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ANOTACE

Baricitinib se pouziva pro 1é€bu revmatoidni artritidy. Jde o selektivni a reverzibilni inhibitor
Janusovy kinazy 1 a 2, které hraji dalezitou roli v signalizaci prozanétlivé dréhy, aktivované
U autoimunitnich poruch, jako je revmatoidni artritida. pH-Spektrofotometricka a pH-potenciometricka
titrace umoznily méfeni tii nebo Etyf postupnych disociacnich konstant Baricitinibu. Chromofory
Baricitinibu vykazovaly malé zmény absorbance v UV/VIS-spektrech pti zmén€ pH, a proto odhady
disociacnich konstant byly vystaveny vétsi nejistoté nez u potenciometrického stanoveni. Baricitinib
LH; byl schopen protonace na dva rozpustné kationty LH4?*, LHs*, neutrdlni molekulu LH>, a disociace
na dva rozpustné anionty LH™ a L% v &isté vodé. Graf molarnich absorpénich koeficientii riizné
protonovanych Castic proti vinové délce indikoval, Ze spektra €., €LH, L2 byla pro Castice téméf stejna
a spektra €Lna a €113 Si byla rovnéz podobna. V rozmezi pH 2 az 13 lze spolehlivé odhadnout ¢tyii pKa
ze spekter programem REACTLAB (I = 0,0020 mol.dm?): pK! = 3,07, pK,, =3,87, pK., = 6,27,

pKl, = 12,78 pii 25 °C apK,, = 3,00, pK, = 3,79, pK., = 6,12, pK, = 12,75 pii 37 °C a analyzou
potenciometrické pH-titrace pro vyssi koncentraci 1 x 10 mol. dm? programem ESAB (I = 0,0001
mol.dm?): pK], = 3,69, pK_, = 3,81, pK_, = 4,73 pii 25 °C a pK}, = 3,62, pK}, = 3,73, pK, = 4,43
pti 37 °C. Termodynamické parametry AH° a AG® byly vypoéteny z teplotni zmény disocia¢nich
konstant. Ze spekter byly ze zavislosti In K na 1/T vy¢isleny hodnoty molarni entalpie 4H°, molérni
entropie 45° a Gibbsovy volné energie 4G pro pKi s hodnotami AH° = 5,24 kJ-mol*, 48° = -40,31
J-mol™* a AG° = 12,02 kJ-mol™* pti 298,16 K, pro pKz s hodnotami 4H° = 19,78 kJ-mol™*, 45° = -6,56
J-mol* a 4G° = 1,98 kJ-mol™* pii 298,16 K, pro pKs s hodnotami AH° = 55,53 kJ-mol?, 48° = 62,91
J-moltaAG° = 18,70 ki-mol™ pii 298,16 K a pro pKa s hodnotami 4H° = 23,78 kJ-mol™*, 4S° = -167,40
J-mol™* a AG® = 49,94 kJ-mol™ pii 298,16 K. Potenciometrickou titraci byly ze zavislosti In K na 1/T
vyéisleny pro pKi s hodnotami 4H° = 41,91 kJ-mol*, 45° = 69,58 J-mol* a 4G° = 21,09 kJ-mol*
pti 298,16 K, pro pKa s hodnotami 4H° = 40,30 kJ-mol*, 45° = 51,23 J-mol* a 4G° = 25,12 kJ-mol*
pti 298,16 K, pro pKs s hodnotami 4H° = 18,54 kJ-mol, 48° = -29,89 J-mol* a 4G° = 27,40 kJ-mol*
pii 298,16 K.

Valsartan se pouziva k1é¢bé vysokého krevniho tlaku, méstnavého srde¢niho selhani
a k prodlouzeni zivota po infarktu myokardu a ke sniZzeni tmrtnosti lidi s dysfunkci levé komory
po infarktu myokardu. Regresni analyzou pH spekter programy REACTLAB a titra¢ni pH kiivky ESAB
byly stanoveny dvé blizké disociacni konstanty. MARVIN a ACD/Percepta ptredpoveédély dve
protona¢ni mista. Ve vodé& tvoii rozpustny anion L% dv& mirné rozpustné ¢astice LH™ a LH.. Piestoze
zména pH méné ovlivnila spektralni zmény v chromoforu, byly stanoveny pKZ1 =3,70£ 0,12, pKZ2 =
4,8210,08 pri25°Ca pK;f1 =3,44 1+ 0,08, pK;f2 =4,67 £ 0,02 pti 37 °C ve vodném prostiedi fosfatového
pufru. Regresni analyzou pH-potenciometrickych titracnich kiivek byly stanoveny pK; =351+£0,01
pKl, = 4,63+ 0,01 pfi 25 °C a pK, = 3,44 + 0,03, pK_,= 4,51 + 0,03 pii 37 °C ve vodném prostredi.
Pozitivni hodnoty entalpie AH’(pKa1) = 10,33 kJ-mol?, AH°(pKs) = 17,70 kJ-mol™ ukazaly, Ze
disociaéni proces byl endotermicky. Zmény Gibbsovy energie byly vyéisleny AG%(pKa) = 20,03
kJ-mol™?, AG°(pKa) = 26,43 kJ'mol™* pii 25 °C a zména entropie 4S° byla 45°(pKa) = -32,56
J- K mol?, A8%(pKa) = -29,26 J-K*-mol ™ pii 25 °C a AS°(pKa1) = -30,01 J-K*-mol?, 48°(pKa2) =
- 25,92 J-Ktmol™ pti 37 °C.

KLICOVA SLOVA
Disociaéni konstanty; Baricitinib; Valsartan; spektrofotometricka titrace; pH-titrace; REACTLAB,;
SQUADS4; ESAB; Entalpie; Entropie; Gibbsova volna energie;



TITLE

Enthalpy-Entropy and Thermodynamic Dissociation Constants of Baricitinib and Valsartan with UV-
Spectra Metric and pH-Metric Method

ANNOTATION

Baricitinib is used for the treatment of rheumatoid arthritis. It is a selective and reversible inhibitor
of Janus kinases 1 and 2, which play an important role in signaling the pro-inflammatory pathway
activated in autoimmune disorders such as rheumatoid arthritis. The pH-spectrophotometric and pH-
potentiometric titrations allowed the measurement of three or four successive dissociation constants of
Baricitinib. Its chromophores showed small changes in absorbance in UV/VIS spectra within pH change,
and therefore estimates of dissociation constants were exposed to greater uncertainty than those from
potentiometric method. Baricitinib LH, was able to protonate into two soluble cations LH42*, LHs*, the
neutral LH, molecule which dissociated into two soluble anions LH- and L% in pure water. The graph
of molar absorption coefficients of differently protonated particles versus wavelength indicated that the
spectra €., LH, €LH2 Were almost the same for the particles and the spectra eLns and €13 Were also similar.
In the range of pH 2 to 13, four pKa's of spectra analysis can be reliably estimated by REACTLAB (I =
0,0020 mol-dm?): pK! = 3,07, pK, = 3,87, pK), = 6,27, pK_, = 12,78 at 25 °C and pK,, = 3,00, pK},
= 3,79, pK, = 6,12, pK], = 12,75 at 37 °C and potentiometric pH-titration analysis for a higher
concentration of 1 x 10 mol. dm with ESAB (I = 0,0001 mol.dm?): pX_, = 3,69, pK_, = 3,81, pK_, =
4,73 pti 25 °C a pK,, = 3,62, pK, = 3,73, pK., = 4,43 pii 37 °C. Molar enthalpy values 4, molar
entropy 4S° and Gibbs free energy AG° were calculated from the spectra from In K to 1/T: for pKy
with values 4H° = 5,24 kJ-mol*, 45° = -40,31 J-mol* and 4G° = 12,02 kJ-mol™ at 298,16 K, for pK,
with values 4H° = 19,78 kJ-mol*, 45° = -6,56 J-mol* and 4G° = 1,98 kJ-mol™* at 298,16 K, for pKs
with values 4H° = 55,53 kJ-mol?, 45° = 62,91 J-mol™ and 4G° = 18,70 kJ-mol* at 298,16 K and for
pKs with values 4H° = 23,78 kJ-mol*, 45° = -167,40 J-mol* and 4G = 49,94 kJ.mol* at 298,16 K. With
the use of potentiometric titrations were from dependence In K on 1/T it was calculated for pK; with
values 4H° = 41,91 kJ-mol*, 45° = 69,58 J-mol™ and AG° = 21,09 kJ-mol™ at 298,16 K, for pK, with
values 4H° = 40,30 kJ-mol*, 45° = 51,23 J-mol* and 4G° = 25,12 kJ-mol* at 298,16 K, for pK3 with
values AH° = 18,54 kJ-molt, 48° =-29,89 J-mol™* and 4G° = 27,40 kJ-mol* at 298,16 K.

