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СИНТЕЗ КОНЪЮГАТА 24-ЭПИКАСТАСТЕРОНА  
С ФЛУОРЕСЦЕНТНЫМ КРАСИТЕЛЕМ BODIPY

Аннотация. Для проведения исследований молекулярных событий с участием брассиностероидов в живой 
клетке осуществлен синтез меченного флуоресцентным красителем BODIPY фитогормона 24-эпикастастерона. 
Отличительной особенностью полученного конъюгата является сохранение в его молекуле нативных функциональ-
ных группировок брассиностероидов, ответственных за физиологические эффекты данного класса соединений, что 
призвано обеспечить его эффективное связывание с соответствующим рецептором. В качестве ключевой стадии хи-
мического синтеза использована реакция азид-алкинового [3 + 2]-циклоприсоединения стероидного азида с содер-2]-циклоприсоединения стероидного азида с содер-
жащим ацетиленовый фрагмент BODIPY красителем.
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SYNTHESIS OF 24-EPICASTASTERONE CONJUGATE WITH FLUORESCENT DYE BODIPY

Abstract. To carry out studies of molecular events involving brassinosteroids in a living cell, the synthesis of the phyto-
hormone 24-epicastasterone labeled with a fluorescent dye BODIPY was performed. A distinctive feature of the conjugate 
obtained is the preservation in its molecule of native functional groups of brassinosteroids responsible for the physiological 
effects of this class of compounds, which is intended to ensure its effective binding to the corresponding receptor. The reac-
tion of azide-alkyne [3 + 2]-cycloaddition of steroid azide with an acetylene BODIPY-containing dye fragment was used as 
a key stage in chemical synthesis.
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Введение. Флуоресцентная визуализация относится к числу наиболее динамично развиваю-
щихся методов современной молекулярной биологии [1]. Данный метод позволяет отслеживать 
динамику молекулярных событий in vivo как на уровне целого организма, так и на клеточном 
и субклеточном уровнях. Необходимым условием проведения таких исследований является на-
личие должным образом флуоресцентно-меченых биомолекул (флуоресцентных репортеров). 
Важное место среди практически значимых биологически активных веществ занимают соедине-
ния стероидной природы, включая стероидные гормоны растений – брассиностероиды (БС) [2]. 
В литературе описан синтез ряда конъюгатов БС с флуоресцентными красителями [3–6], струк-[3–6], струк-, струк-
туры некоторых из них приведены на рис. 1. Общим недостатком почти всех этих конъюгатов 
является то, что они получены путем ковалентного связывания флуорофора с одной или более 
функциональными группами стероидной молекулы. 

Очевидно, что биологические свойства таких конъюгатов будут отличаться от свойств исход-
ных БС, так как функциональные группы принимают непосредственное участие во взаимодей-
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ствии с рецептором, обеспечивая формирование и передачу гормонального сигнала. В связи 
с этим основной целью настоящего исследования было создание конъюгатов БС с флуоресцент-
ной меткой, у которых были бы сохранены все функциональные группировки, характерные для 
данного класса фитогормонов.

Второй проблемой, которая решалась в ходе выполнения настоящего исследования, был вы-
бор флуоресцентной метки. Помимо подходящих флуоресцентных свойств, метка не должна 
оказывать существенного влияния на полярность, распределение заряда, размер и стереохимию 
конъюгата. Анализ литературы показал, что красители BODIPY (4,4-дифтор-4-бора-3а, 4а-диаза-
s-индацен), интенсивно изучаемые в последние два десятилетия [7; 8], по сравнению с другими 
флуорофорами имеют ряд преимуществ, таких как высокий коэффициент экстинкции и кванто-
вый выход флуоресценции, относительно длительные времена существования возбужденного 
состояния и малая зависимость флуоресцентных свойств от рН и полярности. Ранее нами осу-
ществлен синтез конъюгата 3, в котором BODIPY флуоресцентная метка присоединена к боко-BODIPY флуоресцентная метка присоединена к боко- флуоресцентная метка присоединена к боко-
вой цепи [6]. Хотя все функциональные группы БС в данном случае остались незатронутыми, 
блокирование важного для проявления биологической активности терминального фрагмента бо-
ковой цепи может препятствовать эффективному связыванию стероидной молекулы 3 с рецепто-
ром. В настоящей работе приводится синтез конъюгата 4, в котором для связывания с флуорес-
центным красителем используется С-15 атом углерода, удаленный как от функциональных груп-
пировок, так и от боковой цепи молекулы.

