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Введение 

 

Во многих биологических системах важную роль играют свободные 

радикалы. Концентрация этих комплексов обычно невелика, однако они 

обладают высокой реакционной способностью. Поэтому для изучения 

свободных радикалов следует использовать методы, имеющие высокую 

чувствительность и обладающие способностью детектировать нестабильные 

молекулы. Кроме того, в случае биологических систем важно иметь 

возможность проводить измерения in vivo и в режиме реального времени. 

Таким требованиям отвечает метод электронного парамагнитного резонанса 

(ЭПР) с использованием так называемых спиновых ловушек. Последние 

являются химическими соединениями, образующими с короткоживущими 

парамагнитными центрами стабильные комплексы, детектируемые в 

дальнейшем по спектрам ЭПР. 

Близким по идеологии является метод спиновых меток, когда в 

исследуемую систему в качестве спиновых зондов вводят парамагнитные 

молекулы, от которых наблюдаются характерные сигналы ЭПР.  

Исследования методом ЭПР центров, образующихся при введении в 

изучаемые системы спиновых ловушек или спиновых меток, дают 

информацию о структурных характеристиках, подвижности молекул и 

динамике различных процессов во многих физико-химических, 

биологических и медицинских объектах. 

В настоящем пособии рассматривается использование спиновых 

ловушек для определения концентраций оксида азота и двухвалентной меди 

Cu(II) – объектов, чрезвычайно важных в биологии и медицине. 

Практическое задание предусматривает применение метода спиновых 

ловушек для определения концентраций оксида азота и медьсодержащих 

комплексов в нервной ткани. 
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1. Метод спиновых ловушек 

1.1. Общие принципы 

Спиновые ловушки – это химические вещества, способные реагировать 

с короткоживущими радикалами, образуя при этом стабильные 

парамагнитные соединения – спиновые аддукты. Спиновые ловушки 

применяются для изучения различных процессов, протекающих с участием 

свободных радикалов. Присутствие спиновых аддуктов в исследуемых 

системах легко детектируется методом ЭПР. Спектры ЭПР образующихся 

спиновых аддуктов несут информацию о строении генерируемых в системе 

свободных радикалов и позволяют получать данные о кинетике и механизмах 

протекающих здесь свободнорадикальных реакций
 
[1]. 

В качестве спиновых ловушек используют органические компоненты, 

нитроны и нитрозосоединения, в концентрациях, достаточных для реакции с 

изучаемым радикалом. В случае нитронов и нитрозосоединений продукты 

реакции относятся к нитроксильным радикалам (Рис. 1)
 
[2]. 

 

Рис. 1. Схема образования аддуктов некоторых спиновых ловушек: 5,5-диметил-1-

пирролин-N-оксида (DMPO), N-трет-бутил-α-фенилнитрона (PBN), 2-нитро-2-

метилпропана (MNP). 
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В качестве спиновых ловушек используются и другие соединения, хотя 

и в меньшей степени. Не так давно под термином «спиновые ловушки» стали 

понимать также ряд структур, включающих в себя комплексы ионов 

металлов и гемопротеинов.  

При использовании спиновых ловушек в эксперименте регистрируется 

не исходный радикал, а его аддукт, т.е. продукт реакции спиновой ловушки и 

радикала. Использование прямых измерений всегда является 

предпочтительным, однако часто данный метод является единственной 

возможностью регистрации короткоживущих нестабильных радикалов. 

Важнейшей задачей в исследованиях, выполняемых методом ЭПР с 

использованием спиновых ловушек, является идентификация исследуемого 

соединения и механизма его образования, поскольку ошибки на этом этапе 

могут привести к некорректной интерпретации полученной информации. 

Так, известно достаточно много механизмов образования спиновых аддуктов, 

не отраженных в прямых реакциях исследуемого радикала со спиновой 

ловушкой, представленных на рис. 1. Некоторые из этих процессов 

интересны с практической точки зрения, но могут затруднить проведение 

эксперимента. Поэтому существует ряд ключевых вопросов, на которые 

необходимо ответить для корректной регистрации и интерпретации спектров 

ЭПР, получаемых с использованием спиновых ловушек: 

 Существуют ли альтернативные пути взаимодействия 

исследуемых радикалов с данной спиновой ловушкой? 

 Согласуются ли концентрация и природа получаемого 

соединения с изучаемым процессом? 

 Является ли процесс, приводящий к образованию спинового 

аддукта, основной реакцией, или же только второстепенной? 

Этот вопрос становится все более важным в связи с ростом 

чувствительности современных спектрометров ЭПР. Так, сегодня 

можно получить четкий сигнал ЭПР от радикалов с 

концентрацией порядка микромолей и менее. 
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 Является ли используемая спиновая ловушка наиболее 

оптимальной и информативной в данном эксперименте? 

 Не нарушает ли спиновая ловушка изучаемый процесс так, 

что концентрация спинового аддукта становится отличной 

от первоначальной концентрации радикала? 

Хотя изложенные вопросы во многом усложняют фазу подготовки к 

проведению эксперимента, однако знание ответов на них делает полученные 

результаты намного более ценными.  

1.2. Типы спиновых ловушек 

Идеальная спиновая ловушка должна удовлетворять следующим 

требованиям: 

 быстро реагировать с широким рядом радикалов; 

 в результате реакции образовывать стабильные аддукты; 

 обладать устойчивостью по отношению к освещению, 

повышенной температуре, а также к воздействию различных 

химических и биохимических компонентов, включая ферменты; 

 образовывать аддукты, которые с легкостью поддаются 

экстракции, сепарации и полному описанию; 

 легко синтезироваться в чистом виде, а также в формах, 

включающих изотопы; 

 быть нетоксичными и физиологически инертными. 

Ни одна из существующих спиновых ловушек не обладает всеми 

вышеперечисленными качествами, поэтому выбор определяется каждой 

конкретной ситуацией. 

Для упрощения выбора существует следующая классификация 

спиновых ловушек [2]:  

 соединения, родственные циклическому нитрону 5,5-диметил-1-

пирролин-N-оксиду (DMPO) 
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 соединения, родственные ациклическому нитрону N-трет-

бутил-α-фенилнитрону (PBN) 

 нитрозосоединения (типа MNP).  

1.2.1. Циклические нитронные спиновые ловушки 

Наибольший прогресс в разработке спиновых ловушек связан в 

последние годы с циклическими нитронными ловушками. Структура 

некоторых из них представлена на рис.2. 

