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S. SPEKTROSKOPIA EPR

Spektroskopia elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR, ang. Electronic
Paramagnetic Resonance) jest jedyna znana dotychczas technika pomiarowa pozwalajaca badaé
bezposrednio uktady (w tym uklady biologiczne) zawierajace wolne rodniki. Zjawisko rezonansu
paramagnetycznego wystepuje w uktadach zawierajacych niesparowane elektrony. Niesparowane
elektrony wystepuja w wielu tworach chemicznych, m.in. w:

= wolnych rodnikach

= jonorodnikach

= jonach metali przej$ciowych

= stanach tripletowych wzbudzonych czasteczek, np. >0,

= czasteczkach obojgtnych o niezamknigtych powlokach elektronowych, takich jak NO czy NO,.
Twory takie wystepuja zarowno w uktadach nieozywionych jak i biologicznych.

Twory zawierajace niesparowane elektrony wystgpuja w uktadach biologicznych zaréwno na

poziomie biopolimerow:
= metaloproteiny
= flawoproteiny
= melaniny
jak 1 jako posrednie produkty przemian biochemicznych takich jak:
= fotosynteza
= fosforylacja oksydatywna
= metabolizm utleniajaco-redukujacy.
Do badania tych uktadow wykorzystuje si¢ spektroskopi¢ EPR.

Technikg ta mozna rowniez stosowaé do badania uktadow, w ktérych normalnie nie wystepuja
centra paramagnetyczne. Wymaga to wprowadzenia ich sztucznie w postaci tzw. znacznikow
spinowych. Jako znaczniki spinowe stosuje si¢ nieduze podstawniki lub czasteczki posiadajace trwate
centra paramagnetyczne. Najczg$ciej stosuje si¢ znaczniki spinowe posiadajace ugrupowanie

nitroksylowe:

N—O
/

Znaczniki spinowe moga by¢ potaczone z badanym uktadem:

= kowalencyjnie poprzez odpowiednie reaktywne grupy funkcyjne, lub
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= fizykochemiczne poprzez silne oddziatywania migdzyczasteczkowe, np. hydrofobowe.
Rodniki powstajace jako posrednie produkty przemian biochemicznych sa zwykle nietrwate 1 ich
badanie jest bardzo utrudnione. Stosuje si¢ wtedy tzw. pulapkowanie spinowe polegajace na
utworzeniu przez powstaly rodnik adduktu paramagnetycznego o dlugim czasie zycia. Najczgsciej

powstajacy addukt posiada ugrupowanie nitroksylowe.

5.1 Podstawy fizyczne

Uklady z niesparowanym elektronem posiadaja wypadkowy spinowy moment magnetyczny p
rézny od 0. W nieobecnos$ci pola magnetycznego orientacje wektorow momentdw magnetycznych
poszczegolnych centrow paramagnetycznych sa chaotyczne. W zewngtrznym polu magnetycznym
wektory te przyjmowac moga tylko dwie orientacje:

—
—

= zgodna z polem zewngtrznym , oraz

—_—

= przeciwng do zewngtrznego pola -
Orientacje te rdznig si¢ stanem energetycznym: orientacja zgodna posiada nizsza energig.
Tak wigc w zewnetrznym polu magnetycznym niesparowany elektron wystgpowaé moze na
dwoch poziomach energetycznych. Poziomy te roznia si¢ energia AE réwna:

AE =gBug ////—+

gdzie: g - wsp. giromagnetyczny elektronu B — indukcja zewn. pola . AE B

magnetycznego AN f

mp — magneton Bohra (stala)

5.1.1 Warunek rezonansu

Przeniesienie niesparowanego elektronu na wyzszy poziom energetyczny jest mozliwe tylko
wtedy, gdy elektron pochlonie kwant promieniowania elektromagnetycznego o energii doktadnie
réwnej rdznicy poziomow energetycznych:

gBug =hv
Przy stosowanych zwykle wartosciach indukcji magnetycznej B jest to energia odpowiadajaca
promieniowaniu mikrofalowemu. Warto$§¢ indukcji spetniajaca powyzszy warunek rezonansu
obliczamy ze wzoru:

b

Brez
gup

5.1.2 Absorpcija rezonansowa

Ze wzgledow technicznych widma EPR wykonuje si¢ przy statej czestotliwosci generatora
mikrofal 1 zmiennej indukcji magnetycznej. Ze wzrostem indukcji zewngtrznego pola magnetycznego

