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ВВЕДЕНИЕ

Флуорогены – вещества, не обладающие собст- 
венной флуоресценцией в водных растворах, но  
приобретающие ее при их связывании с опреде- 
ленными целевыми молекулами (белками [1–4], 
нуклеиновыми кислотами [5] и др. [6–9]). Такая  
особенность позволяет в существенной сте- 
пени сократить нецелевое мечение и фоновый 
сигнал, что делает флуорогены интереснейшим 
инструментом для использования во флуо- 
ресцентной микроскопии. Отдельного упомина- 
ния заслуживают флуорогены, основанные на 
арилиден-имидазолонах, чья структура анало- 
гична структуре зрелого хромофора GFP [10]. 

Вещества данного типа характеризуются неболь- 
шим размером, обладают различными спектраль- 
ными свойствами, высокой растворимостью в 
воде, кроме того, их несложно синтезировать [11]. 
Многие арилиден-имидазолоны демонстрируют 
значительное увеличение интенсивности флуо- 
ресценции при переходе из водной среды в менее  
полярный растворитель, что делает их потен- 
циальными флуоресцентными “сенсорами по- 
лярности”. Благодаря такому свойству на ос- 
нове арилиден-имидазолонов были созданы флуо- 
рогенные красители (I), (II) [12], (III) [13] и (IV) 
[14], пригодные для селективного флуоресцент- 
ного окрашивания эндоплазматического ретику- 
лума (ЭПР). 
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ЭПР – клеточная органелла, формирующая сеть 
трубочек и карманов, отделенных от цитоплазмы 
одним замкнутым слоем липидной мембраны. 
ЭПР играет ключевую роль в трансляции, сборке 
и транспорте мембранных и секреторных белков 
[15, 16], липидов [17], а также выступает в качестве 
внутриклеточного депо ионов кальция [18]. На- 
рушение любой из вышеперечисленных функций 
ЭПР приводит к ярко выраженным патологиям 
[19–23], что делает ЭПР исключительно важным 
для наблюдения внутриклеточным объектом. При 
этом важно разделять ЭПР и другие липидные 
органеллы клетки, например, образующиеся из 
ЭПР липидные капли (адипосомы). Адипосомы 
были выделены в качестве самостоятельных 
клеточных органелл [24], имеющих собственные 
клеточные функции [25]. 

Разделение ЭПР и липидных капель во флуо- 
ресцентной микроскопии не всегда возможно 
при использовании только интенсиометрических 
или спектральных данных о флуоресценции 
флуорогена. Однако флуоресценция флуорогенов 
характеризуется еще одним параметром – вре- 
менем жизни. Время жизни флуоресценции ха- 
рактеризует среднее время, которое флуорофор 
проводит в возбужденном состоянии между актами 
поглощения и эмиссии фотона света [26]. Этот 
процесс в первую очередь зависит от природы самой 
молекулы, вследствие чего наблюдаемые при его 
измерении значения мало зависят от концентрации 
флуорофора или метода измерения. Тем не менее 
окружающая среда может существенно влиять на 
устойчивость возбужденной формы флуорогена 
и, соответственно, время жизни флуоресценции. 

Флуоресцентная микроскопия времен жизни  
флуоресценции или флуоресцентная времяраз- 
решенная микроскопия (FLIM) давно используется 
в исследовательской практике. Она позволяет 
детектировать изменения рН в живых клетках 
[27, 28], концентрацию ионов хлора [29], натрия 
[30], кальция [31, 32] и др. Также с ее помощью 
возможно проводить измерение внутриклеточной 
температуры [33], вязкости [34] и полярности [35]. 
Данные о различии времен жизни флуоресценции 

красителей использовались ранее для различения 
липидных капель и других органелл клетки [36], а 
также для визуализации доменов в пределах одной 
фосфолипидной мембраны [37].

Целью данной работы стало изучение ряда син- 
тезированных нами ранее флуорогенов, окраши- 
вающих преимущественно ЭПР, с использованием 
FLIM. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящем исследовании нами были изу- 

чены четыре флуорогена из группы арилиден-
имидазолонов, представленных на схеме 1. Дан- 
ные вещества были ранее синтезированы в  
нашей лаборатории и показали высокую селек- 
тивность во флуоресцентном окрашивании ЭПР 
[12–14], однако помимо ЭПР в микроскопии 
также наблюдалось флуоресцентное мечение 
отдельных липидных капель (адипосом). Мы 
предположили, что различная полярность среды в 
ЭПР и адипосомах будет обусловливать различные 
времена жизни флуоресценции, что позволит 
разделить эти сигналы с помощью FLIM.

