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EPR-S-SL-ST-Ox-I
-primene u biološkim sistemima-

Elektron Paramagnetna 
Rezonancija

OSNOVNI PRINCIPI I NEKE 
PRIMENE

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

Terminologija

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

EPR = ESR = EMR

E
ne

rg
ija

Ms

±½

B = 0
Magnetno polje (B)

DBpp

hn = gbB
n= (gb/h)B = 2.8024 x B MHz

za B = 3480 G  n = 9.75 GHz (X-band)
za B = 420 G  n = 1.2 GHz (L-band)
za B = 110 G n = 300 MHz

(Radiofrekvencija)

EPR – opšti princip

Ms = +½

Ms = -½

h Plankova konstanta 6.626196 x 10-34 Js
n frekvencija (GHz)
g g-faktor (približno 2.0)
b Borov magneton (9.2741 x 10-24 J/T)
B magnetno polje (Gauss ili T)

DE=hn=gbB

B > 0

Kako se može dobiti EPR 
signal?

Drži se konstantna mikrotalasna frekvencija a
kontinualno se menja magnetno polje (starije
CW mašine)
Na konstantnom magnetnom polju primeni se
puls elektromagnetnih talasa (novije mašine)
– analogno FT NMR

Razvoj pulsnih EPR spektrometara je dugo bio ograničen
nepostojanjem elektronike koja radi u nanosekundnim režimima i
koja može da registruje FID koji potiče od relaksacija elektrona
(mikrosekunde ili manje).

Shema EPR spektrometra EPR cavity (rezonator)
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Princip detekcije signala u EPR spektroskopiji 
modulacija magnetnog polja

ne

da

može

Modulacija magnetnog polja ‘skenira’ apsrorpcionu liniju i 
EPR spektar je prvi izvod apsorpcione linije

Klasični EPR instrument

Pulsni EPR

FID

Spektar

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

Odgovor:
Pitanje ne uzima u obzir različite interakcije spinova u
sistemu i mogućnosti da se iz toga izvuku informacije o
sistemu koji se istražuje

EPR Hamiltonijan

Opšti princip – čestice sa nesparenim spinovima rezonantno apsorbuju 
elektromagnetno zračenje kada se nalaze u magnetnom polju

Ukupni Hamiltonijan
Hm= HBS + HBI + HSS + HIS magnetna spinska energija

He= HEe + HEk + HQ elektrostatička energija

HBS - Zemanova energija elektronskih spinova 
HBI  - Zemanova energija nuklearnih spinova
HSS - interakcija elektronskih spinova sa elektronskim spinovima
HIS - interakcija elektronskih spinova sa nuklearnim spinovima
HEe - interakcija elektrona sa spoljašnjim električnim poljem
HEk - interakcija jezgra sa spoljašnjim električnim poljem 
HQ - električna kvadrupolna interakcija

MS=±½

Elektron
S (½)

Jezgro
I (½)

Izborna pravila
DMS = ±1 (elektron)

DMI = 0 (jezgro)

B

“dublet”

a

Hiperfino sprezanje
Dodatno cepanje linija usled interakcija

elektronskih i nuklearnih spinova

E = gbBSz + (hA0)SzIz
E = gbBSz + (a)SzIz
(hA0 (Hz) -> a (G) g-faktor)

+½

-½

-½ 

+½

MI

DE1 = gbB + a/2

DE2 = gbB - a/2
DE1 – DE2 = a

DE1 DE2

-½

+½

Ms
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MS=±½

Elektron
S (½)

Jezgro
I (1)

Izborna pravila
DMS = ±1 (elektron)

DMI = 0 (jezgro)

B

“triplet”

a

Hiperfino sprezanje

E = gbBSz + (hA0)SzIz
E = gbBSz + (a)SzIz
(hA0 (Hz) -> a (G)  g-faktor)

-½

+½

Ms

DE1 DE2 DE3

+1

-1

-1

+1

MI

+0

+0

DE1 = gbB + a
DE2 = gbB
DE3 = gbB - a

Hiperfino cepanje EPR linija

2I + 1 (14N, I=1)

EPR spektar Tempona (14N)

Strukturna formula  molekula nitroksida  
= stabilni slobodni radikal

Tempon

Da utvrdimo ...

