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АННОТАЦИЯ
Обоснование. Криоконсервация является широко применяемым методом длительного сохранения жизнеспособности 
культур клеток или сложных клеточных структур, включая органоиды, которые используются как для научных за-
дач, так и в скрининговых исследованиях и клинической практике. Данных о криоконсервации органоидов на основе 
дифференцированных производных из индуцированных плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК) в настоящее время 
недостаточно. 
Цель. Оптимизация протоколов медленной криоконсервации нейральных органоидов из дифференцированных произ-
водных ИПСК и хондросфер.
Методы. Нейральные органоиды, полученные из дифференцированных в нейральном направлении ИПСК человека, 
на 9, 14, 22, 29 и 43-и сутки подвергали криоконсервации в четырёх вариантах растворов. После размораживания 
оценивали целостность и размеры органоидов, выполняли количественную полимеразную цепную реакцию на ней-
ральные маркёры МАР2 и NES, а также иммуногистохимическое (ИГХ) окрашивание на бета-3-тубулин, МAP2, SOX2 
и ядерный антиген пролиферирующих клеток (proliferating cell nuclear antigen, PCNA).
Хондросферы получали из хондроцитов человека и криоконсервировали их через 29 дней после перевода в 3D-условия 
культивирования в растворе 82% DMEM + 10% FBS + 8% DMSO + 10 мкмоль ROCK-ингибитора Y27632 (Ri, Rho-associated 
protein kinase inhibitor). После размораживания проводили ИГХ-анализ на экспрессию хондрогенных маркёрных бел-
ков аггрекана, коллагена II типа и SOX9, а также на PCNA. 
Результаты. Нейральные органоиды, замороженные на 3–6-й неделе от начала дифференцировки, показали наи-
большее сохранение целостности после разморозки. Через неделю после разморозки диаметр нейральных органоидов 
уменьшался в среднем на 14,5%, однако ещё через неделю их размер практически достигал значений на соответству-
ющий день дифференцировки для органоидов, не подвергавшихся криоконсервации. Количественная полимеразная 
цепная реакция, а также ИГХ-окрашивание показали сохранение нейрального фенотипа клетками нейральных орга-
ноидов через 2 нед после разморозки. Хондросферы в течение 2 нед после разморозки не демонстрировали изме-
нений диаметра и показали 100% сохранение целостности органоидов. ИГХ-анализ продемонстрировал присутствие 
хондроцитарных белков в хондросферах через 2 нед после разморозки.
Заключение. По итогам исследования оптимальной стадией для криоконсервации нейральных органоидов на основе 
ИПСК можно считать 3-ю неделю от начала дифференцировки, а криопротекторный раствор 82% DMEM + 10% FBS + 
8% DMSO — наиболее подходящим для заморозки. Этот раствор также подходит для криоконсервации хондросфер.
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ABSTRACT
BACKGROUND: Cryopreservation is a widely used method for long-term viability preservation of cultured cells and complex 
cellular structures, including organoids, which serve both scientific and clinical purposes, as well as for screening applications. 
However, data on cryopreservation of organoids derived from differentiated induced pluripotent stem cells (iPSCs) remain 
limited.
AIM: The work aimed to optimize slow freeze protocols for neural organoids derived from iPSC-differentiated cells and 
chondrospheres.
METHODS: Neural organoids differentiated from iPSCs were cryopreserved on days 9, 14, 22, 29, and 43 using four different 
cryopreservation media. Post-thaw assessment included organoid integrity and size measurements, quantitative polymerase 
chain reaction for MAP2 and NES markers, and immunohistochemical (IHC) staining for βIII-tubulin, MAP2, SOX2, and 
proliferating cell nuclear antigen (PCNA).
Chondrospheres were derived from human chondrocytes and cryopreserved 29 days after transition to 3D culture conditions in 
a solution of 82% DMEM + 10% FBS + 8% DMSO + 10 µM ROCK inhibitor Y27632 (Ri, Rho-associated protein kinase inhibitor). 
Post-thaw IHC analysis was performed to assess the expression of chondrogenic marker proteins, including aggrecan, collagen 
type II, and SOX9, as well as PCNA.
RESULTS: Neural organoids cryopreserved between weeks 3 and 6 of differentiation retained the highest post-thaw structural 
integrity. Although organoid diameter decreased by 14.5% on average 1 week after thawing, size was nearly restored to 
the values observed on the corresponding day of differentiation for organoids not subjected to cryopreservation by week 2. 
Quantitative polymerase chain reaction and IHC staining confirmed maintenance of neuronal phenotype 2 weeks post-thaw. 
Chondrospheres showed no change in diameter over 2 weeks post-thaw and exhibited 100% preservation of organoid integrity. 
IHC analysis confirmed the presence of chondrocytic proteins in chondrospheres 2 weeks after thawing.
CONCLUSION: Based on the study findings, the third week of differentiation was identified as the optimal stage for 
cryopreservation of iPSC-derived neural organoids. The cryopreservation medium composed of 82% DMEM, 10% FBS, and 8% 
DMSO was optimal for both neural organoids and chondrospheres.
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ВВЕДЕНИЕ
Криоконсервация — широко используемый метод 

сохранения биоматериала в течение длительного вре-
мени. Суть его заключается в замораживании клеточ-
ного материала при криогенной температуре от –196  °C 
до –150  °C. Основными факторами, способствующими 
разрушению клетки при замораживании и разморозке, 
являются формирование кристаллов льда из внутрикле-
точной и внеклеточной воды, разрывающих клеточную 
мембрану, и повышение концентрации солей в незамёрз-
шей фракции. Общий принцип замораживания клеточных 
культур, тканей и органоидов состоит в добавлении в сре-
ду для заморозки криопротектора, который, проникая 
в клетку, связывает внутриклеточную воду и снижает её 
кристаллизацию, поддерживая постоянную концентрацию 
солей. Криопротектором, как правило, служит диметил-
сульфоксид (dimethylsulfoxide, DMSO, Me2SO), этилен-
гликоль или пропандиол, а также, в некоторых случаях, 
сахароза. Важно отметить, что каждый из этих крио-
протекторов обладает определённой цитотоксичностью 
[1–3]. В связи с этим, в зависимости от протокола замо-
розки и типа клеток, используют различные концентрации 
криопротектора. Концентрацию токсичных проникающих 
криопротекторов, таких как DMSO, этиленгликоль и про-
пандиол, можно уменьшить, используя непроникающие 
и менее токсичные криопротекторы, например дисахари-
ды или макромолекулы [1, 4].

Глобально все методы криоконсервации подразде-
ляют на 2 способа: медленная заморозка и витрифика-
ция, причём оба имеют ряд преимуществ и недостатков. 
Медленная заморозка отличается медленным охлажде-
нием (со скоростью от −0,3 до −1  °C/мин). В  протоколах 
медленной заморозки используют относительно неболь-
шие концентрации криопротектора (как правило, 7−10% 
объёма). При разморозке клеток температуру доводят 
до 36−37 °C в среднем за 3−5 мин. К преимуществам мед-
ленной заморозки относят простоту и удобство методо-
логии. Основным фактором риска является осмотический 
шок клеток при разморозке. Добавление в криосреду 
ингибитора Rho-киназы Y-27632 (ROCK-ингибитор, Rho-
associated protein kinase inhibitor, Ri) повышает выжива-
емость и жизнеспособность многих типов клеток после 
размораживания [5, 6].