ro$nie liniowo rdznica poziomow energetycznych. Gdy réznica ta zrowna si¢ z energia kwantu
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promieniowania mikrofalowego dochodzi do absorpcji energii przez elektrony znajdujace si¢ na
nizszym poziomie energetycznym. EA
Elektron ktory zaabsorbowal kwant o
czgstotliwosci rezonansowej przechodzi na wyzszy lm s
poziom energetyczny. Wzbudzony elektron wracajac do
stanu podstawowego oddaje nadmiar energii w postaci

promieniowania mikrofalowego o tej samej czgstosci.

Promieniowanie to jest wykrywane przez uklad

detektoréw i1 po wzmocnieniu stuzy do sporzadzenia Tm =-1/2
widma EPR.

>
5.1.3 Charakterystyka widma B

Wymogi kwantowo-chemiczne powoduja, ze warunek rezonansu ,,rozmywa si¢” do postaci
pasma rezonansowego. Maksimum pasma odpowiada teoretycznej czgstotliwos$ci rezonansowe;.
Szeroko$¢ pasma rezonansu zalezy od:

= czasu relaksacji stanu wzbudzonego oraz
= stopnia lokalizacji gesto$ci niesparowanego elektronu w czasteczce.
Im kroétszy czas relaksacji oraz silniejsza lokalizacja niesparowanego elektronu tym wigksza szerokos¢

pasma.

krzywa Gaussa krzywa Lorentza
Pojedyncze pasma rezonansu moga mie¢ ksztatt zblizony do krzywej Gaussa lub krzywej Lorentza.

Szerokie pasma, zwlaszcza o ksztalcie krzywej Lorentza, moga zachodzi¢ na siebie, co
utrudnia okre$lenie szczegdéldw widma. Dlatego powszechnie przyjeta praktyka jest zapis widma EPR
nie w skali intensywnosci (lewy panel), lecz w formie pierwszej pochodnej (prawy panel).

Potozenie miejsca zerowego 1. pochodnej odpowiada potozeniu maksimum na widmie, czyli indukcji
rezonansowej. Latwo jest tez okreslic szeroko$¢ pasma. Jest ona réwna odlegtosci minimum i

maksimum na wykresie pochodne;.
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widmo 1. pochodna
Jezeli w sasiedztwie niesparowanego elektronu pojawi si¢ inne centrum paramagnetyczne, to
dochodzi do sprz¢zenia 1 pojawiaja si¢ dodatkowe poziomy energetyczne. Centrum tym moze by¢:
* inny niesparowany elektron — mowimy wtedy o tzw. sprz¢zeniu subtelnym
= jadro paramagnetyczne (np. proton) — wystepuje wtedy tzw. sprzgzenie nadsubtelne.
Warunkiem wystapienia obu rodzajow sprzezen jest niewielka odleglos$¢ sprzegajacych si¢ centrow
paramagnetycznych.

5.1.4 Subtelna struktura widma

Jezeli dwa niesparowane znajda si¢ dostatecznie blisko siebie, to dochodzi do oddziatywania
ich spindw. Uktad taki moze wystepowac¢ w dwoch orientacjach:
= obydwa spiny maja taki sam zwrot (uktad réwnolegty)
= spiny malq r6zne znaki (sa sparowane). EA
Orientacji o sparowanych spinach odpowiada przy tym
nizsza energia nawet w nieobecno$ci zewngtrznego

pola magnetycznego.

Przylozenie = zewngtrznego pola  magnetycznego hv/ hy
powoduje, ze kazdy z uktadow spinowych przyjmuje \

jedna z dwoch orientacji wzgledem wektora indukcji

tego pola. Migdzy tymi orientacjami wystgpuje roznica

energii proporcjonalna do indukcji pola /\ /\

magnetycznego. Napromieniowanie probki mikrofalami \f \f g

o energii hv moze doprowadzi¢ do wystapienia absorpcji rezonansowej i wzbudzenia uktadéw

spinowych. Nie kazde przej$cie energetyczne w takim uktadzie spinowym jest dozwolone. Przejscia

dozwolone musza spetniaé tzw. regute wyboru ktora w przypadku sprzezenia subtelnego ma postac:
Amg =1

Oznacza to, ze dozwolone sa tylko przejscia przy ktoérych dochodzi do zmiany orientacji jednego ze

spinéw uktadu.
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W rozpatrywanym ukladzie warunek rezonansu wystapi przy dwoch wartos$ciach indukcji pola

magnetycznego. Taki dublet pasm rezonansowych nosi nazwe struktury subtelnej widma.

