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Синтезированы стирольные производные индола и пиранона. Исследована возможность их ис-
пользования в качестве флуорогенов для белка FAST. Установлено, что производные индола не
проявляют заметных флуорогенных свойств, в то время как производные пиранона демонстрируют
высокую флуорогенность – их связывание с белком приводит к усилению флуоресценции и смеще-
нию максимумов эмиссии в длинноволновую область.
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Генетически-кодируемые метки давно и ак-
тивно используются во флуоресцентной микро-
скопии. В последнее время помимо традицион-
ных флуоресцентных белков в подобной роли
все чаще используются так называемые флуоро-
ген-активирующие белки [1–3]. Взаимодей-
ствие этих белков с флуорогенами – низкомоле-
кулярными соединениями, которые в свободном
виде не имеют выраженной флуоресценции –
приводит к образованию флуоресцентного ком-
плекса [4]. В отличие от флуоресцентных бел-
ков, такие белки можно использовать в отсут-
ствие кислорода, и им не требуется дополни-
тельного времени для созревания. Довольно ча-
сто заметные флуорогенные свойства проявляют
соединения, имеющие в своей структуре по-
движный заместитель, фиксация которого при-
водит к росту квантового выхода флуоресценции.
Например, некоторые производные хромофора
GFP и родственные им роданины, содержащие
подвижный бензилиденовый фрагмент, были
успешно применены в качестве флуорогенов для
белка FAST [5–8]. Также в роли флуорогенов до-
вольно часто выступают красители, содержащие
подвижные стирольные заместители [9–11].

В настоящей работе в качестве потенциальных
флуорогенных красителей для белка FAST мы

предложили стирольные производные индола и
пиранона. Такие соединения были получены с
помощью конденсации ароматических альдеги-
дов с исходными метил-3Н-индолия перхлора-
том (I) и метил-2Н-пираноном (VI) в присут-
ствии основания (схема 1).

Изучение оптических свойств показало, что
полученные соединения характеризуются схожи-
ми свойствами. Производные индола (II) и (III),
как и производные пиранона (VII) и (VIII), име-
ют максимумы абсорбции в области ~350 и
~500 нм для нейтральных и анионных форм соот-
ветственно (табл. 1). Также они характеризуются
слабой флуоресценцией в области 500–600 нм в
фосфатном буфере (с квантовым выходом <1%).

Было установлено, что добавление белка FAST
в растворы производных пиранона (VII) и (VIII)
приводит к усилению флуоресценции в 20–30 раз,
а также батохромному сдвигу максимумов эмис-
сии на 50 нм (рис. 1). Напротив, производные ин-
дола (II) и (III) никак не реагировали на присут-
ствие этого белка (рис. 1).

Таким образом, можно заключить, что сти-
рольные производные пиранона могут быть ис-
пользованы в качестве основы для создания флу-
орогенных красителей для белка FAST, в то время
как индольные производные в подобной роли не
перспективны.

Сокращения: GFP – зеленый флуоресцентный белок;
FAST – Fluorescence-Activating and absorption-Shifting Tag.
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Схема 1. Схема синтеза производных (II), (III), (VII) и (VIII).

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

ны на приборе Bruker Avance III (700 МГц, США)
при 303 K в DMSO-d6 (внутренний стандарт –
Me4Si). Спектры поглощения регистрировали на
спектрофотометре Varian Cary 100 Bio (США),
спектры флуоресценции – на спектрофлуоримет-
ре Varian Cary Eclipse (США). Температуры плав-
ления определены на приборе SMP 30 (Велико-
британия) и не исправлены. Масс-спектры высо-
кого разрешения записаны на приборе Bruker
micrOTOF II, ионизация электрораспылением.

Препарат выделенного белка FAST получен со-
гласно методике, описанной ранее [7].

Перхлораты E-2-(4-гидроксистирил)-1,3,3-три-
метил-3Н-индолия. Соответствующий аромати-
ческий альдегид (1 ммоль), перхлорат 1,2,3,3-тет-
раметил-3Н-индолия (1.05 ммоль, 271 мг) и пипе-

ридин (0.05 ммоль) растворяли в метаноле (10 мл)
и перемешивали при 60°С в течение 4 ч. Затем ре-
акционную смесь охлаждали до комнатной тем-
пературы, выпавший осадок отфильтровывали,
промывали метанолом (3 × 3 мл) и диэтиловым
эфиром (3 × 5 мл). Полученный продукт сушили
под вакуумом.

