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Синтезированы два новых аналога флуорогена N871b, содержащих циклооктатетраен. Изучена фо-
тостабильность флуоресцентных комплексов белка FAST с новыми соединениями при окрашива-
нии живых клеток HeLa Kyoto в условиях конфокальной микроскопии. Показано, что один аналог
демонстрирует заметно большую фотостабильность в сравнении с оригинальным флуорогеном
N871b. Полученные результаты говорят о высокой перспективности применения циклооктатетрае-
на для модификации красителей на основе арилиден-имидазолонов.
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ВВЕДЕНИЕ
Флуоресцентные красители, используемые в

современной флуоресцентной микроскопии, ха-
рактеризуются длинноволновыми поглощением и
испусканием, имеют небольшой размер и низкую
токсичность. Также к важным свойствам флуорес-
центной метки относятся яркость и фотостабиль-
ность красителя. Последнее имеет особенное зна-
чение для применения в микроскопии сверхвысо-
кого разрешения, т.к. в данном случае изучаемый
объект подвергается интенсивному облучению.

В связи с этим новым перспективным объектом
для исследований стали недавно предложенные так
называемые “самовосстанавливающиеся” красите-
ли (self-healing dyes) [1–4]. Такие красители состоят
из двух фрагментов: флуоресцентного красителя и
фотостабилизатора. Последний препятствует фор-
мированию возбужденного триплетного состояния
флуорофора, которое и приводит к фотообесцвечи-
ванию. Пример фотостабилизатора – циклоокта-
тетраен (COT, от англ. CycloOctaTetraen) (рис. 1). В
настоящий момент в большинстве случаев модифи-
кация COT-группой применяется для цианиновых
красителей [5–8]. Циклооктатетраен, как прави-
ло, связан с молекулой красителя либо с помо-
щью простого алкильного линкера, либо амид-

ной или сложноэфирной группой, увеличиваю-
щей π-систему сопряжения COT (рис. 1). Причем в
зависимости от строения цианинового красите-
ля (например, количества двойных связей) тот
или иной тип связи с COT оказывает разный фо-
тостабилизирующий эффект [5, 6].

В данной работе исследовано влияние цикло-
октатетраена на фотостабильность арилиден-
имидазолоновых флуоресцентных красителей. В
качестве модельного соединения был выбран син-
тезированный нами ранее флуороген N871b, кото-
рый успешно используется в паре с флуороген-ак-
тивирующим белком FAST для генетически коди-
руемого флуоресцентного мечения (рис. 2) [9].

Цель настоящей работы – синтез аналогов флуо-
рогена N871b, содержащих COT-группу, и изучение
фотостабильности этих соединений при окрашива-
нии живых клеток HeLa Kyoto с использованием
метода конфокальной микроскопии.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Важное условие химической модификации флуо-

рогена – сохранение его способности формиро-
вать флуоресцентный комплекс с белком, поэтому
для введения COT-группы необходимо выбрать тот
фрагмент молекулы, который в наименьшей степе-
ни участвует в процессе формирования комплекса
с флуороген-активирующим белком. Для моди-
фикации флуорогена N871b мы выбрали группу на
атоме азота имидазолона, т.к. согласно полученным
нами ранее данным о структуре флуоресцентного

1 Дополнительные материалы к этой статье доступны по doi
10.31857/S0132342322060239 для авторизованных пользова-
телей. 
Сокращения: COT – циклооктатетраен (CycloOctaTetraen).
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Рис. 1. Применение модификации COT-группой на примере цианинового красителя Cy5.
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Рис. 2. Строение флуорогена N871b и его связывание с флуороген-активирующим белком FAST. Отмечены водород-
ные связи флуорогена N871b с остатками триптофана (W94), глутаминовой кислоты (E46) и тирозина (Y42).
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комплекса флуорогена N871b с белком FAST, этот
фрагмент находится вне кармана белка, и его моди-
фикация, вероятно, не повлияет на процесс форми-
рования комплекса (рис. 2) [10].

