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Аннотация 
В настоящей работе мы показываем, что оптической метод ED-FRAP (enzyme-dependent fluorescence recovery after pho-

tobleaching) может быть использован для неинвазивной детекции очагов ишемии сердечной ткани. В экспериментах на кле-
точных моделях мы показали, что анализ флуоресценции NADH методом ED-FRAP позволяет спрогнозировать влияние ише-
мии на скорость проведения возбуждения по сердечной ткани. 

Abstract 
In this paper, we demonstrate that the optical method ED-FRAP (enzyme-dependent fluorescence recovery after photobleach-

ing) can be used for noninvasive detection of ischemic foci in cardiac tissue. In experiments on cell models, we showed that NADH 
fluorescence analysis by the ED-FRAP method allows us to predict the effect of ischemia on the excitation conduction velocity in car-
diac tissue.

Сердечно-сосудистые заболевания (ССЗ) — причина ~ 50 % смертей в развитых странах [1]. Транспланта-
ция сердца остается ключевым методом лечения терминальных стадий, но ее применение ограничено дефицитом 
донорских органов. Около 60 % сердец признаются непригодными к пересадке, в том числе из-за ишемических 
повреждений (тепловая и холодовая ишемия), что повышает риск послеоперационных осложнений [1, 2]. Наи-
большей перспективой для изучения функциональности сердечной ткани обладают оптические методы, такие 
как оптическое картирование волны возбуждение, однако они не применимы при кардиоплегической останов-
ке сердца. Чтобы восполнить имеющийся пробел и дополнить методы оптического картирования сердца вариа-
цией для оценки метаболического состояния, мы исследовали метод фермент-зависимого восстановления флу-
оресценции после фотообесцвечивания для молекул NADH (ED-FRAP, enzyme-dependent fluorescence recovery 
after photobleaching) [3–6]. Сложность применения данного метода сводится к неоднозначности интерпретации 
сигнала ED-FRAP: основным источником информации является фаза восстановления флуоресценции, однако она 
может зависеть не  только от  активности ферментов, восстанавливающих NAD+ до NADH (преимущественно 
глутамат-дегидрогеназы, GDH), но и от локальных свойств поглощения и отражения возбуждающего излучения 
(ближний ультрафиолет, 365 нм) поверхностью ткани, снижающих эффективность предварительного фотообес-
цвечивания [3]. 

В настоящей работе мы провели математическое описание процесса фотообесцвечивания NADH до NAD+ 
и обратного восстановления под действием фермента GDH с учетом необратимых потерь молекул NADH. Это 
обобщение позволило модифицировать методику обработки экспериментальных записей таким образом, чтобы 
не зависеть от оптических свойств исследуемого образца — мы смогли свести к общей статистике эксперимен-
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тальные записи ED-FRAP из исследований [4–6], напрямую сравнив активность GDH в разных эксперименталь-
ных моделях сердечной ткани. Далее мы проверили гипотезу, что протокол ED-FRAP может быть сокращен с двух 
фаз (фотообесцвечивание и восстановление) до одной фазы с одновременным протеканием обоих процессов, что 
позволяет снизить общую экспозицию возбуждающего излучения на ткань. Такая модификация ED-FRAP позво-
лила нам впервые из сходных исследований  [4–6] оценить прогностическую способность анализа активности 
GDH: на монослоях желудочковых кардиомиоцитов человека, полученных дифференцировкой из индуцирован-
ных плюрипотентных стволовых клеток, мы показали прямую корреляцию активности GDH и изменения скоро-
сти проведения волны возбуждения после длительной ишемии. 
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