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В результате использования модифицированной реакции Соногаширы впервые синтезирован аце-
тиленовый аналог хромофора белка Kaede – (Z)-2-((4-(диэтиламино)фенил)этинил)-5-(4-гид-
роксибензилиден)-3-метил-3,5-дигидро-4H-имидазол-4-он. Изучение оптических свойств данно-
го соединения установило, что максимумы абсорбции и эмиссии сдвинуты в длинноволновую об-
ласть по сравнению с классическим хромофором GFP, а стоксов сдвиг достигает почти 150 нм.
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Ключевыми из современных подходов к изу-
чению процессов, протекающих в живых клетках,
являются методы визуализации, связанные с ис-
пусканием света. Важнейшей составляющей дан-
ных методов является введение в изучаемый объ-
ект люминесцентной либо флуоресцентной мет-
ки. Среди последних стоит отдельно отметить
многочисленные производные хромофора зеле-
ных флуоресцентных белков (GFP), содержащие
в своем составе бензилиденимидазолон [1]. Дан-
ный класс соединений обладает большой вариа-
тивностью оптических свойств, значительным
стоксовым сдвигом, хорошей растворимостью в
воде, высокой проницаемостью через цитоплаз-
матическую мембрану, низкой токсичностью и
синтетической доступностью [2–4].

Для биологических объектов характерно высо-
кое поглощение коротковолнового излучения
(которое зачастую нарушает протекающие био-
логические процессы) и низкое поглощение
длинноволнового. Поэтому при проведении био-
медицинских исследований предпочтительным
является использование меток с максимумами
поглощения и эмиссии флуоресценции в длинно-

волновой части видимого спектра. Одной из ос-
новных синтетических стратегий достижения ба-
тохромного сдвига является увеличение размера
сопряженной π-системы молекулы хромофора.
Примером такого подхода в случае бензимидазо-
лонов являются аналоги хромофора белка Kaede,
содержащие в своем составе стирольный заме-
ститель во втором положении имидазолонового
цикла [5]. Данные соединения уже используются
как флуоресцентные [6, 7] или флуорогенные (ве-
щества, увеличивающие квантовый выход флуо-
ресценции при связывании с целевым объектом)
метки [8, 9] в биомедицинских исследованиях.
Однако, за все время изучения аналогов хромо-
фора белка Kaede не были получены их ацетиле-
новые производные. В настоящей работе мы впер-
вые разработали подход к синтезу данного класса
соединений и на одном примере рассмотрели их
доступность и оптические свойства.

В качестве целевого соединения нами было
выбрано вещество (V) (рис. 1). Одним из самых
распространенных методов синтеза ацетиленов
является реакция Соногаширы, ее применение
предполагает вовлечение в реакцию терминально-
го алкина и арил- либо гетарилгалогенида. В
литературных источниках не описаны 2-галоген-
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имидазолоны, однако существуют примеры про-
ведения реакции Соногаширы с участием алкил-
тиопроизводных, в которых происходит катали-
зируемое комплексами палладия замещение
серосодержащей группы на ацетилен [10, 11].
Также существует несколько примеров модифи-
цирования тиогидантоинов [12] и 2-алкилтио-
имидазолонов [13] в результате реакции Либ-
скайнда-Срогля. Поэтому для синтеза целевого
соединения мы выбрали модифицированную ме-
тодику получения ацетиленов реакцией Сонога-
ширы с десульфированием соответствующего
тиогидантоинового производного.

Соединение (IV) было синтезировано с ис-
пользованием достаточно редкой модификации
реакции Соногаширы с использованием произ-
водного, содержащего группу SCH3 [14]. В каче-
стве катализатора были использованы йодид ме-
ди (I) и Pd(dppf)Cl2 · CH2Cl2. В начале в результате
конденсации 4-гидроксибензальдегида с 2-тио-
оксоимидазолин-4-оном было получено соеди-
нение (I). Так как алкилирование тиооксоимида-
золина могло протекать и с участием гидрокси-
группы бензилиденового фрагмента, следующей
стадией стала ее защита триизопропилсилильной
группой. Полученное в результате соединение (II)
метилировали метилйодидом с образовaнием про-
дукта (III). После этого проводилась реакция
Соногаширы, в результате чего было выделено
соединение (IV) с ацетиленовым фрагментом в
структуре. Для удаления триизопропилсилиль-
ной защиты соединение (IV) обрабатывали фто-
ридом тетрабутиламмония. В результате нами бы-
ло получено новое соединение (V) с хорошим вы-
ходом.