Valsartan is used to treat high blood pressure, congestive heart failure and prolong life after
myocardial infarction and to reduce mortality in people with left ventricular dysfunction after
myocardial infarction. Two close dissociation constants were determined by regression analysis of pH
spectra by REACTLAB and titration pH curve of ESAB. MARVIN and ACD/Percepta predicted two
protonation sites. The water soluble anion L2 forms two slightly soluble particles LH- and LH..
Although the pH change less affected spectral changes in the chromophore, pK; =3,70+0,12, pKI2 =
4,82+ 0,08 at 25 °C and pK,, = 3,44 + 0,08, pK, = 4,67 + 0,02 at 37 °C in aqueous phosphate buffer.
pK! =351+0,01pK., =4,63+0,01at25°CandpK =344 +0,03, pK], =4,51+0,03 at 37 °C
in aqueous solution were determined by regression analysis of pH-potentiometric titration curves.
Positive enthalpy values AH°(pKa1) = 10,33 kJ-mol™?, AH°(pKs2) = 17,70 kJ-mol* showed that the
dissociation process was endothermic. Gibbs energy changes were calculated by 4G°(pKai) = 20,03
kJ-mol™?, AG°(pKa2) = 26,43 kJ-mol™ at 25 °C and the entropy change 4S5° was 45°(pKa1) = -32,56
J- K tmol ™, 48%(pKa2) = -29,26 J-K*mol™* at 25 °C and 4S°(pKar) = -30,01 J-K*-mol?, 45°(pKa2) =
- 25,92 J-K*mol™ at 37 °C.

KEYWORDS

Dissociation constants; Baricitinib; Valsartan; spectrophotometric titration; pH titration; REACTLAB,;
SQUADS4; ESAB; Enthalpy; Entropy; Gibbs free energy;
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK
FDA — Food and Drug Administration — Ustav pro kontrolu potravin a 1é¢iv
TNF — Tumor necrosis factor

RSS — The residual sum of squares — rezidualova suma ¢tverct



UvVoD
Baricitinib

Baricitinib obchodnich nazvi Olumiant nebo Baricinix patéi do tfidy organickych
sloucenin znamych jako pyrrolo (2,3-d) pyrimidiny a vyvinul je Incyte a Eli Lilly v roce
2016[1,2]. Jedna se o aromatické heteropolycyklické slouceniny obsahujici pyrrolo (2,3-d)
pyrimidinovy kruhovy systém, coZ jsou pyrrolopyrimidinové isomery, majici 3 atomy dusiku
kruhu v polohach 1-, 5- a 7 (obr. B1). Dne 23. dubna 2018 poradni vybor FDA doporucil
schvaleni 2 mg Baricitinibu pro 1é¢bu revmatoidni artritidy, ale pfitom nedoporucil davku 4 mg
pro zavazné nezadouci ucinky [3]. Dne 31. kvétna 2018 schvalila FDA Baricitinib pro 1é¢bu
dospélych pacientl se stiedné tézkou az t€zkou aktivni revmatoidni artritidou, a to u pacientd,

ktefi neodpovidali na jednu nebo vice terapii antagonisty TNF.
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Obr. B1 Strukturni vzorec Baricitinibu

Baricitinib ma I[UPAC nazev 2- [1- (etansulfonyl) -3- (4- (7H-pyrrolo [2,3-d] pyrimidin-4-
yl)-1H-pyrazol-1-yl) azetidin-3-yl] acetonitril chemického vzorce C16H17N702S s molekulovou
hmotnosti 371,419 g/mol a vlastni InChl klic XUZMWHLSFXCVMG-UHFFFAQOYSA-N
a UNII ISP444213Y. Je registrovan pod externimi koédy ID INCB-028050, INCB028050, LY -
3009104, pod cislem CAS 1187594-09-7. Je ve tiidach 1éCiv antirevmatik
a ve farmakoterapeutickych tfidach imunosupresiv. Mezi predpovézené vlastnosti dostupné
V literatufe patii zatim pouze rozpustnost ve vode 0,357 mg/ml a dvé disociacni konstanty pKa
13,89, pKa 3,91.
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Baricitinib je selektivni a reverzibilni inhibitor Janusovy kinazy 1 (JAK1) a 2 (JAK2) (obr.
B2) [4]. Janusovy kinazy patii do skupiny tyrosin proteinovych kinaz a hraji duleZitou roli
Vv signalizaci prozanétlivé drahy, ktera je Casto nadmérné aktivovana u autoimunitnich poruch,

jako je revmatoidni artritida.
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Obr. B2 Cytokinova signalizace prostifednictvim izoforem Janusovych kinaz a jejich inhibitoru [8]

Blokovanim uc¢inkh JAK1/2 Baricitinib naruSuje aktivaci signalnich molekul
a prozanétlivych mediatori [5-9]. Enzymy JAK jsou soucasti rodiny tyrosin kinaz, které
se konstitutivné vazou na intracelularni domény cytokinovych receptorti [2] a podporuji
signalni kaskady cytokinti a riistové faktory zapojené do krvetvorby, zanétu a imunitnich
funkeci, které se také podileji na patogenezi revmatoidni artritidy [10]. Cirkulujici prozanétlivé
cytokiny se vazou na tyto receptory na bunééném povrchu. Po navazani extracelularnich
cytokini arustovych faktorti jsou JAK fosforylovany a aktivuji signalni pievodniky
a aktivatory transkripce STATy. Prostfednictvim signalnich kaskad je indukovana zanétliva
cytokinové a chemokinova transkripce za vzniku zanétlivych mediétord, véetné IL-2, IL-6, IL-
12, IL-15, IL-23, IFN-y a GM-CSF [8]. Baricitinib selektivné a reverzibiln¢ inhibuje JAKI
aJAK2 modulaci jejich signalni drahy, ¢imz snizuje fosforylaci a aktivaci STATG.
V izolovanych enzymovych testech Baricitinib také vykazoval inhibi¢ni G¢inek na jiné typy
enzyml JAK, tyrosinkindzu 2 a JAK3, pfi vysSich koncentracich potfebnych pro inhibici
JAK1/2.

Revmatoidni artritida je progresivni autoimunitni onemocnéni obvykle spojené
s nepohodlim, diasabilitou a poskozenim kloubtli. V pribéhu progrese mize onemocnéni dale
vést k erozi a deformacim kloubii, coz zpusobuje piedCasnou umrtnost, funkéni poSkozeni

a snizenou kvalitu zivota [9]. Piestoze je v 1é¢b¢ k dispozici n€kolik antirevmatickych 1éku,
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modifikujicich onemocnéni (DMARD), u pacientl ¢asto dochazi k nedostate¢nym podplrnym
ucinkiim téchto 1¢kii. Na zvifecich modelech zanétlivé artritidy bylo prokazano, ze Baricitinib
ma vyznamné protizanétlivé ucinky, ale také vedl k uchovani chrupavky a kosti, aniz bylo
mozné zjistit potlaceni humoralni imunity nebo nepfiznivé hematologické ucinky [1]. V EU byl
Baricitinib schvélen v tinoru 2017 jako oralni 1é€ba druhé linie pro stfedné tézkou az tézkou
aktivni revmatoidni artritidu u dospélych, bud’ jako monoterapie, nebo v kombinaci
S methotrexatem.

