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КАК ФЛУОРОГЕНЫ ДЛЯ БЕЛКА FAST
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Синтезирован ряд (Z)-5-(4-гидроксибензилиден)-2-тиоксотиазолидин-4-онов, содержащих атомы
галогенов в разных положениях бензилиденового фрагмента. Все новые соединения проявляют
флуорогенные свойства и образуют флуоресцентные комплексы с белком FAST. Показано, что про-
изводные, содержащие атомы галогенов в третьем положении 4-гидроксибензилидена, могут быть
использованы в качестве лигандов флуороген-активирующего белка FAST во флуоресцентной мик-
роскопии.
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ВВЕДЕНИЕ
Среди генетически кодируемых флуоресцент-

ных меток большую популярность приобретают
флуороген-активирующие белки [1, 2]. Такие
белки применяют в паре с флуорогенами – не-
большими органическими соединениями. Взаи-
модействие эти двух компонентов приводит к об-
разованию комплекса с яркой флуоресценцией, в
то время как по отдельности белок и его лиганд не
флуоресцируют. Благодаря такому принципу ра-
боты эти белки имеют ряд преимуществ в сравне-
нии с прочими флуоресцентными метками. Приме-
нение самомодифицирующихся белков обязатель-
но включает отмывку ярко флуоресцирующего
несвязанного флуорофора [3, 4], в то время как при
использовании флуороген-активирующих белков
стадию отмывки можно исключить, поскольку в
свободном виде флуороген не дает фонового сиг-
нала. Другому типу генетически-кодируемых ме-
ток – флуоресцентным белкам – для созревания
хромофора необходимы дополнительное время и
присутствие кислорода [5], тогда как у флуоро-

ген-активирующих белков хромофор может быть
добавлен в любой момент. Еще одно преимуще-
ство флуороген-активирующих белков – их ма-
лый размер. В то время как молекулярная масса
флуоресцентных белков составляет 26–30 кДа [6],
наиболее известный флуороген-активирующий
белок FAST имеет массу всего 14 кДа [7], а недав-
но нами был предложен белок nanoFAST массой
всего 10.8 кДа – на данный момент это самая ма-
ленькая генетически кодируемая метка [8].

В качестве флуорогенов белка FAST использу-
ются различные арилиден-имидазолоны или ари-
лиден-роданины [9–11]. При рассмотрении
структур роданиновых лигандов можно увидеть,
что введение различных групп в бензилиденовом
фрагменте молекулы зачастую не приводит к по-
тере флуорогенных свойств (рис. 1) [9]. Однако
такие модификации влияют на флуоресцентные
свойства комплекса, в частности происходит ба-
тохромное смещение максимумов поглощения и
испускания при введении более электронно-до-
норных заместителей. Поскольку важным свой-
ством флуоресцентных меток, применяемых во
флуоресцентной микроскопии, выступает цвето-
вое разнообразие, мы решили ввести другие заме-
стители, изостерические относительно уже суще-
ствующих флуорогенов, однако обладающие
иными электронно-донорными или акцепторны-
ми эффектами, и исследовать влияние этих замен
на флуорогенные свойства.

1 Сокращения: HBR – 4-гидроксибензилиден-роданин;
HMBR – 4-гидрокси-3-метилбензилиден-роданин;
HBR-2,5-DM – 4-гидрокси-2,5-диметилбензилиден-рода-
нин; HBR-3,5-DM – 4-гидрокси-3,5-диметилбензилиден-
роданин; HBR-3-OM – 4-гидрокси-3-метоксибензилиден-
роданин; HBR-3,5-DOM – 4-гидрокси-3,5-диметоксибен-
зилиден-роданин.
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Целью настоящей работы стало создание ряда
4-гидроксибензилиден-роданинов, содержащих
разные галогеновые заместители в разных поло-
жениях бензилиденового фрагмента, и изучение
флуорогенных свойств новых соединений.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
4-Гидроксибензилиден-роданины (III) были

синтезированы путем конденсации насыщенного

роданина (I) с разными галогенсодержащими
альдегидами (II). Реакцию проводили в уксусной
кислоте в присутствии ацетата натрия при нагре-
вании (схема 1). Изучение оптических свойств по-
лученных производных показало, что все они ха-
рактеризуются абсорбцией с максимумами в обла-
сти 380–390 нм. Также было установлено, что эти
соединения слабо флуоресцируют (квантовый вы-
ход не выше 0.5%) с максимумом ~440–450 нм.

