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Известно, что хромаффинные клетки надпочечников
и симпатические нейроны являются производными кле-
ток нервного гребня и развиваются из общей клетки-
предшественника. В культуре под действием фактора
роста нервов NGF недифференцированные клетки моз-
гового вещества надпочечников приобретают морфо-
логические и функциональные особенности нейрональ-
ных клеток, а зрелые хромаффинные клетки способны к
трансдифференцировке в нейрональном направлении.
Благодаря способности хромаффинных клеток транс-
формироваться в нейроны, они рассматриваются как
источник аутогенного клеточного материала для транс-
плантации пациентам с болезнью Паркинсона.

Источником клеток нейрональной морфологии в
культуре клеток надпочечников новорожденных поросят
являются сферические клеточные структуры (сферои-
ды), формирующиеся к 5–7-м суткам культивирования.
Поскольку криоконсервирование является наиболее
удобным способом долгосрочного хранения фрагмен-
тов ткани, необходимо изучить его влияние на сохран-
ность недифференцированных клеток надпочечников.

Целью работы было получить первичную культуру
клеток надпочечников новорожденных поросят из крио-
консервированных фрагментов ткани и исследовать воз-
можность получения сфероидов и клеток нейрональной
морфологии.

Фрагменты надпочечников криоконсервировали под
защитой 10% ДМСО, охлаждая со скоростью 0,5 град/мин
до –40°С с последующим погружением в жидкий азот.
Клетки получали ферментативным методом после пред-
варительного отогрева фрагментов и культивировали в
среде DMEM/F12 с 10% фетальной телячьей сыворотки.
Для пересева клетки снимали с помощью растворов
трипсина и Версена. Для идентификации нейрональных
клеток проводили иммуноцитохимическое окрашивание
на β-III-тубулин.

Жизнеспособность клеток, полученных из криокон-
сервированных фрагментов ткани, составляла 93,3 ± 5%.
Через сутки культивирования наблюдалось прикрепле-
ние и распластывание большей части посаженных кле-
ток, а к 5-м суткам – формирование монослоя и сферои-
дов. После пересева сфероиды прикреплялись к поверх-
ности культивирования, а затем наблюдалось выселение
из них нейроноподобных клеток с отростками. Иммуно-
цитохимическое окрашивание показало наличие β-III-
тубулина в соме и отростках клеток, выселяющихся из
сфероидов.

Таким образом, криоконсервирование фрагментов
ткани надпочечников новорожденных поросят со ско-
ростью охлаждения 0,5 град/мин позволяет сохранить
популяцию клеток, формирующих сфероиды и их спо-
собность к дифференцировке в нейрональном направ-
лении.

It has been known that adrenal chromaffin cells and
sympathetic neurons are derivatives of neural crest cells
and are developed from common precursor cell. Non-
differentiated cells of adrenal medulla gain morphological
and functional peculiarities of neuronal cells  in culture under
effect of neural growth factor, and mature chromaffin cells
are capable of transdifferentiation towards neurons. Due to
capability of chromaffin cells to transform into neurons they
may be considered as a source of autologic cell material for
transplantation to the patients with Parkinson’s disease.

The source of cells with neuronal morphology in culture
of newborn piglet adrenal cells are spherical cell structures
(spheroids) formed to the 5–7th day of culture. Whereas
cryopreservation is the most convenient method of tissue
fragments long-term storage, it is necessary to study its ef-
fect on survival of non-differentiated adrenal cells.

The research aim was to obtain primary culture of new-
born piglet adrenal cells using cryopreserved tissue frag-
ments and to check the possibility to obtain spheroids and
cells of neuronal morphology.

Adrenal fragments were cryopreserved under protection
of 10% DMSO and cooling rate of 0.5 deg/min down to
–40°C with further plunging into liquid nitrogen. The cells
were obtained by enzymatic method after thawing the
fragments and then cultured in DMEM/F12 with 10% fetal
calf serum (FCS). Before passaging the cells were detached
with trypsin and Versene solutions. Neuronal cells were
identified by immunocytochemical staining for β-III tubulin.

Viability of cells derived from cryopreserved tissue
fragments was 93.3 ± 5%. After one day culture we observed
adhesion and  flattening of bulk of the seeded cells, and to
the 5th day there was formation of monolayer and spheroids.
After passaging the spheroids adhered to culture surface,
and then we observed the migration of neuron-like cells
with processes. Immunocytochemical staining showed the
presence of β-III tubulin in soma and processes of cells,
migrated from spheroids.

Thus, cryopreservation of fragments of adrenal tissue
of newborn piglets using the cooling rate of 0.5 deg/min
enabled to preserve the cell population, which formed sphe-
roids, as well as the ability to differentiate towards neurons.
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