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Разработан альтернативный вариант метода синтеза аналога природного ретиналя, у которого
триметилциклогексеновое кольцо молекулы замещено на п-фторфенильный фрагмент. Показа-
но, что предложенная нами схема синтеза целевого соединения с использованием С5-фосфоната
с терминальной нитрильной группой в условиях реакции Хорнера–Эммонса более эффективна и
дает более высокий суммарный выход целевого продукта, чем вариант синтеза, описанный нами
ранее. Разработана процедура получения аналога микробного протеородопсина ESRh из Exiguo-
bacterium sibiricum с модифицированным хромофором. Установлено, что, как и в случае бактерио-
опсина из Halobacterium salinarum, замена триметилциклогексенового кольца в природном хромо-
форе на п-фторфенильный фрагмент не блокирует возможность образования из протеородопсина
ESRh искусственного пигмента F-Phe-ESRh, сохраняющего цикл фотохимических реакций.
Обнаружены определенные различия в свойствах нативного рекомбинантного ESRh и его ана-
лога F-Phe-ESRh, включающие сдвиг максимума поглощения в коротковолновую область, об-
разование интермедиата М при более низких значениях рН, наличие “долгоживущего М” и общее
замедление фотоцикла. Также была продемонстрирована пониженная стабильность полученного
аналога протеородопсина F-Phe-ESRh к продолжительному воздействию видимого света.
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олефинирование по Хорнеру–Эммонсу
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ВВЕДЕНИЕ
Ретиналь-содержащие белки играют ключе-

вую роль в ряде важнейших биологических про-
цессов: зрении, светозависимом транспорте про-
тонов и других ионов (хлора, натрия), фототакси-
се. Ретиналь-содержащие белки подразделяются
на несколько семейств, основные из которых –
зрительные пигменты палочек и колбочек выс-
ших животных и микробные родопсины. Более

1000 представителей этих хромопротеинов были
найдены во всех биологических царствах – от
высших животных до архей, грибов, водорослей,
эубактерий и вирусов [1–3].

Молекулы ретиналь-содержащих белков име-
ют следующие общие особенности: 1) они пред-
ставляют собой мембранные белки, состоящие из
семи α-спиральных трансмембранных тяжей
(7TM), соединенных между собой петлями; 2) в
качестве хромофорной группы они содержат
определенный изомер альдегида витамина А –
ретиналя (all-E- в пигментах микроорганизмов и
11Z- в зрительных пигментах), который соединен
с белком через протонированную альдиминную
связь с ε-аминогруппой остатка Lys; 3) их общая
функция связана с преобразованием энергии све-

Сокращения: BRh – бактериородопсин; ESRh – микробный
родопсин ESRh из Exiguobacterium sibiricum; F-Phe-ESRh –
искусственный родопсин ESRh, у которого природный рети-
наль заменен на фторфенильный аналог; DIBAH – диизобу-
тилалюмогидрид; DDM – н-додецил-β-D-мальтопиранозид.
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тового кванта в различные химические или фи-
зиологические ответы [1–6].

В 2022 г. исполнилось 17 лет с начала “эры опто-
генетики” (нейробиофотоники), цель которой со-
стоит в использовании генетически кодируемых
фоточувствительных белков для регуляции актив-
ности клеток человека и животных. Для реализации
этого перспективного направления исследований
необходимо создание технологий получения фото-
переключаемых компонентов для оптогенетики с
заданными и/или прогнозируемыми спектрально-
кинетическими параметрами на основе новых мо-
дифицированных микробных родопсинов и других
фоточувствительных белков [5, 6].

Направленные изменения фотохимических
свойств ретиналь-содержащих белков могут быть
достигнуты путем использования следующих под-
ходов: 1) замещением одного или нескольких ами-
нокислотных остатков в определенных положени-
ях молекулы белка методами сайт-специфичного
мутагенеза; 2) замещением остатка природного
ретиналя на его различные аналоги; 3) сочетани-
ем вышеперечисленных методов.

Один из возможных вариантов исследования
взаимосвязи структура–функция в ретиналь-со-
держащих белках заключается в замене природно-
го хромофора на его аналоги и всестороннее изуче-
ние свойств новых гибридных продуктов [7–14].
Аналоги нативного хромофора уже дали ценную
структурную, спектроскопическую и функцио-
нальную информацию о структуре основного со-
стояния хромофора в микробных родопсинах до
того, как стали доступны 3D-структуры этих моле-
кул с высоким разрешением, и продолжают широ-
ко использоваться для определения структуры
промежуточных продуктов их фотоциклов. Про-
цедура направленной модификации хромофора
позволяет варьировать в широких пределах как
положение максимума поглощения основного
состояния пигмента, так и другие важные фото-
химические параметры.

Таким образом, замена природного ретиналя
на его аналоги – один из наиболее перспектив-
ных подходов к изучению особенностей участка
связывания хромофора у различных семейств
микробных родопсинов. Успешное применение
данного метода было продемонстрировано для
хорошо изученного светозависимого протонного
насоса бактериородопсина (BRh) из экстремаль-
но галофильного микроорганизма Halobacterium
salinarum, на котором в течение последних 40 лет
был апробирован широкий арсенал современных
методов исследования для определения взаимо-
связи структура–функция. Искусственные ана-
логи BRh были получены с целым рядом модифи-
каций молекулы его хромофора [7, 8].

Объект настоящего исследования – протеоро-
допсин (ESRh) – это новый представитель рети-

наль-содержащих белков из психротрофного
микроорганизма Exiguobacterium sibiricum, ген ко-
торого был выделен из образцов почвы вечной
мерзлоты возрастом 3 млн лет [15]. Протеородоп-
син (ESRh) по своей структуре представляет со-
бой мембранный белок, функционирующий как
светозависимый протонный насос. Простран-
ственная 3D-структура ESRh с разрешением 2.3 Å
(PDB: 4HYJ) была впервые исследована группой
ученых под руководством В. Горделия (Институт
структурной биологии, Гренобль, МФТИ). Уста-
новлено, что ESRh обладает структурой, типич-
ной для семейства ретиналь-содержащих белков,
включая наличие семи α-спиральных сегментов и
молекулы ретиналя в all-E-конфигурации, кова-
лентно связанной с остатком К225 посредством
протонированной альдиминной связи [16].