Jednou z dulezitych fyzikalné-chemickych vlastnosti kazdého 1é¢iva jsou jeho disociacni
konstanty pKa, protoze biologické a biochemické procesy jsou fizeny prenosem protont a pH
je dilezitym faktorem ve formulaci 1éCiv a jejich zpracovani, protoze pH usnadiiuje skladani
arozklad proteinli, chemickou degradaci a rozpustnost 1é¢iv. Odhaduje se, ze dvé tretiny
potencidlnich 1€kii na trhu jsou ionizovatelné slouceniny. Protona¢ni rovnovahy a ionizace
1é¢iva jsou zvlasté dualezité pro predpovidani jejich chovani ve fyziologickych podminkach,
protoze ioniza¢ni stav 1é¢iva silné ovliviiuje jeho rozpustnost v misté aplikace [11-13].

1. Disociaéni konstanta pKa kyseliny LH; mutze byt stanovena regresni analyzou
potenciometrickych titra¢nich dat, metodou nazvanou pH-metricka analyza [14-20], u které jsou
spolecné parametry (PKai, i = 1, ..., j) @ skupinové parametry (E°, Lo, Hr) soucasné numericky
odhadnuty a regresnim procesem itera¢né zjemnény [11]. K analyze pH potenciometrickych
titraCnich dat byl pouzit regresni program ESAB [14].

2. UV-metrickad spektralni analyza [23] je alternativni obzvlasté vysoce citlivou a Casto
pouzivanou metodou ke stanoveni smisenych disociacnich konstant pKa ve velmi ziedénych
vodnych roztocich. Prednosti metody je relativné jednoduché zatfizeni, u kterého se miize
pracovat i svelmi nizkymi koncentracemi submikro-molarnich slou¢enin (tj. 10° az 10®
mol-dm),[24-27].

3. Kvantové-chemicky pfedpovézenou disociacni konstantu pKa v protona¢nim modelu 1ze
vy¢islit dosazenim strukturniho vzorce molekuly 1é¢iva do nékterého z prediktivnich programi
ACD/pK nebo ACD/Percepta [28,29], PALLAS [30] a MARVIN [31-36], které byly potvrzeny
jako nejlepsi z deviti dostupnych predikénich programu [37-39].

Cilem této studie byla UV-metricka spektralni analyza u 1é¢iva Baricitinibu a alternativné
pH-metricka analyza titracni kiivky protona¢niho modelu pro optimalizaci experimentalnich
podminek ke spolehlivému stanoveni vSech blizkych postupnych disociac¢nich konstant a dale
nasledny vypocet tii termodynamickych parametrti disociace, jako jsou entalpie, entropie
a Gibbsova volna energie.

Podrobny navod k titraci pH-absorpcnich spekter UV/VIS, zvany UV-metricka spektralni

analyza a alternativné pH-metrickd analyza, byl diive popsan ve svych 10 krocich postupu [37].
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Valsartan

Blokétory receptort pro angiotenzin II (ARB), zndmé také pod ndzvem sartany, predstavuji
vyznamnou skupinu 1é¢iv pouzivanych pii 1é¢bé hypertenze, srdecniho selhani, infarktu
myokardu a diabetické nefropatie [40]. Valsartan obchodniho nazvu Diovan nebo Novartis
se pouzivd hlavné klécbé vysokého krevniho tlaku, meéstnavého srdecniho selhani
a k prodlouzeni Zivota po infarktu [40,41]. Je to antagonista receptoru pro angiotenzin Il (obr.
V1), bézn¢ nazyvany ARB nebo blokator receptoru angiotenzinu, ktery je selektivni

pro angiotenzinovy receptor typu I [42].

Non-ACE

Vasoconstriction
/ (e.g. chymase) cell growth
sodium/water retention
Angiot i
I sympathetic activation
\‘ Angiotensin | Valsartan T
AT, receptor

Angiotensin-converting enzyme \

Angiotensin Il
! \

Aldosterone

1 Vasodilation

antiproliferation
Sodium/water

Obr. V1 Mechanismus u¢inku Valsartanu [64]

Valsartan se také pouziva ke snizeni umrtnosti lidi s dysfunkei levé komory po srde¢nim
infarktu [43]. U lidi s diabetem typu II a vysokym krevnim tlakem nebo albuminem v moci
se Valsartan pouziva ke zpomaleni vyvoje a zhorSeni onemocnéni ledvin v kone¢ném stadiu
[44]. Valsartan blokuje pusobeni angiotenzinu II, které zahrnuje zuzeni cév a aktivaci
aldosteronu a dochazi ke snizeni krevniho tlaku [45].

Nazev a vzorec Valsartanu dle IUPAC je (S)-3-methyl-2-(N-[[2'-(2H-1,2,3,4-tetrazol-5-yI)
biphenyl-4-yl] methyl] pentan amido) butanoic acid a CzsH29NsO3. Molarni hmotnost
Valsartanu je 435,528 g/mol, bod tani 116-117 °C a rozpustnost ve vodé 4,406 mg/1 pii 25 °C.
Je rozpustny v ethanolu a methanolu (23,4 mg/l). Valsartan je diproticka kyselina se skupinou
karboxylové kyseliny a tetrazolovym kruhem (obr. VV2).

Grujic a ostatni [40] stanovili potenciometricky pKa nasledujicich sartanti: pKa1 3,88 a pKa2
4,55 pro Irbesartan, pKa: 3,27 a pKa2 4,60 pro Losartan a pKar 3,79 (imidazol) a pKa2 4,55
(tetrazol) pro Valsartan. Blizké hodnoty dvou po sobé& jdoucich disociacnich konstant poukazuji
na piekryvajici se protolytickou rovnovahu, kterd vyrazné¢ komplikuje vycisleni hodnot pKa
k odpovidajicim ionizovatelnym centrim. Znalost hodnot pKalé¢iv je nutna pro provadéni testi
biofarmaceutické charakterizace a pfi vyvoji novych farmaceutickych ptipravki

nebo zlepsovani novych ptipravki [40]. Definovani ioniza¢niho profilu 1é¢iv je zvlasté
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vyznamné pro predikci jejich chovani ve fyziologickych podminkach, kde ioniza¢ni stav siln¢
ovlivituje rozpustnost 1€Civ v misté¢ aplikace a jejich schopnost difuze biologickymi

membranami [46].