5.1.5 Nadsubtelna struktura widma

Jezeli orbital niesparowanego elektronu znajduje si¢ w poblizu jadra paramagnetycznego

(posiadajacego niezerowy spin jadrowy my), to powstaje specyficzny uktad spinowy znajdujacy swoje

odbicie w strukturze widma. W ukladach biologicznych jadrami paramagnetycznymi sa najczgsciej

atomy wodoru 'H i azotu '*N.

Rozwazmy uktad zawierajacy
niesparowany elektron 1 1 jadro o spinie
m; = %. Jadrem tym moze by¢ na przyklad
atom wodoru. Uktad taki moze wystgpowacé w
dwoch stanach energetycznych. W stanie o
nizszej energii spin elektronu 1 jadra maja
przeciwne znaki (uktad sparowany), a w stanie
0 wyzszej energii takie same. W obecnosci
zewngtrznego pola magnetycznego stany
energetyczne spinu elektronowego rozsuwaja

si¢ proporcjonalnie do indukcji pola.

EA

ms=+% m=+%

ms=+1/2 mlz'%

W uktadzie takim obowiazuja dwie reguty wyboru:

Ams =1
Aml =0

Z analizy zamieszczonego powyzej diagramu wynika, ze absorpcja rezonansowa zachodzi¢ moze przy

dwoch wartos$ciach indukcji pola. Takie rozszczepienie pasma nazywamy struktura nadsubtelna widma

EPR.

Rozwazmy teraz uklad zawierajacy
niesparowany elektron 1 jadro paramagnetyczne
o my = 1. Jadro o takim spinie posiada np. atom
azotu. Jadro o spinie 1 wystgpowaé moze w
trzech stanach spinowych: 1 = -1, 0 1 +1.
Rozpatrywany uktad wystgpowaé moze w
trzech geometriach. W zewngtrznym polu
magnetycznym dochodzi jeszcze orientacja
uktadu jako calo$ci zalezna liniowo od indukcji
pola. Reguly wyboru sa tu identyczne jak w

poprzednim przyktadzie.

=

me=+%

ms = -%

\//ZEES:
\t\m|=-1
\$::31
i
ek
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W efekcie struktura nadsubtelna widma zawiera trzy polozone blisko siebie pasma absorpcji o
intesnywnos$ciach wzglednych jak 1:1:1.
Istnieje wzor opisujacy krotno§¢ multipletu struktury nadsubtelnej widma EPR w zaleznosci od spinu
jadra:

k=21+1
Wzo6r ten mozna stosowac tylko dla uktadu zawierajacego jedno jadro paramagnetyczne oddziatujace z
niesparowanym elektronem. Uklady zawierajace wigcej niz jedno takie jadro wymagaja bardziej
skomplikowanej analizy. Przyktady dwoch takich analiz podane sa

Rozwazmy uktad zawierajacy niesparowany elektron i dwa rownocenne magnetycznie jadra

paramegnetyczne o spinie I = 2. Ten uktad jader moze wystgpowacé w 4 orientacjach:

1) my(1) = +1/2 my(2) = +1/2
2) my(1) = +1/2 my(2) =-1/2
3 my(l)=-1/2 my(2) = +1/2
Hmy(1) =-1/2 my(2) = -1/2

Jezeli jadra sa magnetycznie réwnocenne, to orientacje 2) i 3) sa

nieodréznialne. Kazdy stan spinowy elektrony rozszczepiany jest wigc

na trzy poziomy nadrubtelne o obsadzeniu 1:2:1. Oznacza to, ze struktura nadsubtelna widma EPR
zawiera¢ bedzie triplet o wzglednej intensywnosci sygnatow jak 1:2:1 (rysunek powyzej).

Jezeli jadra nie sa rOwnocenne magnetycznie, to orientacje 2) i 3) sa rozroznialne 1 struktura

nadsubtelna zawiera¢ bedzie dublet dubletow. Teoretycznie 3 ;
intensywno$¢ kazdej sktadowej multipletu powinna by¢ taka sama,
jednak czgsto ze wzgledu na nakladanie si¢ sygnalow otrzymuje sig

skomplikowany multiplet o zréznicowanych intensywnosciach

sktadowych (rysunek obok).

