
ACTA BIOMEDICA SCIENTIFICA, 2024, Vol. 9, N 3

256
Experimental researches Экспериментальные исследования 

МОДИФИКАЦИЯ ПРОТОКОЛА ИССЛЕДОВАНИЯ ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ 
АКТИВНОСТИ ОТТАЯВШИХ ПОСЛЕ КРИОКОНСЕРВАЦИИ Т-ЛИМФОЦИТОВ

Сайдакова Е.В. 1, 2,  
Королевская Л.Б. 1,  
Пономарева В.Н. 2,  
Власова В.В. 1

1 Институт экологии и генетики 
микроорганизмов УрО РАН –  
филиал ФГБУН Пермского федерального 
исследовательского центра УрО РАН 
(614081, г. Пермь, ул. Голева, 13, Россия) 
2 ФГАОУ ВО «Пермский государственный 
национальный исследовательский 
университет» (614068, г. Пермь, 
ул. Букирева, 15, Россия)

Автор, ответственный за переписку:  
Сайдакова Евгения Владимировна,  
e-mail: radimira@list.ru

Статья поступила: 18.09.2023
Статья принята: 27.05.2024
Статья опубликована: 15.07.2024

РЕЗЮМЕ

Обоснование. Иммунологические исследования невозможны без длитель-
ного хранения биоматериала в условиях криоконсервации. Стандартные 
методики работы с  мононуклеарными лейкоцитами, подвергавшимися 
криоконсервации, отсутствуют.
Цель исследования. Оптимизировать протокол культивирования отта-
явших после криоконсервации Т-лимфоцитов по оценке их жизнеспособности 
и пролиферативной активности.
Методы. Мононуклеарные лейкоциты выделяли из  периферической 
крови относительно здоровых добровольцев (n  =  18). Клетки подвергали 
контролируемому замораживанию до –80 °С и переносили в жидкий азот. 
Первый этап: после оттаивания клетки окрашивали CFSE (carboxyfluorescein 
succinimidyl ester), делили на две части и культивировали в присутствии/
отсутствии интерлейкина 2 (ИЛ-2). Пролиферацию клеток стимулировали 
фитогемагглютинином-П. Клетки инкубировали в течение 7 суток. Анализ 
образцов проводили методом проточной цитофлюориметрии. Второй 
этап: оттаявшие клетки делили на три части. Две части ресуспендиро-
вали в полной питательной среде с ИЛ-2 и помещали в термостат (+37 °С) 
для «отдыха» на 1 час или на ночь. После «отдыха» клетки окрашивали CFSE. 
Третью часть размороженных лейкоцитов окрашивали CFSE сразу после 
оттаивания. Клетки стимулировали, культивировали и  анализировали 
единообразно на обоих этапах исследования.
Результаты. Установлено, что добавление ИЛ-2 в культуральную среду 
способствует лучшему выживанию клеток. Кроме того, в присутствии ИЛ-2 
стимулированные CD4+ и CD8+ Т-лимфоциты производят больше дочерних 
генераций. По сравнению с пробами, сразу помещёнными в культуру, в пробах, 
прошедших «отдых», снижено число лейкоцитов по окончании 7-суточной 
инкубации. Количество дочерних генераций, формируемых стимулирован-
ными CD4+ и CD8+ Т-клетками, снижается при включении этапа «отдых» 
в протокол исследования.
Заключение. Внесение ИЛ-2 в культуральную среду может увеличить жиз-
неспособность и митотическую активность размороженных Т-клеток, при-
ближая их состояние к таковому свежевыделенных лимфоцитов. «Отдых» 
клеток после оттаивания оказывает негативный эффект на жизнеспособ-
ность и пролиферативную активность Т-лимфоцитов при их последующей 
недельной инкубации.
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ABSTRACT