Далее были определены оптические свойства
нового соединения (V) в ацетонитриле (рис. 1).
Было обнаружено, что эмиссия флуоресценции

соединения (V) невелика, что согласуется с полу-
ченными ранее данными для других аналогов
хромофора белка Kaede [6]. Максимумы абсорб-
ции (457 нм) и эмиссии (примерно 605 нм) соеди-
нения (V) сдвинуты в значительно более длинно-
волновую область по сравнению с классическим
хромофором GFP (Z)-5-(4-гидроксибензилиден)-
2,3-диметил-3,5-дигидро-4H-имидазол-4-оном
(максимумы абсорбции и эмиссии 368 и 438 нм со-
ответственно) [8]. Также обращает на себя внима-
ние тот факт, что стоксов сдвиг нового ацетиле-
нового производного составляет почти 150 нм,
что делает полученный краситель перспектив-
ным в задачах многоцветного мечения биологи-
ческих образцов.

Таким образом, нами был впервые разработан
подход к синтезу ацетиленовых аналогов хромо-
фора белка Kaede на примере соединения (V).
Максимумы абсорбции и эмиссии данного со-
единения лежат в более длинноволновой области,
чем у аналогичного хромофора GFP из-за нали-
чия сопряженной ацетиленовой системы. Этот
факт, а также низкий уровень флуоресценции
данного соединения позволяют предполагать, что
новое производное (V) или его аналоги могут ока-
заться перспективными флуорогенными краси-
телями.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Спектры ЯМР (δ м.д., J Гц) зарегистрированы

на приборе Bruker Avance III (700 МГц, США) в
DMSO-d6 (внутренний стандарт – Me4Si). Спек-
тры поглощения в УФ и видимом диапазоне реги-
стрировали на спектрофотометре Varian Cary 100
Bio (США). Спектры флуоресценции регистриро-
вались на спектрофлуориметре Varian Cary Eclipse
(США). Температуры плавления определены на
приборе SMP 30 (Великобритания) и не исправ-

Рис. 1. Спектры поглощения и эмиссии соединения (V) в ацетонитриле.

400 450 500 600 700 800500
Длина волны, нм

Н
ор

м
ал

из
ов

ан
на

я 
эм

ис
си

я

Н
ор

м
ал

из
ов

ан
на

я 
аб

со
рб

ци
я



334

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 46  № 3  2020

ЗАЙЦЕВА и др.

лены. Масс-спектры высокого разрешения запи-
саны на приборе Bruker micrOTOF II, ионизация
электрораспылением.

(Z)-5-(4-Гидроксибензилиден)-2-тиооксоими-
дазолин-4-он (I). 4-Гидроксибензальдегид (793 мг,
6.5 ммоль), 2-тиооксоимидазолин-4-он (580 мг,
5.0 ммоль) и ацетат натрия (1.76 г, 21.5 ммоль)
растворяли в 15 мл ледяной уксусной кислоты,
полученную смесь кипятили в течение 3 ч и осту-
жали до комнатной температуры. При интенсив-
ном перемешивании добавляли 50 мл воды, вы-
павший осадок отфильтровывали и промывали во-
дой (20 мл) и диэтиловым эфиром (10 мл), после
чего сушили в вакууме. Желтый порошок (935 мг,
85%), т. пл. 280°C с разложением; 1H-ЯМР: 6.43
(с, 1 H), 6.81 (д, J2 8.6, 2 H), 7.63 (д, J2 8.6, 2 H),
10.02 (ушир. с., 1 H), 11.95 (ушир. с., 1 H), 12.22
(ушир. с., 1 H).

