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Детекция редуктивного стресса в клетках церебрального эндотелия

методом FLIM-микроскопии: новые подходы к оценке

эндотелиальной дисфункции
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Нейродегенеративные процессы усиливаются изменением окислительно-восстановительного потенциала

клетки. Редуктивный стресс, преобладание восстановленных форм коферментов NADH, NADPH, GSH

нарушает функции клеточных органелл, таких как митохондрии. Целью исследования является определение

путей воздействия редуктивного стресса на клетки церебрального эндотелия. В исследовании впервые

изучено влияние редуктивного стресса на функции митохондрий и метаболический профиль клеток

церебрального эндотелия in vitro с использованием флуоресцентной микроскопии с измерением времени

жизни флуоресценции (FLIM-микроскопия). 24 h инкубация с 500 µM дитиотреитола (DTT) не изменила

митохондриальный потенциал и содержание суммарного пула NAD+ и NADH, но увеличила концентрацию

супероксид-аниона, указывая на возникновение окислительного стресса. Исследования с фазор-FLIM выявили

увеличение короткоживущей NADH-компоненты уже через 1 h инкубации, что свидетельствует о метаболи-

ческих перестройках. Результаты предполагают адаптацию клеточного метаболизма в пользу усиленного

гликолиза, что при длительном воздействии может нарушить проницаемость гематоэнцефалического

барьера и ускорить нейродегенеративные процессы. Полученные данные раскрывают ранние механизмы

метаболической перестройки клеток церебрального эндотелия при редуктивном стрессе и демонстрируют

потенциал FLIM-микроскопии в поиске терапевтических мишеней, направленных на сохранение целостности

гематоэнцефалического барьера.
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Введение

В последние годы в биомедицинской оптике и нейро-

физиологии всё большее внимание уделяется метаболи-

ческой пластичности клеток нейроваскулярной единицы

(НВЕ) — функционального комплекса, включающего

эндотелиоциты церебральных микрососудов, астроциты,

перициты, нейроны и глиальные клетки. Эта пластич-

ность обеспечивает динамическую адаптацию энергети-

ческого метаболизма к локальным потребностям нейро-

нов и играет ключевую роль в поддержании гомеостаза

центральной нервной системы (ЦНС) [1–3]. Особое

значение в структуре НВЕ имеет гематоэнцефалический

барьер (ГЭБ), селективная проницаемость которого ре-

гулируется согласованной активностью всех компонен-

тов НВЕ. Нарушение функции ГЭБ — это ранний

и критический маркер патогенеза нейродегенеративных

заболеваний, включая болезнь Паркинсона и болезнь

Альцгеймера [4,5]. Важным механизмом формирования

патологической проницаемости ГЭБ является развитие

митохондриальной дисфункции в клетках церебрального

эндотелия, приводящее к снижению энергопродукции и

нарушению структурной целостности барьера [6].

Следствием нарушения активности митохондрий яв-

ляется изменение окислительно-восстановительного (ре-
докс) гомеостаза в клетках. Наряду с традиционно

изучаемым окислительным стрессом, вызванным избыт-

ком активных форм кислорода (АФК), всё большее

значение приобретает редуктивный стресс — состоя-

ние, характеризующееся патологическим накоплением

восстановленных коферментов: восстановленного нико-

тинамидадениндинуклеотида (NADH), восстановленно-

го никотинами дадениндинуклеотидфосфата (NADPH) и

восстановленного глутатиона (GSH) [7]. Такое гипер-

восстановленное состояние приводит к
”
электронному

затору“ в дыхательной цепи митохондрий, что может
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вызывать обратный ток электронов и, парадоксальным

образом, усиливать продукцию АФК [8]. Таким образом,

редуктивный и окислительный стрессы не исключают

друг друга, а взаимно усиливают деструктивные процес-

сы, лежащие в основе нейродегенерации [9–11].

Однако прямое измерение редуктивного стресса со-

пряжено со значительными методологическими труд-

ностями. Ключевые редокс-пары — NAD+/NADH,

NADP+/NADPH и GSSG/GSH динамически изменяются,

что невозможно зафиксировать стандартными биохими-

ческими методами без разрушения клетки. Более то-

го, отсутствует единый специфический биомаркер, поз-

воляющий однозначно идентифицировать редуктивный

стресс [12]. В этих условиях особую ценность приоб-

ретают оптические методы, основанные на регистрации

аутофлуоресценции эндогенных метаболитов.

