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Technika spektrometrii elektronowego
rezonansu magnetycznego (EPR) w biologii

Streszczenie

Wiekszo$¢ znanych substancji jest diamagnetyczna badz ferromagnetyczna. Tylko nieliczne
oddzialywaja z polem magnetycznym, sa to paramagnetyki. Efekt tych oddziatywan jest takze bardzo
niski, ale mozliwy dzieki nieparzystym elektronom w czasteczkach lub niesparowanym elektronom
w czasteczkach rodnikow. Elektronowy Rezonans Paramagnetyczny (EPR) zwany takze
Elektronowym Rezonansem Spinowym (ESR) pozwala na rejestracje i badanie tego catkiem
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powszechnego, ale bardzo waznego zjawiska w réznych dziedzinach nauki (chemia, biologia).

Wprowadzenie

Elektronowy rezonans paramagnetyczny (EPR) zostat odkryty i opisany w 1944 przez E. K. Zavoiskii.
Zastosowanie tej metody w biologii rozpoczeto sie dopiero w latach 60 XX wieku. I od tego czasu
metoda badania probek biologicznych metoda EPR jest ciagle szeroko dyskutowana w literaturze [ 1.
Szeroki zakres badan probek biologicznych zostato przeprowadzonych na mediach ustroju ludzkiego:
krwii, moczu, $linie itp. Badania te zostaly przeprowadzone w celach diagnostyki medycznej.

Teoria

Elektronowy rezonans paramagnetyczny (EPR, ang. Electron Paramagnetic Resonance) jest
zwigzany ze zmiana orientacji spinu elektronowego w zewnetrznym polu magnetycznym,
wywolanego absorpcja energii pola wysokiej czestosci. Zjawisko to obserwuje sie w atomach,
czasteczkach i kompleksach molekularnych posiadajacych niesparowane spinowe momenty
magnetyczne ps, tworzgce centra paramagnetyczne badanych zwiazkow.

Moment magnetyczny ps i spin elektronu S centrum paramagnetycznego sa kolinearne, ale
przeciwnie skierowane:

ps = -g pBS
ps - magneton Bohra (9,27x10-24 JxT-1)
g - wspolczynnik zeemanowskiego rozszczepienia

Wspotczynnik rozszczepienia g okresla udziat orbitalnego momentu magnetycznego w catkowitym
momencie p danego centrum paramagnetycznego.

Dla spinu S=1/2 wartosci magnetycznej liczby spinowej wynosza: ms=+1/2 i ms=-1/2. Ze wzgledu na
dwie przeciwne orientacje spinu w polu magnetycznym mozliwe sa dwa poziomy energetyczne:
W+1/2="%guBB i W-1/2=-.guBB, rdéznica energii (AW= W+1/2-W-1/2) tych poziomdéw rosnie wraz
z przytozonym polem magnetycznym B. Zmiana orientacji spinu nastapi, gdy zostanie spetniony
warunek rezonansu AW = hf, czyli zostanie dostarczona energia rowna réznicy energetycznej dwdch
poziomdéw. Amplituda sygnatu obserwowanego w rejestratorze jest miarg absorpcji mocy mikrofal
wywolanej zmiana orientacji spinu elektronéw wzgledem kierunku stalego pola magnetycznego [ ].
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Standardowa analiza EPR

Metoda EPR w badaniach biologicznych pozwala bada¢ wolne rodniki lub metale, ktére w wyniku
biochemicznych przemian redoks posiadaja niesparowany elektron np. hemoglobina, ktéra byta
jednym z pierwszych metaloenzyméw zbadanych ta metoda. Badanie wolnych rodnikow
w komdrkach nie patogennych nie jest tatwe, gdyz naturalny poziom rodnikéw jest bardzo niski
(10-8-10-10M) a nowoczesne spektrometry EPR sg wstanie zarejestrowaé¢ wolne rodniki w stezeniu
10-6-10-7. Stezenie wolnych rodnikéw mozna zwiekszy¢ wykorzystujac jednolity materiat tkankowy
(1014-1016 na gram tkanki) lub traktujac material biologiczny donorami wolnych rodnikéw lub
napromienienie. Intensywnos$¢ sygnatu EPR jest takze zalezna od fazy wzrostu komorek i fazy cyklu
komodrkowego. Dodatkowa trudnos¢ w pomiarach biologicznych stwarza stosunkowo duza ilos¢ wody,
ktéra uniemozliwia dokladne zarejestrowanie sygnatu oraz pozwala na dalsze przemiany
biochemiczne. Dlatego probki te zazwyczaj badane sg w temperaturze ponizej 0°C lub w postaci
zliofilizowanej. [ , ]

