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Работа выполнена в соответствии с тема-
ми НИР отдела криобиохимии и фармакологии 
нейрогуморальных систем «Свойства эндокринных 
тканей в условиях криоконсервирования и тран-
сплантации экспериментальным животным» (№ гос. 
регистрации 0106U002163) и «Исследование ме-
ханизмов криоконсервированных органных куль-
тур эндокринных тканей» (№ гос. регистрации 
0101U003478). 

вступление. Одним из повреждающих факто-
ров при замораживании-отогреве клеточных сус-
пензий является действие гипертонических раство-
ров солей [2]. В работе было показано увеличение 
базального уровня секреции гормонов клетками 
коры надпочечников (ККН) после их инкубации с ги-
пертоническими растворами хлорида натрия. При 
этом автор указывал, что механизм такого стимули-
рующего влияния остался неясным [5]. 

Известно, что источником для синтеза стеро-
идных гормонов является холестерин экзо ген  ного 
и эндогенного происхождения, а также холестерин, 
синтезированный de novo [11, 12]. В стероидпроду-
цирующих клетках надпочечников запасы холесте-
рина накапливаются в виде эфиров в специальных 
органеллах – липидных каплях (ЛК). Считают, что в 
случае стимуляции процесса стероидогенеза, ЛК 
образуют с митохондриями единую функциональную 
единицу (субстрата + место синтеза гормонов) [7]. 
Однако подобного рода результаты были получены 
с помощью рутинных методов электронной или им-
мунофлуоресцентной микроскопии, которые пред-
усматривают фиксацию клеток, что может изменять 
реально существующую картину. FRET технологии 
позволяют изучать со-локализованные органеллы в 
живых клетках на молекулярном уровне [9]. В связи 
с этим является актуальным изучение взаимодей-
ствия между органеллами, участвующих в процес-
се стероидогенеза, в режиме реального времени 
на отдельных клетках, в том числе и при действии 
изменяющихся условий среды, например, в случае 
замены изотонических сред на гипертонические 

среды (фактор, который реализуется при замора-
живании и вызывает повреждение клеток). 

целью исследования было оценить влия-
ние 0,75 Ì раствора NaCl на расстояние между 
липидными каплями и митохондриями клеток 
коры надпочечников (ККН) с использованием FRET 
технологии. 

Объект и методы исследования. Суспен-
зию ККН от половозрелых крыс получали фермен-
тативным способом [6], помещали на 1,5 ч при 37 °С 
в атмосфере 5 % СО

2
 для прикрепления ко дну лунки 

планшета с коллагеновым покрытием. Ìикрос-
копические исследования проводили с помощью 
конфокального микроскопа Axio Obzerver. Z1 (Carl 
Zeiss, Германия). Обработку полученных данных 
осуществляли с использованием программы Axio 
Vision. В работе применяли флуоресцентные зонды 
Mitotracker Green (MTG) и Нильский красный (NR). 
Используемая длина волны возбуждения для MTG 
составляла 490 нм, а для эмиссии – 516 нм. Для 
NR соответствующие длины имели величины 543 
и 630 нм. MTG ковалентно связывается с белками 
митохондриального матрикса и выступает в каче-
стве флуорофора-донора, а NR окрашивает ЛК и 
служит флуорофором-акцептором. Эффективность 
FRET была рассчитана по методу Wouters et al. [8] 
и выражалась в виде процентного соотношение 
сигнала MTG до и после фотообесцвечивания по 
формуле: 

E % = 
∆MTG

x 100;
MTG

f

где E % ‒ эффективность FRET; ΔMTG – разница в 
интенсивности MTG до и после обесцвечивания NR; 
MTG

f 
‒

 
интенсивность после обесцвечивания NR. 