К особенностям строения протеородопсина
ESRh относятся: 1) наличие нестандартного до-
нора протонов для основания Шиффа – остатка
K96 – и его расположение в гидрофобной полости
ближе к поверхности белка; 2) нарушение α-спи-
ральной структуры в средней части спирали F;
3) наличие водородной связи между остатками
H57 и D85; 4) наличие ряда специфических осо-
бенностей фотоцикла ESRh, включая освобожде-
ние протона на поздних стадиях фотоцикла, уско-
ренное образование М-подобного интермедиата и
сдвиг его pK в щелочную область pH; 5) отсут-
ствие спектральных различий в формах ESRh,
адаптированных к свету и темноте.

Большое число работ было посвящено изуче-
нию механизма функционирования ESRh и его
мутантных вариантов [15–22], однако исследова-
ния, связанные с заменой хромофорной группы,
ранее не проводились и являются пионерскими.

Существование ряда отличий в механизмах
фотоцикла и протонного транспорта ESRh от
других ретиналь-содержащих белков делает инте-
ресным и актуальным сравнительное изучение
влияния типа модификации их хромофорных
групп на спектральные параметры этих белков и
на их функционирование [8, 22].

Для исследования влияния природы хромо-
форной группы ESRh на его функционирование
и структуру в настоящей статье нами представлены:
1) альтернативный метод синтеза фторфенильного
аналога ретиналя (II); 2) результаты изучения про-
цесса взаимодействия аналога ретиналя (II) с апо-
белком ESR-опсином из E. sibiricum; 3) фотохими-
ческие характеристики полученного искусственно-
го пигмента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Синтез фторфенильного аналога ретиналя (II).

В данной работе для модификации ESRh нами
был выбран фторфенильный аналог ретиналя



696

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 48  № 6  2022

БЕЛИКОВ и др.

(II), поскольку ранее он был успешно использо-
ван для получения фторфенильного аналога BRh
из H. salinarum [23]. Кроме того, присутствие
атома фтора в п-фторфенильном фрагменте
открывает возможность использования метода
ЯМР-спектроскопии на ядрах 19F для изучения
структуры этого белка. Проведенное в работе
Драчева с соавт. [24] исследование цикла фоторе-
акций фторфенильного аналога BRh показало,
что хотя этот искусственный пигмент и сохранил
эффективность фотоцикла на уровне ~50% от эф-
фективности цикла природного BRh, но у него

была на несколько порядков замедлена обратная
реакция свето-темновой адаптации.

В указанных работах [22, 23] all-E- и 13Z-изо-
меры фторфенильного аналога ретиналя (II) были
синтезированы при помощи 4-стадийной проце-
дуры наращивания полиеновой цепи ретиноида с
использованием в качестве ключевой стадии реак-
ции олефинирования по Виттигу карбонильного
С10-предшественника (IV) с илидом, генериро-
ванным из 4-фторбензилтрифенилфосфоний-
бромида (III), с суммарным выходом 41% (схема 1).

Схема 1. Синтез целевого ретиноида (II) при помощи реакции 
олефинирования карбонильных соединений по Виттигу.

В настоящей работе нами был предложен и ис-
следован альтернативный классический вариант
наращивания полиеновой цепи ретиноида оле-

финированием исходного альдегида (XIV) анио-
ном С5-фосфоната (XIIIa, b) в условиях реакции
Хорнера–Эммонса (схемы 2, 3) [7, 25–29].

Схема 2. Синтез С5-фосфоната (XIIIa, b) с терминальной нитрильной группой.
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Схема 3. Синтез целевого ретиноида (II) при помощи 
реакции олефинирования карбонильных соединений по Хорнеру–Эммонсу.

Сравнение двух синтетических подходов к полу-
чению целевого ретиноида (II). Для решения задачи
создания системы сопряженных двойных связи в
полиеновой цепи молекулы ретиноида (II) ранее
[22, 23] и в рамках настоящего исследования в ка-
честве ключевых реакций были использованы два
варианта реакции олефинирования карбонильных
соединений: 1) реакция олефинирования по Вит-
тигу (схема 1); 2) реакция олефинирования по
Хорнеру–Эммонсу (схема 3).

Ниже представлена критическая оценка пре-
имуществ и недостатков двух синтетических под-
ходов к получению целевого ретиноида (II), изоб-
раженных на схемах 1 и 3.

Схема 1 (ключевая стадия – реакция олефини-
рования по Виттигу):

1) выход – высокий;
2) стереоселективность вновь образованной

двойной связи – низкая, образуется смесь E- и
Z-изомеров (1 : 1);

3) трудноотделяемый побочный продукт –
трифенилфосфиноксид;

4) необходимость применения препаративной
ВЭЖХ – да;

5) проблема потери регио- и стереоселективно-
сти процедуры полувосстановления тройной связи
потребовала дополнительных исследований;

6) требуется дополнительная стадия – изоме-
ризация 13Z-изомера под действием иода.

Схема 3 (ключевая стадия – реакция олефини-
рования по Хорнеру–Эммонсу):

1) выход – высокий;

2) стереоселективность вновь образованной
двойной связи – высокая (98% E-изомера);

3) необходимость применения препаративной
ВЭЖХ – да;

4) необходимость разработки и поиска опти-
мальной процедуры синтеза С5-фосфоната
(XIIIa, b).

Таким образом, для схем синтеза 1 и 3 характер-
но наличие высокого выхода желаемого продукта,
а также использование препаративной ВЭЖХ для
получения индивидуальных соединений. Пре-
имуществами схемы 3 являются высокая стерео-
селективность вновь образованной двойной свя-
зи (98%), а также разработка и оптимизация толь-
ко одной синтетической процедуры, тогда как для
схемы 1 существенными недостатками являются
низкая стереоселективность вновь образованной
двойной связи (E-/Z- 1 : 1), наличие трудноотде-
лимого побочного продукта – трифенилфосфи-
ноксида и разработка с последующей оптимиза-
цией двух синтетических процедур.

Синтез С5-фосфоната (XIIIa, b) с терминальной
нитрильной группой. Синтез исходного С2-фосфо-
ната (IX) проводили конденсацией коммерчески
доступного хлорацетонитрила с триэтилфосфи-
том (XII) по Арбузову. Выход соединения (IX) по-
сле перегонки составил 87%.

Для осуществления синтеза C5-фосфоната
(XIIIa, b) были исследованы два пути, показан-
ные на схеме 2. В качестве галогенкетона исполь-
зовали коммерчески доступный хлорацетон (VII)
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или бромацетон (VIII), синтезированный в одну
стадию бромированием ацетона (выход 50%).