 

 

R1=R2= Me; DMPO 

R1=Me, R2= P(O)(OEt)2; DEPMPO 

R1=Me, R2= CO2Et; EMPO 

R1=Me, R2= CO2Bu; BMPO 

 

 
Рис. 2. Структура простейших циклических нитронных спиновых ловушек. 

 

Для таких ключевых биологических радикалов, как 2O
, новые 

ловушки, например, DEPMPO, EMPO и BMPO, имеют явные 

преимущества перед традиционно используемыми в подобных случаях 

ловушками типа DMPO, особенно в отношении их стабильности. Однако 

необходимо отметить, что при использовании некоторых из новых 

ловушек также возникают проблемы. Так, многие из них не 

синтезируются в промышленных масштабах, поэтому их приобретение 

зачастую оказывается затрудненным или даже невозможным. Кроме того, 

иногда недостает литературных данных, позволяющих корректно 

интерпретировать получаемые спектры ЭПР.  

1.2.2. Ациклические нитронные спиновые ловушки 

Количество ациклических нитронных спиновых ловушек, 

синтезированных в последние годы, невелико по сравнению с 

N
+ 

O
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R2 

NO 
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описанными выше циклическими. Примеры простейших спиновых 

ловушек из этого ряда представлены на Рис. 3. 

 

 

 

X= CH, R= Me; PBN 

X= N
+
-O

-
, R= Me; POBN 

X= CH, R= P(O)(OEt)2; PPN 

X= N, R= P(O)(OEt)2; 4PyPPN 

Рис. 3. Структура простейших ациклических нитронных спиновых ловушек. 

 

Эти ловушки менее информативны, чем циклические нитроны, и 

потому имеют ограниченные возможности для идентификации 

радикальных аддуктов. Главным преимуществом этих ловушек является 

высокая устойчивость их аддуктов. Данное свойство особенно важно для 

понимания, является ли изучаемый процесс радикал-опосредованным или 

же нет до того, как будет проведено более его детальное изучение. Эта 

устойчивость также очень важна при попытке разделения и последующего 

изучения аддуктов с помощью таких методов, как масс-спектрометрия 

или электрохимический анализ. Большинство успешных исследований в 

данной области проведено с использованием именно ациклических 

нитронов. К тому же, большую часть спиновых ловушек этого класса 

легко приобрести или синтезировать в чистом виде в больших объемах. 

1.2.3. Нитрозильные спиновые ловушки 

Число нитрозосоединений, синтезированных для использования в 

качестве спиновых ловушек в последнее время, уступает даже числу 

ациклических нитронных ловушек. Фактически, главным открытием стал 

фосфорилированный аналог MNP – DEPNP, структура которого 

изображена на Рис. 4.  

C

H 

O
– 

Me 

Me 

R  M
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            MNP       DEPNP  

 

Рис. 4. Структура простейших нитрозильных спиновых ловушек. 

 

 Отметим также синтез нитрозоловушек, меченых дейтерием и 

изотопами 
13

C и 
14

N. 

 

2. Оксид азота и медьсодержащие соединения 

2.1. Оксид азота 

Оксид азота – это двухатомный свободнорадикальный газ. По 

сравнению с другими биологически важными свободными радикалами, 

такими как супероксид ( 2O
) или гидроксил (OH), оксид азота сравнительно 

неактивен. Уникальность химической структуры оксида азота состоит в его 

электронном строении. Помимо заполненных связывающих – одной σ- и 

двух π-орбиталей, на антисвязывающей π-орбитали NO находится 

неспаренный электрон, что дает суммарный порядок связи 2.5. Высокая 

энергия связи и тот факт, что неспаренный электрон позволяет NO 

взаимодействовать с переходными металлами и другими радикалами, делает 

возможным формирование связывающей орбитали неспаренными 

электронами. Концентрация NO in vivo варьируется от 5 нмоль до 4 мкмоль, 

тогда как концентрации свободных радикалов и переходных металлов, 

Me 

Me 

Me N
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Me 
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способных захватывать NO, в организме далеки от 4 мкмоль. Кроме того, 

оксид азота легко диффундирует: его коэффициент диффузии при 37°C в 1.4 

раза больше, чем у кислорода [3]. Оксид азота реагирует с оксигемоглобином 

с формированием нитрозил-гем-гемоглобина и нитрита. Более того, 

оксигемоглобин, по-видимому, имеет двойное назначение и служит не 

только буфером NO, но и его переносчиком. 

2.1.1. Значение оксида азота в биологических системах 

Оксид азота является эндогенным газом с биохимическими свойствами 

свободного радикала. Поскольку NO легко проникает сквозь мембраны и 

обладает высокой скоростью диффузии, он реагирует с большим числом 

молекул, включая гемсодержащие протеины. Оксид азота быстро окисляется 

кислородом до нитритов и/или нитратов. Его время жизни в биологических 

системах варьирует от 1 сек в присутствии гемоглобина до ~30 сек [4]. 

Синтез этой простой молекулы предполагает участие одного из наиболее 

сложных ферментов в природе – NO-синтазы (NOS), которая имеет 

несколько коферментов и регулируется очень сложным образом. 

Многочисленные физиологические и патофизиологические функции оксида 

азота выполняются с использованием различных форм NO-синтазы. 

Существует три изоформы NO-синтазы: в нервной ткани (nNOS, тип I), в 

эндотелии кровеносных сосудов (eNOS, тип III) и в макрофагах (iNOS, тип 

II). Первые две формы являются Ca
2+

-зависимыми и постоянно 

вырабатываются в нейронах и в сосудах, соответственно, тогда как iNOS 

является индуцибельной формой и выделяется в ответ на воздействие 

внешних факторов при воспалительных процессах [5]. Оксид азота, 

вырабатываемый в эндотелии сосудов, вызывает их расслабление. В 

макрофагах NO отвечает за их цитотоксическую функцию, а в центральной и 

периферической нервной системах NO служит нейромедиатором и 

нейромодулятором. Нерегулируемая выработка оксида азота может вызвать 

повреждения, приводящие к разрушению белков и ДНК и даже к гибели 

клетки. 
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Влияние оксида азота на тонус кровеносных сосудов и функции 

нейронов служит основой воздействия NO на нейроэндокринную систему, 

поведение, память, умственные способности и другие высшие 

психологические функции [6]. Существуют многочисленные данные, 

свидетельствующие о том, что оксид азота участвует в развитии таких 

серьезных заболеваний, как болезнь Альцгеймера и болезнь Паркинсона. 