Mimo wielu trudnosci w zastosowaniu metody EPR przy badaniu probek biologicznych metoda ta
pozwala jakosciowo a nawet iloSciowo oznaczy¢ rodniki w tych bardzo ztozonych probkach.

Pulapkowanie spinow

W roku 1965 w Rosji badaczom pierwszy raz udato sie zarejestrowa¢ metoda EPR tlenek azotu(II) -
NO. Rodnik ten posiada jeden niesparowany elektron przemieszczajacy sie pomiedzy atomem azotu
a atomem tlenu. NO zostat unieruchomiony i zablokowany wobec ewentualnych reagentéw grupami
metylowymi. W dalszy badaniach stwierdzono, ze NO daje widma EPR, gdzie ksztalt ich zmienia sie
w zaleznosci do lepkosci, polarnosci i struktury otaczajacych go mediow. I tak powstata pierwsza
sonda EPR, ktéra po przytaczeniu do biatek czy lipidow pozwala uzyska¢ informacje o miejscowe;j
ruchliwosci tancucha polipeptydu. Badania nad sondami EPR pozwolity okresli¢ struktury ciektych
krysztatow i ruchliwosci lipidéw w membranach.

W biologii metoda ,putapkowania spinéw” jest bardzo wazna w wykrywaniu reaktywnych form tlenu
(RFT). Istota metody jest tworzenie paramagnetycznych adduktéw w wyniku reakcji nitonow (zwiazki
azowe) z oznaczanymi rodnikami RFT. Powstaly produkt jest bardziej stabilny niz oznaczany rodnik.
Dodatkowo powstate produkty réznia sie miejscem akceptorowym elektronu w zaleznosci od
stabilizowanego rodnika co pozwala na jakosciowa analize rodnikéw. ,Putapki”, ktorymi sa zwigzki
nitrowe roéznia sie od siebie nawzajem szybkoscig reakcji z rodnikami tlenowymi. State szybkosci
tych reakcji sa zazwyczaj mate dlatego tez wskazane jest stosowanie duzych stezen putapek
spinowych (5-200 mmolxl-1). [, ]

Niebawem dostepne beda banki danych zawierajace parametry widm EPR adduktow putapkowania,
ktore pozwola na dokladna identyfikacje wolnego rodnika a bedzie to mozliwe w oparciu o widma
EPR adduktéw powstatych z putapkowania.

Autor: Karolina Wéjciuk
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Informacje dnia: Zdrowych i Pogodnych Swiat Bozego Narodzenia Zapraszamy na wyjatkowa
edycje Targéw PCI Days 2025! Zawat juz dawno przestat by¢ choroba mezczyzn Swigteczna apteczka
Radioaktywny pluton sie nie ukryje Ztoty Medal Chemii przyznany po raz 14 Zdrowych i Pogodnych
Swiat Bozego Narodzenia Zapraszamy na wyjatkowa edycje Targéw PCI Days 2025! Zawat juz
dawno przestal byé¢ choroba mezczyzn Swiateczna apteczka Radioaktywny pluton sie nie ukryje Zloty
Medal Chemii przyznany po raz 14 Zdrowych i Pogodnych Swiat Bozego Narodzenia Zapraszamy na
wyjatkowa edycje Targow PCI Days 2025! Zawat juz dawno przestat byé choroba mezczyzn
Swigteczna apteczka Radioaktywny pluton sie nie ukryje Ztoty Medal Chemii przyznany po raz 14
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