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Аннотация

Современные тенденции развития структурной биологии делают актуальными исследования строения 
биомолекул в условиях, приближенных к естественным, т. е. непосредственно в живой клетке и при темпера-
турах, близких к физиологическим. Одна из перспективных технологий, позволяющих приблизиться к этому 
идеалу, – адресное введение спиновых меток (например, нитроксильных радикалов) с последующим исследо-
ванием методами импульсного электронного парамагнитного резонанса (ЭПР). На сегодняшний день наиболь-
шую устойчивость в живых системах демонстрируют пространственно затрудненные нитроксильные радика-
лы пирролидинового ряда с четырьмя этильными группами при парамагнитном центре, но их релаксационные 
характеристики не позволяют проводить измерения методами импульсного ЭПР при температурах выше 80 К. 
Нитроксильные радикалы со спироциклоалкановыми фрагментами в окружении нитроксильной группы при-
годны для измерений при более высоких температурах, но они быстро восстанавливаются компонентами 
живых систем. Пирролидиновые нитроксильные радикалы с двумя спиро-(2-гидроксиметил)циклопентановы-
ми фрагментами сочетают высокую устойчивость к восстановлению с высокими временами спиновой релак-
сации при температуре 120 К и выше. В этой работе нами впервые получен и охарактеризован гидрофильный 
хиральный радикал этого ряда – (1R,5S,7S,8R,12S,13S)-12,13-дигидрокси-1,8-бис(гидроксиметил)-6-азади
спиро[4.1.4.2]тридекан-6-оксил.

Ключевые слова: 6-азадиспиро[4.1.4.2]тридекан, пирролидиновый нитроксильный радикал, пространственно 
затрудненный нитроксильный радикал, спиновая релаксация

© Хорошунова Ю. В., Морозов Д. А., Рыбалова Т. В., Трахинина С. Ю., Асанбаева Н. Б., Сотникова Ю. С., Кирилюк И. А., 2024

ВВЕДЕНИЕ

Методы импульсной дипольной спектроскопии 
электронного парамагнитрого резонанса (ЭПР), 
такие как двойной электрон-электронный резо-
нанс (DEER или PELDOR) [1–3] и двухквантовая 

когерентность (DQC) [4, 5], широко используют-
ся для измерения наноразмерных расстояний в 
биомолекулах, включая достаточно крупные ком-
плексы, имеющие биологическое значение [6–10]. 
Эти методы основаны на зависимости диполь-
дипольного взаимодействия от расстояния меж-
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ду двумя спиновыми метками. Набор измерен-
ных расстояний позволяет судить о вкладе тех 
или иных конформаций и их динамике. Хотя 
большинство экспериментов обычно проводятся 
при очень низких температурах в заморожен-
ных растворах, некоторые недавние достижения 
открыли возможности для применения метода 
и при комнатных/физиологических температу-
рах [11–13]. Точность измерения и доступный 
диапазон расстояний зависят от времени изме-
нения фазы спина электрона (или фазовой па-
мяти) спиновой метки (T

m
). Низкое значение T

m
 

наиболее распространенных спиновых меток дол-
гое время было основным препятствием для 
применения импульсного дипольного ЭПР при 
комнатных температурах. Ранее было показано, 
что использование нитроксильных радикалов с 
двумя спироциклогексановыми фрагментами в 
окружении нитроксильной группы в сочетании 
с иммобилизацией в трегалозе позволяет изме-
рять межспиновые расстояния порядка 3.2 нм 
при комнатной температуре [13]. Однако боль-
шинство подобных исследований проводится в 
модельных системах, где структура и функции 
белка могут существенно отличаться от таковых 
в естественном окружении внутри живой клет-
ки [14–16]. Для проведения исследований in cell 
требуются спиновые метки, которые обладают 
высокой устойчивостью к восстановлению био-
генными антиоксидантами и редокс-активными 
ферментативными системами клеток в диамаг-
нитные гидроксиламины. На сегодняшний день 
наибольшую устойчивость в живых системах 
демонстрируют пространственно затрудненные 
нитроксильные радикалы пирролидинового ряда 
с четырьмя этильными (или более объемными 
алкильными) группами при парамагнитном цен-
тре, но их релаксационные характеристики не 
позволяют проводить измерения методами им-
пульсного ЭПР при температурах выше 80 К. 