Экспериментальная часть. Спектры ЯМР 1Н регистрировали на приборе фирмы Bruker 
BioSpin AVANCE 500 (500 МГц) в дейтерохлороформе. Значения химических сдвигов даны от-
носительно сигнала остаточного CHCl3 (dH 7,26). Масс-спектр регистрировали с помощью высо-
коэффективного жидкостного хроматографа Accela с масс-селективным детектором LCQ Fleet 
путем детектирования положительных ионов в режиме прямого ввода. Использованные в работе 
реактивы (трет-бутилдифенилсилилхлорид, 4-(диметиламино)пиридин, N-гидроксисукцини-
мид, 1-этил-3-(3-диметиламинопропил)карбодиимид гидрохлорид, трис(3-гидроксипропил триа-
золилметил)амин) приобретены у фирмы Sigma-Aldrich. Протекание реакций контролировали 
методом ТСХ на пластинах Merck 60 F254. Очистку синтезируемых соединений проводили ме-Merck 60 F254. Очистку синтезируемых соединений проводили ме- 60 F254. Очистку синтезируемых соединений проводили ме-F254. Очистку синтезируемых соединений проводили ме-254. Очистку синтезируемых соединений проводили ме-
тодом колоночной хроматографии на силикагеле Merck 60 (0,063–0,2 мм). 

(22R,23R)-2α,3α,22,23-Тетраацетокси-15β-(4-гидроксибутил)-5α-эргостан-6-он (11). К раствору 
(22R,23R)-2a,3a,22,23-тетрагидрокси-15b-(4-гидроксибутил)-5a-эргостан-6-она 9 (6 мг, 0,011 ммоль, 
получали из андростенолона 8 по методике [9]) в диметилформамиде (0,06 мл) прибавляли 

Рис. 1. Структуры конъюгатов брассиностероидов с флуоресцентными метками 1–4
Fig. 1. Structures of conjugates of brassinosteroids with fluorescent labels 1–4
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трет-бутилдифенилсилилхлорид (3,6 мкл, 0,014 ммоль). Полученный раствор выдерживали 
в течение 12 ч при комнатной температуре, затем разбавляли водой (0,6 мл) и экстрагировали 
этилацетатом (2 × 1 мл). Объединенные органические экстракты сушили безводным сульфатом 
натрия, упаривали и тетраол 10 (8 мг, 96 %) использовали в следующей стадии без дополнитель-
ной очистки.

