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Флуоресцентное мечение внутриклеточных структур с помощью синтетических флуорогенов - хромофоров, которые флуоресцируют только при связывании со специализированными активаторами, является мощным методом изучения локализации, перемещения и функций белков интереса. Активация флуорогена происходит при его нековалентном взаимодействии с лиганд-связывающим “карманом” белка. Одним из преимуществ такого мечения является обратимость взаимодействия, что позволяет отмыть образец от флуорогена после окрашивания. Также cчитается, что фотостабильность обратимого комплекса белок-флуороген может существенно превышать фотостабильность традиционных систем флуоресцентного мечения. В данной работе определены спектральные свойства, константы диссоациации и  фотостабильность комплексов синтетических флуорогенов (GFP-подобных хромофоров) и мутантных вариантов липокалина в качестве белков-активаторов. 

В рамках работы проводили титрование липокалина дикого типа, а также его мутантных форм, содержащих парные и единичные замены в области лиганд-связывающего “кармана” по положениям 65, 67, 132 в присутствии трех GFP-подобных хромофоров с различной структурой.  Установлено, что хромофоры связываются с белками-активаторами обратимо и константы диссоциации этих комплексов находятся в диапазоне от 0.02 мкМ до 20 мкМ. Некоторые комбинации белок-хромофор дают увеличение флуоресценции в 60-130 раз. Для измерения фотостабильности на модели культуры клеток млекопитающих были выбраны комплексы мутантных форм липокалина и хромофоров с константами диссоциации, различающимися более чем на два порядка. Cозданы белки слияния с гистоном H2B, которые были экспрессированы в клеточной линии HEK293T. Фотостабильность комплекса белок-флуороген оценивали по изменению интенсивности флуоресценции во времени в условиях конфокальной микроскопии. Обнаружено, что фотостабильность комплекса белок-флуороген выше при более высокой константе диссоциации. Такую зависимость можно объяснить тем, что при низкой афинности вероятность необратимого светоиндуцированного разрушения комплекса снижается из-за меньшего времени жизни комплекса. Показана более высокая фотостабильность флуоресцентного мечения гистонов с использованием системы белок-флуороген, по сравнению с мечением флуоресцентными белками, при сравнимой интенсивности флуоресценции. 

Система белок-флуороген открывает новые возможности для многоцветного флуоресцентного мечения живых систем. Высокая фотостабильность комплексов белок-флуороген является существенным преимуществом в длительных экспериментах, а также в экспериментах, сопряженных с высокой интенсивностью облучения.