Для витрификации характерны присутствие больших 
концентраций криопротекторов (15−30%), а также вы-
сокая скорость охлаждения и разморозки: фактически 
эти процессы происходят в течение нескольких секунд. 
В случае витрификации высококонцентрированный крио
протектор при быстром охлаждении достигает той тем-
пературы, при которой приобретает структуру и свойства 
стекла и не кристаллизуется, что позволяет замора-
живаемой клетке избежать осмотического шока и по-
вреждений мембраны. Витрификация более безопасна 
для замораживаемых объектов и широко используется 

для заморозки эмбрионов. К  её недостаткам можно от-
нести бóльшую трудоёмкость по сравнению с медленной 
заморозкой: необходимо переносить замораживаемые 
объекты в несколько разных буферов, постепенно повы-
шая концентрацию криопротекторов, а после помещения 
в финальную криосреду охлаждение до криогенной тем-
пературы должно производиться незамедлительно [7].

Оба способа криоконсервации могут использоваться 
для заморозки не только суспензий клеток, но и бо-
лее сложных объектов, таких как фрагменты тканей 
и органоиды. Органоиды представляют собой трёх-
мерные многоклеточные структуры, являющиеся диф-
ференцированными производными стволовых клеток 
или клеток-предшественников органов. Они использу-
ются для моделирования заболеваний, регенеративной 
медицины и тестирования различных терапевтических 
средств [8, 9]. В отличие от суспензий клеток органои-
ды имеют ряд дополнительных особенностей, которые 
следует учитывать при подборе протокола криокон-
сервации: организованные межклеточные взаимодей-
ствия, различная доступность клеток для компонентов 
раствора, отличия в криопротекторной и осмотической 
толерантности разных типов клеток в составе органоида 
[10]. Оптимизация условий криоконсервации и подбор 
универсального криопротекторного раствора позволят 
обеспечить длительное хранение органоидов и суще-
ственно упростят их использование в исследователь-
ских или клинических целях.

В настоящее время данных о криоконсервации орга-
ноидов немного. Показано успешное применение прото-
кола медленной заморозки для кишечных и печёночных 
органоидов, полученных из кишечной ткани и эпите-
лиальных стволовых клеток соответственно, а также 
органоидов сетчатки, полученных из индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК) [11, 12]. Из-
вестны также работы о криоконсервации органоидов 
сердца [13–15]. Ряд исследований показывают, что ви-
трификация является более предпочтительным методом 
криоконсервации органоидов по сравнению с медлен-
ной заморозкой [3, 7, 16]. Такие данные были получены 
для островков Лангерганса, сфероидов мультипотент-
ных мезенхимальных стромальных клеток и органоидов 
рака лёгких [7, 16, 17]. 

Что касается нейральных органоидов, данных об их 
криоконсервации в настоящее время недостаточно. Из-
вестно об использовании протокола медленной замороз-
ки для криоконсервации органоидов из глиобластомы, 
включающего применение питательный среды с 10% 
DMSO в качестве криопротектанта [18]. Однако стоит за-
метить, что опухолевые клетки обладают большей выжи-
ваемостью, чем здоровые, поэтому использование дан-
ного метода для криоконсервации дифференцированных 
нетрансформированных клеток остаётся под вопросом. 
Известно также о применении протокола медленной за-
морозки в безбелковой среде с 10% DMSO к агрегатам 
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нейральных предшественников, дифференцированных 
из плюрипотентных стволовых клеток [19]. Недавние ис-
следования показали возможность медленной криокон-
сервации нейросфер, полученных из энтеральной нервной 
системы, а также нейральных органоидов, полученных 
из эмбриональных стволовых клеток (ЭСК) в различных 
средах с 10% DMSO [20, 21]. DMSO обладает как криопро-
текторным, так и цитотоксическим эффектом [22]. К  на-
стоящему времени в литературе нет данных о влиянии 
уменьшения концентрации DMSO на выживаемость орга-
ноидов после криоконсервации. Уменьшение концентра-
ции DMSO при криоконсервации некоторых типов клеток 
положительно повлияло на их выживаемость после раз-
морозки [23, 24]. К  тому же даже низкие концентрации 
DMSO обладают цитотоксическим эффектом для ней-
ральных клеток [25, 26]. Уменьшение его концентрации 
при криоконсервации, вероятно, могло бы повысить ко-
личество и жизнеспособность органоидов после размо-
розки. Не показана также оптимальная стадия дифферен-
цировки нейральных органоидов для криоконсервации. 
Чаще всего в исследованиях для заморозки используются 
зрелые нейральные органоиды [20, 21], однако молодые 
органоиды, по некоторым данным, демонстрируют луч-
шую выживаемость из-за присутствия в них незрелых 
активно делящихся клеток [27, 28]. Наконец, требует до-
полнительных исследований протокол заморозки органо-
идов, полученных из дифференцированных в нейральном 
направлении ИПСК. Интерес при этом представляют ор-
ганоиды среднего мозга, так как они являются модель-
ным объектом при исследовании различных нейродеге-
неративных заболеваний, таких как болезнь Паркинсона, 
боковой амиотрофический склероз и болезнь Ниманна–
Пика типа C [29–31].

Хондросферы представляют собой сфероиды, полу-
ченные из хондроцитарных производных ИПСК, муль-
типотентных мезенхимальных стромальных клеток, ЭСК 
или хондроцитов и производимого ими матрикса. Они мо-
гут использоваться для коррекции объёмных дефектов 
суставного хряща [32]. Транспортировка в отдалённые 
клинические центры и биобанкирование хондросфер 
предполагают их длительное хранение при низких тем-
пературах, поскольку срок годности таких органоидов 
ограничен двумя сутками [33]. Данных о криоконсервации 
хондросфер немного. Известно о медленной заморозке 
хрящевых биоптатов нативной ткани [34]. В  данной ра-
боте показано, что криоконсервация в фетальной бычьей 
сыворотке (fetal bovine serum, FBS) с 10% DMSO практиче-
ски не повлияла на жизнеспособность биоптатов, однако 
экспрессию хондроцитарных маркёров и состав матрикса 
авторы не исследовали.

В другой работе хондросферы, полученные из ЭСК, 
были криоконсервированы в шести различных коммер-
ческих средах [35]. Авторы оценивали жизнеспособность 
органоидов через 4 ч после разморозки без анализа экс-
прессии белков матрикса после разморозки. Известно, 

что высокие концентрации DMSO являются токсичными 
для суставного хряща, однако исследований по умень-
шению концентрации DMSO для криоконсервации хря-
щей не проводилось [36]. Таким образом, ряд вопросов, 
связанных с криоконсервацией хондросфер, остаётся 
не до конца изученным.

ЦЕЛЬ 
Цель данного исследования заключается в оптимиза-

ции протоколов медленной криоконсервации нейральных 
органоидов из дифференцированных производных ИПСК 
и хондросфер. 

МЕТОДЫ
Дизайн эксперимента представлен на рис. 1. 