Схема 1. Схема синтеза соединений (III).

Дальнейшие исследования показали, что все
полученные соединения проявляют флуороген-
ные свойства – при смешивании с белком FAST
происходит резкое усиление флуоресценции.
Наиболее яркое разгорание (в 30–70 раз) было за-
фиксировано для соединений, имеющих галоге-
новый заместитель в третьем положении арома-
тического фрагмента (соединения (IIIс–e)), и для
дизамещенных аналогов (соединения (IIIf–h)).
Также мы установили, что новые производные
(III) хорошо связываются с белком FAST. Значе-
ние Kd варьировало от 0.03 до 0.30 мкМ (для из-
вестных роданиновых лигандов белка FAST зна-
чение Kd составляет 0.01–0.97 мкМ [7, 9]).

Для более подробного изучения мы отобрали
наиболее перспективных кандидатов на роль но-
вых флуорогенов белка FAST – соединения, ко-
торые имеют Kd < 0.20 мкМ и при этом разгорают-
ся в присутствии белка более чем в 60 раз. В ре-
зультате была выбрана пара производных,
содержащих атомы хлора и брома в третьем поло-
жении ароматического кольца (соединения (IIIc)
и (IIId) соответственно). Установлено, что при
взаимодействии с белком FAST эти соединения
образуют флуоресцентные комплексы с максиму-
мом абсорбции ~470 нм и максимумом эмиссии
~530 нм (рис. 2). Оба комплекса характеризуются
схожей яркостью: квантовым выходом 11% и коэф-
фициентом экстинкции ~45000 М–1 см–1 (табл. 1).
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Рис. 1. Строение известных 4-гидроксибензилиден-роданиновых флуорогенов белка FAST и оптические свойства
флуоресцентных комплексов FAST–флуороген.
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СОКОЛОВ и др.

Мы сравнили полученные результаты с данны-
ми, известными для других роданиновых флуороге-
нов, и установили, что комплекс FAST–HBR
(4-гидроксибензилиден-роданин без заместителей
в фенольном кольце) проявляет наиболее схожие
свойства [7]. Он поглощает и испускает свет с мак-
симумами 467 и 527 нм соответственно, но с за-
метно меньшей интенсивностью, чем комплексы
FAST–(IIIc) и FAST–(IIId) (табл. 1). Прочие же
известные роданиновые комплексы белка FAST
характеризуются более длинноволновыми макси-
мумами абсорбции и эмиссии (минимальная раз-
ница составляет 15 нм) [9]. Таким образом, моди-
фикация роданиновых флуорогенов белка FAST
введением атомов брома и хлора в третье положе-
ние фенольной группы позволила увеличить цве-
товую палитру генетически кодируемых флуорес-
центных меток на основе белка FAST.

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), спектры погло-
щения – на спектрофотометре Cary 100 Bio (Vari-
an, США), спектры флуоресценции – на спектро-
флуориметре Cary Eclipse (Varian, США). Темпе-
ратуры плавления определяли на приборе SMP 30
(Stuart Scientific, Великобритания) и не исправля-
ли. Масс-спектры высокого разрешения реги-
стрировали на приборе micrOTOF II (Bruker, Гер-
мания), ионизация электрораспылением.

Белок FAST. Препарат белка FAST получен со-
гласно методике, описанной ранее [9].

Синтез (Z)-5-(4-гидроксибензилиден)-2-тиок-
сотиазолидин-4-онов (III). В пробирку с завинчи-
вающейся крышкой помещали соответствующий
ароматический альдегид (2 ммоль), 2-тиоксотиа-
золидин-4-он (320 мг, 2.4 ммоль), безводный аце-
тат натрия (492 мг, 6 ммоль) и 5 мл ледяной уксус-
ной кислоты. Полученную смесь перемешивали
при 110°С в течение 2–5 ч. За прохождением реак-
ции следили по ТСХ (элюент – хлороформ и эта-
нол, 50 : 1). После окончания реакции реакцион-
ную смесь охлаждали до комнатной температуры
и выливали в 100 мл дистиллированной воды. По-
лученный раствор подкисляли соляной кислотой
(водный раствор, 5%) до pH 2.0. Выпавший оса-
док отфильтровывали и промывали дистиллиро-
ванной водой (2 × 30 мл). Полученный продукт
перекристаллизовывали из смеси CH2Cl2/MeOH
(v/v, 10 : 1) с добавлением н-гексана.

