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EPR — osnovni principi

e EPR laboratorija na FFH

* EPR - primena u: fizickoj hemiji, biologiji, medicini, farmaciji ...

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

Izgled aparature za EPR u spektrometriju u X i L
oblasti:

EPR Bruker Biospin Elexsys Il E540

e X-(9.5GHz), L-band (1.2GHz)

* Rezonatori

 Razlicita snimanja: tN, (100-350K), tHe (4-100K)
e EPR spektroskopija i imidzing


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

Sta je EPR?

* Detektujemo nesparene elektrone.
e Slobodni radikali, prelazni metali.
* Jedina poznata tehnika koja direktno detektuje slobodne radikale.
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EPR Lab

Slobodni radikali i antioksidansi

e Sta su slobodni radikali?

e |zazivaju ostecenja DNK, proteina, c¢el. membrana, povezani sa
patofizioloskim stanjima.

e Da li suslobodni radikali samo stetni?

e Antioksidansi.

e Sprecavaju ili usporavaju oksidaciju | | Unpaired Electron
Antioxidant

drugih molekula uklanjajuéi slob.
radikale.

e Ima ih u Dbiljkama, raznim
tradicionalnim lekovima, hemijski ih
generisemo ...

Electron
Donation

Free Radical



EPR metode

Odredivanje antioksidativne aktivnosti

& 2 Q ~* Druge metode cesto se baziraju na uklanjanju
S >>j O _bd_ﬁ >>j @ biologki-irelevantnih radikala (npr. DPPH ili ABTS)

kao i puko oslanjanje na analitiku bez konkretnih

e EPR je jedina pouzdana metoda za ovu svrhu.

Purple, 519 nm Colorless

dokaza o uticaju na ROS ili RNS.

OH * EPR moze:
HO%;\F0+ . 1. Odrediti kapacitet AOX da ukloni ‘OH,”0,’, NO" ...
e (generatorski sistemi).
AscH" 2. Odrediti kapacitet AOX da ukloni dugozivece

Lt pesomoxmion radikale (CC’, Asc’).

3. Odrediti kapacitet AOX da speci lipidnu
peroksidaciju u membrani indukovanu ROS i RNS
(primenom lipozoma, micela i ¢el. kultura).




EPR metode

Odredivanje AOX kapaciteta vodonerastvornih jedinjenja

Sta raditi sa vodonerastvornim AOX?

e Najbolji AOX su Cesto vodonerastvorni i ovo je problem koji se tesko (ili lose) resava.
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e EPR moze resiti i ovaj problem
pomocu posebne metode.
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Nakarada et. al. Liposomal integration method for assessing
antioxidative activity of water insoluble compounds toward

biologically relevant free radicals: example of avarol, J Liposome Res.
30 (2019) 218-226.




EPR metode

Odredivanje AOX kapciteta za uklanjanje kratkozivecih radikala

EPR spin-traping

e QOksidatvni stres je uzrok mnogih patofizioloskih stanja.

 Neke metode su posredne (fluorimetrija). Ima artefakata.

e EPR moZe meriti ‘OH,”0O,’, NO (Cak i in vivo) pomocu spin-trap metode.
e Princip spin-trap metode.

e Ovako mozemo detektovati ROS intra- i ekstracelularno.

Spin trap Kratkozivedi radical Dugozivedi spin adduct



« Sta mora da poseduje jedan dobar spin-trap?

EPR metode

EPR spin-traping

e Spin-trap market.
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Spin-trap market

Problemi:

Preskupi su.

Cesto sadrze netistoce.
Degradiraju se na viSim T.
Imaju isuvise slozen EPR signal.
U visim dozama letalni.

Adukti skloni raspadanju.
Adukti podlozni i redukciji i oksidaciji.

Slozena kinetika.

Benefiti:

Neprocenjivi.



EPR metode

EPR spin-traping /n vivo?