Дифференцировка нейральных производных 
индуцированных плюрипотентных стволовых 
клеток и получение органоидов среднего 
мозга

Для дифференцировки в нейральные производные ис-
пользовали линию ИПСК IPSFD5S с женским кариотипом, 
полученную из фибробластов здорового донора и охарак-
теризованную ранее [37]. ИПСК сеяли на предварительно 
обработанную раствором Матригеля (Corning, США) чашку 
Петри диаметром 35 мм и вели в среде mTeSR1 (STEMCELL 
Technologies, Канада) с добавлением среды «ГибриС-8» 
(«ПанЭко», Россия) в соотношении 1:4. Для получения 
органоидов среднего мозга использовали ранее опубли-
кованный протокол с модификациями [38]. После дости-
жения ИПСК 90% конфлюэнтности снимали клетки 0,05% 
раствором трипсина («ПанЭко», Россия) и сворачивали 
их в сфероиды при помощи планшетов AggreWell 800 
(STEMCELL Technologies, Канада) в соответствии с прото-
колом производителя. Через сутки сфероиды переносили 
в биореакторы, полученные, как опубликовано ранее [38], 
в среду следующего состава:
•	 advanced DMEM (Dulbecco's modified eagle medium)/

F12 (Gibco, Thermo Fisher Scientific, США);
•	 10 нг/мл основного фактора роста фибробластов (basic 

fibroblast growth factor, bFGF) (Miltenyi Biotec, Герма-
ния);

•	 2% добавки «НейроМакс» («ПанЭко», Россия);
•	 1% N-2 («ПанЭко», Россия);
•	 10 мкмоль препарата SB431542 (STEMCELL Technolo-

gies, Канада);
•	 1% KnockOut Serum Replacement (Gibco, США);
•	 3 мкмоль дорсоморфина (Miltenyi Biotec, Германия);
•	 0,1 мкмоль LDN193189 (Miltenyi Biotec, Германия);
•	 1% пенициллина-стрептомицина («ПанЭко», Россия).

Далее сфероиды культивировали в течение 7 дней 
в биореакторе на орбитальном шейкере при 70  об./мин, 
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температуре 37  ℃ и содержании CO2 5%. Среду меняли 
раз в 2 дня. На 7-й день сфероиды переводили в среду 
следующего состава:
•	 advanced DMEM/F12 (Gibco, Thermo Fisher Scientific, 

США);
•	 10 нг/мл bFGF (Miltenyi Biotec, Германия);
•	 2% добавки «НейроМакс» («ПанЭко», Россия);
•	 1% N-2 («ПанЭко», Россия);
•	 1% KnockOut Serum Replacement (Gibco, США);
•	 3 мкмоль пурморфамина (Miltenyi Biotec, Германия);
•	 1% пенициллина-стрептомицина («ПанЭко», Россия).

Затем сфероиды культивировали 7 дней в мини-био-
реакторе на орбитальном шейкере при 70  об./мин, тем-
пературе 37  ℃ и содержании CO2 5%. Среду меняли раз 
в два дня. На 14-й день органоиды переводили в среду  
следующего состава:
•	 advanced DMEM/F12 (Gibco, Thermo Fisher Scientific, 

США);
•	 10 нг/мл bFGF (Miltenyi Biotec, Германия);
•	 2% добавки «НейроМакс» («ПанЭко», Россия);
•	 1% N-2 («ПанЭко», Россия);
•	 1% KnockOut Serum Replacement (Gibco, США);

Рис. 1. Дизайн эксперимента: a — по заморозке нейральных органоидов, которые замораживали на 9, 16, 22, 29 и 43-й день с начала дифферен-
цировки; после разморозки в течение 2 нед, а также во время культивации делали микрофотографии, проводили количественную полимеразную 
цепную реакцию и иммуногистохимический анализ на нейральные маркёры; b — по заморозке хондросфер; после сворачивания в V-образных 
96-луночных планшетах и инкубировании в неразбавленном Матригеле на 29-й день от формирования хондросфер органоиды замораживали 
в среде 82% DMEM + 10% FBS + 8% DMSO + ROCK-ингибитор; после разморозки в течение 2 нед делали микрофотографии, а затем фиксировали 
и анализировали экспрессию хондроцитарных маркёров с помощью иммуногистохимии. DMEM — Dulbecco’s modified eagle medium, FBS — фе-
тальная бычья сыворотка, DMSO — диметилсульфоксид. 
Fig. 1. Experimental design.
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•	 20  нг/мл нейротрофического фактора мозга (Miltenyi 
Biotec, Германия);

•	 20 нг/мл глиального нейротрофического фактора моз-
га (Miltenyi Biotec, Германия);

•	 1% пенициллина-стрептомицина («ПанЭко», Россия).
Далее органоиды культивировали в мини-биореакторе 

на орбитальном шейкере при 70 об./мин, температуре 37 ℃ 
и содержании CO2 5%. Среду меняли раз в два-три дня.

Получение хондросфер
Хондроциты выделяли из биопсийного (операционного) 

препарата пациентов, как описано ранее [39]. После дости-
жения хондроцитами 70% конфлюэнтности клетки снимали 
с 6-луночных планшетов с помощью 0,05% раствора трип-
сина («ПанЭко», Россия). После кратковременной промывки 
в среде DMEM («ПанЭко», Россия) с добавлением 10% FBS 
(Gibco, Thermo Fisher Scientific, США) клетки центрифуги-
ровали в течение 5  мин при скорости 200  g. Затем клет-
ки переносили в 96-луночные планшеты, покрытые 1,5% 
агарозой, с плотностью 100  000 клеток на лунку. Клетки 
культивировали в 150 мкл полной среды для хондроцитов, 
содержащей DMEM/F12 («ПанЭко», Россия), 2 мМ GlutaMAX 
(Thermo Fisher Scientific, США), 1% пенициллина-стрепто-
мицина («ПанЭко», Россия) и 10% FBS (HiMedia, Индия), 
в течение 1–3 дней. Затем сфероиды извлекали из лунок 
с помощью пипетки Пастера объёмом 3 мл и переносили 
в пробирку. Супернатант собирали после того, как сферои-
ды отстоялись в течение 2–3 мин. Затем сфероиды погру-
жали в свежеоттаявший неразбавленный раствор Матриге-
ля, поддерживаемый при температуре +4°С. Через 30 мин 
раствор Матригеля удаляли путём пассивного осаждения 
сфероидов в пробирке или путём центрифугирования в те-
чение одной минуты при 100 g. Далее сфероиды перено-
сили в мини-биореакторы [38] и помещали на орбитальный 
шейкер (Infors, Швейцария) в CO2-инкубатор (температура 
37 °C, 5% CO2, 70 об./мин). Среду заменяли два раза в не-
делю без использования центрифугирования. Сфероидам 
давали осесть под действием силы тяжести в пробирке, по-
сле чего супернатант удаляли, в пробирку добавляли экви-
валентный объём свежей среды и органоиды возвращали 
в мини-биореакторы.

Заморозка органоидов
Для предварительного эксперимента нейральные ор-

ганоиды замораживали на 8, 10, 15, 18, 20 и 22-й день 
от начала дифференцировки, используя среды 1, 2 и 3 
(табл. 1). Для финального эксперимента органоиды сред-
него мозга замораживали на 9, 14, 22, 29 и 43-й день 
после сворачивания в сфероиды и начала дифференци-
ровки. Для этого предварительно готовили среды 2 и 4 
для криоконсервации (см. табл. 1). В качестве контроль-
ной группы использовали незамороженные органоиды 
в соответствующие дни.

На каждой временнóй точке пипеткой Пастера объ-
ёмом 3,5  мл аккуратно отбирали 10–15 органоидов 

и переносили их в пробирку объёмом 1,5  мл. После 
осаждения органоидов через 2–3  мин удаляли остатки 
среды для культивирования и добавляли 500  мкл крио
среды, после чего переносили органоиды в криовиалу. 
Виалу оставляли на 30 мин при температуре +4 °C, а за-
тем охлаждали в штативе для замораживания криопро-
бирок CoolCell SV2 (Corning, США) до –80 °C со скоростью 
–1 °C/мин. Через сутки виалу переносили в жидкий азот.

