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Uvod

Chemické radikaly jsou jednim z nejfrekventovanéj-
Sich témat moderniho pojeti chemie. Tyto molekuly, typic-
ké pifitomnosti neparového elektronu ve valencni sféte,
vytvaii fadu otaznikil ve svété prumyslové chemie, che-
mickych technologii i medicinskych obort. Jednim
z odvétvi, ktera se s volnymi radikaly potykaji, je farma-
ceuticky primysl. Pfitomnost volnych radikald v 1é¢ivych
pripravcich je nutno sledovat, protoze mize vést k degra-
daci uc¢inné latky (API) a zkraceni doby trvanlivosti 1é¢iva,
Casto za vzniku neucinnych az toxickych produktl. Volné
radikaly se do léCiva dostavaji pfevazné z kontaminova-
nych piidatnych latek (excipientil) — plnidel, barviv, sladi-
del atd. Chemicka syntéza téchto slozek probiha Casto jako
polymeriza¢ni reakce s pouzitim radikali nebo radikalo-
vych ¢inidel jako katalyzatort. Ty i pies procesy piecisto-
vani zustavaji v excipientech a mohou se tak dostat az do
1é¢iv samotnych'.

AC se v piirodé jednd o molekuly riznorodého tvaru
a velikosti, jedna vlastnost je prakticky vSem spole¢na —
reaguji takika se vSemi latkami, jsou pfitomné témét vSude
a jejich stanoveni je zna¢né¢ obtizné. Malé radikaly dispo-
nuji poloasem zivota v fadech nanosekund az mikro-
sekund, pro stanoveni téchto radikall je nejvhodnéjsi ana-
lytickou metodou elektronova paramagnetickd rezonance
(EPR) a pro jejich zachyceni jsou nutné specidlni nitrono-
vé radikalové pasti. Jiné radikaly pfezivaji déle, existuji
dokonce i radikély plné stabilni a separovatelné. Pro jejich
stanoveni se daji vyuzit bézné laboratorni metody. Nejcas-
t&ji volenym postupem je eliminace radikalu pomoci radi-
kalového scavengeru (Ize pfelozit z anglictiny jako
,.mrchozrout®), to jsou molekuly schopné zbavit radikal
jeho typické radikalové struktury, a tedy i jeho typického
radikdlového chovani tim, Ze pfijmou neparovy elektron
do své struktury nebo radikalu pfedaji druhy elektron do
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paru. Mezi radikdlové scavengery lze zafadit i fadu
v ptirod€ se vyskytujicich latek — redukovany glutathion,
askorbovou kyselinu (vitamin C), a-tokoferol (vitamin E),
kumarinové derivaty, p-karoten aj.”.

Ve své praci se snazim nalézt vhodny radikalovy sca-
venger a vyvinout metodu, jez by umoziovala pomoci
vysokou¢inné kapalinové chromatografie s UV-Vis spek-
trometrickym detektorem univerzalni kvantifikaci radikald
obsazenych ve farmaceutickych excipientech, coz by na-
pomohlo pouzivani chemicky ¢istSich excipientd pii vyro-
bé, a tim padem i prodlouzeni doby trvanlivosti 1&Civ.
S tim jde ruku v ruce sniZzeni mnozstvi farmaceuticky ak-
tivniho odpadu. V piipadé uspésného vyvoje metody bu-
dou provedeny kvantifikace radikalti v rznych farmaceu-
tickych excipientech a bude provedeno srovnani hodnot.
Prace rovnéz povede k lepsi charakterizaci reakci radiké-
lovych scavengerd s radikaly, pfevazné s radikalem
TEMPO, ktery je pouZzivan jako modelovy radikal.

Experimentalni ¢ast
Chromatograf

Pro separaci byl vyuzivan kapalinovy chromatograf
od spole¢nosti Agilent Technologies (USA) s pumpou
a kolonovym oddilem série 1260 Infinity. Detektorovy
oddil s diodovym polem a injektorovy oddil byly star§iho
typu 1200. Analyzy byly provadény na kolon¢ série Kine-
tex C;s (Phenomenex, USA) obsahujici ¢astice technologie
core-shell o velikosti 2,6 um s velikosti port 100 A. Délka
chromatografické kolony byla 100 mm s vnitfnim prameé-
rem 2,1 mm.

Pro experimenty s hmotnostni detekci byl za stejnych
chromatografickych podminek pouzit chromatograf
Vanquish s MS Orbitrap Exploris 120 od vyrobce Thermo
Fisher Scientific (USA).