5.2 Analiza widm

Przy analizie widm EPR nalezy okresli¢ szereg wielko$ci charakteryzujacych widmo. Zwykle
bierze si¢ pod uwage:
= polozenie rezonansu, B,
= szerokos$¢ pasma rezonansu, W
= ksztalt pasma
= obecno$¢ struktury subtelnej lub nadsubtelnej

= intensywno$¢ pasma (gestos¢ centrOw paramagnetycznych)

Wielkosci te najdoktadniej mozna okresli¢ z widm zapisanych w postaci ich 1. pochodnych (rysunki

ponizej).
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Pewne watpliwosci budzi¢ moze ustalenie intensywnos$ci pasma na podstawie jego 1. pochodne;.
Problem ten mozna rozwiaza¢ dwojako:
o jezeli skladowe multipletow nie zachodza na siebie, to rdéznica minimum i maksimum
1. pochodnej jest proporcjonalna do intensywno$ci pasma
e jezeli pasma nachodza na siebie, to nalezy wykona¢ dwukrotne catkowanie sygnatu —

otrzymamy krzywa schodkowa pozwalajaca na odczytanie intensywnosci poszczegdlnych pasm.

5.3 Probniki spinowe
Uktady w ktérych nie wystgpuja centra paramagnetyczne mozna analizowa¢ z zastosowaniem

techniki EPR jezeli zastosuje si¢ tzw. probniki spinowe. Sa to trwate rodniki sztucznie wprowadzone
do badanego uktadu. Aby uzyska¢ jak najwigcej informacji w formie tatwej do analizy prébnikom
takim stawia si¢ zwykle dosy¢ ostre wymagania:

e musza charakteryzowac si¢ duza stabilnoscia

e mie¢ male rozmiary, aby nie deformowa¢ badanego uktadu

e powinny by¢ niewrazliwe na przemiany biochemiczne pod wplywem badanego uktadu

e powinny generowaé niezbyt skomplikowane widma EPR

e widma te powinny by¢ wrazliwe na lokalne warunki panujace w uktadzie

\
N—O
Wszystkie te wymagania spetniaja probniki zawierajace ukfad nitroksydowy: /.

5.3.1 Prébniki nitroksydowe

Uktad nitroksydowy wbudowa¢ mozna w wiele réznych struktur chemicznych. Jest to bardzo
wygodne z punktu widzenia badan biofizycznych. Jednakze aby uzyskac przydatny do badan znacznik

budowa chemiczna otoczenia znacznika musi spetnia¢ szereg wymagan.
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Warunkiem stabilno$ci centrum paramagnetycznego jest brak atoméw wodoru bezposrednio R

zwiazanych z atomem azotu uktadu nitroksydowego. Najczesciej bezposrednio z atomem azotu R/\N'_O
zwiazane sa atomy wegla. Zapewnia to duza stabilno$¢ rodnika.
Atom azotu na ktorym zlokalizowana jest wigkszo$¢ gestosci niesparowanego elektronu jest jadrem
paramagnetycznym o liczbie spinowej I = 1. Oznacza to, ze w widmie EPR rodnikéw nitroksydowych
wystapi triplet struktury nadsubtelnej. Obecnos¢ struktury nadsubtelnej komplikuje widmo, ale z
drugiej strony stala sprzgzenia nadsubtelnego Ay jest bardzo wrazliwa na zmiany lokalnego otoczenia.
Moze wige by¢ bardzo dogodnym probnikiem tych zmian.
Aby nadmiernie nie komplikowa¢ struktury widma wigkszo$¢ znacznikéw nie posiada atomow
wodoru na weglach a sasiadujacych z nitoksydowym atomem azotu. Poniewaz atom R
wodoru jest réwniez jadrem paramagnetycznym, wigc jego obecno$¢ (a szczegdlnie N—O
obecnos¢ dwoch takich atomoéw) prowadzi do bardzo skomplikowanych multipletow 4
struktury nadsubtelne;.
Aby ograniczy¢ liczbe rotacyjnych stopni swobody znaczniki spinowe maja zwykle strukturg
cykliczna.

