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Изучение метаболической активности мононуклеарных клеток является актуальной задачей биологии 
и медицины. Проведение длительных исследований часто предполагает хранение образцов в криокон-
сервированной форме, что позволяет свести к минимуму возможные ошибки и погрешности. Однако 
эффект низких температур на метаболизм мононуклеарных клеток мало изучен. Цель работы — ис-
следовать влияние криоконсервации на показатели гликолиза и окислительного фосфорилирования 
мононуклеарных лейкоцитов. Оценка метаболических параметров с использованием метода фиксации 
внеклеточных потоков на анализаторе Seahorse XFe96 показала, что в мононуклеарных лейкоцитах, 
прошедших криоконсервацию, происходит значительное изменение скорости окислительного фосфо-
рилирования, что не связано с изменением их субпопуляционного состава. Вместе с тем замораживание 
и хранение при отрицательных температурах не оказало влияния на скорость протекающего в лейкоцитах 
гликолиза. Важно, что в размороженных клетках снижалась способность реагировать на митогенную 
стимуляцию увеличением скорости метаболических процессов. Таким образом, криоконсервация из-
меняет метаболический профиль мононуклеарных лейкоцитов. Для получения достоверных сведений 
об их метаболической активности предпочтительно использовать свежевыделенные клетки.

Ключевые слова: мононуклеарные лейкоциты, криоконсервация, метаболизм, гликолиз, окислительное 
фосфорилирование

Принятые сокращения: АФК — активные формы кислорода; ЛПС — липополисахарид; МНК — моно-
нуклеарные клетки; ФГА — фитогемагглютинин; AUC (area under the curve) — площадь под кривой; 
ECAR (extracellular acidification rate) — скорость внеклеточного закисления; OCR (oxygen consumption 
rate) — скорость потребления кислорода.
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Функционирование мононуклеарных клеток 
(МНК), в том числе их дифференцировка и сиг-
нализация, неразрывно связаны с метаболизмом 
(Gaber et al., 2019; Patel et al., 2019; Patil et al., 2019). 
Метаболические процессы позволяют клетке сво-
евременно удовлетворить свои потребности в энер-
гии и молекулярном биосинтезе. Метаболизм 
адаптируется к нуждам клетки в зависимости от ус-
ловий окружающей среды и собственного состоя-
ния, например, покоя или активации (Chakraborty 
et al., 2022). Магистральными биоэнергетическими 
путями клетки являются гликолиз и окислительное 
фосфорилирование (Makowski et al., 2020). Эти 
процессы обеспечивают лейкоциты энергией, ко-
факторами для ферментативных реакций, а также 

разнообразными молекулами-предшественниками 
для синтеза нуклеотидов, аминокислот и липидов 
(Нельсон и др., 2014; Gaber et al., 2019). Исследо-
вание взаимосвязи между функциональной актив-
ностью МНК и их метаболизмом необходимо для 
разработки новых терапевтических стратегий для 
лечения широкого спектра заболеваний, включая 
онкологические и аутоиммунные (Makowski et 
al., 2020). Поэтому изучение метаболической ак-
тивности мононуклеарных лейкоцитов является 
актуальной задачей биологии и медицины.

Современным методом оценки клеточного ме-
таболизма является регистрация внеклеточных 
потоков с использованием анализатора Seahorse 
XF. Этот метод позволяет провести одновременное  
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измерение скорости внеклеточного закисле-
ния (показателя гликолиза ECAR — extracellular 
acidification rate) и потребления кислорода (пока-
зателя окислительного фосфорилирования OCR — 
oxygen consumption rate) (Mas-Bargues et al., 2022). 
Стоит отметить, что достоверность результатов 
такого исследования повышается при единовре-
менном изучении образцов из нескольких групп 
сравнения. Это становится возможным благодаря 
накоплению биоматериала в криоконсервиро-
ванной форме (Anderson et al., 2019; Haider et al., 
2022). Криоконсервация большой партии клеток 
в определенный момент времени позволяет све-
сти к минимуму погрешности в исследовании 
(Martikainen, Roponen, 2020). Однако влияние 
криоконсервации и хранения при отрицательных 
температурах на метаболизм МНК мало изучено.