2.1.2. Оксид азота при повреждении биологической ткани 

Рассмотрим роль оксида азота при повреждении биологической ткани 

на примере травмы спинного мозга.  

Травма спинного мозга протекает в две стадии. Первичное 

повреждение, вызванное механической травмой, приводит к разрушению 

мембран, гибели клеток и кровоизлиянию, однако конечное 

патофизиологическое поражение оказывается гораздо более серьезным по 

сравнению с тем, что диагностируется в первые часы после травмы. 

Причиной столь сильного поражения ткани является активация 

биохимических и клеточных процессов, приводящих к прогрессирующей 

гибели клеток в поврежденной ткани. Данный каскад деструктивных 

процессов получил название вторичного повреждения. Отличительной 

особенностью травмы спинного мозга является продольное распространение 

вторичного повреждения, приводящее к дальнейшей сегментарной потере 

функций [7]. 

Свободные радикалы, такие как супероксид ( 2O
) и гидроксил (OH), в 

норме вырабатываются в небольших количествах в ходе клеточных 

процессов. Они играют важную физиологическую роль в качестве 

модуляторов рецепторной функции мембраны. Вследствие механического 

или гипоксического повреждения в пораженных тканях формируются 

свободные радикалы и оксид азота, причем в гораздо больших количествах 

вследствие недостаточной оксигенации тканей. Кроме того, свободные 

радикалы образуются в ходе многочисленных биохимических реакций в 
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течение посттравматической реперфузии. Они реагируют с белками, 

нуклеиновыми кислотами и липидами, приводя к их повреждению и 

разрушению.  

В норме в центральной нервной системе NO вырабатывается в 

небольших количествах нейронами и эндотелиальной тканью кровеносных 

сосудов. Оксид азота сам по себе не является токсичным и в нормальных 

условиях имеет свойство расширять сосуды. Однако при реакции NO с 2O
 

образуется сильнейший оксидант, пероксинитрит (ONOO
-
), который 

окисляет липиды, белки и ДНК. Именно эта реакция является причиной 

токсичного действия оксида азота при повреждении спинного мозга. 

Доказано, что после травмы спинного мозга в близлежащих тканях 

происходит существенное повышение концентрации NO [8]. Пероксинитрит 

вызывает разрушение нейронов и двигательную дисфункцию в спинном 

мозге крысы in vivo. Эндогенной защитой от свободных радикалов, в 

частности, от пероксинитрита, служит фермент супероксиддисмутаза (СОД, 

SOD).
 
Считается, что чрезмерная продукция оксида азота является основной 

причиной нейротоксичности. 

Существует много научных работ, посвященных изучению роли оксида 

азота при травме спинного мозга. Однако большинство из них основано на 

регистрации уровня NO-синтазы, поскольку прямая регистрация оксида азота 

зачастую оказывается затруднительной или вовсе невозможной из-за его 

высокой реактивности и короткого времени жизни. Исследования показали, 

что после травмы спинного мозга в окружающих тканях повышается уровень 

активности всех типов NOS [9, 10]. Однако активность различных изоформ 

NOS возрастала в различные промежутки времени после операции: в первые 

часы после повреждения в случае конститутивной nNOS и eNOS (на 138% и 

96% через 4 часа и 8 часов после операции, соответственно, по сравнению с 

интактными животными) и через более продолжительный период в случае 

индуцибельной iNOS (на 103% через 72 часа по сравнению с интактными 

животными) [11]. 
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Для получения более полной картины процессов, происходящих в ходе 

вторичного поражения после повреждения спинного мозга, необходимо 

определить, как меняется концентрация NO в поврежденных тканях на 

различных сроках после травмы не с помощью косвенных методов, а 

посредством прямой регистрации NO.  

2.2. Методы регистрации и химические особенности NO 

Поскольку NO является реактивным свободным радикалом и быстро 

окисляется до нитратов и нитритов, его количественный анализ довольно 

затруднителен. Существует несколько методов регистрации оксида азота, но 

вследствие недостаточной специфичности и чувствительности лишь 

немногие из них способны обеспечивать достаточно точные результаты. 

Выбор метода зависит от цели исследования – количественного или 

качественного анализа изучаемой системы. 

Среди методов, предложенных к настоящему времени, электронный 

парамагнитный резонанс является наиболее удобным и надежным. Метод 

ЭПР широко применялся для выявления роли NO в биологических системах. 

С этой целью можно использовать диамагнитные соединения, которые 

образуют стабильные парамагнитные комплексы с NO. Применительно к 

биологическим процессам важную роль играет высокое сродство NO к 

определенным классам комплексов железа(II). Данное свойство используется 

в наиболее распространенных спиновых ловушках для NO. Например, оксид 

азота реагирует с атомом Fe(II)
 
гемоглобина и другими металлосодержащими 

гемами, также как и с дитиокарбаматными (ДТК) комплексами Fe
II
(ДТК)2, 

образуя стабильные парамагнитные молекулы. Эти комплексы широко 

использовались при изучении химических и биологических свойств оксида 

азота. Использование железосодержащих комплексов для регистрации NO 

впервые было предложено А.Ф. Ваниным и сотр. [12]. 

Кроме комплексов Fe(II) с дитиокарбаматами  для регистрации оксида 

азота используют также другой ряд парамагнитных соединений - 

нитронилнитроксидов (ННР). Хотя химический состав этих соединений с NO 
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сильно отличается от соединений NO с Fe(II), ННР имеют высокую 

специфичность и могут быть использованы для проведения количественного 

анализа NO в водной среде методом ЭПР. Кроме того, ННР применяются в 

качестве показателя расширения сосудов и в качестве антагониста NO в 

различных органах, а также в других областях биологии для изучения 

противомикробного действия NO. 

Как уже отмечалось, оксид азота имеет относительно короткое время 

жизни. Он самопроизвольно вступает в реакции с кислородом со 

стехиометрией 2:1 в газовой фазе (1) и 4:1 в водной фазе (2). 

 

2NO + О2 → 2NO2                       (газовая фаза)        (1) 

 

4NO + О2 + 2Н2О → 4NO2
–
 + 4Н

+
       (водная фаза)        (2) 

 

Данные реакции служат основой для нескольких методов регистрации 

и количественного анализа NO, включая определение концентрации NO 

посредством измерения уровня кислорода и спектрофотометрические 

методы, такие как анализ в видимой и ультрафиолетовой областях спектра 

или флуоресцентный анализ. 