Перхлорат E-2-(4-гидрокси-2-метоксистирил)-
1,3,3-триметил-3Н-индолия (II). Оранжевый по-
рошок (346 мг, 85%); т. пл. ~ 200°C с разложени-
ем; 1H-ЯМР: 11.05 (с, 1H), 8.41 (д, J2 16.2, 1H), 8.11
(д, J2 8.6, 1H), 7.78–7.84 (м, 2H), 7.65–7.50 (м, 2H),
7.48 (д, J2 16.0, 1H), 6.56–6.62 (м, 2H), 4.01 (с, 3H),
3.97 (с, 3H), 1.73 (с, 6H); 13C-ЯМР: 181.1, 165.8,
162.4, 148.2, 142.7, 141.9, 133.1, 128.8, 128.4, 122.6,
114.8, 114.3, 109.7, 108.5, 99.3, 56.2, 51.2, 33.6, 26.3;
HRMS (ESI) m/z: найдено М 308.1651; рассчитано
для  [M]+ 308.1645.
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Таблица 1. Оптические свойства соединений (II), (III), (VII) и (VIII) в свободном виде и в составе комплекса с
белком FAST

Соединение

Абсорбция в свободном виде, нм Комплекс с белком FAST
(фосфатный буфер, рН 7)ацетонитрил

фосфатный буфер, рН 7
нейтр. анион. абсорбция, нм эмиссия, нм

(II) 350 520 529 530 550
(III) 360 505 549 550 575
(VII) 368 477 372 480 550
(VIII) 385 502 383 500 595
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Перхлорат E-2-(4-гидрокси-2,5-диметоксисти-
рил)-1,3,3-триметил-3Н-индолия (III). Красный
порошок (275 мг, 63%); т. пл. около 200°C с разло-
жением; 1H-ЯМР: 10.91 (ущ.с., 1H), 8.44 (д, J2 16.0,
1H), 7.81 (д, J2 7.4, 1H), 7.79 (д, J2 7.8, 1H), 7.67 (с,
1H), 7.59 (т, J2 7.7, 1H), 7.54 (т, J2 7.3, 1H), 7.43 (д,
J2 16.0, 1H), 6.65 (с, 1H), 4.02 (с, 3H), 3.93 (с, 3H),
3.88 (с, 3H), 1.73 (с, 6H); 13C-ЯМР: 180.8, 157.7,
156.3, 147.8, 143.0, 142.7, 141.9, 128.8, 128.2, 122.6,
114.2, 113.9, 112.8, 108.1, 100.2, 56.7, 56.6, 51.1, 33.5,
26.5; HRMS (ESI) m/z: найдено М 338.1761; рас-
считано для  [M]+ 338.1751.

4-((Триизопропилсилил)окси)бензальдегиды. Со-
ответствующий 4-гидроксибензальдегид (3 ммоль),
триизопропилсилил хлорид (3.3 ммоль, 0.7 мл), ди-
изопропилэтиламин (3.6 ммоль, 0.63 мл) и имида-
зол (0.3 ммоль, 20 мг) растворяли в ТГФ (25 мл)
и перемешивали при комнатной температуре в
течение 12 ч. Затем реакционную смесь разбав-
ляли водой (50 мл) и экстрагировали этилацета-
том (20 мл). Органический слой промывали на-
сыщенным раствором хлорида натрия (50 мл),
высушивали над безводным Na2SO4 и упаривали на
роторном испарителе. Полученный продукт допол-
нительно очищали с помощью колоночной хрома-
тографии (элюент – гексан–этилацетат, 9 : 1).

2-Метокси-4-((триизопропилсилил)окси)бен-
зальдегиды (IV). Бесцветное масло (924 мг, 99%);
1H-ЯМР: 10.18 (с, 1H), 7.64 (д, J2 8.2, 1H), 6.52–
6.57 (м, 2H), 3.87 (с, 3H), 1.35–1.00 (м, 21H); 13C-
ЯМР: 187.1, 163.3, 162.7, 129.8, 118.7, 112.1, 103.4,
55.8, 17.6, 12.0; HRMS (ESI) m/z: найдено
М 309.1876; рассчитано для  [M + H]+

309.1880.
2,5-Диметокси-4-((триизопропилсилил)окси)-

бензальдегиды (V). Бесцветное масло (994 мг,
98%); 1H-ЯМР: 10.19 (с, 1H), 7.22 (с, 1H), 6.60 (с,
1H), 3.83 (с, 3H), 3.75 (с, 3H), 1.35–1.00 (м, 21H);
13C-ЯМР: 186.8, 157.6, 152.3, 144.9, 117.7, 109.5,

+
21 24 3C H NO ,

+
17 29 3C H O Si ,

104.8, 56.2, 55.6, 17.6, 12.4; HRMS (ESI) m/z: найде-
но М 339.1980; рассчитано для  [M +
+ H]+ 339.1986.