Среди таких методов наибольшую информативность

демонстрирует флуоресцентная микроскопия с измере-

нием времени жизни флуоресценции (FLIM). FLIM поз-

воляет в режиме реального времени, без введения внеш-

них зондов, количественно оценивать редокс-состояние

отдельных клеток по параметрам флуоресценции пи-

ридиновых (NADPH) и флавиновых (FAD) нуклеоти-

дов [13,14]. В отличие от интенсивности флуоресценции

время жизни флуоресценции не зависит от концен-

трации флуорофора, оптической плотности среды, что

делает FLIM инструментом выбора для исследования

метаболической гетерогенности в сложных клеточных

системах, таких как НВЕ.

Несмотря на растущий интерес к редуктивному стрес-

су, его роль в патофизиологии церебрального эндотелия,

формирующего структурную основу ГЭБ, остаётся прак-

тически неизученной. В настоящей работе мы впервые

применяем FLIM-микроскопию для оценки состояния

эндотелиальных клеток при экспериментально индуци-

рованном редуктивном стрессе in vitro. Цель исследо-

вания — выявить метаболические и редокс-изменения в

клетках церебрального эндотелия, которые могут пред-

шествовать нарушению целостности ГЭБ и служить ос-

новой для поиска новых биомаркеров начальных стадий

нейродегенеративных заболеваний.

Материалы и методы

Первичные культуры клеток церебрального эндо-

телия получали и культивировали в соответствии

со стандартным протоколом [15], с модификацией

(RU2774603C1) [16]. Материал забирали от 14-дневных

крыс линии Wistar под анестезией. Извлечение головно-

го мозга с последующим удалением мозговых оболочек

и крупных церебральных сосудов осуществляли методом

роллинга на стерильной фильтровальной бумаге. Далее

проводили выделение коры головного мозга, удаляли

крупные сосуды в холодном растворе Хенкса (ПанЭко,

Россия). Измельчённую кору центрифугировали 3min

при 1000 rpm. К полученному осадку добавляли дву-

кратный объём 25% раствора бычьего сывороточного

альбумина (BSA, Sigma, США) и проводили меха-

ническую диссоциацию пипетированием. Полученную

клеточную суспензию центрифугировали 10min при

2000 rpm при комнатной температуре. Нижний слой

осадка, содержащий фрагменты микрососудов, переноси-

ли в коническую пробирку объёмом 15mL. Процедуры

механической диссоциации и центрифугирования повто-

ряли трижды для повышения чистоты выделения. За-

тем проводили ферментативную обработку осадка 0.1%

раствором коллагеназы II (ПанЭко, Россия) в течение

35min при 37 ◦C в роллере. По окончании инкубации

добавляли несколько миллилитров тёплого раствора

Хенкса, после чего проводили центрифугирование при

1000 rpm в течение 5min. Осадок ресуспендировали

в модифицированной среде Игла (DMEM-F12, GIBCO

Invitrogen Corporation, США), дополненной 20% эм-

бриональной телячьей сывороткой (HyClone, Австрия),
2mM глутамина (GlutaMAX, Gibco, Великобритания)
и 16.6mM глюкозы, и высевали на пластиковые чашки

Петри диаметром 40mm (Медполимер, Россия), предва-
рительно покрытые матригелем (Corning, США). Смену
культуральной среды осуществляли дважды в неделю.

Культивирование проводили в СО2-инкубаторе (RWD

Life Science, Китай) при 37 ◦C, 5% CO2 и относительной

влажности 98%. После формирования конфлюэнтного

монослоя клетки высевали в 96-луночные культураль-

ные планшеты (Servicebio, Китай) по 100 µL суспен-

зии на лунку, другую часть — на покровные стекла

в чашках Петри по 200 µL суспензии с плотностью

2× 105 cells/mL. Подсчёт клеток и оценку жизнеспо-

собности выполняли с использованием автоматическо-

го счётчика Countess (Invitrogen). Текущее состояние

культур контролировали методом фазово-контрастной

микроскопии на микроскопе Olympus CKX41 (Япония).
Иммунофенотипирование культуры клеток церебраль-

ного эндотелия проводили методом иммунофлуорес-

центного окрашивания при достижении 90%-ной кон-

флюентности монослоя, выращенного в 96-луночном

плейте и на стекле. Фиксацию клеток проводили

охлажденным 5% раствором параформальдегида (PFA,
Sigma, Германия) в 0.01М натрий-фосфатном буфере

(PBS; ЭКО сервис, Россия) в течение 15min при

комнатной температуре. Далее пятикратно промывали

образцы фосфатно-солевым буфером. Для усиления диф-

фундирования антител в клетки образцы обрабатывали

0.1% Triton X-100 (Calbiochem Biochemicals, США) в

течение 10min при +4 ◦C. Для предотвращения неспе-

цифического связывания антител клетки блокировали

в растворе 5% козьей сыворотки (Sigma, Германия)
в течение 60min. Клетки инкубировали с первичными

