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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность проблемы. Стабильные нитроксильные (НР) и триарилметильные 

(или тритильные, ТАМ) радикалы в последнее время получили широкое применение 

в биофизических исследованиях. За счѐт простого спектра ЭПР, чувствительного 

к различным параметрам окружения радикалов, в сочетании с методами ЭПР-спектро-

скопии они находят применение в качестве спиновых зондов и спиновых меток для иссле-

дования сложных молекулярных систем, в том числе и живых организмов. Стабильные 

радикалы используются в качестве спиновых зондов для исследования концентрации кисло-

рода, pH, окислительно-восстановительного статуса среды и других параметров, а также в 

качестве спиновых меток при исследовании структуры и функций нуклеиновых кислот и 

белков методами стационарной и импульсной ЭПР-спектроскопии. Последнее применение 

радикалов используется в сочетании с методом адресного введения спиновых меток. 

Применимость радикалов в качестве спиновых зондов и спиновых меток определяется 

такими свойствами, как стабильность радикалов по отношению к биогенным 

восстановителям, которая определяет возможность использования in vivo и in vitro, магнит-

но-резонансные параметры (g-фактор и константы сверхтонкого взаимодействия, СТВ) и их 

зависимость от среды, что определяет возможность и точность измерения необходимых 

параметров, а также параметры электронной спиновой релаксации, которые для спиновых 

меток определяют диапазон измеримых расстояний импульсными методами. Поэтому 

исследования этих свойств и являются актуальной задачей. 

Цель данной работы — выявить потенциал применения ряда новых стабильных 

нитроксильных и триарилметильных радикалов в качестве спиновых меток и спиновых 

зондов в ЭПР-томографии и для исследования структуры и функций биополимеров и 

установить механизм релаксации нитроксильных радикалов при их иммобилизации в 

матрице трегалозы. В работе ставились задачи измерения магнитно-резонансных 

параметров радикалов, а также их функциональных свойств. 

1. Для новых водорастворимых низкотоксичных нитронилнитроксильных радикалов: 

(а) измерить устойчивость по отношению к восстановлению аскорбиновой кислотой 

в модельных условиях, в крови крыс и еѐ компонентах;  

(б) установить их применимость в качестве контрастных агентов в магнитно-

резонансной томографии;  

(в) установить их применимость в ЭПР-томографии in vivo в качестве зондов NO; 

(г) выявить возможность улучшения их функциональных свойств при ковалентном 

связывании с циклодекстрином. 

2. Для серии бис(спироциклогексил)замещенных нитроксильных радикалов: 

(а) измерить устойчивость по отношению к аскорбиновой кислоте в модельных 

условиях;  

(б) измерить их релаксационные параметры в стеклообразной матрице трегалозы 

и установить возможность их применения в качестве спиновых меток при 

измерениях расстояний в биополимерах при комнатной температуре. 

3. Для серии новых триарилметильных радикалов: 

(а) измерить константы СТВ с ядрами 13С; 

(б) измерить скорость реакции сольволиза в некоторых растворителях. 
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Научная новизна. Исследована возможность применения новых низкотоксичных 

водорастворимых нитронилнитроксильных радикалов (ННР) в качестве зондов оксида азота 

NO in vivo. Методом ЭПР изучена их стабильность, реакция с оксидом азота, а также 

фармакокинетика в живом организме мыши методом ЭПР-томографии в L-диапазоне при 

различных способах введения ННР. Показано, что вследствие высокой скорости 

восстановления ННР и их продуктов реакции с NO, иминонитроксильных радикалов (ИНР), 

а также быстрого выведения ННР в мочевой пузырь, использование таких радикалов для 

исследования количественного содержания оксида азота в тканях невозможно. 

Показано, что ННР, ковалентно связанный с циклодекстрином (ЦД), сохраняет свою 

чувствительность к NO, а константа восстановления нитроксильного фрагмента аддукта 

близка к константе соответствующего свободного радикала. Для получения более 

стабильного зонда необходим синтез структуры с более гибким линкером, который 

позволил бы радикальному фрагменту глубже погружаться в полость ЦД. 