Фоторазрушение осуществляли при помощи 
лазера (длина волны 543 нм) со 100 % мощнос-
тью в выбранной области интереса (ROI), вклю-
чающей в себя ЛК. Используя данный лазер, без 
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возбуждения MTG, можно было обесцветить почти 
весь сигнал, излучаемый NR в интересующем нас 
поле зрения. Для минимизации приобретаемого 
«выцветания» флюорофора-донора был исполь-
зован лазер с мощностью 4 %. Изображения после 
процесса обесцвечивания получали с интервалом в 
одну секунду на протяжении 3-х минут. Полученные 
изображения линейно разъединяли, используя 
записанные ранее спектральные полосы при окра-
шивании одним из зондов. Результаты FRET были 
получены на отдельных клетках ККН (n = 10). 

Из полученных значений эффективности FRET 
были рассчитаны расстояния между зондами [10, 
13]. 

В работе в качестве гипертонического раство-
ра использовали 0,75 Ì NaCl. Данная концентра-
ция была выбрана, исходя из полученных ранее 
данных по регидратации ККН из гипертоничес-
ких растворов. Согласно которых ЛК оставались 
приближенными к митохондриям на фоне восста-
новления клеточного объема [3], а по данным дру-
гих исследователей при этой концентрации проис-
ходило изменение уровня секреции гормона после 
инкубации ККН [5]. К прикрепленным клеткам по ка-
плям добавляли раствор NaCl и производили FRET 
измерения. 

Статистическую обработку результатов про-
водили по методу однофакторного дисперсион-
ного анализа и t-критерия Стьюдента [1]. Данные 
представляли как среднее значений ± стандартное 
отклонение. Различия считали достоверными при 
р < 0,05. 

результаты исследований и их обсуждение. 
Значения эффективности FRET в ККН в изотони-
ческом растворе представлены на рис. 1 вместе с 
результатами измерений ряда контрольных проб. В 
этой серии экспериментов зону интереса подвер-
гали фоторазрушению лазером при длине волны 
633 нм. Эффективность FRET при таких условиях 
составила 0 %. Во избежание возможности повтор-
ного восстановления флуоресценции ЛК зону ин-
тереса обесцвечивали дважды лазером с длиной 
волны 543 нм. В этом случае эффективность FRET 
также составила 0 %, что подтверждало отсутствие 
восстановления флуоресценции NR. Далее зону 
интереса обесцвечивали лазером с длиной 
волны возбуждения для MTG (488 нм). Значение 
эффективности FRЕТ в этом случае составило 
-14 ± 1,3 % (флуоресцентный сигнал угасал), 
что было доказательством того, что изменения 
FRЕТ не происходят за счет спектральных изме-
нений в результате обесцвечивания MTG. В каче-
стве заключительного контроля производили 
обесцвечивание лазером с длинной волны 543 нм в 
области митохондрий, которые от липидных капель, 
когда MTG не связан с NR. В данном случае нами не 
было зарегистрировано существенного увеличения 
сигнала для MTG. 

В зоне интереса эффективность FRET соста-
вила 16,9 ± 1,1 %. Это означало, что в результате 
фоторазрушения акцептора возможно про наблю-
дать эффект, при котором значительно снижается 
сигнал NR и увеличивается сигнал MTG. Результаты 
эффективности FRET, позволили установить, что в 
ККН митохондрии и связанные с ними ЛК находятся 
друг от друга на расстоянии около 10 нм. Данный 
факт является доказательством существования на 
молекулярном уровне истинной со-локальзации 
митохондрий и ЛК. 

При инкубации ККН в гипертоническом растворе 
NaCl (0,75Ì) нами было зарегистрировано (рис. 2) 
увеличение значения эффективности FRET между 
двумя флуорофорами MTG и NR, оно составило 
33,7 ± 2,1 %. Следует также указать, что исходя из 
значений эффективности FRET, расстояние между 

рис. 1. Эффективность FRET при взаимодействии 
митохондрий и липидных капель, окрашенных MTG и 
NR. 1 опытный контроль (обесцвечивание зоны ин
тереса лазером с длиной волны 633нм); 2 контроль 

при повторном обесцвечивании лазером с длиной 
волны 543 нм зоны интереса; 3 – контроль при обесц

вечивании зоны интереса лазером с длиной волны 
488 нм; 4 – опытный контроль при обесцвечивание 
лазером с длиной волны 543 нм липидных капель в 
дали от митохондрий; FRET – обесцвечивание лазе

ром 543 в зоне интереса, n = 10. 