Powszechnie stosowane centra paramagnetyczne zawierajace ugrupowanie nitroksydowe

naleza do kilku klas struktur chemicznych:

pochodne 2,2,6,6-tetrametylopiperydyny &o
pochodne 2,2,5,5-tetrametylopiroliny if\l'—o
iﬁl_

pochodne 2,2,5,5-tetrametylopirolidyny

W uzyciu sa réwniez znaczniki nitroksydowe o strukturze heterocyklicznej, takie jak:
R1 R1

O)(Rz OA(RZ
%

R

pochodne oksazolidyny pochodne oksazydyny
R2 R2
N N
e | N-O
R1 R1
pochodne imidazoliny pochodne imidazolidyny
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Probniki spinowe stosowane w badaniach biofizycznych podzieli¢ mozna na: i) znaczniki spinowe

oraz ii) sondy spinowe.

5.3.2 Znaczniki spinowe

Znaczniki spinowe sa to centra paramagnetyczne przylaczone do wybranych elementéw
biopolimeréw, np. grup tiolowych biatek. Znaczniki moga wiaza¢ si¢ z badanym uktadem poprzez:
e tworzenie wigzan kowalencyjnych,
e tworzenie kompleksow, lub
e oddziatywania fizykochemiczne.
Zwykle najbardziej powtarzalne wyniki uzyskuje si¢ dzigki utworzeniu wiazan kowalencyjnych.
Odczynniki umozliwiajace kowalencyjne zwiazanie znacznika z biopolimerem zawieraja dwa
centra:
e centrum reaktywne umozliwiajace utworzenie wigzania kowalencyjnego, oraz ):Ecé)%
centrum paramagnetyczne (zwykle rodnik nitroksydowy)
Odczynnik wprowadzajacy powinien reagowaé szybko, wydajnie 1 selektywnie z odpowiednimi
grupami funkcyjnymi biopolimerdw. Ponizszy rysunek pokazuje przykltady odczynnikow

wprowadzajacych centra paramagnetyczne na okreslone grupy funkcyjne biatek.

OH

Analogiczne odczynniki opracowano réwniez dla innych biopolimerow (policukréw, kwasow

nukleinowych, itp.).
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5.3.3 Sondy spinowe

Odmienne podejscie do wprowadzania centréw paramagnetycznych wykorzystano w tzw.
sondach spinowych. Sa to zwykle zwiazki matoczasteczkowe do ktorych podczas ich syntezy
Swiadomie wprowadzono centrum paramagnetyczne. Sa one analogami strukturalnymi naturalnych
sktadnikow badanego uktadu. Zwiazki takie moga nastgpnie wchodzi¢ w sklad ukladow
supramolekularnych lub stanowi¢ czgsci sktadowe biopolimerow.

Najszersze zastosowanie w biofizyce znalazty sondy tego typu w badaniach sztucznych bton
lipidowych 1 naturalnych blon komérkowych. Dostgpne sa w handlu np. analogi kwasow tluszczowych
(lub zbudowanych z nich fosfolipidéw) znakowanych na okreslonym atomie wegla tancucha
alifatycznego. Wykorzystuje si¢ rowniez analogi innych sktadnikéw blon komoérkowych, np. steroli

btonowych.

~
/\/\/\O>§N;o\/\wo
I HO <o
znakowany kwas thuszczowy \\#
analog sterolu blonowego
Widmo EPR sondy spinowej znajdujacej si¢ na okreslonym atomie wegla kwasu tluszczowego

dostarcza szeregu cennych informacji na temat warunkoéw fizykochemicznych (np. mikrolepkos$ci)

panujacych na okreslonej glgbokosci w btonie.

. e . , HO
Sondy spinowe moga by¢ réwniez analogami substratow O
okreslonych enzyméw lub lekéw. Dostarczaja one wtedy informacji na e
. .. N
temat warunkow panujacych w centrum aktywnym enzymu lub w miejscu ‘ A\
0

wiazania na receptorze. Rysunek obok pokazuje strukture analogu morfiny o~ "

stosowanego w badaniach receptoréw opioidowych w mozgu.

5.4 Pulapkowanie spinow

W wielu reakcjach biochemicznych powstaja wolne rodniki. Moga to by¢ produkty posrednie
szlakéw metabolicznych lub szkodliwe produkty uboczne. Sa to zwykle twory bardzo reaktywne o
skrajnie krotkim czasie zycia. Ich bezposrednie wykrywanie i badanie technika EPR jest praktycznie
niemozliwe.