Измерены константы скорости восстановления серии новых бис(спироциклогексил)-

замещенных НР аскорбиновой кислотой, и показано, что они обладают существенно более 

высокой стабильностью по отношению к биогенным восстановителям по сравнению с их 

тетраметилзамещенными аналогами. Измерены времена продольной и фазовой электронной 

спиновой релаксации новых бис(спироциклогексил)замещенных НР в матрице трегалозы 

при 300 K, исследован механизм их электронной спиновой релаксации. Показано, что они 

являются перспективными спиновыми метками для структурных исследований биополи-

меров при комнатной температуре. 

Для ряда новых тритильных радикалов измерены константы сверхтонкого 

взаимодействия неспаренного электрона с ядрами 13C. На примере характерного ряда ТАМ 

показано, что эти константы практически не зависят от структуры и количества 

заместителей, присоединенных к тритильному ядру, а также полярности растворителя. 

Показано, что тритильный радикал dAMT-1 претерпевает реакции сольволиза в метаноле 

и водном буфере и измерены соответствующие константы скорости. 

Практическая значимость работы. Полученные результаты имеют практическое 

значение, так как изученные НР и ТАМ могут быть применены в структурных иссле-

дованиях биомакромолекул, в частности олигонуклеотидов, с помощью адресного введения 

спиновых меток и импульсных методов ЭПР-спектроскопии. В результате проведенных 

исследований была показана перспективность применения ряда нитроксильных радикалов 

в качестве спиновых меток как с точки зрения релаксационных, так и окислительно-

восстановительных свойств. Исследованы магнитно-резонансные и физико-химические 

свойства тритильных радикалов «финляндского» типа и показано, что эти радикалы 

перспективны для их применения в качестве спиновых меток и спиновых зондов для 

биофизических измерений. 

Положения, выносимые на защиту:  

1. Высокая стабильность новых 2,5-бис(спироциклогексил)замещенных 

нитроксильных радикалов пирролинового типа по отношению к восстановлению 

аскорбиновой кислотой и биогенным восстановителями по сравнению с их тетра-

метилзамещенными аналогами, а также спирозамещенными НР пиперидинового типа. 

Перспективность их применения для структурных исследований биополимеров.  
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2. Механизм продольной и фазовой электронной спиновой релаксации новых 2,5-

бис(спироциклогексил)замещенных НР пирролинового типа в матрице тре-галозы при 

комнатной температуре. Перспективность их использования в качестве спиновых меток 

для структурных исследований биополимеров при комнатной температуре.  

3. Магнитно-резонансные и функциональные свойства новых ТАМ. Независимость 

констант СТВ неспаренного электрона с ядрами 13C от структуры и количества 

заместителей, присоединенных к тритильному ядру по карбоксильным группам и от 

растворителя. Механизм реакции сольволиза для некоторых ТАМ в метаноле и водных 

растворах. 

4. Функциональные свойства новых низкотоксичных водорастворимых ННР в 

качестве зондов оксида азота NO in vivo и в качестве контрастных реагентов для 

магнитно-резонансной томографии. 

5. Функциональные свойства нового ННР, ковалентно связанного с циклодекстрином 

(структура, магнитно-резонансные свойства, стабильность по отношению к биогенным 

растворителям, чувствительность к NO). 

Достоверность выводов и результатов работы обеспечена комплексным подходом 

к экспериментальным и теоретическим исследованиям. Полученные результаты согла-

суются с имеющимися в литературе данными и не противоречат им. Все исследования были 

проведены на сертифицированном оборудовании и с использованием современных про-

граммных пакетов. 

Личный вклад соискателя во всех работах является основным и заключается 

в обсуждении целей, задач исследования, в проведении экспериментальной работы, 

анализе, интерпретации полученных результатов. 

Апробация работы. Материалы диссертации были представлены и обсуждались 

на международных и российских конференциях: 

Молодежная школа-конференция «Магнитный резонанс в химической и биологичес-

кой физике» (Новосибирск, 2010); XLIX Международная студенческая конференция 

(Новосибирск, 2011); XIV ―Current Topics in Organic Chemistry‖ (Новосибирск, 2011); 

―Magnetic and Spin Phenomena in Chemistry and Biology‖ (Новосибирск, 2011); SPIN2011 

(Марсель, Франция, 2011); L Международная студенческая конференция (Новосибирск, 

2012); XV ―Current Topics in Organic Chemistry‖ (Новосибирск, 2012); VIII International 

Voevodsky Conference (Новосибирск, 2012); VI advanced EPR school of EFEPR (Реховот, 

Израиль, 2013); SPIN2014 (Зеленоградск, 2014); ―Modern development of magnetic resonance‖ 

(Казань, 2015). 