рис. 2. Эффективность FRET между MTGNR, окра
шивающие митохондрии и липидные капли в клетках 

коры надпочечников, при инкубации в гипертони
ческом растворе NaCl. к – свежевыделенные клетки 
в среде культивирования. NaCl клетки, в растворе 
0,75 м NaCl. * – отличия достоверны относительно 

контрольных значений (р < 0,05); n = 10. 
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зондами составляло 60Е, что соответствует двойной 
ширине фосфолипидного бислоя митохондрий. 
Такое изменение исследуемого показателя свиде-
тельствует о пространственном сближении орга-
нелл. Это дает возможность предположить, что 
увеличение секреции кортикостероидов, пока-
занное ранее другими исследователями [4], скорее 
всего, обусловлено сближением на молекулярном 
уровне ЛК и митохондрий (субстрата с местом 
синтеза гормонов). 

выводы. 
1. Ìитохондрии и липидные капли ККН в изото-

ническом растворе находятся в пределах расстояния, 
при котором реализуется FRET. Эффективность FRET 
при этом составила 16,9 ± 1,1 %. 

2. При инкубации ККН с 0,75Ì раствором 
хлорида натрия показатель эффективности FRET 
увеличивался до 33,7 ± 2,1 %, а расстояние между 
зондами составило 60Е, что соответствует двойной 
ширине фосфолипидного бислоя митохондрий. 

перспективы дальнейших исследований. В 
дальнейшем планируется оценить взаимодействие 
липидных капель и митохондрий при инкубации 
с криозащитными средами разного состава и 
при действии стимуляторов гормонопоэза с 
использованием FRET микроскопии. 

Выражаем благодарность сотруднику 
ИПКиК НАН Украины 

к. б. н. Коваленко И. Ф. 
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викОристання FRETметОду для Оцінки вЗаємОдії ліпідних крапель та мітОхОндрій 

у клітинах кОри надниркОвих ЗалОЗ щурів при інкуБації у гіпертОнічнОму рОЗчині 
хлОриду натріЮ. 

Юрчук т. О., Бондаренко т. п. 
резюме. У роботі використано новий підхід для оцінки взаємодії ліпідних крапель та мітохондрій клітин 

кори наднирників (ККН) при інкубації в гіпертонічному розчині хлориду натрію. Показано, що досліджувані 
органели ККН у фізіологічному розчині знаходяться у межах відстані, при якій реалізується FRET. При цьому 
ефективність FRET складала 16,9 ± 1,1 %. У випадку інкубації ККН з 0,75Ì розчином хлориду натрію показник 
ефективності FRET збільшувався до 33,7 ± 2,1 %, а відстань між зондами складала 60 Е, що відповідає по-
двійній ширині фосфоліпідного біслоя мембрани мітохондрій. 

ключові слова: мітохондрії, ліпідні краплі, ефективність FRET, стероидогенез, кріоконсервування. 