(E)-6-(4-Гидроксистирил)-4-метокси-2H-пиран-
2-оны. Магний (9 ммоль, 216 мг) растворяли в без-
водном метаноле (7 мл). К полученному раствору
по каплям прибавляли раствор соответствующего
бензальдегида (3 ммоль) и 4-метокси-6-метил-
2H-пиран-2-она (504 мг, 3,6 ммоль) в метаноле
(5 мл). Реакционную смесь кипятили в течение
5 ч, затем охлаждали до комнатной температу-
ры и упаривали на роторном испарителе. Оста-
ток растворяли в тетрагидрофуране (25 мг) и до-
бавляли фторид тетрабутиламмония (940 мг,
3.6 ммоль) и уксусную кислоту (1 капля). Полу-
ченную смесь перемешивали при комнатной тем-
пературе в течение 12 ч. Затем реакционную смесь
упаривали, остаток растворяли в хлороформе
(10 мл), промывали насыщенным раствором хло-
рида натрия (30 мл), высушивали над безводным
Na2SO4 и упаривали. Полученный продукт очища-
ли с помощью колоночной хроматографии (элю-
ент – хлороформ–метанол, 50 : 1).

(E)-6-(4-Гидрокси-2-метоксистирил)-4-метокси-
2H-пиран-2-он (VII). Желтый порошок (30 мг,
4%); т. пл. 210–213°C; 1H-ЯМР: 9.96 (с, 1H), 7.42–
7.50 (м, 2H), 6.76 (д, J2 16.2, 1H), 6.45 (д, J2 2.3, 1H),
6.42 (дд, J2 8.5, 2.3, 1H), 6.18 (д, J2 2.3, 1H), 5.56 (д,
J2 2.3, 1H), 3.82 (с, 3H), 3.82 (с, 3H); 13C-ЯМР:
171.1, 162.8, 160.5, 159.3, 158.9, 129.2, 128.6, 115.9,
114.7, 108.1, 99.7, 99.1, 87.8, 56.3, 55.4; HRMS (ESI)
m/z: найдено М 275.0913; рассчитано для 
[M + H]+ 275.0914.

(E)-6-(4-Гидрокси-2,5-диметоксистирил)-4-ме-
токси-2H-пиран-2-он (VIII). Оранжевый порошок
(37 мг, 4%); т. пл. 226–229°C; 1H-ЯМР: 9.61 (уш.с.,
1H), 7.51 (д, J2 16.1, 1H), 7.21 (с, 1H), 6.81 (д, J2 16.2,
1H), 6.54 (с, 1H), 6.15 (с, 1H), 5.56 (с, 1H), 3.82 (с,
3H), 3.78 (с, 6H); 13C-ЯМР: 171.0, 162.7, 159.4,

+
18 31 4C H O Si ,

+
15 15 5C H O ,

Рис. 1. Нормализованные спектры испускания соединений (II), (III), (VII) и (VIII) в свободном виде (пунктир) и в со-
ставе комплекса с белком (сплошная) в фосфатном буфере.
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153.0, 149.9, 142.0, 129.0, 115.9, 113.8, 111.1, 100.5,
99.5, 87.7, 56.4, 56.2, 55.8; HRMS (ESI) m/z: найде-
но М 305.1017; рассчитано для  [M + H]+

305.1020.
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Styrene Derivatives of Indole and Pyranone as Fluorogenic Substrates for FAST Protein
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We report novel styrene derivatives of indole and pyranone. The possibility of their use as f luorogens for
FAST protein were investigated. Derivatives of indole do not exhibit noticeable f luorogenic properties, while
derivatives of pyranone exhibit superior f luorogenic potential – binding to a protein leads to increase f luores-
cence intensity and a emission red shift.

Keywords: fluorogens, fluorogen-activating proteins, fluorescence
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