Rodniki takie mozna w pewnym sensie ,,utrwali¢” stosujac metode zwana putapkowaniem
spinow. Zalozenia tej metody przedstawia ponizszy schemat. W wyniku reakcji zachodzacej pomigdzy
reaktywnym rodnikiem i1 odpowiednio dobranym zwiazkiem organicznym dochodzi do utworzenia
trwalego adduktu paramagnetycznego, np. ukltadu nitroksydowego. Poniewaz powstajacy addukt jest

trwaly, wigc w miarg przebiegu badanej reakcji nagromadza si¢ on w uktadzie.

10



reaktywny
rodnik

5.4.1 Pulapki spinowe
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Zwigzek
diamagnetyczny

I— <]

addukt
paramagn-
etyczny

Opracowano szereg zwiazkow organicznych mogacych z powodzeniem spetniaé role putapek

spinowych. Ponizsza tabela przedstawia powszechnie przyjete symbole tych zwiazkow oraz reakcje

jakim one ulegaja w obecnosci reaktywnych rodnikow.

Symbol zw. Przebieg reakcji
putapkujacego
NMP |
+N:O + R- > | '}|_O
R
TBNB
R
/
N=0 + R > I 7 N N,
— O
DMPO H
M2 e — X
NG I R
% °
POBN
A A
N S - W
@Y R O

5.4.2 Identyfikacja putapkowanych rodnikow

Zaproponowane pulapki spinowe posiadaja bardzo niska selektywno$¢ — reaguja praktycznie ze

wszystkimi dostatecznie reaktywnymi rodnikami. Sa wigc w stanie ,,utrwali¢” rodniki:

e ponadtlenkowe O, *
e hydroksylowe HO*
e nadtlenkowe ROO*
e alkoksylowe RO*

e centrowgglowe C*
e nitroniowe NO*

1 szereg innych.

11
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Do identyfikacji sputapkowanego rodnika wykorzystuje si¢ stale sprzg¢zen nadsubtelnych wystepujace
w widmach EPR probki.
Putapkowanie spindéw stosuje si¢ zar6wno do badania samych reakcji biochemicznych (np.
fotosyntezy lub szlaku tancucha oddechowego) jak i produktow powstajacych podczas metabolizmu

lekow i innych ksenobiotykdw.

5.5 Znakowanie spinowe biopolimerow
Probniki spinowe dostarczy¢ moga wielu rodzajow informacji o warunkach panujacych w
swoim otoczeniu. Wartosci statych sprzezenia nadsubtelnego sa np. zalezne od:
e polarnosci srodowiska
e mikrolepkosci

e orientacji znacznika wzgledem zewngtrznego pola magnetycznego.

5.5.1 Swoboda rotacyjna znacznika

Ponadto ksztalt samego multipletu zalezy od ruchliwosci
znacznika. Gdy znacznik nitroksydowy ma swobodg rotacji, to
odpowiadajacy triplet ma jednakowe intensywnos$ci poszczegdlnych

sktadowych.

Ograniczenie ruchliwosci znacznika prowadzi do wystapienia

asymetrii tripletu. Sktadowe zewngtrzne maja wtedy inng intensywnos$¢ i1 szeroko$¢ niz skladowa
srodkowa. Pozwala to oceni¢ stopien unieruchomienia znacznika i jego preferowana orientacje
wzgledem zewngtrznego pola magnetycznego.

Liczbowym miernikiem ruchliwosci

>
z

N

orientacyjnej znacznika moze by¢

tzw. czas korelacji rotacyjnej, tx.

v

Wykazano, ze czas ten jest liniowa
funkcja roéznicy szerokosci
sktadowych 1 mozna go wyznaczy¢
7€ WZoru:

1 =K(W_ - W)

w ktorym wielko$¢ statej K jest

charakterystyczna dla danego

Wo

znacznika.
Czas korelacji rotacyjnej jest rowniez

funkcja stosunku intensywnosci sktadowej centralnej i sktadowych skrajnych:

tr =kWol\ho/h, -1)
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W konkretnym przypadku uzywamy jednego z tych wzorow w zaleznosci od tego czy latwiej jest

odczytac szerokos¢ sktadowej czy jej wysokos¢.