Цель нашей работы заключалась в изучении 
влияния криоконсервации на показатели глико-
лиза и окислительного фосфорилирования моно-
нуклеарных лейкоцитов.

МАТЕРИАЛ И  МЕТОДИКА

Участники исследования. Обследована группа 
относительно здоровых доноров периферической 
крови (n = 3). Средний возраст обследованных 
составлял 30 ± 2.6 лет.

Выделение мононуклеарных лейкоцитов. Кровь 
в объеме 36 мл забирали из локтевой вены в про-
бирки, обработанные этилендиаминтетрауксус-
ной кислотой. Мононуклеарные клетки выделяли 
стандартным методом путем центрифугирования 
периферической крови в градиенте плотности диа-
колла (1.077 г/мл; «Диа-М», Россия). Полученные 
образцы отмывали раствором фосфатно-солевого 
буфера Дульбекко (DPBS; Gibco, США) и поме-
щали в среду, содержащую 90 % инактивирован-
ной теплом эмбриональной телячьей сыворотки 
(Biowest, Колумбия) и 10 % диметилсульфоксида 
(AppliChem, Германия). Выделенные клетки раз-
деляли на аликвоты и подвергали программи-
руемому замораживанию в коммерческих шта-
тивах CoolCell (Corning, США) с регулируемой 
скоростью снижения температуры (на 1 °C/мин) 
в морозильной камере при –80 °C. Через неделю 
образцы переносили в жидкий азот (–196 °C). Для 
проведения исследования клетки размораживали 
при 37 °C и ресуспендировали в среде XF RPMI 
Medium (Agilent Technologies, США), содержащей 
10 мМ глюкозы (Sigma, США), 2 мМ глутамина 

(«Диа-М», Россия) и 1 мМ пирувата натрия (Sigma, 
США). Затем вносили по 40 мкл ресуспендиро-
ванных клеток, среднее содержание которых было 
равно 200 тыс., в лунки микропланшета Seahorse 
XF (Agilent Technologies, США), предварительно 
обработанные поли-D-лизином (Sigma, США), 
по 16 лунок для каждого донора. Для образова-
ния монослоя клеток планшет центрифугиро-
вали в течение 4 мин при 200 g (режим разгона 
(ACCEL) ‒ 4, режим торможения (DECEL) ‒ 1). 
После этого доводили объем до 175 мкл средой 
XF RPMI Medium и помещали планшет на 60 мин 
в термостат при 37 °C.

Анализ внеклеточных потоков. Для определения 
показателей ECAR и OCR планшеты с клетками 
помещали в анализатор Seahorse XFe96 (Agilent 
Technologies, США). Измерения проводили каждые 
8 мин в течение 1.5 ч. Первые 20—25 мин реги-
стрировали показатели на базальном уровне, затем 
при помощи заряженного сенсорного картриджа 
проводили инъекцию фитогемагглютинина (ФГА 
в конечной концентрации 15 мкг/мл; Serva, Гер-
мания) в 8 лунок для клеток каждого донора (тех-
нические повторности). В контрольные 8 лунок 
вместо стимулятора вносили соответствующий 
объем питательной среды. Данные технических 
повторностей усредняли. Величину OCR в стиму-
лированных и нестимулированных МНК рассчи-
тывали как суммарную в течение всего времени 
измерения, т. е. представляли полученные данные 
в виде площади под кривой (AUC ‒ area under 
the curve, усл. ед.). Скорость закисления среды 
рассчитывали аналогичным образом.

Исследование проводили в течение года в ше-
сти временных точках: свежевыделенные клетки 
(до заморозки), через неделю после программи-
руемого замораживания до –80 °C и через 1, 5, 9 
и 12 месяцев хранения в жидком азоте (–196 °C).

Определение субпопуляционного состава лейко-
цитов. Перед замораживанием и после разморозки 
численность всех мононуклеарных лейкоцитов 
периферической крови и их субпопуляционный 
состав определяли на проточном цитофлуориметре 
CytoFLEX S (Beckman Coulter, США). Субпопу-
ляционный состав лейкоцитов устанавливали при 
помощи коммерческого набора BD Simultest™ 
IMK-Lymphocyte (BD Biosciences, США) согласно 
инструкции производителя. Антитела, специфич-
ные к молекулам CD45, CD14, CD3, CD4, CD8, 
CD19, CD16 и CD56, позволили определить следу-
ющие МНК: B-лимфоциты (CD19+), T-лимфоциты 
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(CD3+), T-хелперы (CD3+CD4+), цитотоксические 
T-клетки (CD3+CD8+) и естественные киллерные 
клетки (CD3–CD16+ и/или CD56+).

