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НА ОПТИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА ПРОИЗВОДНЫХ ХРОМОФОРА БЕЛКА Kaede1
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ВВЕДЕНИЕ

Синтетические аналоги хромофоров флуорес-
центных белков – бензилиденимидазолоны –
высокоперспективны в качестве основы для но-
вых флуоресцентных меток. Благодаря большому
количеству существующих синтетических мето-
дов модификаций этих соединений можно легко
получить вещества разного строения и с разными
заместителями, что потенциально позволяет зна-
чительно варьировать их оптические свойства [1,
2]. В частности, для флуоресцентных красителей
важна способность поглощать и испускать свет
длинноволнового диапазона – менее токсичный
для биологических тканей. Эффективный подход
к батохромному смещению максимумов абсорб-
ции и эмиссии красителей – увеличение системы
сопряженных π-связей. Например, флуоресцент-
ные белки Kaede и DsRed, хромофоры которых
содержат во 2-м положении имидазолона заме-
стители с кратными связями, имеют максимум
флуоресценции 580–585 нм [3], в то время как
флуоресцентный белок GFP (Green Fluorescent
Protein), хромофор которого имеет алкильную
группу в этом положении, характеризуется флуо-
ресценцией с максимумом 510 нм [3]. Аналогично
показано, что синтетические аналоги хромофора
GFP, имеющие во 2-м положении иные стироль-

ные заместители, испускают свет в области ~600 нм
[4–8]. Схожими свойствами обладают конденси-
рованные производные [9, 10], у которых данный
фрагмент циклически замкнут на атом азота ими-
дазолонового цикла. Ранее на примере пары син-
тетических аналогов хромофора Kaede нами была
изучена зависимость оптических свойств от по-
движности кратной связи во 2-м положении ими-
дазолона (рис. 1) [11]. Было установлено, что
фиксация двойной связи для конденсированного
производного (I) приводит к батохромному сдви-
гу максимумов абсорбции на 79 нм и эмиссии на
19 нм (рис. 1).

Цель настоящей работы – изучение влияния
положения фенильного заместителя в имидазо-
пиридиноновом фрагменте на оптические свой-
ства производных хромофора белка Kaede.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На первом этапе работы нами из бромопири-

дин-2-аминов были получены пиридиновые про-
изводные глицина (II) и (III). Затем с помощью
конденсации с анисовым альдегидом были син-
тезированы соответствующие имидазопиридино-
ны (IV). На заключительной стадии синтеза с по-
мощью реакции арилирования бромпроизводных
(IV) были получены целевые соединения (V).

Установлено, что оптические свойства полу-
ченных соединений (V) (схема 1) не отличаются
от свойств ранее описанного аналога (I) (рис. 1).
Все производные характеризуются абсорбцией с
максимумом 500–505 нм и эмиссией с максиму-

1 Дополнительные материалы к этой статье доступны по doi
10.31857/S0132342322030149 для авторизованных пользова-
телей.
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мом 555–560 нм в ацетонитриле (рис. 2). Вероят-
но, что отсутствие влияния положения фенильного
заместителя связано с неполным сопряжением с
π-системой молекулы из-за его подвижности. В

связи с этим перспективное направление для
дальнейших исследований – создание производ-
ных с жестко фиксированными ароматическими
заместителями.

Схема 1. Схема синтеза целевых соединений (V).
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Рис. 1. Производные хромофора белка Kaede и их оптические свойства в ацетонитриле.
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Рис. 2. Нормализованные спектры абсорбции и эмиссии соединений (I), (Vа) и (Vb) в ацетонитриле.
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Также мы установили, что новые производные
(V) обладают слабой флуоресценцией с кванто-
вым выходом 1.5–2.0% (в ацетонитриле). Многие
производные хромофоров флуоресцентных бел-
ков с подобными свойствами могут быть исполь-
зованы в качестве флуорогенных красителей [10,
12]. Поэтому можно предположить, что произ-
водные (V) и родственные им соединения также
перспективны для применения во флуоресцент-
ной микроскопии в данной роли.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Оборудование. Спектры ЯМР (δ, м.д.; J, Гц) ре-
гистрировали на спектрометре Fourier 300
(300 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.