Хондросферы замораживали в среде 4 — 82% 
DMEM  +  10% FBS  +  8% DMSO  +  10 мкмоль Ri — 
на 29-й  день культивации с момента сворачивания, так 
же, как и нейросферы.

Разморозка и культивирование органоидов
Для разморозки органоидов в качестве среды для от-

мывки от криопротектора использовали DMEM/F12 с 1% 
пеницилина-стремомицина («ПанЭко», Россия). Криови-
алу после извлечения из жидкого азота нагревали в те-
чение 2 мин при 37 °C. Затем пипеткой Пастера отбирали 
содержимое виалы, переносили в 4 мл среды DMEM/F12 
комнатной температуры и плавно перемешивали. По-
сле осаждения органоидов под действием силы тяжести 
практически полностью отбирали надосадочную жидкость 
и ресуспендировали органоиды в среде для соответству-
ющего типа клеток и стадии дифференцировки. Затем 
органоиды переносили в мини-биореакторы и оставляли 
в инкубаторе на орбитальном шейкере при 70  об./мин. 
Среду меняли 1 раз в 3–4 дня. 

Оценка целостности и размеров органоидов
В день разморозки, на следующий день, через неделю 

и через 2  нед после разморозки органоиды фотографи-
ровали с помощью микроскопа Olimpus IX53 с камерой 
U-LS30-3 (Olimpus, Япония). Размер органоидов анали-
зировали с использованием программного обеспечения 
ImageJ [40]. Интактные органоиды фотографировали 
в соответствующие криоконсервации дни. Эти фотогра-
фии использовали в качестве референса. Целостность 
органоидов и присутствие дебриса оценивали визуально 
с помощью световой микроскопии. Критериями целост-
ных органоидов в нашем эксперименте были следующие:

Таблица 1. Составы криосред для заморозки органоидов
Table 1. Composition of cryopreservation media for organoids

№ среды Состав среды

1 90% FBS, 10% DMSO, 10 мкмоль Ri Y27632

2 92% FBS, 8% DMSO, 10 мкмоль Ri

3 80% DMEM, 10% FBS, 10% DMSO, 10 мкмоль Ri

4 82% DMEM, 10% FBS, 8% DMSO, 10 мкмоль Ri

Примечание: FBS — фетальная бычья сыворотка (HiMedia, Индия), 
DMSO — диметилсульфоксид («ПанЭко», Россия), ROCK-ингибитор 
Y27632 — Rho-associated protein kinase inhibitor (Miltenyi Biotec, США).
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1)	 органоид имеет близкую к сферической форму;
2)	 органоид имеет чёткие очертания границ;
3)	 оптическая плотность органоида соответствует рефе-

ренсу в соответствующий день дифференцировки.

Проведение количественной полимеразной 
цепной реакции

По истечении срока культивации после разморозки, 
а также в течение всего срока культивации интактных 
нейросфер органоиды лизировали с помощью буфера 
ExtractRNA («Евроген», Россия) и выделяли РНК в соответ-
ствии с протоколом производителя. Качество выделенной 
РНК оценивали путём электрофореза в 0,7% агарозном 
геле. Концентрацию РНК измеряли с использованием набо-
ра Equalbit BR для анализа РНК (Vazyme, Китай) и флуори-
метра Qubit (Invitrogen, США). РНК обрабатывали ДНКазой I 
(NEB, Великобритания) в соответствии с протоколом про-
изводителя. Для синтеза комплементарной ДНК с матрицы 
РНК использовали набор MMLV RT kit («Евроген», Россия) 
в соответствии с протоколом производителя. Для про-
ведения количественной полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) на одну лунку 96-луночного планшета (SSI Bio, США) 
добавляли 5  мкл готовой смеси для ПЦР 5х qPCRmix-HS 
SYBR («Евроген», Россия), 1 мкл раствора праймера 10 мкМ 
(табл. 2), 18,2 мкл воды и 1 мкл матрицы комплементар-
ной ДНК. В контрольные лунки планшета вместо матрицы 
комплементарной ДНК добавляли 1  мкл воды для ПЦР 
(«Евроген», Россия). Реакцию проводили при использова-
нии термоциклера для амплификации нуклеиновых кислот 
1000 CFX Manager исполнения C10000 Touch (Bio-Rad, США) 
и программного обеспечения CFX Manager. Количество ци-
клов — 39. Результаты анализировали в программе MS 
EXCEL-2108 (Microsoft, США) по методу ΔΔCt [41]. В каче-
стве контроля для метода использовали образец незамо-
роженных нейросфер от 9-го дня дифференцировки.

Проведение иммуногистохимического 
анализа 

Органоиды фиксировали в 4% растворе парафор-
мальдегида в течение 10  мин, затем переводили в 10% 
раствор сахарозы на 1  ч, далее — в 30% раствор саха-
розы на 24  ч. После этого органоиды отмывали в фос-
фатно-солевом буфере, погружали в среду Tissue-Tek 

O.C.T.-Compound (Sakura Finetek, США) и охлаждали 
до –20 °C для дальнейшей нарезки на криотоме (Thermo 
Fisher Scientific, США). Фиксированные органоиды на-
резали слоями по 10  мкм и помещали на обработанные 
полилизином предметные стёкла. В  качестве нейраль-
ных маркёров для окрашивания использовали SOX2 
(rabbit anti-human SOX2, 1:100; ABclonal, США), MAP2 
(mouse anti-human MAP2, 1:200; ELK Biotechnology, США) 
и бета-3-тубулин (rabbit anti-human TUBB3, 1:250; Affinity 
Biosciences, США). Ядерный антиген пролиферирующих 
клеток (proliferating cell nuclear antigen, PCNA) был выбран 
в качестве маркёра пролиферации (mouse anti-human 
PCNA, 1:50; ELK Biotechnology, США). Для окрашивания 
хондроцитарных маркёров использовали первичные анти-
тела на коллаген II типа (rabbit anti-human, 1:100, ab34712; 
Abcam, Великобритания), SOX9 (rabbit anti-human, 1:400, 
ES3481; ELK, США) и аггрекан (mouse anti-human, 1:500, 
AHP0022; Invitrogen, США). В качестве вторичных антител 
применяли goat anti-rabbit IgG Fc (Alexa Fluor 488) (1:800, 
ab150089; Abcam, Великобритания) и goat anti-mouse IgG 
(H+L) cross-adsorbed secondary antibody (Alexa Fluor 555) 
(1:500, A-21422; Invitrogen, США). Для визуализации кле-
точных ядер использовался краситель DAPI (D9542-5MG; 
Sigma-Aldrich, США). Полученные препараты оценивали 
на микроскопе Olimpus IX53 с камерой U-LS30-3.

