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Introduction.
Cell culture technologies contribute to the 

advancement of personalized medicine, regenerative 
therapy, and efficient drug screening. Monolayer and 3D 
cultures (spheroids, organoids) are widely utilized for in 
vitro drug testing, production of therapeutic products, 
investigation of disease development mechanisms, 
among other applications [1-3].

Cryopreservation is an essential step in working 
with cell cultures. Prolonged cell culture without this 
step is associated with phenotypic drift, genetic and 
epigenetic instability, and replicative senescence, 
leading to alterations in the biological properties of 
the culture. Cryopreservation minimizes the need for 
continuous passaging and other culture manipulation 
procedures, thereby enabling significant savings in 
time, labor, and consumable resources. It ensures long-
term preservation of biological material, allowing for its 
certification, standardization, safe transportation, and 
use as required. The establishment of frozen stocks of 
valuable cell cultures substantially reduces the risk of 
irreversible loss of biological material due to technical 
failures or microbial contamination. 

Dimethyl sulfoxide (DMSO) is one of the most 
widely used penetrating cryoprotectants for cell 
cryopreservation in both research and clinical settings. 
Its widespread use is attributed to its low molecular 
weight and amphiphilic properties, which facilitate rapid 
penetration across the plasma membrane and effective 
protection of intracellular structures during cooling and 
freezing [4-6]. 

However, despite its high cryoprotective efficacy, 
DMSO exhibits cytotoxicity [7-9], which depends on 
concentration, temperature, and incubation time. At 

increasing concentrations, DMSO may alter membrane 
fluidity, affect cellular metabolism, and induce oxidative 
stress, particularly during prolonged incubation 
at physiological temperatures [9-12]. Therefore, 
investigating DMSO cytotoxicity to optimize cell 
cryopreservation protocols remains an important task. 

In cryopreservation protocols for most cell cultures, 
both in monolayer and spheroid formats, DMSO is used at 
concentrations ranging from 5 to 10% [13-15]. However, 
current trends in the development of cryoprotective 
media emphasize reducing DMSO concentrations to 
below 10% [14-17]. It remains unclear whether such an 
approach is necessary for spheroid cryopreservation, 
as spheroids exhibit increased resistance to toxic 
substances compared with monolayer or suspended 
cells [18-20]. Nevertheless, direct comparative data on 
DMSO resistance between cells treated in suspension 
and spheroids are largely lacking.

For the experiments, the L929 cell line was chosen 
due to its ability to form spheroids [21, 22] and, in 
accordance with the international standard ISO 10993-
5, is commonly used to assess the biocompatibility and 
cytotoxicity of substances [23, 24].

The aim of the study.
To perform a comparative analysis of the cytotoxicity 

of dimethyl sulfoxide in 2D and 3D cultures of the L929 
cell line.

Object and research methods. 
L929 cells were cultured in basal nutrient 

medium consisting of DMEM/F12 («Biowest», 
France) supplemented with antibiotics (200 U/mL 
benzylpenicillin («Arterium», Ukraine), 200 µg/mL 
streptomycin («Arterium», Ukraine)) and 10% FCS at 
37°C in a 5% CO₂ atmosphere. Plastic flasks («SPL Life 
Sciences», Korea) were used to establish monolayer 
cultures. The seeding density was 2 × 10⁵ cells/mL. To 
prepare cell suspensions, cells were detached from 
the culture surface using a 1:1 mixture of 0.5% trypsin 
(«Sigma», USA) and Versene («PAA», USA). The cells 
were incubated in this mixture for 5 minutes at 37°C and 
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subsequently washed once with DMEM/F12 medium by 
centrifugation to remove the enzymatic solution. 

To generate spheroids, L929 cells (2-5 × 10⁵ cells/mL) 
were seeded in basal medium in 6-well low-adhesion 
plates (Corning, USA). Half of the culture medium was 
replaced every 3 days. During the first 3 days, loose cell 
aggregates formed, which by day 5 became compact 
and assumed a rounded shape. On day 7, spheroids 
were collected by centrifugation and used in subsequent 
experiments. The diameters of the resulting spheroids 
ranged from 150 to 200 µm.

For cytotoxicity assessment, DMSO solutions were 
prepared at concentrations of 5%, 7.5%, 10%, 12.5%, and 
15% using DMEM/F12 as the base medium. To 0.5 mL of 
cell or spheroid suspension, 0.5 mL of a solution with 
twice the target DMSO concentration was slowly added 
and incubated for 20 minutes at room temperature, 
followed by centrifugation (300 × g, 5 minutes). The 
control group consisted of cells or spheroids subjected 
to all treatment procedures in culture medium without 
DMSO. 