Type | Name Structure Lipophilicity | Lifetime of Detection Applications
02~ Products
ey | O 10 - , )
o R® Detection of R-C
RO® in vitro and
- v \ . .
POBN | = "Q“::"B” 0.15 _ in vivo.
wv ) OH*, 0,°,
2. | DMPO >Q 0.06 0.9 min 2
© o R*’, RO
[ —
=
o= Eto,Cc./ | . OH*
> | EMPO 7@ 0.33 10 min 0" Cell-free and
° R(; . extracellular
(Et0),(0)P 7@ R'z detection of
DEPMPO N 0.16 17 min s OH*, 0,", R*, S".
(o}
tBuO,C .
2 : OH?,
BMPO e _ 23 min

Ozo-’ So

Detekcija O,* radikala u biosistemima
limitirana je sporom kinetikom O,*
trapovanja (~55 M1s?)

Biodegradacija adukata (redukcija do

HA i oksidacija u sekundarne nitrone).

Ali, cikilicni HA reaguju sa 0O,* 100
puta brze nego trapovi!

Mogu se takmiciti sa celijskim AOX i
reagovati sa intracelijskim O,*".

Neki spicificni HA ...



EPR metode

Tehnika upotrebe hidroksilamina

Cyclic Hydroxylamines

PP-H S X 0.005
OH
—N=cI”
anH | L 0.01
OH
HO,C
CP-H >Z:5< 0.05
OH
O-CH,
o
CM-H ) 27
on
0
HN-C
MEH | 35
OH
O-CH,
TM-H 0% 43
OH

More than
4 hours in
blood
plasma,
in cells
and tissue

Can be
used
in vivo i.p.
and
i.v.
injections

0,”
ONOOH
Aryl-O°

Quantitative
measurements
of extracellular
0,° and quanti-

fication
of intracellular
0," in cells and
tissue samples.

In vivo 0,*
detection.

Nedostatak specificnosti HA
prevazilazimo koris¢enjem
inhibitora proizvonje O,* i SOD.

Bitno je naelektrisanje probe
(katjonska, anjonska, neutralna).
Bitna je lipofilnost i Ccelijska
propustiljvost za specificnu probu.
Site-specific  O,*
visokom osetljivoscu.

detekcija sa

Neki specificni spin-trapovi ...



EPR metode

EPR spin-trapovi

Chemical Structures

(DMI0 . K
[4-Carboxy-2,2-dimethyl-2H-imidazole-1-oxide . K]
ALX-430-089-M010 10mg ? (T) "3
ALX-430-089-M050 50mg N CH, DMPIO N CH, MCPIO N CH, 7 ?Ha
Water soluble, non-cell permeable spin trap. Stable = >< e >< = >< o=-—N CH :N—(|:—CH3
against reduction by vitamin C and thiols. =y e, =\ ‘o, =)/ " CHCH,COOH = é CH,

¢ oo POBN (high purity)

1 urit
DMPIO CDMIO . K ghpurtty
[2,2-Dimethyl-4-phenyl-2H-imidazole-1-oxide]
ALX-430-088-M010 10mg
ALX-430-088-M050 50mg " i o ?
Widely used, cell permeable and highly sensitive ° N N CH
spin trap. Alternative to PBN (Prod. No. ALX-430-082). e e HC CH _ CH, = ’
More lipophilic than TMIO (Prod. No. ALX-430-073). 2 2 2 . & > X H,C
Does not trap the superoxide radical. N NH e N CH, CH,
HC | CH, H,C (|)H CH, ¢ CH,