Šta će se desiti ako 14N zamenimo sa 15N ???

15N-PDT

• 15N je I=1/2, tj. moguće vrednosti 
magnetnog momenta su -1/2 i 1/2). Postoje  
sada dva dozvoljana prelaza i samo 2 linije

• Zamenom običnog vodonika deuteronima, 
(manji gN -faktor) manje je super hiper fino  
cepanje (dodatno se smanjuje širina linija) 

EPR spektar

Možemo detektovati i meriti slobodne radikale i paramagnetne vrste

• Visoka osetljivost (nanomolarne koncentracije)

• Nema "pozadinskih" mešajućih signala

• Kvalitativna & kvantitativna tehnika

Zašto EPR?

Načini detekcije

Vrste koje imaju nesparen elektron same po sebi
Primer: semihinoni, nitroksidi, prelazni metali ...

Vrste koje se mogu detektovati tehnikom spin-trapinga
Vrste: superoksidni, hidroksilni, alkil, NO radikali ...
Spin-trapovi: DMPO, DEPMPO, EMPO ...

• Pozicija pikova (g-faktor)

• Multipletnost (hiperfina interakcija)

• Oblik linije (širina linije, simetrija, itd.)

• Intenzitet (amplituda/površina pika)

Sve ovo se koristi kao "otisak prsta" prilikom identifikacije vrste i 
količine ispitivane vrste

Šta se meri pomoću EPR-a?

am
pl

itu
da

širina linije
cepanje 

linija

Primeri primene EPR

Prelazni metali (Mn, Fe, itd..)

Delokalizovani elektroni

Spinske probe i spinski obeleživači

Slobodni radikali

EPRI 

In vivo EPR spektroskopija
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Mangan

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

Mn+2/MgO (1:500)
Uklanjanje spin-spin interakcije

Spinske probe i spinski 
obeleživači

Spinske probe – stabilni (dugoživeći) slobodni radikali
(nitroksidi) koji se ubacuju u sistem da bi se ispitala neka osobina

Spinski obeleživači (spin labels) – nitroksidi vezani za druge
molekule – praćenje ponašanja obeleženih molekula

Sterno zaklanjanje 
reaktivne grupe

Modifikacija osobina 
‘ručka’

-½

+½

Spinske probe i obeleživači
(EPR spektri)

TEMPONE

EPR spektar

• Paramagnetni elektron spin-labela se nalazi u sp3

orbitali između N i O. IN=1, a IO=0. 
• Jezgro sa spinom 1 ima 3 moguće vrednosti magnetnog 

momenta (+1,0,-1) pa dolazi do cepanja oba energetska 
nivoa elektrona (mS =1/2 i mS =- 1/2) na po tri. 

• Iz jednačine ∆E = gβeB, vidimo da razlike u energiji vode   
ka različitim rezonantnim uslovima.

• Na osnovu izbornog pravila DmS=1 (spinski nivoi) i DmI=0 
(Zemanovi nivoi) moguća su 3 prelaza, pa postoje i 3 linije.

* Svaka linija je i dodatno proširena usled interakcije sa protonima (I=1/2) iz susednih CH3 grupa (super hiper fina interakcija), vide se i 13C (I=1/2) sateliti ... ali, polako 

MS=±½

B
“triplet”

a

DE1 DE2 DE3

+1

-1

-1

+1

MI

+0

+0

MI

Kretanje lipida u membrani

Termalni pokreti
hidrofobnog dela

Uređenost unutrašnjosti 
membrane

Transverzalno kretanje
flip-flop

Lateralno kretanje lipida
difuzija

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

fosfolipidnog dvosloja

Planarne membrane (black film)

Problem je šta sa krajevima, pa se 
krajevi zakače za nešto

SUV 
(out-in 65-35%)

Liposomi (lipidne vezikule)
spontano ili sonifikacija

LUV (out-in 50-50%)
Small or large unilamellar vesicles

MLV
Multilamellar vesicles 

EM multilamelarne 
Goldžijeve strukture

Lipozomi - uređenost i fazni prelazi
EPR spinske probe

Selektivno obeležavanje pozicije duž lanca

Uticaj pokretljivosti spinske probe 
na izgled EPR spektra

DS u vodi

DS u membrani

Određivanje faktora uređenosti S fosfolipidnog 
dvosloja metodom EPR spinskih proba

Fazni prelaz = gel (uređeno)   neuređeno (tečni kristal)
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Šta se dešava sa EPR spektrima spin-labela 
kada se ugrade u membranu ???