The adhesion capacity of cells or spheroids was 
assessed after seeding them in basal medium on 24-well 
culture plates with a standard adhesive surface (SPL Life 
Sciences, Korea). Twenty-four hours after seeding, the 
supernatant containing unattached cells or spheroids 
from each well was collected, centrifuged, and the 
number of recovered cells or spheroids was determined 
using a Goryaev chamber. The relative number of 
attached bio-objects (RNAB) was calculated using the 
formula: 

RNAB = (AB-UB) / AB × 100%
where UB is the number of unattached cells/

spheroids; AB is the total number of cells/spheroids.
To assess proliferative properties following incubation 

with DMSO, cells or spheroids were seeded in 24-well 
culture plates with a standard adhesive surface (SPL Life 
Sciences, Korea). Monolayer confluency was evaluated 
on day 3 as a percentage, following the method 
described in [25]. For this purpose, cells were fixed in 
4% paraformaldehyde (Sigma, USA) for 15 minutes, 
stained with hematoxylin-eosin, and the well bottoms 
were scanned using a Kyocera scanner (Japan). The area 
of stained monolayer regions within each well and the 
total well area were determined using AxioVisionRel. 4.8 
software (Carl Zeiss). The relative monolayer area was 
calculated using the formula:

S monolayer = ƩS stained areas / S well × 100%
For cytological analysis, cells or spheroids treated 

with DMSO were cultured for 2 days, after which the 
resulting cell monolayers were fixed in 
an ethanol-acetic acid mixture (1:1), se-
quentially immersed in ethanol solutions 
of 96%, 80%, and 70%, and stained with 
hematoxylin. Microphotography was per-
formed using an inverted AmScope XYL403 
microscope (China). Image analysis was 
carried out using AxioVisionRel. 4.8 soft-
ware (Carl Zeiss, Germany). In each sam-
ple, the total number of cells and the num-
ber of cells exhibiting mitotic abnormalities 
were counted separately across 50 fields of 
view at 400× magnification. The result was 
expressed as the ratio of cells with mitotic 
defects to the total number of cells.

Statistical analysis was performed using Statistica 
10 software (StatSoft, USA). The normality of the data 
distribution was assessed using the Shapiro-Wilk W test. 
Experimental results are presented as mean ± standard 
deviation. Statistical differences between groups were 
evaluated using Student’s t-test, and differences were 
considered statistically significant at p<0.05.

Research results and their discussion. 
L929 cells were incubated in suspension with varying 

concentrations of DMSO (fig. 1A). Upon transfer to 2D 
culture conditions (monolayer), the cells adhered to the 
growth surface, spread out, and began to proliferate. 
By day 3 of culture, a monolayer was observed, with 
cells exhibiting oval or polygonal shapes, containing a 
large nucleus and one or more nucleoli (fig. 1B). Light 
vacuoles were visible in the cytoplasm of some cells. A 
few cells in the field of view were undergoing mitotic 
division. Following incubation with different DMSO 
concentrations, the cells showed no morphological 
differences compared with the control samples.

Spheroids derived from L929 cells were incubated 
with different concentrations of DMSO (fig. 1C). 
Incubation did not lead to any loss of the spheroids’ 
morphological characteristics. When the treated 
spheroids were placed onto an adhesive surface, they 
adhered, and cell migration followed by proliferation 
was observed (fig. 1D). By day 3 of culture, monolayer 
foci formed around the spheroids. Morphologically, the 
monolayer derived from spheroids was indistinguishable 
from that formed by seeding individual cells. 

The results on the adhesion capacity of 2D and 3D cell 
cultures are presented in table 1. In intact 2D cultures, 
the proportion of attached cells was 92.2±2.1%, while the 
area of the monolayer formed by day 3 was 94.5±4.7%. 
For cells treated with DMSO at concentrations of 5-12.5%, 
these parameters did not differ significantly from the 
control. However, both measures were markedly reduced 
following incubation in medium containing 15% DMSO. 

No significant effect on the adhesive properties 
of spheroids was observed, as the proportion of 
attached spheroids averaged 90-93% across all samples. 
Cells began migrating from the attached spheroids; 
consequently, by day 3 of culture, the area of the 
resulting monolayer was 50.4±6.7% in intact samples, 
which did not differ significantly from that of the DMSO-
treated spheroids. Even at the highest tested DMSO 
concentration (15%), the area of the formed monolayer 
remained comparable to the control.

In the next series of experiments, the effect of DMSO 
incubation on the formation of mitotic abnormalities in 

Table 1 – Adhesion and proliferative properties of 2D and 3D 
cultures of the L929 cell line after incubation with different 

concentrations of DMSO
DMSO 

concentration
Attached cells in 2D 

culture, %
Monolayer 

area, %
Attached spheroids 

in 3D culture, %
Monolayer 

area, %

0% (control) 92.2±2.1 94.5±4.7 93.1±3.7 50.4±6.7

5% 96.2±6.7 91.9±8.5 92.5±4.1 49.5±10.8

7.5% 97.6±3.1 93.5±10.8 92.3±5.1 51.3±7.1

10% 95.6±4.9 89.1±9.8 93.6±6.9 49.7±11.9

12.5 96.0±3.3 87.3±13.5 91.0±4.4 47.1±11.1

15% 72.5±11.1* 70.1±5.5* 90.9±5.2 48.9±7.9
Note: * – values significantly different from the intact control, p<0.05.
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2D and 3D cultures of the L929 cell line was examined 
(fig. 2). Among the observed mitotic defects, multipo-
lar mitoses with three or more spindle poles were the 
most frequent. Monopolar spindles were also present, 
characterized by a compact rosette-like arrangement of 

condensed chromosomes surrounding a single microtu-
bule-organizing center. In some samples, anomalies of 
the metaphase plate were detected, including dispersed 
chromosomes or chromosomes located far from the 
equatorial plane. Anaphase defects were frequently ob-
served, such as chromosomal bridges and lagging chro-
mosomes (condensed chromatin aggregates retained in 
the spindle midzone between separated chromosome 
masses). Defective cytokinesis was identified in certain 
fields of view by the presence of binucleated or multi-
nucleated cells. 

