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Elektron Paramagnetna
Rezonancija

OSNOVNI PRINCIPI | NEKE
PRIMENE

EPR-S-SL-ST-Ox-l

-primene u bioloskim sistemima-

EPR je rezonantna apsorpcija mikrotalasnog zracenja od strane
nesparenog elektrona u prisustvu magnetnog polja

Terminologija

Electron Paramagnetic Resonance (EPR)
Electron Spin Resonance (ESR)
Electron Magnetic Resonance (EMR)

EPR = ESR = EMR

EPR — opsti princi Kako se moze dobiti EPR
ignal?

M, = +%
Lo s Drzi se konstantna mikrotalasna frekvencija a
AE=hv=gpB kontinualno se menja magnetno polje (starije
CW masine)
= < = Na konstantnom magnetnom polju primeni se
MEEIERE) puls elektromagnetnih talasa (novije masine)
—analogno FT NMR

=
=
0]
=
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hv = gBB
Plankova kon: 6.626196 x 10 Js

/= (gB/h)B = 2.8024 x B MH . . ) . o
 frekvenc v= (gp/h)| x % Razvoj pulsnih  EPR spektrometara je dugo bio ogranicen
g g-faktor (pi ) i e o o 3 S 5 = 9
. Borov magneton (9.2741 x 10 JT) 22B=3480G v =9.75GHz (Xband) anostOJ?n]un el omkc koja 1l"ad1 u Vnanosckundnm?. Zimima 1
magnetno polje (Gauss ili T) Z‘S:ﬁé’g ‘ 3020%*:;&‘“““ koja moze da uje FID koji poti¢e od relaksacija elektrona
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Princip detekcije signala u EPR spektroskopiji Klasi¢cni EPR instrument
modulacija magnetnog polja

100 kHz izlaz iz detektora

Detektorska struja

Pulsni EPR Pitanje:

Cemu snimati spektar nesparenog elektrona i za to
koristiti instrumente koji su jako skupi, ako se dobije
samo-ovo.. ?!

Odgovor:

Pitanje ne uzima u obzir razlicite interakcije spinova u
sistemu 1 mogucnosti da se iz toga izvuku informacije o
sistemu koji se istrazuje

EPR Hamllt i Corton . Hiperfino sprezanje

S (%) Dodatno cepanje linija usled interakcija
elektronskih i nuklearnih spinova

« Opsti princip — Cestice sa nesparenim spinovima rezonantno apsorbuju
elektromagnetno zracenje kada se nalaze u magnetnom polju

% Ukupni Hamiltonijan
Hp= Hgs *+ Hg, + Hsg + Hig magnetna spinska energija

He= He, + Hg + Hg elektrostaticka energija

Hgs - Zemanova energija elektronskih spinova

Hg, - Zemanova energija nuklearnih spinova

Hss - interakcija elektronskih spinova sa elektronskim spinovima > “dublet”

His - interakcija elektronskih spinova sa nuklearnim spinovima +%

Hg, - interakcija elektrona sa spoljasnjim elektriCnim poliem

He, - interakcija jezgra sa spoljasnjim elektriénim poljem E = gPBS, + (hAy)S,l, Izborna pravila AE, = gpB +a/2

Hq - elektriéna kvadrupolna interakcija E = gBBS, + (a)S,, AMs = +1 (elektron) AE, = gpB - a/2
(hA, (Hz) -> a (G) g-faktor) AM, = 0 (jezgro) AE,-AE,=a
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Hiperfino cepanje EPR linija
21 + 1 (*N, I=1)

Strukturna formula molekula nitroksida
= stabilni slobodni radikal

Elektron ey Hierfino sp an'e

S (%)

EPR spektar Tempona ('4N)

“triplet”

E =gBBS, + (hA))S,I, Izborna pravila AE;=gpB+a
B AMg = +1 (elektron) AE, = gBB
(hA, (Hz) -> a (G) g-faktor) AM, = 0 (jezgro) AE;=gBB-a

Da utvrdimo ...

Zasto EPR?