Background. Immunological studies are  impossible without  long-term stor-
age of  cryopreserved biomaterial. There are no  standard procedures for  working 
with cryopreserved mononuclear leukocytes.
The aim of the study. To optimize the protocol for culturing T lymphocytes thawed 
after cryopreservation by assessing their viability and proliferative capacity.
Methods. Mononuclear leukocytes were  isolated from the  peripheral blood 
of relatively healthy volunteers (n = 18). Cells were subjected to controlled freezing 
down to –80 °C and were transferred to  liquid nitrogen. First step: after thawing, 
the  cells were stained with  CFSE (carboxyfluorescein succinimidyl ester), were  di-
vided into  two parts and  cultured in  the  presence/absence of  interleukin  2 (IL-2). 
Cell proliferation was stimulated with phytohemagglutinin (type P). Cells were in-
cubated for 7 days. Sample analysis was performed using flow cytometry. Second 
stage: thawed cells were  divided into  three parts. Two  parts were resuspended 
in a full growth medium with IL-2 and were placed in a thermostat (+37 °C) to “rest” 
for one hour or overnight. After “resting”, the cells were stained with CFSE. One third 
of the thawed leukocytes were stained with CFSE immediately after thawing. Cells 
were stimulated, cultured and analyzed the same way at both stages of the study.
Results. It has been established that adding IL-2 to the culture medium contrib-
utes to  a  better cell survival. In  the  presence of  IL-2, stimulated CD4+ and  CD8+ 
T lymphocytes produced more daughter cell generations. At the end of the 7-day 
incubation “rested” samples had reduced leukocyte counts compared to the samples 
that were cultured immediately after thawing. The number of daughter cell genera-
tions formed by stimulated CD4+ and CD8+ T cells decreased when the “rest” stage 
was included into the study protocol.
Conclusion. Adding IL-2 into culture medium can increase the viability and mitotic 
capacity of thawed T cells, making their state more similar to that of freshly isolated 
lymphocytes. Cell “rest” after thawing negatively affects the viability and proliferative 
activity of T lymphocytes during their weekly incubation.

Keywords: T lymphocytes, cryopreservation, primary cell culture, interleukin 2, rest

For citation: Saidakova E.V., Korolevskaya L.B., Ponomareva V.N., Vlasova V.V. Adapting 
the protocol for studying the functional capacity of T lymphocytes thawed from cryo-
preservation. Acta biomedica scientifica. 2024; 9(3): 256-265. doi: 10.29413/ABS.2024-9.3.26



ACTA BIOMEDICA SCIENTIFICA, 2024, Vol. 9, N 3

258
Experimental researches Экспериментальные исследования 

ОБОСНОВАНИЕ

Эффективные исследования в  области иммуноло-
гии невозможны без  постоянного доступа к  биологи-
ческому материалу, что  предполагает необходимость 
его сбора, накопления и хранения. На сегодняшний день 
единственным способом длительного хранения ядер-
ных клеток периферической крови является их  крио-
консервация: содержание при  очень низких темпера-
турах (–80…–196 °С). Использование биобанков, позво-
ляющих накапливать и хранить в жидком азоте биоло-
гические образцы, значительно облегчает проведение 
исследований, направленных на изучение причин раз-
вития различных заболеваний, разработку и апробацию 
лекарственных средств [1].

Следует отметить, что криоконсервация может вли-
ять на экспрессию фенотипических маркеров и функци-
ональную активность мононуклеарных клеток перифе-
рической крови [2, 3]. Для нивелирования эффектов кри-
оконсервации рядом исследователей [4, 5] было пред-
ложено после проведения процедуры оттаивания вве-
сти в протокол работы этап «отдыха»: помещение клеток 
в полную питательную среду (ППС) на период от 1 до 24 ч 
при температуре +37 °С. Было показано, что эта проце-
дура оказывает позитивный эффект на  клетки, в  част-
ности способствует восстановлению функционально-
сти антигенспецифических Т-лимфоцитов при  оценке 
методом ELISPOT [6–10]. Другие исследователи [11–14] 
предложили обогащать среду для культивирования до-
бавками, такими как цитокины, в частности интерлей-
кин 2 (ИЛ-2), пируват натрия, заменимые аминокисло-
ты, β-меркаптоэтанол и др., что должно способствовать 
лучшему выживанию Т-лимфоцитов в культуре и в конеч-
ном итоге повышению их функциональной активности. 
Однако на сегодняшний день методики работы с моно-
нуклеарными лейкоцитами, подвергавшимися длитель-
ной (более 24 мес.) криоконсервации, не разработаны.