Cytomorphological analysis (table 2) showed that in 
the intact monolayer culture, an average of 8.5±2.1% of 
cells exhibited mitotic defects. The proportion of cells 
with mitotic abnormalities increased significantly to 
18.5±4.1% following incubation in 15% DMSO. In the 
remaining samples, this parameter did not differ signifi-
cantly from the control.

In the culture derived from cell migration from intact 
spheroids and subsequent proliferation, the proportion 
of cells exhibiting mitotic abnormalities was similar to 
that of the intact control. After treatment of spheroids 
with all tested DMSO concentrations, this parameter did 
not differ significantly.

Figure 1 – Representative images of 2D and 3D cultures of the L929 cell line after incubation with DMSO (day 3 after transfer to culture 
conditions): A – cells in suspension following DMSO treatment; B – 2D cell culture (monolayer); C – floating spheroids after DMSO 

treatment; D – attached spheroids with cells migrating from them and forming a monolayer.

Figure 2 – Representative image of the cell culture showing mitotic 
defects (arrows indicate multipolar mitoses and chromosomal 

bridges).
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The use of DMSO at concentrations of 5-10% for 
the cryopreservation of stem cells, cell lines, and 
multicellular constructs (spheroids, organoids, tissue-
engineered constructs) is widely adopted in current 
protocols [13-15]. Increasing the concentration of DMSO 
is undesirable, as it leads to a pronounced decrease in 
cell viability and other biological properties [14, 26-28].

The results of this study demonstrate that L929 cells 
are relatively resistant to the toxic effects of DMSO, as 
their adhesive and proliferative properties were preserved 
even at concentrations up to 12.5%. In monolayer cultures 
of L929 cells, the cytotoxic effects of DMSO became 
evident at 15%, with a significant reduction in adhesive 
and proliferative capacities and an increase in the 
frequency of abnormal mitoses. The rise in mitotic defects 
induced by DMSO is attributed to its modulatory effect on 
microtubules and disruption of the mitotic spindle [29]. 
In contrast, 3D cultures exhibited greater resistance to 
DMSO-induced damage, as cells within spheroids treated 
with 15% DMSO retained their adhesive and proliferative 
properties, and the incidence of mitotic abnormalities did 
not increase.

Several studies have reported differences in 
phenotype, cell signaling, migration, and responses 
to toxins when the same cells are cultured under two-
dimensional versus three-dimensional conditions [30]. 
Previous findings indicate that spheroids derived from 
various sources exhibit significantly higher resistance 
to xenobiotics than individual cells [18-20, 31]. This 
increased resistance is thought to result from limited 
substance diffusion due to extensive intercellular 
contacts and a dense extracellular matrix [31]. 
Consequently, the compact architecture of spheroids 
and the extracellular matrix create diffusion gradients 
that substantially affect the tolerance of 3D cultures to 
DMSO.

It is well established that under monolayer 
conditions, cells undergo cytoskeletal rearrangements, 
acquiring artificial polarity, which leads to aberrant 
gene and protein expression [30]. In contrast, cells in 3D 
cultures display modified gene and protein expression 
and a partial shift toward a hypometabolic state [32, 
33]. This heterogeneity within spheroids gives rise to 
distinct cellular phenotypes, which may contribute to 
the differing sensitivity of 2D and 3D cell cultures to 
xenobiotics.

Conclusions. 
DMSO at high concentrations (15%) induces 

sublethal effects in monolayer cultures of the L929 cell 
line, including decreased metabolic activity, reduced 
expression of cell adhesion molecules, and epigenetic 
modifications. In contrast, spheroids derived from L929 
cells are resistant to this concentration of DMSO.

Prospects for further research. 
Future studies should focus on elucidating the 

primary mechanisms underlying the increased resistance 
of 3D cultures of the L929 cell line to the cytotoxic effects 
of dimethyl sulfoxide.

Table 2 – Cytomorphological analysis of 2D and 3D 
cultures of the L929 cell line after incubation with 

different concentrations of DMSO (day 2 of culture)

DMSO 
concentration

Cells with mitotic 
abnormalities in 2D 

culture, %

Cells with mitotic 
abnormalities in 3D 

culture, %

0% (control) 8,5±2,1 6,8±1,8

5% 7,5±2,0 8,5±3,2

7.5% 8,5±0,9 7,9±2,3

10% 8,9±2,5 6,5±1,4

12.5 9,4±3,1 8,8±1,5

15% 18,5±4,1* 7,4±2,1
Note: * – values significantly different from the intact control, p<0.05.
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Моношарові та 3D-культури (сфероїди, органоїди) широко застосовують для in vitro тестування 
ліків, виготовлення терапевтичних продуктів і вивчення механізмів захворювань. Кріоконсервування 
важливе для довготривалої підтримки клітинних ліній; диметилсульфоксид (ДМСО) – один із поширених 
проникальних кріопротекторів для заморожування та зберігання клітин у кріобанках. Водночас ДМСО 
може бути цитотоксичним залежно від концентрації, температури й часу інкубації. Чутливість клітин 
до токсичних агентів відрізняється між 2D і 3D моделями, але прямих порівнянь стійкості до ДМСО 
між суспензійними клітинами та сфероїдами небагато. Метою дослідження був порівняльний аналіз 
цитотоксичності ДМСО у 2D- і 3D-культурах клітин L929. Після обробки ДМСО в концентраціях 5-15% 
оцінювали адгезію, проліферацію та частку клітин із мітотичними патологіями. Встановлено специфічну 
чутливість моделей: при 15% ДМСО моношарова культура L929 виявляла сублетальні ефекти – зниження 
метаболічної активності, знижену експресію молекул адгезії та епігенетичні зміни; натомість сфероїди 
з клітин L929 були резистентні до цієї концентрації.