TMPO o OH,
[3,3,5,5-Tetramethyl-pyrroline-N-oxide; M4P0] TEMPONE TEMPONE-H . HCI TMIO TMPO
ALX-430-084-M100 100 mg '
ALX-430-084-M500 500 mg
Solid cell permeable spin trap.
TMIO MCPIO POBN (high purity) TEMPONE-H . HCI
[2,2,4-Trimethyl-2H-imidazole-1-oxide] [2-(2-Carboxyethyl)-2-methyl-4-phenyl-2H-imidazole-1-oxide] [o-(4-Pyridyl 1-oxide)-N-rert-butylnitrone] [1-Hydroxy-2,2,6,6-tetramethyl-4-oxo-piperidine . HCI]
ALX-430-073-M050 50 mg ALX-430-083-M010 10 mg ALX-430-091-M500 500 mg ALX-430-071-M010 10 mg
ALX-430-073-G001 19 Cell permeable, stable spin trap. Alternative to PBN Cell permeable hydrophilic spin trap for both in ALX-430-071-M250 250 mg

Selective, cell permeable and non-toxic spin trap for
peroxynitrite and secondary O-, C-, S-, and N- cen-
tered free radicals.

(Prod. No. ALX-430-082).

vivo and in vitro studies. Water soluble analog of
PBN (Prod. No. ALX-430-082). Low paramagnetic
impurities.

Very effective, cell permeable and non-toxic spin
trap for the detection of superoxide radical and
peroxynitrite.



EPR metode

Odredivanje antioksidativne aktivnosti /n vivo

Slobodni radikaliinvivo =
Da li su mogudi in vivo EPR eksperimenti? EPR spektroskopija _
«  Da li moZemo vizualizovati performanse jednog antioksidansa in vivo? =~ -

e Mozemo, upotrebom kombinovane EPR spektroskopije i imidzinga. =
e Koriste se spinske probe ili NO trapovi (za sada).

Slobodni radikali in vivo
2D EPR imidzing

e L-band EPR spektroskopija i imidzing.
e Svi eksprimenti sa zivotinjama

moraju se izvoditi u skladu sa
domadim i medunarodnim zakonima
“Animal testing regulation laws”.

Slobodni radikali in vivo

In vivo EPR merenje
3D EPR imidzZing




EPR metode

/n vivo spektroskopija malih zivotinja za detekciju NO i ROS

Ispitivanje farmakokinetike nitroksida 100

e L-band EPR rezonatori u koje
smestamo male Zivotinje.

e EPR signal se smanjuje pod uticajem
ispiranja  probe ili  delovanjem
endogenih antioksidanasa. 5 N —

0 10 20 30 40

e Mozemo pratiti BBB propustiljvost ili Time (min)
totalni antioksidativni kapacitet tkiva i
organa.

e Rezultati se porede sa onima koji se

dobijaju kada se aplicira potencijalni

10 }

Narmalized Peak Helght

lek.
 Paramagnetski efekat nitroksida moze
istovremeno posluziti i kao MRI

. B 60 min
kontrastni agens. :




EPR metode

Odredivanje efikasnosti antiinflamatornih lekova in vivo

Inflamacija

* Indukujemo inflamaciju (npr. pomocu LPS ili lokalno).
* Snima se redukcija signala spinske probe in vivo kao posledice poremecenog redoks statusa.
 Moze se raditi i EPR spektroskopija i imaging.

Mis - 2.5 meseci starosti In vivo 2D EPR slika u x-z ravni koja In vivo 1D gradijentni EPR spektrum duz
(indukovana inflamacija leve noge) prikazuje inflamiranu i zdravu nogu z-ose, snimljen posle 10 min



EPR metode

Odredivanje efikasnosti antiinflamatornih lekova in vivo

Delovanje antiinflamatornog leka

e Tretiramo inflamaciju.
* Snima se redukcija signala spinske probe in vivo kao posledice poremecéenog redoks statusa.

e Moze se raditi i EPR spektroskopija i imaging.

Mi§ - 2.-5 me§eci starosti In vivo 2D EPR slika u x-z ravni koja In vivo 1D gradijentni EPR spektrum duz
Tretirana inflamirana leva noga prikazuje tretiranu i zdravu nogu z-ose, snimljen posle 10 min



EPR metode

Spinsko obelezavanje

Pavicevic et. al. J. Phys. Chem. B, 10898-10905, 118 (2014).

