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При исследованиях механизмов действия не-
больших биологически активных молекул-ли-
гандов (как природного, так и синтетического
происхождения) центральное место занимает
природа процесса взаимодействия низкомолеку-
лярного лиганда со своим специфичным рецеп-
тором-мишенью (ферментом, GPCR, ядерным ре-
цепторами или определенными сайтами последова-
тельностей нуклеиновых кислот). Неоценимую
помощь при определении как места связывания, так
и степени его эффективности оказывает ставший на
сегодняшний день стандартным прием – введение в
молекулу лиганда меток или маркеров различного
рода и анализ процесса связывания с генерировани-
ем определенного физического сигнала, пропорци-
онального количеству связанного меченого лиганда.

Основные типы меток и маркеров, применяе-
мых для проведения биомедицинских исследо-
ваний, можно разделить на две большие группы:
радиоактивные (3Н-, 14С- и 32Р-изотопы) и нера-
диоактивные. Среди последней группы можно
также выделить следующие типы меток: стабиль-
ные (нерадиоактивные) изотопы (2Н-, 13С-, 15N-,
19F-изотопы и др.); хромогенные, флуоресцентные,
спиновые, электроноплотные и фотохромные.

В настоящее время метки второй группы по-
степенно вытесняют радиоизотопные по ряду
следующих причин: безопасность использова-
ния, высокая стоимость и проблемы с хранением
и стабильностью меток первой группы. Различа-
ют также метки и зонды. Метки пассивно измеря-
ют содержание или месторасположение в объекте
исследования той молекулы, к которой они при-

креплены. Зонды предназначены для тестирова-
ния свойств ближнего окружения, конформаци-
онных изменений, полярности мембранных си-
стем, присутствия ионов металлов или других
агентов и веществ.

Разработан целый ряд физических и спек-
тральных методов для измерения и анализа уров-
ня аналитического сигнала. Для первой группы
меток – это измерение уровня радиоактивности,
а для других типов – измерение поглощения в
определенном спектральном диапазоне, индук-
ция или гашение флуоресценции или хемилюми-
несценции, измерение вида и параметров ЭПР- и
ЯМР-спектров. Развитие и совершенствование
существующих аналитических систем с исполь-
зованием меченых субстратов позволяют на сего-
дняшний день проводить надежное определение
содержания метки в системе в диапазонах кон-
центраций от 10–6–до 10–15 моля. Термин “фото-
хромные метки” был впервые предложен проф.
Г. Лихтенштейном в 80-х годах [1].

Дизайн и разработка эффективных методов по-
лучения новых гибридных молекулярных структур
и систем, содержащих фрагменты фотохромов в
качестве активного рабочего элемента, характе-
ристики которых существенно изменяются под
действием света, представляют особый интерес
для бионанофотоники и наномедицины. Пер-
спективный способ разработки таких гибридных
фотоактивных и фотоуправляемых систем и ма-
териалов заключается в ковалентном связывании
фотохромных меток с помощью ковалентной
“иммобилизации” на различных субстратах, на-
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пример полимерах, липидах, белках и квантовых
точках. Для реализации этой процедуры необхо-
дима разработка нового поколения фотохромных
меток и зондов, содержащих заместители с соот-
ветствующими типами функциональных групп.

В качестве исходных соединений для синтеза
фотохромных меток и зондов нами были выбраны
производные спиропиранов, молекулы которых
было необходимо модифицировать для придания
им способности к ковалентному или нековалент-
ному (лиганд-специфичному) взаимодействию с
различными типами мишеней путем введения в
определенное положение разнообразных реакци-
онноспособных терминальных групп или молеку-
лярных адресов. Дополнительным преимуществом
фотохромных меток на основе спиропиранов явля-
ется то обстоятельство, что они обладают бинарным
набором двух разных типов аналитических сигна-
лов (поглощение в области 560–600 нм и индукция
флуоресценции у фотоиндуцированной мероци-
аниновой формы). Индолиновые спиробензопи-
раны – один из наиболее изученных и перспектив-
ных классов фотохромных соединений. Спектраль-
ные свойства и параметры их фотопревращений
сильно зависят от имеющихся в молекуле замести-
телей таким образом, что направленное изменение
их природы позволяет проводить поиск новых фо-
тохромов с заданными свойствами и различными
стимул-реагирующими структурными элементами.
Структура потенциальных целевых мишеней опре-
деляет природу реакционноспособной якорной
группы. В настоящее время достигнут существен-
ный прогресс в синтезе и изучении свойств поли-
функциональных фотохромных органических со-
единений из класса спиропиранов [2–8]. Для
последних ранее были известны работы по моди-
фикации уже готового исходного фотохромного зве-
на, но структурное разнообразие молекул было
ограничено и создавалось в основном путем введе-
ния соответствующего амфифильного спейсера по
атому азота индолинового фрагмента кватерниза-
цией галогенпроизводным с различной структурой.
Для создания молекул фотохромных меток с задан-
ными спектральными и фотохимическими пара-
метрами также необходимо введение дополнитель-
ного электроноакцепторного заместителя (EWG),
например нитрогруппы по 6-положению молекулы.