Sta ée se desiti ako '“N zamenimo sa 15N ?2?
Mozemo detektovati i meriti slobodne radikale i paramagnetne vrste

«Visoka osetljivost (nanomolarne koncentracije)

+ Nema "pozadinskih" mesajucih signala

« Kvalitativna & kvantitativna tehnika

EPR spektar Nacini detekcije

Vrste koje imaju nesparen elektron same po sebi

+*N je /=1/2, tj. moguce vrednosti Primer: semihinoni, nitroksidi, prelazni metali ..

magnetnog momenta su -1/2 i 1/2). Postoje
sada dva dozvoljana prelaza i samo 2 linije Vrste koje se mogu detektovati tehnikom spin-trapinga

'(Zm?‘g‘n?i"g"mf‘;ﬁﬁjfgn ‘;z?g;‘;k:ungﬁg’eji;m Vrste: superoksidni, hidroksilni, alkil, NO radikali ...
N - f o
cepanije (dodatno se smanjuje $irina linija) Spin-trapovi: DMPO, DEPMPO, EMPO ...

a se omocé¢u EPR-a?

Pozicija pikova (g-faktor)
Multipletnost (hiperfina interakcija)

Oblik linije (Sirina linije, simetrija, itd.) % Prelazni meta” (Mn' Fe, |td)
Intenzitet (amplituda/povrsina pika) 5 P .
s.Delokalizovani elektroni
cepanje
[Ioig ; Spinske probe i spinski obelezivaci
\ s Slobodni radikali

\/" 5 EPRI

% In vivo EPR spektroskopija

Sirina linije

Sve ovo se koristi kao "otisak prsta" prilikom identifikacije vrste i
koli¢ine ispitivane vrste




Mangan

55Mn (1 =5/2)
21+1 pravilo = 6 linija

Mn*2/MgO (1:500)

Uklanjanje spin-spin interakcije

Spinske probe i obelezivaci

(EPR spektri)

+ Paramagnetni elektron spi
orbitali izmedu N O.

+ Jezgro sa spinom 1 in
momenta (+1,0,-1) p

bela se nalazi u sp®
& vrednosti magnetnog
nja oba energetska
ns = 1/2) na po tri.
idimo da razlike u energiji vode
uslovima,
+ Na osnovu izbormog pravila Ams=+1 (spinski nivoi) | Am=0
(Zemanovi nivol) moguéa su 3 prelaza, pa postoje i 3 linije.

EPR spektar
a

—>

“triplet”

akcia), vide se i 'C

Fosfolipidne membrane kao modeli za ispitivanje
osobina membrana. Spontano ili indukovano formiranje
fosfolipidnog dvosloja

Planarne membrane (black film)

nhannARMN
WY

Liposomi (lipidne vezikule)
ili sonifikacija

(out-in 65-35%)

Problem je $ta sa krajevima, pa se LUV (out-in 50-50%)
kraja ik caliEE Small or large unilamellar vesicles

EM multilamelarne
Multilamellar vesicles Goldzijeve strukture

29-May-17

inske probe i spinski
obelezivaci

Spi stabilni  (dugozive¢i) slobodni radikali
(nitroksidi) koji se ubacuju u sistem da bi se ispitala neka osobina

Modifikacija osobina
‘rucka’

Sterno zaklanjanje
reaktivne grupe

Spinski obelezivaci (spin labels) — nitroksidi vezani za druge

molekule — prac¢enje ponasanja obelezenih molekula

Kretanje lipida u membrani

Termalni pokreti
hidrofobnog dela
Uredenost unutrasnjosti
membrane

Lateralno kretanje lipida
difuzija

Transverzalno kretanje
flip-flop

Lipozomi - uredenost i fazni prelazi
EPR spinske probe

DS u membrani

Uticaj pokretljivosti spinske probe Odredivanje faktora uredenosti S fosfolipidnog
na izgled EPR spektra

dvosloja metodom EPR spinskih proba



Sta se deSava sa EPR spektrima spin-labela
kada se ugrade u membranu ???

+wo - [

U vodenom rastvoru

Integrisan u membranu

« Ukupan spektar 7DS-a ugradjenog u membranu potpuno odudara
od onog iz rastvora. Do toga dolazi zbog anizotropije.