Ранее нами были получены пирролидиновые 
нитроксильные радикалы с двумя спиро-(2-гидро
ксиметил)циклопентановыми фрагментами 1, 2 

(рис. 1), сочетающие высокую устойчивость к 
восстановлению с высокими временами спи-
новой релаксации при температуре 120 К и 
выше [17, 18]. В этой работе нами был синтези-
рован новый хиральный нитроксильный ради-
кал – (1R,5S,7S,8R,12S,13S)-12,13-дигидрокси-
1,8-бис(гидроксиметил)-6-азадиспиро[4.1.4.2]
тридекан-6-оксил 3 из ранее полученного амина 4, 
измерены параметры его спектра ЭПР, липо-
фильность, константа скорости восстановления 
аскорбат-анионом и времена спиновой релаксации. 

ЭСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Методы

ИК-спектры зарегистрированы на Фурье ИК-
спектрометре Varian 640-IR (Varian, США) в тон-
ком слое или в KBr при концентрации 1 : 150. 
Масс-спектры высокого разрешения зарегистри-
рованы с помощью масс-спектрометра высокого 
разрешения DFS (Thermo Electron, Германия). 
Анализ методом высокоэффективной жидкост-
ной хроматографии (ВЭЖХ) проведен на хрома-
тографе Agilent 1100 (Agilent Technologies, США) 
с диодно-матричным детектором на длинах волн 
250, 280, 330, 360 нм. Разделение осуществляли 
на колонке Zorbax SB-C18 (2.1 × 150 мм, 3.5 мкм) 
при скорости потока 0.25 мл/мин в градиентном 
режиме элюирования смесью воды (А) и мета-
нола (Б): 10 % Б – 0 мин, 100 % Б – 30 мин. 
Температура колонки 30 °С; объем вводимой 
пробы 1 мкл. Спектры ядерного магнитного резо-
нанса (ЯМР) 1H регистрировали на спектрометре 
Bruker Avance III 400 (Германия, 400.130 МГц) 
в 5–10 % растворах в CD

3
OD или CDCl

3
 при 300 К. 

В качестве внутреннего стандарта использовался 
сигнал растворителя. Спектры ЯМР 13С регистри-
ровали на спектрометре Bruker Avance III 400 
(100.613 МГц) при температуре 300 К. В каче-
стве внутреннего стандарта использовался сиг-
нал растворителя. Элементный анализ был вы-
полнен на автоматическом CHN-анализаторе 

Рис. 1. Структуры соединений 1–4.
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EURO EA (Италия). Контроль за ходом реакции 
осуществляли с помощью тонкослойной хро-
матографии (ТСХ) на пластинках SiO

2
 (Merck, 

элюент – хлороформ, метанол, этилацетат, гек-
сан, диэтиловый эфир или их смеси). Для очистки 
полученных веществ использовали метод пере-
кристаллизации или колоночной хроматогра-
фии (силикагель для колоночной хроматографии 
Merck 60, 0.063–0.2 мм). Используемые прояви-
тели для ТСХ: реактив Драгендорфа, фосфорно-
молибденовая кислота, УФ-лампа с длиной вол-
ны 254 нм.

Монокристальный рентгеноструктурный экс-
перимент для соединения 5 проводили на диф-
рактометре Bruker KAPPA APEX-II CCD 
(Германия) с использованием MoKα-излучения 
(графитовый монохроматор, ϕ- и ω-сканирование) 
при 296 К. Введена поправка на поглощение по 
программе SADABS [19]. Структура расшифро-
вана прямым методом с использованием про-
граммы SHELXT-2014/5 [20] и уточнена в анизо-
тропно-изотропном (для атомов Н) приближе-
нии по программе SHELXL-2018/3 [21]. Атомы 
водорода уточнены изотропно в модели “наезд-
ника”, за исключением атомов водорода ОН-
групп и при азоте в пирролидиновом цикле, по-
ложения которых определены по пикам раз-
ностной электронной плотности и уточнены 
независимо от неводородных атомов. Полученные 
кристаллографические данные для соединения 5 
(атомные координаты, длины связей и углы) де-
понированы в Кембриджскую базу структурных 
данных под номером CCDC 2358364 и могут быть 
свободно получены по адресу www.ccdc.cam.ac.uk/ 
data_request/cif. 

Материалы

Оптически чистый [(1R,5S,7S,8R,12S,13S)-12,13- 
ди-трет-бутокси-6-азадиспиро[4.1.4.2]тридекан-
1,8-диил]диметанол 4 ([α]

D
30.9 = –71 (c 0.09, CHCl

3
)) 

(см. рис. 1) был получен по литературной мето-
дике [17].

