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Spektroskopia EPR jest technika umozliwiajaca
uzyskanie cennych 1nformaCJl dotyczacych réznorodnych ukladéw paramagnetycznych, tj.

z niesparowanym elektronem, bedacych obiektem zainteresowania biologow i lekarzy. Jest
to metoda bardzo specyficzna pozwala na badania wolnych rodnikow w réznych prébkach,
nawet bardzo zlozonych: komdrkach, tkankach, pltynach ustrojowych.

Elektronowy rezonans paramagnetyczny (EPR, ang. Electron Paramagnetic Resonance) jest metoda
spektroskopowa pozwalajaca na badanie substancji zawierajacych centra paramagnetyczne.
Zastosowanie tej metody do badan prébek biologicznych wynika z kilku zalet tej metody:

- wysoka czulos$¢ (probki biologiczne zawierajg znikome ilosci zwigzkow badanych); nalezy pamietac,
ze czulos¢ ta spada w odniesieniu do probek zawierajacych duza ilos¢ wody; czulo$¢ aparatu
zwieksza sie poprzez obnizenie temperatury pomiaru lub liofilizacje prébki

- mozliwo$¢ pomiaru okreslonego zwiazku w obecnosci wielu innych niezidentyfikowanych zwiazkéw
(selektywno$¢ metody)

- krotki czas pomiaru,

- nieskomplikowana preparatyke probek

- mierzone sygnaly pochodza najczesciej od trwalych wolnych rodnikéw np. semichinonowych lub
askorbinianowych

Jezeli badania przeprowadzane sa na komoérkach nalezy pamietaé, iz sygnat EPR bedzie zalezny od
fazy wzrostu komorek i ich fazy cyklu komérkowego. Dane literaturowe dowodza iz maksimum
rodnikow obserwuje sie pod koniec fazy S i na poczatku mitozy [1].

Elektronowy rezonans paramagnetyczny

Elektronowy rezonans paramagnetyczny jest zwiagzany ze zmiana orientacji spinu elektronowego
w zewnetrznym polu magnetycznym, wywotanego absorpcja energii pola wysokiej czestosci.
Zjawisko to obserwuje sie w atomach, czasteczkach i kompleksach molekularnych posiadajacych
niesparowane spinowe momenty magnetyczne us, tworzace centra paramagnetyczne badanych
zwigzkéw. W prébkach biologicznych najczesciej takim centrum paramagnetycznym jest atom zelaza.

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

us = -g uBS
ps - magneton Bohra (9,27x102* JxT )
g - wspotczynnik zeemanowskiego rozszczepienia

Wspolczynnik rozszczepienia g okresla udzial orbitalnego momentu magnetycznego w catkowitym
momencie p danego centrum paramagnetycznego.



W prébkach biologicznych najczesciej obserwowane spiny to S=1/2 oraz S=3/2. Analiza spinu S=1/2
wartosci magnetycznej liczby spinowej wynosza: m,=+1/2 i m,=-1/2. Ze wzgledu na dwie przeciwne
orientacje spinu w polu magnetycznym mozliwe sa dwa poziomy energetyczne: W,,,=%gu;Bi W,
=-%gn;B, roznica energii (AW= W_,,-W,,) tych poziomoéw rosnie wraz z przylozonym polem
magnetycznym B. Zmiana orientacji spinu nastapi, gdy zostanie spetniony warunek rezonansu
AW=hf, czyli zostanie dostarczona energia rowna roznicy energetycznej dwdch pozioméw. Amplituda
sygnatu obserwowanego w rejestratorze jest miara absorpcji mocy mikrofal wywotanej zmiana
orientacji spinu elektronéw wzgledem kierunku stalego pola magnetycznego [2].

Widma EPR mozna wykona¢ nawet na starych aparatach typu Bruker ESP 300. Pomiary te
przeprowadza sie w temp. 77K, przy mocy mikrofalowej 1 mW, czestosci 9,31 GHz, amplitudzie
modulacji 3,027 G i statej czasowej 41 ms (warunki optymalne). Ze wzgledu na niewielka
intensywnos¢ sygnatu EPR wykrywanego w materiatach biologicznych (komorki, homogenizaty,
frakcje) badane probki nalezy skanowac¢ wielokrotnie. W ten sposéb poprawiamy stosunek sygnat:
szum.

Do identyfikacji sygnatu EPR pochodzacego z probek biologicznych uzywa sie symulacji wykonanych
za pomoca programu w ktory zaopatrzony jest aparat np. Symfonia 1.25 (Bruker Analytisch
Messtechnik, DE), co umozliwito wyznaczenie parametrow widma (wspdtczynnik rozszczepienia
spektroskopowego - g, szerokosci sktadowych). Za parametr wyznaczajacy intensywnos¢ sygnatu
przyjmuje sie wartos¢ integratu absorpcji. Otrzymany sygnat EPR dwukrotnie catkuje sie, w celu
otrzymania wynikow ilosciowych spinu. Do przeksztalcen matematycznych mozna uzy¢ dowolnych
programow chociazby - program Microsoft Excel. Wyniki nalezy powtérzy¢, aby méc przeprowadzic¢
analize statystyczna np. zastosowanie testu t-Studenta. Warto w prébkach biologicznych wydzieli¢
niewielka ilo$¢ badanej probki w celu okreslenia biatka. Nastepnie sygnat EPR przeliczy¢ na poziom
biatka, standaryzuje to pomiar i niweluje btad osobniczy (rézna ilos¢ biomolekut w kazdej komorce).

Przygotowanie prébek biologicznych [3]

Stata objetos¢ (np. 50 ml) hodowli komérek w fazie wzrostu logarytmicznego o gestosci okoto 7x105
komorek/ml traktuje sie czynnikiem, ktére wptyw chcemy zbadac¢. Traktowanie badanym czynnikiem
mozemy uzalezni¢ od czasu inkubacji (Rysunek 1). Nastepnie do tak traktowanej hodowli wprowadza
sie odczynnik donorowy. Odczynnikiem donorowym jest zwigzek, ktory rozpada sie dajac rodnik
reagujacy z biomolekulami w komdrce powodujgc tym samym powstanie zwiazku
paramagnetycznego, ktorego detekcja jest mozliwa metoda EPR. Odczynnik donorowy ma Scisle
okreslona kinetyke rozpadu, dzieki czemu przy wprowadzeniu odpowiedniego stezenia donoru znane
jest stezenie koncowe powstatego rodnika. Bardzo wazne jest zachowanie odpowiedniego (statego)
czasu inkubacji probek biologicznych z donorem.
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Rysunek 1. Przykladowe przygotowanie probek biologicznych do detekcji rodnikéw metoda EPR

Po wprowadzeniu donoru rodnikéw i inkubacji, z prébki nalezy pozby¢ sie dodatkowych czynnikdéw
rozcienczajacych probke. Jesli doswiadczenie przeprowadzane byto na komérkach usuwamy z probki
pozywke: wirujac probki, dekantujac i przemywajac kilkakrotnie buforem. Zageszczone préobki
wprowadzamy do rurek EPR-owskich. Usuwajac powstate pecherzyki powietrza.

Biologiczne zastosowanie metody EPR [4]
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