Статистический анализ
Для оценки значимости изменения размеров и раз-

ницы количества целостных органоидов использовали 
критерий Фишера и непарный тест Стьюдента. Различия 
считали статистически значимыми при р  <0,05. В  каче-
стве программного обеспечения для расчёта статистики 
использовали MS Excel 2108 (Microsoft, США). Для постро-
ения графиков применяли программу RStudio-2023.12.1 
(R Core Team, Австрия).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Оценка целостности нейральных органоидов 
через 2 нед после разморозки

В ходе предварительного эксперимента ИПСК, полу-
ченные из фибробластов здорового донора, сворачивали 

Таблица 2. Последовательности использованных праймеров
Table 2. Primer sequences used in the study

Название праймера Последовательность праймера Расшифровка

GAPDH for GAAGGTGAAGGTCGGAGTCA Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, прямой праймер

GAPDH rev GTTGAGGTCAATGAAGGGGTC Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, обратный праймер

MAP2 for CGAAGCGCCAATGGATTCC Microtubule-associated protein 2, прямой праймер

MAP2 rev TGAACTATCCTTGCAGACACCT Microtubule-associated protein 2, обратный праймер

NESTIN for CAACAGCGACGGAGGTCTC Neuroepithelial stem cell protein, прямой праймер

NESTIN rev GCCTCTACGCTCTCTTCTTTGA Neuroepithelial stem cell protein, обратный праймер
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в сфероиды и проводили дифференцировку в нейральном 
направлении. Начиная с 3-го дня дифференцировки раз 
в 3–5 дней отбирали органоиды для медленной криокон-
сервации. В  качестве сред для заморозки использовали 
среды на основе FBS с содержанием 10% DMSO и 8% 
DMSO, а также среду на основе DMEM с содержанием 10% 
DMSO (см.  табл.  1). После разморозки органоиды куль-
тивировали в течение 10 дней и оценивали количество 
неповреждённых органоидов.

В целом не отмечено значимой разницы в количе-
стве целостных органоидов в зависимости от криосре-
ды (рис. 2, a, b). Тем не менее при заморозке в среде 1 
установлен наименьший процент целостных органоидов 
на 10-й день культивирования, в некоторых временны́х 
точках количество целостных органоидов после размо-
розки составляло меньше 40%. В  то же время умень-
шение концентрации DMSO в криосреде на основе FBS 

способствовало большему сохранению целостности ор-
ганоидов после разморозки: в среднем 60%, но не мень-
ше 40%. Что касается среды 3, в трёх из семи времен
ны́х точках дифференцировки не наблюдалось потери 
целостности органоидов после 10-дневного культивиро-
вания (см. табл. 1). Как следует из рис. 1, первая неделя 
после разморозки является критической для сохране-
ния целостности органоидов после криоконсервации, 
так как в этот период наблюдается наибольшая поте-
ря целостных органоидов. Что касается оптимального 
срока дифференцировки для медленной заморозки 
органоидов, при последующей их разморозке от 20, 22 
и 27-го дня дифференцировки наблюдалась наибольшая 
доля целостных органоидов, которая составила более 
85%. По результатам предварительного эксперимен-
та было принято решение исключить из эксперимен-
та среду 1, а для среды 82% DMEM  +  10% FBS  +  10% 

Рис. 2. Целостность нейральных органоидов после разморозки: a — кривая, показывающая процент целостных нейральных органоидов от ис-
ходного числа после разморозки в зависимости от дня дифференцировки в момент криоконсервации и использованной криосреды в предвари-
тельном эксперименте; b — процент целостных нейральных органоидов от исходного числа на 10-й день после разморозки в зависимости от дня 
дифференцировки в момент криоконсервации и использованной криосреды в предварительном эксперименте; c — кривая, показывающая про-
цент целостных нейральных органоидов от исходного числа в зависимости от дня дифференцировки в момент криоконсервации и использованной 
криосреды в финальном эксперименте; «усы» — стандартное отклонение; d — процент целостных нейральных органоидов от исходного числа 
на 14-й день после разморозки в зависимости от дня дифференцировки в момент криоконсервации и использованной криосреды в финальном 
эксперименте. 
Fig. 2. Integrity of neural organoids post-thaw.
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DMSO  +  10  мкмоль Ri уменьшить концентрацию DMSO 
c 10 до 8%.

При повторном проведении эксперимента исполь-
зовали 2 среды для криоконсервации: 4 (82% DMEM  + 
10% FBS  + 8% DMSO  +  10 мкмоль Ri) и 2 (FBS  +  8% 
DMSO  +  10  мкмоль Ri). В  дальнейших экспериментах 
среды для краткости назвали сDMEM и сFBS соответ-
ственно. В  данном эксперименте для зрелых нейраль-
ных органоидов «возрастом» более 3  нед после старта 
дифференцировки были получены схожие результаты. 
В то же время в повторном эксперименте для «молодых» 
органоидов доля целостных нейросфер оказалась ниже, 
чем в предварительном. По-видимому, это связано с уве-
личением срока культивации после разморозки (10 и 14 
дней), а также с увеличением числа реплик, что повыси-
ло статистическую значимость повторного эксперимента. 
Доля целостных органоидов для более зрелых нейросфер 
оказалась выше, чем для незрелых (рис. 2, c, d). При этом 
для криосреды сDMEM на следующий день после размо-
розки для части органоидов наблюдались фрагментация 
и формирование новых сфер, что увеличило количе-
ство целостных органоидов по сравнению с начальным 

числом. На рис. 2, d также видно, что для зрелых органо-
идов среда сDMEM способствовала лучшему сохранению 
целостности, хотя статистически это подтвердить не уда-
лось (p=0,06, непарный тест Стьюдента). 

В целом полученные данные показывают, что состав 
сред не оказывает существенного влияния на сохране-
ние целостности органоидов, основную роль здесь игра-
ет стадия дифференцировки. Тем не менее наблюдается 
следующая тенденция: уменьшение концентрации DMSO 
и использование в качестве основной составляющей 
криосреды DMEM положительно влияет на выживаемость 
органоидов.

Изменение диаметра нейральных органоидов 
в течение 2 нед после разморозки

В течение всего периода культивирования, а также 
в течение 2  нед после разморозки органоиды фотогра-
фировали для измерения диаметра и визуальной оценки 
морфологии (рис. 3). В день разморозки форма и размер 
органоидов независимо от криосреды не отличались от та-
ковых у интактных органоидов в соответствующий день 
дифференцировки. На следующий день в биореакторах 

Рис. 2. Окончание. 
Fig. 2. The End.
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наблюдалось значительное количество клеточного дебри-
са. Его источником, вероятнее всего, служил наружный 
слой клеток органоидов, который становился неровным 

(рис.  3,  в). Этот эффект присутствовал на всех стадиях 
дифференцировки нейральных органоидов независи-
мо от криосреды. Через неделю (рис.  3,  с) поверхность 