Конденсация кетона (VII) с С2-фосфонатом
(IX) в условиях реакции Хорнера–Эммонса дает
изомерную смесь галогенонитрила (Xa, b) с об-
щим выходом 52%. Конденсация кетона (VIII) с
С2-фосфонатом (IX) в тех же условиях приводит к
образованию изомерной смеси галогенопроиз-
водного (XIa, b) с общим выходом 30%. Низкий
выход реакции по второму варианту, через бро-
мокетон (VIII), объясняется его низкой стабиль-
ностью, поэтому выгоднее использовать хлораце-
тон (VII). Кроме того, бромосодержащий нитрил
(XIa, b) обладает меньшей термостабильностью,
чем соответствующий хлорозамещенный нитрил
(Xa, b). Полученные галогенонитрилы (Xa, b) и
(XIa, b) вводили в дальнейшие превращения без до-
полнительной очистки. Конденсация соединения
(Xa, b) с триэтилфосфитом (XII) по Арбузову дает
после перегонки изомерную смесь С5-фосфоната
(XIIIa, b) с выходом 81%. Соотношение изомеров
(XIIIa, b) (E-/Z- 60 : 40) было получено из данных
1Н-ЯМР-спектра путем сравнения интегральной
интенсивности сигналов метильных групп при
δ 1.94 и 2.04 м.д. для Z- (XIIIb) и Е- (XIIIa) изомеров
соответственно. Однородность изомерной смеси
(XIIIa, b) оценивали по данным 31Р-ЯМР-спектро-
скопии. 31Р-ЯМР-спектр содержит два сигнала, от-
носящиеся к ядрам пентакоординированного
фосфора при δ 23.8 и 23.0 м.д. в слабом поле (от-
носительно внешнего стандарта – 85% Н3РО4) для
Е- (XIIIa) и Z- (XIIIb) изомеров соответственно.

К сожалению, С5-синтон (XIIIa, b) не удалось
получить, исходя из бромонитрила (XIa, b), из-за
склонности последнего к полимеризации в усло-
виях проведения реакции Арбузова.

Таким образом, нами было показано, что наи-
более эффективный вариант синтеза С5-фосфо-
ната (XIIIa, b) – путь в две стадии из коммерчески
доступного хлорацетона (III). Параметры 1Н- и
13С-ЯМР-спектров для E- и Z-изомеров фосфоната
(XIIIa, b) приведены в разделе “Эксперим. часть”.

Ключевые стадии синтеза фторфенильного
аналога ретиналя (II) представлены на схеме 3.
На первой стадии нами было осуществлено оле-
финирование по Хорнеру–Эммонсу исходного
4-фторбензальдегида (XIV) анионом С5-фосфо-
натного синтона с нитрильной терминальной по-
лярной группой (XIIIa, b). В качестве основания
при генерировании аниона С5-фосфоната ис-
пользовали NaH в THF, при этом было показано,
что в результате реакции Хорнера–Эммонса
вновь образующаяся связь С=С в продукте (XV)
имела Е-конфигурацию, что подтверждалось зна-
чениями констант спин-спинового взаимодей-
ствия (16.2 Гц). Затем следовала стадия восста-

новления нитрильной функции DIBAH при тем-
пературе от –70 до –80°С.

Повторение указанной последовательности
операций – олефинирования альдегида (XVI) по
Хорнеру–Эммонсу и последующего восстановле-
ния нитрильной функции у соединения (XVII) –
приводила к получению целевого ретиноида (II) с
общим выходом 47% на исходный альдегид (XIV).
Индивидуальный all-E-изомер ретиноида (II)
был выделен с чистотой 98–99% при помощи
препаративной ВЭЖХ. Структура all-E-изомера
соединения (II) была подтверждена набором физи-
ко-химических методов анализа (УФ-, 1Н-ЯМР-
спектроскопией и масс-спектрометрией). В 1Н-ЯМР-
спектре при наличии сигналов протонов, отвечаю-
щих п-замещенному ароматическому фрагменту
(δ 7.03 и 7.42 м.д.), также были зарегистрированы
полный набор дублетов протонов полиеновой це-
пи (δ 6.05–7.15 м.д.), сигнал протона альдегидной
группы (дублет при δ 10.1 м.д. (J 8.2 Гц)) и два сиг-
нала протонов двух метильных групп (при δ 2.10 и
2.35 м.д.), что строго подтверждало структуру це-
левого альдегида (II).

Масс-спектр содержал молекулярный ион
([М+] 256.1), соответствующий рассчитанному
значению.

Таким образом, было показано, что схема син-
теза all-E-изомера ретиноида (II) (схема 3) с ис-
пользованием С5-фосфоната (XIIIa, b) с терми-
нальной нитрильной группой более эффективна,
чем вариант синтеза, использованный нами ра-
нее [22, 23] (схема 1).

Протеородопсин (ESRh) и его аналог F-Phe-ESRh.
Для получения препаратов рекомбинантного ESRh
была использована сконструированная ранее си-
стема экспрессии в клетках Escherichia coli, обес-
печивающая встраивание белка во внутреннюю
мембрану бактерий [15]. Выделение целевого бел-
ка ESRh или его производного F-Phe-ESRh осу-
ществляли после добавления природного хромо-
фора all-E-ретиналя (I) или его фторфенильного
аналога (II) к мембранной фракции клеток бакте-
рий в мицеллах неионного детергента н-додецил-
мальтозида (DDM), обеспечивающего сохране-
ние нативной конформации и функциональных
свойств препаратов. Для очистки белка, содержа-
щего С-концевую гексагистидиновую последова-
тельность, был использован метод металл-аф-
финной хроматографии на никель-содержащей
смоле (Ni-Sepharose FastFlow).