антителами mouse anti-CD31 antibody (1 : 500, BF0611,
Affinity Biosciences) в течение 6 h при температуре

+4 ◦C во влажной камере. Разведение первичных и

вторичных антител производили в IHCDiluent (Leica)
согласно протоколу производителя. Образцы пятикратно
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промывали PBS для удаления не связавшихся пер-

вичных антител. Далее инкубировали со вторичными

антителами Goat anti-mouse IgG H&L (Alexa Fluor 594)
(1 : 350, ab150116, Abcam) в 0.1% растворе Triton X-100

с PBS в течение 2 h на вращающейся платформе при

комнатной температуре. Промывали от несвязавшихся

вторичных антител раствором PBS. Клетки заключа-

ли под покровное стекло контрастным ядерным 4′,6-

диамидино-2-фенилиндолдигидрохлоридом (Fluoroshield
with DAPI; Sigma) в течение 15min. Визуализировали с

помощью системы EVOS M7000 (TermoFisher Scientific,

США). Выполняли подсчет относительного количества

клеток, экспрессирующих целевую метку, в 5 полях

зрения. Анализ изображений проводили с применением

пакета программного обеспечения ImageJ, версия 1.47

(Research Services Branch, США).
Индукцию редуктивного стресса проводили при до-

стижении 90% конфлюентности монослоя эндотели-

альных клеток в бессывороточной среде (DMEM-F12

(GIBCO Invitrogen Corporation, США) с добавлением

2mM глутамина (GlutaMAX, Gibco, Великобритания) и

16.6mM глюкозы). В качестве индуктора редуктивного

стресса использовали дитиотреитол (DTT) в конечной

концентрации 500 .M, клетки инкубировали при 37 ◦C

в течение 1 и 24 h [8,17]. Выбранная концентрация DTT

была определена в ходе предварительных дозозависимых

экспериментов с оценкой жизнеспособности клеток с

использованием MTT-теста. Было сформировано три

группы: экспериментальная — клетки церебрального

эндотелия с заменой среды на бессывороточную и добав-

лением DTT, 500 µM; контрольная — клетки церебраль-

ного эндотелия с заменой среды на бессывороточную

без добавления DTT; интактная — клетки, культиви-

руемые в стандартных условиях без замены среды на

бессывороточную и добавления DTT.

Трансмембранный митохондриальный потенциал в

культуре клеток церебрального эндотелия оценивали в

условиях редуктивного стресса и в контроле с при-

менением флуоресцентного потенциал-чувствительного

зонда — перхлората этилового эфира тетраметилро-

дамина (TMRE, Sigma, США). Интенсивность флуо-

ресценции TMRE зонда характеризует изменение мем-

бранного потенциала митохондрий и энергообеспечен-

ность клеток [18]. Клетки инкубировали с TMRE в

рабочей концентрации 500 nM в течение 15min при

37 ◦C, после чего трижды отмывали модифицированным

раствором Рингера–Локка. Интенсивность митохондри-

альной флуоресценции измеряли на микропланшетном

ридере SpectraMax Reader (Molecular Devices, США)
с использованием программного обеспечения SoftMax

Pro 7 при возбуждении/эмиссии 560/590 nm в режиме

флуоресценции. Для нормализации значений флуорес-

ценции каждое значение делили на среднюю величину

флуоресценции контроля в соответствующем планшете

и умножали на 100%.

Митохондриальную продукцию супероксид-аниона в

живых клетках определяли с помощью высокоселектив-

ного флуоресцентного зонда MitoSOXTM Green (MSG,

Invitrogen, Thermo Fisher Scientific). Данный зонд специ-

фически накапливается в митохондриях и избирательно

окисляется супероксидом, что сопровождается появле-

нием ярко-зелёной флуоресценции. MSG не реагирует

с другими активными формами кислорода или азота,

а его окисление ингибируется супероксиддисмутазой.

Клетки инкубировали с MSG в концентрации 1µM

в течение 30min при 37 ◦C в СО2-инкубаторе, после

чего трижды отмывали тёплым HBSS-буфером, содер-

жащим Ca2+ и Mg2+. Флуоресценцию регистрировали на

микропланшетном ридере SpectraMax Reader (Molecular

Devices, США) с использованием SoftMax Pro 7 при

длине волны возбуждения/эмиссии 488/510 nm. Для нор-

мализации значений флуоресценции каждое значение

делили на среднюю величину флуоресценции контроля

в соответствующем планшете и умножали на 100%.