Рис. 3. Изменение морфологии и размеров органоидов в процессе культивации до и после криоконсервации. Без заморозки — органоиды, 
не подвергавшиеся криоконсервации; cFBS — органоиды, криоконсервированные в среде 92% FBS + 8% DMSO + 10 мкмоль Ri; cDMEM — ор-
ганоиды, криоконсервированные в среде 82% DMEM + 10% FBS + 8% DMSO + 10 мкмоль Ri. Значение «День x+y» означает фактический день 
дифференцировки, где x — день криоконсервации, а y — количество дней, прошедших с момента разморозки; а, c, d — микрофотографии 
органоидов до и после криоконсервации; b — микрофотографии органоидов с «ореолом» на 1–7-й день после разморозки, показаны наиболее 
репрезентативные; бар 200  мкм; e — график изменения диаметра органоидов в течение культивации без криоконсервации (без заморозки) 
и в течение 2 нед после разморозки (cDMEM и cFBS). Для cDMEM и cFBS графики откладывались начиная от фактического дня дифференцировки. 
Показано среднее значение по 12 органоидам в каждой точке, «усы» — стандартное отклонение. Для оценки значимости различий в размерах 
замороженных и интактных органоидов использовали непарный t-критерий Стьюдента, на графике указаны p-значения. 
Fig. 3. Morphological changes and size dynamics of organoids during pre- and post-cryopreservation culture.
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органоидов выравнивалась, становясь гладкой. Однако 
визуально было заметно, что размер размороженных ор-
ганоидов был меньше, чем у интактных в соответствую-
щий день дифференцировки. В  среднем потеря объёма 
органоидов составляла 14,5% (ошибка среднего 7,21%). 
Можно также заметить, что наименьшее снижение объ-
ёма после разморозки произошло у органоидов, заморо-
женных на 29-й день дифференцировки (3,7% объёма), 
а наибольшее — на 43-й день (25,4% объёма). При этом 
потеря объёма, вызванная отмиранием поверхностного 
слоя клеток, не компенсировалась за счёт роста самого 
органоида, что говорит о наличии лаг-фазы, в течение 
которой замедляется клеточное деление в стрессовый 
период. Из рис.  3,  е видно, что лаг-фаза после размо-
розки составляет примерно 6–7  дней с учётом потери 
поверхностного слоя клеток и независимо от криосреды. 
По прошествии ещё одной недели размеры органоидов 
существенно увеличивались, что говорило о возобнов-
лении клеточного деления и продолжении дифферен-
цировки. Тем не менее размер органоидов по-прежнему 
оставался меньше значений в соответствующий день 
дифференцировки. Скорость роста после лаг-фазы 
при этом в среднем совпадала со скоростью роста ин-
тактных органоидов. Исключением были только органои-
ды, замороженные на 9-й и 29-й день дифференцировки: 
по прошествии лаг-фазы скорость роста разморожен-
ных органоидов превзошла скорость роста интактных 
органоидов; через 2  нед размеры органоидов опытной 

и контрольной групп для обеих временны́х точек стати-
стически значимо не отличались. 

Таким образом, после разморозки нейральные органо-
иды по прошествии 6–7-дневной лаг-фазы теряют объём 
за счёт отмирания поверхностного слоя, а затем возоб-
новляют рост со скоростью, сравнимой со скоростью роста 
интактных органоидов.

Экспрессия нейральных маркеров через 2 нед 
после разморозки

Через 2  нед после разморозки органоиды делили 
на 2 части: первую часть лизировали для последующего 
анализа экспрессии нейральных маркёров методом ко-
личественной ПЦР (рис. 4), а вторую часть фиксировали, 
а затем окрашивали срезы для флуоресцентной микро-
скопии (рис. 5, 6).

Органоиды, замороженные на разных стадиях диф-
ференцировки, демонстрировали различные уровни экс-
прессии генов маркёрного нейрального белка, ассоции-
рованного с цитоскелетом (MAP2), и маркёрного белка 
промежуточных филаментов нейроэпителиальных про-
гениторных клеток NES (см.  рис.  4). При этом в случае 
МАР2 уровни экспрессии в органоидах, подвергшихся 
заморозке как в cFBS, так и в cDMEM, различались в за-
висимости от стадии культивирования, на которой образ-
цы были криоконсервированы. В  интактных органоидах, 
не подвергавшихся криоконсервации, мы наблюдали 
сложную динамику экспрессии MAP2: начиная от 9-го дня 

Рис. 4. Результаты количественной полимеразной цепной реакции. Без заморозки, синий — органоиды, не подвергавшиеся криоконсервации; 
cFBS, жёлтый — органоиды, криоконсервированные в среде 92% FBS + 8% DMSO + 10  мкмоль Ri; cDMEM, розовый — органоиды, криокон-
сервированные в среде 82% DMEM + 10% FBS+ 8% DMSO + 10 мкмоль Ri. Показана динамика экспрессии MAP2 и NES в процессе культивации 
без заморозки (синий) и через 2 нед после разморозки (розовый и жёлтый). Здесь значения экспрессии для размороженных образцов смещены 
на 2 нед вправо от дня заморозки, чтобы учесть время культивации после разморозки. Точки показывают среднее значение экспрессии 2–ΔΔCt, 
а «усы» — стандартное отклонение.
Fig. 4. Results of quantitative polymerase chain reaction.
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Рис. 5. Результаты иммуногистохимического исследования интактных нейральных органоидов и нейральных органоидов после криоконсервации 
и разморозки на различных стадиях дифференцировки в различных криосредах. Без заморозки — органоиды, не подвергавшиеся криоконсер-
вации; cFBS — органоиды, криоконсервированные в среде 92% FBS + 8% DMSO + 10 мкмоль Ri; cDMEM — органоиды, криоконсервированные 
в среде 82% DMEM + 10% FBS +8% DMSO + 10 мкмоль Ri. Значение «День x+y» означает фактический день дифференцировки, где x — день 
криоконсервации, а y — количество дней, прошедших с момента разморозки. Масштабная линейка 50 мкм; a — зелёным цветом показан SOX2, 
красным — MAP2, синим — DAPI; b — зелёным цветом показан TUBB3, красным — PCNA, синим — DAPI. В жёлтой рамке выделен увеличенный 
фрагмент для подтверждения специфичности окрашивания.
Fig. 5. Immunohistochemical staining of intact and cryopreserved neural organoids at different stages of differentiation using various cryopreservation 
media.
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дифференцировки она росла и достигала пика на 29-й 
день, однако после снижалась и оставалась на приблизи-
тельно одном уровне вплоть до 2 мес от начала диффе-
ренцировки. Динамика экспрессии MAP2 в разморожен-
ных органоидах в целом повторяла таковую в интактных, 
так же достигая пика на 29-й день дифференцировки, 
даже несмотря на лаг-фазу. Интересно, что в период 
с 29-го по 43-й день дифференцировки экспрессия MAP2 
у размороженных органоидов была в среднем ниже, чем 
у интактных в соответствующий день дифференцировки, 
однако в период от 43-го по 57-й день в разморожен-
ных органоидах произошёл скачок экспрессии MAP2. 
Мы не выявили существенной разницы экспрессии гена 
MAP2 в зависимости от состава криосреды. Органоиды, 
замороженные в средах на основе DMEM и FBS, демон-
стрировали схожий уровень экспрессии данного белка.

Динамика экспрессии гена NES была схожа в органо-
идах опытных групп, но существенно отличалась от дина-
мики экспрессии NES в интактных органоидах. Так, в ор-
ганоидах, не подвергавшихся заморозке, мы наблюдали 
два пика экспрессии NES: на 16-й и 29-й день диффе-
ренцировки. В то же время в размороженных органоидах 

пики экспрессии NES не были столь выраженными. Стоит 
отметить, что в опытных группах органоидов NES в целом 
экспрессировался на более низком уровне по сравнению 
с контрольной группой, за исключением эксперимен-
тальных точек криоконсервации на 22-е и 43-е сутки. 
Как и в случае с геном MAP2, экспрессия гена NES в раз-
мороженных органоидах не зависела от состава крио
среды. По-видимому, решающее значение имела стадия, 
на которой замораживались нейральные органоиды.

Мы детектировали иммунореактивность антител 
к нейральному белку микротрубочек бета-3-тубулину 
и PCNA во всех органоидах контрольной и опытных групп 
с помощью ИГХ-анализа (рис. 5, b). В то время как TUBB3 
синтезировался примерно на одинаковом уровне во всех 
изучаемых группах, присутствие PCNA было не таким вы-
раженным в органоидах, криоконсервированных в сре-
де на основе FBS, а также в органоидах, замороженных 
позднее 16  сут культивирования (22, 29 и 43-и сутки) 
в криосреде на основе DMEM.