(hipefina) anizotropij

gesto postoji i za hiperfino cepanje.
ji i promena u hiperfinom cepanju spekira,  razmaci izmedju linija u jednom
Uzrok hiperfine anizotropie leZi u anizatropf interakcie elektrona i nukleamog dipola, ko jefuzrok hiperfiiog
cepanja.
mima koji nisu rigidni ova interakcija je prostor dnjena, ali u rigidnim sistemima moze da postane
na od relafivne usmerenosti nukieamog dipola u odnosu na spoljasnje magnetno polie.

o Z2ViSi i 0d magnetnog
E\Pan u osnovnom i u ekscitiranom stanju moZe da bude (tj njegov momenat) pod razlicitim ugl
na d\pa\m momenat jezgra, tako da dolazi do asimetricnog (epama data cva ivaa, &t0 2a posiedicu ima raziitte
snerepislazs)l dolaicia smavama pajed\mh hm 2 u speki

nizotropiju spolja

mteraqujuce i ponente tog

‘Normalni” izotropni uslovi Anizotropija.

Ako bi smo ponovo posmatrali uzorak koji je u obliku kristalnog praha, do Sirenja linija bi doslo iz istih razloga
kao za g-anizotropiju. Za molekul u rastvoru A=1/3(a,,+a,,*a,,), a za rigidni sistem a,,#a,,#a.,
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g-anizotropija

Interakcija tranzicionog dipolnog momenta sa magnetnim poljem proporcionalna je cos?0.

Polje oko elektrona nije B veé: By

Ako kristal postavimo tako da z-08a njegovog Koordinatnog sistema bude paralelna sa osom vektora B,

za apsorpciju ée najznadajnija biti komponenta dipolnog momenta , i komponenta vektora efektivnog polia
i

Kada se molekul slobodno krece, By je usrednjeno Sto nije slué

g=1/3(g,+g,*g,) (rastvor,
(91 B su direkino po

U krstalu dobijamo 3 razliita spektra koji su Siftovani jedan u odnosu na drugi.

2|8 N8 ylIB.
jedne kristalne jedinice imali kistalni prah i prakticno sve orijentacije, dobili bi spektar nastao
rponiranjem ovih spektara. Idealno bilo bi tu 9 linja, medutim neke se linje preklapaju, Siftovi ne moraju
bi veliki. i tako da moze doti do slepliivania i dobile se spektar sa Sirokim liniiama.

7-DS u membrani

Membrana ima delimiéno kristalni karakter pa uticu i g i a anizotropija
DS pokazuje aksialnu smely | prelposayka e da mose sbacho da otfa oot oso pa

sfekii anizoiropje Gube u xy-ravn ednaceno u toj ravni pa se X 1y osa “iziednacavaju
Bitno je u kakvom je polozaju U odnosu na spoljasnje magnemo polie postavuena osa molekula
(paraleina sa 2) 1 odnosu na veklor spofasnieg mag. poa. Za g-anzotrop vad da e 9:=1/2,49,)

8 2a a anizotropiju aL=1/2(a,a,) | a,

Zbog razliétih g i gy, i a. i & vrednosti dobijamo razliéite spektre za dve idealne situacije: kada je
osa molekula normaina u odfiosu na B i kada je paralelna sa B

a g

0,004

0,002
140 3360 3380 3400 3420 3 3288308326334 B36B3BB40B420

kada je spin-abel u membrani mi u jechom uzorku imamo obe situacie pa dolazi do_superponiranja spektara | obja se dobro poznal spektar

5,7,12-DS u membrani

Sto je fluidnost v 2 slobod postapenog gubika anizotropie | spektr jo sve
licniji onom iz rastvora. Spektri za ne ‘situaciie postaju oo a ukupni spektar uZi

Sirina spektralnih finija = (21,)" + (1 + y,2B 21;,) gde su:

1,17, longitudinaino i transverzalno relaksaciono vreme, B, je magnetna komponenta ulaznog zratenja); Yo je
Zromagnetni odnos

1, opisue gubitak Fognegzacl relaksaciju koja nastaje kroz proces gde apsorbovana energija prelazi u toplotu
in-resetka relaksacija). T, 0

etk reisksecle) 1joniile Qubitak magnetizacie Kok gubltak 126, energiia s6 prencei a elekirona na
p\ak(run (spin

Sirina linile je u principu obmuto proporcionalna brzini relaksacije.

Kada je membrana rigidnija, spinovi su blizi jedan drugome tako
lakse dolazi do spinske difuzije, a veéi broj sudara doprinosi
spin-resetka relaksaciji. Relaksacija je tada brza, a linije Sire.
Kada se poveca mobilnost molekula (spin-label-a) u membrani
cija ide sporije, pa su i linje uZe. Ovo je jos jedan faktor,
osim anizotropije, koji daje direktnu vezu izmedju fluidnosti
membrane i Sirine spektrainih linija.