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Оптимизация протокола культивирования оттаяв-
ших после криоконсервации Т-лимфоцитов по оценке 
их жизнеспособности и пролиферативной активности.

МЕТОДЫ

Участники исследования. В качестве доноров пе-
риферической крови в исследовании приняли участие 
добровольцы (n = 18; 39% – женщины; средний возраст 
37,4  ±  1,2  года). Критерием включения в  исследова-
ние был возраст старше 18 лет. Критерии исключения: 
острые инфекционные заболевания менее чем за 4 не-
дели до начала исследования; беременность.

Получение биоматериала. Забор крови осущест-
вляли натощак из локтевой вены в вакуумные пробирки 
(Weihai Hongyu Medical Devices Co, Ltd., Китай), содержа-
щие этилендиаминтетрауксусную кислоту. Мононукле-

арные лейкоциты выделяли стандартным методом пу-
тём центрифугирования двукратно разведённой крови 
раствором фосфатно-солевого буфера Дульбекко (DPBS, 
Dulbecco’s phosphate-buffered saline; Gibco, США) в гради-
енте плотности Диаколла (1,077 г/мл; Диаэм, Россия). Изо-
лированные клетки дважды отмывали в растворе DPBS 
и помещали в среду, содержащую 90 % инактивированной 
теплом эмбриональной телячьей сыворотки (ЭТС; Biowest, 
Колумбия) и 10 % внутриклеточного криопротектора ди-
метилсульфоксида (AppliChem, Германия). Клетки, ресу-
спендированные в этой среде, переносили в криопро-
бирки и подвергали контролируемому замораживанию 
в коммерческих штативах CoolCell (Corning, США) с регу-
лируемой скоростью снижения температуры (–1 °C/мин) 
в морозильной камере (–80 °C) в течение суток, чтобы све-
сти к минимуму повреждение клеток. Затем пробы пере-
носили в резервуар с жидким азотом (–196 °C) и храни-
ли до последующего использования. Средняя продол-
жительность хранения образцов составила 40 ± 1,4 мес.

Перед проведением исследования мононуклеар-
ные лейкоциты размораживали при +37  °С в водяной 
бане в  течение 1–2  мин. Клетки переносили в  15  мл 
пробирки, после  чего к  образцам капельно добавля-
ли по 10 мл ППС: RPMI-1640, содержащей 25 мМ Хепеса 
и 2 мМ L-глутамина (Gibco, США), с добавлением 10 % 
ЭТС, 100 ед/мл пенициллина и 100 мкг/мл стрептомици-
на (Sigma, США). Образцы аккуратно перемешивали, на-
клоняя из стороны в сторону, и центрифугировали в те-
чение 10 мин при 400 g. Клеточный осадок ресуспенди-
ровали в ППС. Жизнеспособность размороженных лей-
коцитов при оценке с трипановым синим стандартным 
методом составила не менее 92 %.

Культивирование мононуклеарных лейкоцитов. 
На первом этапе исследования приготовленные после 
оттаивания клетки окрашивали 5 мкМ 5,6-карбоксифлу-
оресцеина диацетат-N-сукцинимидилового эфира (CFSE, 
carboxyfluorescein succinimidyl ester; Biolegend, США), 
дважды отмывали средой RPMI-1640, содержащей 20 % 
ЭТС. Затем клетки подсчитывали в камере Горяева, де-
лили на две части и ресуспендировали в концентрации 
1 × 106/мл в ППС с добавлением ИЛ-2 (100 нг/мл; Gibco, 
США) или без него (рис. 1а). Пролиферацию клеток сти-
мулировали фитогемагглютинином-П (ФГА; Serva, Гер-
мания) в конечной концентрации 15 мкг/мл. В качестве 
контроля использовали нестимулированные клетки. Об-
щая продолжительность культивирования лейкоцитов 
составила 7 суток с заменой на 3–4-е сутки культураль-
ной среды в каждой пробе на среду аналогичного со-
става. Для поддержания постоянства pH среды клетки 
инкубировали в  эксикаторе со  свечой, помещёнными 
в термостат (+37 °С). По окончании времени инкубации 
клетки собирали, подсчитывали их количество и окра-
шивали анти-CD3-BV605, анти-CD4-PE и анти-CD8-BV510 
антителами (Biolegend, США). Для оценки жизнеспособ-
ности мононуклеарных лейкоцитов применяли краси-
тель Zombie UV (Biolegend, США).