Valsartan, C,,H,NO;

0 OH
H.C
] N
0]
CH,

Obr. V2 Strukturni vzorec Valsartanu

Cilem nasi studie byla UV-metricka spektralni analyza u 1é¢iva Valsartanu a alternativné
pH-metricka analyza titraéni kiivky protona¢niho modelu pro optimalizaci experimentalnich
podminek ke spolehlivému stanoveni vSech blizkych postupnych disociacnich konstant

a vypocet termodynamickych parametri jako je entalpie, entropie a Gibbsova energie.
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1 EXPERIMENTALNI CAST

1.1 Chemikalie a roztoky
Baricitinib, dodany firmou ZENTIVA k. s., (Praha) s deklarovanou ¢istotou HPLC-metodou
a alkalimetricky, byl > 99 %. Toto 1é¢ivo bylo navazeno piimo do reakéni nadoby a vedlo
k vysledné analytické koncentraci, vyjadfené terminem ,,asi presné“ 1,0 x 10 mol-dm=.
Valsartan od firmy ZENTIVA k.s., (Praha) m¢l deklarovanou ¢istotu > 99 %, zkontrolovanou
HPLC a alkalimetricky. Lék byl zvazen pfimo do reakéni nadoby, vysledkem byla koncentrace
asi 1,0 x 10 mol-dm.
Kyselina chlorovodikovd, 1,0 mol-dm™, byla pfipravena zfedénim koncentrované HC1 (p.a.,
Lachema Brno) redestilovanou vodou a standardizaci proti HgO s KI s reprodukovatelnosti
lepsi nez 0,002 podle rovnice:
HgO + 4 Kl + H20 «» 2 KOH + K> [Hgl4]
a
KOH + HC1 <> KCI + H-0.
Hydroxid draselny, 1,0 mol-dm™ byl piipraven zpfesné hmotnosti pelet (p. a., Aldrich
Chemical Company) s redestilovanou vodou bez oxidu uhli¢itého, ktera byla piedem udrzovana
po dobu 50 minut v ultrazvukové lazni. Roztok byl skladovan nékolik dni v polyethylenové
lahvi v atmosféfe argonu a byl standardizovan potenciometricky proti roztoku hydrogen-ftaldtu
draselného a vyhodnocenim bodu ekvivalence deriva¢ni metodou s reprodukovatelnosti 0,001.
Oxid rtut’naty, jodid draselny a chlorid draselny, (p. a., Lachema Brno) nebyly extra ¢istény.
Dvakrat redestilovand voda byla udrzovana po dobu 50 minut pfed pouZzitim V ultrazvukové

sonografické 1azni pro ptipravu roztokd.

1.2 Pristroje

Pouzity ptistroj a oba titra¢ni postupy byly jiz diive podrobné popsany Vv naSich publikacich
[37,47,48]. Koncentrace volnych vodikovych ionti [H] byla méfena na digitdlnim voltmetru
Hanna HI 3220 s pfesnosti + 0,002 pH s pouzitim kombinované sklenéné elektrody Theta HC
103-VFR.

Potenciometrické titrace léCiva s hydroxidem draselnym byly provadény s pouZzitim
aktivitni stupnice. Standardizace pH metru byla provadéna s pouZzitim standardnich hodnot
pufrt WTW, 4,006 (4,024), 6,865 (6,841) a 9,180 (9,088) pti 25 °C a 37 °C (v zavorkach).

Spektrofotometricka titrace s registraci absorban¢niho spektra pti 300 vinovych délkach
byla provadéna nasledujicim zpisobem: vodny roztok 20,00 cm® obsahujici 10* mol-dm™

1é¢iva, 0,100 mol-dm= kyseliny chlorovodikové, 2,44 pmol-dm? fosfore¢nanového pufru
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a10 cm® indiferentniho roztoku KCI pro tpravu iontové sily byl titrovan standardnim
1,0 mol-dm= KOH pii 25 °C a 37 °C a zaznamenano 80 absorpénich spekter. Titrace byly
provadény ve sklenéné nadob¢ s plastém o dvojité sténé€, naplnénym termostatovanou vodou
objemu 100 ml, a nadoba byla uzaviena teflonovou zatkou, obsahujici mémé a referentni

elektrody, pfivod argonu, teplomér, vrtulové michadlo a vlasové kapilarni usti pistové

mikrobyrety [49] (obr. B3).

Obr. B3 Usporadani experimentu

Vsechna méteni pH byla provadéna pii 25,0 °C + 0,1 °C a 37,0 °C £ 0,1 °C. V prubé¢hu
titrace 1é¢iva byl roztok probublavan proudem argonu za tcelem dokonalého promichani
audrzeni inertni atmosféry. Argon pfitom prochdzel vodnym iontovym médiem dvéma
promyvacimi nadobami, které také obsahovaly uzivané titratni médium pied vstupem
do titrovaného roztoku v reaktirku. Pouzité mikrobyrety byly o objemu 1250 puL (META,
Brno), opatiené mikrometrickym Sroubem 25,00 cm [49]. Vlasové polyethylenové kapilarni
usti pistové mikrobyrety bylo ponofeno do roztoku titrantu béhem piidavani titrantu, ale
po kazdém pridavku titrantu bylo usti z titrantu vytazeno, aby se zabranilo samovolného uniku
titrantu béhem odectu pH. Mikrobyreta byla kalibrovana desetinasobnym opakovanim procesu
piidavani celkového objemu dodané vody a zvazenim jeji hmotnosti na vahach Sartorius 1712
MP8. Nasledovalo statistické vyhodnoceni stfedni hodnoty a smérodatné odchylky, coz vedlo
k piesnosti pfidavku + 0,015 % objemu titrantu v celém rozsahu provadéné titrace. Po ptidavku
byl roztok 1é¢iva vzdy transportovan do Kyvety peristaltickou pumpou, ktera byla soucasti
spektrofotometru Cintra 40 (GBC, Australie) a nasledné elektronicky zaznamenano spektrum
pii 300 vinovych délkach na pevny disk pocitace.
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1.3 Software

Odhad disocia¢nich konstant byl proveden nelinearni regresni analyzou souboru 80 pH-
absorban¢nich spekter, namétenych UV-metrickou spektralni analyzou S vyuzitim dvou
osvédéenych programi SQUADS84 [34,37,50,51] a REACTLAB [52] a nalezeny chemicky
model se svymi parametry byl porovnan s pH-metrickou analyzou titra¢ni kiivky protona¢niho
modelu programem ESAB [14]. Spektralni interpretace faktorové analyzy pii vycisleni
hodnosti pH-absorbanéni matice 1é¢iva programem INDICES [53] spolehlivé urcila pocet
svétlo-absorbujicich ¢astic rovnovazné smési ne. Grafy spekter 1é¢iva byly kresleny programem
ORIGIN 9.1 [54]. Programy ACD/Percepta [28,29], PALLAS [30] a MARVIN [32,33] slouzily
k predikci disocia¢nich konstant pKa a vychazely vzdy ze strukturniho vzorce 1éciva

Baricitinibu nebo Valsartanu.
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2 VYSLEDKY
2.1 Baricitinib

Metody numerické analyzy pH-spekter a pH-potenciometrickych titracnich kiivek
se ukdzaly byt nejlepSimi instrumentalnimi metodami, protoze spolehlivé urcuji i blizké
postupné disociacni konstanty, a to 1 v pfipadé Spatné¢ rozpustnych I1é¢iv. pH-
spektrofotometricka titrace UV-metrickou spektrdlni metodou byla pouZita jako alternativni
metoda k pH-potenciometrické titraci pH-metrickou metodou k uréeni disocia¢nich konstant
pii velkych hodnotich molarnich absorpcnich koeficienti a prokazala vysokou citlivost
na koncentraci studovaného 1éciva Baricitinibu, a tim umoziovala pouzit nizkou koncentraci

105 mol-dm™ jinak obtiZné rozpustného lé¢iva.

2.1.1 UV-metricka spektralni analyza

Experimentalni postup a vypocetni strategie regresni analyzy pro stanoveni disocia¢nich
konstant UV-metrickou spektralni analyzou byly popsany v 10 krocich v publikovaném sdéleni
Tutorial [37] a 1ze ho nalézt také na str. 226 v ucebnici [55]: Vystavba chemického modelu
V iontovych rovnovahdch se obecné tyka nasledujicich vypoctl: stanoveni poctu protonacnich
rovnovah, dale stanoveni poctu rozli¢né protonovanych astic, vypocet jejich zastoupeni
Vv relativnim koncentraénim diagramu a také sestrojeni grafu molarnich absorp¢nich koeficientt
v rozsahu méfenych vinovych délek, a konecné obsahuje vypocet tady statistickych kritérii

za ucelem testovani spolehlivosti postaveného chemického (zde protona¢niho) modelu.