Электронные спектры поглощения препаратов
(ESRh и его аналога F-Phe-ESRh). Образцы ре-
комбинантного ESRh и его аналога F-Phe-ESRh
были получены двумя альтернативными путями:
1) добавлением к препарату апобелка ESRh, со-
любилизированного в буфере А (0.2% DDM,
50 мM NaH2PO4, 200 мM NaCl), pH 8.0, 20°C,
1.5 кратного молярного избытка all-E-ретиналя (I)
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или его аналога (II) в виде раствора в этаноле (не
более 0.01% по объему, чтобы минимизировать
побочные процессы: денатурацию и агрегацию)
или 2) добавлением 1.5-кратного молярного из-
бытка all-E-ретиналя (I) или его аналога (II) в ви-
де раствора в этаноле в среду культивирования
E. coli BL21(DE3)pLysS, с последующим выделе-
нием препаратов (ESRh) и его аналога c помощью
солюбилизации в буфере А, pH 8.0, и металл-хе-
латной хроматографии. В дальнейшем при прове-
дении спектральных исследований нами при по-
лучении препаратов (ESRh и его аналога) было
изменено соотношение белка и производного ре-
тиноида до 1 : 0.8 (рис. 1а, кривые 3 и 4).

Спектры поглощения полученных препаратов
ESRh и его аналога F-Phe-ESRh были исследова-
ны при помощи стационарной и импульсной
спектроскопии в диапазоне 250–700 нм. Анализ
процесса образования искусственных пигментов
на основе ESRh и F-Phe-ESRh показал, что раз-
личия в кинетике встраивания all-E-изомера ре-
тиналя и его фторфенильного аналога в ESRh-оп-
син, солюбилизированный в мицеллах DDM,
практически отсутствуют (τ ≤ 2 мин). В то же вре-
мя при встраивании all-E-изомера ретиналя и его
фторфенильного аналога в препарат апомембран,
содержащих бактериоопсин H. salinarum, кинети-
ка этих процессов существенно различается
(τ ~ 30 мин и ~6 ч соответственно) [8, 22].

Эти различия, вероятно, можно объяснить
структурными отличиями ближайшего окружения
участка связывания хромофора ESRh и BRh [3]. На
небольшом расстоянии от основания Шиффа в
молекуле ESRh находится остаток H57, определя-
ющий свойства первичного акцептора [3, 17] и
отсутствующий в молекуле BRh. Кроме того, бо-
ковая цепь остатка R82, в отличие от BRh, ориен-
тирована противоположным образом и не оказы-
вает существенного влияния на свойства белка.
Для установления точных причин наблюдаемых
эффектов необходимо проведение дальнейших
исследований, в том числе с мутантными форма-
ми ESRh.

При рН 7.0 спектр поглощения полученного
препарата F-Phe-ESRh демонстрирует максимум
при 496 нм, что на 36 нм короче, чем у рекомби-
нантного ESRh (532 нм) [15–20]. При изменении
до рН 9.0 он сдвигается в коротковолновую об-
ласть до 490 нм (рис. 1б). Сравнение спектров по-
глощения F-Phe-ESRh (λmax = 496 нм) со спек-

трами F-Phe-BRh ( = 524 нм и = 510 нм)
показало, что для белковой матрицы ESRh мак-
симум спектра поглощения сдвинут в коротко-
волновую область на 28 нм [8, 24]. Аналогичные
сдвиги максимума поглощения в коротковолно-
вую область были обнаружены у большинства
ароматических производных BRh и ряда BRh с
модифицированным триметилциклогексеновым
кольцом хромофора [8, 30].

λDA
max λLA

max

Рис. 1. (а) – Электронные спектры поглощения образцов: 1 – фторфенильного аналога ретиналя (II) в этаноле; 2 –
препарата рекомбинантного ESRh в мицеллах DDM (буфер А, рН 8.0); 3 – препарата F-Phe-ESRh, полученного в
условиях 0.8 экв. фторфенильного аналога ретиналя (II) в мицеллах DDM (буфер А, рН 8.0); 4 – препарата F-Phe-
ESRh, полученного в условиях 1.5 экв. избытка фторфенильного аналога ретиналя (II) в мицеллах DDM (буфер А, рН 8.0);
(б) – электронные спектры поглощения образца препарата F-Phe-ESRh, полученного в условиях 0.8 экв. фторфениль-
ного аналога ретиналя (II) в мицеллах DDM (буфер А) при различных значениях рН (рН 5.0–9.0).
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БЕЛИКОВ и др.

“Опсиновый сдвиг” рассчитывали по формуле:

“Опсиновый сдвиг” для образцов F-Phe-ESRh
и F-Phe-BRh составил 1963 и 3040 см–1 соответ-
ственно [8].

λmax модельного хлоргидрата альдимина ана-
лога ретиналя (II) с н-бутиламином (SBH+) в ме-
таноле равна 452 нм.

У препаратов F-Phe-ESRh и ESRh также на-
блюдается отсутствие различий в спектрах образ-
цов, адаптированных к свету и темноте ‒ явление
свето-темновой адаптации, которое характерно
для природного BRh из H. salinarum и большин-
ства его аналогов [8, 30].

Срок хранения препаратов F-Phe-ESRh при
4°С был не менее 6 месяцев без заметного измене-
ния своих характеристик.

Особенности фотоцикла аналога протеородоп-
сина F-Phe-ESRh. Фотоцикл аналога F-Phe-ESRh
исследовали методом импульсной лазерной
спектроскопии (флэш-фотолиза). Были получе-
ны кинетические кривые изменений поглоще-
ния F-Phe-ESRh на четырех характерных длинах
волн в суспензии мицелл DDM при pH 7.0 и 9.0
(рис. 2a, 2б).

В ответ на вспышку света при pH 7.0 детекти-
руется быстрое (τ = 50–70 мкс) образование “ко-
роткоживущей” формы М-интермедиата, соответ-
ствующей депротонированному основанию Шиф-
фа, с максимумом поглощения 390 нм (рис. 2а). Это

Опсиновый сдвиг 1/λ S( ) (BH – 1/λ pigment . )+=

отличает фотоцикл F-Phe-ESRh от дикого типа
ESRh, содержащего all-E-ретиналь, в котором при
рН 7.0 в мицеллах DDM образование М-интерме-
диата практически не детектируется [15–21]. Та-
ким образом, можно утверждать, что pKa образо-
вания М-интермедиата в производном F-Phe-
ESRh сдвинут в кислую область рН по сравнению
с ESRh дикого типа. Кроме того, наблюдается
формирование более “долгоживущей” М-формы
(τ = 34 ± 7 мс) во второй фракции пигмента (~40%).