Содержание суммарного NAD+ и NADH в культуре

клеток эндотелия определяли с использованием ком-

мерческого набора NAD+/NADH Colorimetric Assay Kit

(Elabscience, Китай). Принцип метода основан на хро-

могенной ферментативной реакции, в которой NAD+
восстанавливается до NADH, в свою очередь NADH

восстанавливает WST-8 до оранжевого формазана с

пиком максимального поглощения при 450 nm, которое

измеряли на спектрофотометре Inno-S (LTek, Китай).
Образование формазана пропорционально общему ко-

личеству NAD+ и NADH в лизате клеток. Диапазон

определения 0.02−5.0 µM. Содержание NAD+ и NADH

нормализовали на концентрацию белка, разделив сред-

нее значение технических повторений каждого образца

на среднюю концентрацию белка в нём.

Методы FLIM-микроскопии и анализа
данных

Временно-разрешённые флуоресцентные изображения

эндогенной флуоресценции регистрировали при двух-

фотонном возбуждении титан-сапфировым фемтосекунд-

ным лазером Chameleon Ultra II (Coherent, США) на

длине волны 740 nm. Измерения проводили на конфо-

кальном комплексе LSM-710 NLO (Zeiss) с подключён-

ным модулем FLIM (Becker&Hickl, Германия). Систе-
ма включала модуль временной корреляции одиночных

фотонов (TCSPC) SPC-150 и гибридный фотодетек-

тор GaAsP HPM-100-07; первичная сборка и контроль

качества сырых данных выполнялись в программном

обеспечении SPCImage (Becker&Hickl, версия 8.x). Для
спектрального разделения сигналов использовали поло-

совые фильтры FB450-40 и FB550-40 (Thorlabs, США)
для каналов NADH и FAD соответственно; фактиче-

ские спектральные диапазоны анализа были ограничены

приблизительно 410−490 nm для NADH и 510−590 nm

для FAD. Для каждого экспериментального образца ре-

гистрировали по 2−3 FLIM-изображения; каждое изоб-

ражение включало не менее 15 зрелых клеток цере-
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брального эндотелия и использовалось для независимого

анализа.

Все измерения организовывались в рамках трёх экс-

периментальных групп образцов:
”
DTT“ — клетки под-

вергали обработке дитиотреитолом (DTT) в условиях,

описанных в разделе
”
Индукция редуктивного стресса“;

”
Control“ — клетки измеряли в бессывороточной сре-

де (serum-free) и использовали как базовый контроль;

”
Intact“ — клетки измеряли в полноценной питательной

среде DMEM.

Предварительная обработка FLIM-изображений вы-

полнялась в SPCImage: проводились оценка качества по

числу зарегистрированных фотонов на пиксель и отбра-

ковка шумовых пикселей по порогу, настройка коррек-

ции фона и базовая фильтрация. Для интерпретации вре-

менных характеристик флуоресценции в спектральных

диапазонах NADH и FAD применяли фазорный подход

(phasor analysis) без параметрического фиттинга соглас-

но протоколу Ranjit et al. (Nat. Protoc. 2018). В этом пред-

ставлении каждый пиксель описывается координатами G

и S — действительной и мнимой частями первого гармо-

нического компонента преобразования Фурье функции

затухания флуоресценции. В дополнение к фазорному

анализу без фиттинга, для количественной оценки ме-

таболического статуса и упрощённой биологической ин-

терпретации мы извлекали из временных кривых также

параметрические величины — соотношение амплитуд

компонент и средние времена жизни. В частности, для

NADH выполняли биэкспоненциальную деконволюцию

времён жизни в программном обеспечении SPCImage

(Becker&Hickl) с априорно заданными компонентами

τ1 ≈ 0.4 ns (короткая компонента,
”
свободный“ NADH)

и τ2 ≈ 2.5 ns (длинная компонента,
”
связанный“ NADH);

из результатов фиттинга получали предэкспоненциаль-

ные коэффициенты a1 и a2 и рассчитывали отношение

a1/a2. Увеличение этого параметра интерпретировали

как возрастание относительного вклада короткой ком-

поненты (увеличение доли
”
свободного“ NADH отно-

сительно связанного), что в биологическом контексте

принято рассматривать как повышение цитозольного

пула NAD+ и NADH и как признак смещения мета-

болизма в сторону гликолитических путей или редук-

тивного состояния. Для наглядности и сопоставимости

с фазорными координатами значение a1/a2 усредняли

по ROI (интенсивностно-взвешенное среднее) и исполь-

зовали в качестве
”
метаболического индекса“ в текстах

результатов и на графиках.