EPR spinsko obelezavanje membrana i proteina

. . e . . . . . v v @ ACE ol
e Koristimo specijalno dizajnirane EPR-aktivne molekule (spinske obelezivace). Elelyso™ g
e ObeleZavamo membrane i proteine. a2

S fion pely

 Mozemo detektovati lipidnu peroksidaciju od strane ROS/RNS.
* Mozemo ispitivati konformacione promene proteina (npr. u interakciji sa lekovima)

e Primer: Pradenje efikasnost terapije Goseove bolesti (obeleZavanje membrana PBMC)

Strongly bound Weakly bound Ratio
LIPID RAFT - (SB) (WB) SBIWB
5-DS / control-HSA 0.79 +0.08 0.15+0.02 53 05

16-DS / control-HSA 0.63 +0.06 0.33+0.03 19+0.2

5-DS / LABC-HSA 0.49 +0.05 0.44 + 0.04 1101

16-DS / LABC-HSA 0.43 +0.04 0.39 £ 0.04 A+ 0.1

*The mean value of 15 simulations. The goodness of fits for all smulath

‘—/\/\/\;D_Sisi—fw:ii

ound SL

J\ strongly b
sim A\ sim

glveosphingolipuds

Iranamembrans probeins

10G

| 2Tl--§ )
¥ . aim weakly bound SL
Spin-label 5-MSL kovalentno EPR spektar 5-MSL 5-DS i 16-DS ugradeni ‘ﬂ/\ﬁ“ j‘

vezan za Cys-34 od BSA vezan za BSA u membranu PBMC 3360 BI[G] 3480 3360 B[G]




EPR metode

Ispitivanje Celija kancera

melanoma 518A2 | kolorektalnog adenocarcinoma

. Efakat leka na proizvodnju ROS od éelijskih linija >(j< Hl\ Q
; S A

i} N N
| | |
HT-29. 0. o
« EPR metoda spin-proba pomo¢u TEMPONE. TEMPO TEMPONE TEMPOL
« Kinetika redukcije spinske probe povezuje se sa - 518A2+ TEMPONE " o o,
= 200 uMCeO_%

koliCinom slobodnih radikala u sistemu.
 Rezultati pokazuju potencijal novih lekova u smislu

oStecCenja antioksidativnog kapaciteta kancer celija.

TEMPONE e

e CONP (cerium oxide nanoparticles) pokazuju nisku .
reduction kinetics %._

Inthiborsku aktivnost za zdrave humane celije.

IIIIIIIIIIIIIIIII

Pesic et. al. Chemico-Biological Interactions 232, 85-93 (2015).



EPR metode

EPR spektroskopija i imidzing - koza

Melanoma grown in Jﬂn:ivﬂ EFHdap-tf.'dr?n
Primena u farmaciji - koza subcutaneoUs SSUE (bottort) melanoma.

b
 Direktino ispitivanje uticaja leka na MM
prisustvo slobodnih radikala u kozi. W

| LA
b, et L I B L e

e Lek moze ili namerno generisati "
radikale ili ih uklanjati. b
e |spitavanje delovanja UV zracenja na EPR image using head coil.

v . bar =2 mm
kozu (sa i bez leka). { )

e Ispitivanje isporuke lekova kroz kozu
(integrisanih u lipozome ili micele).
 Pradenje kontrolisane isporuke lekova

kroz kozu.




EPR metode

Ispitivanje prodiranja kozmetickih preparata i kozu ex vivo

Primer: primena u farmaciji — prodiranje
u kozu

Ispitivanje signala 3CxP probe kao
zamene za aktivnhu komponentu leka.
Cilj je ispitivanje isporuke lekova kroz
koZzu (razlika: vodeni rastvor leka i
lekova integrisanih u lipozome).