Работа была поддержана грантами в рамках следующих проектов: 14-03-32024, 12-04-

01435, 12-03-33010 Российского фонда фундаментальных исследований и 14-14-00922 

Российского научного фонда. 

Объем и структура диссертации. Работа состоит из введения, пяти глав, заключения, 

списка литературы, включающего 204 источника. Работа изложена на 127 страницах 

и содержит 48 рисунков, 11 таблиц и 5 приложений 

Благодарности. Автор выражает огромную благодарность: научному руководителю 

д. ф.-м. н. Е. Г. Багрянской за постановку задачи и научное руководство; к. ф.-м. н. 
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О. А. Крумкачевой и д. ф.-м. н. М. В. Федину, А. А. Кужелеву, д. х. н. Л. А. Шундрину, 

д. б. н. Н. Г. Колосовой и д. б. н. Н. А. Стефановой за помощь в проведении экспериментов 

и обсуждение результатов; к. х. н. И. А. Кирилюку, д. х. н. Е. В. Третьякову, д. х. н. 

Е. Ю. Фурсовой и к. х. н. В. М. Тормышеву за синтез нитроксильных и тритильных ради-

калов; к. х. н. Д. Н. Половяненко, к. х. н. М. В. Еделевой и к. ф.-м. н. Д. А. Пархоменко 

за полезные научные дискуссии. 

СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

Во введении описана актуальность темы диссертации, сформулированы основные 

цели и задачи работы, приведены положения, выносимые на защиту, дана краткая 

аннотация глав диссертации. 

Первая глава посвящена обзору литературы. В ней описаны основные приложения 

нитроксильных и тритильных радикалов как спиновых зондов и спиновых меток, в том 

числе применения, связанные с биологическими объектами. Изложены литературные 

данные по исследованию стабильности радикалов в окислительно-восстановительных 

средах и влиянию на нее различных 

факторов. Наконец, в обзоре описаны 

основные методы и подходы, которые 

используются в работе. В частности, 

рассмотрен метод импульсной ЭПР-

спектроскопии, а также его приложения. В 

заключение обзора описаны цель и задачи 

диссертационной работы. 

Вторая глава посвящена 

исследованию возможности применения 

новых водорастворимых нитронилнитро-

ксильных радикалов (ННР) в качестве 

спиновых зондов на оксид азота в ЭПР-

томографии. 

В лаборатории многоспиновых 

комплексных соединений МТЦ СО РАН 

Е. Ю. Фурсовой были синтезированы новые 

хорошо растворимые в воде и низкотоксичные 

нитронилнитроксильные радикалы (см. рис. 1), 

которые были предложены для использования 

в качестве контрастных агентов для магнитно-

резонансной томографии [1, 2]. Было неясно, 

чем обусловлена возможность применения 

новых ННР в этом качестве in vivo, учитывая 

известный факт быстрого восстановления ННР 

биогенными восстановителями. В случае 

высокой стабильности новых радикалов 

можно было бы предполагать возможность их 

использования в качестве сенсоров оксида азота в ЭΠΡ-томографии. 

 

Рисунок 1 — Химические структуры 

нитронилнитроксильных радикалов NN1 и NN2 

и соответствующих иминонитроксильных 

радикалов IN1 и IN2. На примере NN показана 

нумерация атомов в имидазольном кольце. 

0 5 10 15 20 25 30 35
0

2

4

6

8

10 Концентрация Asc

2 мкМ

5 мкМ

10 мкМ

мкМ

Время, мин

pH 6,95

Рисунок 2 — Кинетические кривые 

восстановления 10 мкМ NN1 аскорбиновой 

кислотой Asc в 0,1 М фосфатном буфере. 