Dalsi vybaveni

Analytické vahy Precisa 262 SMA-FR (Precisa,
Svycarsko); automatické pipety Socorex série Acura 825
(Socorex Isba, Svycarsko); systém ¢&isténi vody pro HPLC
Millipore Milli-Q (Merck Millipore, USA).

Chemikalie

Acetonitril HPLC kvality (VWR International, USA);
trifluoroctova kyselina p.a.; stabilni radikal TEMPO 99 %;
L-glutathion redukovany p.a.; L-glutathion oxidovany p.a.;
kumarin p.a. (vSe Sigma-Aldrich, Némecko); askorbova
kyselina p.a. (Lach-Ner, Ceska republika).
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Vysledky a diskuse

Pro vyvoj metody byl jako radikalovy standard zvolen
radikal TEMPO. Jedna se o Cervenou krystalickou latku
pln¢ stabilni v radikdlové formé, zarovei je to latka velmi
dobie dostupna.

Jako prvni testovany radikdlovy scavenger byl zvolen
redukovany L-glutathion (GSH). Jedna se o jeden z nejzna-
m¢éjsich bunéénych antioxidanti, ktery ptispiva k eliminaci
radikalti i na bunécné urovni jednoduchym mechanismem
predani vodiku za vzniku oxidované formy (GSSG). Otaz-
kou bylo, jakym zplsobem bude reakce probihat in vitro
bez piitomnosti pfislu§nych enzymi.

Nejprve bylo tfeba optimalizovat metodu separace
GSH a GSSG. Jedna se o vysoce polarni analyty, které
vykazuji nizkou afinitu k nepolarnim stacionarnim fazim.
Prvotni obtize se zadrzenim GSH a GSSG na RP-HPLC
vyresil pridavek iontové parového Cinidla, trifluoroctové
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kyseliny (TFA), do mobilni faze. Koncentrace TFA byla
zvolena jako 0,1 % (pH = 2), objemovy pomér tohoto roz-
toku a acetonitrilu byl 98:2. V takové smési jsou oba pepti-
dy kladné€ nabité a dochazi tak k vhodnému iontovému
parovéani s TFA. Detekce byla provadéna pfi 215 nm, kde
absorbuji peptidové vazby glutathionu.

Pii ptredpokladaném mechanismu reakce pienosem
vodiku by jedna molekula GSH byla schopna eliminovat
jednu molekulu radikalu TEMPO. Pii stejné molarni kon-
centraci by tedy po dosaZeni ustaleného stavu nemélo byt
GSH ani TEMPO detekovatelné. Jak se ukazalo, reakce
probiha takika okamzit€, radikdl TEMPO je pfi reakci
spotfebovéan a neni detekovatelny pfi 215 nm ani ve svém
absorpénim maximu 445 nm, nicméné k poklesu koncen-
trace GSH dochazi pfiblizné ze 75 % a narlst koncentrace
GSSG je miniméalni. K tomu je na spektru pfi 215 nm dete-
kovatelny treti pik n¢kterého z vedlejsich produktti objevu-
jiciho se pfi vy$sich koncentracich radikalu (obr. 1).
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Obr. 1. Chromatogram produkti reakce ImM GSH a 1ImM TEMPO
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Obr. 2. Vznikajici mnoZstvi produkti a zanikajici mnoZstvi GSH v zavislosti na koncentraci radikalu TEMPO
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Je tedy zfejmé, ze reakce neprobihd pouze mechanis-
mem prenosu vodiku, ale z vétsi ¢asti se uplatituje mecha-
nismus jiny. Druhou moZnosti je, Ze TEMPO reaguje
i s jinymi slozkami roztoku, nejenom s GSH (cit.?). Plochy
piki produktl reakce naméfené po tficeti minutach reakce
ImM GSH s postupné nartstajici koncentraci TEMPO
jsou znazornény na obr. 2. Je vidét, ze pii vyssich koncen-
tracich radikalu vznikd mensi mnozstvi GSSG a dochazi
k intenzivngj$imu narlstu tfetiho piku. S vzristajici kon-
centraci radikalu logicky klesa koncentrace vychoziho
GSH, s ni ale neroste koncentrace vzniklého GSSG tak rapid-
né, jak znazoriuje sloupcovy diagram pomeru zreagovaného
GSH a vzniklého GSSG (obr. 3).

