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ВВЕДЕНИЕ

В последнее время различные белки семейства
зеленого флуоресцентного белка (GFP) находят
все большее применение в экспериментальной
биологии в качестве генетически кодируемых
флуоресцентных маркеров [1].

В отличие от других природных пигментов, чей
биосинтез требует участия множества ферментов и
кофакторов, формирование хромофора GFP про�
исходит за счет посттрансляционной модифика�
ции собственных аминокислотных остатков. Об�
разование хромофора катализируется самим бел�
ком и не требует участия каких�либо сторонних
агентов за исключением молекулярного кислоро�
да. Установлено, что хромофоры всех природных
белков семейства GFP имеют общее структурное
ядро – 5�(4�гидроксибензилиден)�3,5�дигидро�
4H8имидазол�4�он (схема 1). Данный фрагмент
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образуется за счет циклизации, дегидратации и
окисления трех соседних аминокислотных остат�
ков в положениях 65–67 (нумерация по белку GFP
медузы Aequorea victoria) при участии молекуляр�
ного кислорода; каждый из этих трех этапов в свою
очередь делится на элементарные стадии, точная
природа которых еще не установлена. В отсутствие
дальнейших превращений образуется простейший

зеленый хромофор, – непосредственный предше�
ственник многих родственных структур. Послед�
ние образуются в ходе модификации аминокис�
лотного остатка в положении 65, при этом за счет
увеличения сопряженной системы π�связей про�
исходит образование хромофоров с более длин�
новолновой флуоресценцией (желтые, красные,
пурпурные белки) [1–3] (схема 2).

С помощью направленного мутагенеза также
могут быть получены различные аналоги флуо�
ресцентных белков, содержащие модифициро�
ванный хромофор. Было показано, что при заме�

не Tyr66 в GFP на другие ароматические амино�
кислоты образуются флуоресцентные белки с
гипсохромным сдвигом [4]. В частности, голубой
и синий мутанты GFP содержат остатки Trp66 и

Схема 1. Хромофор GFP и его образование.
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His66 соответственно, а наибольший гипсохром�
ный сдвиг наблюдался при замене остатка Tyr66
на Phe в белке Sirius [5].

Механизмы биосинтеза, физические и хими�
ческие свойства хромофоров ФБ являются объек�
том пристального внимания исследователей. Для
изучения указанных вопросов были привлечены
самые разнообразные подходы, такие как рентге�
ноструктурный анализ, генная инженерия, изуче�
ние продуктов гидролиза ФБ, флуоресцентная
спектроскопия, а также многие другие [1, 3–14].
Среди прочих методов отдельное место занимает
синтез модельных соединений. Данный подход
позволяет получить независимые доказательства
химической структуры природных хромофоров,
прояснить детали их спектральных свойств, а так�
же влияние на них различных факторов среды
[15–18]. Также модельный синтез позволил со�
трудникам нашей лаборатории установить по�
дробности механизма биосинтеза хромофоров
красных ФБ типа DsRed [19].

В связи с этим, синтез производных 5�(бензи�
лиден)�3,5�дигидро�4H8имидазол�4�она являет�
ся важной практической задачей. Мы поставили

цель в настоящем обзоре наиболее полно рас�
смотреть все синтетические пути, позволяющие
получить подобные структуры.

Основным из данных подходов является цикли�
зация амидов N�ацилдегидроаминокислот, кото�
рые в свою очередь, наиболее часто синтезируются
путем аминолиза оксоаналогов имидазолонов –
5�арилиден�3,5�дигидро�4H�оксазол�4�онов (ок�
сазолонов) (схема 3).Производные как оксазоло�
нов, так и N�ацилдегидроаминокислот служат ос�
новой для множества биологически активных со�
единений, а также различных гетероциклических
систем, поэтому их химия достаточно хорошо про�
работана. В связи с этим, первые два раздела дан�
ного обзора будут посвящены различным методам
получения этих производных. В последнем разделе
мы рассмотрим методы циклизации амидов N�
ацилдегидроаминокислот, а также все прочие мето�
ды синтеза имидазолонов. Следует отметить, что
хромофоры ФБ не содержат в своей структуре гете�
роатомных заместителей в положениях R1, R2 и R3,
поэтому мы не будем рассматривать соответствую�
щие производные в данном обзоре.