На втором этапе исследования (рис. 1б) культивирова-
ние клеток проводили в ППС, содержащей 100 нг/ мл ИЛ-2. 
Полученные после разморозки мононуклеарные лейкоци-
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ты делили на три части, две из которых помещали в куль-
туральную среду и убирали в термостат (+37 °С) для «от-
дыха» на 1 час (Ч) или на ночь (Н). После «отдыха» клетки 
окрашивали CFSE, стимулировали ФГА и культивировали, 
согласно описанному ранее протоколу. Третью часть раз-
мороженных лейкоцитов сразу после оттаивания (С) окра-
шивали CFSE и культивировали в присутствии ФГА, соглас-
но указанному выше протоколу. Культивирование, сме-
на среды, подсчёт клеток и анализ результатов проводи-
лись единообразно на протяжении всего исследования.

Проточная цитометрия. Анализ мононуклеарных 
лейкоцитов проводили с использованием проточного 
цитофлюориметра CytoFLEX S (Beckman Coulter, США). 
Логика гейтирования представлена на рисунке 2.

Статистическая обработка данных. Статистиче-
ский анализ и  визуализацию данных проводили с  по-
мощью программного обеспечения «GraphPad Prism 8» 
(GraphPad Software, США). Количественные данные в тек-
сте и таблицах представлены в виде средних и их стандарт-
ных ошибок. Для сравнения двух групп количественных 
данных использовали t-тест Стьюдента; нескольких групп 
– однофакторный дисперсионный анализ; множественные 
сравнения между группами проводили с помощью крите-
рия Тьюки. Критический уровень значимости при провер-
ке статистических гипотез приняли равным 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Модификация полной питательной среды внесени-
ем ИЛ-2. Проанализирована жизнеспособность монону-
клеарных лейкоцитов периферической крови, разморо-
женных после длительной (40 ± 1,4 мес.) криоконсерва-
ции и культивированных в течение 7 суток в различных 
условиях. Показано, что численность клеток резко сни-
жается по окончании времени культивирования: в сред-
нем в пробе оставалось 33 % от числа изначально вне-
сённых клеток.

Вместе с  тем было установлено, что  добавление 
ИЛ-2 в культуральную среду способствует лучшему вы-
живанию мононуклеарных лейкоцитов (рис. 3). Наибо-
лее выраженный позитивный эффект на  жизнестой-
кость был отмечен среди клеток, стимулированных 
ФГА. Так,  численность лейкоцитов в  пробах, содер-
жащих ИЛ-2, была существенно выше, чем в образцах 
без  дополнительно внесённого цитокина (p  <  0,001). 
Аналогичные результаты были получены при  иссле-
довании нестимулированных клеток. Однако в  дан-
ных условиях культивирования различия в численно-
сти клеток между пробами, содержащими и не содер-
жащими ИЛ-2, не достигли уровня статистической зна-
чимости (p > 0,05).

        а               б
РИС. 1.  
Общая схема исследования: а – первый этап исследо-
вания; б – второй этап исследования. МНЛ – монону-
клеарные лейкоциты; AT + ZUV – коктейль из анти-
CD3-BV605, анти-CD4-PE, анти-CD8-BV510 антител 
и витального красителя Zombie UV. Типы «отдыха»: 
С – сразу после оттаивания (без «отдыха»); Ч – часо-
вой «отдых»; Н – ночной «отдых» 

FIG. 1.  
Study overview: а – first stage of the experiment;  
б – second stage of the experiment. МНЛ – mononuclear leuko-
cytes; АТ + ZUV – a cocktail of anti-CD3-BV605, anti-CD4-PE, an-
ti-CD8-BV510 antibodies and Zombie UV vital stain. Types of “rest”: 
С – immediately after thawing (without “rest”); Ч – hourly “rest”; Н – 
overnight “rest” 
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РИС. 3.  
Влияние внесения в культуральную среду ИЛ-2 на числен-
ность мононуклеарных лейкоцитов после инкубации в тече-
ние 7 суток. Представлены средние и стандартные ошибки 
средних (n = 18 в каждой группе). Для сравнения групп количе-
ственных данных использовали однофакторный дисперсион-
ный анализ; множественные сравнения между группами про-
водили с помощью критерия Тьюки; *** – p < 0,001
FIG. 3.  
The impact of adding IL-2 to the growth medium on the mononu-
clear leukocytes count following 7 days of incubation. The means 
and standard errors of the means are presented (n = 18 in each 
group). One-way analysis of variance was used to compare groups 
of quantitative data; multiple comparisons between groups 
were performed using Tukey’s test; *** – p < 0.001