+

+ H2O
U vodenom rastvoru

7-DS

Integrisan u membranu

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

g-anizotropija
Interakcija tranzicionog dipolnog momenta sa magnetnim poljem proporcionalna je cos2θ. 
Polje oko elektrona nije B već: Beff = B + Blokalne sred. 
Ako kristal postavimo tako da z-osa njegovog koordinatnog sistema bude paralelna sa osom vektora B, 
za apsorpciju će najznačajnija biti komponenta dipolnog momenta μz i komponenta vektora efektivnog polja 
Beffz.
Kada se molekul slobodno kreće, Beff je usrednjeno što nije slučaj u krstalu. 

g=1/3(gx+gy+gz) (rastvor); gx≠gy≠gz (kristal).
(g i Beff su direktno povezani)

U krstalu dobijamo 3 različita spektra koji su šiftovani jedan u odnosu na drugi.

z||B x||B y||B

Ako bi umesto jedne kristalne jedinice imali kristalni prah i praktično sve orijentacije, dobili bi spektar nastao 
superponiranjem ovih spektara. Idealno bilo bi tu 9 linija, međutim neke se linje preklapaju, šiftovi ne moraju 
biti veliki, i tako da može doći do slepljivanja i dobije se spektar sa širokim linijama.

a- (hipefina) anizotropija
Pored g-anizotropije često postoji i za hiperfino cepanje.
Linije nisu samo šiftovane, već postoji i promena u hiperfinom cepanju spektra, tj razmaci izmedju linija u jednom 
spektru se menjaju. 
Uzrok hiperfine anizotropije leži u anizotropiji interakcije elektrona i nuklearnog dipola, koji je i uzrok hiperfinog 
cepanja. 
U sistemima koji nisu rigidni ova interakcija je prostorno usrednjena, ali u rigidnim sistemima može da postane 
zavisna od relativne usmerenosti nuklearnog dipola u odnosu na spoljašnje magnetno polje. 
Blok. sredine zavisi i od magnetnog dipolnog momenta jezgra. 
Elektron u osnovnom i u ekscitiranom stanju može da bude (tj njegov momenat) pod različitim uglovima u odnosu 
na dipolni momenat jezgra, tako da dolazi do asimetričnog cepanja data dva nivoa, što za posledicu ima različite 
energije prelaza, i dolazi do šiftovanja pojedinih linija u spektru.
Sada je kao za g-anizotropiju od značaja položaj momenta elektrona u odnosu na spoljašnje magnetno polje jer 
interagujuće komponente tog momenta nisu više iste u svim pravcima, što je osnova anizotropije. 

ms

Ako bi smo ponovo posmatrali uzorak koji je u obliku kristalnog praha, do širenja linija bi došlo iz istih razloga 
kao za g-anizotropiju. Za molekul u rastvoru A=1/3(axx+ayy+azz), a za rigidni sistem axx≠ayy≠azz.

+1/2

-1/2
+1/2

+1/2

-1/2

-1/2

“Normalni” izotropni uslovi Anizotropija

7-DS u membrani
Membrana ima delimično kristalni karakter pa utiču i g i a anizotropija. 
Molekul 7-DS pokazuje aksijalnu simetriju i pretpostavka je da može slobodno da rotira oko te ose pa 
se efekti anizotropije gube u xy-ravni, tj Bloc je ujednačeno u toj ravni pa se x i y osa “izjednačavaju”.
Bitno je u kakvom je položaju u odnosu na spoljašnje magnetno polje postavljena osa molekula 
(paralelna sa z) u odnosu na vektor spoljašnjeg mag. polja. Za g-anizotropiju važi da je g┴=1/2(gx+gy) 
i gz=g||, a za a anizotropiju a┴=1/2(ax+ay) i az=a||