Kлючові слова: диметилсульфоксид (ДМСО), 3D-культивування, клітини лінії L929, сфероїди, 
цитотоксичність, кріоконсервування. 
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Зв’язок публікації з плановими науково-дослід-
ними роботами.

Дослідження виконано в рамках науково-дослід-
ної роботи «Вікові особливості механізмів форму-
вання фіброзу печінки», номер державної реєстрації 
0117U004826. 

Вступ. 
Технології клітинного культивування сприяють 

розвитку персоналізованої медицини, регенера-
тивної терапії та ефективному скринінгу лікарських 
препаратів. Моношарові та 3D-культури (сфероїди, 
органоїди) широко використовуються для in vitro тес-
тування ліків, виготовлення терапевтичних продук-
тів, вивчення механізмів розвитку захворювань тощо  
[1-3].

Кріоконсервування є необхідним етапом робо-
ти з клітинними культурами. Тривале культивуван-
ня клітин без цього етапу пов’язане з фенотиповим 
дрейфом, генетичною та епігенетичною нестабіль-
ністю та реплікативним старінням культури, що 
призводить до змін її біологічних властивостей. Крі-
оконсервування мінімізує необхідність постійного 
пасажування та інших процедур роботи з культурою, 
що сприяє суттєвої економії часу, людських та ви-
тратних ресурсів. Воно забезпечує довготривале збе-
реження біологічного матеріалу, надає можливість 
його сертифікації, стандартизації, безпечного тран-
спортування та використання за потреби. Створен-
ня заморожених резервів цінних клітинних культур 
значно знижує ризик незворотної втрати біологічно-
го матеріалу внаслідок технічних збоїв або мікробно-
го забруднення. 

Диметилсульфоксид (ДМСО) є одним з широко 
використовуваних проникальних кріопротекторів 
при кріоконсервуванні клітин як у дослідницьких, 
так і в клінічних цілях. Його широке застосування 
обумовлено низькою молекулярною масою та ам-
фіфільними властивостями, що забезпечує швидке 
проникнення крізь плазматичну мембрану та ефек-
тивний захист внутрішньоклітинних структур під час 
охолодження та заморожування [4-6]. 

Однак незважаючи на високу кріозахисну ефек-
тивність ДМСО, цей кріопротектор проявляє цито-
токсичність [7-9], яка залежить від концентрації, 
температури та часу інкубації. При підвищенні кон-
центрації ДМСО може змінювати плинність мемб-
ран, впливати на клітинний метаболізм та викликати 
окислювальний стрес, особливо при тривалій інкуба-
ції при фізіологічних температурах [9-12]. Отже, ви-
вчення токсичності ДМСО для оптимізації протоколів 
кріоконсервування клітин є актуальною задачею. 

У протоколах кріоконсервування більшості клі-
тинних культур як у вигляді моношару, так й у вигляді 
сфероїдів, ДМСО використовується у концентраціях 
від 5 до 10% [13-15]. Однак сучасні тенденції у роз-
робці кріозахисних середовищ для клітин полягають 
у редукції концентрації ДМСО нижче 10% [14-17]. 
Остаточно неясно, чи потребується такий підхід для 
кріоконсервування сфероїдів, оскільки вони демон-
струють підвищену стійкість до токсичних речовин 
порівняно з моношаром або суспендованими клі-
тинами [18-20]. Однак прямі порівняльні дані щодо 
стійкості до ДМСО клітин, оброблених у суспензії по-
рівняно зі сфероїдами практично відсутні. 

Для проведення експериментів було обрано клі-
тинну  лінію L929, яка має властивості утворювати 
сфероїди [21, 22] та відповідно до міжнародного 
стандарту ISO 10993-5 використовується для оцінки 
біосумісності та цитотоксичності речовин [23, 24].

Мета дослідження.
Провести порівняльний аналіз цитотоксичності 

диметилсульфоксиду у 2D- та 3D-культурах клітин 
лінії L929.

Об’єкт і методи дослідження.
Клітини лінії L929 культивували у базовому жи-

вильному середовищі, яке містило DMEM/F12 
(«Biowest», Франція) з додаванням антибіотиків (200 
Од/МП бензилпеніциліну («Arterium», Україна), 200 
мкг/мл стрептоміцину («Arterium», Україна) та 10% 
ФТС при 37оС в атмосфері з 5% СО2. Для отримання 
моношарової культури використовували пласти-
кові флакони («SPL Life Sciences», Корея). Посівна 
концентрація клітин для отримання культури стано-
вила 2×105 кл/мл. Для отримання суспензії клітини 
відкріпляли від поверхні культивування шляхом об-
робки сумішшю (1:1) 0,5% трипсину («Sigmа», США) 
та Версену («PAA», США). Витримували 5 хвилин при 
температурі 37оС та відмивали одноразово від фер-
ментного розчину середовищем DMEM/F12 шляхом 
центрифугування. 