Fluidnost membrane se povecava od povrsine prema
unutra. Polame glave su relativno gusto spakovane na
povrsini, medusobno se priviage ili odbijaju i interaguju
n u okolini. Od njih se prema sredini membrane

(ju) masnokiselinski lanac koji nepolaran. U blizini
glave on e slabo pokretan. Medutim $to se ide dalje od
polarnog dela, hidrofobni rep je sve slobodniji i tu se moze
UoEiti veca fluidnost.
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Odredivanje faznih prelaza lipidnog dvosloja Liozomi
lateralna difuzija fosfolipida

metodom EPR spin obelezavanja

Fosfolipidi Y :
+ / : - Spin-spin Sirenje

Spinska proba

Gel —ispod
Bliski kontakt spinova dovodi
do Sirenja linije i indukuje da su
obelezeni fosfolipidi u kontaktu

Poja anje tri linije ukazuje
na ‘razblazivanje’ lateralnom
difuzijom

temperatura
Tecni kristal — iznad faznog prelaza

LA o Li pozom i
‘ o flio-flob- EPR i struktura prote

fOSfOI | Ida lli Sta sve treba uraditi i koliko se namuciti

da bi se dobila struktura proteina, narocito
inurosoes ako je to membranski protein?

e lpAeparoion

s Od svih proteina oko 30% su membranski proteini

; Do sada je poznata struktura ~25,000 proteina, ali samo ~80
membranskih proteina

) Asc na 0°C = Primeri membranskih proteina poznate strukture:

Asc na 30°C - Fotosintetski reakcioni centri
1988 Nobel Prize in Chemistry: Deisenhofer, Huber and Michel
s Rodopsini
B-bure membranski proteini
5 Membranski kanali (i.e. KcsA, AQP)
2003 Nobel Prize in Chemistry: Agre and MacKinnon
2 Citohrome C oksidaze

Sta -e rOblem U Odredivan-u M13 coat protein in SDS
- . micelles
strukture membranskih proteina?

«Difrakcija X-zraka i NMR su “standardne metode” u odredivanju strukture
proteina

*Ove tehnike nisu najbolje reSenje za odredivanje strukture membranskih
proteina.

Zasto?
222272727

“nema” kristala membranskih proteina, jer je struktura Structure not possible
odredena interakcijama u membrani

= NMR: membrane su anizotr i in a membrane

ektri v 0 e mogu dobiti samo za proteine u

kovano i
izuzetno skupo)
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Site-Directed spektroskopija M13 protein sa prikacenim spinskim
obelezivacem
s Ispitivani protein: M13 coat protein
% 50 amino kiselinskih ostataka
s Transmembranski protein

, Spektroskopija bazirana na site-directed mutagenezi
- Kao mesto obelezavanja koristi se Cys Konsekutivho
obelezavanje i
merenje na
pojedinoj lokaciji

membrana-voda
interface

- Pocinje se sa proteinom bez Cys

- Pripremi se mutant sa jednom Cys (relativno bezbedne mutacije Cys
zamenjuje Ala, Sl

- Cys se obeleZzi podobnim obelezivacéem za EPR ili fluorescentnu
spektroskopiju

Pretpostavljena struktura
- Protein se ubaci u fosfolipidni dvosloj

Obelezavanje spinskim obelezivaéem Sta se dogada sa EPR spektrima ?

ZNACI: 1
» Na Cys se nakaci spin-label

* Moze se raditi i izmena Ala, Serili Thr sa Cys
(pravljenje proteina-mutanata) : y
* Analiza EPR spektara dobijenih labela moze O—N
nam pomoci da odredimo strukturu membranskih q

« EPR informacije u zavisnodti od pokretljivosti polarnost okoline

proteina.
« Evo kako se to radi ...

| 5-maleimido-proxyl Cys
z) | spin label
5-maleimido-proxyl EPR aktivna

spm label AK

Reakcija maleimido-proxyl spin labela sa proteinom koji ima cisteine S OgraniC e

je informacije dobijamo iz EP
spektra?