Zbog različitih g┴ i g||, i a┴ i a|| vrednosti dobijamo različite spektre za dve idealne situacije: kada je 
osa molekula normalna u odnosu na B i kada je paralelna sa B

Naravno, kada je spin-label u membrani mi u jednom uzorku imamo obe situacije pa dolazi do  superponiranja spektara i dobija se dobro poznati spektar.

g^ = ½(gxx + gyy)

A^ = ½(Axx + Ayy)
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5,7,12-DS u membrani
Što je fluidnost veća, molekuli se slobodnije kreću pa dolazi do postepenog gubitka anizotropije i spektar je sve 
sličniji onom iz rastvora. Spektri za dve ekstremne situacije postaju identični, a ukupni spektar uži –zašto ???

Širina spektralnih linija = (2τ1)-1 + (1 + γe
2B1

2τ1τ2)1/2 τ2
-1 gde su:

τ1 i τ2 longitudinalno i transverzalno relaksaciono vreme, B1 je magnetna komponenta ulaznog zračenja); γe je 
žiromagnetni odnos.

τ1 opisuje gubitak magnetizacije, relaksaciju koja nastaje kroz proces gde apsorbovana energija prelazi u toplotu 
(spin-rešetka relaksacija). τ2 opisuje gubitak magnetizacije kroz gubitak faze, energija se prenosi sa elektrona na 
elektron (spin-spin relaksacija) 

Širina linije je u principu obrnuto proporcionalna brzini relaksacije.

Kada je membrana rigidnija, spinovi su bliži jedan drugome tako
da lakše dolazi do spinske difuzije, a veći broj sudara doprinosi
spin-rešetka relaksaciji. Relaksacija je tada brža, a linije šire. 
Kada se poveća mobilnost molekula (spin-label-a) u membrani 
relaksacija ide sporije, pa su i linije uže. Ovo je još jedan faktor, 
osim anizotropije, koji daje direktnu vezu izmedju fluidnosti 
membrane i širine spektralnih linija.

Fluidnost membrane se povećava od površine prema 
unutra. Polarne glave su relativno gusto spakovane na 
površini, međusobno se privlače ili odbijaju i interaguju 
sa vodom u okolini. Od njih se prema sredini membrane 
pruža(ju) masnokiselinski lanac koji nepolaran. U blizini 
glave on je slabo pokretan. Međutim što se ide dalje od 
polarnog dela, hidrofobni rep je sve slobodniji i tu se može 
uočiti veća fluidnost.
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Određivanje faznih prelaza lipidnog dvosloja
metodom EPR spin obeležavanja

7-DS

T = 20 C

T = 75 C

Fosfolipidi

Spinska proba

temperatura

S

Gel – ispod faznog prelaza

Tečni kristal – iznad faznog prelaza

+

Lipozomi
lateralna difuzija fosfolipida

Spin-spin širenje

Bliski kontakt spinova dovodi
do širenja linije i indukuje da su
obeleženi fosfolipidi u kontaktu

Pojavljivanje tri linije ukazuje
na ‘razblaživanje’ lateralnom
difuzijom

Lipozomi
flip-flop-

fosfolipida

vreme

1

0.5

Asc na 0oC

Asc na 30oC

Od svih proteina oko 30% su membranski proteini

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

Primeri membranskih proteina poznate strukture:

Fotosintetski reakcioni centri
1988 Nobel Prize in Chemistry: Deisenhofer, Huber and Michel

Rodopsini
b-bure membranski proteini
Membranski kanali (i.e. KcsA, AQP)

2003 Nobel Prize in Chemistry: Agre and  MacKinnon
Citohrome C oksidaze

Ili šta sve treba uraditi i koliko se namučiti 
da bi se dobila struktura proteina, naročito 
ako je to membranski protein?

EPR i struktura proteina

Šta je problem u određivanju 
strukture membranskih proteina?

Zašto?

X-zraci: “nema” kristala membranskih proteina, jer je struktura
određena interakcijama u membrani
NMR: membrane su anizotropni sistemi

- NMR spektri visoke rezolucije se mogu dobiti samo za proteine u
micelama, ali ne i u lipozomima

- Obogaćivanje sa 13C and 15N je neophodno (komplikovano i
izuzetno skupo)

•Difrakcija X-zraka i NMR su “standardne metode” u određivanju strukture 
proteina

•Ove tehnike nisu najbolje rešenje za određivanje strukture membranskih 
proteina.