В хемилюминесцентном методе регистрации газовой фазы оксида азота 

используется реакция NO с озоном О3, проходящая по схемам (3) и (4): 

  

NO + О3 → NO2
*
 + О2                                                (3) 

 

NO2
*
 → NO2 + hν                                                  (4) 

 

Здесь NO2
*
 обозначает молекулу NO2 в возбужденном состоянии, а hν – 

испускаемый фотон. Методы, основанные на хемилюминесценции, идеальны 

для анаэробных растворов NO и имеют высокую чувствительность, однако 

требуют достаточно много времени и больших затрат. 

Как отмечалось, оксид азота самопроизвольно вступает в реакции с 

протеинами гема, что служит основой для спектрофотометрического метода, 
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где измеряется количество метгемоглобина, образующегося в результате 

реакции NO с оксигемоглобином. Кроме того, NO реагирует с 

диоксигемоглобином и образует стабильные нитрозильные аддукты, которые 

могут быть зарегистрированы с помощью метода ЭПР. 

Содержание оксида азота можно измерить также, используя 

электрохимическое детектирование и другие спектроскопические методы, 

основанные на физических и химических свойствах NO. 

Спектроскопия ЭПР продолжает играть значительную роль в эволюции 

понимания природы NO. Метод ЭПР точно воспроизводит спектральные 

характеристики индикаторной молекулы, отражая природу ее комплекса с 

NO в степени, недостижимой любыми другими методами. Поскольку оксид 

азота является парамагнитным соединением, он должен, в принципе, сам по 

себе детектироваться методом ЭПР. Однако, в ряде случаев такая 

регистрация при комнатной температуре затруднительна ввиду большой 

ширины линий. Именно потому и необходима спиновая ловушка, которая 

обладает высоким сродством к NO и образует с ним стабильный 

парамагнитный комплекс. Классические спиновые ловушки, такие как 5,5-

диметил-1-пирролин-N-оксид (ДМПО), не захватывают NO, поскольку NO 

имеет слабую тенденцию к образованию ковалентной связи с 

нерадикальными молекулами, необходимыми для типичной реакции 

спинового захвата. Однако NO быстро образует относительно стабильные 

лигандные связи с определенными комплексами железа, формируя 

нитрозильные соединения (Рис. 5).  

 

Рис. 5. Реакция спинового захвата NO комплексами Fe
II
(ДЭТК)2, (R1 = R2 = C2H5) или 

Fe
II
(МГД)2 (Rl =CH3 и R2 = CH2(CHOH)4-CH2OH). 
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Без NO в качестве лиганда эти железосодержащие комплексы обычно 

невидимы методом ЭПР. Типичные комплексы NO с дитиокарбаматами 

железа – Fe
II
(NO)(ДЭТК)2 (ДЭТК – N,N-диэтилдитиокарбамат) и 

Fe
II
(NO)(МГД)2 (МГД – N-метил-D-глюкаминдитиокарбамат) – дают спектры 

ЭПР, с помощью которых можно сравнительно легко идентифицировать и 

измерить количество оксида азота. 

2.3. Комплексы меди в биологических системах 

Медь является очень важным компонентом биологических систем, 

однако при нарушении нормальной регуляции она может вызывать 

токсические эффекты. У человека нарушение обмена Cu(II) в клетке влияет 

на нормальное развитие тканей, приводя к анемии, онкологическим 

заболеваниям и некоторым нейродегенеративным проявлениям. Причем к 

повреждениям приводит как избыток, так и недостаток меди(II). Для защиты 

от цитотоксического действия Cu(II) клетка располагает сложной системой 

регуляции выведения меди(II) [13].  

Травма нейронов и нейродегенеративные нарушения, происходящие 

при травме спинного мозга, сопровождаются окислительным стрессом. 

Представляется весьма вероятным, что Cu(II) в нейронах имеет отношение к 

молекулярным механизмам, контролирующим эффективность работы 

системы антиоксидантной защиты клеток, равновесие между выживанием и 

гибелью клеток и, следовательно, между двумя процессами – дегенерацией и 

регенерацией. Доказано, что дефицит меди приводит к значительному 

уменьшению активности Cu,Zn-СОД, в результате чего снижается 

антиоксидантная защита. Нарушение обмена меди и мутации фермента 

Cu,Zn-СОД в биологических системах приводят к токсическим эффектам и 

селективному разрушению двигательных нейронов. Поэтому оценка уровня 

Cu(II) в нервной ткани имеет существенное значение для анализа 

молекулярных и клеточных механизмов антиоксидантной защиты клеток, 

взаимоотношений между антиоксидантной и контролирующей апоптоз 

системами, что важно для предотвращения гибели нейронов при 
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нейродегенеративных заболеваниях и травмах. С другой стороны, такая 

оценка желательна и потому, что избыточное накопление Cu(II) в клетках 

вследствие нарушения ее выведения вызывает цитотоксический эффект [14]. 

2.3.1. Cu,Zn-супероксиддисмутаза 

Реактивные формы кислорода в нормальных условиях отвечают за 

физиологическую активность тканей мозга, но они связаны также с 

некоторыми неврологическими нарушениями и возрастными заболеваниями. 

Эти соединения выделяются в нормальных условиях митохондриями, а также 

в процессе воспаления и оказывают сильное токсическое действие на клетки, 

окисляя протеины, липиды и модифицируя ДНК. Кроме того, они снижают 

ферментативную активность, могут вызвать мутации ДНК и смерть клетки 

через некроз или апоптоз. Для защиты от подобных повреждений 

свободными радикалами в клетках млекопитающих существует 

антиоксидантная система, которая состоит из многочисленных компонентов, 

взаимодействующих сложным образом. Одним из наиболее важных 

ферментов антиоксидантной системы является супероксиддисмутаза, которая 

катализирует преобразование супероксид радикалов ( 2O
) в кислород (О2) и 

перекись водорода (Н2О2) в соответствии со схемами (5) и (6).  

 

SOD1-Cu
2+

 + 2O
 → SOD1-Cu

+
 + O2                                (5) 

SOD1-Cu
+
 + 2O

 + 2H
+
 → SOD1-Cu

2+
 + H2O2                       (6) 

 

В клетках животных представлены два типа СОД: СОД1, содержащая 

медь и цинк (Cu,Zn-СОД) и СОД2, содержащая марганец (Mn-СОД). Cu,Zn-

СОД представляет собой сложный протеин, находящийся в цитозоле клетки. 

Он может инактивироваться при воздействии супероксид-радикалов, а также 

секретироваться во внеклеточное пространство. Экспрессия Mn-СОД 

регулируется сложным образом различными клеточными структурами и так 

же, как и Cu,Zn-СОД, отвечает за защиту клеток от оксидантного 
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повреждения. Обе формы СОД представлены в центральной нервной системе 

[15]. 