Krajnji cilj je kontrolisana isporuke
lekova kroz kozu.

3CxP u vodenom rastvoru

3
¥
b

Osim toga Sto je evidentno dublje prodiranje lipozoma kroz
koZu (nego vodenog rastvora), primetna je i razlika u nivou
redukcije signala 3CxP probe askorbatom.



Jo$ neke primene u farmaciji a%n

Zasto je potrebno detektovati slobodne radikale u lekovima?

 |ma 5 oblasti gde nam EPR moze pomodi:

1. IV. V.

Praéenje hem. Pracenje Dtetecija

reakcija sterilizacije necistoca
Optimizacija *  Ozracivanje * Elementiu
prinosa e Termalna

Zelena hemija
Hemikalije

I 1.
Detekcija i Optimizacija
procena stabilnosti &

degradacije rok trajanja
Foto e  Stabilnost leka
Termalna e Antioksidansi
Hemijska e  Efikasnost

tragovima

Toksi¢ni nus-
proizvodi

electron @

/ Slobodi
T radikali i
prelazni

chemical reactions .
metali

Stabilni Slobodni
molekul radikal



JoS neke primene u farmaciji

|. Pradenje degradacije leka

Faktori koji utiCu na stabilnost farmaceutskog preparata:

* Toplota

e Svetlost (UV, VIS)

e Kiseonik

* Vlaga

* Proces sterilizacije

* Necistoce

* Pomocni sastojci

Svi ovi faktori utiCu na degradaciji API-ja, dodataka leku ili formulacija
* Degradacioni procesi ¢esto ukljucuju ucesce slobodnih radikala i prelaznih metala
* Degradacija se koreliSe sa EPR signalom

A .A

TN

Free radical
concentration

ICAELER

uollepessap

p—

API (Active Pharmaceutical Ingredient)



Jo& neke primene u farmaciji a%n

|. Pradenje degradacije leka

 Kako EPR ovde moze pomodi?

e Merenjem tj. odredivanjem uzrocnika degradacije leka
e Merenjem nivoa degradacije APl-ja, dodataka leku ili formulacija
e Predvideti rok trajanja tj. stabilnost API-ja, dodataka leku ili formulacija

Lek za anginu
pektoris

H-C CH Degraded
3 \O | | O/ 3

HsC”™ "N~ “CH,
Nifedipine

Photodegradation of Nifedipine

after exposure to light shows the

formation of N-based free radical. Non-degraded
The amount of free radicals —

corresponds to the level of

degradation




Jo& neke primene u farmaciji a%n

|. Pradenje degradacije leka

*  Vremenska zavisnost visine EPR pika radikala dobijenog degradacijom API-ja

uonepeabaqg

Q - | IFree Radicals _—__
* The increasing amount of radicals
shows the level of API degradation
and can be used to predict stability -

of the product.

Williams H.E. and Claybourn M. (AstraZeneca), Predicting the photostability
characteristics of active pharmaceutical ingredients using electron paramagnetic
resonance spectroscopy, Drug Dev. Ind. Pharm. (2012) 38(2) 200



Jo& neke primene u farmaciji B%ﬂ

ll. Optimizovanije stabilnosti i roka trajanja leka

e |spitivanje kako indukovani oksidativni stres utice na oksidaciju/degradaciju u
cilju predvidanja stabilnosti leka.

 Tokom testa na stres, lek se podvrgava toploti, delovanju svetlosti i hemijskim
agensima

e Na ovaj nacin se postize:

* Bolje razumevanje mehanizama degradacije
e QOdredivanje svojstvene stabilnosti i roka trajanja —~ \

e Razvijanje stabilnijih formulacija ‘\““‘w th Antioxidant g Ao _
RS S VSN B

'1/ ith 4 - h

/ ‘\-iiffﬁm

Antioxidant A is more effective than —/ eee | 2

antioxidant B at quenching the free
radicals in the drug formulation >




BHT - lipofilni antioksidans

JoS neke primene u farmaciji

ll. Optimizovanije stabilnosti i roka trajanja leka

o)
BROKER
(><)

Kako EPR ovde moze pomodi?