2D NMR & DG analysis
Papavoine et al. (1998)
J. Mol. Biol. 282, 401-419

M13 coat protein in SDS 
micelles

? ? ? ? ? ? ? ?

Structure not possible 
in a membrane
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Site-Directed spektroskopija
Ispitivani protein: M13 coat protein

50 amino kiselinskih ostataka
Transmembranski protein

Spektroskopija bazirana na site-directed mutagenezi
- Kao mesto obelezavanja koristi se Cys

- Počinje se sa proteinom bez Cys
- Pripremi se mutant sa jednom Cys (relativno bezbedne mutacije Cys 

zamenjuje Ala, Ser, ili Thr
- Cys se obeleži podobnim obelezivačem za EPR ili fluorescentnu 

spektroskopiju
- Protein se ubaci u fosfolipidni dvosloj

M13 protein sa prikačenim spinskim 
obeleživačem

Konsekutivno 
obeležavanje i 
merenje na 
pojedinoj lokaciji

membrana-voda
interface

Pretpostavljena struktura

Obeležavanje spinskim obeleživačem
1

50

ZNAČI:
• Na Cys se nakači spin-label
• Može se raditi i izmena Ala, Ser ili Thr sa Cys   

(pravljenje proteina-mutanata)
• Analiza EPR spektara dobijenih labela može  

nam pomoći da odredimo strukturu membranskih  
proteina.

• Evo kako se to radi ...

S

HN

NO
O

O

•

+
N

NO
O

O

• S

5-maleimido-proxyl 
spin label

Cys EPR aktivna
AK

Reakcija maleimido-proxyl spin labela sa proteinom koji ima cisteine

Šta se događa sa EPR spektrima ?

Slobodna rotacija Ograničena ‘anizotropna’ rotacija

• EPR informacije u zavisnodti od  pokretljivosti polarnost okoline

S

HN

NO
O

O

•

+
N

NO
O

O

• S

5-maleimido-proxyl 
spin label

Cys EPR aktivna
AK

EPR spektar proteina-mutanata

16 19

23
25

29

34

42

46
49

2Azz

• Gustina pakovanja oko spin-labela koji
je zakačen za protein, srazmerna je
2AZZ u EPR spektru.

• Upotrebom mutant-proteina (zamenom
određenih AK sa Cys i kačenjem 
spin-labela, može se dobiti korisna 
informacija o okruženju.

Polarni region 

5.0

5.2

5.4

5.6

5.8

6.0

6.2

6.4

20 30 40 50

DOPC
cholate
SDS

2Azz (mT)

Spin label position

Outer Splitting

1

50

Amino acid
residue number

Koje informacije dobijamo iz EPR 
spektra?
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4540353025

Spin label position

S-parametar uređenosti

1

50

Amino acid
residue number

Koje informacije dobijamo iz EPR 
spektra? Oksimetrija

EPR oksimetrija

Princip:
- Kiseonik je paramagnetik i menja (širi) EPR linije
Redukcija nitroksida je usporena u prisustvu kiseonika

EPR senzori
Nitroksidi i partikule (ugalj, mastilo, LiPc-kristal litijum ftalocijanina)

ZAŠTO MERITI KISEONIK U BIOLOŠKIM SISTEMIMA?
In vitro – metabolizam, slobodni radikali
In vivo - radioterapija tumora, ishemija, inflamacije, reperfuzije

Kako?
Klasičan pristup su elektrode ili merenje proizvodnje (gubitka)
Teško ili nemoguće je ovako meriti unutarćelijski kiseonik

Kalibraciona kriva litijum ftalocianina (LiPc) na PO2. (A) Primer kako se širina EPR
linije LiPc menja sa pritiskom (0 mm Hg i 35.6 mm Hg O2). (B) Kalibraciona kriva
LiPC za različite PO2 pokazuje linearnost.