1. СИНТЕЗ ОКСАЗОЛОНОВ

Существует целый ряд подходов, позволяю�
щих получить производные оксазолонов [20],
наиболее распространенный – конденсация кар�
бонильных соединений с циклическими произ�
водными N8ацилглицина. 

1.1. Конденсация карбонильных соединений 
с производными N8ацилглицина

Чаще всего оксазолоны получают синтезом
Эрленмейера [21] (схема 4). 

Процесс представляет собой циклизацию
N�ацилглицина с последующим присоединением
карбонильного соединения. Оригинальная мето�
дика не предполагала разделения этих стадий, а в
роли как конденсирующего, так и дегидратирую�
щего агента использовалась смесь ацетата натрия

с уксусным ангидридом. Подобная реакция, оче�
видно, осложнялась побочными процессами, та�
кими как реакция Перкина [22], а также переаци�
лированием глицина, в результате которого вме�
сто искомого соединения образуется его аналог,
где R1 = Me (схема 5).

Схема 3. Наиболее часто используемый метод синтеза имидазолонов.
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Существенным ограничением для этой реак�
ции является активность карбонильных соедине�
ний. Так, оригинальная работа предполагала ис�
пользование лишь альдегидов, а первые данные
об использовании кетонов появились только в се�
редине ХХ века [23]. Тем не менее, использование
этой методики позволило получить довольно ши�
рокий круг соединений [16, 24–27]. 

Последующие исследования показали, что в ря�
де случаев замена конденсирующих агентов позво�
ляет существенно увеличить выход реакции и ми�
нимизировать побочные процессы. Это позволило
использовать в роли карбонильного агента как ме�
нее стабильные, так и менее реакционноспособ�
ные соединения. Были применены такие конден�
сирующие агенты, как DCC (с микроволновым со�
действием) [28], ацетат свинца или цинка [29],
хлорид цинка [30], триалкилхлорсиланы [31], ди�
этилпирокарбонат [32], фторид калия на оксиде
алюминия [34], ионообменные смолы и цеолиты
[35, 36], комплекс серного ангидрида с диметил�
ацетамидом [37], полифосфорная кислота [38]
и т.п. (табл. 1).

Также и карбонильные компоненты могут
быть заменены на различные аналоги, например,

на имины [39] или аддукты альдегидов с сульфи�
том натрия [40].

Как уже было сказано, одним из побочных про�
цессов реакции Эрленмейера является переацили�
рование N�ацилглицинов. Данный процесс прак�
тически не наблюдается в мягких условиях, однако
для малореакционноспособных субстратов он на�
чинает играть существенную роль. Избежать по�
добной реакции удавалось либо упомянутым выше
отказом от использования ангидрида, либо, на�
пример, заменой Ac2O на ангидрид, соответствую�
щий используемому N�ацилглицину [16].

Однако более успешным подходом стало пол�
ное разделение стадий реакции Эрленмейера
(схема 6). Наиболее удобными и мягкими реаген�
тами для проведения первой стадии являются
карбодиимиды. При этом могут быть использова�
ны как классический DCC [41], так и его аналоги
[42–44]. Данная методика позволяет работать с
весьма чувствительными субстратами [45, 46], а
также характеризуется высокими выходами (схе�
ма 7).

Схема 5. Побочные процессы, осложняющие реакцию Эрленмейера.
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Таблица 1. Реагенты и конденсирующие агенты, применяемые в синтезе оксазолонов по Эрленмейеру (см. схему 4)

R1 R2 R3 Конденсирующий агент Выход, % Ссылка

CH3 2�NO2–C6H4 H Ac2O/AcONa 63 24–26

Ph CF3CH3CH H Zn(OAc)2 99+ 30

Ph CH3CO CH3 Pb(OAc)2/Ac2O 36 29

Ph PhCO CH3 Pb(OAc)2/Ac2O 86 29

Ph 4�OH–C6H4 H KF/Al2O3–Ac2O 90 34

Ph 5�нитротиен�2�ил H Ионообменная смола 62 35

Ph 5�нитрофур�2�ил H Ионообменная смола 77 35

Ph Ph H Цеолит 80 36

CH3 Ph H Цеолит 73 36



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 39  № 3  2013

СИНТЕЗ ХРОМОФОРОВ ФЛУОРЕСЦЕНТНЫХ БЕЛКОВ И ИХ АНАЛОГОВ 259

В качестве циклизующего агента также успеш�
но могут применяться хлорформиаты [47, 48], а в
некоторых случаях и уксусный ангидрид. Послед�
ний чаще всего используется для производных
бензойных кислот [49, 50] (циклическое произ�
водное гиппуровой кислоты иногда называют аз�
лактоном Эрленмейера [51]). Интересный при�
мер подобного превращения – реакция, проходя�
щая в присутствии сильных кислот, например,

тетрафторборной, – в таком случае удается полу�
чить твердые устойчивые соли соответствующих
оксазолонов (I) [52].

