
EPR
Primene u farmaciji

www.bioscope.ffh.bg.ac.rs

Prof.aƛƭƻǑ aƻƧƻǾƛŏ 



EPR ςosnovni principi

ÅEPRlaboratorija na FFH

ÅEPRςprimenau: ŦƛȊƛőƪƻƧhemiji, biologiji, medicini,farmaciji ...

Izgledaparature za EPRu spektrometriju u X i L
oblasti:

EPRBrukerBiospinElexsysII E540

ÅX- (9.5GHz), L-band(1.2GHz)
ÅRezonatori
ÅwŀȊƭƛőƛǘŀsnimanja: tN2 (100-350K), tHe(4-100K)
ÅEPRspektroskopijai ƛƳƛŘȌƛƴƎ

http://www.bioscope.ffh.bg.ac.rs/eprlab/about-us/

http://www.bioscope.ffh.bg.ac.rs/eprlab/about-us/


~ǘŀ ƧŜ EPR?

ÅDetektujemo nesparene elektrone.
ÅSlobodni radikali, prelazni metali.
ÅJedina poznata tehnika koja direktno detektuje slobodne radikale.



Å~ǘa suslobodniradikali?
ÅIzazivaju ƻǑǘŜŏŜƴƧŀDNK, proteina, ŏŜƭ. membrana, povezani sa
ǇŀǘƻŦƛȊƛƻƭƻǑƪƛƳstanjima.
ÅDali suslobodniradikali samoǑǘŜǘƴƛΚ
Å~ǘŀsuantioksidansi?

EPR Lab
Slobodni radikali i antioksidansi

Å{ǇǊŜőŀǾŀƧǳili usporavajuoksidaciju
drugih molekula uklŀƴƧŀƧǳŏƛslob.
radikale.
ÅIma ih u biljkama, raznim

tradicionalnimlekovima,hemijskiih
ƎŜƴŜǊƛǑŜƳƻ...



EPR metode 
hŘǊŜŚƛǾŀƴƧŜ ŀƴǘƛƻƪǎƛŘŀǘƛǾƴŜ ŀƪǘƛǾƴƻǎǘƛ

ÅEPRje jedinapouzdanametodazaovusvrhu.
ÅDruge metode őŜǎǘƻse baziraju na uklanjanju

bioloǑƪƛ-irelevantnihradikala(npr. DPPHili ABTS)
kao i puko oslanjanjena analitiku bezkonkretnih
dokazao uticajunaROSili RNS.

ÅEPRspektroskopijaƳƻȌŜ:
1. OdreditikapacitetAOXda ukloniɢhIΣɎh2ɢΣbhɢ...

(generatorskisistemi).
2. Odrediti kapacitet AOX da ukloni ŘǳƎƻȌƛǾŜŏŜ

radikale(CCɢ, Ascɢ).
3. Odrediti kapacitet AOX da ǎǇŜőƛlipidnu

peroksidacijuu membraniindukovanuROSi RNS
(primenomlipozoma,micelai ŏŜƭ. kultura).



EPR metode 
hŘǊŜŚƛǾŀƴƧŜ !h· ƪŀǇŀŎƛǘŜǘŀ ǾƻŘƻƴŜǊŀǎǘǾƻǊƴƛƘ ƧŜŘƛƴƧŜƴƧŀ

~ǘŀraditi savodonerastvornimAOX?

Å NajboljiAOXsuőŜǎǘƻvodonerastvornii ovo je problemkoji seǘŜǑƪƻ(ili ƭƻǑŜύǊŜǑŀǾŀ.

ÅEPRƳƻȌŜǊŜǑƛǘƛi ovaj problem
ǇƻƳƻŏǳposebnemetode.
ÅOvametodajeƛƴŀőŜekskluzivno
ǊŀȊǊŀŚŜƴŀu EPRLabFFH.

Nakarada et. al. Liposomal integration method for assessing
antioxidative activity of water insoluble compounds toward
biologicallyrelevantfree radicals: exampleof avarol, JLiposomeRes.
30 (2019) 218-226.



EPR metode 
hŘǊŜŚƛǾŀƴƧŜ !h· ƪŀǇŎƛǘŜǘŀ Ȋŀ ǳƪƭŀƴƧŀƴƧŜ ƪǊŀǘƪƻȌƛǾŜŏƛƘ ǊŀŘƛƪŀƭŀ

EPRspin-traping

ÅOksidatvnistresje uzrokmnogihǇŀǘƻŦƛȊƛƻƭƻǑƪƛƘstanja.
ÅNekemetodesuposredne(spektrofluorimetrija). Problemi: imaartefakata.
ÅEPRƳƻȌŜmeriti ɢhIΣɎh2ɢΣbhɢόőŀƪi in vivo)ǇƻƳƻŏǳspin-trap metode.
ÅPrincipspin-trap metode:
ÅOvakoƳƻȌŜƳƻdetektovatiROSintra- i ekstracelularno.

ǒOH+

Spin trap YǊŀǘƪƻȌƛǾŜŏƛradical 5ǳƎƻȌƛǾŜŏƛ spin adduct



ÅĠtamora da poseduje jedan dobar spin-trap?

ÅSpin-trap market?

Spin-trap market

EPR metode 
EPR spin-traping

ÅPreskupisu.

Å2ŜǎǘƻǎŀŘǊȌŜƴŜőƛǎǘƻŏŜ.

ÅDegradirajusenaǾƛǑƛƳT.

Å ImajuƛǎǳǾƛǑŜǎƭƻȌŜƴEPRsignal.

ÅUǾƛǑƛƳdozamaletalni.

ÅAduktiskloniraspadanju.

ÅAduktiǇƻŘƭƻȌƴƛi redukcijii oksidaciji.

Å{ƭƻȌŜƴŀkinetika.

Problemi:

Benefiti:

ÅNeprocenjivi.



ÅDetekcijaO2
ω- radikalau biosistemima

limitirana je sporom kinetikom O2
ω-

trapovanja(~55M-1s-1)

ÅBiodegradacijaadukata (redukcija do
HAi oksidacijau sekundarnenitrone).

ÅAli, ŎƛƪƛƭƛőƴƛHA reaguju sa O2
ω- 100

putaōǊȌŜnegotrapovi!

Å Mogu se ǘŀƪƳƛőƛǘƛsaŏŜƭƛƧǎƪƛƳAOXi
reagovatisaƛƴǘǊŀŏŜƭƛƧǎƪƛƳO2

ω-.

ÅNekispicificniHA...

EPR metode 
EPR spin-traping in vivo?



ÅNedostatak ǎǇŜŎƛŦƛőƴƻǎǘƛHA
prevazilazimo ƪƻǊƛǑŏŜƴƧŜƳ
inhibitoraproizvonjeO2

ω- i SOD.

ÅBitno je naelektrisanje probe
(katjonska,anjonska,neutralna).

ÅBitna je lipofilnost i ŏŜƭƛƧǎƪŀ
propustiljvostzaǎǇŜŎƛŦƛőƴǳprobu.

ÅSite-specific O2
ω- detekcija sa

visokomƻǎŜǘƭƧƛǾƻǑŏǳ.

Å NekiǎǇŜŎƛŦƛőƴƛspin-trapoviΧ

EPR metode 
Tehnika upotrebe hidroksilamina



EPR metode 
EPR spin-trapovi