Метанол (CH
4
O, квалификация “техн.” мар-

ки А, Уфа-Хим, Россия), метанол (CH
4
O, квали-

фикация “ос. ч.” для градиентной ВЭЖХ, Хим-
мед, Россия), хлороформ (CHCl

3
, квалифика-

ция “х. ч.”, НПП “Гамма”, Россия), этилацетат 
(C

4
H

8
O

2
, квалификация “ч.”, НПП “Гамма”, Рос-

сия); гексан (C
6
H

14
, квалификация “ч.”, Реахим, 

Россия), диэтиловый эфир (C
2
H

6
O, квалифика-

ция “ч. д. а.”, НПП “Гамма”, Россия), этанол 
(C

2
H

6
O, 95 %, Константа-Фарм М, Россия), изо-

пропанол (C
3
H

8
O, квалификация “х. ч.”, АО Сиб

реахим, Россия)

Исследования методом ЭПР

Определение коэффициента распределения 
н-октанол/вода. Спектры ЭПР нитроксильных 
радикалов регистрировали на коммерческом спек-
трометре Х-диапазона Bruker Elexsys E 540 (Bruk-
er, США) при ~20 °C в водных растворах (10–4 М). 
Измерения проводились в стеклянных капилля-
рах емкостью 100 мкл со следующими настрой-
ками спектрометра: амплитуда модуляции – 1.5 Гс; 
мощность СВЧ – 2.0 мВт. Моделирование спек-
тров ЭПР растворов радикалов проводили с по-
мощью программы EasySpin 6.0.0 [22], которая 
доступна на сайте http://www.easyspin.org.

Определение коэффициента липофильности 
радикала 3 проводили следующим образом: из 
водного раствора нитроксильного радикала кон-
центрацией 10–4 М были приготовлены раство-
ры, содержащие 10, 20 и 50 % октанола. После 
их центрифугирования регистрировали стацио-
нарные ЭПР-спектры водной фазы каждой смеси 
в Х-диапазоне (~9.87 ГГц). Определяя значения 
интегральной интенсивности спектров и зная 
таковую для 100 % водного раствора, получали 
искомый коэффициент распределения нитрок-
сильного радикала между н-октанолом и водой. 

В случае радикалов 1 и 2 из их 10–4 М окта-
нольных растворов готовили смеси, содержащие 
10, 25, 50 % воды, и спектры ЭПР регистрирова-
ли с органической фазы. Из полученных данных 
находили коэффициент липофильности, дей-
ствуя так же, как и в случае радикала 3. 

Кинетические измерения. Для проведения ки-
нетических измерений 50 мкл раствора аскор-
бата натрия с концентрацией 0.4 М смешивали 
с 50 мкл 4 мМ раствора глутатиона и добавляли 
100 мкл 0.2 мМ раствора нитроксильного ради-
кала. Аскорбат натрия и нитроксильный ради-
кал были в соотношении 1000 : 1 в итоговом 
растворе. Все растворы были приготовлены в 
фосфатном буфере (10 мМ, рН 7.4). Значение 
рН 7.4 достигалось с помощью раствора гидрок-
сида натрия. Регистрировали падение интенсив-
ности сигнала ЭПР, прямо пропорционального 
концентрации радикала в смеси. График кине-
тической кривой восстановления радикала в этих 
условиях (рис. 2) был аппроксимирован экспо-
ненциальной функцией вида:

y = A exp(–k
1
t) + y

0

где k
1
 – константа скорости псевдопервого по-

рядка, с–1. 
Аппроксимацию данной функцией прово-

дили, используя предположение, что реакция 



558	 Ю. В. ХОРОШУНОВА и др.

превращения нитроксильного радикала в соот-
ветствующий гидроксиламин является реакцией 
псевдопервого порядка при многократном из-
бытке аскорбата, а также при использовании 

глутатиона, который восстанавливает образую-
щийся аскорбат-радикал обратно в аскорбат-
анион [23]. Далее по найденным из аппрокси-
мации значениям k

1
 были рассчитаны значения 

констант скорости реакции второго порядка, k
2
 

(табл. 1).
Измерение времен релаксации. Измерения 

времен электронной спиновой релаксации при 
80 и 120 К проводили на импульсном ЭПР-
спектрометре Х-диапазона, оснащенного про-
точным гелиевым криостатом и системой кон-
троля температуры [24]. Для этого были приго-
товлены растворы радикалов с концентрацией 
1•10–4 М в системе вода/глицерин (для полу-
чения “стекла”) в соотношении 1 : 1 с после-
дующим переносом в кварцевую ампулу. В ре-
зультате измерений получали кривые спада 
интенсивности сигнала спинового эха от време-
ни, из аппроксимации которых находили значе-
ния времен релаксации T

1
 и T

m
. 