Мы также наблюдали присутствие белка МАР2 и транс-
крипционного фактора SOX2 во всех изучаемых группах 
(рис.  5,  a), однако в группе органоидов, замороженных 

Рис. 6. Микрофотографии хондросфер до заморозки и после размо-
раживания с дальнейшим культивированием в динамических условиях 
(день 0, 1, 7, 14). Бар 200 мкм.
Fig. 6. Micrographs of chondrospheres before and after cryopreservation 
during dynamic culture (days 0, 1, 7, and 14). Scale bar: 200 µm.

До заморозки День 0

День 7День 1

День 14
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в сFBS, SOX2-положительных клеток было тем больше, 
чем выше срок культивирования, на котором проводилась 
криоконсервация. В  группе же органоидов, заморожен-
ных в сDMEM, наоборот, мы наблюдали более низкую ин-
тенсивность флуоресценции в образцах заморозки от 22 
и 43 сут в отличие от таковых от 16 и 29 сут. МАР2 синте-
зировался примерно на одном уровне как в контрольной, 
так и в опытных группах.

Оценка целостности хондросфер и экспрессия 
хондроцитарных маркёров в хондросферах 
через 2 нед после разморозки

Для того чтобы оценить, подходит ли протокол замо-
розки нейральных органоидов для хондросфер, мы вы-
деляли хондроциты из биопсийного материала пациента, 
наращивали их и формировали сфероиды. После перено-
са в биореактор на 29-й день культивации хондросферы 
замораживались в криосреде с 8% DMSO на основе DMEM. 
После разморозки мы наблюдали аггрегацию (слипание) 
хондросфер в течение 14 сут. Так, на 14-е сутки сферои-
ды самоорганизовались в конгломерат (см.  рис.  6). Тем 
не менее, несмотря на аггрегацию отдельных сфероидов 
в единый органоид, распада хондросфер не происходило, 
что говорит о выживании хондросфер после разморозки. 
Важно заметить, что интактные хондросферы, не под-
вергавшиеся криоконсервации, тоже слипались, образуя 
конгломераты. В отличие от нейросфер мы не наблюдали 
уменьшение диаметра отдельных хондросфер и потерю 
поверхностного слоя клеток после разморозки. Для под-
тверждения сохранности хондроцитарного фенотипа по-
сле криоконсервации мы провели ИГХ-анализ экспрессии 
хондроцитарных маркёров до заморозки и через 2  нед 
после разморозки.

При анализе результатов ИГХ-окрашивания на мар-
кёры, характерные в норме для хондроцитов — белки 

SOX9, аггрекан и коллаген II типа (рис. 7), в случае аггре-
кана и коллагена окрашивание наблюдали в препаратах 
как до криоконсервации, так и после разморозки. В то же 
время присутствие SOX9 отмечали только после размо-
розки. Маркёрный белок пролиферирующих клеток PCNA 
не обнаруживался в анализируемых образцах сферои-
дов. Вероятно, это связано с низким пролиферативным 
потенциалом хондроцитов, сформировавших сфероид 
и подверженных контактному торможению, так как PCNA 
обнаруживается только в активно делящихся клетках. Это 
коррелирует с отсутствием изменения размера отдельных 
хондросфер в процессе культивирования в динамических 
условиях как до, так и после разморозки. 

ОБСУЖДЕНИЕ
Оптимизация протоколов криоконсервации органои-

дов в настоящее время является важной биомедицинской 
задачей. Основные критерии успешной криоконсерва-
ции — сохранение жизнеспособности и функциональной 
активности органоидов после разморозки в течение дли-
тельного времени. В  данном исследовании использова-
лись протоколы медленной заморозки для нейральных 
и хондроцитарных органоидов.

Нейральные органоиды заднего мозга демонстриро-
вали ряд изменений в процессе культивирования после 
разморозки в различных средах и на различных стадиях. 
В частности, наблюдалась лаг-фаза продолжительностью 
7–10 дней, в течение которой органоиды не увеличива-
лись в размерах. Для нейральных 2D-культур показано, 
что восстановление пролиферативной активности клеток 
после разморозки происходит за более короткий срок — 
в течение 2–3  сут [42]. В  3D-условиях культивирования 
нейральные производные ИПСК, по-видимому, подвер-
жены большему стрессу из-за различной доступности 

Рис. 7. Результаты иммуногистохимического исследования хондросфер до криоконсервации и через 14 дней после размораживания: a — анализ 
экспрессии SOX9 (зелёным), аггрекана (ACAN, красным); b — анализ экспрессии коллагена 2 (Сol2, зелёный) и PCNA (красный). Ядра покрашены 
DAPI (синий). Бар 50 мкм.
Fig. 7. Immunohistochemical analysis of chondrospheres before cryopreservation and 14 days post-thaw. Scale bar: 50 µm.
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клеток для компонентов криосреды, что приводит к зна-
чимому увеличению периода восстановления после раз-
морозки. 

Снижение пролиферативной активности сопрово-
ждалось потерей поверхностного слоя клеток в моз-
говых органоидах. Уменьшение размеров таких орга-
ноидов примерно на 10%, по-видимому, характерно 
для метода медленной заморозки [43–45]. Тем не менее 
данные для нейральных органоидов немногочисленны 
и неоднозначны. Так, в случае медленной заморозки 
с использованием DMSO в качестве криопротектанта 
авторы наблюдали и небольшое увеличение размеров 
нейральных органоидов [21]. Потеря наружного слоя ор-
ганоидов являлась критической только в случае началь-
ных стадий дифференцировки, когда их размеры были 
сравнительно малы, однако криоконсервация не влияла 
на пролиферативный потенциал клеток. В  то же время 
более зрелые нейральные органоиды демонстрирова-
ли лучшее сохранение целостности после разморозки. 
Следовательно, стадия созревания органоидов влияет 
на целостность их структуры после размораживания, 
и для заморозки предпочтительнее использовать более 
зрелые органоиды.

По сравнению с общепринятой концентрацией DMSO 
10% [21] использование 8% DMSO в нашем эксперимен-
те положительно повлияло на сохранение органоидов. 
Основа криосреды (DMEM или FBS) при этом не оказала 
значимого влияния на сохранение целостности. FBS ста-
билизирует осмотическое давление в процессе заморозки 
и разморозки, а также позволяет уменьшить используе-
мые концентрации DMSO. При заморозке гемопоэтических 
клеток не отмечено разницы при использовании 20 и 70% 
FBS в криорастворе [46]. Вероятно, в случае нейральных 
органоидов изменение концентрации FBS при постоянной 
концентрации DMSO также не оказывает влияния на со-
хранение целостности органоидов.

Кроме того, независимо от криосреды сохранялась 
и экспрессия нейральных маркёров. Динамика экспрес-
сии гена MAP2 в размороженных нейральных органоидах 
в целом не отличалась от таковой в интактных, несмо-
тря на лаг-фазу. Интересно, что, по литературным дан-
ным, экспрессия MAP2 в норме должна была повыситься 
через 1 и 2  мес дифференцировки, однако в текущем 
эксперименте мы, взяв меньшие временные интервалы 
между измерениями, наблюдали более сложную динами-
ку экспрессии [47, 48]. В частности, наблюдался спад экс-
прессии гена MAP2 на 43-й день дифференцировки, а так-
же 2 пика — на 29-й и 57-й день, причём как у интактных 
органоидов, так и у размороженных. По-видимому, в про-
цессе дифференцировки и созревания такие флуктуации 
говорят о переходе из одного этапа дифференцировки 
в другой [49].

В то же время экспрессия гена NES, исходя из лите-
ратурных данных, не меняется при использовании крио
среды на основе сыворотки или питательной среды [20]. 