Аналогично для FAD рассчитывали среднее время

жизни τmean как интенсивностно-взвешенное среднее по

компонентам, полученным при трехэкспоненциальном

фиттинге (типичный τi для FAD: τ1 ≈ 0.25 ns, τ2 ≈ 1.4 ns,

τ3 ≈ 5.0 ns). Для NADH среднее время жизни вычисляли

по формуле τmean = (a1τ1 + a2τ2)/(a1 + a2), для FAD —

по аналогичной взвешенной сумме по трём компонен-

там. Изменения τmean используются как дополнительный

маркер смещения редокс-состояния: направление и ве-

личина изменения τmean визуализировались совместно с

фазорными центроидами для демонстрации траекторий

смещения в фазорном пространстве (например, переход
в сторону более коротких/длинных средних времён жиз-

ни соответствует перемещению центроидов вдоль дуги

фазорной полуокружности).
Все амплитудные коэффициенты и τmean получа-

лись на уровне пикселя и затем агрегировались по

ROI/изображению; при агрегировании применялась ин-

тенсивностная взвешенность, чтобы учесть вклад яр-

ких пикселей. Поскольку фазорный подход изначально

применяется как метод без фиттинга, использование

a1/a2 и τmean рассматривалось как комплементарный

анализ, повышающий биологическую интерпретируе-

мость наблюдаемых сдвигов. Сопоставление результатов

фазорного анализа и параметрических метрик служило

дополнительной мерой устойчивости выводов: основные

тренды (изменения центроидов G, S) подтверждались

направлением и величиной изменений параметров a1/a2

и τmean.

Алгоритмы построения фазорных диаграмм, вычис-

ления плотностей и центроидов, а также визуализа-

ции реализованы на языке программирования Julia с

использованием библиотек KernelDensity и Makie. Пе-

ред статистической обработкой дополнительно приме-

няли фильтрацию по интенсивности: отбирали верхние

1−25% точек по интенсивности (величина фильтрации

варьировала в зависимости от качества конкретного

набора изображений), чтобы минимизировать влияние

фонового шума и артефактов.

Статистический анализ данных и построение графиков

были выполнены с использованием программного пакета

GraphPad Prism 10 (GraphPad Software, США) и язы-

ка программирования R. Нормальность распределения

и равенство дисперсий полученных данных проверяли

с помощью тестов Шапиро-Уилка и Левене соответ-

ственно. Для сравнения групп в случае нормального

распределения данных и соблюдения условия гомоске-

дастичности применяли однофакторный дисперсионный

анализ (ANOVA) с последующим post-hoc-тестом Тьюки.

Если данные не соответствовали предположениям о

нормальности или гомоскедастичности, для сравнения

групп использовали непараметрический тест Краскела-

Уоллиса с последующим post-hoc-тестом Данна.

Для попарных сравнений фазорных распределений

между группами (DTT vs Control, Intact vs Control,

DTT vs Intact) использовали непараметрический тест

Манна−Уитни (Mann−Whitney U); для многомерных

сравнений при необходимости применяли MANOVA с

последующими поправками на множественные сравне-

ния. Кроме p-значений, для оценки практической значи-

мости рассчитывали коэффициент перекрытия (overlap
metric) распределений в диапазоне 0−1, где 1 соответ-

ствует полному перекрытию.

Данные представлены как M ± SD либо как медиана

±IQR, где M — это среднее, SD — среднеквадрати-

ческое отклонение, IQR — межквартильный размах в

зависимости от формы распределения; различия считали
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статистически значимыми при p < 0.05, если не указано

иное.

Результаты

Моделирование восстановительного стресса в культу-

ре клеток церебрального эндотелия экспериментальных

животных проводили с использованием низкомолекуляр-

ного восстанавливающего агента дитиотреитола (DTT),
основная функция которого заключается в предотвраще-

нии образования дисульфидных связей в молекулах бел-

ков, особенно внутримолекулярных и межмолекулярных

связей между остатками цистеина белков. Методом им-

муноокрашивания было показано преобладание CD31-

иммунопозитивных клеток (88%), экспрессирующих ха-

рактерные для эндотелия микрососудов головного мозга

мембранные белки клеточной адгезии, что подтверждает

качество полученных клеточных культур, и они могут

быть использованы для оценки эффектов редуктивного

стресса.