Многочисленные исследования показали, что мутации и нарушения 

активности данного фермента могут приводить к различным патологиям, от 

повреждений печени до серьезных нарушений ЦНС. До сих пор остается 

неясным, почему мутации фермента Cu,Zn-СОД, экспрессируемого во 

многих типах нейронов, вызывают гибель избирательно двигательных 

нейронов, как это наблюдается при боковом амиотрофическом склерозе [16, 

17]. 

В нервной системе, как и в других структурах, Cu,Zn-СОД является 

ключевым антиоксидантным ферментом, обезвреживающим супероксид-

радикал. Показано [18], что наличие Cu,Zn-СОД не является обязательным 

для нормального развития и функционирования двигательных нейронов, 

однако этот фермент необходим при состояниях, возникающих после 

повреждения клеток. 

2.4. Регистрация комплекса CuII(ДЭТК)2  

Как отмечалось, комплекс Fe
II
(ДЭТК)2 широко применяется для 

регистрации оксида азота методом ЭПР в биологических системах in vivo и in 

vitro, причем формирование данного комплекса происходит непосредственно 

в исследуемой системе, так как ДЭТК и Fe
II
 вводятся отдельно в виде солей. 

При этом в спектре ЭПР кроме сигнала от комплекса Fe
II
(NO)(ДЭТК)2 

обнаруживается также сигнал из четырех линий от комплекса Cu
II
(ДЭТК)2. 

Это происходит благодаря способности дитиокарбаматов образовывать 

комплексы с ионами не только железа, но и других переходных металлов, а 

медь в составе ферментов присутствует во многих тканях. 

Таким образом, введение в инкубирующие смеси значительного 

избытка диэтилдитиокарбаматного лиганда открывает удобную возможность 

для надежного контроля содержания Cu(II) в тканях и органах, которое резко 

меняется при патологических состояниях и представляет диагностическую 

ценность [19, 20]. В этих условиях медь фиксируется в виде бис-(N,N-
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диэтилдитиокарбамато)меди(II), Cu
II
(ДЭТК)2, по спектрам ЭПР, которые 

характеризуются узкими линиями и расщеплением от изотопов 
63

Cu и 
65

Cu 

как в диамагнитно-разбавленных монокристаллах [21], так и в жидких и 

замороженных растворах [22]. 

3. Применение комплексов Fe-ДТК в качестве спиновой ловушки 
для NO 

Благодаря своим аномальным магнитным и электронным свойствам 

железо-дитиокарбаматные комплексы, Fe(ДТК)n, и железо-нитрозильные 

комплексы, Fe
II
(NO)(ДТК)2, активно изучались с 1960 г. Исследования 

показали, что их уникальные свойства по большей части объясняются 

характерной резонансной структурой лиганда. В 1991 г. Ванин и коллеги [23] 

начали применять комплекс Fe
II
(ДТК)2 в качестве спиновой ловушки для 

регистрации NO в биологических образцах, поскольку после открытия 

физиологической роли оксида азота разработка аналитических методов 

исследования эндогенного NO стала необычайно важной. Среди нескольких 

новых методов регистрации эндогенного NO метод спиновых ловушек в 

сочетании с ЭПР спектроскопией является наиболее точным и надежным. 

Одним из главных преимуществ данного метода явилась возможность 

проведения измерений in vivo [24].  

3.1. Дитиокарбаматы в качестве спиновых ловушек 

Производные дитиокарбаматов (ДТК) образуют различные комплексы 

с ионами железа: Fe
II
(ДТК)2, Fe

II
(ДТК)3

-
, Fe

III
(ДТК)3 и Fe

IV
(ДТК)3

+
. 

Регистрация NO при помощи комплексов Fe(ДТК)n в качестве спиновой 

ловушки основана на формировании стабильного комплекса Fe
II
(NO)(ДТК)2, 

который дает характерный спектр ЭПР из 3-х линий (gav= 2.04) при 

комнатной температуре и спектр с аксиальной симметрией (g= 2.037, gll= 

2.015) при низких температурах (Рис. 6). Комплексы Fe
II
(ДТК)2 и Fe

III
(ДТК)3 

могут непосредственно реагировать с NO с образованием соединения 

Fe
II
(NO)(ДТК)2 даже в присутствии кислорода. 



 21 

 

Рис. 6. Спектр ЭПР Fe
II
(NO)(ДТКС)2 в водном растворе в Х-диапазоне при комнатной 

температуре (слева) и при 77 К (справа). 

 

Производные ДТК можно разделить на две группы в соответствии с 

растворимостью их комплекса с железом(II) в воде: ДЭТК (N,N-

диэтилдитиокарбамат) и ПДТК (пирролидиндитиокарбамат) – типичные 

представители, образующие нерастворимые в воде комплексы, а МГД (N-

метил-D-глюкаминдитиокарбамат), ДТКС (N-(дитиокарбокси)саркозин), 

ПроДТК (L-пролиндитиокарбамат) и МСД (N-метил-L-сериндитиокарбамат) 

образуют водорастворимые комплексы (см. Таблица 1. Характеристики 

спиновых меток на основе ДТК – комплексов FeII(ДТК)2. и Рис. 5). 

 

Таблица 1. Характеристики спиновых меток на основе ДТК – комплексов 

Fe
II
(ДТК)2. 

 

ДТК Растворимость в Н2О Заряд комплекса с NO 

ДЭТК нерастворим  0 

ПДТК  0 

МГД растворим 0 

ДТКС  -2 

ПроДТК  -2 

МСД  -2 

300 K 

gav = 2.04 
AN = 1.27 мТ 

1 мТ 77 K 2 мТ 

 Me 
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Рис. 5. Некоторые производные дитиокарбамата, используемые в качестве спиновых 

ловушек. 

 

Растворимость в воде зависит от заряда сформированного комплекса. 

Так, сравнительная растворимость комплексов Fe(II) изменяется в ряду 

лигандов ДТКС > МГД >> ДЭТК ≈ 0. Данная тенденция еще более заметна 

на примере комплексов Fe
II
(NO)(ДТК)2. Действительно, растворимость 

нейтрального комплекса Fe
II
(NO)(ДЭТК)2 менее 1 мМ, тогда как у 

Fe
II
(NO)(ДТКС)2

2-
 более 100 мМ.  