Выявлен позитивный эффект экзогенно добавленно-
го ИЛ-2 на пролиферативную способность Т-клеток, раз-
мороженных после длительной криоконсервации. Было 
показано, что в присутствии этого цитокина in vitro сти-

РИС. 2.  
Логика гейтирования мононуклеарных лейкоцитов (типо-
вые диаграммы светорассеяния). а – подсчёт числа дочер-
них генераций в пробах стимулированных Т-лимфоцитов: 
выделение пула жизнеспособных элементов с последую-
щим гейтированием CD3+ Т-клеток, их разделением на CD4+ 
и CD8+ субпопуляции и анализом окрашивания трекинговым 
красителем CFSE в каждой из субпопуляций. б – определе-
ние жизнеспособности делящихся Т-лимфоцитов: выделение 
CD3+ Т-клеток с последующим разделением на субпопуляции 
CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов, установкой границ квадрантов 
по нестимулированной пробе и анализом единовременного 
окрашивания витальным красителем Zombie UV и трекинго-
вым красителем CFSE стимулированного образца

FIG. 2.  
The gating approach used to distinguish mononuclear leuko-
cytes (typical scatter diagrams). а – enumeration of daughter 
cell generations in stimulated T lymphocyte samples: viable ele-
ments isolation followed by CD3+ T cells gating, subsequent CD4+ 
and CD8+ subsets isolation, and CFSE staining analysis. б – deter-
mination of the dividing T lymphocytes viability: CD3+ T cells iso-
lation with subsequent dividing into CD4+ and CD8+ T lympho-
cytes subsets, gating of unstimulated sample, following the simul-
taneous analysis of vital Zombie UV and CFSE staining of stimu-
lated sample
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мулированные CD4+ и  CD8+  Т-лимфоциты производят 
больше дочерних генераций (рис. 4).

РИС. 4.  
Влияние содержания в культуральной среде ИЛ-2 на пролифе-
ративную способность CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов, стиму-
лированных в условиях in vitro в течение 7 суток. Представ-
лены средние и стандартные ошибки средних (n = 18 в каж-
дой группе). Для сравнения двух групп количественных дан-
ных использовали парный t-тест; *** – p < 0,001
FIG. 4.  
The impact of adding IL-2 to the growth medium on the prolifer-
ation of CD4+ and CD8+ T-lymphocytes during 7 days of in vitro 
stimulation. The means and standard errors of the means are pre-
sented (n = 18 in each group). Paired t-test was used to compare 
two groups of quantitative data; *** – p < 0.001

Таким образом, было определено, что добавление 
ИЛ-2 в среду для культивирования повышает как жиз-
неспособность, так  и  пролиферативную способность 
Т-лимфоцитов, прошедших длительную криоконсервацию.

Модификация протокола разморозки мононукле-
арных лейкоцитов введением этапа «отдыха» клеток. 
Проведено исследование трёх протоколов размороз-
ки клеток: без «отдыха», с часовым или ночным «отды-
хом». В каждом случае культуральная среда содержала 
в своём составе ИЛ-2.

Установлен негативный эффект «отдыха» на жизне-
способность мононуклеарных лейкоцитов в  культуре. 
Подсчёт клеток через 7 суток инкубации c ФГА показал, 
что по сравнению с пробами «С» число лейкоцитов в про-
бах «Ч» (p < 0,05) и «Н» (p < 0,001) было снижено (рис. 5а). 
Важно отметить, что длительность «отдыха» существен-
но влияла на жизнеспособность стимулированных кле-
ток: различия между пробами «Ч» и «Н» были статисти-
чески значимыми (p < 0,05). При этом в пробах «Н» доля 
сохранившихся клеток была снижена более чем в 2 раза 
по сравнению с таковой в пробах «С». Кроме того, оказа-
лось, что стимулированные клетки были более чувстви-
тельными к негативным эффектам «отдыха», чем поко-
ящиеся элементы. В культурах без добавления ФГА раз-
личия численности клеток выявлены только между про-
бами «С» и «Н» (p < 0,05).