EPR oksimetrija
-biljke-

Kalibracija probe
(širina linije vs. pO2)

Profil koncentracije kiseonika duž
membrane tilakoida

(selektivno obeležavanje pozicija u membrani)

N2

Princip: Vrši se merenje širine EPR linije neke spinske probe koja zavisi od pO2

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

Primer: Izolovane plazma membrane korena kukuruza

Lepo, ali ne znamo koji su to slobodni radikali

Redukcija nitroksida u membrani i u 
okolnom rastvoru

Redukcija nitroksida u okolnom rastvoru 
u prisustvu inhibitora (DPI)

Plazma membrana proizvodi dve vrste radikala od kojih je jedna podložna inhibiciji

IN VIVO EPR

MRI EPR
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Da! Ali postoji jedan "mali" problem!

Biološki uzorci su "vodeni" i zbog toga podležu
nespecifičnoj (nerezonantnoj) apsorpciji mikrotalsne
energije, zato je dubina prodiranja mikrotalasa u uzorak
mala. Ako povećamo mikrotalasnu snagu, dubina
prodiranja se povećava ali .......

Da li možemo koristiti EPR u biološkim sistemima
"in vivo" ili "ex vivo" ?

Frekvencija ~300 MHz ~750 MHz 1-2 GHz ~3 GHz 9-10 GHz

Dubina 
prodiranja

> 10 cm 6-8 cm 1-1.5 cm 1-3 mm 1 mm

Biološki uzorar Ljudi, pacov Pacov, miš Miš, 

srce pacova

Mišiji rep, 

koža

Uzorci "in vitro"
(~100 l)

Problem dubine prodiranja se može rešiti i smanjenjem frekvencije mikrotalasa.

Da, ali smanjenje frekvencije smanjuje vrednost B0 a time i osetljivost
Nema EPRI za ljude i verovatno ga nikada neće ni biti :(
EM zračenje slabi zbog dielektričnih gubitaka (B prolazi ali ne E jer mi nismo čista voda) 

hn = gbBo

EPRI
(Electron Paramagnetic Resonance Imaging)
• Dobijanje slika pomoću EPR-a ( Spectral-spatial CW-EPRI):

Kako saznati prostorni polozaj pramagnetnih vrsta?
Princip je menjati orjentaciju gradijenta magnetnog polja u
odnosu na uzorak i zatim uraditi rekonstrukciju slike.

Zavisnost oblika EPR signala iz 2
rastvora nitroksida od smera
gradijanta magnetnog polja B.

Kako napraviti sliku u više od 
1 dimenzije?
Praviti gradijente B duž svih 
osa (X,Y,Z).
Problemi?
Uzorci često nemaju samo 1 
pik (kao H u NMR-u) a i širina 
signala utiče na preklapanje 
pikova.
Sta je dobro?
Može se praviti image bilo
čega što utiče na EPR
spektar (ne samo 3D image
već + nova dimenzija kao
osobina sistema ). Spectral-spatial X-band CW-EPR image

Kako to stvarno izgleda?
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Imidžing korišćenjem EPR-a
- Direktna detekcija kontrastnog agensa pomoću EPR-a

- Korišćenje gradijenata magnetnog polja i generisanje (kolekcija) slike

- Imidžing distribucije spinske probe

- pO2 mape dobijaju se preko T2*W imidžinga

Intensity Image

Sagital View ( 1mm Slices)

Line Width Image

Sagital View ( 1mm Slices) MRI v.s. EPRI 
Postoje bitne razlike u osobinama jezgara i elektrona (žiromagnetni odnosi, hiperfine
konstante cepanja, relaksaciona vremena).

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

EPRI se često izvodi u CW režimu uz rotirajuće magnetne gradijente.

MRI ima do 106 puta veću koncentraciju spinova u sistemu, kao i do 106 duže
relaksaciono vreme za te iste spinove.

Prosečna širina EPR pikova je znatno veća u odnosu na raspoloživ 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 računare koji
će zadavati sekvence i dešifrovati dobijene rezultate.

EPR i tumori in vitro

Objekat:
Sferoidi (model za solidne tumore)

Cilj:
Ispitivanje viabilnosti tumora

Tehnika:
X-band EPRI

Senzor: 
15N-PDT  (sve ćelije)
‘Kontrastni agens’:
Fe (‘mrtve’ ćelije) 

EPRI
primena

200μm

15N-PDT ulazi svuda a Fe-kompleks ulazi samo u mrtve ćelije (a ne i u žive).