(Z)-2-Тиоксо-5-(4-((триизопропилсилил)ок-
си)бензилиден)имидазолидин-4-он (II). (Z)-5-(4-
Гидроксибензилиден)-2-тиооксоимидазолин-4-он
(I, 1.10 г, 5.0 ммоль), триизопропилсилилхлорид
(1.06 г, 5.5 ммоль), DIPEA (0.78 г, 6.0 ммоль) и
имидазол (20 мг) растворяли в ТГФ (50 мл), после
чего перемешивали в течение ночи. Полученный
раствор упаривали, остаток растворяли в этилаце-
тате (200 мл), промывали насыщенным раство-
ром хлорида натрия (3 × 50 мл), сушили над без-
водным Na2SO4 и упаривали. Продукт очищали
флеш-хроматографией (элюент – хлороформ).
Желтый порошок (1.48 г, 79%), т. пл. 275°C с раз-
ложением; 1H-ЯМР: 1.08 (д, J2 7.4, 18 H), 1.25–1.31
(септ., J2 7.4, 3 H), 6.45 (с, 1 H), 6.89 (д, J2 8.6, 2 H),
7.68 (д, J2 8.6, 2 H), 12.03 (ушир. с., 1 H), 12.28
(ушир. с., 1 H); 13C-ЯМР: 11.9, 17.5, 111.6, 119.8,
125.4, 126.1, 132.0, 156.5, 165.6, 178.6; HRMS
(ESI), m/z: найдено М, 377.1711; рассчитано для
C19H29N2O2SSi+, [M + H]+ 377.1714.

(Z)-3-Метил-2-(метилтио)-5-(4-((триизопро-
пилсилил)окси)бензилиден)-3,5-дигидро-4H-ими-
дазол-4-он (III). (Z)-2-Тиооксо-5-(4-((триизо-
пропилсилил)окси)бензилиден)имидазолидин-4-
он (II, 1.13 г, 3.0 ммоль), йодметан (1.70 г,
12.0 ммоль) и поташ (1.66 г, 12.0 ммоль) смешива-
ли в ацетонитриле (30 мл) и кипятили в течение
8 часов. Реакционную смесь остужали, фильтро-
вали, раствор упаривали на три четверти и добав-
ляли этилацетат (150 мл). Полученный раствор
промывали насыщенным раствором хлорида на-
трия (3 × 30 мл), сушили над безводным Na2SO4 и
упаривали. Продукт очищали флеш-хроматогра-
фией (элюент – хлороформ). Желтый порошок
(820 мг, 69%), т. пл. 160–163°C; 1H-ЯМР: 1.07 (д,

J2 7.3, 18 H), 1.27 (септ., J2 7.3, 3 H), 2.72 (с, 3 H),
3.08 (с, 3 H), 6.83 (с, 1 H), 6.94 (д, J2 8.7, 2 H), 8.16
(д, J = 8.8, 2 H); 13C-ЯМР: 12.1, 12.5, 17.7, 26.3,
120.0, 122.1, 126.5, 133.8, 136.7, 157.1, 161.7, 170.9;
HRMS (ESI), m/z: найдено М, 405.2022; рассчита-
но для C21H33N2O2SSi+, [M + H]+ 405.2027.

(Z)-2-((4-(Диэтиламино)фенил)этинил)-3-ме-
тил-5-(4-((триизопропилсилил)окси)бензилиден)-
3,5-дигидро-4H-имидазол-4-он (IV). В колбу
Шленка насыпали (Z)-3-метил-2-(метилтио)-5-
(4-((триизопропилсилил)окси)бензилиден)-3,5-
дигидро-4H-имидазол-4-он (III, 406 мг, 1 ммоль),
йодид меди(I) (190 мг, 1 ммоль) и комплекс
(1,1'-бис(дифенилфосфино)ферроцена хлорида
палладия(II) с дихлорметаном (41 мг, 0.05 ммоль).
Колбу вакуумировали, заполнили аргоном, в токе
аргона добавляли DIPEA (2.58 г, 20 ммоль) и
N,N-диэтил-4-этиниланилин (340 мг, 2 ммоль).
Реакционную смесь выдерживали при температу-
ре 100°С в течение 12 ч, затем добавляли этилаце-
тат (100 мл) и промывали насыщенным раство-
ром хлорида натрия (3 × 30 мл). Органическую
фазу сушили над безводным Na2SO4 и упаривали.
Продукт очищали флеш-хроматографией (элю-
ент – смесь этилацетата и гексана, 1 : 5). Темный
порошок (227 мг, 43%), т. пл. 166–168°C. Продукт
частично (до 20%) загрязнен соединением (V),
использован в следующей стадии без проведения
полной очистки. 1H-ЯМР: 1.08 (д, J2 7.4, 18 H), 1.13
(септ., J2 7.1, 6 H), 1.30 (т, J2 7.6, 1 H), 3.22 (с, 3 H),
3.42 (кв., J2 7.1, 4 H), 6.75 (д, J2 9.0, 2 H), 6.97 (д,
J2 8.8, 2 H), 7.02 (с, 1 H), 7.52 (д, J2 9.0, 2 H), 8.16 (д,
J2 8.6, 2 H); HRMS (ESI), m/z: найдено М, 530.3198;
рассчитано для C32H44N3O2Si+, [M + H]+ 530.3197.