Анализ пролиферативной способности CD4+ 
и CD8+ Т-лимфоцитов подтвердил, что «отдых» является 
негативным фактором. Так, было показано, что количе-
ство дочерних генераций, формируемых стимулирован-
ными CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитами, снижается при вклю-
чении этапа «отдых» любого временного режима в про-
токол исследования (рис. 5б).

Примечательно, что относительное количество всту-
пивших в деление CFSElow клеток среди стимулирован-
ных CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов не зависело от типа «от-
дыха» (p > 0,05; рис. 5в).

Введение в  протокол разморозки ночного «от-
дыха» существенно увеличивало процентное содер-
жание гибнущих клеток среди вступивших в  деление 
CD4+ Т-лимфоцитов, стимулированных в условиях in vitro 
в течение 7 суток (рис. 5г). Этот феномен не был отмечен 
при анализе CD8+ Т-клеток.

Таким образом, включение этапа «отдых» в  про-
токол разморозки мононуклеарных лейкоцитов с  по-
следующим культивированием стимулированных кле-
ток в  течение 7  суток негативно сказывается на  жиз-
неспособности и пролиферативной способности CD4+ 
и CD8+ Т-лимфоцитов. Рекомендуется приступать к ра-
боте с культурами клеток сразу после оттаивания крио-
консервированных мононуклеарных лейкоцитов.

ОБСУЖДЕНИЕ

Настоящее исследование поднимает ряд фундамен-
тальных вопросов, касающихся особенностей изучения 
функциональной активности Т-лимфоцитов с примене-
нием клеток, прошедших криоконсервацию.

При проведении исследования нами было опреде-
лено, что через 7 суток культивирования оттаявших по-
сле длительной (40 ± 1,4 мес.) криоконсервации клеток 
в среднем в пробе сохраняется лишь треть от их изна-
чально внесённого количества. Ранее при культивиро-
вании мононуклеарных лейкоцитов, не подвергавшихся 
заморозке, нами не было отмечено такого существенно-
го снижения их численности. Анализ литературных ис-
точников подтвердил, что высокая склонность к гибели 
является характерной чертой клеток, прошедших про-
цедуры криоконсервации и оттаивания [15].

Известно, что замораживание и размораживание за-
пускают процессы, ведущие к клеточной смерти – некро-
зу и апоптозу. Некроз является следствием повреждения 
мембран внутриклеточными кристаллами льда и осмоти-
ческим стрессом. Причиной апоптоза могут быть различ-
ные факторы, в том числе физический стресс, вызванный 
изменением морфологии клетки; активация рецепторов 
смерти; накопление в цитозоле свободных радикалов; 
активация каскада каспаз [16, 17]. При использовании оп-
тимального протокола криоконсервации основной при-
чиной гибели размороженных клеток в культуре явля-
ется апоптоз [15]. Было показано, что значительное ко-
личество Т-лимфоцитов постоянно запускает програм-
му гибели, что приводит к статистически значимому со-
кращению доли жизнеспособных клеток уже через сутки 
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после начала инкубации. Исходя из того, что стимуляция 
оттаявших клеток цитокинами может значительно по-
высить жизнеспособность культивируемых клеток [15], 
мы исследовали эффект внесения ИЛ-2 в культуральную 
среду на функциональность Т-лимфоцитов, разморожен-
ных после длительной криоконсервации.