Предварительный перевод N�ацилглицинов в
нитрофениловые эфиры также позволяет полу�
чить циклические производные [53], однако дан�
ный метод так и не нашел препаративного приме�
нения. 

Избежать предварительного получения
N�ацилглицинов позволяют one�pot�методы с ис�
пользованием свободного глицина. Так, сообща�
ется о получении метильного производного под

действием уксусного ангидрида [54] (см. схему 8),
но, что более интересно, широкий круг соедине�
ний удается получить при действии азидов или
хлорангидридов различных кислот на глицин в

Схема 6. Постадийное проведение реакции Эрленмейера.
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присутствии основания [55]. Подобное превра�
щение может быть успешно проведено даже на
достаточно сложном субстрате [56].

В завершение – о методах конденсации окса�
золонов (I) с карбонильными соединениями (схе�
ма 9).

Подобная конденсация может быть проведена
в присутствии различных оснований, таких как
пиридин, триэтиламин [57] или пиколин [58].
Применяют также ацетат свинца [51] и непосред�
ственное сплавление реагирующих компонентов
[51, 59], в том числе при микроволновом содей�
ствии [60, 61]. В недавних публикациях сообща�
ется об успешном применении оксида алюминия
и ионных жидкостей [62, 63].

1.2. Прочие методы синтеза оксазолонов

Несмотря на обилие синтетических подходов,
основанных на реакции Эрленмейера, существу�
ет немало альтернативных методик синтеза окса�
золонов.

Одной из часто употребляемых методик слу�
жит дегидратация N�ацилдегидроаминокислот
(схема 10). Данная циклизация может быть про�
ведена термически [64] или под действием раз�
личных обезвоживающих агентов как достаточно
жестких, таких как уксусный ангидрид [65], хлор�
формиаты [47] или триэтилсилан в TFA [66], так и
более мягких, таких как DCC [67].

Другой весьма успешный подход состоит в ис�
пользовании производных 3�гидрокси�N�ацил�
аминокислот. Подобное превращение зачастую
протекает под действием различных ацилирую�
щих агентов в присутствии основания [68], что
позволяет предположить, что в ходе процесса,
происходит образование O�ацилированного про�
дукта (циклического или линейного) с последую�
щим элиминированием кислоты. Продукт ацили�
рования в некоторых случаях удается выделить и
охарактеризовать – см., например, работу [69].
Условия проведения этой реакции можно доста�
точно широко варьировать, что позволяет, с од�
ной стороны, использовать даже эфиры N�ацил�
3�гидроксиаминокислот [70] или 3�алкоксипро�
изводные [71], а с другой, – работать с чувстви�
тельными субстратами [72] (схема 11):

Образование двойной экзо�связи в положении 4
также возможно в различных азлактонах (и в их
аналогах, так называемых псевдо�азлактонах) [73].

Существует несколько примеров успешного окис�
ления этих циклических производных с использо�
ванием целого ряда окислителей [74] (схема 12). 

Схема 9. Конденсация оксазолонов (I)

с карбонильными соединениями.
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Сходным методом, включающим в себя различно�
го рода окислительные реакции и стадии элиминиро�

вания, был получен один из хромофоров белка семей�
ства зеленых флуоресцентных белков [75] (схема 13).

Элегантным решением по образованию двой�
ной экзо�связи является использование N8хлора�
цетилпроизводных аминокислот или родствен�
ных им соединений [76–78]. При этом в результа�

те последовательных стадий циклизации,
элиминирования галогеноводорода и перегруп�
пировки двойных связей удается получить иско�
мый продукт [79, 80] (схема 14). 

Схема 12. Окисление азлактонов (в скобках указан выход продукта). 
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Схема 13. Синтез оксазолона – предшественника модельного хромофора ФБ.
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Схема 14. Синтез оксазолонов с использованием N�галогенацетилпроизводных.
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Фосфазены, полученные из легкодоступных
2�азидокоричных кислот, также служат отличны�
ми предшественниками оксазолонов. Они доста�
точно легко взаимодействуют с хлорангидридами
с образованием искомых циклических структур
[81, 82] (схема 15).

