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ДЛЯ БЕЛКОВ FAST И nanoFAST1
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Синтезировано семь новых цианиновых красителей. Данные соединения, вместе с одиннадцатью
описанными производными этого же класса, опробованы в качестве флуорогенов для белков FAST
и nanoFAST. Исследование увеличения интенсивности флуоресценции при взаимодействии с дан-
ными белками позволило выявить структурные элементы, пригодные в дизайне систем белкового
мечения на основе пар цианиновый краситель–флуороген-активирующий белок.
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время флуороген-активирующие

белки, один из типов генетически кодируемых
флуоресцентных меток, рассматриваются в каче-
стве перспективных инструментов для изучения
функционирования живых систем [1–3]. Подоб-
ные белки обладают способностью образовывать
комплексы с низкомолекулярными флуороген-
ными соединениями (флуорогенами), имеющи-
ми слабовыраженную флуоресценцию в несвя-
занном состоянии в растворе, которая, однако,
многократно увеличивается при взаимодействии
с белком за счет фиксации молекулы красителя,
ограничивающей безызлучательный сброс энер-
гии после ее возбуждения [4]. В качестве подоб-
ных белков зарекомендовал себя белок FAST и
недавно разработанный укороченный вариант
nanoFAST, на данный момент представляющий
собой самый короткий флуороген-активирую-
щий белок [5, 6]. В качестве низкомолекулярного
партнера подобных белков активно изучались
производные хромофоров флуоресцентных бел-
ков [7], а также бензилиденовые производные ро-
данинов [8], и получено множество пар белок–
флуороген, покрывающих практически весь диа-
пазон видимого излучения [9–11]. Тем не менее
среди недостатков подобных систем флуорес-

центного мечения можно упомянуть умеренную
яркость, в основном за счет низкого коэффици-
ента молярного поглощения флуорогенов, со-
ставляющего для большинства представителей
20000–40000 М–1 см–1. Таким образом, повыше-
ние яркости подобных флуоресцирующих ком-
плексов, в том числе за счет увеличения коэффи-
циента молярного поглощения красителей, пред-
ставляется актуальной задачей.

Цель данного исследования заключалась в
оценке потенциала нового класса красителей в
качестве низкомолекулярных флуорогенов для
систем флуоресцентного мечения на основе бел-
ков FAST и nanoFAST.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Цианиновые красители обладают рядом по-
лезных свойств, среди которых следует отметить
большие коэффициенты молярного поглощения,
узкие полосы поглощения/излучения, высокую
биосовместимость и низкую токсичность для
биологических образцов [12]. В случае высокого
квантового выхода флуоресценции флуорогена в
комплексе с белком подобные красители могут
обеспечить разработку новых эффективных си-
стем мечения с большей яркостью. В настоящей
работе мы решили опробовать набор из 18 циани-
новых производных в качестве флуорогенов для
белков FAST и nanoFAST (схема 1). Производные
(I–IX), (XIII) и (XIV) получены по литературным

1 Дополнительные материалы для этой статьи доступны по
doi 10.31857/S013234232204011X для авторизованных поль-
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методикам [13–23], а новые производные (X–XII)
и (XV–XVIII) синтезированы реакцией конденса-
ции Кневенагеля кипячением карбанион-образу-

ющей и карбонил-содержащей электрофильной
компонент в водном этаноле в присутствии катали-
тического количества пиперидина (схема 1) [24].

Схема 1. (а) – Структуры цианиновых красителей (I–VI); (б) – схема синтеза производных (X–XII) и (XV–XVIII); 
(в) – структуры цианиновых красителей (VII–XVIII).