Статистическая обработка результатов. Данные 
на гистограммах представлены в виде средних 
и стандартных ошибок средних. Достоверность 
различий между группами устанавливали с исполь-
зованием однофакторного дисперсионного ана-
лиза; множественные сравнения между группами 
проводили с помощью критерия Тьюки. Различия 
считали статистически значимыми при Р < 0.05. 
Проведение статистических расчетов осуществляли 
при помощи программного обеспечения GraphPad 
Prism 8 (GraphPad Software, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И  ОБСУЖДЕНИЕ

В нашей работе установлено, что субпопуляци-
онный состав МНК не изменяется при криокон-
сервировании или хранении при отрицательных 
температурах (табл. 1). Статистически незначимые 
(P > 0.05) флуктуации относительного количества 
МНК отмечены среди моноцитов и субпопуляций 
лимфоцитов, в т. ч. B- и T-клеток, Т-хелперов, 
цитотоксических T-лимфоцитов и естественных 
киллерных клеток.

Выявлено, что базальная величина OCR у МНК 
зависит от продолжительности их хранения при 
отрицательных температурах (рис. 1а). По сравне-
нию со свежевыделенными клетками в лейкоцитах, 

хранившихся неделю в низкотемпературной мо-
розильной камере при –80 °C, базальная OCR воз-
росла в 1.6 раз (P < 0.01). Еще более значительный 
прирост отмечен в клетках, хранившихся в течение 
1 мес в жидком азоте: различие со свежевыделен-
ными МНК составило 2.5 раза (P < 0.001). Однако 
более длительное хранение клеток при отрица-
тельных температурах сопровождается снижением 
скорости поглощения кислорода, а следовательно, 
и окислительного фосфорилирования. По срав-
нению с клетками, содержавшимися в течение 
1 мес в жидком азоте, в лейкоцитах, хранившихся 
в течение 5 мес при тех же условиях, базальная 
OCR уменьшилась в 1.8 раза (P < 0.01). В клетках, 
подвергавшихся криоконсервации в жидком азоте 
в течение одного года, это различие составило 
2.15 раза (P < 0.001). Примечательно, что различие 
последних со свежевыделенными клетками было 
статистически незначимым (P > 0.05).

Базальная скорость закисления среды МНК 
не изменялась при замораживании (разморажива-
нии) образцов в течение первого месяца (рис. 1б). 
На пятый месяц хранения образцов скорость за-
кисления среды возросла в 1.3 раза по сравнению 
со свежевыделенными клетками и далее оставалась 
на одном уровне. Однако все различия между вре-
менными точками не достигали уровня статисти-
ческой значимости (P > 0.05).

Известно, что стимуляция МНК митогена-
ми запускает их пролиферацию, что реализуется 

Таблица 1. Субпопуляционный состав мононуклеарных лейкоцитов при криоконсервировании и хранении 
при отрицательных температурах

Популяция

Доля популяции,%

До заморозки
Криоконсервированные клетки

–80  °C
1 нед.

–196  °C  
1 мес

–196  °C
5 мес

–196  °C
9 мес

(1) (2) (3) (4) (5)
Моноциты в  пуле лейкоцитов 9.71 ± 0.52 18.00 ± 1.56 18.96 ± 2.05 21.63 ± 1.31 17.46 ± 2.14
Лимфоциты в  пуле 
лейкоцитов 90.11 ± 0.61 57.89 ± 2.62 67.54 ± 0.88 66.72 ± 0.84 74.41 ± 3.22

B-клетки в  пуле лимфоцитов 7.58 ± 1.22 0.51 ± 0.27 4.20 ± 1.17 3.49 ± 1.18 5.38 ± 0.92
T-клетки в  пуле лимфоцитов 75.59 ± 1.99 81.27 ± 1.76 70.35 ± 6.41 80.42 ± 1.09 82.03 ± 1.40
Т-хелперы в  пуле лимфоцитов 45.54 ± 2.31 45.24 ± 9.89 51.49 ± 3.87 51.75 ± 4.14 52.83 ± 3.66
Цитотоксические Т-клетки 
в пуле лимфоцитов 30.60 ± 3.58 26.38 ± 5.19 29.82 ± 2.51 30.64 ± 2.00 29.77 ± 2.69