На первом этапе работы был синтезирован ана-
лог флуорогена N871b, содержащий эфирную груп-
пу в первом положении имидазолона (II) (схема 1).
Гидролиз последнего позволил получить производ-
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ное N871b с кислотной группой (III). Затем при
взаимодействии кислоты (III) и защищенного
диамина с последующим снятием защитной
группы был получен амин (V) (схема 1). Одно-
временно с этим нами были синтезированы не-

обходимые производные циклооктатетраена
(VI) и (IX), содержащие кислотные группы. На
финальном этапе с помощью реакции амина (V)
с кислотами (VI) и (IX) были получены целевые
соединения (X) и (XI) (схема 1).

Схема 1. Синтез соединений (III–XI).
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Затем мы изучили эффективность окрашива-
ния живых клеток соединениями (X) и (XI) в
сравнении с оригинальным флуорогеном N871b в
условиях конфокальной микроскопии. К клет-
кам HeLa Kyoto, трансфицированным плазми-
дой, содержащей ген, кодирующий белок FAST,
слитый с белком цитоскелета, были добавлены
флуороген N871b и соединения (X) и (XI). При до-
бавлении новых синтезированных соединений (X)
и (XI), так же как и при добавлении флуорогена
N871b, наблюдалось значимое усиление флуорес-
ценции. Это позволяет заключить, что введение
COT-группы в молекулу N871b не привело к поте-
ре флуорогенных свойств, и новые соединения
способны формировать флуоресцентный ком-
плекс с белком FAST. Также было установлено,
что при длительном облучении (лазером с длин-
ной волны 543 нм) комплекс соединения (X)
обесцвечивается с той же скоростью, что и ком-
плекс белка FAST с оригинальным флуорогеном
N871b (рис. 3), в то время как комплекс соедине-
ния (XI) в аналогичных условиях продемонстри-
ровал заметно большую фотостабильность (рис. 3).

Таким образом, мы показали, что фотоста-
бильность флуоресцентного комплекса белка
FAST с флуорогеном N871b можно увеличить с
помощью введения циклооктатетраена в молеку-
лу флуорогена. Вероятно, предложенная нами
модификация может быть также использована
для синтеза и иных флуоресцентных арилиден-
имидазолоновых красителей, отличающихся вы-
сокой фотостабильностью.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Оборудование. Спектры ЯМР (δ, м.д.; J, Гц) ре-

гистрировали на спектрометре Avance III NMR
(700 МГц; Bruker, США) при 303 K в DMSO-d6
(внутренний стандарт – Me4Si). Температуры
плавления определяли на приборе SMP30 (Stuart
Scientific, Великобритания) и не исправляли.
Масс-спектры высокого разрешения регистриро-
вали на приборе micrOTOF II (Bruker, Германия),
ионизация электрораспылением.

Общая методика синтеза соединений (X) и (XI).
Соединение (V) (137 мг, 0.3 ммоль), соответствую-
щую кислоту (VI) или (IX) (0.66 ммоль), HBTU
(318 мг, 0.84 ммоль) и ДИПЭА (0.21 мл, 1.23 ммоль)
суспензировали в ацетонитриле (10 мл). Полу-
ченную смесь перемешивали при комнатной тем-
пературе в течение 12 ч в инертной атмосфере.
Затем реакционную смесь упаривали, продукт
очищали с помощью флеш-хроматографии (элю-
ент – хлороформ/метанол 100 : 7). Полученный
продукт растворяли в хлороформе (10 мл), к рас-
твору добавляли пирролидин (37 мл, 0.45 ммоль),
полученную смесь перемешивали при комнатной
температуре в течение 30 мин. Затем к смеси до-
бавляли 50 мкл уксусной кислоты, полученный
раствор перемешивали при комнатной темпера-
туре в течение 20 мин. Далее реакционную смесь
разбавляли хлороформом (20 мл), промывали
водным раствором NaH2PO4 (30 мл, рН 6.0). Ор-
ганические вытяжки высушивали над безводным
сульфатом натрия и упаривали. Полученный про-
дукт дополнительно очищали с помощью коло-
ночной хроматографии (градиент – хлоро-
форм/метанол от 100 : 3 до 100 : 7).