2.1.1.1 Krok 1: Teoreticka predikce disocia¢nich konstant Baricitinibu:

Prvnim krokem UV-metrické spektralni metody byla predikce hodnot disocia¢nich
konstant, zalozena na kvantové-chemickém vypoctu, vychazejiciho ze strukturniho vzorce
studované molekuly 1éc¢iva.

Baricitinib je aromaticka heteropolycyklicka sloucenina, obsahujici pyrrolo(2,3-d)
pyrimidinovy kruh, ktery je pyrrolopyrimidinovym isomerem se 3 dusikovymi atomy v 1-, 5-,
a 7-polohach (obr. Bl). Predikéni program MARVIN identifikoval v Baricitinibu Ctyfi
protonizovatelnd centra, kterd by mohla byt teoreticky spojena se Ctyfmi predikovanymi
disocia¢nimi konstantami (obr. B4). Predikéni programy MARVIN (M) a PALLAS (P)
predpovédely disociaéni konstanty mirn€é se vzajemné liSici, takze bylo zfejmé,
ze experimentalni stanoveni je zde nutné, protoze by mohlo nabidnout spolehlivéjsi vysledky.

V ¢asti obr. B4a je piehled vSech predikovanych disocia¢nich konstant dvéma programy M a P.

Obr. B4b az BAf ilustruji distribu¢ni diagram rozli¢né protonovanych ¢astic a ukazuji
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na protonacni centra ve spojitosti s doty¢nou disociac¢ni konstantou. Obr. B4d a B4e ukazuje
dv¢ alternace protona¢nich center u disociaéni konstanty pKa2 a jejich interpretaci

Vv distribu¢nim diagramu.

O_IS|/ . \
/ 1 ‘\ wahen
222(M)  C_ 1034P / [ «OF ¢ N \; b
234 (P) N/ N NoE0 M \/ / L'

\
HzC CH /
. . | pK=12,82(M).
(&

A R f\LHs ade ae 7/\
C \ / ‘ \ k|
HN 1282 (M) / ]
\ 11,60 (P) / .;1.{: \\LH 2
e o GH HC=N 2 K i

p|<S£ 10 60 (M)
! pK,= 10,34 (P)

pK,= 2 78 (M) \: . i pK,= 2,22 (M)
PK=2,53(P) [} | A e P 2,34 (P)

Obr. B4 Teoreticka predikce disociacnich konstant Baricitinibu vychazi ze strukturniho vzorce
a vyznacuje protonacni centra, ve kterych ukazuje predikované hodnoty disociacnich konstant pKa
v&etné distribu¢niho diagramu relativnich koncentraci rozli¢né protonovanych ¢astic LH", LH,, LH3*"
LH4?* s vyuzitim programi MARVIN (M) and PALLAS (P).

2.1.1.2 Krok 2: Ur¢eni poctu svétlo-absorbujicich ¢astic nc:
Pied vlastni regresni analyzou pH-absorpénich spekter UV-metrické spektralni metody

byla pouzita faktorova analyza k filtraci vlastnich ¢isel (SVD) druhého momentu absorbanéni
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matice pro uréeni hodnosti absorbancni matice [53,56]. Technika faktorové analyzy je zaloZena
na faktu, ze pokud se spektralni datova matice sklada zr piispévkil svétlo-absorbujicich
chemickych castic, pak prvni r faktory absorbancni matice obsahuji pievaznou vétSinu
dulezitych chemickych informaci, ziskanych experimentem. Hodnota r pak znaci hodnost
absorbancni matice a obecné by méla byt mensi nebo rovna poctu svétlo-absorbujicich rozliéné

protonovanych ¢astic m.
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Obr. B5 Catteliv indexovy graf vlastnich ¢isel ukazuje na zlom kiivky zavislosti vlastnich ¢isel pH-

absorban¢ni matice Baricitinibu na faktorech, ktery odpovida hodnosti matice k* = 3 nebo 4 a poctu

svétlo-absorbujicich ¢astic ne = 3 (a sk(A) = 0,28 mAU) nebo 4 (a sk(A) = 0,035 mAU), kde v zavorce
je uvedena smérodatna odchylka rezidui absorbance sq(A) (INDICES v S-PLUS) [53].
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Vysetieni vlastnich hodnot absorbanc¢ni matice pak ukazuje, ze prvni faktory jsou
statisticky vyznamné az do zlomu na Cattelové indexovém grafu vlastnich cisel, od kterého
jsou jiz ostatni vycislené faktory statisticky nevyznamné a mohou byt proto zahrnuty
do experimentalniho Sumu monitorované absorbance. Protoze zména nastavovaného pH
nevyvolava dostate¢nou zménu ve spektrech a spektra nékterych ¢astic jsou si znacné podobna,
nebyva nékdy zlom na Cattelové kiivce jednoznacény.

Catteltiv indexovy graf vlastnich ¢isel [56] (obr. B5) ukazal, Ze cela matice pH-absorpénich
spekter Baricitinibu pii vinovych délkdch 240-370 nm indikovala tfi nebo Ctyfi svétlo-
absorbujici ¢astice v rovnovazné smési Ne = k* = 3 ¢i 4 s experimentalni hladinou Sumu Sk(A)
= sinst(A) = 0,28 nebo 0,035 mAU. Dale se ukazalo, Ze spektra molarnich absorpénich
koeficientdi prvniho paru &astic L2 a LH" si byla velmi podobna. Skute¢ny pocet svétlo-
absorbujicich ¢astic, oddélenych od spektralniho Sumu, lze vérohodné vyhodnotit spolehlivéji

nelinedrni regresni analyzou spektralnich dat ve vystavbé chemického modelu.

2.1.1.3 Krok 3: Vystavba a testovani chemického (protona¢niho) modelu:

V programu REACTLAB byla pouzita nelinearni regresni analyza pii zpracovani pH-
absorbanénich spekter UV-metrickou spektralni metodou technikou regresniho tripletu (kritika
dat, kritika modelu a kritika numerické metody), dle postupu uvedeného v ref. [55,57-59].

Hledani nejlep$i hypotézy protona¢niho modelu s jednou, dvéma, tfemi a Ctyfmi
disociacnimi konstantami je zndzornéno ve vyslednych grafech moldrnich absorp&nich
koeficientl a distribuénich diagrami odlisné protonovanych ¢astic (obr. B6) pro navrhovanou
hypotézu protonacniho modelu. Kritériem v hledani nejlepsi hypotézy regresniho modelu
se pouziva test spolehlivosti tésnosti proloZeni vypoétenych spekter experimentalnimi body
pH-absorban¢nich spekter, ktery byl zde zjednoduSen na vyc€isleni smérodatné odchylky
absorbance po terminaci regresniho procesu dle vzorce, s(A) = YRSS/(n — m), kde n je pocet
experimentalnich bodi a m je pocet odhadovanych parametra [57,60].

Vystavba chemického (protona¢niho) modelu [55] tvofi rozhodovaci kritérium pro pfijeti
vypoctenych parametrii vcetné svych statistickych diagnostik pro testovanou hypotézu.
Na obrazku B6 to je formou smérodatné odchylky regresované absorbance s(A), ktera vystihuje
dosaZenou tésnost proloZeni. Jako nejlepsSi protona¢ni model se ukazal model se Ctyfmi
disocia¢nimi konstantami, protoze dosahoval nejnizsi hodnoty s(A) = 1,32 mAU potvrzujici
nejtésnéjsi prolozeni. Kiivky molarnich absorpénich koeficientl ¢astic LH2 a LH3" v modelu
dvou pK pii s(A) = 2,2 mAU jsou téméf totozné, pro ¢astice LHz, LH3™ a LH4%* v modelu i pK
a pii S(A) = 1,9 mAU jsou velmi blizké a koneéné pro ¢astice L2, LH a LH2 jsou téméf totozné
v modelu ¢tyt pK a pti S(A) = 1,32 mAU.

