні 
зв'язки та передачу сигналів, тобто є більш 
реалістичними моделями в порівнянні з мо-
ношаром [20, 54]. Нейросфери складаються 
з клітин на різних стадіях диференціювання 
(стовбурові клітини, проліферуючі нейрони-
попередники, постмітотичні нейрони та глія), 
про що свідчить наявність маркерів стовбуро-
вих та прогеніторних клітини (нестин, ві-
ментин), нейронів (бета-ІІІ-тубулін), гліаль-
них клітин (кислий гліальний фібрилярний 
білок, GFAР), олігодендроцитів (olig2) [7, 26, 
29, 58].

Стандартним протоколом кріоконсерву-
вання нейросфер є охолодження зі швидкістю 
1 °С / хв [18, 43, 79] у кріозахисному середо-
вищі на основі ДМСО [27, 32, 43, 79]. У роботі 
S. Heumüller-Klug та співавт. [31] було порів-
няно результати заморожування нейросфер, 
отриманих із ентеральної нервової системи, 
в залежності від складу кріозахисного сере-
довища. Встановлено, що кріоконсервування 
зі швидкістю охолодження 1 °С / хв у кріоза-
хисному середовищі з 10 % ДМСО в присут-
ності 20 і 90 % ФТС дозволяє зберегти 39,7 і 40,3 
% нейросфер відповідно. Встановлено, 
що клітини зберігали властивості до збуджен-
ня у відповідь на специфічну стимуляцію. 
Середовище з 10 % ДМСО без сироватки було 
менш ефективним і забезпечувало збереження 
лише 27,3 % нейросфер. Кріоконсервування 
у безсироватковому середовищі «StemCell 
Keep™» шляхом вітрифікації зменшувало кіль-
кість збережених нейросфер приблизно до 
10 %.

Кріоконсервування з використанням ДМСО 
в концентраціях 5, 7,5 та 10 % та режиму охо-
лодження зі швидкістю 0,5 °С / хв до –20 °С на 
етапі I та швидкістю 1 °С / хв до –80 °С на етапі 
II з подальшим зануренням у рідкий азот до-
зволили зберегти основні властивості сферої-
дів, отриманих із первинної культури клітин 
спінальних гангліїв (здатність сфероїдів до 
адгезії; морфологічний склад клітин у складі 
сфероїдів та їх здатність до міграції) [3], хоча 
відбувалося зниження цих показників.

E.M. Plaksina та співавт. [57] оцінили ре-
жими кріоконсервування сфероїдів, отримані 

з клітин наднирників неонатальних свиней. 
У режимах використовували швидкість охо-
лодження 1 °С / хв та кріозахисні середовища 
на основі 5, 7 та 10 % ДМСО з додаванням 25 % 
ФТС. Такі характеристики кріоконсервова-
них сфероїдів, як здатність до адгезії, міграції 
клітин та утворення моношару, найкраще 
зберігалися у випадку використання 10 % 
ДМСО. За цих умов додавання ФТС до кріоза-
хисного середовища не мало істотного впливу 
на результат кріоконсервування.

Сфероїди, отримані з дермальної папіли, 
було кріоконсервовано у роботі O.Y. Novikova 
та співавт. [51] з використанням швидкості 
охолодження 1 °С / хв, середовища з 5 або 10 % 
ДМСО та 5 % ФТС. Після консервування 
за обох концентрацій кріопротектора сфе-
роїди зберігали морфологічну цілісність, 
однак мали менший діаметр, що було обумов-
лено частковою загибелю клітин після розмо-
рожування.

Отже, вищезазначені роботи демонструють, 
що КПНГ можуть бути успішно кріокон-
сервовані у складі сфероїдів, якщо використо-
вуються низькі швидкості охолодження (0,5–
1 °С / хв) та кріопротектор ДМСО у концентра-
ціях 5–10 %. 

Мультипотентність та значний регенера-
торний потенціал стовбурових/прогеніторних 
КПНГ обумовили підвищений інтерес спеціа-
лістів у їх клінічному використанні, особливо у 
галузі персоналізованої регенеративної меди-
цини. З огляду на цей факт актуальною є роз-
робка режимів кріоконсервування як важливо-
го етапу процесингу клітин поряд з їх отриман-
ням та культивуванням. Однак на сучасному 
етапі існує замало робіт, присвячених кріокон-
сервуванню КПНГ.

У представленому огляді було зроблено 
спробу систематизувати дані, отримані під 
час кріоконсервування КПНГ. Зрозуміло, 
що еволюційно запрограмоване різноманіття 
цих клітин та гетерогенність їх стовбуро-
вих / прогеніторних субпопуляцій, які зберіга-
ються у дорослому організмі, ускладнюють 
цю задачу. Похідні НГ досить сильно морфоло-
гічно відрізняються в залежності від кінцевої 
дифференціації, отже, вихідною ознакою 
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для систематизації нами було обрано відмін-
ності КПНГ за їх локалізацією та міграцією 
вздовж рострокаудальної осі. Аналіз результа-
тів дозволяє зробити висновок, що кріочут-
ливість КПНГ у більшій мірі залежить від сту-
пеня їх диференціювання, ніж від походження 
з певного відділу НГ. У більшості випадків 
КПНГ успішно було кріоконсервовано за до-
помогою низьких швидкостей охолодження 
(0,5–1 °С / хв) та кріозахисних середовищ із 
ДМСО у концентраціях від 5 до 10 %.

Насамкінець можна відзначити, що дослі-
дження in vitro та in vivo демонструють ус-
пішність розроблених протоколів кріокон-

сервування різних клітин-похідних нервового 
гребеня, що дає можливість створення кріо-
банків та поширити їх використання у клініч-
ній практиці. Незважаючи на те, що терапія 
за допомогою КПНГ має великі перспективи, 
необхідно враховувати безпеку та потенційні 
ризики, пов’язані з цим підходом. Перш ніж 
ці клітини зможуть бути головним або допо-
міжним терапевтичним засобом, потрібні 
комплексні дослідження їх властивостей (тумо-
рогенність, імуногенність, здатність до деди-
ференціювання тощо) та впливу кріоконсер-
вування на ці та інші клітинні характеристики.
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CRYOPRESERVATION OF NEURAL CRESTDEREIVED CELLSS

Neural crest-derived cells are formed from neuroectoderm at early stages of embryogenesis. As a result of the 
epitheliomesenchymal transition, they migrate to peripheral structures and differentiate into neurons and glia 
of the peripheral nervous system, skin melanocytes, dental pulp cells, neuroendocrine cells, cartilage and bones 
of the skull and several other phenotypes. Neural crest derivatives have great prospects for application in regenerative 
medicine. Cryopreservation is widely used for long-term storage of biological material, enabling its application in 
clinical practice. Here, we have avalyzed the approaches to cryopreservation of neural crest-derived cells procured 
from different sources. The in vitro and in vivo studies demonstrate the effectiveness of the developed protocols 
for cryopreservation of various neural crest-derived cells, which opens the way for establishing cryobanks and 
expanding the use of these cells in clinical practice. ,
Key words: cryopreservation, neural crest, 2D- culture, 3D-culture, dorsal root ganglion cells, dental pulp cells, mel-
nocytes, Schwann cells. 