Мы обнаружили, что содержание суммарного NAD+
и NADH в культуре эндотелия при добавлении DTT

составило 0.075± 0.01 µmol/g белка, что на 55% выше,

чем в контроле (0.034 ± 0.01µmol/g белка), однако эти

данные статистически не значимы (p = 0.174) (рис. 1).

Инкубация с DTT в течение 24 h значимо не из-

меняет трансмембранный митохондриальный потенциал

в культуре клеток церебрального эндотелия (рис. 2, а)
во всех исследуемых группах (p = 0.2843). Отмечается
достоверное увеличение митохондриальной продукции

супероксида в клетках, культивируемых с добавлением

Рис. 1. Содержание суммарного пула NAD+ и NADH в

клетках культуры церебрального эндотелия при индукции

редуктивного стресса in vitro. Данные представлены в виде

медиана ±IQR .

Рис. 2. (a) Уровень трансмембранного митохондриального по-

тенциала; (b) оценка митохондриальной продукции активных

форм кислорода в культуре клеток церебрального эндотелия

в условиях моделирования редуктивного стресса (DTT, 24 h).
Данные представлены в виде медиана ±IQR; *** — p < 0.001,

* — p < 0.05.

DTT (123.7 ± 38.24) по сравнению как с контроль-

ной (99.83 ± 20.95, p = 0.0004), так и с интактной

(119.3 ± 59.25, p = 0.0408) группами (рис. 2, b). Таким
образом, моделирование редуктивного стресса запускает

развитие окислительного стресса, однако это не сопро-

вождается функциональным изменением митохондрий

церебрального эндотелия in vitro.

Редокс-дисбаланс, возникающий вследствие наруше-

ния равновесия между прооксидантными и антиокси-

дантными системами клетки, может привести к сме-

щению в сторону восстановленных форм пиридиновых

нуклеотидов — снижению уровня NAD+ и накоплению

NADH. Для оценки последствий такого дисбаланса в

клетках церебрального эндотелия был применен высоко-

чувствительный метод — микроскопия с визуализацией

времени жизни флуоресценции (FLIM), позволяющий

количественно анализировать редокс-состояние на ос-

нове аутофлуоресценции метаболических коферментов

NADH и FAD. На рис. 3 представлены фазорные диа-

граммы, отражающие изменения в спектральных диапа-

зонах NADH и FAD до и после инкубации с DTT.

На FLIM-картах и фазорных диаграммах (рис. 3)
заметно, что после инкубации с восстановителем DTT в

части митохондрий, расположенных вблизи ядра, усили-

вается сигнал короткоживущей компоненты — времени

жизни NADH (отмечено красным на изображениях).
Локальное увеличение вклада короткой компоненты

интерпретируется как возрастание доли
”
свободного“

NADH и соответственно как повышение соотношения

NADH/NAD+ — характерный маркер редуктивного

стресса. Параллельно наблюдаемая
”
размытость“ и утра-

та чёткости митохондриальных границ может отражать

не только накопление NADH в матриксе органелл,

но и его частичную буферизацию или перемещение

Оптика и спектроскопия, 2026, том 134, вып. 5



Детекция редуктивного стресса в клетках церебрального эндотелия методом FLIM-микроскопии:... 443

Рис. 3. Фазорный и параметрический анализ FLIM-данных для NADH (NADH, верхние панели) и FAD (FAD, нижние панели)
в церебральных эндотелиальных клетках при трёх экспериментальных условиях (

”
Intact“ — среда с сывороткой,

”
Control“ —

бессывороточная среда,
”
DTT“ — обработка дитиотреитолом). Слева — фазорные диаграммы G−S с распределением пикселей

по группам (синий — Control, красный — DTT, зелёный — Intact) и отмеченными интенсивностно-взвешенными центроидами;

полукруг соответствует моноэкспоненциальному затуханию, деления на дуге служат ориентиром для эквивалентных времён жизни.

Вложенные таблицы в левых панелях приводят евклидовы расстояния между центроидами групп и направленность суммарного

сдвига (стрелки). Справа представлены репрезентативные пространственные карты времён жизни (phasor-mapping) для условий

”
Intact“,

”
Control“ и

”
DTT“ (цветовое кодирование времён жизни) и соответствующие графики распределений ключевых метрик:

интенсивностно-взвешенные τmean для NADH и FAD и параметр a1/a2 для NADH (параметр a1/a2 отражает отношение амплитуд

короткой и длинной компонент NADH. Данные представлены в виде M ± SD либо как медиана ±IQR в зависимости от формы

распределения; *** — p < 0.001 и overlap < 0.2; ** — p < 0.001 и перекрытие 0.2−0.4 либо p < 0.01 и overlap< 0.3; * — другие

комбинации с p < 0.05.