In vivo spektroskopija
-površinska zavojnica-

- Princip EPR snimanja putem korišćenja
površinske zavojnice
- Dubina prodiranja bitno zavisi od frenvencije
mikrotalasa (dielektrične osobine i E vektor EM
zračenja)
- Koriste se manje frekvencije mikrotalasa (sve
smo bliže RF oblasti) (L, S, X band).
- Da se podsetimo:
1-2 GHz (L-oblast), 2-4GHz (S-oblast),
8-10 GHz (X-oblast), 35 GHz (Q-oblast) i 95
GHz (W-oblast)

Surface-coil 
resonator
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IN VIVO spektroskopija
-KOŽA-

Slobodni radikal idukovan 
antralinom (lek za psorijazu)

- Psorijaza: Autoimuno oboljenje
kože čili je uzrok nepoznat
(veruje se da ima genetsku
komponentu).
- Jedan od načina tretmana
protiv ove bolesti je tretman
pomadama koje sadrže
dithranol (anthralin).
- Proučava se delovanje
Antralina koji u interakciji sa
određenim supstancama u koži
stvara slobodne radikale. Kako
ih izmeriti?
- Koristi se L-band EPR oblast i
površinska zavojnica koja se
stavlja direktno na kožu
- Upotrebljava se 
eksperimentalni nude-mouse

Osoba obolela od 
psorijaze

Nude mouse

IN VIVO spektroskopija
-Farmakokinetika nitroksida-

- Proučava se farmakokinetika nitroksida

- Koriste se sledeći nitroksidi:

TEMPONE (podložan redukciji i ulazi u
ćelije)

Cat (podložan redukciji ali ne ulazi u ćelije
te samo prolazi koroz organizam)

5-PCA (proba koja se teže redukuje i ulazi u
ćelije)

- Površinska zavojnica postavlja se iznad jetre
ili bešike

- L-band EPR oblast (1,2 GHz)

- Posmatra se eliminacija proba + redukcija
izazvana askorbinskom kiselinom

- Askorb. kiselina redukuje signal nitroksida,
prati se kinetika

Spektar PCA

IN VIVO spektroskopija
-Farmakokinetika lipozoma-

- Nitroksid (CAT) stavljamo u lipozome 
pa ih ubacijemo u krvotok (može i drugo)
- Lipozomi dospevaju u jetru (gde su
fagocitarne ćelije.
- Lipozomi napravljeni tako da do 32°C
zadržavaju svoju strukturu (fazni prelaz)
- Površinska zavojnica iznad jetre
- Ništa se ne događa
- Grejemo miša (mali je pa ga grejemo
celog ali veći objekti mogu lokalno).
- Fazni prelaz na oko 34°C
- Omogućena redukcija nitroksida u jetri

Otvara spektar mogućnosti proučavanja
ciljanog transporta lekova u različita tkiva

EPR oksimetrija
pO2 u srcu

Ex vivo EPRI merenja u uslovima perfuzije nitroksidima

- Zašto i kako meriti kisonik?
- Ishemija, hiperoksija, reperfuzija i oksidativni stres su najvažnije stvari koje treba

pratiti u živim sistemima. Uzročnici su i posledica velikog broja patoloških stanja.
- Moze li nam ovde MRI pomoći? Teško.
- Langendorfova preparacija srca. U rastvor za preparaciju ubačen nitroksid.
- Signal se razlikuje jer odr. delovi srca imaju razl. količinu O2 (paramagnetik)
- Uraditi EPRI snimanje, a kao dimenziju uzeti širinu EPR linije

CW (continuous wave)
spektralno-prostorni imidžing:

Svaki voksel daje spektar čija 
se širina linije linearno 
povećava sa lokalnom 
koncentracijom kiseonika.