Однако в нашем эксперименте мы проследили динамику 
экспрессии гена NES в течение более длительного про-
межутка времени, чем описано ранее. Снижение экспрес-
сии гена NES, маркёра ранних нейральных предшествен-
ников, свидетельствует о переходе нейросфер в более 
«зрелое» состояние по мере культивирования. При этом 
отличие экспрессии NES в размороженных нейросферах 
от экспрессии в интактных наблюдалось на 29-й день 
культивирования (т. е. при заморозке на 14-й день от на-
чала дифференцировки), причём независимо от криосре-
ды. Данный период являлся критическим для экспансии 
нейральных предшественников [49], а стресс, вызванный 
разморозкой, по-видимому, поспособствовал резкому до-
зреванию.

Распределение экспрессии белков нейрональных мар-
кёров MAP2 и TUBB3, а также пролиферативного маркёра 
PCNA в размороженных органоидах в целом соответство-
вало интактным органоидам практически на всех стадиях 
дифференцировки. Это свидетельствует о том, что стресс, 
вызванный потерей наружного слоя органоидов, не по-
влиял на организацию цитоскелета в клетках нейраль-
ных органоидов. Важно отметить, что криоконсервация 
органоидов на поздних стадиях дифференцировки, когда 
их диаметр превышал 1  мм, не вызвала некроза коро-
вой части, судя по окрашиванию коровой части органо-
идов DAPI и сохранению целостных ядер. Следователь-
но, метод медленной заморозки позволяет достаточно 
равномерно охладить клетки органоида по всему объёму 
и не допустить кристаллизации воды. Распределение экс-
прессии SOX2 в размороженных органоидах было схожим 
с таковым в интактных органоидах практически на всех 
стадиях дифференцировки. Однако органоиды, заморо-
женные в сFBS на 43-й день дифференцировки, демон-
стрировали повышенную экспрессию SOX2, причём клетки 
SOX2+ были расположены хаотично, а не организованы 
в «розетки», выстилая полость вторичных структур. По-
скольку SOX2 в том числе связан с пролиферацией и ре-
парацией, вероятно, его экспрессия повысилась в связи 
со стрессом, обусловленным разморозкой [50, 51]. Анало-
гичной картины в тот же день дифференцировки для ней-
ральных органоидов, замороженных в криосреде сDMEM, 
не наблюдалось. Напротив, экспрессия SOX2 была рас-
пределена как в незамороженном контроле. В литературе 
аналогичные эффекты не описаны [20, 21]. Кроме того, 
повышенная экспрессия SOX2 и его хаотичное распреде-
ление в нейральных органоидах ассоциированы с нару-
шением межклеточных взаимодействий [52–54]. Исходя 
из вышесказанного, в данной точке, по-видимому, про-
изошло спонтанное нарушение развития органоидов по-
сле разморозки.

Подводя итог, из совокупности полученных ре-
зультатов можно заключить, что оптимальной стадией 
для криоконсервации нейральных органоидов является 
3–4-я неделя от начала дифференцировки. В этом случае 
мы наблюдали минимальные повреждения, связанные 
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с криоконсервацией, и максимальное сохранение коли-
чества целостных органоидов, а также быстрое восста-
новление морфофункциональных характеристик. При этом 
основа криосреды не играла значимой роли для криокон-
сервации. В  то же время использование в качестве ос-
новы криосреды DMEM удешевляет процесс заморозки 
по сравнению с чистой FBS, поэтому при прочих равных 
среда 4 (82% DMEM + 10% FBS + 8% DMSO + 10 мкмоль Ri) 
в нашем исследовании является оптимальной для крио-
консервации нейросфер.

Данную среду мы использовали для криоконсервации 
хондросфер. Все сфероиды выжили после разморозки. 
При этом потерь клеток с поверхностных слоёв не на-
блюдалось, что может говорить о большом количестве 
межклеточных контактов и внеклеточного матрикса 
в 3D-структуре. Кроме того, о повышенной адгезивной 
способности сфероидов можно судить по образованию 
единого конгломерата на 14-е сутки культивирования 
после разморозки. Стоит заметить, что данный эффект 
обусловлен не криоконсервацией, а свойствами вне-
клеточного матрикса, который активнее синтезируется 
в 3D-условиях культивирования, поскольку данный про-
цесс является механозависимым [55, 56]. 

Классическими маркёрами зрелых хондроцитов ги-
алинового хряща являются аггрекан и коллагены, экс-
прессия которых оставалась сохранной после разморозки 
[57]. Появление после цикла замораживания-оттаивания 
экспрессии SOX9, маркёра хондрогенеза, активно пред-
ставленного в клетках-предшественниках хондроцитов, 
может быть обусловлено осмотическим и температурным 
стрессом, который претерпевали клетки [58, 59]. Наблю-
даемый эффект, по-видимому, связан с активацией вос-
становительных процессов в клетках хондросфер.

PCNA в первую очередь играет важную роль в про-
цессах репликации ДНК [60]. Отсутствие данного маркёр-
ного для пролиферирующих клеток белка мы связываем 
с тем, что в процессе культивирования в динамических 
3D-условиях клетки переходят от активной пролифера-
ции к усиленному синтезу компонентов внеклеточного 
матрикса. Данная гипотеза согласуется с повышенной 
адгезионной способностью клеток внутри хондросфер 
и сфероидов между собой.

Известно о попытках замораживать целые кусочки 
биопсии хрящевой ткани. Описанные в литературе под-
ходы приносили переменные результаты, которые ока-
зались достаточно противоречивыми [61, 62]. Показано, 
что витрификация не оказывает отрицательного влияния 
на механические свойства хряща и может использовать-
ся в качестве альтернативы свежим аллотрансплантатам, 
время хранения которых ограничено [63]. Хондросфе-
ры являются довольно сложной клеточной структурой, 
и для подобных биологических объектов отработанного 
на практике протокола заморозки не существует. Реше-
ние данной проблемы может облегчить транспортиров-
ку хондросфер из лаборатории в клинические центры, 

поскольку срок хранения готового клеточного продукта 
составляет не более 2 сут [33].

Таким образом, мы усовершенствовали текущий 
протокол медленной криоконсервации нейральных ор-
ганоидов и хондросфер путём снижения концентрации 
DMSO и подбора оптимальной стадии дифференцировки 
для нейросфер. Количество целостных органоидов по-
сле размораживания увеличилось по сравнению с дру-
гими протоколами. Мы также получили новые сведения 
об изменении диаметра органоидов в течение длитель-
ного культивирования после разморозки. В  дальнейшем 
планируется исследовать влияние режимов заморозки 
и разморозки, а также непроникающих криопротектантов 
на морфофункциональные характеристики нейральных 
органоидов при криоконсервации. Использование метода 
витрификации для хондросфер и нейросфер также пред-
ставляет интерес для дальнейшего изучения. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Органоиды имеют широкий спектр приложений — 

от тестирования новых терапевтических агентов in vitro 
до использования в клинике. Прикладное значение и рас-
пространённость данной технологии требуют масштаби-
рования и обусловливают создание биобанков. В  связи 
с этим стандартизация протоколов криоконсервации 
таких сложноорганизованных структур, как нейральные 
органоиды и хондросферы, является актуальной задачей 
фундаментальной и трансляционной медицины. Наше ис-
следование предлагает простой, воспроизводимый и эф-
фективный протокол криоконсервации органоидов мозга 
и хряща, который, несомненно, может быть усовершен-
ствован в будущем.
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