ИЛ-2, как  и  другие цитокины с  общей гамма-це-
пью, принято рассматривать в качестве фактора выжи-
вания Т-лимфоцитов in vivo и in vitro [18, 19]. Известно, 
что под воздействием ИЛ-2 активируются тирозинкина-
зы Янус-киназы (Jak) 1 и Jak3, примыкающие к цитоплаз-
матическим фрагментам цепей цитокиновых рецепто-
ров [20]. Эти ферменты фосфорилируют остатки тиро-
зина, локализованные в цепях рецепторов, что созда-

ёт сайты для  связывания и  фосфорилирования адап-
терного белка Shc и транскрипционного фактора STAT5 
(преобразователь сигнала и активатор транскрипции 5) 
[21]. Фосфорилированный Shc активирует несколько 
сигнальных путей, минимум один из  которых – PI3K/
Akt (путь фосфатидилинозитол-3-киназы/протеинкина-
зы B) – играет важную роль в пролиферации Т-клеток 
[22]. В свою очередь фосфорилирование молекул STAT5, 
их димеризация и транслокация в ядро стимулируют экс-
прессию генов, участвующих в делении и защищающих 
лимфоциты от апоптоза [23].

В  наших исследованиях было подтверждено по-
зитивное влияние внесённого в  культуральную сре-
ду ИЛ-2 на жизнеспособность и пролиферативную ак-

РИС. 5.  
Влияние типа «отдыха» оттаявших после криоконсервации 
на параметры клеток в 7-суточной культуре (представле-
ны средние и стандартные ошибки средних): а – численность 
мононуклеарных лейкоцитов в стимулированных и кон-
трольных пробах; б – количество дочерних генераций сти-
мулированных Т-лимфоцитов; в – доля пролиферирующих 
Т-лимфоцитов; г – процент Т-лимфоцитов, гибнущих в про-
цессе деления. Типы «отдыха»: С – сразу после оттаивания 
(без «отдыха»; n = 18); Ч – часовой «отдых» (n = 18); Н – ночной 
«отдых» (n = 18). Для сравнения групп количественных данных 
использовали однофакторный дисперсионный анализ; множе-
ственные сравнения между группами проводили с помощью 
критерия Тьюки; * – p < 0,05; ** – p < 0,01; *** – p < 0,001

FIG. 5.  
Effect of the type of “rest” on the thawed cells parameters in a 7-day 
culture (the means and standard errors of the means are present-
ed). а – number of mononuclear leucocytes in stimulated and con-
trol samples; б – number of daughter T cell generations in stim-
ulated samples; в – number of proliferating T lymphocytes; г – 
number of T cells dying while dividing. Types of “rest”: С – imme-
diately after thawing (without “rest”; n = 18); Ч – hourly “rest” 
(n = 18); Н – overnight “rest” (n = 18). One-way analysis of vari-
ance was used to compare groups of quantitative data; multiple 
comparisons between groups were performed using Tukey’s test; 
* – p < 0.05; ** – p < 0,01; *** – p < 0.001
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тивность размороженных после криоконсервации 
Т-клеток. В присутствии этого цитокина мы наблюда-
ли менее выраженное сокращение численности лей-
коцитов в  культуре и  увеличение количества дочер-
них генераций при  стимуляции Т-лимфоцитов. Одна-
ко культивируемые клетки по-прежнему массово уми-
рали: их  количество существенно сократилось после 
7 суток инкубации.

Наиболее выраженный эффект ИЛ-2 оказывал на сти-
мулированные CD4+ и CD8+ Т-лимфоциты. По-видимому, 
более высокая чувствительность этих клеток обуслов-
лена особенностью экспрессии рецептора, связываю-
щего цитокин. Высокоаффинный рецептор к ИЛ-2 явля-
ется комплексом трёх цепей: CD25, CD122 и CD132 [24]. 
На  покоящихся Т-клетках в  ограниченном количестве 
экспрессируются только две из  них – CD122 и  CD132. 
Связывая ИЛ-2, они  могут формировать промежуточ-
ный по  аффинности комплекс, способный передавать 
сигнал внутрь клетки. Стимулированные Т-лимфоциты 
в свою очередь индуцируют экспрессию CD25, что по-
зволяет активированным Т-клеткам формировать три-
мерный высокоаффинный рецептор, делающий стиму-
лированные лимфоциты более чувствительными к дей-
ствию цитокина.

