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L’EPR svelato: 
una sonda per esplorare le 

macromolecole



EPR – the smaller elder sister of NMR

Electron Paramagnetic Resonance

Nuclear Magnetic Resonance



Un rapido ripasso del paramagnetismo

Alcuni elementi hanno la 

proprietà di avere un solo 

elettrone su uno o più orbitali. 

Negli atomi e molecole gli 

elettroni possono 

occupare solo zone 

chiamati orbitali. In ogni 

orbitale possono esserci 

due elettroni. 

Elettrone 
spaiato



Elementi intrinsecamente paramagnetici: 

- Metalli

- Radicali liberi e target biologici ossidati

- Radicali stabili in matrici solide – endogeni 

e indotti da agenti esterni (es. radiazioni)

…ma anche 

complessi non paramagnetici

Cosa possiamo studiare con l’EPR?

Matrici ambientali: 

suolo, particolato, licheni, 
muschi, sedimenti, lignite,…

Matrici biologiche: 

• tessuti – cutanei, ossei, 
capelli, unghie, sangue

• cellule

• proteine
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EPR e metalli– quali?

Gli elementi di 

transizione hanno 

orbitali d

incompleti. 
Mn2+ Fe2+ Co2+ Ni2+ Zn2+

Mg2+

Cd2+

Cu2+
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EPR e metalli – cosa si misura? 

Presenza del metallo

Concentrazione

Stato redox

Simmetria locale



I metalli in EPR: la caratterizzazione delle metalloproteine

Spettro EPR di sangue 

intero di una persona 

sana con segnali di 

Cu2+ and Fe3+

Solo alcune 

configurazioni 

elettroniche dei metalli 

sono paramagnetiche 

(EPR-active)

Misurando il campione 

tal quale e dopo 

ossidazione e riduzione 

si può risalire al metallo 

presente. 

ceruloplasminatransferrina

methemoglobina

ferriheme complex



Radicali stabili in matrici solide: 
esempio del radicale semichinone 

indicatore di 

inquinanti nelle 

matrici ambientali

melanina

Cesareo, Korkina, D’Errico, Vitiello, Aguzzi, Passarelli, Pedersen, Facchiano. 2012
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prodotti chinonici

radicale semichinone



E se la molecola (proteina) non contiene centri paramagnetici?

Analogamente a altre tecniche, anche in EPR 

possiamo usare sonde molecolari (spin label)

Uno "spin label" è un radicale stabile (spesso 

radicale nitrossido protetto) di struttura e/o 

reattività tali da consentirne l'introduzione in 

una particolare zona dei sistemi biologici e 

della macromolecola. 

Il tipo di spin label dipende dalla proteina e 

dal parametro che si vuole investigare. 
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Come introdure uno spin label in una proteina

Van Eps et al. Photochem. Photobiol. Sci., 2015

Un aminoacido marcato con spin label è 

incorporato a peptidi attraverso sintesi in 

fase solida. 

Spin labelling di cisteine Spin labeling sul legame peptidico

Uno spin label è introdotto nella proteina

mediante mutagenesi sito specifico



Marcatura con spin label – quali informazioni?

Il segnale EPR di uno spin label 

libero in soluzione acquosa è 

uno spettro molto semplice

L’interazione con le molecole 

adiacenti ne modifica il 

microambiente e i movimenti, 

quindi la forma dello spettro ne 

viene alterata.

mobility
10 ps…1 ms

struttura delle molecole



Informazioni ottenbili dalla mobilità dello spin label

fast

intermediate

slow

rigid

La velocità, l’ampiezza e l’anisotropia

dei movimenti dello spin label si

riflettono sulla forma del suo spettro

EPR. 

Se la mobilità dello spin label è 

influenzata dall’interazione con la 

proteina a cui è marcato o altre

proteine vicine, lo spettro EPR ne 

risente. 

ideal liquid state: rotational averaging in less than 10 ps

ideal solid state: rotational averaging in more than 1 ms



Informazioni ottenibili dalle distanze molecolari

Introducendo due spin label  in 

una stessa molecola o in due 

molecole, è possibile misurare la 

distanza tra gli spin label 

attraverso le modifiche

osservate nello spettro EPR. 



E’ possibile determinare la 

posizione dello spin label rispetto

alla proteina, all’acqua o alla

membrana utilizzando probe 

paramagnetici che si ripartiscono

selettivamente in diversi ambienti

del sistema sotto osservazione. 

Questi probe abbreviano il tempo 

di rilassamento magnetico dello

spin label cambiandone quindi la 

risposta EPR. 

Teste lipidiche

Code lipidiche

Radicali

idrofobici

Metalli solubili in acqua

Proteina

Informazioni ottenibili dalla proprieta di accessibilità



The EPR tool kit

Claxton, Kazmier, Mishra, Mchaourab, 2015



T ambiente

400 K 

70 K

2 K 

L’EPR-ista ha a disposizione diversi metodi sperimentali… 

onda

continua 

X-band – 9 GHz

Q-band – 34 GHz

W band - 94 GHz

a impulsitemperature

ELDOR

ENDOR

ODMR

a 

frequenze

multiple

…e una rete di laboratori amici



Non è tutto oro quel che luccica…

La quantità di campione dipende da: 

- proprietà paramagnetiche del complesso e sensibilità

dello spettrometro

- tempo e budget a disposizione (misure criogeniche o 

presso altro laboratorio)

- concentrazione di proteine da 50–100 mM (per es. la 

forma ferrosa delle emo-proteine) a mM

Il volume di campione : Banda X: 100 ml; Banda Q: 10 ml. 

Preparazione del campione sofisticata (a volte)



L’esperimento EPR

Preparazione 

campione
Misura

Interpretazion

e dati

Analisi 

segnale 

Disegno 

esperimento
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