Для отримання сфероїдів клітини L929 (2-5×10⁵ 
клітин/мл) висівали на базовому середовищі у 6-лун-
кові планшети з низькою адгезією (Corning, США). 
Половину живильного середовища змінювали кожні 
3 доби. У перші 3 доби спостерігалося утворення 
пухких агрегатів клітин, після чого на 5 добу вони 
ущільнювалися та набували округлої форми. На 7 
добу сфероїди збирали центрифугуванням та вико-
ристовували у подальших експериментах. Діаметр 
одержаних сфероїдів становив 150-200 мкм.

Для вивчення цитотоксичності готували розчини 
ДМСО в концентраціях 5%; 7,5%; 10; 12,5%; 15% на 
основі середовища ДМЕМ/F12. До 0,5 мл суспензії 
клітин або сфероїдів повільно додавали 0,5 мл роз-
чину з подвійною концентрацією ДМСО та витриму-
вали протягом 20 хвилин при кімнатній температурі, 
після чого здійснювали центрифугування (300 g, 5 хв). 
Контролем були клітини або сфероїди, які були під-
дані усім процедурам обробки у живильному серед-
овищі без ДМСО. 

Здатність клітин або сфероїдів до адгезії визна-
чали після посіву їх на базове середовище у 24-лун-
кові культуральні планшети зі стандартною адгезив-
ною поверхнею (SPL Life Sciences, Корея). Через 24 
год після посіву з кожної лунки зібрали надосадок 
з клітинами або сфероїдами, що не прикріпилися, 
центрифугували та за допомогою камери Горяєва 
визначали кількість отриманих клітин або сфероїдів. 
Відносну кількість прикріплених біооб’єктів (ВКПБ) 
вираховували за формулою: 

ВКПБ = (ЗБ-НБ)/ЗБ × 100%
де НБ – кількість неприкріплених клітин/сферої-

дів; ЗС – загальна кількість клітин/сфероїдів.
Для оцінки проліферативних властивостей після 

інкубації з ДМСО клітини або сфероїди висівали у 
24-лункові культуральні планшети зі стандартною ад-
гезивною поверхнею (SPL Life Sciences, Корея). Кон-
флюентність моношару оцінювали на 3 добу у відсо-
тках за методом [25]. Для цього клітини фіксували у 
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4% розчині параформальдегіду (Sigma, США) впро-
довж 15 хв, забарвлювали гематоксиліном-еозином 
та сканували дно планшету на сканері Kyosera (Япо-
нія). Площу забарвлених ділянок моношару в лунці 
та загальну площу лунки визначали за допомогою 
програми «AxioVisionRel. 4.8» («CarlZeiss»). Відносну 
площу моношару розраховували за формулою:

S моношару = ƩS забарвлених ділянок/S лунки × 
100%

Для цитологічного аналізу проводили культиву-
вання оброблених ДМСО клітин або сфероїдів впро-
довж 2 діб, після чого утворені клітинні моношари 
фіксували у суміші етаноловий спирт-оцет (1:1), по-
слідовно занурювали у етанолові розчини (96%, 80%, 
70%) та забарвлювали гематоксиліном. Мікрофо-
тозйомку здійснювали за допомогою інвертованого 
мікроскопу AmScope XYL-403 (КНР). Аналіз проводи-
ли за мікрофотографіями з використанням програми 
«AxioVisionRel. 4.8» (CarlZeiss, Німеччина). У кожному 
зразку у 50 полях зору на збільшенні ×400 підрахову-
вали загальну кількість клітин та окремо клітини з па-
тологіями поділу. Результат визначали як відношення 
кількості клітин з дефектами мітозу до загальної кіль-
кості клітин.

Для статистичного аналізу даних використовува-
ли програму Statistica 10 («StatSoft», США). Нормаль-
ність розподілу визначали за допомогою W-критерію 
Шапіро-Уілка. Результати експериментів представле-
ні у вигляді середнього значення ± стандартне від-
хилення. Статистичну значимість відмінностей між 
групами оцінювали за допомогою t-критерію Стью-
дента. Відмінності вважали статистично значущими 
при p<0,05.

Результати дослідження та їх обговорення. 
Клітин лінії L929 інкубували у суспензії з різними 

концентраціями ДМСО (рис. 1А). Після приміщення 
їх до умов культивування в 2D-форматі (моношар) 
вони прикріплялися до ростової поверхні, розпласту-
валися та починали проліферувати. На 3 добу культи-
вування спостерігався моношар, клітини якого мали 
овальну або полігональну форму з крупним ядром та 
одним або декількома ядерцями (рис. 1Б). У цитоп-
лазмі деяких клітин розрізнялися світлі вакуолі. У полі 
зору спостерігалися деякі клітини у стані мітотичного 
поділення. Після інкубації з різними концентраціями 
ДМСО клітини морфологічно не відрізнялися у порів-
нянні з контрольними зразками.