25



8000 . .
£ LH
ko) LH,
& 6000 :
3 v
[ =
o
5 4000
<
12
o]
©
5 2000+ .
°
= \\
0
240 260 280 300 320 340 360 380 400
Wavelength (nm)
T
8000 - LH, ‘
=
2
3}
%6000— 1
8 1
8 L
54000+ |
: |
n
L0
: |
52000__, IS I A I
o
g |
0 t J t T
240 260 280 300 320 340 360 380 400
Wavelength (nm)
+
8000/~ LH, | ]
g Lh,
2
45 6000 - g
Q 2
8 LM,
c
2 4000 1 ]
5
2 LH
= 2000} 1
®©
<]
=
0 t } t t
240 260 280 300 320 340 360 380 400
Wavelength (nm)
10000 T T T T
=
@
‘S 8000+ ]
h= L%
8 2+
Q
c 6000+ @ LH4 .
S
=
g 4000 1 LH) i
B LH
[*]
2 20004 .
0 t } }
240 260 280 300 320 340 360 380

Obr. B6 Testovani nejlepsi hypotézy hledaného protona¢niho modelu Baricitinibu v rozmezi pH 2
az 13 ukazuje na Gtyfi disocia¢ni konstanty pKai, pKaz, pKas @ pKas, spektralni analyzou 1,0 x 10

Wavelength (nm)

100 F=—— T T /___b_x._.
LH LHI
= 80+ 1
% pK,, =373
60} s(A) = 3.4 mAU |
8
=
£ 40+ :
s
< 20+ .
14
0 4==m | | e |
2 3 4 pH 5 6 7
100 ——— e e u /__,__ﬂ_;___b_
LH
= ., LH
% 804LH, S pK., = 1.97
& pK,, = 3.74
£ 60} 1
§ s(A) = 2.2 mAU
=}
= 40t ]
5
5
& 20} 8
0 | ——
2 3 4 bH 5 6 7
100 F T ; TR
- LH, /\
9\2 801 + | ]
g LH, PK._, = 1.83
% 601 pK,=3.73
g pK,, = 7.71
2 401 s(A) = 1.9 mAUJ
2
® 204 1
(7]
4 \/
0 . : . :
2 3 4 pH5 6 7 8
100 F maanaaner
LH |
= 801 1
g p}§31 ™ 309
€ 60 pK_, =3.92 1
< PK,s=6.07
Z 40 PK; = 10.38
-% s(A) = 1.32 mAU
& 20t .
0 I‘-‘/ t + t t t t
2 3 4 5 8 9 10 11 12
pH

mol-dm Baricitinibu pti 25 °C. Vlevo: Profily molarnich absorpénich koeficientl rozli¢né

protonovanych ¢astic Baricitinibu €Ln, €LH2, €LH3, ELH4 Proti vInové délce (nm), Vpravo: Distribu¢ni
diagram relativnich koncentraci rtiizné protonovanych ¢astic v protonaénim modelu v zavislosti na pH

(REACTLAB, ORIGIN 9).
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Ukazalo se, Zze vystavba protona¢niho modelu Baricitinibu nebyla snadnym ukolem,
protoZze tato sloucenina vykazovala jednak tfi blizké postupné disociacni konstanty ( | pKa,i+1 —
PKa,i | < 3), a dale zména pH pii titraci jenom mirn¢ ovlivnila absorbanci chromofort
ve spektrech. Ob¢ disociac¢ni konstanty byly proto Spatné podminény v regresnim modelu
a jejich stanoveni bylo proto zatizeno urc¢itou mirou nejistoty.

V tabulce B1 Ize sledovat numerické odhady disocia¢nich konstant vypoctené regresnim
programem REACTLAB: pramér rezidui E | e | [mAU], rezidudlova smérodatna odchylka s(e)
[mAU] ukézala, ze bylo dosazeno dostate¢né tésného prolozeni vypoctenych spekter
experimentalnimi body vSech spekter pro navrzeny protonacni model se ¢tyfmi disociaénimi
konstantami. Spolehlivost vypoctenych odhadi regresnich parametri mize byt také testovana
nasledujicimi regresnimi diagnostikami (Tabulka B1 a obr. B6), jak bylo vysvétleno na strané
226 v ref. [55].

(a) Fyzikalni vyznam odhadii neznamych regresnich parametrii: V levé Casti obr. B6
byla zndzornéna spektra molarnich absorp¢nich koeficientl rozdilné protonovanych e, eLn,
€LH2, ELH3, €LH4 Castic Baricitinibu versus vinova délka. V piipadé, ze dvojice kiivek molarnich
absorp¢nich koeficientl € je blizka nebo témér stejna, hypotéza protona¢niho modelu mutze byt
nejista nebo dokonce nepravdiva.

(b) Fyzikalni vyznam koncentraci ¢astic: Distribu¢ni diagram relativnich koncentraci
vSech Castic v pravé ¢asti obr. B6 ukazal na protonacni rovnovahu odli$né€ protonovanych ¢astic
L%, LH", LH2, LHs", LH4?" a z grafu vyplynulo, Zze 7adna z téchto ¢astic nebyla statisticky
nevyznamna, a proto vSechny ¢astice maji fyzikalni vyznam.

(c) Zkouska tésnosti proloZeni vypoctenych spekter: Statisticka analyza vSech rezidui
ukdzala, ze bylo dosazeno minima eliptického hyperparaboloidu sumy c¢tvercii rezidui RSS-
funkce (Tabulka B1), protoze pramér rezidui E | e | [MAU] a smérodatna odchylka rezidui s(é)
[mAU] dosahly velmi nizkych hodnot mensich nez 2 mAU, coz piedstavuje mén¢ nez 0,2 %

naméfené hodnoty absorbance.

2.1.1.4 Krok 4: Efektivni rozsah vinovych délek:

Byly vybrany ¢tyii rozsahy vinovych délek (a) 230-370 nm, (b) 230-300 nm, (c) 240-290
nm a (d) 240-260 nm a byla vyhodnocena spektra v téchto rozmezich. Obr. B7 ilustruje
veérohodnost vyc¢islenych odhada ¢ty disociacnich konstant véetné té€snosti prolozeni spekter,
vyjadiené smérodatnou odchylkou absorbance S(A), ktera zde slouzila za kritérium
spolehlivosti vycislenych odhadti parametri. Nejtésnéjsiho prolozeni vypoétenych spekter
experimentalnimi body s kritériem tésnosti prolozeni S(A) = 0,62 mAU bylo dosazeno

pro interval vinovych délek (d) 240-260 nm, i kdyz odhady disociacnich konstant ve vSech
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¢tyfech testovanych rozmezich vinovych délek byly blizké a téméf shodné. Protoze kiivky
molarnich absorp¢nich koeficienti ¢astic €L2-, £LH-, €LH2 DYly Ve znaéném poctu vinovych délek
témet totozné, vedlo to k zavéru, ze zména pH roztoku neovliviiovala vyznamné doty¢ny
chromofor.