в цитозоль, что согласуется с нарушением компарт-

ментализации нуклеотидных пулов при расстройстве

митохондриального гомеостаза.

Ключевым наблюдением является то, что схожие

изменения — усиление короткой NADH-компоненты и

снижение морфологической дифференциации митохон-

дрий — фиксируются и в контрольной группе, куль-

тивируемой в бессывороточной среде. Это свидетель-

ствует о значительном вкладе условий культивирования

(в частности, отсутствия сывороточных факторов) в

формирование редокс-дисбаланса:
”
свободная“ культура

может сама по себе индуцировать фенотип, частично

имитирующий эффект восстановителей, что делает обя-

зательным строгий контроль состава среды при интер-

претации FLIM-параметров как маркеров патологиче-

ского состояния.

В отношении FAD на представленных данных на-

блюдается сокращение τmean в обеих группах (DTT и

Control). Снижение τmean FAD соотносится с метабо-

лическим смещением в сторону усиления механизмов

регенерации NAD+, прежде всего гликолитической ре-

генерации (например, через активность лактатдегидро-

геназы), и тем самым отражает компенсаторное мета-

болическое переключение клеток в ответ на избыток

восстановленных эквивалентов. В сумме изменения по

NADH и FAD формируют картину
”
метаболического

сдвига“, объединяющего локальный редуктивный стресс

и системную активацию гликолитических путей.

Практическое значение полученных результатов со-

стоит в том, что фазор-FLIM адекватно и простран-

ственно разрешённо отображает функциональную неод-

нородность редокс-состояния в популяции церебральных

Оптика и спектроскопия, 2026, том 134, вып. 5



444 Н.А. Колотьева, С.В. Новикова, Н.А. Розанова, В.И. Макаров, А.В. Рябова, А.К. Бердников...

эндотелиальных клеток и чувствительно выявляет как

прямые восстановительные воздействия (DTT), так и фо-

новые эффекты, индуцируемые условиями культивирова-

ния. Для чёткой дифференциации адаптивного метабо-

лического переключения и истинной митохондриальной

дисфункции необходимы дополнительные контрольные

измерения, в частности прямая оценка пула NAD+ и

NADH, измерения лактата, а также функциональные

тесты митохондрий (OCR, мембранный потенциал) и

морфологическая валидация органелл.

Дискуссия

В работе впервые проведена оценка функционального

состояния митохондрий и метаболического профиля

клеток церебрального эндотелия при моделировании

редуктивного стресса in vitro с использованием DTT

в качестве восстанавливающего агента. Показано, что

24 h инкубация с DTT не приводит к достоверным

изменениям трансмембранного митохондриального по-

тенциала и общего содержания NAD+ и NADH в

клетках церебрального эндотелия, однако наблюдается

увеличение митохондриальной продукции супероксид-

аниона, что свидетельствует о возникновении признаков

окислительного стресса на фоне сохранения структурно-

функциональной целостности митохондрий в условиях

редокс-дисбаланса. Это, в целом, соответствует пред-

ставлениям о сопряженном характере развития редук-

тивного и окислительного стресса в клетках [8], в том

числе в контексте повреждения клеток эндотелия при

старении [19].

Полученные данные подтверждают высокую инфор-

мативность фазор-FLIM для выявления ранних метабо-

лических перестроек в церебральных эндотелиальных

клетках: уже через 1 h после экспозиции DTT отме-

чается заметное увеличение вклада короткоживущей

компоненты NADH — параметра, который традиционно

интерпретируют как отражение
”
свободного“ (вклю-

чая цитозольный) пула кофермента и соответственно

как индикатор повышения соотношения NAD+/NADH.

Такая пространственно-разрешённая интерпретация без

фиттинга времён жизни хорошо описана в методологии

фазорного подхода и служит надёжным инструментом

для анализа без фиттинга распределений τ в тканях и

культурах [20].

Параллельное сокращение τmean FAD и согласованные

смещения фазорных координат указывают на согласо-

ванное смещение метаболического профиля в сторону

усиления путей регенерации NAD+, в первую очередь

гликолитической регенерации, что следует трактовать

как адаптивное метаболическое переключение клеток

при избытке восстановительных эквивалентов, а не одно-

значно как первичную острую дисфункцию дыхательной

цепи. Аналогичные переходы в метаболическом статусе

при различном метаболическом стрессе описаны и ранее

при применении фазор-FLIM для различения метаболи-

ческих состояний [21].