Время T
m
 измеряли с использованием двух-

импульсной последовательности электронного 
спинового эха. Время T

1
 измеряли с использо-

ванием метода восстановления инверсии. Дли-

Рис. 2. Кинетическая кривая восстановления радикала 3 
аскорбатом натрия (соотношение концентраций аскорбат 
натрия/радикал 3 = 1000 : 1).

ТАБЛИЦА 1

Константы скорости восстановления аскорбатом натрия  
и коэффициенты распределения октанол/вода спироциклических  
нитроксильных радикалов 1–3

Нитроксильный радикал Константа  
скорости восстановления,  
k, л/(моль•с)

Коэффициент 
распределения 
(октанол/вода)

(3.6±0.2)•10–3 [18] 1.0±0.3

(3.2±0.2)•10–3 [18] 38±5

(5.5±0.1)•10–3 0.5±0.2
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тельность π-импульса в обоих экспериментах 
составляла 40 нс.

Методики синтеза

(1R,5S,7S,8R,12S,13S)-1,8-бис(гидрокси
метил)-6-азадиспиро[4.1.4.2]тридекан-12,13-
диол (5). К аминоспирту 4 (0.53 г; 1.38 ммоль), 
помещенному на ледяную баню, прибавляли 
при перемешивании трифторуксусную кислоту 
(4.5 мл) и оставляли перемешиваться при ком-
натной температуре в течение 2 сут до завер-
шения реакции. Контроль полноты протекания 
процесса осуществляли с помощью ТСХ (сили-
кагель, соотношение хлороформ/метанол = 10 : 1 
(по объему); проявитель: реактив Драгендорфа, 
R

f
 = 0.2). Трифторуксусную кислоту упаривали 

при пониженном давлении, остаток растворяли 
в метаноле и снова упаривали при пониженном 
давлении для удаления следов кислоты. К остат-
ку прибавляли концентрированный раствор NaOH 
(5 мл, 6 М) и растирали, выпадавший осадок 
отфильтровывали, сушили на воздухе и пере-
кристаллизовывали из этилового спирта. Бес
цветные кристаллы. Выход 53 %. Т. пл. 191–193 °С 
(EtOH); [α]

D
27.5 = +16 (c 0.8, CH

3
OH). ИК-спектр 

(KBr), ν, см–1: 3433, 3354, 3311 (O–H, N–H), 2962 
(C–H), 2916 (C–H), 2883 (C–H), 2862 (C–H), 1151, 
1011 (C–O). Элементный анализ, найдено, %: 
C 61.96, H 9.30, N 5.12; вычислено для C

14
H

25
O

4
N, %: 

C 61.97, H 9.29, N 5.16. Масс-спектр высокого раз-
решения (EI/DFS), найдено: m/z 271.1776 [M]+; 
вычислено для C

14
H

25
O

4
N: 271.1778. Спектр 

ЯМР 1H (400 МГц, CD
3
OD, δ, м. д.): 1.69–1.94 

(м, 10Н); 2.08–2.17 (м, 2Н); 2.23–2.36 (м, 2Н); 3.89 
(дд, J

д1
 = 4.1 Гц, J

д2
 = 11.8 Гц, 2Н); 4.07 (дд, 

J
д1

 = 2.8 Гц, J
д2

 = 11.8 Гц, 2Н); 4.12 (с, 2Н). Спектр 
ЯМР 13C (100 МГц, CD

3
OD, δ, м. д.): 21.53, 25.68, 

32.27, 44.83, 60.67, 75.05, 75.40. Кристаллы (брутто-
формула C

14
H

25
NO

4
) ромбические, пространствен-

ная группа P2
1
2

1
2

1
: a = 8.9772(4) Å, b = 11.1392(3) Å, 

c = 13.5483(4) Å; V = 1354.81(8) Å3, d
выч

 = 1.330 г/см3, 
Z = 4. Измерено 8380 отражений в области 
θ < 27.5°. Окончательные значения факторов 
расходимости: R = 0.0381, wR

2
 = 0.1 для 2934 

отражений с I > 2σ(I) и R = 0.0405, wR
2
 = 0.1037 

для всех 3088 независимых отражений, доброт-
ность подгонки S = 1.084. Абсолютная конфигу-
рация определена согласно конфигурации исход-
ных соединений, параметр Флэка равен 0.6(3).