Сплошные линии соответствуют расчетным 

(соответствующие константы, М–1∙с–1: 

kNN1 = 1200; kNN2 = 1400). 
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Кроме того, для улучшения стабильности ННР возможно использование заключения 

радикалов в супрамолекулы (циклодекстрины, эмульсии, полисомы и т.д.), которое может 

приводить к увеличению стабильности. В настоящей работе была поставлена задача 

использования такого подхода для улучшения функциональных свойств ННР. 

Нами были получены магнитно-резонансные параметры этих радикалов, проведены 

исследования их стабильности по отношению к восстановлению в различных средах: 

аскорбиновой кислотой в буферном водном растворе (рис. 2), в крови (рис. 3) и ее 

компонентах. 

Показано, что константы восстановления новых ННР аскорбиновой кислотой очень 

высоки и близки по значению величинам для других ННР. Однако следует отметить, что в 

цельной крови крыс при начальной концентрации 10 мМ и более полное восстановление 

происходит более часа (рис. 3). Это связано с тем, что 

из-за высокой растворимости ННР медленно 

проникают в клетки, а концентрация биогенных 

восстановителей в крови не превышает десятки мМ. 

Таким образом, лишь большая растворимость 

позволяет использовать ННР в больших 

концентрациях в исследованиях in vivo. Показано, что 

эти ННР реагируют с оксидом азота с образованием 

иминонитроксильных радикалов, имеющих сущест-

венно отличающийся спектр ЭПР (рис. 4). 

Проведены измерения по использованию 

радикалов в качестве спиновых зондов методом ЭПР-

томографии in vivo. Анестезированной мыши 

внутривенно вводили радикал NN1. Его сигнал был 

обнаружен лишь в области мочевого пузыря, где он 

накапливался в течение 60–90 минут. Таким образом, 

радикал довольно быстро  выводится из организма 

через кровеносную и выделительную системы, т. к. он 

очень хорошо растворим в воде. Впервые были 

получены ЭПР-томографические изображения мышей 

с введенными им нитронилнитроксильными 

радикалами (рис. 5), а накопление ННР именно в 

мочевом пузыре было также подтверждено с помощью магнитно-резонансной томографии 

(рис. 6). 

0 30 60 90
0

5

10
 NN1

 IN1

 

 

мМ

время, мин

Рисунок 3 — Кинетики разложения 

10 мМ NN1 (○) и IN1 (сплошная 

кривая) в цельной крови крыс. 
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 Ρисунок 4 — Ρеакция ΗΗΡ с NO 

с образованием иминонитроксильно-

го радикала и изменением спектра 

ЭΠΡ. 
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Для проверки возможности детектирования 

NO посредством ЭПР-томографии был проведен 

эксперимент по одновременному введению ННР 

и нитроглицерина, который приводит к повышен-

ной генерации оксида азота. Фармакокинетика 

накопления радикала в мочевом пузыре сохрани-

ла свой характер, но произошла задержка по вре-

мени накопления примерно на 50 минут по срав-

нению с контролем (рис. 7). 

В течение эксперимента в спектрах ЭПР 

наблюдался лишь сигнал самого ННР, но не про-

дукта его реакции с NO, ИНР. Это объясняется 

тем, что последний восстанавливается на поря-

док быстрее ННР (см. также рис. 3). Оценка 

количества образовавшегося NO в организме мы-

ши за время эксперимента под воздействием нит-

роглицерина составляет несколько мкМ [3], в то 

время как экспериментально наблюдаемое из-

менение количества ННР в мочевом пузыре 

составляло 150 мкМ. Такое различие фармакокинетик никак не может объясняться только 

реакцией с NO и, скорее всего, связано с тем, что нитроглицерин вызывает расширение 

кровеносных сосудов и, следовательно, замедление тока крови. Таким образом, ННР 

невозможно использовать как зонды NO in vivo. 

Кроме того, в этой главе приведено исследование функциональных свойств перметил-

β-циклодекстрина, ковалентно связанного с нитронилнитроксильным радикалом (структура 

на рис. 8). Показано, что в этом аддукте сохраняется способность нитроксильного фрагмен-

та вступать в реакцию с оксидом азота. С помощью метода модуляции спада электронного 

спинового эха был определен тип равновесия «гость — хозяин» в данном аддукте: 

радикальный фрагмент прикрывает полость циклодекстрина, но не погружается в нее. 