Сфероїди, отримані з клітин лінії L929, інкубува-
ли з різними концентраціями ДМСО (рис. 1В). Інку-
бація не призводила до втрати морфологічних осо-
бливостей сфероїдів. Після приміщення 
оброблених сфероїдів на адгезивну по-
верхню, вони прикріплювалися.  З них 
починалася міграція клітин та подаль-
ша їх проліферація (рис. 1Г). На 3 добу 
культивування спостерігалося утворення 
осередків моношару навколо сфероїдів. 
Морфологічно, моношар, зформований 
зі сфероїдів, не відрізнявся від моноша-
ру, який формувався при посіві поодино-
ких клітин. 

Результати щодо вивчення здібності 
2D- та 3D-культур клітин до адгезії про-
демонстровано у таблиці 1. Кількість при-
кріплених клітин в інтактній 2D-культурі 

була 92,2±2,1%, тоді як площа сформованого на 3 добу 
моношару становила 94,5±4,7%. Для клітин, обробле-
них концентраціями ДМСО від 5 до 12,5%, ці показни-
ки значуще не змінювалися порівняно з контролем. 
Однак помітно, що вони були значуще менше після 
інкубації у середовищі з 15% ДМСО. 

Значного впливу на адгезивні властивості сфероїдів 
не було виявлено, оскільки кількість прикріплених сфе-
роїдів становила від 90 до 93% в середньому в усіх ви-
вчених зразках. З прикріплених сфероїдів починали мі-
грувати клітини, отже на 3 добу культивування плаща 
сформованого моношару становила 50,4±6,7% в інтак-
тних зразках, що значуще не відрізнялося від обробле-
них ДМСО сфероїдів. Навіть у найвищий використаній 
концентрації ДМСО (15%) площа сформованого мо-
ношару не відрізнялася від контрольних значень.

У наступній серії експериментів вивчено вплив 
інкубації з ДМСО на формування патологій поділу в 
2D- та 3D-культурах клітин лінії L929 (рис.  2). Серед 
дефектів мітозу найчастіше зустрічалися мультипо-
лярні мітози з трьома або більше полюсами веретена 
поділу. У зразках також були присутні монополярні 
веретена поділу, представлені як компактне розет-
коподібне розташування конденсованих хромосом, 
що оточували один центр організації мікротрубочок. 
У деяких зразках виявлялися аномалії метафазної 
пластинки у вигляді розсіяних хромосом або хромо-
сом, які були розташовані далеко від екваторіальної 
площини. Часто були присутні аномалії анафази – 
хромосомні мости і хромосоми, що відстають (кон-
денсовані хроматинові агрегати, що зберігалися в 
середній зоні веретена поділу між розділеними ма-
сами хромосом). Дефектний цитокінез ідентифіку-
вався у деяких полях зору за наявністю двоядерних 
або багатоядерних клітин. 

Цитоморфологічний аналіз показав (таблиця 2), 
що в інтактній моношаровій культурі в середньо-
му 8,5±2,1% клітин мають мітотичні дефекти. Кіль-
кість клітин з дефектам мітозу значуще зростала до 
18,5±4,1% після інкубації у розчинах з ДМСО в кон-
центрації 15%. У решті зразків цей показник значуще 
не відрізнявся від контролю.

У культурі, отриманої після міграції клітин з інтак-
тних сфероїдів та їх проліферації, кількість клітин з па-
тологією мітозу була подібною до інтактного контро-
лю. Після обробки сфероїдів з усіма використаними 
концентраціями ДМСО цей показник значуще не змі-
нювався.

Застосування ДМСО у концентраціях від 5 до 10% 
для кріоконсервування стовбурових клітин, клітинних 

Таблиця 1 – Адгезивні та проліферативні властивості  
2D- та 3D-культур клітин лінії L929 після інкубації з різними 

концентраціями ДМСО
Концентрація 

ДМСО

Кількість прикріп-
лених клітин у 
2D-культурі, %

S моноша-
ру, %

Кількість прикріп-
лених сфероїдів у 

3D-культурі, %

S моноша-
ру, %

0 % (контроль) 92.2±2.1 94.5±4.7 93.1±3.7 50.4±6.7

5% 96.2±6.7 91.9±8.5 92.5±4.1 49.5±10.8

7.5% 97.6±3.1 93.5±10.8 92.3±5.1 51.3±7.1

10% 95.6±4.9 89.1±9.8 93.6±6.9 49.7±11.9

12.5 96.0±3.3 87.3±13.5 91.0±4.4 47.1±11.1

15% 72.5±11.1* 70.1±5.5* 90.9±5.2 48.9±7.9
Примітка: * – дані значущі в порівнянні з інтактним контролем, р<0,05.
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ліній, багатоклітинних об’єктів (сфероїдів, органоїдів, 
тканино-інженерних біоконструкцій) є широко поши-
реним у сучасних протоколах [13-15]. Підвищення 
концентрації ДМСО є небажаним, оскільки призво-
дить до різкого падіння життєздатності та інших біо-
логічних властивостей клітин [14, 26-28]. 

Наведені у цьому дослідженні результати демон-
струють, що клітини лінії L929 є досить стійкими до 
токсичної дії ДМСО, оскільки адгезивні та проліфера-
тивні властивості їх зберігалися навіть при підвищенні 
концентрації до 12,5%. Для моношарової культури клі-

Рисунок 1 – Репрезентативні фотографії  2D- та 3D-культур клітин лінії L929 після інкубації з ДМСО (третя доба після приміщення в 
умови культивування): А – клітини у суспензії після обробки ДМСО; Б – 2D-культура клітин (моношар); В – флотуючі сфероїди після 

обробки ДМСО; Г – прикріплені сфероїди з клітинами, що мігрують з них та формують моношар.