Širenje EPR linije se 
prosečno događa po 
zakonu 0.5 mG/mmHg O2

(1 mmHg = 133.322 Pa)

EPR oksimetrija. Lokalizovane (implantirane) 
EPR oksimetrijske probe (pO2)

Simultano merenje pO2 na 2 mesta u mozgu korišćenjem LiPC kristala

T2
* - nagnašena MRI slika mozga u koji su implantirani LiPC (po jedan u

stvaki rezanj mozga). Tamne regije su veće od veličine LiPC kristala
(<100 m) zbog namerno izazvanih artefakata susceptibilnosti

-Subjekat: Mongolski gerbils
-Nekopletan Willisov krug dozvoljava
indukciju ishemije samo jedne strane mozga
unilateralnom karotidnom okluzijom
-Metod za praćenje ishemije

EPR spektar dva LiPC kristala u dva režnja odražava
razliku pO2 nakon unilateralne karotidne okluzije.

Gradijant magnetnog polja
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In vivo EPR oksimetrija, obeležavanje, 
tumori, radioterapija

Tumori: Zračenjem izazvan fibrosarcoma RIF-1 i mammary 
adenocarcinoma MTG-B koji su zatim implanirani u miša.
Površinske zavojnice EPRS na 1.2 GHz; Oksimetrijska proba: Fusinit 
Zračenje: jedna doza od 20 Gy

Količina kiseonika u tumoru je ključni faktor za uspešnu radioterapiju

Post-radijaciona deoksigenacija i
reoksigenacija tumora zavisi od
tipa tumora (prokrvljenosti?)

Personalizovana radioterapija?

20 Gy

Ali ...
$$$$$$$ po pacijentu

Oxymetric EPR imaging using Trityl

• Trityls – je vrsta stabilnog radikala carbon-centered tipa. On poseduje jednu
usku EPR liniju koja potiče od trifenilmetila. Pošto je tečan, može se
injektirati.
• L-band EPRI omogućava mapiranje in vivo
• Moguće je uraditi mapiranje prisutnosti kiseonika u mozgu bez implanata.

EPRI slike mozga neishemičkog miša. Kao EPR aktivna vrsta 
korišćen je triarimetil.

S.Liu……K.J.Liu. NMR in Biomed. 17(2004)327

In vivo spin-trapping

NO (nitric oxide) - sepsa
a) In vitro signal NO-Fe-DTCS

b) In vivo signal – mouse abdomen

Lipopolisaharid induced sepsis+Fe-DTCS

c) In vivo signal – mouse abdomen

Lipopolisaharid + Fe-DTCS + inhibitor of NO 
production

Simultano merenje NO radikala i 
pO2 korišćenjem EPRS

EPR pO2 probe – Gloxy – injektovan u mozak;
NO trap – Fe-(DTCS)2 - i.p. injektiranje

i.v. injektiranje 
natrijumnitroprusida SNP

( NO donor)

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

gloxy

NO–Fe-(DTCS)2

Korelacija između povećane 
količine NO and pO2
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Možemo li meriti NO tehnikom MRI? Teško. A EPR-om? Da. 
A možemo li paralelno meriti pO2 i NO? Opet da.

Metode injektiranja - miš

i.v. injektiranje - miš i.p. injektiranje - miš

EPRI trepovanih radikala?

Veoma je teško zbog višestrukih linija i pojave više od jednog spin adukta

Postoji li rešenje ?

Da, koristiti MRI i paramagnetne osobine trepovanih radikala kao MRI 
kontrastne agenase.

T1W MRI trepovanog NO u LPS tretiranom mišu
Kontrola Injektiran NO spin trap

a) EPR in vivo
Surface coil iznad 

jetre (L-band)

b) Jetra ex vivo
X-band

Kako znamo da smo snimili bas NO?

EPRS in vivo
+/- NO
inhibitorH.Fuji, et al., Magn.Reson.Med. 42(1999)235
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Kombinovana MRI & EPRI tehnika za proučavanje 
ROS upotrebom hidroksilamina

- Oksidativni stres koji je izazvan
reperfuzijom.
- EPR signal dobija se tek
oksidacijom hidroksilamina koji nije
EPR aktivna vrsta a koji se injektuje u
miša pre ishemije.
- Poređenjem MRI i EPRI slike može
se lokalizovati ishemično mesto i
izvršiti kiseonično mapiranje.

EPR i NMR slike miša 
koji je doživeo šlog 

NMR slika EPR slika

Preklopljena 
EPR/NMR slika

Kisonično mapiranje mišjeg 
mozga tokom ishemije