Также в  настоящем исследовании мы  оценили, 
как введение в протокол разморозки клеток этапа «от-
дых» влияет на  функциональность прошедших крио-
консервацию Т-лимфоцитов. Ранее несколько иссле-
дований [7–10], хотя и не все [25], продемонстрирова-
ли позитивные эффекты «отдыха»: снижение неспеци-
фической продукции цитокинов Т-клетками; увеличе-
ние количества активных и доли полифункциональных 
Т-лимфоцитов. Все перечисленные феномены были об-
наружены с использованием метода ELISPOT. Представ-
ленные авторами результаты, по-видимому, связаны 
с гибелью склонных к апоптозу Т-клеток в процессе «от-
дыха», что способствует увеличению доли истинно жиз-
неспособных лимфоцитов в анализируемом образце [9]. 
Это актуально ввиду того, что присутствие апоптотиче-
ских клеток может снижать функциональность живых 
CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов [26] и препятствовать про-
цессингу антигенов [27].

Как  было отмечено выше, при  культивировании 
оттаявшие после криоконсервации Т-клетки постоян-
но запускают процессы программируемой гибели [15], 
что проявилось в постепенном увеличении количества 
мёртвых и  умирающих Т-лимфоцитов в  поставленной 
нами 7-суточной культуре мононуклеарных лейкоци-
тов. Можно предположить, что  накопление апоптоти-
ческих клеток при  многосуточном культивировании 
оказывает негативный эффект на функциональную спо-
собность оставшихся Т-лимфоцитов, что не было отме-
чено при непродолжительных по времени исследова-
ниях методом ELISPOT. Действительно, в нашем иссле-
довании дополнительный «отдых» клеток (как часовой, 
так  и  ночной) приводил к  существенному снижению 
численности лейкоцитов и увеличению доли апоптоти-
ческих Т-лимфоцитов после 7  суток инкубации. Более 
того, мы  отметили уменьшение количества дочерних 

генераций среди прошедших «отдых» стимулирован-
ных Т-лимфоцитов без изменения доли CFSElow клеток. 
Вероятно, в таких культурах по сравнению с образцами, 
где этап «отдыха» был исключён из протокола работы, 
большее число клеток вступают в деление, однако они 
совершают меньше митозов.

Следует отметить некоторые ограничения настояще-
го исследования. Во-первых, мы не воспроизвели резуль-
таты других научных групп и потому можем лишь пред-
полагать, что «отдых» оказывает положительное влия-
ние при последующих кратковременных исследованиях 
(например, методом ELISPOT), но негативное при даль-
нейшем более продолжительном культивировании кле-
ток (в нашей работе – 7 суток). Во-вторых, для модифи-
кации ППС нами был использован единственный цито-
кин – ИЛ-2, эффектами которого могут быть не только 
стимулирование пролиферации Т-лимфоцитов, но так-
же индукция регуляторных Т-клеток и запуск активаци-
онно-индуцированного апоптоза эффекторных элемен-
тов [28]. В дальнейших исследованиях мы предполагаем 
вносить в культуральную среду другие цитокины семей-
ства ИЛ-2, в т. ч. ИЛ-7 и ИЛ-15, которые, как известно, эф-
фективно поддерживают жизнеспособность и пролифе-
рацию Т-лимфоцитов [29].

Невзирая на  ограничения, следует подчеркнуть, 
что  в  настоящем исследовании мы  впервые оценили 
влияние «отдыха» на результаты оценки пролифератив-
ной способности и жизнеспособности при культивиро-
вании прошедших длительную (40 ± 1,4 мес.) криокон-
сервацию Т-лимфоцитов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные данные побуждают к  созданию но-
вых протоколов работы с оттаявшими после криокон-
сервации мононуклеарными лейкоцитами. Очевидно, 
что внесение экзогенных цитокинов может увеличить 
жизнеспособность и функциональную активность раз-
мороженных Т-клеток, приближая их  состояние к  та-
ковому свежевыделенных лимфоцитов. Подбор опти-
мального сочетания компонентов среды для культиви-
рования клеток позволит получать данные, более объ-
ективно отражающие процессы, происходящие in vivo. 
Обращает на себя внимание и то, что «отдых» монону-
клеарных лейкоцитов после оттаивания оказывает не-
гативный эффект на жизнеспособность и пролифера-
тивную активность стимулированных Т-лимфоцитов 
при недельной инкубации. Это ещё раз подчёркивает 
необходимость оптимизации исследовательских про-
токолов.
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