Po logické ivaze nasledovala MS analyza produktd
reakce. Tteti pik pozorovany na HPLC-UV-Vis chromato-
gramu byl pravdépodobné fragment GSH vznikajici pfi
jednom z vedlejSich mechanismii reakce a doslo u ngj
k lepSimu zadrzeni z divodu pfitomnosti dvojné vazby
(142 m/z, viz cit.*). Z latek eluujicich v blizkosti ¢asu eluce
TEMPO lze pozorovat nartst intenzity pro 158 m/z — tedy
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pro nami ptredpokladany produkt pifenosu vodiku za
vzniku TEMPOH — a pro dal§i dva vyznamné piky
aduktd TEMPO s GSH u 479 m/z a 341 m/z. Dale pak lze
pozorovat celkovy narGst intenzity pro 142 m/z
(protonovany 2,2,6,6-tetramethylpiperidin), odhadované
struktury produktl jsou zobrazeny na obr. 4. Oxidace re-
dukované formy glutathionu je tedy dobrym indikatorem
pritomnosti radikall, nicméné lze ji pouzit pouze k fadové-
mu odhadu koncentrace. Pfesna kvantifikace radikald je
problematickd z divodu nelinearniho vzniku oxidované
formy a velkého mnozstvi moznych vedlejsich produkti
radikalové reakce s peptidem, proto bylo od jeho pouziti
ve vyvoji metody upusténo.

Dalsim testovanym radikalovym scavengerem byl ku-
marin, ktery nereagoval s radikalem viibec, jedna se pravde-
podobné pouze o scavenger hydroxylovych radikald.

V soucastnosti probiha testovani askorbové kyseliny
jako radikalového scavengeru. Jedna se o dalsi latku hojné
se vyskytujici na bunécné urovni, a to v relativné vyso-
kych koncentracich. Obtizi je zatim podobnost vychozi
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Obr. 3. Poméry zreagovaného GSH a vzniklého GSSG v zavislosti na koncentraci radikalu TEMPO
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Obr. 4. Pfedpokladané struktury produkti scavengerové reakce TEMPO a GSH
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latky a produktu — askorbové, resp. dehydroaskorbové
kyseliny. Ob¢ latky eluuji ve stejném Case zatim pii vSech
vyzkouSenych podminkéach, ¢ili cilem v blizké dobé je
jejich dostate¢nd chromatografickd separace a nésledné
vytvofeni kalibracni zavislosti odezvy vzniklého produktu
na koncentraci radikalu.

Zavér

Charakterizace reakci radikalovych scavengera s vol-
nymi radikaly je stdle zhavym tématem moderni doby.
Dalsi soucasti mé prace bude charakterizace reakce askor-
bové kyseliny s radikdlovym standardem, dale snaha poro-
zumét mechanismu a pokusit se charakterizovat produkty
reakce s takto vyznamnym biologickym antioxidantem.
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M. Skala and T. Kvizek (Charles University,
Faculty of Science, Department of Analytical Chemistry,
Prague, Czech Republic): Application of Liquid
Chromatography in the Study of Stability and
Degradation of Pharmaceutically Important Materials

Nowadays, the determination of free radicals has
become one of the main goals in chemical industry,
especially in pharmaceutics, because of the reactivity of
radicals and thus the formation of impurities and possibly
inactive or toxic products resulting from reactions with
active pharmaceutical ingredients. This work focuses on
the determination of radicals contained in pharmaceutical
excipients using high-performance liquid chromatography
on reverse phase (RP-HPLC). As a desired result, we are
looking for a radical scavenger that is able to undergo
a defined reaction with the radical and linearly produce
a quantifiable product. The stable radical molecule
(4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-yl)oxyl (TEMPO)
is used as a standard of radical behavior. Firstly, the purity
of the radical was verified for possible impurities by MS
analysis, which showed a high purity of TEMPO.
Secondly, the efficiency of several well-known scavengers
was tested by reaction with TEMPO. While the reduced
glutathione showed a very fast reaction with the radical,
the predicted product (in this case oxidized glutathione)
did not form linearly, and the subsequently performed MS
analysis showed multiple reaction pathways, mostly
explained by breakage of the peptide chain. Coumarin was
used next in order, which showed no determinable reaction
with the radical at all, even after increasing the
temperature. At present, the main attention is focused on
ascorbic acid and its oxidation product dehydroascorbic
acid. We expect the scavenging mechanism to be very
similar to that of reduced glutathione, however, the
possibilities of side products are limited, the main issue at
this point being the RP-HPLC separation of ascorbic and
dehydroascorbic acid, respectively.

Keywords: HPLC, radical, radical scavenger, UV-Vis
detection, TEMPO, GSH, GSSG, ascorbic acid, coumarin
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