ЕКК в  пуле лимфоцитов 11.06 ± 1.29 10.07 ± 2,10 11.74 ± 0.30 12.37 ± 0.75 11.38 ± 0.65

Указаны средние значения и их стандартные ошибки. ЕКК ‒ естественные киллерные клетки.
Статистически значимых различий между группами сравнения (1‒5) не обнаружено (однофакторный дисперсионный 
анализ с критерием Тьюки).
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благодаря увеличению интенсивности метаболи-
ческих процессов (Lomsadze et al., 2011; Савилова 
и др., 2013; Desdin-Mico et al., 2018). Действитель-
но, в нашей работе показано, что кратковременная 
стимуляция клеток ФГА увеличивает скорость 
окислительного фосфорилирования (рис. 2а) 
и гликолиза (рис. 2б) вне зависимости от продол-
жительности хранения клеток при отрицательных 
температурах. Важно, что статистически значимые 
различия скоростей метаболических процессов 
между стимулированными и покоящимися лей-
коцитами были отмечены нами только при ис-
следовании свежевыделенных клеток.

Следует отметить, что в литературе отсутствуют 
сведения о том, как изменяются показатели глико-
лиза и окислительного фосфорилирования в моно-
нуклеарных лейкоцитах после криоконсервации. 
Вместе с тем ряд проведенных исследователями 
функциональных тестов косвенно подтвержда-
ет полученные нами результаты. Было показано 
(Martikainen et al., 2020), что по сравнению со све-
жевыделенными клетками размороженные после 
криоконсервации МНК продуцируют меньше ци-
токинов в ответ на стимуляцию полиинозиновой: 

полицитидиловой кислотой [POLY(I: C)] и липо-
полисахаридом (ЛПС). Авторы предполагают, что 
это свидетельствует о снижении чувствительности 
размороженных клеток к митогенным стимулам. 
В свою очередь другие авторы (Haider et al., 2022) 
установили, что по сравнению со свежевыделен-
ными клетками мононуклеарные лейкоциты, 
прошедшие процедуру заморозки, вырабатывают 
меньше интерлейкина‑1α и интерлейкина‑6 в ответ 
на стимуляцию ЛПС. Примечательно, что в этих же 
условиях размороженные клетки экспрессируют 
больше интерферона-γ, но столько же фактора 
некроза опухоли α, сколько свежевыделенные лей-
коциты. Так как способность клеток продуцировать 
цитокины зависит от их метаболической пластич-
ности (Patil et al., 2019), можно предположить, что 
особенности секреции цитокинов связаны с из-
менениями в обменных процессах клеток при их 
криоконсервации и разморозке.

Основными органеллами, участвующими в кле-
точном метаболизме, являются митохондрии. Они 
также играют ключевую роль в производстве энер-
гии, вырабатывают большую часть активных форм 
кислорода (АФК) и отвечают за гомеостаз кальция 
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Рис.  1. Изменение базальных скоростей потребления кислорода (OCR, а) и  закисления среды (ECAR, б) лей-
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Рис.  2. Скорости окислительного фосфорилирования (OCR, а) и  гликолиза (ECAR, б) в  нестимулированных 
(–) и  стимулированных (+) фитогемагглютинином (ФГА) мононуклеарных лейкоцитах. Данные представлены 
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(Gualtieri et al., 2021). Дисфункция митохондрий, 
опосредованная окислительным стрессом в ре-
зультате повышения уровня АФК при криокон-
сервации и разморозке, может привести к мета-
болическим изменениям (Starkov, 2008; Gualtieri 
et al., 2021). Примером таких изменений является 
снижение эффективности окислительного фос-
форилирования из-за дисфункции комплексов 
электрон-транспортной цепи при окислительном 
стрессе (Gualtieri et al., 2021). На примере криокон-
сервированных репродуктивных клеток (Gualtieri et 
al., 2021) было установлено, что митохондриальная 
дисфункция может быть обусловлена увеличением 
концентрации ионов Ca2+, которое вызывает рост 
проницаемости мембраны органеллы и ведет к по-
тере ее трансмембранного потенциала, снижению 
продукции АТФ, повышению уровня АФК и, как 
следствие, снижению целостности плазматической 
мембраны. Исследование клеток костного мозга 
(Ващенко и др., 2015) подтвердило, что вследствие 
замораживания–оттаивания в клетках значительно 
уменьшается содержание АТФ. Помимо этого, 
криоконсервация приводит к образованию больших 
количеств пировиноградной кислоты — продукта 
реакции гликолиза, и изменению изоферментно-
го состава лактатдегидрогеназы. Представленные 
данные свидетельствуют о снижении активности 
метаболических процессов, в частности окислитель-
ного фосфорилирования и гликолиза, хранившихся 
при отрицательных температурах клеток.