Исследована стабильность этих радикалов по отношению к восстановлению аскорбиновой 

кислотой. Показано, что значения констант восстановления аддукта и свободного радикала 

 

Ρисунок 5 — ЭΠΡ-томография мыши с 

введенным NN1. Наличие сигнала ЭПР 

определяется красным цветом на 

томограмме, другие участки являются 

артефактами обработки. 

 

Рисунок 6 — МРТ Т1-взвешенные изображения кросс-

секции брюшинной области мыши через 20 минут (слева) 

и через 60 минут (справа) после внутрибрюшинной 

инъекции NN1. Узкие длинные стрелки показывают 

области начальной локализации радикала, обусловленной 

внутрибрюшинным введением радикала; мочевой пузырь 

отмечен белыми треугольниками. 

 

Рисунок 7 — Сравнение кинетик 

накопления NN1 при внутривенном 

введении в мышь (доза 0,83 мг/кг). 

 

Рисунок 8 — Схематичная структура 

аддукта нитронилнитроксильного ради-

кала и перметил-β-циклодекстрина. 
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практически не различаются: 3800 и 3900 М–1·с–1, соответственно. Таким образом, в данном 

аддукте циклодекстрин не влияет на стабильность ННР по отношению к восстановлению, 

что говорит о том, что для изменения структуры комплекса необходимо применение более 

длинного и гибкого линкера. 

Третья глава посвящена исследованию 2,5-бис(спироциклогексил)замещенных НР 

пирролинового и пирролидинового рядов как спиновых меток для структурных измерений 

в биомолекулах. 

Введение стерически затрудненных заместителей вместо метильных групп около 

группы N–O приводит к увеличению стабильности НР [4]. Кроме того, бис(спироциклогек-

сил)замещѐнные НР пиперидинового ряда имеют значительное преимущество перед тетра-

метилзамещѐнными аналогами при исследованиях структуры биополимеров методом адрес-

ного введения спиновых меток и имеют существенно меньшую скорость электронной 

спиновой релаксации при температурах 80–150 K. Недавно было показано, что такие 

радикалы можно применять для структурных исследований белков при комнатной темпера-

туре, используя иммобилизацию в матрице трегалозы. Отметим, что в замороженных 

растворах такие измерения возможны только при температуре жидкого гелия или азота [5]. 

В лаборатории азотистых соединений 

ΗИОХ СО РАН И. А. Кирилюком была 

синтезирована серия бис(спироциклогексил)заме-

щѐнных НР пирролидинового, имидазолинового, 

имидазолидинового и пиперидинового рядов (рис. 

9 и 11). В диссертации исследовались функцио-

нальные свойства этих радикалов как спиновых 

меток для измерения расстояний в биополимерах 

методом импульсного ЭПР. 

 

Рисунок 9 — Слева: структуры исследуемых радикалов; справа: значения констант 

восстановления аскорбиновой кислотой некоторых из радикалов при pH 7,2: 𝑘𝐼𝐼
𝑁  — для 

бис(спироциклогексил)замещенных НР, 𝑘𝐼𝐼
𝑁𝑡  — для их тетраметилзамещенных аналогов. 

 

Рисунок 10 — Кинетические кривые 

реакции НР 1, 9, 10  (0,5 мМ) с 0,1 М 

аскорбиновой кислотой (логарифмичес-

кая шкала).  
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Как упоминалось выше, 

объемные заместители около нитро-

ксильного фрагмента замедляют 

восстановление нитроксильных ра-

дикалов в биологических системах, 

увеличивая время жизни спиновых 

зондов. Ηами была изучена реакция 

нитроксильных радикалов 1, 2, 3, 5, 

6, 8, 9 и их 2,2,5,5-тетраметилза-

мещенных аналогов с аскорбиновой 

кислотой. Типичные кинетики гибе-

ли радикалов приведены на рис. 10, 

а соответствующие константы ско-

рости второго порядка — в таблице 

на рис. 9. Показано, что восстановление тетраметилзамещенных аналогов происходит 

в среднем в 2–3 раза быстрее, чем новых спироциклогексилзамещенных НР. 