В первую очередь мы изучили времена жизни  
флуоресценции выбранных красителей в различ- 
ных средах (табл. 1–4). Было установлено, что 
большинство веществ характеризуется би- или 
даже триэкспоненциальным характером спада 
флуоресценции, что говорит о существовании мно- 
жества механизмов релаксации возбужденного 
состояния данных молекул. Наименее выраженным 
этот эффект оказался для сложноэфирного произ- 
водного (I), у которого вклад второй из компонент 
всегда оставался низким. Чуть более сложной 
оказалась природа релаксации производного 
(II), у которого вклад второй компоненты за- 
метно нарастал в полярных средах. Соединения 
(III) и (IV) характеризовались самой сложной 
природой спада флуоресценции, который в не- 
которых случаях описывался тремя отдельным 
компонентами со значительным вкладом, причем 
для соединения (IV) этот вклад увеличивался при 
переходе к менее полярным средам (например, 
толуолу, гексану или диоксану). Стоит отметить, 

Схема 1. Структуры красителей ряда арилиден-имидазолонов, изученных в работе.
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Таблица 1. Оптические свойства соединения (I) в разных растворителях

Растворитель τ1, нс A1, % τ2, нс A2, % КВФ, % [12]
Et2O 0.20 3 1.15 97 8.2

EtOAc 0.13 4 1.59 96 8.8
EtOH 0.08 7 1.26 93 4.6
MeOH 0.07 8 0.95 92 1.7

Ацетонитрил 0.07 3 2.09 97 8.9
CH2Cl2 0.11 3 1.85 97 12.2

Диметилформамид 0.07 4 2.02 96 10.5
DMSO 0.10 5 1.99 95 9.3
Ацетон 0.05 3 1.92 97 10.2

Тетрагидрофуран 0.07 5 1.44 95 8.8
Толуол 0.09 8 1.04 92 5.9

Диоксан 0.08 7 1.24 93 6.3
Гексан 0.16 17 0.67 83 –

Таблица 2. Оптические свойства соединения (II) в разных растворителях

Растворитель τ1, нс A1, % τ2, нс A2, % КВФ, % [12]
Et2O 0.11 4 4.39 96 50.1

EtOAc 0.08 4 3.75 96 34.7
EtOH 0.11 59 0.51 41 16.0
MeOH 0.09 92 1.40 8 0.8

Ацетонитрил 0.12 5 1.75 95 8.7
CH2Cl2 0.08 5 3.27 95 23.4

Диметилформамид 0.12 7 1.76 93 10.0
DMSO 0.14 12 1.47 88 7.1
Ацетон 0.07 7 2.38 93 16.0

Тетрагидрофуран 0.08 4 3.78 96 31.2
Толуол 0.10 5 4.03 95 38.3

Диоксан 0.08 5 4.04 95 41.1
Гексан 0.11 5 3.57 95 –

Таблица 3. Оптические свойства соединения (III) в разных растворителях

Растворитель τ1, нс A1, % τ2, нс A2, % τ3, нс A3, % КВФ, % [13]
Et2O 0.07 5 – – 2.95 95 36.3

EtOAc 0.16 17 0.87 83 – – 5.86
EtOH Очень тусклый раствор 0.67
MeOH Очень тусклый раствор 0.14

Ацетонитрил Очень тусклый раствор 0.29
CH2Cl2 0.15 32 0.63 57 2.72 11 2.89

Диметилформамид Очень тусклый раствор 0.75
DMSO Очень тусклый раствор 0.73
Ацетон Очень тусклый раствор 0.57

Тетрагидрофуран 0.11 16 0.73 80 2.57 4 5.44
Толуол 0.10 6 – – 3.25 94 46.2

Диоксан 0.09 8 – – 2.48 92 28.4
Гексан 0.10 6 – – 3.13 94 68.5
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что во всех случаях мы не смогли выявить какой-то 
заметной корреляции между временами жизни и 
квантовыми выходами флуоресценции.