* Pracenjem procesa koji uklju¢uju proizvodnju slobodnih radikala, Sto moze pomoci u predvidanju

dugotrajne foto-, termo- i hemijske stabilnosti leka.

e Zaispitivanja su potrebne izuzetno male koli¢ine leka (vazno za pocetne faze razvoja leka).
e Qdredivanje antioksidativne efikasnosti leka za uklanjanje slobodnih radikala pomod¢u ranije

ustanovljnih eseja.

N
o
J

OH

-
192
1

Radical concentration, uM
o o

Evaluation of antioxidants’ effect on

a skin care product during UV- 0+

No antioxidants

+ Green tea

+ Butylhydroxy-
toluene @

o s odbihe e

M:t:;n E (a—Tocopherol),

the most efficient

irradiation shows vitamin E to be the
most efficient antioxidant.

a-tokoferol iz vitamina E

UV-irradiation time, min



Jo& neke primene u farmaciji a%n

ll. Optimizovanije stabilnosti leka i roka trajanja leka

Odredivanje roka trajanja:

* Pet formulacija u obliku tableta se
testiraju na temperaturski stres
od 40°C, tokom perioda od 10

dana.
* Povecana koncentracija slobodnih

radikala u  tabletama  3-5,
pokazuje skracen rok trajanja
leka.

1 |
-.H' ' - e Tablete 1&2, koje imaju nisku
- © koncentraciju slobodnih radikala,
' ’.///1‘(3 pokazuju bolji potencijal za dalji

S Tablet 1
Tablet 2

Tablet 3

0 Tablet 4
B Tablet5 a0 i

Free radicals

F A .
= razvoj leka.

Ty

400

Img

-

|



Jo§ neke primene u farmaciji B%R

lll. Pracenje toka hemijskih reakcija — proizvodnja leka

 Pracenje reakcije je kriticno za proces razumevanja, optimizacije i unapredenje
procesa proizvodnje leka.

e Razumevanje reakcionih mehanizama vodi smanjenju troskova i ocuvanju
kvaliteta finalnog proizvoda.

 Informacije dobijene iz proucavanja kinetike i modelovanja, omogucavaju
predvidanje uslova sinteze leka, sto dovodi do optimizacije i kontrole procesa
proizvodnje leka, kao i proceni rizika.

e Detaljno poznavanje hemijskih mehanizama proizvodnih procesa, koji ukljucuju
radikale i prelazne metale, su vazni za povecanje prinosa i ekoloskim aspektima
proizvodnje leka.

7

/. Chain reaction

acyl alkoxyl
Radical *
peroxyl

N

H-atom shift R* rearrangement

~N
" Radical *

Reactant se—————— Product

EPR spectrometer



JoS neke primene u farmaciji

lll. Pracenje toka hemijskih reakcija

o)
BROKER
(><)

 Kako EPR ovde moze pomodi?

i
A ! i !
e ey g e el el L.f—u-u—u-u..-ﬂ_._tﬁ-u—.-r
| |
i '| Fl .'I
D i I i B T S——
v i v
¥ 1
] L]
! | I
S — i_.Jr-_,.AJl g f'"l-"'" [ T T —

1--\—.—-.-'1-—\-'1..'...-..-1"-'-.1"'.' e i e ! S .._1_;..-.-..._.1..-.4..__....1-.!-\.-.- =
i | j
"., - 1 -

s ] e ™ —1""-:.- i _.—u.'_,—h .—."\-.\_.l-. '-H-'-r.-r-—.-u_,_.-_— ey

L e NSRRI SRR A I —————— £

Identifikacija reakcionih intermedijera (slobodnih radikala i
prelaznih metala) daje informacije o mehanickim svojstvima leka.
Dobijaju se odgovori na dva osnovna pitanja: reakcioni prinos i

reakciona kinetika.