Растворимость комплексов является важным фактором при их 

практическом использовании. Например, процесс приготовления комплексов 

и их распределение по биологическому образцу во многом зависят от 

растворимости соединений. 

Все производные ДТК также могут быть использованы в качестве 

спиновых ловушек. Даже такие нестандартные цели, как аккумуляция в 

определенном органе, могут быть достигнуты модификацией 

функциональной группы ДТК. Например, Fe
II
(ДТКМП)2 (ДТКМП – 

дитиокарбокси-4-транс-метоксиметил-L-пролин) обладает уникальным 

свойством образовывать соединения с оксидом азота исключительно в крови 

[25]. Однако производные ДТК и комплексы Fe(ДТК)n являются экзогенными 

веществами в биологических системах, и необходимо уделять отдельное 

внимание их физиологическому действию и токсичности. Известно, что 

N
 

S
 

–
S

 
C2H5 

C2H5 

ДЭТК 

N
 

S
 

–
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CH3 
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производные ДТК вызывают прооксидантные и антиоксидантные эффекты в 

бесклеточных и многоклеточных биологических системах. Так, некоторые 

производные ДТК, образующие нерастворимые в воде комплексы с железом, 

предотвращают выработку NO-синтазы, т.е. ведут себя как антиоксиданты. 

Кроме того, производные ДТК образуют комплексы со многими металлами, 

из-за чего используются для анализа микроэлементов и при лечении 

отравления медью и никелем. В связи с данным свойством ДЭТК способен 

ингибировать активность Cu,Zn-супероксиддисмутазы путем захвата иона 

меди, тогда как производные ДТК, образующие водорастворимые комплексы 

с металлами, не захватывают медь(II). 

3.2. Реакционная способность комплексов Fe-ДТК по отношению к 

NO и стабильность комплексов с NO 

На сегодняшний день весьма подробно изучены химические свойства 

комплексов состава Fe
II
(NO)(ДТК)2, ключевых соединений для метода 

регистрации NO с помощью спиновых меток. Синтезированы нитрозильные 

комплексы железа с многочисленными производными ДТК. Электронная 

конфигурация этих пентакоординационных комплексов может быть 

представлена как {FeNO}
7
, где индекс 7 относится к числу электронов на d-

орбиталях металла и π*-орбитали NO [24]. Комплексы Fe
II
(NO)(ДТК)2 

парамагнитны и имеют квадратно-пирамидальную геометрию с 

незначительным смещением железа из основной плоскости и почти линейной 

ориентацией группы NO (угол Fe-N-O = 170-179°) в аксиальной позиции. 

Многочисленные спектроскопические исследования показали, что 

неспаренный электрон комплекса находится на разрыхляющей орбитали, 

преимущественно dz2 (Fe) и σ* (NO). Структура, магнетизм и электронные 

состояния комплекса Fe
II
(NO)(ДТК)2 зависят в основном от замещающей 

группы при аминном атоме азота в ДТК. 

Динамические характеристики комплексов Fe(ДТК)n и Fe
II
(NO)(ДТК)2 

в качестве спиновой ловушки NO, такие как реакционная способность по 
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отношению к NO и стабильность комплексов с NO, являются не менее 

важными факторами, так как регистрация сопровождается динамическим 

процессом, и данные свойства существенно влияют на чувствительность 

метода. Отметим, что эффективность захвата NO комплексом Fe
III

(ДТК)3 

зависит и от заместителей у лиганда, и от свойств среды.  

На практике эффективность спинового захвата необходимо учитывать 

при количественном анализе NO в биологических системах. Содержание NO 

в образце вычисляется из интенсивности сигнала ЭПР. Но, поскольку 

оценивается лишь то количество NO, которое было захвачено комплексом, 

реальное количество NO в образце часто недооценивается. Абсолютное 

содержание NO в образце можно оценить, принимая во внимание 

интенсивность наблюдаемого сигнала ЭПР и тщательно рассчитанную 

эффективность захвата комплекса.  

3.3. Роль реакции восстановления в эффективности спинового 

захвата NO комплексами Fe-ДТК 

Комплексы Fe(ДТК)n, используемые для оценки содержания NO в 

различных системах, обычно считаются стабильными без вовлечения их в 

окислительно-воостановительный цикл, однако это утверждение не всегда 

справедливо. Как известно, комплексы Fe
II
 легко окисляются в присутствии 

кислорода с формированием комплексов Fe
III

. Возможно, что и комплексы 

Fe
II
-NO подвержены окислению, либо в ходе реакции формируются 

комплексы Fe
III

-NO, которые позднее восстанавливаются. В ранних работах 

[26, 27] показано, что окисление гидрофильных мононитрозильных 

комплексов железа (МНКЖ) с МГД имеет место in vivo и in vitro.
 
Это 

окисление ведет к трансформации парамагнитной формы МНКЖ-МГД, 

Fe
II
(NO)(МГД)2

 
≡

 
Fe

I
(NO

+
)(МГД)2, в диамагнитную, которая характеризуется 

электронной конфигурацией железа d
6
 (Fe

II
(NO

+
)(МГД)2). Эта форма может 

быть зарегистрирована с помощью ЭПР-спектроскопии только после ее 

восстановления в парамагнитное состояние, однако ранее было неизвестно, 
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происходит ли реакция восстановления in vivo. Обратимое восстановление 

также может происходить в случае гидрофобных комплексов МНКЖ с 

диэтилдитиокарбаматом (ДЭТК) или диметилдитиокарбаматом (ДМТК) [28]. 

Ответы на вышеперечисленные вопросы даны в более поздних работах 

Ванина и сотр. [29, 30].
 
С традиционной точки зрения считается, что оксид 

азота захватывается только диамагнитным комплексом двухвалентного 

железа с дитиокарбаматом. Однако, было установлено, что значительные 

количества мононитрозильных комплексов образуются в тканях животных 

при введении комплексов трехвалентного железа с диэтилдитиокарбаматом, 

Fe
III

(ДЭТК)3. На первый взгляд, можно предположить, что комплекс 

Fe
III

(ДЭТК)3 в организме восстанавливается до Fe
II
(ДЭТК)2 перед тем, как 

захватить NO. Восстановление может происходить за счет внутренних 

восстановителей, таких как тиолы или тиолсодержащие соединения. Однако 

дальнейшие исследования продемонстрировали, что комплекс Fe
III

(ДЭТК)3 

также имеет способность захватывать NO с формированием диамагнитных 

комплексов Fe
III

(NO)(ДЭТК)3 (S=0), которые впоследствии могут быть 

преобразованы в парамагнитное двухвалентное состояние с участием 

экзогенных или эндогенных восстановителей. Предложенная реакция 

получила название «восстановительного нитрозирования». Количество 

парамагнитного комплекса МНКЖ-ДЭТК резко возрастало при введении 

сильного восстановителя дитионита в экстракт ткани животного, которому 

вводились Fe
II
 и ДЭТК. Эксперименты продемонстрировали, что данный рост 

не был вызван прямым восстановлением эндогенных нитритов дитионитом. 