Outer Splitting

Amino acid
residue number
cholate
5.6 1
5.4
« Gustina pakovanja oko spin-labela koji
je zakacen za protein, srazmerna je 5.2
2Az; u EPR spektru. 5.0
« Upotrebom mutant-proteina (zamenom 20 20 40 50
odredenih AK sa Cys i kacenjem 5 o
spin-labela, moze se dobiti korisna Spin label position
informacija o okruZenju.
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Koje informacije dobijamo iz EPR
spektra?

ksimetrij

ZASTO MERITI KISEONIK U BIOLOSKIM SISTEN
fitrg —metal ; Ini radikali
- radiots e ore emija, infl

S-parametar uredenosti

Amino acid

residue number Klasi¢an pristup su elektrode ili merenje proizvodnje (gubitka)

Tesko ili nemoguce je ovako meriti unutarcéelijski kiseonik

o

N

EPR oksimetrija

S parameter (a.u.

Princip:

eonik je param etik i menja (8iri) EPR linije
dukcija nitroksida je usporena u prisustvu kiseonika
nzori
partikule (ugalj, mastilo, LiPc-kristal litjum ftalocijanina)

25 30 35 40 45
Spin label position

2000 1.0 .
EPR oksimetri
1000 - \ 08 'bllke'
= -
< G}
Py M’/j E 0.6 Princip: Vr8i se merenije Sirine EPR linije neke spinske probe koja zavisi od pO,
ERER £
é— 'g o] Hydrocarbon phase
= 1000 - 2 3 : i ¥
g « s £ g i ia | &
=) a 021 Ny 5| Es g=| %
(2] w Wy ol 1 g @.9 i %‘*‘% §
-2000 N oo Ny e | E] T ) 3
0.0 4 ’ N N e i i % <
PO, =0 mm Hg \ !
-3000 - T T T T — T T T T T T Nt .
412.0 4125 413.0 4135 414.0 0 20 40 60 80 100120 140 160|

Magnetic field (G Po, = (mm Hg) B T

Magnetic Field (Gauss)

Kalibraciona kriva litijum ftalocianina (LiPc) na PO,. (A) Primer kako se Sirina EPR ¥ A » .
linije LiPc menja sa pritiskom (0 mm Hg i 35.6 mm Hg O,). (B) Kalibraciona kriva Kalibracija probe Bt kfnlcrig::fgem:':g%glka el
LiPC za razlicite PO, pokazuje linearnost. (Sirina linije vs. pO,) (selokivmOIOH Bl Euan e 2t (S

Slobodni radikali redukuju nitrokside i prevode
ih u EPR ‘nevidljive’ hidroksilamine VIVO EPR

Primer: Izolovane plazma membrane korena kukuruza

® Tempone
© Tempone+CPI

s

) B o

Time (minules) Time (minutes)

Redukcija nitroksida u membranii u Redukcija nitroksida u okolnom rastvoru
okolnom rastvoru u prisustvu inhibitora (DPI)

Plazma membrana proizvodi dve vrste radikala od kojih je jedna podlozna inhibi

Lepo, ali ne znamo koji su to slobodni radikali




Da li mozemo koristiti EPR u bioloskim sistemima

n vivo' ex vivo" ?
Da! Ali postoji jedan "mali" problem!

Bioloski -uzorci su "vodeni" i zbog toga podlezu
nespecifi¢noj (nerezonantnoj) apsorpciji mikrotalsne
energije, zato je dubina prodiranja mikrotalasa u uzorak
mala. Ako povecamo mikrotalasnu snagu, dubina
prodiranja se povecava ali

Problem dubine prodiranja se moze res

Da, ali smanjenje frekvencije smanjuje vrednost B, a time i osetljivost hv = gpB,

Nema EPRI za ljude i verovatno ga nikada nece ni biti :(

EM zracenje slabi zbog dielektri¢nih gubitaka (B prolazi ali ne E jer mi nismo ¢ista voda)

Kako to stvarno izgleda?

29-May-17

EPRI

(Electron Paramagnetic Resonance Imaging)

a pomocu EPR-a ( Spectral-spatial C PRI):

a EPR signala

od  smera OSObINa sistema ).

Kako saznati prostorni polozaj pramagnetnih vrsta?
| Princip je menjati orjentaciju gradijenta magnetnog polja u

odnosu na uzorak i zatim uraditi rekonstrukciju slike.