Следует отметить, что замораживание и размо-
раживание биологических образцов может запу-
скать процессы клеточной смерти. Гибель клеток 
(их апоптоз или некроз) может быть опосредова-
на образованием не только большого количества 
АФК, но и кристаллов льда, физически разруша-
ющих клеточную мембрану (Len et al., 2019; Fu et 
al., 2022). Криопротектирующие агенты, такие как 
диметилсульфоксид, препятствуют формированию 
кристаллов, но вызывают образование пор в мем-
бране клеток, изменяют характер распределения 
фосфолипидов (Бабийчук и др., 2013; Кит и др., 
2023) и перепрограммируют метаболизм в сторону 
восстановления мембран. Таким образом, не только 
эффекты криоконсервации на иммунные клетки, 
но и влияние на них криопротектирующих агентов 
требует дальнейшего тщательного изучения.

Полученные нами данные о метаболической 
активности МНК свидетельствуют о том, что при 
проведении исследований и анализе результатов 
необходимо учитывать последствия хранения об-

разцов при отрицательной температуре и длитель-
ность этого хранения. Игнорирование влияния 
криоконсервации может привести к ошибочным 
выводам при подведении итогов исследования. 
Однако важно отметить, что мы учитывали влия-
ние криоконсервации на метаболизм общего пула 
мононуклеарных лейкоцитов без учета показателей 
отдельных популяций лимфоцитов и моноцитов. 
Мы также оценивали метаболические показатели 
клеток лишь в течение одного года после полу-
чения биологического материала. Возможность 
использования МНК, хранившихся при отри-
цательной температуре более продолжительное 
время, требует дальнейшего изучения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, в нашей работе показано, что 
процесс замораживания–оттаивания оказывает 
значительное влияние на метаболические показа-
тели мононуклеарных клеток периферической кро-
ви. В частности, базальная величина OCR у МНК 
варьирует в зависимости от продолжительности 
их хранения при отрицательных температурах. От-
мечено также негативное влияние криоконсерва-
ции на метаболическую пластичность: выявлено 
снижение способности размороженных клеток 
отвечать на митогенную стимуляцию увеличением 
интенсивности гликолиза и окислительного фосфо-
рилирования. Вследствие этого можно заключить, 
что для получения достоверных сведений о метабо-
лической активности мононуклеарных лейкоцитов 
необходимо, по возможности, использовать свеже-
выделенные клетки. В противном случае следует 
принимать во внимание эффект криоконсервации.
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Studying the metabolic activity of mononuclear cells (MNCs) is crucial in biology and medicine. Cryopreservation 
is commonly used to store samples for long-term research, which helps minimize errors. However, the impact 
of low temperatures on MNCs metabolism remains understudied. The aim of this study was to investigate the 
effects of cryopreservation on glycolysis and oxidative phosphorylation in MNCs. Using the Seahorse XFe96 
analyzer, we measured the metabolic parameters of cryopreserved MNCs via extracellular flux analysis. The results 
showed a significant decrease in the rate of oxidative phosphorylation in cryopreserved MNCs, without changes in 
MNC subset composition. Importantly, cryopreservation did not impact the rate of glycolysis. However, thawed 
cells exhibited reduced ability to increase metabolic rates in response to mitogenic stimulation. In conclusion, 
cryopreservation alters the metabolic profile of MNCs. To obtain reliable data on metabolic activity, the use of 
freshly isolated cells is preferable.
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