Изучение изменения интенсивности флуорес-
ценции при взаимодействии с белками FAST и
nanoFAST позволило выявить фрагменты, при-
годные для последующего дизайна пар цианино-
вых красителей с данными белками. Так, сравне-
ние симметричных красителей (IV–VI) показало
перспективность триметинового звена соедине-
ния (V) (11.3-кратное увеличение интенсивности
флуоресценции, см. табл. 1) для последующего
дизайна цианиновых красителей с гетероцикличе-
скими фрагментами, отличными от бензотиазоль-
ного. Из гетероциклических фрагментов цианинов
можно выделить бензотиазольный и 1,2,3,5,6,7-гек-

сагидропиридо[3,2,1-ij]хинолиновый (джулолиди-
новый)/1,2,2,4,6-пентаметил-1,2-дигидрохино-
линовый фрагменты, наличие которых обеспечило
“разгорание” красителей в 5–7 раз (см. табл. 1 для
соединений (IX–XII)).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Препараты белков FAST и nanoFAST получали

согласно описанным ранее методикам [6, 8]. Уве-
личение интенсивности флуоресценции опреде-
ляли как отношение интенсивности флуоресцен-
ции раствора хромофор + белок к интенсивности

N

N

S

R1

N

N

S

S

N

NS

n

N

S

R3

NR3
R2

H

O

N N
N

N

S R2

R3

NR3
R2

R1 = −CH3 (TsO−) (I), −CH2C(O)O− (II) n = 0 (IV), 1 (V), 2 (VI)

−CH3 − − − −(CH2)4SO3

(XII)

(X−XII)

(VII)

R3

R2

(XIII) (XIV) (XV)

(VIII) (XI)

(XVI)

(XV−XVIII)

(IX) (X)

(XVII) (XVIII)

(III)

I

I

(а)

(б)

(в)

I I

, пиперидин

96%-ный водн. этанол

I

I

−CH3 −(CH2)4SO3 −CH3 −(CH2)4SO3

или

Карбанион-образующие компоненты



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 48  № 4  2022

ЦИАНИНОВЫЕ КРАСИТЕЛИ В КАЧЕСТВЕ ФЛУОРОГЕНОВ 497

флуоресценции раствора свободного хромофора,
зарегистрированным на планшет-ридере Tecan
Infinite 200 Pro M Nano (Tecan Trading AG, Швей-
цария), работающем в двух режимах (1 и 10 мкМ
раствор хромофора и белка соответственно). Ре-
гистрацию интенсивности флуоресценции обоих
растворов осуществляли при одинаковой длине
волны, приведенной для каждого соединения
(табл. 1). Из-за используемых концентраций мог-
ли возникнуть ненасыщенные условия. Корректи-
ровку интенсивности поглощения не проводили.

Общая методика получения производных (X–XII)
и (XV–XVIII). К раствору соответствующих карб-
анион-образующей компоненты (1 ммоль) и кар-
бонил-содержащей компоненты (1.5 ммоль) в
96%-ном водном этаноле (15 мл) добавляли ката-
литическое количество пиперидина (10 мкл), по-
лученный раствор кипятили с обратным холо-
дильником в течение 20 ч. Реакционную смесь
упаривали на роторном испарителе. Остаток рас-
тирали с ацетоном (5 мл), выпавший осадок от-
фильтровывали и промывали ацетоном (3 × 5 мл).
Очистку целевого соединения проводили с помо-
щью колоночной хроматографии на силикагеле в
градиенте концентраций метанола в дихлормета-
не (10 → 30%, v/v), получая соответствующее це-
левое соединение.

4-(2-(2-(2,3,6,7-Тетрагидро-1H,5H-пиридо-
[3,2,1-ij]хинолин-9-ил)винил)бензо[d]тиазол-3-ий-
3-ил)бутан-1-сульфонат (X). Темно-фиолетовый
аморфный порошок (180 мг, 77%).

Иодид 3-метил-2-(2-(1,2,2,4-тетраметил-1,2-
дигидрохинолин-6-ил)винил)бензо[d]тиазол-3-ия (XI).
Темно-красный аморфный порошок (85 мг, 73%).

4-(2-[2-(1,2,2,4-Тетраметил-1,2-дигидрохино-
лин-6-ил)винил)бензо[d]тиазол-3-ий-3-ил)бутан-
1-сульфонат (XII). Темно-фиолетовый аморфный
порошок (160 мг, 86%).