Kako napraviti sliku u vise od

1 dimenzije?

Praviti gradijente B duz svih

osa (X,Y,2).

Problemi?

Uzorci ¢esto nemaju samo 1

pik (kao Hu NMR-u) a i

signala uti¢e na preklapanje

pikova.

Sta je dobro?

Moze se praviti image bilo

cega S$to utice na EPR

spektar (ne samo 3D image |

ve¢ + nova dimenzija kao

Spectral-spatial X-band CW-EPR image
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Intensity Image

Imidzing koriSéenjem EPR-a

- Direktna detekcija kontrastnog agensa pomo¢u EPR-a

Sagital View ( 1mm Slices)

- Kori§¢enje gradijenata magnetnog polja i generisanje (kolekcija) slike
- ImidZing distribucije spinske probe

- pO, mape dobijaju se preko T,*W imidZinga

Line Width Image

Sagital View ( 1mm Slices) MRI V.S. EPRI

Postoje bitne razlike u osobinama jezgara i elektrona (Ziromagnetni odnosi, hiperfine
konstante cepanja, relaksaciona vremena).

Zbog toga se MRI uvek izvodi u pulsnom rezimu (RF-puls + frekventni, fazni i "slice"
gradijenti magnetnog polja, uz razne sekvence tipa spin-eho.., 2D FT i rekonstrukcije
slike iz voksela.

EPRI se ¢esto izvodi u CW reZimu uz rotirajuée magnetne gradijente.

MRI ima do 108 puta veéu koncentraciju spinova u sistemu, kao i do 108 duze
relaksaciono vreme za te iste spinove.

Prose¢na Sirina EPR pikova je znatno veéa u odnosu na raspoloZiv opseg
magnetnog polja u odnosu na NMR signal H koji se posmatra u MRI.

Pulsni EPRI zato zahteva vrlo preciznu i naprednu elektroniku uz brze racunare koji
¢e zadavati sekvence i desifrovati dobijene rezultate.

NMR imaging EPR imaging

hundreds of ms to seconds 5.9-6.2 ps trityls: <1ps nitroxyls
tens of ms to seconds 4.3-5.3 ps trityls: <0.5ps
nitroxyls

tens of ms a few us

In vivo spektroskopija
-povrsSinska zavojnica-

Objekat: - Princip EPR snimanja putem Kkori§¢enja
povrSinske zavojnice
- Dubina prodiranja bitno zavisi od frenvencije
mikrotalasa (dielektriéne osobine i E vektor EM
zracenja)

3 n e . H - Koriste se manje frekvencije mikrotalasa (sve
pitivanje viabilnosti tumora { smo blize RF oblasti) (L, S, X band).
- Da se podsetimo:

S 1-2 GHz (L-oblast), 2-4GHz (S-oblast),

rl:eh'"k“' ) 8-10 GHz (X-oblast), 35 GHz (Q-oblast) i 95
X-band EPRI ; GHz (W-oblast)

Sferoidi (model za solidne tumore)

Senzor:

SN-PDT (sve ¢elije)
‘Kontrastni agens’:
Fe (‘mrtve’ ¢elije)

Surface-coil
resonator

5N-PDT ulazi svuda a Fe-kompleks ulazi samo u mrtve ¢elije (a ne i u Zive).
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IN VIVO spektroskopija
-Farmakokinetika nitroksida-

- Psorijaza: Autoimuno oboljenje - X X X

koze &ili je uzrok nepoznat L - Proucava se farmakokinetika nitroksida
(veruje se da ima genetsku | - Koriste se sledeci nitroksidi:

komponentu). =~ TEMPONE (podloZan redukciji i ulazi u
- Jedan od natina tretmana celije)

g 0 el T e . Cat (podiozan redukciji ali ne ulazi u celile
b (anthralin; te samo prolazi koroz organizam)

- Proudava se delovanje o > 5__—PCA (proba koja se teZe redukuje i ulazi u
Antralina koji u interakciji sa O ) celije)

odredenim supstancama u kozi psorijaze RS - Povrsinska zavojnica postavlja se iznad jetre
stvara slobodne radikale. Kako ili besike

ih izmeriti?