В результате распада “короткоживущей” М-фор-
мы интермедиата c τ = 7.7 мс происходит репротони-
рование основания Шиффа, часть пигмента обра-
зует состояние, аналогичное N/О-интермедиату
фотоцикла BRh, с максимумом поглощения 550 нм.
Другая часть, предположительно, не образует
длинноволновую форму, а принимает участие в
обратимой реакции репротонирования основания
Шиффа со стороны акцептора протонов D85. Как
следствие, присутствие существенной доли “дол-
гоживущей” формы М-интермедиата наблюдается
в F-Phe-ESRh вплоть до конца фотоцикла, общая
продолжительность которого значительно замед-
лена и составляет ~27 с. При pH 9.0 наблюдается
еще более значительное замедление фотоцикла
(до ~100 с), без заметного накопления N/О-ин-
термедиата (рис. 2б).

Стабильность и доступность альдиминной связи
у F-Phe-ESRh к действию различных условий и ре-
агентов. Для определения строения продуктов
взаимодействия серии арилполиеновых альдеги-
дов с апомембранами, содержащими бактериооп-

Рис. 2. Особенности фотоцикла рекомбинантного F-Phe-ESRh. Представлена кинетика светоиндуцированных измене-
ний поглощения белка в мицеллах DDM при рН 7.0 (a) и 9.0 (б) на характерных длинах волн. Врезка на панели (а) ‒ из-
менения поглощения при 390 нм, вызванные образованием М-интермедиата.
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син из H. salinarum, А.М. Шкробом с соавт. был
разработан целый набор химических тестов в
комбинации со спектроскопическими методами
в ставшей классикой работе [31].

Для оценки доступности протонированной
альдиминной связи к действию различных сти-
мулов и систем реагентов был проведен следую-
щий ряд экспериментов: 1) засветка образцов
F-Phe-ESRh видимым cветом галогеновой лам-
пы ThorLabs OSL1-EC, светофильтр ЖС-12 (λ ≥
≥ 400 нм) в течение 2–10 мин; 2) воздействие на
образец F-Phe-ESRh раствора 50 мкМ NaBH4,
рН 9.0, в темноте и на свету; 3) реакция замещения
образца F-Phe-ESRh раствором all-E-ретиналя в
этаноле (5 мМ) в темноте и на свету; 4) воздействие
на образец F-Phe-ESRh раствора NH2OH (50 мМ)
в темноте и на свету.

В результате проведенных исследований было
обнаружено, что при продолжительном освеще-
нии образца F-Phe-ESRh видимым cветом гало-
геновой лампы его протонированная альдимин-
ная связь подвергалась частичному гидролизу с
появлением продукта распада, спектрально иден-
тичного образцу фторфенилретиналя (II) в вод-
ном буфере А. При выдерживании “засвеченного
видимым cветом образца F-Phe-ESRh” в темноте
более 2–3 ч наблюдалась частичная реконструк-
ция пигмента с увеличением оптической плотно-
сти полосы поглощения F-Phe-ESRh (496 нм).

Спектр поглощения продукта распада демон-
стрировал тонкую структуру: основная полоса
374 нм, и два плеча 355 нм (пл.) и 398 нм (пл.)
(рис. 3а, кривые 2, 3). Дополнительным доказа-
тельством строения продукта распада была его
трансформация в соответствующий спирт дей-
ствием раствора 50 мкМ NaBH4, рН 9.0, в темно-
те. Спектр поглощения восстановленного продук-
та распада в буфере А был весьма близок к спектру
реперного образца фторфенилретинола (основная
полоса 343 нм, два плеча 328 и 361 нм), который
был получен обработкой NaBH4 фторфенилрети-
наля (II) в водном этаноле. Было проведено кон-
трольное восстановление образца F-Phe-ESRh
NaBH4 в темноте, которое показало, что протони-
рованная альдиминная связь в образце F-Phe-
ESRh достаточно стабильна к действию раствора
NaBH4 в темноте (τ1/2 ≈ 10 мин). После освещения
“образца после NaBH4” в течение 2 мин полоса
пигмента почти полностью исчезала.

В то же время препарат рекомбинантного
ESRh в мицеллах DDM (буфер А, рН 8.0) оказал-
ся устойчивым к воздействию освещения види-
мым светом [15–21].

 Реакция замещения аналога хромофора F-Phe-
ESRh раствором all-E-ретиналя в темноте протека-
ла очень медленно (τ1/2 > 18 ч). Этот факт говорит о
том, что в белке отсутствуют свободные сайты по-
садки хромофора на ε-аминогруппу остатка лизина

Рис. 3. Спектры поглощения F-Phe-ESRh. (а): 1 – Исходный образец, полученный в условиях 1.5 экв. избытка фтор-
фенильного аналога ретиналя (II); 2 – он же после 2 мин освещения видимым светом с длиной волны >450 нм (фильтр
ЖС-12); 3 – он же после 12 мин освещения видимым светом с длиной волны >450 нм (фильтр ЖС-12); 4 – засвеченный
в течение 15 мин образец после добавления раствора NaBH4 (50 мкМ NaBH4, рН 9.0); (б): 1 – исходный образец, по-
лученный в условиях 1.5 экв. избытка фторфенильного аналога ретиналя (II); 2 – “темновой” исходный образец через
15 мин после добавления раствора NaBH4 (50 мкМ NaBH4, рН 9.0); 3 – образец через 15 мин после добавления раство-
ра NaBH4, после 2 мин освещения видимым светом с длиной волны >450 нм (фильтр ЖС-12).
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К225 или другие возможные остатки лизина, спо-
собные к формированию протонированной альди-
минной связи.

Также образец F-Phe-ESRh был достаточно
стабилен в темноте в реакции замещения гидрок-
силамином (τ1/2 > 3 ч).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Тонкослойную хроматографию осуществляли
на пластинках Kieselgel 60 F254 (Merck, Герма-
ния) в системе растворителей: (А) гексан/эфир
(1 : 1). Пятна веществ детектировали выдержи-
ванием пластинки в парах иода. Препаративную
флэш-хроматографию проводили на силикагеле
Kieselgel 60 (Merck, Германия). Растворители
очищали и высушивали: диэтиловый эфир и тет-
рагидрофуран – перегонкой над алюмогидридом
лития; метанол абсолютизировали с использова-
нием магниевой стружки.

Препаративную ВЭЖХ-хроматографию про-
водили на ВЭЖХ-хроматографе SmartLine 1000
(Knauer, Германия) в изократическом режиме,
колонка Knauer Eurospher 100-10 Si, 20 × 250 мм,
элюент гексан/диэтиловый эфир 7 : 1 по объему,
УФ-детектор К-2500 с детекцией при 370 нм, ско-
рость потока 5 мл/мин.

