Повышение точности определения соотношения свободного и связанного NADH 
за счёт увеличения временного разрешения метода FLIM
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Флуоресцентная время-разрешенная микроскопия FLIM является эффективным инструментом для неинвазивной диагностики метаболизма живых клеток и его отклика на внешние воздействия. Мониторинг осуществляется преимущественно за счёт регистрации флуоресценции эндогенных молекул, ключевыми из которых являются NADH и его фосфатная форма NADPH. Несмотря на широкое распространение FLIM, существует ряд нерешённых проблем: разделение сигналов NADPH и NADH, сложность интерпретации многокомпонентных сигналов затухания флуоресценции, а также точность определения относительной концентрации свободной и связанной форм NAD(P)H [1, 2]. 
В настоящей работе предложен один из возможных подходов к решению этих проблем — использование быстрого детектора с временным разрешением порядка 15 пс для регистрации FLIM-изображений. Были проведены сравнительные исследования время-разрешенной флуоресценции NADH и NADPH в растворах (как в свободной форме, так и в комплексах с ферментами IDH и MDH), а также в клетках линии HEK293. Регистрация сигналов осуществлялась с использованием быстрого и стандартного (медленного) детекторов. Показано, что применение быстрого детектора позволяет проводить более точный анализ гетерогенности времен жизни флуоресценции NADH. В частности, удалось разрешить два времени жизни свободного NADH как в гомогенном растворе, так и в присутствии ферментов IDH и MDH, что ранее не достигалось при использовании стандартных детекторов. Это позволило повысить точность определения относительной концентрации связанной и свободной форм кофермента. Кроме того, было продемонстрировано различие в эффективности связывания NADH и NADPH с ферментом IDH за счет анализа параметров затухания флуоресценции.  Полученные результаты были применены для интерпретации FLIM-данных в живых клетках. В результате работы было продемонстрировано, что повышение временного разрешения метода FLIM увеличивает точность определения метаболического индекса и открывает новые возможности для детального изучения клеточного метаболизма по флуоресценции NAD(P)H.
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