Результаты подтвердили существование в тканях in vivo диамагнитных 

комплексов NO с дитиокарбаматами Fe
III

. Трехвалентное состояние железа в 

оксигенированных тканях является результатом высокой скорости окисления 

комплекса Fe
II
(ДЭТК)2 кислородом (k = 5·10

5
 M

-1
 s

-1
). Таким образом, 

утверждение о том, что МНКЖ с дитиокарбаматами образуются в результате 

захвата NO только комплексами двухвалентного железа с дитиокарбаматами, 

становится спорным.  
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Рис. 8 иллюстрирует два возможных пути трансформации окисленных 

ловушек {комплекс (I)} в парамагнитное соединение (IV). В соответствии с 

первым механизмом, комплекс (I) сначала восстанавливается некоторым 

эндогенным восстановителем, и промежуточный комплекс (II) впоследствии 

нитрозируется, захватывая радикал NO. Данный путь согласуется с 

традиционной точкой зрения. Второй возможный механизм реакции 

предполагает сначала нитрозирование комплекса (I) до диамагнитного 

комплекса (III), который затем восстанавливается до парамагнитного 

комплекса (IV), что противоречит общепринятой точке зрения. 

 

Рис. 8. Четыре возможных комплекса Fe-ДТК; комплексы (I) и (III) диамагнитны, тогда 

как (II) и (IV) являются парамагнитными [29]. 

 

В принципе, оба пути возможны при том условии, что реакции (I)↔(II) 

и (III)↔(IV) являются обратимыми. Окислительно-восстановительные 

свойства системы определяют, какая из реакций будет доминировать. Однако 

в биологических системах при нормальных условиях скорости реакций 

восстановления эндогенными восстановителями, такими как L-цистеин или 

глутатион (в анионной форме), весьма умеренны. Скорости подобных 

реакций как минимум на два порядка меньше, чем скорости обратного 

окисления молекулярным кислородом из межклеточного пространства 

тканей животных.  

Водорастворимые комплексы Fe(МГД)n не проникают сквозь 

гидрофобные клеточные мембраны и преимущественно остаются 

локализованными в межклеточном пространстве, где концентрация тиоловых 

форм меньше, чем во внутриклеточных компартментах. Следовательно, из-за 

Fe
3+

 – ДТК     (I) NO – Fe
3+

 – ДТК     (III) 

NO 

Fe
2+

 – ДТК     (II) NO – Fe
2+

 – ДТК     (IV) 
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высокой скорости окисления комплексы железа(III) будут преобладать над 

комплексами железа(II). Аналогичная ситуация наблюдается в случае 

гидрофобных комплексов Fe(ДЭТК)n, локализованных в гидрофобных 

компартментах тканей, где они защищены от прямого контакта с 

гидрофильными молекулами цистеина или глутатиона. 

Ванин и сотр. в работе [30] на примере гидрофильного комплекса 

Fe(МГД)n показали, что общепринятый путь течения реакции (против 

часовой стрелки на  

 

Рис.), не является преобладающим в оксигенированных биологических 

системах. Иначе говоря, захват NO достигается комплексом Fe
III

 (I), а 

парамагнитный аддукт формируется из нитрозированного промежуточного 

комплекса (III). Таким образом, реакция спинового захвата NO комплексами 

Fe(МГД)n протекает в соответствие с  

 

Рис. по часовой стрелке: комплекс (I) нитрозируется до диамагнитного 

комплекса (III), после чего эндогенными восстановителями он 

восстанавливается до парамагнитного комплекса (IV). В случае гидрофобных 

комплексов Fe(ДЭТК)n реакция развивается по аналогичному пути [29]. 

Важно отметить, что типичная реакция спинового захвата в клетках 

или тканях животных и растений на выходе дает смесь с определенным 

соотношением диамагнитных и парамагнитных железо-нитрозильных 
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комплексов. Несомненно, эндогенные восстановители могут повысить это 

соотношение в пользу парамагнитного комплекса (IV), и наличие этих 

эндогенных восстановителей может служить вполне правдоподобным 

объяснением успешного применения дитиокарбаматных комплексов железа 

для регистрации NO in vivo. Однако эксперименты доказывают, что 

значительная часть железо-нитрозильных комплексов остается в 

диамагнитном состоянии. При введении крысам комплекса Fe
III

(МГД)3 их 

моча содержала большое количество парамагнитных комплексов 

Fe
II
(NO)(МГД)2, причем при добавлении восстановителя количество этих 

комплексов сильно возрастало.  

Таким образом, для достижения более точных результатов при 

количественном анализе содержания NO в исследуемой системе необходимо 

ex vivo добавлять восстановитель, например дитионит (S2O4
2-

). Однако 

восстановление биологических образцов дитионитом может вызвать 

артефактное выделение NO при восстановлении эндогенных нитритов с 

изменением рН среды. Этого артефакта можно избежать применением 

подходящего буфера к исследуемым образцам. Следует заметить, что 

введение дитионита будет приводить к восстановлению меди(II) из 

комплекса Cu
II
(ДЭТК)2 до меди(I), что упрощает спектр ЭПР и облегчает 

регистрацию NO, но при этом вызывает потерю ценной информации о 

содержании меди(II) в биологических тканях. 
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4. Определение содержания NO и Cu(II) в нервной ткани 

4.1. Приготовление спиновых ловушек для образования 

парамагнитных комплексов FeII(NO)(ДЭТК)2 и CuII(ДЭТК)2 

1) Для приготовления образцов для исследований отобранных животных 

необходимо декапитировать, после чего быстро извлечь и 

гомогенизировать нервную ткань. 

2) Ввести 1 мл буфера на основе N-2-гидроксиэтилпиперазин-N’-2-

этансульфоновой кислоты - HEPES (50 мМ, pH 7.4) с добавками 10 

мг/мл бычьего сывороточного альбумина - BSA, 1 мг/мл NaДЭТК (5.8 

мМ) и 0.4 мг/мл FeSО4 (2.6 мМ). При этом лиганд ДЭТК, ионы железа 

и NO формируют стабильный, детектируемый при помощи ЭПР 

комплекс Fe
II
(NO)(ДЭТК)2. Одновременно происходит связывание 

Cu(II) и ДЭТК с формированием комплекса Cu
II
(ДЭТК)2, также 

детектируемого при помощи ЭПР.  