(Z)-5-(2-Хлор-4-гидроксибензилиден)-2-тиок-
сотиазолидин-4-он (IIIa). Оранжевый порошок
(433 мг, 80%); т. пл. 267–269°C. 1H-ЯМР: 6.95 (дд,
J2 8.6, 2.3, 1H), 7.02 (д, J2 2.3, 1H), 7.40 (д, J2 8.6,
1H), 7.73 (с, 1H), 10.83 (с, 1H), 13.82 (уш. с., 1H).
13C-ЯМР: 115.8, 117.2, 121.3, 124.4, 126.6, 130.9,
136.6, 160.7, 169.3, 195.4. HRMS (ESI), m/z: найде-
но М, 269.9455; рассчитано для C10H5ClNO2 ,
[M – H]– 269.9456.

(Z)-5-(2-Бром-4-гидроксибензилиден)-2-тиок-
сотиазолидин-4-он (IIIb). Оранжевый порошок
(120 мг, 19%); т. пл. 234–236°C. 1H-ЯМР: 6.98 (дд,

−
2S

Рис. 2. Нормализованные спектры абсорбции (зеле-
ные кривые) и эмиссии (красные кривые) комплек-
сов FAST–(IIIc) (а) и FAST–(IIId) (б) в фосфатном
буфере.
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Таблица 1. Оптические свойства комплексов белка FAST в фосфатном буфере

Примечание: данные для комплекса FAST–HBR взяты из статьи Plamont et al. [7].

Комплекс Максимум 
поглощения, нм

Максимум 
эмиссии, нм

Kd, мкM
Коэффициент 

экстинкции, М–1 см–1

Квантовый выход 
флуоресценции, 

%

FAST–HBR 467 527 0.62 44000 9
FAST–(IIIc) 469 527 0.14 46500 11
FAST–(IIId) 470 530 0.13 45500 11
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J2 8.7, 2.5, 1H), 7.19 (д, J2 2.6, 1H), 7.38 (д, J2 8.6,
1H), 7.71 (с, 1H), 10.80 (с, 1H), 13.80 (уш. с., 1H).
13C-ЯМР: 116.2, 120.4, 122.9, 124.6, 127.5, 129.4,
130.9, 160.6, 169.3, 195.4. HRMS (ESI), m/z: найде-
но М, 313.8957; рассчитано для C10H5BrNO2 ,
[M – H]– 313.8951.

(Z)-5-(3-Хлор-4-гидроксибензилиден)-2-тиок-
сотиазолидин-4-он (IIIc). Оранжевый порошок
(158 мг, 29%); т. пл. 265–266°C. 1H-ЯМР: 7.12 (д,
J2 8.6, 1H), 7.39 (дд, J2 8.6, 2.3, 1H), 7.55 (с, 1H),
7.65 (д, J2 2.3, 1H), 11.16 (с, 1H), 13.74 (уш. с.,
1H). 13C-ЯМР: 117.4, 120.8, 122.8, 125.2, 130.3,
130.8, 132.9, 155.6, 169.3, 195.2. HRMS (ESI), m/z: най-
дено М, 269.9455; рассчитано для C10H5ClNO2 ,
[M – H]– 269.9456.

(Z)-5-(3-Бром-4-гидроксибензилиден)-2-тиок-
сотиазолидин-4-он (IIId). Желтый порошок
(417 мг, 66%); т. пл. 263–265°C. 1H-ЯМР: 7.10 (д,
J2 8.4, 1H), 7.42 (дд, J2 8.5, 2.3, 1H), 7.54 (c, 1H),
7.78 (д, J2 2.2, 1H), 11.22 (с, 1H), 13.73 (уш. с., 1H).
13C-ЯМР: 110.3, 117.1, 122.7, 125.6, 130.7, 130.9,
136.0, 156.6, 169.3, 195.2. HRMS (ESI), m/z: найдено
М, 313.8957; рассчитано для C10H5BrNO2 , [M – H]–