Методика синтеза исходных соединений, вы-
ходы реакций, температуры плавления и спек-
тральные характеристики синтезированных со-
единений (I–XI) приведены в дополнительных
материалах.

Фотообесцвечивание в условиях флуоресцент-
ной микроскопии. Эксперименты проводили на
иммортализованной (рак шейки матки человека)
клеточной линии HeLa Kyoto (ATCC). Клетки
высевали на чашки диаметром 35 мм со стеклян-
ным дном (SPL Life Sciences, Корея), культиви-
рование проводили в среде DМЕМ (ПанЭко,
Россия) с добавлением 100 ед./мл пенициллина,
100 ед./мл стрептомицина (ПанЭко, Россия) и 10%
эмбриональной телячьей сыворотки (ПанЭко, Рос-
сия). Перед трансфекцией проводили визуальную
оценку конфлюентности, трансфекцию проводили
при ее достижении 80% от максимальной. Для
трансфекции клеточную среду заменяли на
500 мкл Opti-MEM (Gibco, США), через 2 ч к сре-

Рис. 3. Кривые фотообесцвечивания флуоресцентного
сигнала флуорогена N871b и соединений (X) и (XI) в
комплексе с белком FAST в клетках линии HeLa Kyoto,
полученные при помощи лазерной сканирующей мик-
роскопии (SD отображается окрашенной областью,
n = 9–10). Соединения разводили из 1 мM раствора в
DMSO до конечной концентрации 5–10 мкМ.
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де добавляли 500 мкл Opti-MEM, содержащей
смесь из 3.75 мкл агента Трансфектин (Bio-Rad,
США) и 1.5 мкг плазмиды, кодирующей ген белка
FAST, слитого с белком цитоскелета виментином
(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33336838/). Че-
рез 4–6 ч среду заменяли на DМЕМ с добавлением
пенициллина-стрептомицина и эмбриональной
телячьей сыворотки в вышеуказанных концентра-
циях. На следующий день после трансфекции сре-
ду заменяли на раствор Хэнкса с добавлением
20 мM HEPES. Соединения (X) и (XI) добавляли к
клеткам HeLa Kyoto в концентрации 10 мкM, со-
единение N871b – в концентрации 5 мкM (соеди-
нения разводили из 1 мM стокового раствора в
ДМСО (ПанЭко, Россия), после чего проводили
съемку на конфокальном микроскопе DM IRE2
(Leica, Германия), оборудованном иммерсион-
ным масляным объективом HCX PL APO Lbd.BL
63 × 1.40 и гелий-неоновым (HeNe) лазером
(543 нм). В клетках, экспрессирующих конструк-
цию виментин-FAST, выбирали области интереса
размером 7.5 × 7.5 мкм, которые непрерывно ска-
нировали HeNe-лазером (100%) в течение 175 с
(2 мин 55 с) (n = 9–10 клеток). Полученные изоб-
ражения обрабатывали и анализировали в про-
грамме Fiji ImageJ. Графики, демонстрирующие
кривые фотообесцвечивания флуоресцентного
сигнала, были получены в OriginPro8.1.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Синтезированы два новых производных флуо-
рогена N871b, содержащих циклооктатетраен.
Установлено, что новые соединения формируют
флуоресцентные комплексы с флуороген-акти-
вирующим белком FAST при окрашивании жи-
вых клеток в условиях конфокальной микроско-
пии. Показано, что при длительном облучении
соединение (XI) демонстрирует большую фото-
стабильность в сравнении с оригинальным флуо-
рогеном N871b. В связи с чем актуальным направ-
лением для дальнейших исследований представ-
ляется изучение влияния циклооктатетраена на
фотостабильность других арилиден-имидазоло-
новых флуоресцентных красителей.
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CycloOctaTetraene as Photostabilizer of Fast Protein Fluorogen
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We report two new analogues of f luorogen N871b containing a CycloOctaTetraene. We studied the photosta-
bility of f luorescent complex of the FAST with new compounds by live cell confocal microscopy. One of the
new analogues exhibits better photostability in complex with FAST then the previously published fluorogen
N871b. The obtained results indicate that cyclooctatetraene is highly promising for the modification of dyes
based on arylidene imidazolones.
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