(1R,5S,7S,8R,12S,13S)-1,8-бис[(ацетилокси)
метил])-6-азадиспиро[4.1.4.2]тридекан-12,13-
диилдиацетат (6). Аминоспирт 5 (0.4 г; 1.47 ммоль) 
растворяли в сухом хлороформе (10 мл), при-

бавляли уксусный ангидрид (3.01 г; 29.52 ммоль), 
безводный ацетат натрия (0.5 г) и кипятили с 
обратным холодильником в течение недели до 
окончания реакции. Контроль за ходом процес-
са осуществляли с помощью ТСХ (силикагель, 
соотношение хлороформ/метанол = 10 : 1 (по 
объему) и гексан/этилацетат = 2 : 1 (по объему); 
проявитель: реактив Драгендорфа, R

f
 = 0.45). 

Реакционную массу промывали насыщенным рас-
твором Na

2
CO

3
 (3 × 15 мл) и сушили безводным 

Na
2
CO

3
. Осушитель отфильтровывали, фильтрат 

упаривали при пониженном давлении. Остаток 
хроматографировали на силикагеле в системе 
гексан/этилацетат от 2 : 1 до 1 : 2 (по объему). 
Бесцветное масло. Выход 84 %. [α]

D
25.1 = –44 (c 1.05, 

CHCl
3
). ИК-спектр (тонкий слой), ν, см–1: 3385 

(N–H), 2958 (C–H), 2875 (C–H), 1743 (С=О), 1238, 
1036 (C–O). Элементный анализ, найдено, %: 
C 70.36, H 7.73, N 3.19; вычислено для C

22
H

33
O

8
N %: 

C 70.12, H 7.57, N 3.19. Масс-спектр высокого раз-
решения (EI/DFS), найдено: m/z 439.2202 [M]+; 
вычислено для C

22
H

33
O

8
N: 439.2201. Спектр 

ЯМР 1H (400 МГц, CDCl
3
, δ, м. д.): 1.30–1.42 

(м, 2Н); 1.46–1.59 (м, 4Н); 1.60–1.80 (м, 5Н); 1.89–
1.99 (м, 2Н); 2.02–2.11 (м, 2Н); 2.06 (с, 6Н) и 2.08 
(с, 6Н); 4.11–4.20 (м, 4Н); 5.41 (с, 2Н). Спектр 
ЯМР 13C (100 МГц, CDCl

3
, δ, м. д.): 20.83, 20.87, 20.89, 

26.49, 36.06, 43.83, 64.03, 67.24, 78.17, 170.40, 170.87.
(1R,5S,7S,8R,12S,13S)-12,13-бис(ацетил

окси)-1,8-бис[(ацетилокси)метил])-6-азадис
пиро[4.1.4.2]тридекан-6-оксил (7). м-Хлорнад
бензойную кислоту (mCPBA) (0.30 г; 1.74 ммоль) 
одной порцией прибавляли при перемешивании 
к раствору соединения 6 (0.54 г; 1.24 ммоль) в 
сухом хлороформе (10 мл), замороженному жид-
ким азотом. Давали реакционной массе при пе-
ремешивании нагреться до комнатной темпера-
туры. Контроль за ходом процесса осуществляли 
с помощью ТСХ (силикагель, соотношение гек-
сан/этилацетат = 2 : 1; проявитель: УФ-лампа, 
фосфорномолибденовая кислота, R

f
 = 0.4). Реак-

ционную массу промывали насыщенным рас-
твором Na

2
CO

3
 (2 × 15 мл), затем дистиллиро-

ванной водой (2 × 15 мл) и сушили безводным 
Na

2
CO

3
. Осушитель отфильтровывали, фильтрат 

упаривали при пониженном давлении. Остаток 
хроматографировали на силикагеле в системе 
гексан/этилацетат = 4 : 1. Желтое масло. Выход 
64 %. [α]

D
25.1 = +174 (c 0.65, CHCl

3
). ИК-спектр 

(тонкий слой), ν, см–1: 2958 (C–H), 2874 (C–H), 
1743 (С=О), 1232, 1036 (C–O). Элементный ана-
лиз, найдено, %: C 58.19, H 7.05, N 3.09; вычис-
лено для C