Затем мы изучили окрашивание клеточных 
культур этими красителями с использованием 
FLIM. Мы подтвердили, что инкубация клеток 
HeLa Kyoto с красителями (I–IV) в концентрациях 
5–10 мкМ приводит к селективному окрашиванию 
ЭПР и отдельных липидных капель, однако 
фильтрация по времени жизни флуоресценции 
в некоторых случаях позволила различить эти 
клеточные структуры (рис. 1, а также рис. S1–S5 
в дополнительных материалах). 

Характер спада интенсивности флуоресценции 
для описанных красителей в органеллах был во 
многом похож на тот, что наблюдался для раз- 
личных растворителей (табл. 5). Так, для красителя 
(I) в клеточных культурах был характерен моно- 
экспоненциальный спад, в то время как спад флуо- 
ресценции красителей (II–IV) лучше описывался 
биэкспоненциальной кривой. Важно отметить, что 
реальный анализ изображений FLIM и разделе- 
ние сигналов опирается не на отдельные компо- 
ненты, а на среднее время жизни флуоресценции, 
в связи с чем нами был проанализирован и этот 
параметр для различных клеточных локализаций 
(амплитудно-взвешенное время – tm, табл. 5).

Как оказалось, инкубация с красителем (II) 
приводила только к равномерному окрашиванию 
ЭПР, без затрагивания адипосом. При этом зна- 

Таблица 4. Оптические свойства (IV) в разных растворителях

Растворитель τ1, нс A1, % τ2, нс A2, % τ3, нс A3, % КВФ, % [14]

Et2O 0.16 37 0.52 49 1.39 14 3.9

EtOAc 0.21 54 0.70 46 – – 4.7

EtOH 0.15 78 0.52 22 – – 2.3

MeOH 0.15 80 0.46 20 – – 1.8

Ацетонитрил 0.14 43 0.46 57 – – 2.3

CH2Cl2 0.17 48 0.53 52 – – 3.3

Диметилформамид 0.18 44 0.56 56 – – 3.4

DMSO 0.17 41 0.57 59 – – 3.7

Ацетон 0.18 55 0.54 45 – – 3.1

Тетрагидрофуран 0.23 55 0.84 45 – – 4.5

Толуол 0.15 23 0.56 46 1.52 31 7.5

Диоксан 0.13 21 0.52 49 1.49 30 7.7

Гексан 0.13 24 0.44 51 1.40 25 5.6

Рис. 1. Микрофотографии живых клеток HeLa Kyoto, 
окрашенных красителями (I) (а), (II) (б), (III) (в)  
и (IV) (г), полученные с использованием флуорес- 
центной времяразрешенной микроскопии. Цветовое  
кодирование отражает времена жизни флуоресцен- 
ции красителей в зависимости от их окружения. Соот- 
ветствующий диапазон времен жизни в наносекун- 
дах указан под каждой микрофотографией. Для кра- 
сителей с двумя спектральными компонентами ((I),  
(III) и (IV)) в качестве значения времени жизни 
флуоресценции использовали амплитудно-взвешенное 
среднее время жизни. Масштабный отрезок – 5 мкм.

 

1.30 1.55 2.10 2.90

1.20 1.85 0.70 1.00

(а) (б)

(в) (г)
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чения среднего времени жизни флуоресценции 
в ЭПР (tm = 2.598 нс) наиболее соответствуют 
значениям, полученным для данного красителя в 
ацетоне (t2 = 2.38 нс).

Красители (I), (III) и (IV) окрашивали и ади- 
посомы, и ЭПР. Разница в амплитудно-взвешенном 
среднем времени жизни флуоресценции между 
ЭПР и адипосомами различалась для каждого 
красителя. 

Так, для красителя (IV) значения средних вре- 
мен жизни у ЭПР и адипосом практически сов- 
падали (0.807 и 0.864 нс соответственно). По- 
лученные значения соответствовали менее пред- 
ставленной спектральной компоненте в тетра- 
гидрофуране (t2 = 0.84 нс). Однако общее поведе- 
ние не соответствовало ни одному из органичес- 
ких растворителей. Столь незначительная разница 
по амплитудно-взвешенному времени жизни флуо- 
ресценции не позволила осуществить фильтрацию 
адипосом на микрофотографиях.

Разница между средним временем жизни флуо- 
ресценции для ЭПР и адипосом в клетках, инку- 
бированных с красителем (I), оказалась близка к 
0.1 нс (1.447 и 1.351 нс соответственно). Данные 
значения соответствуют мажорным спектраль- 
ным компонентам в ТГФ (t2 = 1.44 нс) и этаноле 
(t2 = 1.26 нс) соответственно. 