Критически важно, что сходная картина (увеличение
вклада короткой NADH-компоненты и уменьшение τmean

FAD) наблюдалась также в контрольной группе, куль-

тивируемой в бессывороточной среде. Это подчёркивает

существенный вклад условий культивирования (в част-

ности, отсутствия сывороточных факторов) в формиро-

вание редокс-дисбаланса и указывает на необходимость

строгого контроля состава среды при интерпретации

FLIM-параметров в моделях редокс-стресса.

Наконец, следует учитывать, что сокращение τmean не

всегда однозначно отражает только перераспределение

”
свободного“/

”
связанного“ NADH: недавние исследова-

ния демонстрируют, что изменения τmean могут частично

зависеть и от изменения общего пула NADH, что

вносит дополнительную нюансность в интерпретацию

данных FLIM. В частности, визуализация субклеточных

изменений пула NADH с применением FLIM недавно

продемонстрирована в экспериментальных работах, что

следует принимать во внимание при анализе сокращения

τmean в моделях редуктивного стресса [14].

Таким образом, клетки церебрального эндотелия со-

храняют жизнеспособность и функциональную целост-

ность митохондрий при экспериментальном моделиро-

вании редуктивного стресса in vitro, однако их энерге-

тический метаболизм быстро перестраивается в сторону

усиленного гликолиза. Это переключение, по-видимому,

представляет собой компенсаторный ответ на избыток

восстановленных эквивалентов, однако при длительном

действии может стать фактором риска, способствующим

нарушению проницаемости ГЭБ. Важно подчеркнуть,

что энергетический кризис в эндотелиоцитах цере-

бральных микрососудов рассматривается как один из

ключевых патогенетических механизмов повреждения

ГЭБ и прогрессирования нейродегенеративных заболе-

ваний [22–25].

Выводы

В настоящей работе с использованием метода мик-

роскопии с измерением времени жизни флуоресценции

впервые показано, что клетки церебрального эндотелия

проявляют пластичность к экзогенно индуцированному

редуктивному стрессу: при сохранении митохондриаль-

ного мембранного потенциала и на фоне окислитель-

ного повреждения они демонстрируют быструю мета-

болическую перестройку — смещение энергетического

метаболизма в сторону гликолиза. Это указывает на то,

что компенсаторная перестройка метаболизма, а не ми-

тохондриальная дисфункция является ключевым ранним

маркером редокс-дисбаланса в эндотелии ГЭБ. Полу-

ченные данные подчёркивают высокую чувствительность

FLIM к субклиническим изменениям редокс-гомеостаза.

Важно, что FLIM позволяет выявлять изменения в

Оптика и спектроскопия, 2026, том 134, вып. 5



Детекция редуктивного стресса в клетках церебрального эндотелия методом FLIM-микроскопии:... 445

редокс-состоянии задолго до появления морфологиче-

ских или функциональных признаков повреждения кле-

ток.

Несмотря на общий прогресс в понимании редокс-

регуляции, изучение редуктивного стресса в клетках

НВЕ и ГЭБ остаётся недостаточно разработанным. Клю-

чевые ограничения включают отсутствие стандартизиро-

ванных in vitro и in vivo моделей редуктивного стресса,

специфичных для клеток ЦНС; трудности интерпрета-

ции эффектов экзогенных восстановителей из-за влияния

условий культивирования (в частности, бессывороточ-

ной среды); ограниченную доступность методов для точ-

ной оценки редокс-статуса и митохондриальной функции

в реальном времени. Перспективными направлениями

являются разработка физиологически релевантных мо-

делей НВЕ/ГЭБ, применение генетически кодируемых

редокс-сенсоров для динамического мониторинга со-

отношений NAD+/NADH и GSSG/GSH in vitro и in

vivo.

Таким образом, FLIM-спектроскопия представляет со-

бой инструмент для неинвазивного, количественного

и пространственно разрешённого мониторинга редокс-

метаболического статуса в клетках НВЕ и ГЭБ. Ре-

зультаты работы расширяют представления о редокс-

пластичности ГЭБ и открывают возможности для раз-

работки новых оптических биомаркеров ранних стадий

нейродегенеративных заболеваний. В перспективе инте-

грация FLIM с генетически кодируемыми сенсорами и

физиологически релевантными моделями НВЕ позволит

терапевтических агентов и персонализированной нейро-

протекции.

Соблюдение этических стандартов

Все эксперименты с использованием лабораторных

животных проведены в строгом соответствии с эти-

ческими нормами, установленными законодательством

Российской Федерации, принципами Базельской деклара-

ции, одобрены локальным этическим комитетом ФГБНУ

РЦНН (протокол № 10-9/23 от 20.12.2023 г.).
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