Stanoveni disocia¢nich konstant pKa2 a pKas a kone¢né i pKas bylo zatizeno zna¢nou
nejistotou, kterd se projevila ve vysSS$i hodnoté smérodatné odchylky odhadu disociacni
konstanty pKa, atim padem i v jejim Sir§im intervalovém odhadu. Blizké hodnoty dvou
disocia¢nich konstant pKa1 a pKaz2 vedou rovnéz k malému rozdilu ve spektrech molarnich
absorp¢nich koeficientl € Hs @ eLH4. Porovnani Ctyt grafi B7a, B7b, B7c, B7d ukazuje, ze
nejvyhodnéjsi oblasti vinovych délek spektra pro nelinedrni regresni analyzu se jevi oblast
(d) 240260 nm, protoze vykazuje nejlep$i odezvu chromoforii na zménu pH Ccili nejvétsi

rozdily mezi kiivkami molarnich absorp¢nich koeficientd.
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Obr. B7 Hledani efektivniho rozsahu vinovych délek k vysetieni polohy ionizovatelnych skupin
chromofora Baricitinibu pro dostatecnou zménu absorbance spekter pii proménovaném pH vede
ke spolehlivému stanoveni vSech disociacnich konstant hledané¢ho protona¢niho modelu. Protonacni
model ¢tyt disocia¢nich konstant byl analyzovan pomoci ¢tyf rozsahti absorpénich past. Nejvhodnéjsi
oblast vinovych délek byla v rozsahu 240-280 nm s s(A) = 0,62 mAU, i kdyz odhady pKa byly
vétSinou podobné pro vSechny testované rozsahy vinovych délek.
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2.1.1.5 Krok 5: Zména absorbance ve spektrech pf¥i titraci pH:

Obr. B8 ukazal citlivost chromoforii v molekule Baricitinibu na zménu pH, ktera byla
sledovana ve formé¢ A-pH kiivek. Zména pH nezplsobila vzdy vyznamnou zménu spektra
Baricitinibu u vSech vlnovych délek stejné, protoze nekteré chromofory byly méné ovlivnény
zménou pH. Obr. B8c znazornuje spektrum molarnich absorpcnich koeficientti v zavislosti
na vilnové délce pro uvedenych devét vybranych vinovych délek na obr. B8a, pro které byly
zobrazeny kiivky A-pH na obr. B8b. Maximalni zm¢na absorbance zde nastava pii zménach
pH v okoli vinové délky 340 nm a 260 nm. Grafy piinaseji odhady disociacnich konstant
a pfitomnost rozdilné protonovanych castic. Z téchto grafti bylo ziejmé, ze dvé disociacni

konstanty pKar = 3,09 a pKa2 = 3,92 byly blizké a jejich odhad byl proto zatizen vétsi nejistotou.
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Obr. B8 Zména hodnoty pH nezpusobila vzdy stejnou zménu absorbance ve spektru Baricitinibu,
protoze nékteré chromofory byly zménou pH ovlivnény jen nepatrné: (a) Devét zvolenych vinovych
délek, pii kterych byly sledovany zmény absorbance na A-pH kfivkach, (b) Sledovani zmény
absorbance na A-pH kiivkach, kde Sipkami jsou vyznaceny polohy disocia¢nich konstant, (c) Graf
molarnich absorp¢nich koeficientd vSech rozlicné protonovanych ¢éstic v zavislosti na vinové délce,
(d) Distribuc¢ni diagram relativnich koncentraci rozli¢né protonovanych ¢astic v zavislosti na pH
(REACTLAB, ORIGIN 9).

2.1.1.6 Krok 6: Pomér signilu k Sumu pri spektralnich zménach:
Pti spektrofotometrickém stanoveni disociacnich konstant Baricitinibu bylo tfeba vySetfit

skrytou informaci ve spektralnich datech, zda totiz titracni zména pH zpisobila dostate¢nou
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zménu v hodnotéach absorbance spektra, a zda bylo mozné z této zmény absorbance (zde zavisle
proménné) regresn¢ odhadnout disocia¢ni konstanty a postavit protona¢ni model. Z obr. B9
bylo ziejmé, Ze spektralni odezva chromoforu molekuly Baricitinibu (obr. B9a a B9b) neni
vSude stejna pro vsechny protonacni rovnovahy, takze bylo tieba vysetfit, zda je mozné Ctyti
disociacni konstanty odhadnout i pii téchto minimalnich zménéch absorbance.

Zménu v i-tém spektru u j-absorbance 1ze vyjadtit veli¢inou rozdilu 4i; = Aij— Ai a nasledné
vysetiit, zda tyto zmeény byly ve spektrech dostate¢né velké, a hlavné zda byly vétsi nez hodnota
Sumu monitorované absorbance ve spektru Sinst(A). Zmény rozdilu absorbance Aij (mAU)
ve spektrech byly proto vyneseny proti vinové délce A pro vSechny prvky absorbanéni matice
(obr. B9c) a ukazalo se, ze hodnoty 4ij v jednotkach mAU byly vyznamné véEtsi nez ptistrojovy
Sum Sinst(A) = 1 az 2 mAU.
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Obr. B9 Vysetreni velikosti zmény absorbance 4;; v pH-absorpcnich spektrech pfi proménovaném pH:
(a) 3D-graf absorbanéni responzni plochy pii pH-spektrofotometrické titraci, (b) 2D-graf absorbanéni
responzni plochy pii pH-spektrofotometrické titraci, (c) Graf sledované zmény absorbance 4ij
ve spektru Baricitinibu pti pH titraci, (d) Graf rezidui e [mAU] ukazuje, zda pii dosazeni minima
sumy ctverct rezidui RSS byla rezidua stejné velikosti jako ndhodny piistrojovy Sum meétené
absorbance sinst(A) = 1-2 mAU, (REACTLAB, ORIGIN 9).
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Obr. B9d potvrdil vytecnou tésnost prolozeni vypoctenych regresnich spekter experimen-
talnimi body, protoze velikosti rezidui e se pohybovaly pievazné v rozmezi -5 az +5 mAU,
zatimco zmé&ny absorbance v pH-spektralni titraci na obr. BOb v pfiblizn¢ 100x vét§im rozmezi,

ato -350 az +350 mAU.

2.1.1.7 Krok 7: Dekonvoluce spektra:

Rozklad ¢ili dekonvoluce kazdého experimentalné naméteného spektra do absorpcnich
past jednotlivych rozliéné protonovanych castic [34,37,51,39,50] ukazal, zda byla hypotéza
protona¢niho modelu navrzena efektivné a zda spektra dostate¢né vypovidaji o protonacnich
rovnovahach Baricitinibu. Navic, dekonvoluce spektra se jevi pifi rozboru protonacnich
rovnovah uzite€na zvlasté pak v takovych vyjimecnych ptipadech, kdy zména pH roztoku
nebo nedostate¢nou zménu ve spektrech. Kiivky molarnich absorpénich koeficienti ctyt
rozli¢n& protonovanych &astic na obr. B10a ukazaly, Ze kiivky ¢astic LHz, LH™ a L? byly téméf
totozné, zatimco mezi k¥ivkami kationtli LH4?* a LH3" a jednou neutralni molekulou LH> byl
zietelny rozdil. Znacné podobné téméf totozné byly také kiivky dvou protonovanych kationtl
LH4?" a LH3*. Zvlastni péée v interpretaci dekonvoluce musela byt proto vénovéana oblasti pH
od 3 do 6, protoze se v této oblasti nachazely v rovnovaze étyii ¢astice LH4%", LH3*, LHp, LH-
se ttemi blizkymi disocia¢nimi konstantami pKaz = 2,76, pKa2 = 3,84 a pKaz = 5,92.