313.8951.
(Z)-5-(3-Фтор-4-гидроксибензилиден)-2-тиок-

сотиазолидин-4-он (IIIe). Оранжевый порошок
(65 мг, 13%); т. пл. 261–263°C. 1H-ЯМР: 7.11 (т,
J2 8.7, 1H), 7.27 (дд, J2 8.4, 2.2, 1H), 7.45 (дд, J2 12.2,
2.3, 1H), 7.56 (с, 1H), 10.85 (с, 1H), 13.74 (уш. с.,
1H). 13C-ЯМР: 118.6, 122.8, 124.6 (д, J2 6.6), 127.6,
131.1, 132.9 (д, J2 3.7), 147.9 (д, J2 11.7), 151.0 (д,
J2 243.2), 169.4, 195.3. HRMS (ESI), m/z: найдено
М, 253.9753; рассчитано для C10H5FNO2 , [M – H]–

253.9751.
(Z)-5-(3,5-Дихлор-4-гидроксибензилиден)-2-

тиоксотиазолидин-4-он (IIIf). Желтый порошок
(202 мг, 33%); т. пл. 268–269°C. 1H-ЯМР: 7.53 (c,
1H), 7.57 (c, 2H), 11.21 (уш. с., 1H), 13.69 (уш. с.,
1H). 13C-ЯМР: 122.8, 124.7, 125.8, 129.1, 130.3,
151.0, 169.0, 194.7. HRMS (ESI), m/z: найдено М,
303.9072; рассчитано для C10H4Cl2NO2 , [M – H]–

303.9066.
(Z)-5-(3,5-Дибром-4-гидроксибензилиден)-2-

тиоксотиазолидин-4-он (IIIg). Оранжевый поро-
шок (120 мг, 19%); т. пл. 310–321°C с разложени-
ем. 1H-ЯМР: 7.54 (с, 1H), 7.75 (с, 2H), 10.95 (уш. с.,
1H), 13.77 (уш. с., 1H). 13C-ЯМР: 112.4, 124.8, 127.4,
129.0, 134.1, 152.9, 169.1, 194.8. HRMS (ESI), m/z: най-
дено М, 393.8041; рассчитано для C10H5Br2NO2 ,
[M – H]– 393.8035.

(Z)-5-(3,5-Дифтор-4-гидроксибензилиден)-2-
тиоксотиазолидин-4-он (IIIh). Желтый порошок
(390 мг, 71%); т. пл. 272–273°C. 1H-ЯМР: 7.27 (д,

−
2S

−
2S

−
2S

−
2S

−
2S

−
2S

J2 8.5, 2H), 7.51 (с, 1H), 11.23 (уш. с., 1H), 13.78
(уш. с., 1H). 13C-ЯМР: 114.1 (дд, J2 17.3, 5.3), 123.3
(т, J2 9.2), 124.6, 129.9, 136.5 (т, J2 16.4), 152.2 (дд,
J2 243.7, 7.8), 169.2, 195.0. HRMS (ESI), m/z: най-

дено М, 271.9654; рассчитано для C10H4F2NO2 ,
[M – H]– 271.9657.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Синтезирован ряд галогенсодержащих (Z)-5-

(4-гидроксибензилиден)-2-тиоксотиазолидин-4-
онов. Установлено, что все новые соединения об-
ладают флуорогенными свойствами и способны
образовывать флуоресцентные комплексы с бел-
ком FAST. Показано, что 3-хлор- и 3-бром-4-гид-
роксибензилиден-роданины не уступают по эф-
фективности известным роданиновым флуороге-
нам, расширяют цветовую палитру флуорогенов
белка FAST и могут применяться во флуоресцент-
ной микроскопии.
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Halogen-Containing 4-Hydroxybenzylidene-Rhodanines as Fast Protein Fluorogens
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*Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry RAS, ul. Miklukho-Maklaya 16/10, Moscow, 117997 Russia

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

We report a series of (Z)-5-(4-hydroxybenzyliden)-2-thioxothiazolidin-4-ones containing a halogens at the
various position of benzylidene moiety. The new compounds exhibit f luorogenic properties and form fluo-
rescent complexes with FAST. We showed that 3-halogen-4-hydroxybenzyliden-rhodanines can be used as
ligands for the f luorogen-activating protein FAST in the f luorescent microscopy.

Keywords: rhodanines, fluorogens, fluorescence-activating proteins, fluorescence
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