22
H

32
O

9
N, %: C 58.14, H 7.10, N 3.08. 

Масс-спектр высокого разрешения (EI/DFS), 
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найдено: m/z 454.2076 [M]+; вычислено для 
C

22
H

32
O

9
N: 454.2072.

(1R,5S,7S,8R,12S,13S)-12,13-дигидрокси-
1,8-бис(гидроксиметил)-6-азадиспиро[4.1.4.2]
тридекан-6-оксил (3). Нитроксильный радикал 7 
(0.25 г; 0.55 ммоль) растворяли в метаноле (4 мл), 
добавляли 10%-й водный раствор NaOH (6 мл) и 
выдерживали при комнатной температуре до 
завершения реакции в течение 2 сут. Контроль 
полноты протекания процесса осуществляли с 
помощью ТСХ (силикагель, диэтиловый эфир; 
проявитель: УФ-лампа). Реакционную массу упа-
ривали при пониженном давлении досуха. К остат-
ку приливали смесь изопропанола и хлорофор-
ма в соотношении 1 : 3 (по объему) и растирали. 
Твердый осадок отфильтровывали, фильтрат 
упаривали при пониженном давлении. Остаток 
хроматографировали на силикагеле в системе 
хлороформ/метанол = 3 : 1, R

f
 = 0.3. Желтое 

карамелеобразное вещество. Выход 89 %. 
[α]

D
25.1 = +201 (c 0.65, H

2
O). ИК-спектр (KBr), 

ν, см–1: 3405 (O–H), 2954 (C–H), 2939 (C–H), 2872 
(C–H), 1117, 1032 (C–O). Элементный анализ, 
найдено, %: C 58.55, H 8.61, N 4.92; вычислено 
для C

14
H

24
O

5
N, %: C 58.72, H 8.45, N 4.89. Масс-

спектр высокого разрешения (EI/DFS), найде-
но: m/z 286.1651 [M]+; вычислено для C

14
H

24
O

5
N: 

286.1649. Чистота подтверждена ВЭЖХ-анализом.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В синтезе радикала 3 были использованы 
методики, ранее разработанные для получения 

радикала 1 (см. рис. 1) [17], и внесенные нами 
ранее усовершенствования [25]. Как известно, 
расщепление трет-бутиловых эфиров легко про-
исходит под действием кислот, например триф-
торуксусной кислоты [26]. Предварительные экс-
перименты показали, что радикал 1 неустойчив 
к действию кислот, что может быть связано с 
типичным для нитроксильных радикалов обра-
тимым диспропорционированием нитроксильной 
группы с образованием соответствующего гидро
ксиламина и оксоаммониевой соли [27–29]. Как 
известно, оксоаммониевые соли быстро окисляют 
спирты [30], и близкое соседство нитроксильной 
группы с гидроксильной в соединении 1 (см. 
рис. 1) не оставляет шансов на обратимость дис-
пропорционирования. Поэтому для получения 
радикала 3 был использован предшественник 
радикала 1, амин 4. Реакцию проводили по ана-
логии с литературной методикой [31] (схема 1).

Из-за высокой гидрофильности отделение по-
лученного продукта 5 от трифторуксусной кис-
лоты, а также выделение его в чистом виде ока-
залось непростой задачей. Добиться кристал-
лизации аминотетраола 5 удалось растиранием 
остатка с концентрированным раствором гидрок-
сида натрия после полного удаления трифтор
уксусной кислоты. Соединение 5, полученное с 
выходом 53 %, представляло собой бесцветные 
кристаллы. В спектрах ЯМР 1Н и 13С этого продук-
та отсутствуют сигналы трет-бутильных групп, 
но сохраняются сигналы атомов трициклическо-
го остова. Строение соединения 5 было подтверж-
дено данными рентгеноструктурного анализа 

Схема 1.
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(рис. 3). Интересно отметить, что в отличие от 
нитроксильного радикала 1 (см. рис. 1), содер-
жащего трет-бутокси-группы в положениях 3 и 4 
пирролидинового кольца в аксиальной конфор-
мации [17], соответствующие гидрокси-группы 
аминоспирта 5 занимают экваториальное поло-
жение. 