Рисунок 2 – Репрезентативна фотографія культури клітин з 
дефектами мітозу (стрілками позначено мультиполярні мітози 

та хромосомні мости).

Таблиця 2 – Цитоморфологічний аналіз 2D- та 
3D-культур клітин лінії L929 після інкубації  

з різними концентраціями ДМСО  
(2 доба культивування)

Концентрація 
ДМСО

Кількість клітин з дефекта-
ми мітозу у 2D-культурі, %

Кількість клітин 
дефектами мітозу у 

3D-культурі, %

0 % (контроль) 8,5±2,1 6,8±1,8

5% 7,5±2,0 8,5±3,2

7,5% 8,5±0,9 7,9±2,3

10% 8,9±2,5 6,5±1,4

12,5 9,4±3,1 8,8±1,5

15% 18,5±4,1* 7,4±2,1
Примітка: * – дані значущі в порівнянні з інтактним контролем, 
р<0,05.
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тин лінії L929 цитотоксична дія ДМСО проявлялася у 
концентрації 15%. При цьому спостерігалося значуще 
зниження адгезивних та проліферативних властивос-
тей клітин, а також підвищувалася кількість дефектних 
мітозів. Збільшення кількості патологічних мітозів 
під впливом ДМСО обумовлено його модифікуючим 
ефектом на мікротрубочки та порушенням веретена 
поділу [29]. При цьому 3D-культура виявилася більш 
стійкою до пошкоджуючої дії ДМСО порівняно з мо-
ношаровою, оскільки після обробки сфероїдів навіть 
у концентрації 15%, клітини не втрачали адгезивних 
та проліферативних властивостей, рівень патологій 
поділу не підвищувався.

Існує низка досліджень, які описують відмінності у 
фенотипі, клітинній сигналізації, міграції клітин та ре-
акціях на токсини, коли ті самі клітини вирощуються в 
умовах двовимірної або тривимірної культури [30]. По-
передні дані свідчать, що сфероїди, отримані з різних 
джерел, демонструють значно вищу резистентність 
до ксенобіотиків, ніж поодинокі клітини [18-20, 31]. 
Передбачається, що це відбувається завдяки обме-
женню дифузії речовин внаслідок розвинених між-
клітинних контактів та щільного позаклітинного ма-
триксу [31]. Отже, компактна архітектура сфероїдів та 
міжклітинний матрикс створюють градієнти дифузії, 

що суттєво впливає на толерантність 3D-культури до 
ДМСО. 

Відомо, що у моношарових умовах клітини за-
знають перебудови цитоскелета, досягаючи штучної 
полярності, що призводить до неприродної експре-
сії генів та білків [30]. На відміну від цього, клітини 
у 3D-культурі демонструють модифікацію експресії 
генів та білків, а також частковий перехід до гіпоме-
таболічного стану [32, 33]. Подібна гетерогенність у 
сфероїдах призводить до появи різних клітинних фе-
нотипів, що також може призводити до різної чутли-
вості 2D- та 3D-культур клітин до ксенобіотиків.

Висновки. 
ДМСО у високих концентраціях (15%) викликає су-

блетальні ефекти у моношаровій культурі клітин лінії 
L929, включаючи зниження метаболічної активнос-
ті, експресії молекул клітинної адгезії та  епігенетичні 
зміни. На відміну від цього, сфероїди, сформовані з клі-
тин L929, є резистентними до такої концентрації ДМСО.

Перспективи подальших досліджень. 
У подальших дослідженнях актуальним є визна-

чення основних механізмів, які лежать в основі фено-
мену підвищення резистентності 3D-культури клітин 
лінії L929 до цитотоксичної дії диметилсульфоксиду. 
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ПОРІВНЯЛЬНА ОЦІНКА ТОКСИЧНОСТІ ДИМЕТИЛСУЛЬФОКСИДУ У 2D- ТА 3D-КУЛЬТУРАХ КЛІТИН ЛІНІЇ L929
Борозенець В. В.
Резюме. Моношарові та 3D-культури (сфероїди, органоїди) широко використовуються для in vitro тестуван-

ня лікарських препаратів, виготовлення терапевтичних продуктів, вивчення механізмів розвитку захворювань 
тощо. Кріоконсервування є важливим етапом довготривалої підтримки клітинних ліній. Диметилсульфоксид 
(ДМСО) є одним з популярних проникальних кріопротекторів для заморожування та довготривалого збері-
гання клітинних культур у кріобанках. Однак ця речовина проявляє цитотоксичність, яка залежить від концен-
трації, температури та часу інкубації. Відомо, що в залежності від типу культури (2D або 3D) чутливість клітин 
до токсичних агентів може змінюватися. Однак прямі порівняльні дані щодо стійкості до ДМСО клітин, обро-
блених у суспензії порівняно зі сфероїдами практично відсутні. Метою роботи було провести порівняльний 
аналіз цитотоксичності диметилсульфоксиду у 2D- та 3D-культурах клітин лінії L929. Після обробки ДМСО у 
концентраціях від 5 до 15% у 2D- та 3D-культурах вивчали здібність клітин до адгезії та проліферації, а також 
кількість клітин з патологіями мітозу. Встановлено, що обрані моделі культивування продемонстрували специ-
фічну чутливість до дії ДМСО. У високих концентраціях (15%) ДМСО викликав сублетальні ефекти у моношаровій 
культурі клітин лінії L929, включаючи зниження метаболічної активності, експресії молекул клітинної адгезії та 
епігенетичні зміни. На відміну від цього, сфероїди, сформовані з клітин L929, були резистентними до такої кон-
центрації ДМСО. 