К раствору тетраола 10 (8 мг, 0,01 ммоль) в пиридине (100 мкл) прибавляли 4-(диметилами-
но)пиридин (10 мг, 0,081 ммоль) и уксусный ангидрид (50 мкл, 0,53 ммоль). Реакционную смесь 
перемешивали при комнатной температуре в течение 12 ч, затем упарили при пониженном дав-
лении. Остаток растворяли в этилацетате (3 мл) и последовательно промывали водой, 5 %-ной 
соляной кислотой и насыщенным раствором бикарбоната натрия. Органический слой сушили 
безводным сульфатом натрия и упаривали. Остаток растворяли в 0,5 М растворе тетрабутилам-
моний фторида в тетрагидрофуране (250 мкл, 0,125 ммоль). Реакционную смесь перемешивали 
при комнатной температуре в течение 12 ч, затем разбавляли этилацетатом. Органический слой 
промывали насыщенным раствором хлорида аммония и водой, сушили безводным сульфатом 
натрия и упаривали. Остаток хроматографировали на колонке с силикагелем. Получали 4 мг 
(50 % в расчете на 9) спирта 11 в виде масла. Спектр ЯМР 1Н (d, м. д.): 5,40–5,36 (м, 1H), 5,25  
(д, J = 7,0 Гц, 1H), 5,06 (дд, J = 6,5, 5,5 Гц, 1H), 4,96 (ддд, J = 12,2, 4,3, 3,2 Гц, 1H), 3,63 (т, J =  
6,5 Гц, 2H), 2,57 (дд, J = 12,5, 3,3 Гц, 1H), 2,50–2,41 (м, 2H), 2,08 (с, 3H), 2,05 (с, 3H), 2,04 (с, 3H), 
1,99 (с, 3H), 1,00 (д, J = 6,7 Гц, 3H), 0,94 (д, J = 6,9 Гц, 3H), 0,86 (д, J = 8,2 Гц, 3H), 0,85 (с, 3H), 0,83 
(д, J = 7,1 Гц, 3H), 0,80 (с, 3H).

(22R,23R)-2α,3α,22,23-Тетраацетокси-15β-(4-((метилсульфонил)окси)бутил)-5α-эргостан-6-он 
(12). К охлажденному до –20 °С раствору спирта 11 (4 мг, 0,0055 ммоль) и триэтиламина (3,2 мкл, 
0,023 ммоль) в дихлорметане (100 мкл) прибавляли метансульфонилхлорид (1,6 мкл, 0,021 ммоль). 
Реакционную смесь перемешивали в течение 10 ч при комнатной температуре, затем прибавля-
ли насыщенный раствор бикарбоната натрия (0,5 мл) и полученную двухфазную систему пере-
мешивали в течение 30 мин. Водный слой экстрагировали метиленхлоридом (2 × 1 мл). Объеди-
ненные органические слои сушили безводным сульфатом натрия и упаривали. Получали 4 мг 
(90 %) мезилата 12 в виде масла. Спектр ЯМР 1Н (d, м, д.): 5,46–5,42 (м, 1H), 5,29 (д, J = 6,4 Гц, 
1H), 5,11 (дд, J = 6,4, 5,6 Гц, 1H), 5,01 (ддд, J = 11,9, 4,4, 3,5 Гц, 1H), 4,26 (т, J = 6,4 Гц, 2H), 3,07  
(с, 3H), 2,62 (дд, J = 12,2, 3,1 Гц, 1H), 2,53–2,46 (м, 1H), 2,13 (с, 3H), 2,10 (с, 3H), 2,09 (с, 3H), 2,04  
(с, 3H), 1,06 (д, J = 6,8 Гц, 3H), 0,99 (д, J = 6,7 Гц, 3H), 0,91 (д, J = 6,9 Гц, 3H), 0,90 (с, 3H), 0,88  
(д, J = 7,1 Гц, 3H), 0,85 (с, 3H).

(22R,23R)-2α,3α,22,23-Тетрагидрокси-15β-(4-азидобутил)-5α-эргостан-6-он (13). К раствору 
мезилата (12) (3 мг, 0,0038 ммоль) в диметилформамиде (60 мкл) прибавили азид натрия (1 мг, 
0,015 ммоль). Реакционную смесь перемешивали при 60 °С в течение 4 ч, затем разбавили водой 
(1 мл) и экстрагировали этилацетатом (2 × 2 мл). Органические слои высушили безводным суль-
фатом натрия и упарили. Остаток разбавили 5 %-ным раствором едкого калия в метаноле и смесь 
выдержали при 40 °С в течение 6 ч. Смесь разбавили водой и экстрагировали хлороформом. 
Экстракты сушили безводным сульфатом натрия и упаривали. Остаток хроматографировали на 
колонке с силикагелем, элюируя смесью хлороформа с метанолом. Получали 1 мг (46 % из 12) 
азида 13 в виде масла. Спектр ЯМР 1Н (d, м. д.): 4,11 (м, 1H), 3,82 (м, 1H), 3,76 (м, 1H), 3,70–3,67  
(м, 1H), 3,46 (м, 1H), 3,31 (с, 2H), 1,04 (д, J = 6,5 Гц, 3H), 0,98 (д, J = 6,9 Гц, 3H), 0,93 (д, J = 6,7 Гц, 3H), 
0,93 (с, 3H), 0,91 (д, J = 6,7 Гц, 3H), 0,85 (с, 3H).