- Koristi se L-band EPR oblast i g S Gl (T2 g s

T ! T povrinska zavojnica koja se 3 Posmatra se 9Inm|na0|!a proba + redukcija
380 390 o 0 izazvana askorbinskom kiselinom

B, (4§auss)41 stavlja direktno na kozu
- - Upotrebljava se - Askorb. kiselina redukuje signal nitroksida,
prati se kinetika

Slobodni radikal idukovan eksperimentalni nude-mouse
antralinom (lek za psorijazu) Nude mouse Time (min)

Normolized Peak Helght

Relative Peck Helght

IN VIVO spektroskopija EPR metrij
-Farmakokinetika lipozoma- pO, u srcu

- Zasto i kako meriti kisonik?

- Ishemija, hiperoksija, reperfuzija i oksidativni stres su najvaznije stvari koje treba
- Nitroksid (CAT) stavljamo u lipozome pratiti u Zivim sistemima. Uzroénici su i posledica velikog broja patoloskih stanja.
pa ih ubacijemo u krvotok (moZe i drugo) - Moze li nam ovde MRI pomoc¢i? Tesko.

- Lipozomi dospevaju u jetru (gde su - Langendorfova preparacija srca. U rastvor za preparaciju ubacen nitroksid.
fagocitarne celije. - Signal se razlikuje jer odr. delovi srca imaju razl. koli¢inu O, (paramagnetik)

- Lipozomi napravljeni tako da do 32°C - Uraditi EPRI snimanije, a kao dimenziju uzeti $irinu EPR linije
zadrzavaju svoju strukturu (fazni prelaz)

- PovrSinska zavojnica iznad jetre

- Nista se ne dogada

- Grejemo misa (mali je pa ga grejemo
celog ali veéi objekti mogu lokalno).

- Fazni prelaz na oko 34°C

- Omogucena redukcija nitroksida u jetri

Refatve Pack Helght

% i Otvara spektar moguénosti proucavanja

cilianog transporta lekova u razli¢ita tkiva
el G O e e

Rulalive Pek Helght

Ex vivo EPRI merenja u uslovima perfuzije nitroksidima

CW (continuous wave) EPR oksimetrija Lokﬁlizovane implantirane
spektralno-prostorni imidzing: EPR oksimetrijske prob 0,)

Simultano merenje pO, na 2 mesta u mozgu koris¢enjem LiPC kristala

Svaki voksel daje spektar Cija
se §irina linije linearno
povecava sa lokalnom
koncentracijom kiseonika.

-Subjekat: Mongolski gerbils

-Nekopletan . Willisov  krug  dozvoljava
indukciju ishemije samo jedne strane mozga
unilateralnom karotidnom okluzijom

-Metod za pracenje ishemije

1%! Harmonic Signal Amplitude (A.U.)

25 0 025
Magnetic Field (G)

B L | #ADA
e e

o
.

o
S

Sirenje EPR linije se
prose¢no dogada po
zakonu 0.5 mG/mmHg O,

Vertical ()

o

PO,=11.4 mmHg

400.0 4002

Magnetic field (G)

(1 mmHg = 133.322 Pa)

a MRI slika mozga u koji su implantirani LiPC (po jedan u
styaki ozga ne od velicine LiPC kristala
03 0.6 0.8 . 4 2 ge. (<100 zm) zbog namermo izazv ata susceptibilnosti
Horizontal (crg)
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In vivo EPR oksimetrija, obelezavanje,
tumori, radioterapija

Koli¢ina kiseonika u tumoru je kljuéni faktor za uspe$nu radioterapiju

Tumori: Zracenjem izazvan fibrosarcoma RIF-1 i mammary
adenocarcinoma MTG-B koji su zatim implanirani u misa.

Povrsinske zavojnice EPRS na 1.2 GHz; Oksimetrijska proba: Fusinit
Zracenje: jedna doza od 20 Gy

2‘1“«‘7 [ Post-radijaciona deoksigenacija i
control reoksigenacija tumora zavisi od
v~ radiation tipa tumora (prokrvljenosti?)

Personalizovana radioterapija?