Синтез этил(бромопиридин-2-ил)глицината (II).
Бромопиридин-2-амин (10 г, 58 ммоль) растворя-
ли в смеси HClO4 (50%, 24.0 мл) и EtOH (50 мл), до-

бавляли водный раствор глиоксаля (40%, 8.00 мл,
64 ммоль). Полученную смесь кипятили в тече-
ние 40 ч. Затем реакционную смесь охлаждали до
0°С, разбавляли насыщенным раствором NaHCO3

до рН 7, экстрагировали CHCl3 (4 × 160 мл), су-

шили над безводным Na2SO4 и упаривали. Про-

дукт очищали методом флеш-хроматографии
(элюент – этилацетат и гексан, 1 : 1).

Синтез гидрохлорида (бромопиридин-2-ил)глици-
на (III). Этил-2-((бромопиридин-2-ил)амино)аце-
тат (32 ммоль) растворяли в HCl (5 М, 32 мл) и ки-
пятили 6 ч. Затем смесь упаривали, остаток промы-
вали Et2O (2 × 50 мл) и сушили в вакууме.

Синтез (Z)-бромо-2-(4-метоксибензилиден)ими-
дазо[1,2-a]пиридин-3(2H)-она (IV). 2-((3-Бромо-
пиридин-2-ил)амино)уксусной кислоты гидро-
хлорид (800 мг, 3.0 ммоль) помещали в колбу
Шленка, вакуумировали, заполняли аргоном и
добавляли 4.5 мл PCl3 (51 ммоль). Полученную

смесь кипятили в течение 5 ч и упаривали.
К остатку в токе аргона добавляли анисовый аль-
дегид (0.330 мл, 2.7 ммоль), пиридин (3.0 мл) и
триэтиламин (0.50 мл). Реакционную смесь вы-
держивали при 70°С в течение 12 ч, а затем упари-
вали. Полученный остаток растворяли в EtOAc
(50 мл), промывали насыщенным раствором
NaHCO3 (10 мл) и насыщенным раствором NaCl

(3 × 15 мл), сушили над безводным Na2SO4 и упа-

ривали. Полученный продукт очищали методом

флеш-хроматографии (элюент – этилацетат и
гексан, 1 : 3).

Синтез (Z)-2-(4-метоксибензилиден)-фенил-
имидазо[1,2-a]пиридин-3(2H)-она (V). В колбу
Шленка помещали (Z)-бромо-2-(4-метоксибен-
зилиден)имидазо[1,2-a]пиридин-3(2H)-он (33 мг,
0.1 ммоль), фенилбороновой кислоты пинаколо-
вый эфир (54 мг, 0.26 ммоль) и CsCO3 (163 мг,

0.5 ммоль). Колбу вакуумировали, заполнили ар-
гоном и добавляли PhMe (2 мл) и Pd(Ph3P)4 (12 мг,

0.01 ммоль). Смесь выдерживали 4 ч при 75°С, за-
тем добавляли CH2Cl2 (50 мл) и промывали водой

(2 × 80 мл). Органическую фазу сушили над без-
водным Na2SO4 и упаривали. Продукт очищали

флеш-хроматографией (элюент – хлороформ).

Выходы реакций, температуры плавления и
спектральные характеристики синтезированных
соединений (II–V) приведены в дополнительных
материалах.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Синтезированы новые производные хромофо-
ра белка Kaede – (Z)-2-(4-метоксибензилиден)-
6/8-фенилимидазо[1,2-a]пиридин-3(2H)-оны. Уста-
новлено, что оптические свойства этих соедине-
ний не зависят от положения фенильного заме-
стителя в имидазопиридиноновом фрагменте,
что, вероятно, объясняется неполным сопряже-
нием с π-системой молекулы.

Новые соединения могут быть использованы в
качестве флуорогенных красителей, поскольку
они, как и многие производные хромофоров флуо-
ресцентных белков, обладают слабой флуорес-
ценцией.
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Study of the Position of the Conjugated Substitute Influence on the Optical Properties 
of the Kaede Protein Chromophorus Derivatives

I. N. Myasnyanko*, **, N. S. Baleeva*, **, #, and M. S. Baranov*, **
#Phone: +7 (926) 704-13-72; e-mail: nsbaleeva@gmail.com
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We report novel derivatives of chromophore of the f luorescent protein Kaede – (Z)-2-(4-methoxyben-
zylidene)-6/8-phenylimidazo[1,2-a]pyridine-3(2H)-ones. The introduced of phenyl substituent in the
6- and 8-position of the imidazopyridinone fragment does not leads to a shift absorption and emission spectra.
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