2,5-Диоксопирролидин-1-ил дец-9-иноат (16). К раствору дец-9-иноевой кислоты 14 (119 мг, 
0,71 ммоль), N-гидроксисукцинимида 15 (164 мг, 1,43 ммоль), 4-(диметиламино)пиридина (10 мг, 
0,082 ммоль) и пиридина (60 мкл, 0,74 ммоль) в метиленхлориде прибавляли 1-этил-3-(3-ди-
метиламинопропил)карбодиимид гидрохлорид (143 мг, 0,75 ммоль). Смесь перемешивали при 
комнатной температуре в течение 12 ч, затем разбавляли метиленхлоридом (5 мл) и промывали 
водой (2 × 1 мл) и насыщенным раствором бикарбоната натрия (1 × 1 мл). Органический слой 
сушили безводным сульфатом натрия и упаривали. Получали 129 мг (68 %) сукцинимидного 
эфира 16 в виде масла. Спектр ЯМР 1Н (d, м. д.): 2,96–2,81 (м, 4H), 2,65 (т, J = 7,5 Гц, 2H), 2,27–2,20 
(м, 2H), 2,01–1,96 (м, 1H), 1,80 (дт, J = 15,1, 7,5 Гц, 2H), 1,62–1,53 (м, 2H), 1,51–1,33 (м, 6H).
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N-(4-(4,4-Дифтор-1,3,5,7-тетраметил-4-бора-3a,4a-диаза-s-индацен-8-ил)бутил)дец-9-
инамид (18). К раствору (4,4-дифтор-1,3,5,7-тетраметил-4-бора-3a,4a-диаза-s-индацен-8-ил)бути-a,4a-диаза-s-индацен-8-ил)бути-,4a-диаза-s-индацен-8-ил)бути-a-диаза-s-индацен-8-ил)бути--диаза-s-индацен-8-ил)бути-s-индацен-8-ил)бути--индацен-8-ил)бути-
ламина 17 (5 мг, 0,015 ммоль, получен по методике [6]) и триэтиламина (2,1 мкл, 0,015 ммоль) 
в тетрагидрофуране (200 мкл) прибавляли раствор сукцинимидного эфира 16 (5 мг, 0,019 ммоль) 
в тетрагидрофуране (100 мкл). Смесь перемешивали при комнатной температуре в течение 12 ч, 
затем растворитель упаривали и остаток наносили на колонку с силикагелем (элюент: этилаце-
тат – петролейный эфир). Выделяли 5 мг (68 %) алкинового красителя 18 в виде масла. Спектр 
ЯМР 1Н (d, м. д.): 6,05 (с, 2H), 5,47 (уш. с, 1H), 3,29 (м, 2H), 3,04–2,91 (м, 2H), 2,51 (с, 6H), 2,40  
(с, 6H), 2,21–2,11 (м, 4H), 1,93 (т, J = 2,6 Гц, 1H), 1,74–1,23 (м, 16H).

Конъюгат 19. К раствору азида 13 (0,7 мг, 1,3 мкмоль) и алкинового красителя 18 (1,2 мг,  
2,6 мкмоль) в трет-бутиловом спирте (200 мкл) в атмосфере аргона прибавляли последователь-
но по 10 мкл растворов трис(3-гидроксипропилтриазолилметил)амина (1 мг в 0,5 мл воды), 
аскорбата натрия (8 мг в 1 мл воды) и сульфата меди (1 мг в 1 мл воды). Реакционную смесь пере-
мешивали при комнатной температуре в течение 24 ч, затем упаривали в вакууме и остаток на-
носили на колонку с силикагелем (элюент: хлороформ – метанол). Получали 0,8 мг (62 %) конъю-
гата 19 в виде масла. Масс-спектр (m/z): 1031,8 [M + H]+.