5�Арилиден�3,5�дигидро�4H�тиазол�4�оны,
тиопроизводные оксазолонов, могут в некоторых
случаях быть переведены в соответствующие ок�
соаналоги [83]. Однако данная реакция не являет�
ся универсальной и не получила широкого рас�
пространения.

В завершение стоит отметить, что полученные
оксазолоны в некоторых случаях могут быть мо�
дифицированы с сохранением оксазолонового
цикла, что позволяет получить новые производ�
ные на основе уже имеющихся веществ; подоб�
ные превращения хорошо описаны в обзоре [20].

2. СИНТЕЗ ПРОИЗВОДНЫХ 
N�АЦИЛДЕГИДРОАМИНОКИСЛОТ

N�Ацилдегидроаминокислоты являются важ�
ными синтетическими предшественниками как
для получения аминокислот [84], так и в синтезе
различных гетероциклических систем. В связи с
этим было разработано большое количество са�
мых разнообразных методов их получения. Важ�
нейший из них – нуклеофильное раскрытие
5�арилиден�3,5�дигидро�4H�оксазол�4�онов.

2.1. Нуклеофильное раскрытие оксазолонов

Оксазолоны достаточно легко вступают в ре�
акцию с нуклеофильными агентами. Широкое
применение получила так называемая реакция
Эрленмейера�Плехля [84, 85], одной из стадий
которой является гидролиз оксазолонового цикла
(схема 16). Легко протекает и аминолиз данных
соединений (схема 17).

Механизм данного процесса, а также эффекты
заместителей в положениях С2 и С4 были хорошо
изучены [86, 87]. Иногда помимо раскрытия
кольца наблюдалась также изомеризация двой�
ной связи и, гораздо реже, сопряженное присо�
единение [88, 89]. Однако в большинстве случаев
данная реакция протекает гладко, без каких�либо
побочных процессов и служит отличным источ�
ником синтетически и биологически важных
продуктов [16, 48, 88–93].

Условия превращения могут широко варьиро�
ваться при сохранении высокого выхода ключе�
вого продукта, что хорошо видно из табл. 2.

Помимо указанных растворителей могут быть
также использованы гликоли [94], диоксан [78],
DMF [95] или THF [72].

В завершение раздела следует упомянуть воз�
можность применения тиоаналогов оксазолонов
(5�арилиден�3,5�дигидро�4H�тиазол�4�онов) [96]
для синтеза N�ацилдегидроаминокислот. К сожа�

Схема 16. Реакция Эрленмейера–Плехля.
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лению, подобные соединения труднодоступны,
что не позволяет широко их использовать.

2.2. Прочие методы синтеза амидов 
N8ацилдегидроаминокислот

Кроме упомянутого аминолиза, существует
немало альтернативных подходов к синтезу про�
изводных N�ацилдегидроаминокислот. В данной
главе мы остановимся на основных из них, а так�
же покажем несколько типичных синтезов из
этой области. 

Поскольку как N�ацилдегидроаминокислоты,
так и их эфиры могут быть легко переведены в со�
ответствующие амиды, мы не будем разделять ме�
тоды синтеза тех и других. Подробности таких пре�
вращений хорошо описаны в обзорах, посвящен�
ных химии N�ацилдегидроаминокислот [97–99].

Подход, основанный на ацилировании неза�
мещенных по азоту дегидроаминокислот и их
производных (схема 18), не нашел широкого при�
менения. Причины этого – труднодоступность
подобных субстратов, их неустойчивость к гидро�
лизу [100], а также весьма агрессивные условия
ацилирования [101, 102] (схема 18).

ы

В связи с этим, более успешными оказались
альтернативные методы, в которых формирова�
ние двойной связи происходит после ацилирова�
ния аминогруппы.