PO, (mm Hg)

—o— control
- radiation

72 96 120 144 168 $$$$$$$ po pacijentu
Time after radiation (hours)

NO (nitric oxide) - sepsa
a) In vitro signal NO-Fe-DTCS
b) In vivo signal — mouse abdomen
Lipopolisaharid induced sepsis+Fe-DTCS
) In vivo signal —mouse abdomen
Lipopolisaharid + Fe-DTCS + inhibitor of NO
production

Fig. 5 A typical 1.2 GHz EPR spectrum of the
Fig. 3. (A) A typical spectrum collected from !
a whole live mouse after the injection of DMPO, DMPOVHD iyl frosradical deccted fron dn
sodium sulfie, and sodium dichromate. (B) intact it
Computer simlaion of the spectrum from A.
(©)The sx-ine componentof the computer
simlation assigned to DMPO/SO3™. (D) The
one-line component of the computer imulation:
ithad a g-value of 1.9798 and was asigned to
CH(V). (E) Same as A but without sodium
sulfie.

&

i.v. injektiranje - mi$ i.p. injektiranje - mi§

29-May-17

ymetric EPR imaging using Trityl

« Trityls — je vrsta stabilnog radikala carbon-centered tipa. On poseduje jednu
usku EPR liniju koja poti¢e od trifenilmetila. Posto je tedan, mozZe se
injektirati.

 L-band EPRI omogu¢ava mapiranje in vivo

« Moguce je uraditi mapiranje prisutnosti kiseonika u mozgu bez implanata.

|

|

-

Plate 2. EFR imaging of brain with triarylmethyl. Demonstration of oxygen mapping in vivo by
spectral-spatial imaging of trarylmethyl in meuse brain. (A) A two-dimensional axial slice
obtained at the field position 386.261 Gauss (the positive peak of the first derivative line); (B}
an experimental display for mapping regions of specific line-width (and hence regions of specific
pO2); (C) the EPR spectrum of the voxel selected by the red crosshairs in (A); the pO; in this voxel is
determined by a line-fitting function and standard curve. The mouse was anesthetized with

isoflurane, and injected i.p. with triarylmethyl imaging agent. Total image acquisition time was
45min

EPRI slike mozga neishemi¢kog mi$a. Kao EPR aktivna vrsta
kori§éen je triarimetil.

Simultano merenje NO radikala i
pO, koriséenjem EPRS

Mozemo li meriti NO tehnikom MRI? Tesko. A EPR-om? Da.
A mozemo li paralelno meriti pO, i NO? Opet da.
i.v. injektiranje
natrijumnitroprusida SNP
( NO donor)

EPR pO, probe — Gloxy - injektovan u mozak;
NO trap — Fe-(DTCS), - i.p. injektiranje

e gloxy
NO-Fe-(DTCS);

AR,
o
¥

0 0 B KW B W@ W
T Bl S )

EPR spektar gloxy-ja i trapovanog NO u
misijem mozgu. EPR linije se ne preklapaju.

Korelacija izmedu povecane
koli¢ine NO and pO,

EPRI trepovanih radikala?
Veoma je te§ko zbog viSestrukih | i pojave vise od jednog spin adukta

Postoji li reSenje ?
Da; koristiti MRI i paramagnetne osobine tr anih radikala kao MRI
kontrastne agenase.

Kako znamo da smo snimili bas NO?

T1W MRI trepovanog NO u LPS tretiranom misu

R in vivo
Kontrola Injektiran NO spin trap

Surface coil iznad

(L-band)

b) Jetra ex vivo
X-band

A 0min B 80min ) in vivo

H.Fuji, et al., Magn Reson.Med. 42(1999)235 inhibitor
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Kombinovana MRI & EPRI tehnika za prou¢avanje
ROS upotrebom hidroksilamina

ot g Aot Cortral
MWJVMM lchemia
“‘Mﬂ. ol / Reperfusiof

355 365 375 365 305 405 415
Magneric Field (G)

- Oksidativni stres koji je izazvan
reperfuzijom.

- EPR signal dobija se tek
oksidacijom hidroksilamina koji nije
EPR aktivna vrsta a koji se injektuje u
miSa pre ishemije.

- Poredenjem MRI i EPRI slike moze
se lokalizovati ishemiéno mesto i
izvrsiti kiseoni€éno mapiranje.

NMR slika EPR slika ischemic core

|

|t
ischemic  normal
side side

EPR i NMR slike misa  Preklopliena
koji je doZiveo Slog  EPR/NMR slika

Stinand dua

o

Kisoni¢no mapiranje misjeg
mozga tokom ishemije

29-May-17
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