В работе использовали хлороацетонитрил (Flu-
ka, Швейцария), триэтилфосфит (Fluka, Швейца-
рия), хлороацетон, 4-фторбензальдегид (Merck,
Германия), а также реагенты и растворители марок
“х.ч.” и “ч.д.а.” отечественного производства.

Все операции с реагентами, чувствительными
к влаге и кислороду, проводили в тщательно вы-
сушенной аппаратуре в атмосфере сухого аргона.
Упаривание растворов осуществляли на ротор-
ном испарителе при температуре не выше 35°С и
давлении 12 мм рт. ст.

Все спектральные исследования проводили при
20°С. ЯМР-спектры растворов в дейтерохлорофор-
ме регистрировали на спектрометре Avance III 500
(Bruker, Германия) со следующими рабочими ча-
стотами: 1Н-ЯМР-спектры – 500 МГц, 13С-ЯМР-
спектры – 126 МГц, 31Р-ЯМР-спектры – 203 МГц.
Химические сдвиги приведены в миллионных до-
лях (м.д.) относительно внутреннего стандарта:
тетраметилсилана (δ 0.00) или дейтерохлороформа
(δ (1Н-ЯМР) – 7.25 м.д. и (13С-ЯМР) – 77.2 м.д.),
для 31Р-ЯМР-спектров – относительно внешнего
стандарта (85%-ного раствора ортофосфорной
кислоты в D2O). Величины констант спин-спи-
нового взаимодействия измерены в герцах (Гц).

При описании ЯМР-спектров полиенового
альдегида (II) принята нумерация атомов, соот-
ветствующая нумерации атомов полиеновой це-
пи природного ретиналя (I).

При описании спектров приняты следующие
сокращения: с – синглет, д – дублет, т – триплет,
кв – квартет, м – мультиплет.

Масс-спектры получали на спектрометре Fin-
nigan 4021 (США) при прямом вводе образца и
ионизации электронным ударом (ЭИ 70 эВ).

Измерения спектральных и фотохимических
характеристик растворов соединений и пигмен-
тов проводили в кварцевых кюветах толщиной
10 мм на спектрофотометре UV-2140PC (Shimad-
zu, Япония) и на специальном стенде, созданном
на основе комплекта модульного оптоволокон-
ного спектрофотометрического оборудования
(Ocean Optics, США). Для облучения растворов об-
разцов видимым светом (λ ≥ 400 нм) использовали
галогеновую лампу OSL1-EC (ThorLabs, США,
25 Вт) в комбинации со светофильтром ЖС-12.

Фотореакции образцов ESRh и F-Phe-ESRh ис-
следовали методом флеш-фотолиза на импульс-
ном однолучевом дифференциальном спектрофо-
тометре с двойной монохроматизацией измеряю-
щего света [17, 19, 20]. В качестве источника
светового возбуждения использовали Nd-YAG-ла-
зер LS 2131M (LOTIS TII, Беларусь, 532 нм, 8 нс,
5 мДж). С целью улучшения соотношения сиг-
нал/шум проводили накопление и усреднение
100 одиночных сигналов с помощью аналого-
цифрового преобразователя Octopus CS 8327
(GaGe Applied Technologies, США).

Для получения полной кинетической картины
фотоцикла F-Phe-ESRh проводили измерения
при четырех длинах волн, характерных для пре-
вращений различных интермедиатов: 390, 480,
520 и 550 нм. Набор кинетических кривых в лога-
рифмической шкале времени анализировали с
помощью программы Mathematica (Wolfram Re-
search, США) методом глобального фитирования
с подбором 4–5 характерных экспоненциальных
составляющих.

Смесь E- и Z-изомеров 3-метил-4-хлоро-2-буте-
нонитрила (Xа, b). В четырехгорлый реактор объе-
мом 250 мл, снабженный капельной воронкой,
помещали в атмосфере аргона 3.8 г (0.13 моль)
80%-ной суспензии NaH в минеральном масле и
промывали абсолютным гексаном (2 раза по
5 мл). Затем добавляли при перемешивании в то-
ке аргона 30 мл свежеперегнанного THF. Реакци-
онную смесь охлаждали до 0°С и при интенсив-
ном перемешивании постепенно добавляли по
каплям 15 мл (9.9 ммоль) C2-фосфоната (IX), пе-
ремешивали при той же температуре в течение
30 мин до полного растворения NaH. К получен-
ному раствору при перемешивании добавляли по
каплям 8.6 мл (0.11 моль) хлорацетона (VII) и вы-
держивали реакционную смесь при 20°С в тече-
ние 1.5 ч. По окончании реакции добавляли 30 мл
H2O, 20 мл диэтилового эфира и доводили 0.1 н.
раствором HСl до рН 6.0. Экстрагировали Et2O
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(3 раза по 100 мл). Эфирные фракции объединя-
ли, промывали водой до рН 7.0 и сушили над
Na2SO4. Сушитель отфильтровывали, раствори-
тель удаляли, а оставшуюся реакционную массу
перегоняли в вакууме (0.1 мм рт. ст.). Получили
5.94 г (52%) галогенонитрила (Xа, b) в виде желто-
коричневой маслянистой жидкости, смесь изо-
меров (E-/Z- 75 : 25), т. кип. 45–60°С (0.1 мм рт.
ст.). 1Н-ЯМР-спектр (δ, м.д.): E-изомер (Xa): 2.12
(3Н, д, J 0.5, 3-СН3), 4.05 (2Н, с, –СН2Cl), 5.49 (1Н,
дд, J 3.0/1.5, 2-СН); Z-изомер (Xb): 2.03 (3Н, д,
J 1.5, 3-СН3), 4.24 (2Н, с, –СН2Cl), 5.27 (1Н, дд,
J 3.0/1.5, 2-СН).