Ключевой из подобных подходов включает в се�
бя отщепление молекулы воды от 3�гидроксипро�
изводных N�ациламинокислот. Активирование
гидроксигруппы для последующего элиминирова�
ния может быть проведено сочетанием таких реа�
гентов как дихлорацетилхлорид/триэтиламин
[103], Ts2O/DABCO [104], Ph3P/DEAD [105], ди�
этиламинотрифторид серы/DIPEA [106], а также
действием различных карбодиимидов в присут�
ствии солей меди(I) [107, 108] или же действием
CDI [109]. Интересный пример подобного превра�
щения представляет использование Boc2O, кото�
рое сопровождается введением защитной группы

Схема 18. Реакции незамещенных дегидроами�
нокислот.
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Таблица 2. Примеры аминолиза оксазолонов (см. схему 17)

R1 R2 R3 R4 Растворитель,
условия

Выход, % Ссылка

Ph Ph CH3 4�CH3–C6H4 бензол 69 90

Ph Ph CH3 Bzl бензол 98 90

Ph Ph CH3 c�C6H11 бензол 76 90

CH3 Ph H Ph AcOH 90 48

Ph Ph H n�C4H9 AcOH 93 48

Et 4�AcO–C6H4 H CH3 EtOH 95+ 16

CH3 Ph H H CHCl3 96 91

Ph пиперональ H 4�CH3–C6H4 t°/Cu 95+ 92

CH3 Ph H CH3 H2O 53 93

Ph Ph H OBzl Et2O 78 88
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[110] (схема 19). Стереоселективных результатов
элиминирования удается достичь при использова�
нии тионилхлорида в присутствии сильного осно�

вания [111]. Образующийся при этом серосодер�
жащий гетероцикл (A) определяет последующую
конфигурацию продукта (схема 19).

В качестве альтернативы 3�гидроксипроизвод�
ным, могут быть использованы их серные [112]
или селеновые [113] аналоги. В подобном случае
синтез включает дополнительную стадию окисле�
ния. Этот подход эффективен при использовании

полимерного носителя [114] (схема 20). Удобным
оказалось также использование N�хлорпроизвод�
ных N�ациламинокислот, отщепление молекулы
HCl из них сопровождается перегруппировкой
двойной связи [115] (схема 21).

Сообщается также об успешном использовании
в подобных синтезах α�азидосоединений [116].
Очевидно, в ходе процесса происходит серия окис�

лительно�восстановительных реакций с последую�
щим ацилированием, что накладывает некоторые
ограничения на используемый субстрат (схема 22).

Схема 19. Реакции элиминирования в синтезе N�ацилдегидроаминокислот.
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Схема 20. Использование селеновых производных в синтезе N�ацилдегидроаминоксилот.
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Схема 21. Применение N�хлорирования в синтезе N�ацилдегидроаминокислот.
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α�Кетокислоты и их производные в некото�
рых случаях могут служить предшественника�

ми N�ацилдегидроаминокислот [117, 118] (схе�
ма 23).

Помимо рассмотренной реакции Эрленмей�
ера, существуют и другие методы синтеза про�
изводных N�ацилдегидроаминокислот, включа�
ющие в себя различные конденсации, приводя�
щие к образованию двойной экзо�связи в
положении 4. Одним из подобных превраще�

ний стало использование различных вариантов
реакции Виттига. Такие реакции позволяют по�
лучить советующие производные с выходами до
80–95% в условиях не накладывающих значи�
тельных ограничений на строение субстрата
[119–121] (схема 24).

Схема 22. Синтез эфира N�ацилдегидроаминокислоты из α�азидосоединения.
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Схема 23. Получение N�ацилдегидроаминокислот из производных α�кетокислот.
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Схема 24. Синтез производных N�ацилдегидроаминокислот по реакции Виттига.
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Проведение таких реакций возможно и без выделения фосфорного производного [122, 123] (схема 25).

Помимо реагентов Виттига, в конденсацию с
карбонильными соединениями могут быть введе�
ны N�ациламиномалоновая кислота [124], ци�
ануксусный эфир (схема 26) [125] или различные

кремниевые производные [126, 127] (схема 26).
Хорошего результата удается достичь при замене
карбонильных компонентов нитросоединениями
[128] (схема 27).

Очевидно, что простые производные N�ацил�
дегидроаминокислот, полученные, например, де�
гидратацией производных серина, могут быть мо�
дифицированы с образованием более сложных
веществ. Наиболее эффективными в этом отно�

шении показали себя различные палладий�ката�
лизируемые реакции, например, реакция Сузуки
[129, 130] (схема 28). Галогенированные произ�
водные аминокислот могут вступать в реакцию
Соногаширы [131] (схема 29).