Иодид 1-метил-4-[2-(2,3,6,7-тетрагидро-
1Н,5Н-пиридо[3,2,1-ij]хинолин-9-ил)винил)пири-
дин-1-ия (XV). Фиолетовый аморфный порошок
(45 мг, 45%).

4-(4-[2-(2,3,6,7-Тетрагидро-1Н,5Н-бензо[ij]хи-
нолизидин-9-ил)винил)пиридин-1-ий-1-ил)бутан-1-
сульфонат (XVI). Темно-красный аморфный поро-
шок (21 мг, 33%).

Иодид 1-метил-4-[2-(1,2,2,4-тетраметил-1,2-
дигидрохинолин-6-ил)винил]пиридин-1-ия (XVII).
Темно-красный аморфный порошок (60 мг,
50%).

4-(4-[2-(1,2,2,4-Тетраметил-1,2-дигидрохино-
лин-6-ил)винил]пиридин-1-ий-1-ил)бутан-1-суль-
фонат (XVIII). Красный аморфный порошок
(90 мг, 70%).

Данные спектров полученных соединений
(X–XII) и (XV–XVIII) приведены в дополнитель-
ных материалах.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящей работе синтезировано семь но-
вых цианиновых красителей. Данные соедине-
ния, вместе с одиннадцатью описанными ранее
производными, были оценены в качестве флуо-
рогенов для белков FAST и nanoFAST. Выявлены
структурные элементы цианиновых красителей,
перспективные для последующего дизайна новых
белковых флуоресцентных меток на основе пар ци-
аниновый флуороген–FAST/nanoFAST, а именно
бензотиазольный и 1,2,3,5,6,7-гексагидропи-
ридо[3,2,1-ij]хинолиновый (джулолидиновый)/
1,2,2,4,6-пентаметил-1,2-дигидрохинолиновый фраг-
менты, наличие которых обеспечило при взаимо-
действии с белками FAST и nanoFAST “разгора-
ние” красителей в 5–7 раз.

Таблица 1. Увеличение интенсивности флуоресценции соединений (IV–VI) и (IX–XII) при взаимодействии с
белками FAST и nanoFAST

Соединение

Увеличение интенсивности флуоресценции при заданной длине волны возбуждения 
при взаимодействии с белком FAST (nanoFAST)

380 нм 430 нм 480 нм 530 нм 580 нм

(IV) 1.54 (1.71) 2.10 (2.50) 1.03 (1.11) 1.08 (1.10) 1.19 (1.37)

(V) 1.07 (1.43) 1.07 (1.22) 1.43 (1.75) 2.31 (3.16) 7.40 (11.30)

(VI) 1.49 (1.39) 1.10 (1.21) 1.10 (1.19) 1.39 (1.66) 1.09 (1.58)

(IX) 1.08 (1.41) 1.12 (1.26) 1.99 (2.09) 5.08 (4.84) 6.27 (5.53)

(X) 1.32 (1.42) 1.11 (1.27) 1.47 (1.84) 3.23 (4.61) 4.99 (7.00)

(XI) 1.34 (1.68) 1.21 (1.32) 2.34 (2.24) 4.87 (4.36) 7.15 (6.24)

(XII) 1.26 (1.62) 1.13 (1.26) 1.75 (1.85) 3.30 (3.60) 5.54 (6.62)
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Cyanine Dyes as Fluorogens for FAST and nanoFAST Proteins
A. A. Khrulev*, N. S. Baleeva*, **, P. N. Kamzeeva*, M. S. Baranov*, **, and A. V. Aralov*, #

#E-mail: baruh238@mail.ru
*Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, ul. Miklukho-Maklaya 16/10, Moscow, 117997 Russia

**Pirogov Russian National Research Medical University, ul. Ostrovitianova 1, Moscow, 117997 Russia

Seven new cyanine dyes were synthesized. These compounds, together with eleven described derivatives of
the same class, have been probed as f luorogens for the FAST and nanoFAST proteins. The study of the in-
crease in f luorescence intensity upon interaction with these proteins allowed to identify structural elements
suitable for the design of protein labeling systems based on cyanine dye–fluorogen-activating protein pairs.
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