Для другой серии радикалов с различным 

замещением около нитроксильного центра (рис. 11) 

были измерены значения электронной спиновой 

релаксации при иммобилизации в трегалозе при 

комнатной температуре. Показано, что в этих усло-

виях структура заместителей во 2-м и 5-м (или 6-м 

для пиперидиновых радикалов) положениях нит-

роксильного кольца не оказывает существенного 

влияния на электронную спиновую фазовую релак-

сацию Tm, и ее значение составило в среднем около 

700 нс. Такое время позволяет измерять расстояния 

до 2 нм методом двойного электронного резонанса в сочетании с методом адресного 

введения спиновых меток. 

Для того, чтобы понять механизм релаксации при комнатной температуре в трега-

лозе, были записаны эхо-детектируемые спектры при 300 и 80 K (рис. 12). Оказалось, что 

 

Рисунок 11 — Структуры НР с различным типом 

замещения около нитроксильного центра, для которых 

были измерены значения электронной спиновой 

релаксации в трегалозе при комнатной температуре. 

 

Рисунок 12 — Слева: эхо-детектированные ЭПР-спектры (поглощение) в Х-диапазоне для одного 

из исследуемых НР при 80 K и 300 K. Справа: Типичный стационарный спектр ЭПР одного из ради-

калов в трегалозе при 300 K и его моделирование (серая линия). 

 

Рисунок 13 — Структура исследован-

ного дуплекса и использованных спино-

вых меток –R. Около меток указано из-

меренное время фазовой релаксации Tm. 
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при комнатной температуре крайние компоненты спектра уменьшены по интенсивности по 

сравнению с центральной. Такое поведение является типичным для проявления интен-

сивных либраций [6]. Как известно, либрации вызывают анизотропную спиновую ре-

лаксацию. Действительно, как оказалось, измеренные значения спиновой релаксации в X- 

и Q-диапазонах сильно зависят от положения в спектре и изменяются, например, для 

радикала на рисунке 12 (слева) от 730 нс до 445 нс. 

В случае ковалентного связывания НР с дуплексом олигонуклеотидов время релак-

сации при комнатной температуре для спирозамещенных радикалов увеличивается по срав-

нению с тетраметильными аналогами примерно на 100 нс (рис. 13). Скорее всего, это 

обусловлено взаимодействием спироциклогексильных групп с олигонуклеотидов, вслед-

ствие чего уменьшается амплитуда либраций NO группы. 

Четвертая глава посвящена исследова-

нию магнитно-резонансных и функциональных свойств тритильных радикалов. Тритильные 

радикалы являются перспективными чувствительными внутриклеточными оксиметричес-

кими ЭΠΡ-зондами. Для выводов о применимости таких радикалов необходимо проводить 

измерения их магнитно-резонансных параметров. В частности, впервые были измерены g-

факторы, константы СТВ с ядрами водорода и 13C заместителей для ряда новых тритильных 

радикалов, синтезированных к. х. н. В. М. Тормышевым (рис. 14). Эти радикалы 

отличаются от распространенных ТАМ замещением протонов на дейтоны, которое 

приводит к тому, что центральная линия может достигать ширины до 50 мГс и благодаря 

этому возможно точное измерение всех констант СТВ с ядрами 13C. 

Были измерены константы СТВ 13C для этого ряда ТАМ (рис. 15) и показано, что они 

практически не зависят от структуры и количества заместителей, присоединенных к три-

тильному ядру. Также было показано отсутствие заметного влияния растворителя на вели-

чины констант СТВ. Обнаружена аномально большая ширина сателлитных линий, соот-

ветствующих СТВ с центральным атомом углерода тритильного радикала, обусловленная 

модуляцией анизотропной части константы СТВ (см. рис. 15). 

Кроме того, было обнаружено, что тритильные радикалы с эфирными ацетоксиметок-

сильными заместителями претерпевают отщепление этой группы в водном буфере при pH 

7,2 и метаноле. Измеренные константы скорости их сольволиза составили соответственно 

3,7·10–6 и 1,5·10–6 с–1. 

 

3430 3440 3450

Магнитное поле, Гс
 

Рисунок 15 —Увеличенный по 

интенсивности в 20 раз спектр 

тритильного радикала (n = 2). 