Dobijaju se podaci za kreiranje kinetickih modela.
Kvantifikacija koli¢ine slobodnih radikala i metala tokom reakcije.

Hydroxyl Radical Generation by Ultrasonic
Irradiation

As an example of closed loop reaction analysis, the radical
generation initiated by ultrasonic irradiation was analyzed.
When hydrogen peroxide (H,0,) is added to water and
ultrasonic irradiation is performed, OH radicals are generated.
These OH-radicals can be observed by using the spin trapping
reagent DMPO (Fig. 4 upper). When methanol is added, both
OH- and carbon centered radials are generated from the water
and methanol (Fig. 4 lower). The radical identities were
determined by SpinFit and their concentration by SpinCount. The
kinetics are analyzed by the Xenon software.

€% MERCK

Mangion I. et. al. (Merck), Using electron paramagnetic resonance
spectroscopy to facilitate problem solving in pharmaceutical research

and development. J. Org. Chem. (2016) 81 6937
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lll. Pracenje toka hemijskih reakcija

Jos jedan primer istrazivanja kompanije MERCK:

* Pradenje da li se generiSu EPR aktivni intermedijeri prilikom proizvodnje novog leka za
Hepatitis C (Elbasvir).

e PredloZeni mehanizam pretpostavlja da je Cu(l) katalizator, pri ¢emu se oksiduje u Cu(ll) i
tert-butoksi radikal.

* Prati se efikasnost sinteze leka koja bi trebala da bude >92%.

Br
cull R+ rauoe

/0.\ /R (0] o
t-BG O t-Butoxy
Oxidant radical
\ Indoline

Cu(l)

Catalyst Intermediates Br‘ \?—’ |
detected by go
EPR!

Key intermediate,
indole, needed for

Elbasvir synthesis
Peng F. et. al. (Merck), A mild Cu(I)-catalyzed

- - . . : . . oxidative aromatization of indolines to
Simplified proposed mechanism of indoline oxidation indoles, J. Org. Chem. (2016) 81 10009
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lll. Pracenje toka hemijskih reakcija

Primer kompanije MERCK:

* Pracenje reakcije potvrduje oksidaciju EPR neaktivnog Cu(l) u EPR aktivni Cu(ll).

EPR signal Cu(ll) dostize plato posle oko 3 sata Sto ukazuje na kraj reakcije.

t-Butoksi radikal se takode detektuje putem EPR spin-trap metode.

Kvantitativna EPR analiza oba intermedijera daje informaciju o efikasnos¢u sinteze leka.

EPR spectrum of Cu*?

g
7 hours i l l

Intensity

Cu?* Quartet

2700 2750 2800 2850 000 ZO50 3000 050 3100 350 AM0 3250 300 2350 51_'.0 M50 3500 3850
Field |G| o .

250000 268000  2860.00 304000 322000  3400.00
Magnetic Field (G)

t-Butoxy

Peng F. et. al. (Merck), A mild Cu(I)-catalyzed
oxidative aromatization of indolines to
indoles, J. Org. Chem. (2016) 81 10009
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IV. Pracenje procesa sterilizacije

* |Ispravna sterilizacija API-ja, dodataka leku, finalne fomulacije leka, laboratorijske opreme
i medicinskih uredaja su veoma vazni za proizvodace lekova.
e Medutim, proces sterilizacije moze rezultovati stvaranjem radikala koiji:
e Su odgovorni za degradaciju ozracenog materijala
e Su odgovorni za promenu fizickohemijskih osobina sterilisanog proizvoda
* Smanjuju efikasnost leka zbog njegove delimicne degradacije tokom procesa sterilizacije
 Mogu predstavljati toksikoloSku opasnost