Схема 25. Синтез N�ацилдегидроаминокислот по Виттигу без выделения фосфорных производных.
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Схема 26. Циануксусный эфир в синтезе производного N�ацилдегидроаминокислоты.
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Схема 27. Использование нитроалканов в синтезе N�ацилдегидроаминокислот.
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Схема 28. Применение реакции Сузуки в синтезах N�ацилдегидроаминокислот.
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3. МЕТОДЫ СИНТЕЗА ИМИДАЗОЛОНОВ

3.1. Циклизация амидов 
N8ацилдегидроаминокислот

Как было сказано выше, наиболее распростра�
ненным, простым и логичным методом синтеза
имидазолонов является циклизация амидов
N�ацилдегидроаминокислот (схема 30).

Данная реакция зачастую протекает в доста�
точно мягких условиях и редко осложняется по�
бочными процессами. В связи с этим в литературе
представлено не такое большое число различных
методов подобного дегидратирования.

Самым простым способом удаления воды из
амидов N�ацилдегидроаминокислот, является
термическое воздействие, которое может прово�
диться как в растворе [91], так и в отсутствие рас�
творителя [132]. Стоит отметить, что данный ме�
тод применим даже к относительно чувствитель�
ным субстратам [93], особенно при содействии
молекулярных сит [133].

Более распространены подходы, сопряженные
с использованием основных реагентов. В каче�
стве последних чаще всего используются карбо�
наты щелочных металлов [16, 133–136], реже
применяются щелочь [137–139], третичные ами�
ны [93, 140] или пиридин [141, 142], а микровол�
новое содействие позволяет использовать основ�
ную окись алюминия [143].

В некоторых случаях не менее удачной оказы�
вается циклизация в кислых условиях [88, 144,
145], при этом в качестве действующего агента
может быть применен уксусный ангидрид [146]
(табл. 3).

Из более экзотических методов циклизации
амидов N�ацилдегидроаминокислот можно отме�
тить использование таких реагентов, как оксит�
рихлорид фосфора [92], диазодикарбоксилаты
[141], хлорид цинка [147] и гексаметилдисилазан
или триметилсилилхлорид [148]. В последнем
случае превращение протекает по достаточно не�
обычному механизму (схема 31).

3.2. Прочие методы синтеза имидазолонов 

Существует не так много альтернативных ме�
тодов синтеза 5�арилиден�3,5�дигидро�4H�ими�
дазол�4�онов; их можно разделить на две группы.
К первой относятся методы, в которых образова�
ние имидазолонового ядра проводится по анало�

гии с синтезом Эрленмейера для оксазолонов, че�
рез промежуточное образование циклических
производных (II), которые затем могут быть кон�
денсированы с карбонильной компонентой (схе�
ма 32).

Однако оказалось, что использование амидов
N�ациламинокислот в подобном синтезе зача�

Схема 30. Циклизация амидов 
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стую не приводит к успешному результату. Так,
при попытке создания одного из модельных хро�
мофоров GFP было показано, что такое превра�

щение протекает с крайне низким выходом и мо�
жет быть использовано лишь для ограниченного
числа соединений [149] (схема 33).

В связи с этим, для эффективного создания
имидазолона (II), потребовалось пойти на раз�
личного рода ухищрения.

Одним из подобных методов стала конденса�

ция имидатов с эфирами глицина. Такой подход
зачастую не подразумевает выделения соедине�
ния (II) и позволяет сразу получить готовые ими�
дазолоновые производные [150, 151] (схема 34).

Однако в некоторых случаях [152, 153] произ�
водное (II) удавалось выделить в индивидуальном
виде, при этом была обнаружена его неустойчи�
вость в присутствии любых окислителей, которые
приводят к образованию его димера. Интересная

вариация данного метода была применена в син�
тезе алкалоидов семейства ропаладина [154]: ав�
торы заменили эфир глицина эфиром триптофа�
на, в этом случае конденсация сопровождается
спонтанным дегидрированием (схема 35).