Смесь E- и Z-изомеров диэтил(2-метил-3-циа-
но-2-пропенил)фосфоната (XIIIa, b). В трехгорлый
реактор объемом 250 мл, снабженный высокоэф-
фективным обратным холодильником и насадкой
для перегонки с термометром и холодильником
Либиха, помещали в атмосфере аргона 11.55 г
(0.1 моль) изомерной смеси хлоронитрила (Xа, b) и
16.84 г (0.1 моль) свежеперегнанного (EtO)3P (XII).
Далее при интенсивном перемешивании реакци-
онную смесь постепенно нагревали до 150°С, сле-
дя за тем, чтобы не было бурного вспенивания.
Окончание реакции контролировали по оконча-
нию выделения этилхлорида. Остаток перегоня-
ли в вакууме (0.1 мм рт. ст.). Получили 17.58 г
(81%) целевого С5-фосфоната (XIIIa, b) в виде изо-
мерной смеси (E-/Z- 60 : 40), т. кип. 78–98°С (0.1 мм
рт. ст.). 1Н-ЯМР-спектр (δ, м.д.): E-изомер (XIIIa):
1.14 (6Н, т, J 7.0, (–ОСН2СН3)2), 2.04 (3Н, дд,
J 3.4/1.3, –СН3), 2.55 (2Н, д, J 23.5, –СН2), 3.95 (4Н,
кв, J 7.0, (–ОСН2СН3)2), 5.12 (1Н, м, =СН); Z-изо-
мер (XIIIb): 1.15 (6Н, т, J 7.0, (–ОСН2СН3)2),
1.94 (3Н, дд, J 3.8/1.7, –СН3), 2.81 (2Н, д, J 24.0,
–СН2), 3.96 (4Н, кв, J 7.0, (–ОСН2СН3)2), 5.12
(1Н, м, =СН). 13С-ЯМР-спектр (δ, м.д.): E-изомер
(XIIIa): 16.2 (c, (–ОСН2СН3)2), 22.0 (c, –ССН3),
36.8 (д, J 81.4, –СН2), 62.3 (c, (–ОСН2СН3)2), 116.1
(c, –ССН3), 155.6 (д, J 11.1, –CN); Z-изомер
(XIIIb): 16.1 (c, (–ОСН2СН3)2), 23.9 (c, –ССН3),
34.1 (д, J 81.4, –СН2), 62.2 (c, (–ОСН2СН3)2), 115.9
(c, –ССН3), 155.2 (д, J 11.1, –CN). 31Р-ЯМР-
спектр (δ, м.д.): E-изомер: 23.84; Z-изомер: 23.01.

Стандартные методики олефинирования по Хорне-
ру–Эммонсу карбонильных предшественников (XIV)
и (XVI) с С5-фосфонатом (XIIIa, b) и последующего
восстановления нитрильной группы DIBAH в про-
межуточных нитрилах (XV) и (XVII). В трехгорлый
реактор объемом 100 мл помещали в атмосфере
аргона 0.06 г 80%-ной суспензии NaH в мине-
ральном масле и промывали абсолютным гекса-
ном (3 раза по 3 мл). Затем при интенсивном пе-
ремешивании и 0°С прибавляли 10 мл абсолют-
ного THF и 0.30 мл (1.56 ммоль) С5-фосфоната
(XIIIa, b). Смесь перемешивали в течение 1 ч до
полного растворения NaH и постепенно, при по-

мощи шприца, прибавляли раствор 1.3 ммоль
альдегида ((XIV) или (XVI)) в 10 мл абсолютного
THF. По окончании реакции прибавляли по кап-
лям 5 мл Н2О, 10 мл Et2O и нейтрализовали 0.1 н.
раствором HCl до pH 6.0. Органический слой от-
деляли, остаток экстрагировали Et2O (3 раза по
50 мл). Эфирные экстракты объединяли с орга-
ническим слоем, промывали водой до рН 7.0 и су-
шили над безводным Na2SO4. Растворитель уда-
ляли, остаток хроматографировали на колонке с
10 г силикагеля, элюируя гексаном и увеличивая
полярность элюента добавлением Et2O от 0 до 15%.
Фракции, содержащие нитрил ((XV) или (XVII)),
объединяли, растворитель удаляли, остаток су-
шили в вакууме 1 ч при 0.1 мм рт. ст., растворяли
в 10 мл абсолютного толуола и помещали в трех-
горлый реактор объемом 100 мл в атмосфере арго-
на. Реакционную смесь охлаждали до температу-
ры в диапазоне от –70 до –80°С, затем постепен-
но, при помощи шприца прибавляли 1.5 экв.
20%-ного раствора DIBAH в толуоле и оставляли
до тех пор, пока температура реакции не достига-
ла 20°С. Далее реакционную массу обрабатывали
влажным силикагелем, перемешивали 30 мин,
фильтровали через слой целита (1 см), промывая
слой сорбента Et2O (50 мл). Фильтрат упаривали
досуха, остаток хроматографировали на колонке
с 10 г силикагеля, элюируя вещество гексаном и
увеличивая полярность элюента добавлением
Et2O от 0 до 10%. Фракции, содержащие смесь
изомеров промежуточного или целевого альдеги-
да ((XVI) или (II)), объединяли, растворитель уда-
ляли, остаток сушили в вакууме 1 ч при давлении
0.1 мм рт. ст.

all-E-Изомер целевого альдегида (II) выделяли
препаративной ВЭЖХ на хроматографе Smart-
Line 1000 (Knauer, Германия) в изократическом
режиме, колонка Knauer Eurospher 100-10 Si, 20 ×
× 250 мм, элюент гексан/диэтиловый эфир 7 : 1
по объему, УФ-детектор К-2500 с детекцией при
370 нм, скорость потока 5 мл/мин.

Выход all-E-изомера целевого альдегида (II):
(47% в расчете на исходный альдегид (XIV)).
Rf 0.44 (A). 1Н-ЯМР-спектр (CDCl3, δ, м.д.):
2.10 (3H, с, 9-СН3), 2.35 (3H, д, J 1.5, 13-СН3),
6.05 (1H, д, J 8.2, 14-Н), 6.36 (1H, д, J 11.5, 10-Н),
6.43 (1H, д, J 15.5, 12-Н), 6.68 (1H, д, J 16.2, 8-Н),
6.82 (1H, д, J 16.2, 7-Н), 7.03 (2H, дд, J2(4)H,F 8.5,
J 8.5, 2,4-Н), 7.15 (1H, дд, J 15.5, J 11.5, 11-Н), 7.42
(2H, J1(5)H,F 5.5, J 8.5, 1,5-Н), 10.12 (1H, д, J 8.2, 15-Н).
УФ-спектр (метанол, λmax, нм, [ε, M–1 cм–1]): 387.5
[47700]. Масс-спектр (m/z) ([М+] 256.1).