В 2019 г. исполнилось 14 лет с начала “эры
оптогенетики” (нейробиофотоники) – использова-
ния генетически кодируемых фоточувствительных
белков для регуляции активности клеток человека и
животных. Особенности этой технологии открыва-
ют новое направление для получения фотопере-
ключаемых фотоактивных компонентов для
оптогенетики на основе микробных родопсинов
и других фоточувствительных белков с заданны-
ми и/или прогнозируемыми спектрально-кине-
тическими параметрами. Особые перспективы
подобные системы маркирования имеют при за-

мене пока еще широко применяемых радиоак-
тивных меток на более безопасные фотохромные;
при разработке целого ряда прототипов техниче-
ских смарт-устройств на основе меченых белков в
бионанофотонике и сенсорных технологиях; при
использовании в качестве средств визуализации
различных бионанообъектов в реальном времени
и в многопараметрических (многоцветных) систе-
мах, а также в качестве фотоуправляемых средств
контроля строения и функции бионанообъектов
(фотохромные сшивки, многопараметрические
протоколы гибридизации нуклеиновых кислот,
фотоуправляемые средства доставки биологиче-
ски активных соединений и др.) [см. 2, 5, 6, 9–11].

Нами впервые был проведен достаточно ши-
рокий поиск оригинальных фотохромных систем с
новыми функциональными возможностями и бы-
ли разработаны оригинальные эффективные ме-
тоды синтеза и модификации компонентов для
получения целевых фотоактивных меток. Ранее
нами были изучены процесс формилирования
спиробензопиранов в условиях реакции Даффа и
влияние различных заместителей в пирановом
цикле на ее региоселективность. Было обнаруже-
но, что формилирование по Даффу фотохромных
спиропиранов, обладающих электроноакцептор-
ными заместителями в пирановой части молеку-
лы (R: 6-NO2, 8-NO2, 6-CHO, 6-CO2Et, 6-CO2H),
проходит в основном по C5'-положению индольно-
го фрагмента. Таким образом, нами был разработан
новый метод синтеза серии ключевых карбониль-
ных предшественников прямым формилированием
6-нитроспиропирана или его производных в одну
стадию в условиях реакции Даффа [12, 13]. Далее
нами был исследован и существенно расширен
потенциал синтетического применения 6-нитро-
5'-формилспиропирана для направленной моди-
фикации молекулы фотохрома по С5'-положению с
использованием набора хорошо известных реакций:
олефинирования по Виттигу и Хорнеру–Эммонсу;
нуклеофильного присоединения по карбонильной
группе реагентами, обладающими активной ме-
тильной или метиленовой группами; восстанови-
тельного аминирования; реакции [3+2]-циклопри-
соединения, восстановления и последующей этери-
фикации и других [12–17] (см. рис. 1).

В результате данного исследования нами был
разработан ряд методов синтеза новых производ-
ных 5'-замещенных спиробензопиранов, содер-
жащих заданные целевые реакционноспособные
якорные группы с помощью прямых процедур вве-
дения заместителей [12–24]. Выбор целевой реак-
ционноспособной группы определялся типом и
природой целевой мишени. Были использованы
следующие варианты процедуры конъюгации:

a) для белков-мишеней: ковалентное связывание
молекулы зонда с целевым сайтом связывания по
принципу самораспознавания (бактериородопсин): на-
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ми в работах [9, 18–24] впервые были использованы
фотохромные производные ряда спиропиранов и
дитиенилэтенов в качестве фотохромномеченых
аналогов хромофорных групп фоточувствительного
ретинального белка – светозависимой протонной
транслоказы бактериородопсина;

б) для белков-мишеней: нековалентное аффин-
ное связывание молекулы зонда с мишенью с помо-
щью “молекулярного адреса”, введенного в молекулу
зонда (ингибиторы рецептора тромбоксана A2): ра-
нее нами был открыт новый класс ингибиторов
агрегации тромбоцитов – 5-замещенные 3-пири-

дилизоксазолы и разработаны методы их синтеза;
была получена библиотека из более 120 соедине-
ний классов 3,5-замещенных изоксазолов и их
4,5-дигидропроизводных, содержащих 2-, 3- и
4-пиридиновый фрагменты в С3-положении и
заместители различной природы в С5-положении
изоксазольного кольца. Для исследования меха-
низма действия этого класса ингибиторов агрега-
ции тромбоцитов человека были синтезированы
три соединения, содержащие “молекулярный ад-
рес” в различной пространственной ориентации
к фрагменту фотохромной метки из ряда спиро-

Рис. 1. a – Схема фотопревращений индолиновых спиропиранов (SP); б – основные направления дизайна молекул
фотохромных зондов и меток.
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пиранов и было проведено изучение процесса их
связывания с рецепторами мембраны тромбоци-
тов человека [25–27];

в) ковалентное связывание молекулы метки с
неорганической наноразмерной мишенью с помощью
селективной терминальной реакционноспособной
группы: для специфичного связывания с мише-
нью – квантовыми точками CdSe были использо-
ваны различные производные терминальных мо-
но- и дитиолов и изучены различные варианты
линкеров для их введения в молекулы целевых
фотохромов;

г) ковалентное связывание молекулы метки с
мишенью с помощью селективной терминальной
реакционноспособной группы: для специфичного
связывания с мишенью – сульфгидрильными
группами остатков Cys белков была синтезирова-
на серия фотохромных спиропиранов с малеини-
мидным фрагментом в молекуле [16];

д) ковалентное связывание молекулы зонда с ми-
шенью с помощью терминальной реакционноспо-
собной группы: для маркирования разнообразных
органических молекул нами был разработан и ис-
пользован целый набор оригинальных синтети-
ческих методов и подходов [14, 15, 17].

Работа была частично поддержана грантами
Российского фонда фундаментальных исследова-
ний № 16-03-00571a и № 17-04-01326а.
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