Для получения нитроксильного радикала не-
обходимо провести окисление амино-группы 
аминотетраола 5. Процесс окисления вторичных 
аминов в нитроксильные радикалы сопрово-
ждается промежуточным образованием оксоам-
мониевых солей [28], которые, в свою очередь, 
могут выступать эффективными окислителями 
спиртов в карбонильные соединения [30]. Что-
бы избежать нежелательных процессов по OH-
группам и увеличить выход целевого радикала, 
спиртовые группы соединения 5 были защище-
ны путем ацетилирования уксусным ангидридом, 
аналогично описанной нами ранее методике [18, 25]. 
Тетраацетат 6, представляющий собой бесцвет-
ное масло, был получен с выходом 84 %. В спек-
трах ЯМР 1Н и 13С появляются сигналы двух 
пар ацетильных групп (2.06 и 2.08 м. д. в спек-
тре 1Н; 170.40 и 170.87 м. д. в спектре 13С). Также 
в ИК-спектре присутствует полоса колебаний 
карбонильной группы в области 1743 см–1.

Окисление вторичного амина 6 в нитроксиль-
ный радикал проводили под действием mCPBA. 
Интересно отметить, что в отличие от окисления 
3,4-незамещенных спироциклических пирроли-
динов, близких по структуре амину 6, образова-
ния продуктов, содержащих двойную углерод-
углеродную связь в циклопентановом кольце, 

как описано нами ранее [18, 25], в данном слу-
чае не наблюдалось. Нитроксильный радикал 7 
был выделен с выходом 64 % и представлял собой 
желтое масло, в ИК-спектре которого отсут-
ствуют полосы выше 3000 см–1. Данные элемент-
ного анализа и масс-спектра высокого разреше-
ния соответствуют предложенной структуре.

Заключительной стадией синтеза оптически 
активного водорастворимого нитроксильного ра-
дикала было удаление ацетильных групп путем 
щелочного гидролиза тетраацетата 7. В резуль-
тате с выходом 89 % был выделен нитроксиль-
ный радикал 3, представляющий собой желтую 
карамелеобразную массу. Об отсутствии ацетиль-
ных групп в полученном соединении позволяют 
судить данные ИК-спектроскопии: полос погло-
щения в области 1740 см–1, характерных для 
сложноэфирных карбонильных групп, не на-
блюдается. Состав и чистота продукта 3 под-
тверждены данными масс-спектрометрии высо-
кого разрешения и ВЭЖХ-анализом. 

Для получения магнитно-резонансных пара-
метров радикалов 1–3 были зарегистрированы 
спектры ЭПР в Х-диапазоне (9.87 ГГц) при 
комнатной температуре для водных растворов 
(10–4 моль/л). Для всех радикалов наблюдает-
ся расщепление в спектре ЭПР, обусловлен-
ное сверхтонким взаимодействием (СТВ) с 
атомом азота (константа изотропного СТВ 
A

Niso
 = 1.48±0.05 мТл (1) [17], 1.52±0.05 мТл (2) [18], 

1.49±0.05 мТл (3)) (рис. 4). 
Для полученного нитроксильного радикала 3 

была исследована кинетика восстановления в 
10 мМ фосфатном буфере при рН 7.4 (см. экс-

Рис. 3. Молекулярная структура соединения 5 по данным 
рентгеноструктурного анализа (тепловые эллипсоиды при-
ведены с вероятностью 50 %). Атомы водорода опущены для 
простоты восприятия. 

Рис. 4. Спектр ЭПР (Х-диапазон) 10–4 М водного раствора 
радикала 3. Черная сплошная линия относится к экспери-
ментальному спектру, красная пунктирная – к моделиро-
ванному.
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периментальную часть). Полученные константы 
скорости приведены в табл. 1.

Как следует из данных табл. 1, устойчивость 
всех трех диспироциклических нитроксильных 
радикалов более чем на порядок превышает 
устойчивость 2,2,5,5-тетраметилпирролидин-1-
оксила [32] и сравнима с таковыми значениями 
тетраэтильных нитроксильных меток, пригодных 
для исследований в живых системах [33–35].

Оценку липофильности синтезированного ра-
дикала 3, а также нитроксильных радикалов 1 
и 2, полученных нами ранее [17, 18], проводи-
ли, определяя коэффициенты распределения 
октанол/вода. Полученные данные представ-
лены в табл. 1. 