Examples: v . . v .
e QOzraCivanje leka gama-zracima u cvrstom stanju

0 ™ ks, ebeam, F (Captopril, Selegiline, Pentoxifylline) indukuje
Hs/\.;)\“ —— generisanje S- ili C-centriranih slobodnih radikala.
e semercaiaical~ ® |dentifikacija vrste radikala daje uvid u bolje

L~ Mﬁ| razumevanje mehanizma radiolize.
; rrays - .. . . -
O/\/ — e Kvantifikacija radikalsko rinosa koristi se za
Il
Selegiline . . o v . o
(Parkinon'sdisease Ccentered radica uspostavljanje granicne vrednosti doze prilikom
U radiosterilizacije lekova.
LT/J\N/ |'"‘N/> —
|

Pentoxifylline

(Peripheral artery disease) C-centered radical Engalytcheff A. et al., Radiat. Res. (2004) 162 616

Késeodlu R. et al., Appl. Radiat. Isot. (2003) 58 63
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IV. Pracenje procesa sterilizacije

e Kako EPR ovde moze pomodi?

e QOdreduje se stabilnost leka nakon sterilizacije.

* Moze se vrsiti karakterizacija slobodnih radikala i identifikacija njihovog izvora.

e Omogucava donoSenje vaznih odluka tokom proizvodnje leka baziranih na kvantifikaciji
slobodnih radikala tokom provere kvaliteta leka.

Drug products n =
(APIs, excipients, formulations, [ee—— - |
medical devices, laboratory
equipment) =

Sterilization

an

B e e

Free radicals

L 1

5 10 15 25 5 10 15 25
Irradiation dose, kGy Irradiation dose, kGy
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V. Detekcija farmaceutskih necistocéa

* Necistoce u leku poticu ili od API-ja, ili dodataka leku, ili od oba od ovih izvora.
 NecistoCe se takode mogu uneti tokom procesa formulacije leka, tokom
pakovanja ili skladistenja.

e Postojanje necistoca moze imati vise nezeljenih efekata, kao sto su:

 Smanjenje terapeutskog efekta leka
e Skracenje roka trajanja
e Pojave toksiCnosti leka
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V. Detekcija farmaceutskih necistocéa

e Kako EPR ovde moze pomodéi?

Detektovanje i identifikacija prelaznih metala u tragovima.

Pracenje procesa degradacije leka koji ukljucuju proizvodnju slobodnih radikala.

* Proucavanje proizvodnje slobodnih radikala, katalisane prelaznim metalima ili necisto¢ama.

Bentonite

Analiza tragova necistoca i kontrola kvaliteta leka:
e Mangan (Mn*?) i gvoide (Fe*™3) su prisutni u

tragovima u bentonitu koji se koristi kao aditiv

(filer) u tabletama.

e Povedana kolicina metala ubrzava proces

degradacije APIl-ja, kao i nuznih dodataka leku.

Fe3+ signal Mn2+ signal



Jo& neke primene u farmaciji B%n

V. Detekcija farmaceutskih necistocéa

Studija za jednu farmaceutsku kucu:

e Polisorbat 20, koji se prilikom formulacije leka koristi kao stabilizator, podleze atooksidaciji.

 Autooksidacija je katalisana prelaznim metalima sto kao rezultat daje sporednu reakciju
tokom koje se formiraju slobodni radikali.

e Pomocu EPR-a, mogu se detektovati identifikovati i kvantifikovati slobodnoradikalske
necistoce.

—\~WW~V
Poivsorbate20 OC(, ntere d Hylmdluf
ROO" ROO* N q n ﬂ n q

R O e

Z_S( O-centered peroxyl radical
(0} )/ RO®
ROOH/ Z_ﬁ\(

+ *OH

Organic hydmperomde O-center ;1 .|:~:(:,r:‘.‘i radical

Lam X.E. et al.(Genentech Inc.), Site-specific tryptophan
oxidation induced by autocatalytic reaction of polysorbate 20
in protein formulation, Pharm. Res. (2011) 28 2543
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