Схема 33. Синтез модельного хромофора GFP на основе амида пропионилглицина.
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Схема 34. Реакция имидатов с эфирами глицина и их последующая конденсация
 с карбонильными производными с образованием имидазолона.
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Таблица 3. Примеры циклизации производных дегидроаминокислот (см. схему 30)

R1 R2 R3 R4 Условия Выход, % Ссылка

CH3 Ph H c8C6H11 DMF, кип. 37 91

CH3 4�OH–C6H4 H CH2COOCH3 220°С 62 132

CH3 4�OH–C6H4 H CH2CH2NH2 K2CO3, EtOH, кип 75 133

CH3 4�OH–C6H4 H CH2CH2NH2 MS, EtOH, кип 45 133

CH3 4�NO2–C6H4 H CH3 Et3N, THF, кип 90 140

Ph Ph H Ph AcONa, AcOH, кип 60 144

Ph Ph H OH 3N HCl, кип 53 145
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Разнообразные конденсации амидинов также
позволяют получить некоторые производные ти�
па (II). В качестве второго компонента в подоб�
ном синтезе могут быть использованы эфиры
[155] или хлорангидрид [153] хлоруксусной кис�
лоты, а также глиоксаль [156] (схема 36).

Однако все эти подходы не позволяют полу�
чить продукт с высоким выходом, а тем более, вы�
делить его в индивидуальном виде. Об успешных
последующих конденсациях с карбонильными
реагентами сообщается только в случае использо�

вания хлоруксусных эфиров. Попытка развить
данную методику исходя из N�(N'�алкилимино�
формил)аминокислот [157] не привела к получе�
нию приемлемых выходов.

Эффективным путем оказалась конденсация
ортоэфиров с амидами глицина [158] или амино�
ацетонитрилом [159] (схема 37). В последнем слу�
чае авторам даже удалось успешно выделить про�
дукт (II) в индивидуальном виде.

Интересной, но малоэффективной методикой
оказался окислительный гидролиз дикетопипе�
разинов при действии гипобромита натрия [160]
(схема 38).

Один из недавних методов синтеза как соеди�
нений (II), так и их конденсированных аналогов,
исходит из производных азидоуксусной кислоты
[161, 162] (схема 39). Значимые примеры приме�
нения этой методики – синтезы модельных хро�
мофоров, аналогов хромофора GFP [163, 164] с
фиксированным положением заместителей R2

 и

R3 (ср. схему 34) относительно двойной связи
(схема 40). Подобная фиксация приводит к рез�
кому возрастанию квантового выхода флуорес�
ценции подобных соединений, что позволило ав�
торам высказать предположение о доминирую�
щей роли изомеризации двойной связи для
флуоресцентных свойств GFP.

Схема 35. Образование имидазолонового цикла в ходе синтеза алкалоидов семейства ропаладина.
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В завершение описания этой группы методов
синтеза имидазолонов стоит еще раз вернуться к
методикам конденсации карбонильных соедине�
ний с имидазолонами (II).

Существует не так много различных вариан�
тов проведения подобной конденсации. Так,
авторы работ [158, 163] использовали пипери�
дин или пиридин, другие авторы [155] – бикар�
бонат натрия; в некоторых случаях реакцию
удавалось проводить простым нагреванием реа�
гентов [150, 151]. Обобщение этих данных не
позволяет сделать однозначного вывода о пред�
почтительности той или иной методики, по�
скольку для каждой из них наблюдался доста�

точно широкий разброс выходов в зависимости
от взятого субстрата.

В заключение отметим весьма эффективную
методику, примененную для синтеза пиридин�
содержащего модельного хромофора и осно�
ванную на использовании ионной жидкости
[164] (схема 41).

Ко второй группе методов создания имидазоло�
нов относятся подходы, в которых С–С�связь при 4
положении имидазолонового ядра сформирована в
одном из исходных реагентов. К таким методам от�
носится, в частности, упомянутая в предыдущем
разделе циклизация амидов N�ацилдегидроамино�
кислот. Далее мы опишем другие сходные методы
создания имидазолонов.

Схема 39. Синтез имидазолонов на основе азидоуксусных производных.
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Схема 40. Модельные хромофоры, аналоги хромофора GFP.
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Одна из ранних подобных реакций основана
на конденсации эфиров ацетиленкарбоновых

кислот с амидинами в условиях основного ката�
лиза [165] (схема 42).

В 1993 г. было установлено, что циклоприсоеди�
нение различных имидатов [166, 167], а также их
тиоаналогов [168] к альдиминам позволяет легко
получать N�замещенные имидазолоны (схема 43).

Мягкие условия и относительная доступность ис�
ходных реагентов позволили успешно использо�
вать данную методику в синтезе ряда производных
[169, 170].