(Z)-2-((4-(Диэтиламино)фенил)этинил)-5-(4-гид-
роксибензилиден)-3-метил-3,5-дигидро-4H-имида-
зол-4-он (V). (Z)-2-((4-(Диэтиламино)фенил)эти-
нил)-3-метил-5-(4-((триизопропилсилил)окси)бен-
зилиден)-3,5-дигидро-4H-имидазол-4-он (IV,
159 мг, 0.3 ммоль) растворяли в ТГФ (4 мл), до-
бавляли фторид тетрабутиламмония тригидрата
(474 мг, 1.5 ммоль), после чего полученный рас-
твор перемешивали 1 ч. Добавляли этилацетат
(100 мл) и промывали насыщенным раствором
хлорида натрия (10 × 15 мл). Органическую фазу
сушили над безводным Na2SO4 и упаривали.
Продукт очищали флеш-хроматографией (элю-
ент – смесь хлороформа и этанола, 50 : 1). Тем-
но-красный порошок (64 мг, 57%), т. пл. 188–
190°C; 1H-ЯМР: 1.12 (т, J2 7.0, 6 H, NCH2CH3), 3.21
(с, 3 H, NCH3), 3.41 (кв., J2 6.9, 4 H, NCH2CH3),
6.73 (д, J2 9.0, 2 H, H5', H7'), 6.87 (д, J2 8.8, 2 H,
H3'', H5''), 6.99 (с, 1 H, H7''), 7.51 (д, J2 8.8, 2 H, H4',
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H8'), 8.10 (д, J2 8.6, 2 H, H2'', H6''), 10.24 (ушир. с.,
1 H, OH); 13C-ЯМР: 12.3 (NCH2CH3), 27.0 (NCH3),
43.8 (NCH2CH3), 78.4 (C1'), 102.6 (C2'), 103.6 (C3'),
111.3 (C5', C7'), 115.9 (C3'', C5''), 125.4 (C7''), 127.4

(C1''), 134.2 (C2'', C6''), 134.6 (C4', C8'), 136.4 (C2),
146.2 (C5), 149.1 (C6'), 160.1 (C4''), 168.5 (C4);
HRMS (ESI), m/z: найдено М, 374.1864; рассчита-

но для  [M + H]+ 374.1863.

Схема 1. Схема синтеза соединения (V).
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Synthesis and Optical Properties of the New Acetylene Kaede Chromophore Analogue
E. R. Zaitseva*, **, A. Yu. Smirnov*, A. S. Mishin*, #, and M. S. Baranov*, ***

#Phone: +7 (495) 995-55-57 (2074); e-mail: mishin@ibch.ru
*Shemyakin-Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences,

ul. Miklukho-Maklaya 16/10, Moscow, 117997 Russia
**Mendeleev University of Chemical Technology of Russia, Miusskaya pl. 9, Moscow, 125047 Russia

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

A novel derivative of acetylene Kaede protein chromophore (Z)-2-((4-(diethylamino)phenyl)ethynyl)-5-(4-
hydroxybenzylidene)-3-methyl-3,5-dihydro-4H-imidazol-4-one was synthesised by modified Sonogashira
reaction. In comparison with classical GFP chromophore analogue, obtained compound exabits prominent
shift of absorption and emission maxima to the long-wavelength region. The value of Stock’s shift of the new-
ly synthesized compound reached almost 150 nm.

Keywords: imidazolones, chromophores, fluorescent dyes, GFP, Kaede, Sonogashira reaction, optical properties
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