Аналогично, для красителя (III) разница сос- 
тавляет ~0.2 нс (ЭПР – 1.514 нс, адипосомы – 
1.742 нс), однако эти значения не соответствовали 
данным, полученным в органических раствори- 
телях. 

Мы показали, что различие в амплитудно-взве- 
шенном времени жизни флуоресценции в 0.1 нс и 
более (соединения (I) и (III)) делает возможным 
более корректное разделение микрофотографии 
по цветовым каналам и, как следствие, удаление 
областей с адипосомами (рис. 2), что, в свою 
очередь, позволяет повысить селективность окра- 
шивания ЭПР для исследованных красителей.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Синтез флуорогенов. Соединения (I–IV) 
получены ранее в нашей лаборатории [12–14].

Спектроскопия времени жизни флуоресцен- 
ции. Исследовали растворы соединений (I–IV)  
с концентрацией 1–15 мкM в разных раствори- 
телях. Измерения производили с помощью время- 
разрешенного флуоресцентного спектрометра 
miniTau (Edinburgh Instruments, Великобритания) 
в окнах 10, 20 и 50 нс, разделенных на 1024 вре- 
менных каналов. Для возбуждения флуоресцен- 
ции применяли пикосекундный лазер EPL-450  
(Edinburgh Instruments, Великобритания) с цент- 
ральной длиной волны излучения 445.6 нм, 

Таблица 5. Значения времени жизни флуоресценции анализируемых красителей в ЭПР и адипосомах

Краситель Локализация τ1 ± SD, нс A1, % τ2 ± SD, нс A2, % tm, нс Количество точек
(I)

ЭПР

1.447 ± 0.013 – – – – 30
(II) 1.320 ± 0.117 44 3.627 ± 0.193 56 2.598 ± 0.042 30
(III) 0.643 ± 0.094 46 2.272 ± 0.153 54 1.514 ± 0.065 30
(IV) 0.646 ± 0.023 92 2.956 ± 0.703 8 0.807 ± 0.034 30
(I)

Адипосомы

1.351 ± 0.041 – – – – 23
(II) – – – – – –
(III) 0.712 ± 0.171 40 2.457 ± 0.298 60 1.742 ± 0.102 13
(IV) 0.649 ± 0.033 89 2.668 ± 0.625 11 0.864 ± 0.032 17

Рис. 2. Микрофотографии живых клеток HeLa Kyoto,  
окрашенных красителями (I) и (III) до (а, в соответ- 
ственно) и после (б, г) удаления областей изображе- 
ний, содержащих липидные капли. Удаление облас- 
тей, содержащих липидные капли, осуществляли на 
основании различий времен жизни флуоресценции 
веществ при их окрашивании ЭПР и липидных капель. 
Масштабный отрезок – 5 мкм.

(а) (б)

(в) (г)
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частотой повторений 20 МГц. Счет фотонов 
осуществляли в спектральных диапазонах 575–
625 нм (соединениe (I)) и 525–575 нм (соединения 
(II–IV)). Обработку и визуализацию данных 
проводили в программе Fluoracle 2.5.1 (Edinburgh 
Instruments, Великобритания).

Поддержание клеточной культуры. Для 
поддержания клеточной культуры использовали 
инкубатор MCO-175 (Sanyo, Япония). Клеточная 
культура раковой опухоли шейки матки человека 
HeLa Kyoto была получена из коллекции клеточных 
линий отдела биофотоники ИБХ РАН. Клетки 
культивировали при 37°C в атмосфере с 5% CO2 
в среде DMEM (ПанЭко, Россия), содержащей 
10% эмбриональной бычьей сыворотки (Cytiva,  
США), 50 ед./мл пенициллина и 50 мкг/мл 
стрептомицина (ПанЭко, Россия). Для проведения 
микроскопии клетки высевали на 35-мм конфо- 
кальные чашки со смотровым окном 13 мм (SPL, 
Южная Корея). 