Получение альдимина аналога ретиналя (II) с
н-бутиламином. К раствору 3 мг альдегида (II) в
0.1 мл абсолютного метанола добавляли 0.1 мл
н-бутиламина и 10 мг молекулярных сит 3 Å. Ре-
акционную смесь выдерживали 24 ч при 0°С в
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темноте и в атмосфере аргона. Сита отделяли,
растворитель и избыток н-бутиламина удаляли
при 20°С и давлении 0.1 мм рт. ст., остаток рас-
творяли в 0.2 мл метанола и хранили при –10°С.

Спектральные характеристики: альдимин ана-
лога ретиналя (II) с н-бутиламином (метанол,
λmax, нм, [ε, M–1 cм–1]: 369 [43500]; хлоргидрат
альдимина аналога ретиналя (II) с н-бутилами-
ном (метанол, λmax, нм, [ε, M–1 cм–1]: 452 [56000].

Получение препаратов рекомбинантного протео-
родопсина ESRh и его аналога F-Phe-ESRh. Для
получения рекомбинантного ESRh с природным
или модифицированным хромофором в препара-
тивном количестве использовали штамм E. coli
BL21(DE3)pLysS (Novagen Merck, Германия),
трансформированный плазмидой pET-ESRh [15].
В среду LB с ампициллином (100 мкг/мл) объе-
мом 200 мл засевали ночную культуру штамма до
OD560 = 0.15. Культуру инкубировали в при 37°C в
качалке Innova (New Brunswick Scientific, США)
при 250 об/мин до OD560 = 0.8, после чего добав-
ляли раствор изопропил-β-D-1-тиогалактопира-
нозида до 0.2 мМ и одно из производных ретина-
ля до 6–7 мкМ, продолжали культивирование
при 30°C в течение 24 ч. Для солюбилизации в
препарат мембранной фракции добавляли рас-
твор 10%-ного н-додецил-β-D-мальтопиранози-
да (DDM) до 1%, коктейль ингибитора протеаз
(Sigma, США) до 0.3%. Суспензию инкубировали
при комнатной температуре на качалке в течение
3 ч, после чего центрифугировали в течение 15 мин
при 30000 g. Для выделения белка после солюби-
лизации проводили металл-аффинную хромато-
графию на Ni-Sepharose FastFlow (GE Healthcare,
США), как описано в работе Petrovskaya et al. [15].
Рекомбинантный ESRh был получен с высокой
степенью чистоты (не менее 90%) и выходом 10–
15 мг/л.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Предложен альтернативный вариант наращива-

ния полиеновой цепи целевого ретиноида с двумя
ключевыми стадиями: 1) реакция олефинирования
по Хорнеру–Эммонсу исходного 4-фторбензальде-
гида анионом С5-фосфоната; 2) последующее вос-
становление нитрильной функции в промежуточ-
ных нитрилах DIBAH до формильной группы при
температуре от –70 до –80°С. Показано, что схема
синтеза all-E-изомера ретиноида (II) с использова-
нием С5-фосфоната с терминальной нитрильной
группой более эффективна и дает более высокий
суммарный выход целевого ретиноида (II), чем
вариант синтеза, описанный нами ранее [22, 23].

Установлено, что вариант модификации три-
метилциклогексенового кольца природного хро-
мофора рекомбинантного протеородопсина ESRh
путем замены его на п-фторфенильный фрагмент

приводит, как и в случае бактериоопсина из H. sa-
linarum, к образованию искусственного пигмента
F-Phe-ESRh, сохраняющего цикл фотохимиче-
ских реакций. Обнаружены определенные разли-
чия в свойствах нативного рекомбинантного ESRh
и его аналога F-Phe-ESRh, включающие сдвиг
максимума поглощения в коротковолновую об-
ласть, образование интермедиата М при более низ-
ких значениях рН, наличие “долгоживущего М” и
общее замедление фотоцикла. Также продемон-
стрирована пониженная стабильность получен-
ного аналога F-Phe-ESRh к продолжительному
воздействию видимого света.

Полученные результаты подтверждают ранее
описанные требования к структуре хромофора
микробных родопсинов, включая наличие терми-
нальной формильной группы, определенную дли-
ну полиеновой цепи и ее конфигурацию, а также
отсутствие жестких пространственных ограниче-
ний района триметилциклогексенового кольца и
наличие определенных препятствий в районе
двойной связи С13=С14 [8–13, 23, 29, 30].
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Interaction of the Fluorophenyl Analogue of Retinal
with Proteorhodopsin from Exiguobacterium sibiricum

N. E. Belikov*, L. E. Petrovskaya**, E. A. Kryukova**, D. A. Dolgikh**, ***, E. P. Lukashev***,
A. Yu. Lukin****, O. V. Demina*, S. D. Varfolomeev*, V. V. Chupin*****, and A. A. Khodonov*, #
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****MIREA – Russian Technological University, prosp. Vernadskogo 78, Moscow, 119571 Russia
*****Moscow Institute of Physics and Technology, Institutskii per. 9, Dolgoprudny, 141701 Russia

An alternative variant of the method for the synthesis of an analogue of natural retinal, in which the trimethyl-
cyclohexene ring of the molecule is replaced by a p-fluorophenyl fragment, has been developed. It has been
shown that the proposed scheme for the synthesis of the target all-E-isomer of the target retinoid using C5-phos-
phonate with a terminal nitrile group under Horner–Emmons reaction conditions is more efficient and gives a
higher total yield of the target product than the variant synthesis described earlier. A procedure has been deve-
loped for preparation an analogue of microbial proteorhodopsin ESRh from Exiguobacterium sibiricum with a
modified chromophore. It was found that, as in the case of bacterioopsin from Halobacterium salinarum, the re-
placement of the trimethylcyclohexene ring in the natural chromophore by the p-fluorophenyl fragment does
not block the possibility of the formation of the artificial pigment F-Phe-ESRh from proteorhodopsin ESRh,
which preserves the cycle of photochemical reactions. Certain differences were found in the properties of native
recombinant ESRh and its analogue F-Phe-ESRh, including a shift in the absorption maximum to the short-
wavelength region, the formation of intermediate M at lower pH values, the presence of “long-lived M”, and a
general slowdown in the photocycle. The reduced stability of the resulting proteorhodopsin analog F-Phe-
ESRh to prolonged exposure to visible light was also demonstrated.

Keywords: ESRh microbial proteorhodopsin from Exiguobacterium sibiricum, retinal analogs, Horner–Emmons
olefination
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