Результаты и их обсуждение. Синтез целевого конъюгата предполагал на одной из стадий 
объединение стероидного фрагмента с флуоресцентным красителем. Для достижения данной 
цели нами предложена катализируемая производными одновалентной меди реакция азид-алки-
нового [3 + 2]-циклоприсоединения (рис. 2). Особенностью этой так называемой клик-реакции 
является возможность ее проведения в очень мягких условиях (комнатная температура) в во-
дных растворителях с образованием с высоким выходом только 1,4-дизамещенных 1,2,3-триазо-
лов 7 [10].

В качестве исходного соединения для синтеза азид-содержащего стероидного фрагмента 13 
(рис. 3) нами использован пентаол 9, полученный из андростенолона 8 [9]. Перед проведением 
реакций по первичной гидроксильной группе соединения 9 оставшиеся 4 вторичных гидроксила 
должны были должным образом быть защищены. Задача была выполнена путем первоначаль-
ной реакции пентаола 9 с объемным силильным реагентом – трет-бутилдифенилсилилхлоридом. 
Силилирование протекало исключительно по стерически менее затрудненной первичной ги-
дроксильной группе с образованием силилового эфира 10. Ацетилирование соединения 10 с по-
следующим снятием силильной защитной группировки дало спирт 11. Его мезилирование, об-
работка мезилата 12 азидом натрия и снятие ацетатных защитных группировок привели к стеро-
идному азиду 13. 

Синтез флуоресцентного красителя с ацетиленовым фрагментом был начат с получения ак-
тивированного сукцинимидного эфира 16 (рис. 4). В качестве реагента для активации карбок-
сильной группы дециноевой кислоты 14 использован водорастворимый 1-этил-3-(3-диметил-
аминопропил)карбодиимид гидрохлорид (EDC), одним из достоинств которого в сравнении 
с обычно используемым для этих целей дициклогексилкарбодиимидом является возможность 
отделения избытка реагента и продуктов его трансформации путем обычной промывки водой 
органических экстрактов. Реакция связывания эфира 16 с первичным амином протекала с фор-
мированием амидной связи и образованием соединения 18. Первоначальные попытки проведе-
ния его циклоприсоединения со стероидным азидом 13 не привели к успеху: из реакционной 
смеси были выделены только исходные соединения. Известно, что азид-алкиновое [3 + 2]-цикло-
присоединение ускоряется в присутствии политриазолов, выступающих в роли лигандов, стаби-
лизирующих медь в степени окисления +1 [11]. Проведение реакции азида 13 с ацетиленом 18  

Рис. 2. Клик-реакция азид-алкинового [3 + 2]-циклоприсоединения
Fig. 2. The azide-alkyne [3 + 2]-cycloaddition click reaction
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Рис. 3. Синтез стероидного азида 13
Fig. 3. Synthesis of steroidal azide 13

Рис. 4. Синтез конъюгата 19
Fig. 4. Synthesis of conjugate 19
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в присутствии одного из таких реагентов – трис(3-гидроксипропилтриазолилметил)амина (THPTA) 
[12] привело к образованию целевого продукта 19.

Полученное производное 19 является конъюгатом флуоресцентного красителя BODIPY 
и природного брассиностероида эпикастастерона и предназначено для визуализации событий 
с участием данных фитогормонов в живых клетках. При этом структурные особенности соеди-
нения 19, включая достаточно длинный линкер для связывания стероидного фрагмента с краси-
телем, а также сохранение интактными всех характерных для брассиностероидов функциональ-
ных группировок и терминального фрагмента боковой цепи стероидной молекулы позволяют 
рассчитывать на его эффективное связывание с брассиностероидным рецептором.
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