Вісник проблем біології і медицини – 2015 – Вип. 1 (117) 215

МЕТОДИ І МЕТОДИКИ
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испОльЗОвание FRETметОда для Оценки вЗаимОдействия липидных капель и 

митОхОндрий в клетках кОры надпОчечникОв крыс при инкуБации в гипертОническОм 
раствОре хлОрида натрия

Юрчук т. а., Бондаренко т. п. 
резюме. В работе использован новый подход для оценки взаимодействия липидных капель и 

митохондрий клеток коры надпочечников (ККН) при инкубации в гипертоническом растворе хлорида натрия. 
Показано, что исследуемые органеллы ККН в изотоническом растворе находятся в пределах расстояния, 
при котором реализуется FRET. При этом эффективность FRET составила 16,9 ± 1,1 %. В случае инкубации 
ККН с 0,75Ì раствором хлорида натрия показатель эффективности FRET увеличивался до 33,7 ± 2,1 %, а 
расстояние между зондами составило 60 Е, что соответствует двойной ширине фосфолипидного бислоя 
мембраны митохондрий. 

ключевые слова: митохондрии, липидные капли, эффективность FRET, стероидогенез, 
крио    ко нсервирование. 
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Using of FretMethod for Evaluation of Lipid Droplets and Mitochondria Interaction in Rat Adrenal 

Cortex Incubated in a Hypertonic Solution of Sodium Chloride
Yurchuk T. A., Bondarenco T. P. 
Abstract. Introduction. One of damaging factors during freezing-thawing of adrenal cell suspension is the ef-

fect of hypertonic salt solutions, which can be shown not only in a change of cell volume and permeability of the 
plasma membrane, but also affect on the intracellular organelle interactions involved in the steroidogenesis- mito-
chondria and lipid droplets (LD). 

It has been shown the increase of the basal level of hormone secretion by the adrenal cortex cells (ACCs) after 
incubation with a hypertonic sodium chloride solution. The mechanism of such stimulating effect remains unclear. 
In this regard the study of interactions between the organelles involved in the process of steroidogenesis in real time 
is actual and can been performed using FRET-method. 

The research objective was to evaluate the effect of 0.75 M sodium chloride solution on the distance between 
lipid droplets and mitochondria of the adrenal cortex cells using FRET technology. 

The methods. The present work utilized acceptor bleaching FRET. Adrenal cortex cells were attached to the col-
lagen coated plate and stained with Mitotracker Green (MTG) and Nile red (NR). Using a fast scan speed and low 
resolution (512x512), we were able to record images rapidly whilst minimizing acquisitional bleach using a confocal 
microscope Axio Obzerver. Z1 and Axio Vision program. 

Once acquired, all the images were linearly unmixed using pre-obtained spectral sticks. Bleaching of the NR 
within the region of interest (ROI) and any associated increase in MTG signal were observed. FRET efficiency was 
calculated as a percentage increase in MTG signal intensity before and after photobleaching. The distance between 
the probes and FRET efficiency was calculated by the Wouters method. 

The 0.75 M NaCl was used as a hypertonic solution in the work. This concentration was chosen cause of the 
rehydration after incubation of ACCs with this solution led to approximate LD to mitochondria while cell volume was 
restored to the initial level. The hypertonic solution was added to the adherent cells by droplets and the FRET mea-
suring was occurred. 

Statistical analysis was performed by the one-way ANOVA method and Student t-test. 
The results. FRET efficiency in isotonic solution was 16.9 ± 1.1 % in the ROI of the ACCs. This was a result of the 

acceptor photobleaching and observed as the effect of the significantly reducing of the NR signal and increasing 
of the MTG signal. The result of FRET efficiency revealed that mitochondria and LD were associated in the distance 
about of 10 nm in the ACCs. This fact is the evidence of true co-localization existence between the mitochondria 
and LD at the molecular level. 

FRET efficiency index increased to 33.7 ± 2.1 % during the incubation of ACCs with the 0.75 M sodium chloride, 
and the distance between the probes was 60 Е, which corresponds to twice width of the mitochondrium phospho-
lipid bilayer. 

In the future we plan to evaluate the interaction between lipid droplets and mitochondria during the incubation 
with cryoprotective media of different composition and under the influence of steroidogenesis stimulators using 
FRET microscopy. 

Keywords: mitochondria, lipid droplets, FRET efficiency, steroidogenesis, cryopreservation. 
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