Времена электронной спиновой релаксации 
для радикалов 1 и 3 были измерены при двух 
температурах (80 и 120 К) в водно-глицерино-
вом растворе (1 : 1). Соответствующие резуль-
таты представлены на рис. 5 и приведены в 
табл. 2. Для радикала 3 (рис. 5, а) и при 80 К, и 
при 120 К отчетливо видно неэкспоненциальное 
затухание интенсивности спинового эха. Ранее 
было показано, что подобные кривые затухания 
спинового эха в водно-глицериновом растворе 
(1 : 1) описываются формулой: I = I

0
 exp(–(t/T

2
)n, 

где n > 1, и определяются за счет дополнитель-
ного механизма ядерной спиновой диффузии [36]. 
Увеличение температуры от 80 до 120 К не при-
вело к изменению времени T

m
 для 3 в пределах 

точности измерения, тогда как для радикала 1 

оно уменьшилось практически в 3 раза: с 3.8 до 
1.3 мкс. Вероятно, этот эффект обусловлен про-
явлением дополнительного механизма спиновой 
релаксации электронов за счет влияния заме-
стителей в положениях 3 и 4 пирролидинового 
кольца в радикале 1, поскольку при 120 К раз-
мораживается вращение метильных групп в трет-
бутильных фрагментах. 

Для сравнения измеренных времен спиновой 
релаксации в табл. 2 приведены аналогичные 
значения для диспироциклогексанового радика-
ла 8 [37] и тетраметильного нитроксильного ра-
дикала 9 [18]. Как можно видеть, времена спи-
новой релаксации нитроксильных радикалов 2 
и 3 как при 80 К, так и при 120 К сопоставимы 
с таковыми значениями спироциклического нит
роксильного радикала 8, а при температуре 
120 К – гораздо больше соответствующих вре-
мен спиновой релаксации тетраметильного ра-
дикала 9.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Описан метод получения оптически активного 
диспироциклического нитроксильного радикала, 
который продемонстрировал очень привлекатель-
ные свойства. Уникальной особенностью этого 
радикала является сочетание высокой устойчи-
вости к восстановлению с улучшенными харак-
теристиками спиновой релаксации, характер-
ными для нитроксильных радикалов с двумя 

Рис. 5 Экспериментальные кривые спада сигнала спинового эха в результате фазовой релаксации для 0.1 мМ 
растворов радикалов 3 (а) и 1 (б) в водно-глицериновом растворе (1 : 1) и температурах: 80 К (красные кривые), 
120 К (синие кривые). Были использованы микроволновые импульсы длительностью 20 и 40 нс (для π/2- и 
π-импульсов соответственно) и частотой 9.7 ГГц. Черные сплошные линии соответствуют данным аппроксима-
ции по формуле I = I

0
 exp(–(t/T

2
)n), соответствующие значения n указаны в табл. 2
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спироциклическими фрагментами, примыкаю-
щими к нитроксильной группе N–· O, а также 
высокая растворимость в воде, что ранее было 
нехарактерно для высокоустойчивых простран-
ственно затрудненных нитроксильных ради-
калов. Полученное диспироциклическое соеди-
нение содержит четыре гидроксильные группы. 
Это открывает возможность синтеза спиновых 
меток различной топологии. Важно, что связы-
вание с крупными биомолекулами через гидрок-
симетильный линкер в спироциклопентановом 

заместителе может существенно снизить стери-
ческую доступность радикального центра, а это, 
в свою очередь, приведет к дополнительному 
росту устойчивости к восстановлению.

Работа выполнена при поддержке Российского 
научного фонда в рамках проекта ¹ 23-23-00617, 
https://rscf.ru/project/23-23-00617/.

Авторы выражают благодарность Химическому 
исследовательскому центру коллективного пользова-
ния СО РАН за проведение спектральных и аналити-
ческих измерений.

ТАБЛИЦА 2

Значения измеренных времен релаксации T
1
 и T

m
 и коэффициента n*  

при температурах 80 и 120 К для нитроксильных радикалов

Нитроксильный радикал 80 К 120 К Литература

T
1
, мс 

(±0.1)
T

m
, мкс 

(±0.1)
n, (±0.02) T

1
, мс 

(±0.1)
T

m
, мкс 

(±0.1)
n, (±0.02)

1.5 3.8 2.05 0.5 1.3 1.00 Эта работа

0.94 3.0 1.70 0.34 2.8 1.67 [18]

1.2 4.3 2.23 0.4 4.1 2.14 Эта работа

1.1 3.9 – 0.4 3.9 – [37]

0.51 3.1 1.70 0.22 1.1 1.0 [18]

* См. рис. 5.
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