 

Рисунок 14 — Слева: общая структура для группы 

исследуемых тритильных радикалов, где n = 1, 2 или 3; 

справа: общий вид спектра ЭПР одного из три-

тильных радикалов (n = 3). 
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В пятой главе описаны источники получения используемых реактивов и эксперимен-

тальные методики, которые используются в настоящей работе, в том числе методы стацио-

нарного и импульсного ЭПР, методы исследования стабильности свободных радикалов 

и некоторые другие. 

Для иммобилизации радикалов в трегалозе готовили ее раствор с радикалом. Раствор 

в пробирке быстро замораживали и затем образец сушили при 0,1 мм рт. ст. в течение двух 

часов. После сушки стеклообразный остаток дробили и дополнительно сушили в ампуле, 

после чего ее запаивали. 

Для измерения времен спин-решеточной T1 фазовой Tm релаксации на ЭПР-спектро-

метре Bruker Elexsys использовались соответственно трехимпульсная и двухимпульсная 

последовательности (π–τ–π/2–τ–π и π/2–τ–π). В обоих случаях варьировалась задержка 

между импульсами τ. Продолжительность импульса π/2 составила 10 нс. Оба времени, T1 

и Tm, измерены на частоте центральной компоненты ЭПР-спектра соответствующего НР. 

Стационарные спектры НР записаны на ЭПР-спектрометре Bruker EMX в X-диапа-

зоне. Для измерения параметров спектры моделировали с помощью системы компьютерной 

алгебры Matlab и программного пакета Easyspin. 

Для предотвращения уширения линий ЭПР в образцах тритильных радикалов, было 

проведено удаление кислорода из растворов путем многократного повторения циклов 

«заморозка — откачка — оттаивание». Такая же процедура была проделана для спирозаме-

щенных НР для более точных измерений релаксационных параметров. 

Для измерения констант восстановления аскорбиновой кислотой смешивали растворы 

НР и кислоты, после чего реакционную смесь в ампуле сразу помещали в резонатор ЭПР-

спектрометра. Затем записывались последовательные спектры ЭПР каждые 5 секунд, кото-

рые затем обрабатывались для получения соответствующей кинетической кривой. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ВЫВОДЫ 

1. Исследована возможность применения новых низкотоксичных водорастворимых 

нитронилнитроксильных радикалов (ННР) в качестве зондов оксида азота in vivo. 

Методом ЭПР изучена их стабильность, реакция с NO, а также фармакокинетика 

в живом организме мыши методом ЭПР-томографии при различных способах их 

введения. Вследствие высокой скорости восстановления ННР и их продукта реакции 

с NO, а также быстрого выведения ННР в мочевой пузырь, использование таких 

радикалов для исследования количественного содержания оксида азота в тканях 

невозможно. 

2. Показано, что ННР, ковалентно связанный с циклодекстрином, сохраняет свою 

чувствительность к NO, а константа восстановления нитроксильного фрагмента 

аддукта близка к константе соответствующего свободного радикала. Для получения 

более стабильного зонда необходим синтез структуры с более гибким линкером, 

который позволит радикальному фрагменту глубже погружаться в полость цикло-

декстрина. 

3. Измерены константы скорости восстановления новых 2,5-спироциклогексил-

замещенных НР пирролинового типа аскорбиновой кислотой, и показано, что они 

обладают более высокой стабильностью по отношению к восстановителям по сравне-
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нию с их тетраметильными аналогами, и являются перспективными для структурных 

исследований биополимеров. 

4. Измерены времена продольной и фазовой электронной спиновой релаксации новых 

2,5-бис(спироциклогексил)замещенных НР пирролинового типа в матрице трегалозы 

при 300 K. Показано, что основным механизмом электронной спиновой релаксации 

является модуляция анизотропии СТВ за счет либрационных движений радикала. 

Показано, что они являются перспективными спиновыми метками для структурных 

исследований биополимеров при комнатной температуре. 

5. Для ряда новых тритильных радикалов измерены константы СТВ неспаренного 

электрона с ядрами 13C. На примере характерного ряда ТАМ показано, что эти 

константы практически не зависят от структуры и количества заместителей, 

присоединенных к тритильному ядру, а также от полярности растворителя. Показано, 

что тритильные радикалы претерпевают реакцию сольволиза в метаноле и водном 

буфере и измерены соответствующие константы скорости. 
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