Флуоресцентная времяразрешенная мик- 
роскопия (FLIM). Микроскопию времени жиз- 
ни флуоресценции проводили при помощи мик- 
роскопа TE-2000U с 100× S Fluor 0.5–1.3 масляным 
объективом (Nikon, Япония), оборудованного 
сканирующим конфокальным модулем DCS-
120 и детектором PMC-100-1 (Becker&Hickl, 
Германия). Источник Fianium WhiteLase SC-480-
6 с акустооптическим фильтром (AOTF) (NKT 
Photonics, Дания) использовали для возбуждения 
флуоресценции, частота повторения импульсов – 
60 МГц. Для проведения FLIM клеточную среду 
заменяли на раствор солей Хэнкса (ПанЭко, 
Россия) с добавлением 20 мМ HEPES (Corning, 
США), рН 7, содержащий один из красителей в 
концентрации 5 мкМ ((I), (II) и (IV)) или 10 мкМ  
((III)); красители разводили из 10 мМ стокового 
раствора в DMSO. Инкубацию в присутствии 
красителей осуществляли в течение 5 мин. 
Микроскопию проводили при комнатной темпе- 
ратуре и использовали следующий набор эмис- 
сионных фильтров: 580/40 (Omega Optical, США) –  
для красителей (I) и (II), HQ525/50m (Chroma 
Technology, США) – для красителя (III) и ET585/40 
(Chroma Technology, США) – для красителя (IV).  
В зависимости от свойств красителей и их склон- 
ности к фотообесцвечиванию регистрировали 
следующее количество фотонов: 100 млн – для  
красителей (I) и (II), 40 млн – для красителя (III)  
и 80 млн – для красителя (IV). Флуоресцентные 
изображения и данные по времени жизни флуорес- 
ценции были получены и проанализированы 
с помощью программного пакета SPCImage 
(Becker&Hickl, Германия). 

Обработка микрофотографий. Полученные 
микрофотографии в формате “SDT” импортиро- 

вали в среду SPCImage с помощью программного 
компонента M1 SPC-150 Emulation v.9.87 (Main 
® Send Data to SPCImage). В качестве области 
интереса выбирали наиболее равномерный по 
интенсивности участок ЭПР. Для выбранной 
области с использованием пространственного 
бининга устанавливали количество фотонов 
на пиксель не менее 300; порог визуализации 
флуоресценции (Threshold) – не менее 20; под- 
бирали экспоненциальную функцию затухания 
(моноэкспоненциальное или биэкспоненциальное 
затухание). Заданные параметры принимали и  
осуществляли расчет матрицы затухания флуо- 
ресцентного сигнала (Calculate ® Decay Matrix) 
только в том случае, если значение распределения 
времени жизни флуоресценции соответствовало 
χt

2 ≤ 1.3. Далее устанавливали пороговые значения 
цветового кода на высоте не менее 5% от высоты 
пика полученной параметрической гистограммы, 
после чего изменяли цветовую палитру на дискрет- 
ную и задавали цвета следующим образом: крас- 
ный – для липидных капель, зеленый – для ЭПР и 
остальных областей клеток. Изображение с дис- 
кретным цветовым кодом и проекцию полной  
интенсивности в черно-белом цвете экспор- 
тировали в формате “TIFF”. Далее файлы обраба- 
тывали с помощью программного пакета ImageJ 
(NIH, США): цветное изображение разделяли 
по цветовым каналам (Image ® Color ® Split 
Channels); изображение для красного канала 
отбрасывали, а изображение для зеленого канала 
сохраняли в формате “TIFF”. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
С использованием флуоресцентной времяразре- 

шенной микроскопии (FLIM) был изучен набор 
синтезированных нами ранее флуорогенов ряда 
арилиден-имидазолонов, преимущественно окра- 
шивающих ЭПР живых клеток. Проведено срав- 
нение поведения красителей в живых клетках и 
в органических растворителях. Выраженной кор- 
реляции между временами жизни в различ- 
ных средах, а также в адипосомах и ЭПР не выяв- 
лено. Показано, что в условиях FLIM фильтрация 
флуоресцентного окрашивания клеточных орга- 
нелл по среднему времени жизни флуоресценции 
возможна при разнице значений от 0.1 нс. Таким 
образом в работе установлено, что использование 
этого типа флуоресцентной микроскопии позво- 
ляет повысить селективность окрашивания ЭПР 
изученными флуорогенными красителями.
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The Use of Fluorescence Time-Resolved Microscopy  
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Using fluorescence time-resolved microscopy (FLIM), a number of previously synthesized fluorogenic 
aryliden-imidazolone analogues, predominantly staining the endoplasmic reticulum (ER) of living cells, 
were studied. It has been shown that the use of this type of fluorescence microscopy can increase the se-
lectivity of ER staining.
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