3) Провести инкубацию реакционной смеси в течение 30 минут при 

температуре 37ºС.  

4) После завершения инкубации смесь охладить и добавить к ней 0.2 мл 

свежеперегнанного этилацетата, предварительно насыщенного водой.  

5) Полученную смесь интенсивно взбалтывать в течение 3 минут и затем 

центрифугировать при 6000g в течение 8 минут.  

6) Отделить органическую фазу и поместить ее в кварцевые трубки с 

внутренним диаметром 3±0.1мм. 

Данный метод позволяет экстрагировать гидрофобные комплексы 

Fe
II
(NO)(ДЭТК)2 и Cu

II
(ДЭТК)2 из водной фазы в органическую – этилацетат. 

Это в свою очередь создает благоприятные условия для определения 

концентрации комплексов методом ЭПР: во-первых, пробы можно хранить 

до проведения измерения в течение долгого времени; во-вторых, отпадает 

необходимость применения специальных методик исследования водных 
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растворов, таких как замораживание образцов в жидком азоте или 

использование особо тонких капилляров.  

4.2. Спектры ЭПР CuII(ДЭТК)2 и FeII(NO)(ДЭТК)2 

Характерный спектр образца, содержащего комплексы Cu
II
(ДЭТК)2 и 

Fe
II
(NO)(ДЭТК)2 в среде этилацетата при комнатной температуре, 

представлен на рис. 9.  

Спектр ЭПР комплекса Cu
II
(ДЭТК)2 состоит из четырех линий (g = 

2.044), соответствующих магнитной сверхтонкой структуре изотопов 
63

Cu и 

65
Cu с незначительно отличающимися константами сверхтонкого 

взаимодействия (Aстс = 78±1 и 82±1 Гс). Наличие двух изотопов меди 

приводит к наблюдению в спектре ЭПР Cu
II
(ДЭТК)2  на рис. 9 небольшого 

расщепления линии на 3547 Гс и уширению остальных линий.  

Сигнал от комплекса Fe
II
(NO)(ДЭТК)2 с неспаренным электроном, 

локализованным на NO, имеет вид тройки линий с g = 2.038 образующейся 

вследствие сверхтонкого взаимодействия электрона с ядром азота 
14

N (I = 1), 

Aстс= 12±1 Гс (рис. 9). Значения параметра Aстс
 
и g-фактора соответствуют 

данным работ [19, 23, 24, 29, 31, 32, 33, 34, 35]. 

Форма сигнала ЭПР практически не изменяется от образца к образцу, 

меняется лишь соотношение интенсивностей сигналов от Fe
II
(NO)(ДЭТК)2 и 

Cu
II
(ДЭТК)2. Спектр комплекса Fe

II
(NO)(ДЭТК)2 практически не 

перекрывается со спектром Cu
II
(ДЭТК)2, и это позволяет производить точные 

измерения интенсивности каждого из сигналов ЭПР.  

Для увеличения точности определения концентрации комплекса 

Fe
II
(NO)(ДЭТК)2 необходимо дополнительно регистрировать расширенную 

область спектра ЭПР, содержащую линии этого комплекса. Для уменьшения 

шумов в спектре константа времени интегрирования при этом увеличивается 

до максимальной для данного спектрометра величины 5 с (рис. 10). 
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Рис. 6. Типичный спектр ЭПР образца в этилацетате при комнатной температуре, 

постоянная времени интегрирования 655 мс. 
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Рис. 7. Фрагмент типичного спектра ЭПР образца в этилацетате при комнатной 

температуре, постоянная времени интегрирования 5 с. 
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4.3. Методика определения концентраций CuII(ДЭТК)2 и 

FeII(NO)(ДЭТК)2 

Концентрацию комплексов Cu
II
(ДЭТК)2 и Fe

II
(NO)(ДЭТК)2 определяют 

путем сравнения спектров ЭПР исследуемых образцов и эталонов с 

известным содержанием этих комплексов, что выполняется при помощи 

специально созданной программы (рис. 11).  

 

 

Рис. 11. Рабочее окно программы определения концентраций комплексов Cu
II
(ДЭТК)2 и 

Fe
II
(NO)(ДЭТК)2. Левая панель: измеренный в эксперименте спектр ЭПР образца 

(вверху) и спектр эталона с концентрацией комплекса Cu
II
(ДЭТК)2 2.00·10

-3
 М (внизу). 

Правая панель: спектр ЭПР образца в области сигнала комплекса Fe
II
(NO)(ДЭТК)2 

(вверху) и спектр эталона с концентрацией Fe
II
(NO)(ДЭТК)2 7.2310

-6
 М. 

 

Для обработки данных необходимо загрузить экспериментальные 

спектры ЭПР и нажать кнопки «Fit» и «FitNO1». С целью определения 

концентраций комплексов Cu
II
(ДЭТК)2 и Fe

II
(NO)(ДЭТК)2 полученные 

коэффициенты K_Cu и K_NO следует умножить на концентрации 2.00·10
-3

 

М и 7.2310
-6

 М, соответственно. 
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Алгоритм программы предусматривает следующие процедуры: 

1. Сравнение пиковой интенсивности линий и подбор коэффициента 

умножения (k) методом наименьших квадратов: 

Fmin = ∑(Yi
exp

 – kYi
etal

 – A - BXi)
2
, где k, A и B – константы. 

Решение системы уравнений dF/dk = 0; dF/dA = 0; dF/dB = 0 приводит к 

единственному набору значений k, A, B. 

2. Подбор параметров базовой линии и приведение наклона 

исследуемого спектра в соответствие с эталонным. 

3. Выравнивание линий по частоте. 

В результате многократных повторений подбирается оптимальный 

коэффициент k для вычисления неизвестной концентрации в исследуемом 

образце. 

 

5. Задание 

 

1. Приготовить образец из нервной ткани по вышеописанной методике. 

2. Настроить ЭПР-спектрометр. 

3. Зарегистрировать спектр ЭПР образца. 

4. Используя компьютерную программу, определить концентрацию 

комплексов Cu
II
(ДЭТК)2 и Fe

II
(NO)(ДЭТК)2 в образце. 

5. Сопоставить полученные результаты с данными предыдущих 

исследований и сделать выводы. 
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