5.5.2 Orientacja znacznika

Jezeli ruch rotacyjny znacznika jest silnie ograniczony (duzy czas korelacji rotacyjnej) 1 istnieje
mozliwo$¢ makroskopowej orientacji biopolimeru w probcee to z analizy widm EPR mozna ustali¢ jaka
jest orientacja znacznika wzgledem kierunku orientacji probki.
Okazuje si¢ bowiem, ze stala sprz¢zenia nadsubtelnego zalezy od
orientacji znacznika wzgledem pola magnetycznego.

Przyjmuje si¢ zwykle, ze lokalny uktad wspotrzednych

v

zwiazany ze znacznikiem zorientowany jest jak na rysunku obok.
Poczatek uktadu zlokalizowany jest na atomie azotu grupy

nitroksydowej. O$§ Ox pokrywa si¢ z kierunkiem wiazania N-O,

kierunek osi Oz jest zgodny z osia orbitalu p niesparowanego

elektronu i 0$ Oy jest prostopadta do dwdch pozostatych.

Wykazano  doswiadczalnie, ze  stala  rozszczepienia Bilx J\///\/
nadsubtelnego jest najmniejsza, gdy znacznik zorientowany jest
w taki sposob, ze kierunek indukcji pola magnetycznego jest
réwnolegly do osi Ox (B|[x), a najwigksza gdy z kierunkiem Blly J\/\/

indukcji pola pokrywa si¢ 0§ Oz (B||z). Wykonujac widma EPR
w trzech prostopadlych do siebie kierunkach mozna wyznaczy¢ Bz J\/\/

kat pomigdzy kierunkiem orientacji makroczasteczek, a

== =

kierunkiem wigzania N-O w znaczniku.
Gdy obiektem badan jest uktad ptaskich bton lipidowych, to interesuja nas dwie wielkoSci:
1) stopien uporzadkowania czasteczek niosacych znacznik, oraz ii) kat 6 pomiedzy normalna do btony,

N, 1 osia znacznika. Wykonuje si¢ dwa widma

2A|] R
2A L

EPR. Jedno przy kierunku indukcji B <

>

A

rownolegtym do normalnej do btony (BJ|N) 1
drugie przy kierunku indukcji prostopadtym do
normalnej (BLLN). Dla kazdego z widm wyznacza B||N
si¢ odleglos¢ skrajnych sktadowych tripletu. Sa BN
one réwne podwojonej stalej rozszczepienia
nadsubtelnego (rysunek obok).

Wyznaczone wartoSci A 1 A; umozliwiaja

obliczenie parametru uporzadkowania S zgodnie ze wzorem:

13



Czgs¢ V: Spektroskopia EPR
S A” -A
Aj+A;

7 rozwazan statystycznych wynika, ze pomigdzy parametrem uporzadkowania S, a katem 0 istnieje

zaleznos¢:

S:%(cosze—l)

Mozna z niej obliczy¢ wartos$¢ interesujacego nas kata.

5.5.3 Widma zlozone

Widma EPR biatek znakowanych znacznikami
spinowymi wigzacymi si¢ z grupami aminowymi mala

czesto bardzo ztozony charakter. Widma te sa czgsto

duzo bardziej skomplikowane niz wynikatoby to z
mozliwych do przewidzenia sprzezen nadsubtelnych
(rysunek obok).

Wysunigto hipoteze, ze widma te sa w rzeczywistosci suma dwoch lub wigcej widm o takim samym
polozeniu skladowej centralnej, lecz roéznych szerokosciach sktadowych 1 réznych statych
rozszczepienia nadsubtelnego. Sytuacja taka moze zaistnie¢, gdy grupy aminowe dostepne dla
odczynnika wprowadzajacego znacznik naleza do dwoch lub wigcej subpopulacji rézniagcych sig
stopniem ograniczenia swobody rotacyjnej. Zarowno szeroko$¢ sktadowej jak 1 warto$¢ statej
rozszczepienia sa bowiem wrazliwe stopien unieruchomienia znacznika. Widmo posiadajace szersze
sktadowe odpowiadatoby wg tej hipotezy subpopulacji bardziej unieruchomionych znacznikow.

Wydaje sig, ze stosunek hy/hs jest jednym z najbardziej czutych wskaznikéw stanu konformacyjnego

biatka.
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