Ключові слова: диметилсульфоксид (ДМСО), 3D-культивування, клітини лінії L929, сфероїди, цитотоксич-
ність, кріоконсервування. 

COMPARATIVE ASSESSMENT OF DIMETHYL SULFOXIDE TOXICITY IN 2D AND 3D CULTURES OF L929 CELL LINE
Borozenets V. V.
Abstract. Monolayer and 3D-cultures (spheroids, organoids) are widely used for in vitro testing of drugs, 

production of therapeutic products, study of mechanisms of disease development etc. Cryopreservation is an 
important stage of long-term support of cell lines. Dimethyl sulfoxide (DMSO) is one of the popular penetrating 
cryoprotectants for freezing and long-term storage of cell cultures in cryobanks. However, this substance exhibits 
cytotoxicity that depends on the concentration, temperature, and incubation time. It is known that depending on 
the type of culture (2D or 3D), the sensitivity of cells to toxic agents can change. However, direct comparative data 
on the resistance to DMSO of cells processed in suspension compared to spheroids are practically absent. The aim 
of the work was to conduct a comparative analysis of the cytotoxicity of dimethyl sulfoxide in 2D and 3D cultures of 
cells of the L929 line. After treatment with DMSO in concentrations from 5 to 15% in 2D and 3D cultures, the ability 
of cells to adhere and proliferate, as well as the number of cells with mitotic defects, was studied. It was established 
that the selected cultivation models demonstrated specific sensitivity to DMSO. In high concentrations (15%), DMSO 
released sublethal effects in a monolayer culture of L929 cells, including a decrease in metabolic activity, expression 
of cell adhesion molecules, and epigenetic changes. In contrast, spheroids formed from L929 cells were resistant to 
this concentration of DMSO.

Key words: dimethyl sulfoxide (DMSO), 3D-culture, L929 cell line, spheroids, cytotoxicity, cryopreservation.
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Introduction.
The preservation of biological material remains a 

fundamental focus for modern biotechnology and prac-
tical medicine. The basic principles of most preserva-
tion methods are usually based on lowering the tem-
perature, which ensures long-term storage by slowing 
down the temperature-dependent metabolism of living 
organisms [1]. The fact remains that biological objects 
are mainly water, which forms ice crystals at low tem-
peratures. This, in turn, leads to dehydration and lethal 
damage to biological material, which is currently one of 

the biggest problems in cryopreservation of cells, tis-
sues, and organs [2].

Cryopreservation, as one of the modern methods 
of preserving biological objects, is important for fur-
ther practical application. However, the formation and 
growth of ice crystals during the freezing-thawing pro-
cedure decrease the viability of the biomaterial, which 
is the dominant factor in damage and the biggest prob-
lem in cryopreservation. Therefore, the introduction of 
methods to control the growth of ice crystals during 
cooling and inhibit their recrystallization during heating 
is crucial for minimizing cell damage [3].

To preserve the structural integrity and biological 
activity of the material being frozen, it is important to 
select highly effective cryoprotective solutions that con-
tain modern cryoprotective agents [4]. The chemical 
composition of the cryoprotective solution plays an im-
portant role in the successful cryopreservation of vari-
ous biological samples [5].

Cryopreservation of erythrocytes is the main method for long-term storage of blood cell components, but the ef-
fectiveness of this process is limited by damage caused by the formation and recrystallization of ice crystals. A prom-
ising approach to reducing cryodamage is the use of macromolecular impermeable cryoprotectants, in particular 
polyvinyl alcohol (PVA). The aim of the study was to investigate the effect of PVA with a molecular weight of 9 kDa at 
different concentrations on ice recrystallization processes and to evaluate its effectiveness in cryopreserving human 
erythrocytes. The study's objective was to examine human erythrocytes obtained from donor blood. PVA solutions 
in phosphate-saline buffer at concentrations ranging from 0.1 to 1.5% were used. Phase transformations and ice 
recrystallization were studied using thermomechanical analysis. The cryopreservation modes used differed in cooling 
rates and had the same heating rate. The preservation of human erythrocytes was assessed by hemolysis levels. It 
was found that an increase in PVA concentration contributes to the effective inhibition of ice recrystallization, and at 
a concentration of about 1%, this process is almost completely suppressed. It was shown that uncontrolled cooling 
leads to complete erythrocyte hemolysis. The best cell preservation was achieved with slow, controlled cooling at 3 
degrees/min in a 1% PVA solution. Polyvinyl alcohol exhibits cryoprotective activity and is a promising component of 
cryopreservation media for human erythrocytes under slow, controlled cooling conditions.

Key words: cryopreservation, phase transition, ice recrystallization, polyvinyl alcohol, human erythrocytes.