Не так давно была предложена элегантная
схема, альтернативная упомянутой выше реак�
ции амидинов с производными 2�галогенуксус�
ной кислоты. Авторы работы [171] предложили
проводить медь�катализируемое сочетание
амидинов с 2�бромкоричными кислотами (схе�
ма 44). 

Схема 41. Конденсация пиридин�2�карбальдегида с использованием ионной жидкости.
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Схема 42. Конденсация бензамидина с эфиром фенилацетиленкарбоновой кислоты. 

Схема 43. Получение N�замещенных имидазолонов циклоприсоединением имидатов к альдиминам.
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Способность иминов глицина конденсировать�
ся с ароматическими альдегидами, образуя 3�гид�
рокси�4�ариламинокислоты, была успешно ис�
пользована в синтезе хромофора, моделирующего

таковой семейства GFP и позволившего изучить
некоторые аспекты биосинтеза хромофоров крас�
ных ФБ [19]. Для этого авторами работы была про�
ведена следующая цепь превращений (схема 45).

По аналогии с упомянутым ранее синтезом
оксазолонов из доступных 2�азидокоричных
кислот использование их амидов позволяет в не�
которых случаях получить искомые цикличе�
ские продукты [172] (схема 46). Удобным, но не

получившим развития методом получения окса�
золоновых аналогов стало кросс�сочетание ви�
нил� и арилбороновых кислот с доступными
5�арилиден�2�метилтио�3,5�дегидро�4H�имида�
зол�4�онами [173] (схема 47). 

Схема 45. Синтез модельного хромофора исходя из 3�гидрокси�4�ариламинокислоты.
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Схема 46. Образование имидазолонового цикла из амидаазидокоричной кислоты в синтезе алкалоида ропаладина Д.
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К сожалению, метод введения более сложных,
в том числе алкильных, заместителей в оксазоло�
ны с помощью сходных методик так и не был про�
работан.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Синтез модельных соединений хромофоров
GFP�подобных белков и их аналогов играет важ�
ную роль в детальном понимании функциониро�
вания флуоресцентных белков. Встречный синтез
позволяет подтвердить или опровергнуть химиче�
ские структуры, предложенные на основании
структурных исследований флуоресцентных бел�
ков. Модельные хромофоры позволяют выявить
закономерности влияния химического окруже�
ния и заместителей на спектральные свойства.
Более того, синтез биомиметических предше�
ственников дает возможность моделировать про�
цессы биосинтеза хромофоров. Кроме фундамен�
тального интереса, синтетические имидазолоны
находят практическое применение в качестве
красителей. Можно отметить недавнюю разра�
ботку принципиально новых технологий си�
квенс�специфического мечения молекул РНК и
создания сенсоров на внутриклеточные аналиты
с помощью аналогов хромофора GFP [174–176], а
также предложение использовать хромофоры
Kaede�типа в солнечных батареях [177]. Получен�
ные недавно ярко флуоресцентные аналоги хро�
мофора GFP [178] позволяют надеяться на разра�
ботку нового поколения флуоресцентных краси�
телей для мечения в биологических системах. 
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Synthesis of the Chromophores of Fluorescent Proteins and Their Analogs

M. S. Baranov, K. A. Lukyanov, I. V. Yampolsky#

#Phone/fax: +7 (499) 742881822; e8mail: ivyamp@gmail.com
Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences,

Miklukho–Maklaya 16/10, Moscow, 117997 Russia

Members of the green fluorescent protein (GFP) family are widely used in experimental biology as genetical�
ly encoded fluorescent tags. Chromophores of GFP�like proteins share a common structural core: 3,5�dihy�
dro�4H�imidazol�4�one. This review covers synthetic approaches to 3,5�dihydro�4H�imidazol�4�ones, sub�
stituted at different positions. General, as well as specific methods, represented by single examples are con�
sidered. The most popular synthetic route to substituted 3,5�dihydro�4H�imidazol�4�ones includes synthesis
of azlactones, followed by transformation into N�acyldehydroaminoacids and, finally, cyclization into target
heterocycles. Accordingly, the review is divided into three parts: the first part covers syntheses of azlactones,
the second part covers main approaches to N�acyldehydroaminoacids, and in the third part we summarize
cyclizations of N�acyldehydroaminoacids, as well as all other approaches to 3,5�dihydro�4H�imidazol�4�
ones.

Keywords: fluorescent protein, chromophore, GFP, azlactone, imidazolone.
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