Obr. B10 ilustruje dekonvoluci experimentalnich spekter pfi vybranych hodnotach pH,
které jsou v distribuénim diagramu obr. B10b vyznacené Sipkami k ose pH, do absorp¢nich
pasu rtizné protonovanych castic Baricitinibu. Pii pH 2,14 dominuje absorpéni pas kationtu
LH4** v rovnovaze s kationtem LHs*, ktery je stale jesté zieteln& odlisen. U pH 2,91 jsou
spektra obou kationtdi LH4?" a LH3" tvarové velmi podobnd, lisici se od sebe pouze mirnym
posunutim. Velmi dtlezité bylo rozmezi pH 3 az 5, protoze zde byly v rovnovaze dva kationty
LH42*, LHs" s jednou neutralni molekulou LH,. Pii pH 3,66 se objevuje spektrum neutralni
castice LH», které je tvaroveé odlisné od spekter obou piredeslych kationtii. Pfi pH 5,61
se objevuje spektrum aniontu LH", které je vsak podobné spektru neutralni ¢astice LH2, které
se s pH zvySovalo, zatimco pas aniontu LH™ se s pH snizoval a spektrum kationtu LH3" téméF
zmizelo. Od pH 6,29 se zvySoval pas aniontu LH™ a pas neutralni molekuly LH> klesal. U pH

11,12 dominovalo spektrum aniontu L% a's pH se sniZovalo spektrum aniontu LH".
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Obr. B10 Dekonvoluce vybraného experimentalniho spektra 1,0 x 10 mol-dm Baricitinibu pfi [ =
0,008 a 25 °C do spekter jednotlivych rozli¢né protonovanych ¢astic L?, LH, LHz, LH3", LH4**
ve smési pro pH = 2,14, 291, 3,66, 5,61, 6,29 a 11,12 programem SQUADS84. Prvni dva obrazky
ukazuji graf molarnich absorp¢nich koeficientd (vlevo) a diagram relativnich koncentraci rozliéné
protonovanych ¢astic Baricitinibu (vpravo).
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2.1.2 pH-metricka dat analyza

Potenciometricka titrace okyseleného Baricitinibu od pH = 2 hydroxidem draselnym byla
provadéna pii 25 °C a 37 °C (Tabulka B2) a pfi upravené iontové sile (obr. B11). Pti pH-
potenciometrické titraci pH-metrickou metodou byl odhad kazdé disociacni konstanty

Baricitinibu vycislen regresnim programem ESAB [14].
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Obr. B11 (a) pH-metricka data analyzovana Bjerrumovou tvornou funkei pfi pH-potenciometrické

titraci okyseleného Baricitinibu od pH = 2 hydroxidem draselnym pti 25 °C ukazuji na tii disocia¢ni

konstanty v oblasti pH 3 az 6. V zavorce jsou uvedeny smérodatné odchylky odhadu pK na posledni

platné misto odhadu. (b) Distribu¢ni diagram relativnich koncentraci rozli¢n€ protonovanych céstic
Baricitinibu v %.

2.1.2.1 Krok 8: pH-metricka data analyzovana Bjerrumovou tvornou funkci:

Pro potiebnou ,,potenciometrickou” koncentraci, kterd je vzdy vyssi nez koncentrace
pro spektrofotometrickd méfeni, vykazoval Baricitinib pouze tfi disocia¢ni konstanty v oblasti
pH 3 az 6 a jejich zjemnéné vycisleni bylo provedeno nelinedrni regresi pH-metrické titracni
kiivky programem ESAB. Nelinearni regresni analyza byla aplikovana na stfedni ¢ast pH-
metrické titracni kiivky okyseleného Baricitinibu, titrovaného hydroxidem draselnym.
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Protonované kationty a anionty Baricitinibu jsou ve vodném prostiedi rozpustné, zatimco
neutralni molekula je nerozpustna u pH > 7. Odhady tii disocia¢nich konstant pKaz, pKa2 a pKas
byly vyhodnoceny v grafu Bjerrumovy tvorné kiivky (obr. B11a). Pti vys$si hodnoté pH nez 7
apro vyssi koncentraci nez 2 x 10* mol-dm? vznikala srazenina neutralni molekuly
Baricitinibu.

Rezidua byla vprogramu ESAB definovana jako rozdil mezi experimentalnim
a vypoctenym objemem titrantu KOH, €i = Vexp,i — Vcalc,i. Test spolehlivosti vy¢islenych odhadii
disocia¢nich konstant byl proveden statistickou analyzou rezidui testem tésnosti prolozeni.
Vedle spolecnych parametrii, tj. disociacnich konstant pKai, pKaz a pKaz a naslednym
zjemnénim také skupinovych parametrii Ho, Hr, Lo se statistiky testu tésnosti prolozeni vyrazné
zlepSily. Relativné citlivé kritérium spolehlivosti odhadovanych disocia¢nich konstant
ptedstavovala stiedni hodnota absolutnich hodnot rezidui E | e | vyjadiend v pL. Porovnani
numerické hodnoty této statistiky s instrumentalnim Sumem mikrobyrety, Sinst(V) = S(V) =
0,1 puL, se v testu osvédcCilo jako rozhod¢i kritérium pii hledani regresniho modelu, protoze
sttedni hodnota absolutnich hodnot rezidui E | e | v uL a rezidualova smérodatnd odchylka
titrantu KOH s(V) byly stejné velikosti nebo dokonce niz§i nez experimentalni Sum
mikrobyrety, Sinst(V). Hodnoty obou sledovanych statistik byly velikosti 0,1 pL, coz bylo blizké
hodnoté ptistrojové chyby pouzitych mikrobyret s(V) = 0,1 puL. Kromé toho rezidua kolisala
mezi dolni mezi (-0,2 pL) a horni mezi (+0,2 puL) Hoaglinova intervalu a zadné reziduum
nelezelo mimo tyto Hoaglinovy meze (viz str. 2934, ref. [58]). Odhady disocia¢nich konstant
programem ESAB byly proto povazovany za dostatecné spolehlivé (Tabulka B2). Té&snost
vypoctené titracni kiivky mohla byt zlepSena pouze dal§im zjemnénim skupinového parametru

Lo ¢ili koncentrace 1é¢iva Baricitinibu v titraéni nadobé.

2.1.2.2 Krok 9: Nejistota pKai v reprodukovanych mérenich (obr. B12):
Reprodukovatelnost disocianich konstant vyhodnocenych programem REACTLAB
ze Ctyt reprodukovanych méfeni spekter, snimanych pfi riznych hodnotach pH byla shledana
v dobré shod¢ s odhady programu SQUAD. Interpretace byla nasledujici:
(a) Odhad stredni hodnoty pKa a jeji rozptyl ze ¢tyt reprodukovanych disociacnich konstant
slouzil jako mira nejistoty pro kazdou néslednou disocia¢ni konstantu.
(b) Pti 37 °C byly odhady disociac¢ni konstanty o néco kyselejsi, tzn. nabyvaly nizsi
hodnoty pKa nez odhady pii 25 °C.
(c) Blizké hodnoty dvou po sobé¢ nasledujicich disocia¢nich konstant pKar a pKa2 by mohly
vést k ur¢itym obtiZim pfi minimalizaci procesu nebo by mohly zptsobit i selhani zjemnéni

jejich hodnot v iteracich regrese. Divodem mohla byt intermediarni ¢astice, ktera nebyla
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ptritomna v dostatecné vysoké koncentraci, nebo piili§ blizké hodnoty pKa: a pKa, a tim
jedna castice vysoce korelovala svou hodnotou pKa s jinou ¢astici a tyto ¢astice soucasné

vznikly pii doty¢né zméné pH.
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Obr. B12 Reprodukovatelnost odhadi ¢ty# disociaénich konstant pfi ¢tyfech vybranych teplotach
spektrofotometricky ukazuje na malou citlivost chromofori molekuly Baricitinibu na titraéni zménu
pH. Se stoupajici teplotou se zvysuje rozpustnost a zlepsuje se reprodukovatelnost odhadt

disocia¢nich konstant. Ze Ctyi opakovanych véjitu spekter pti kazdé teploté byly stanoveny disociacni
konstanty a vycislena jejich stfedni hodnota.

(d) Kdyz normélové rovnice v regresni analyze byly singularni, jeden nebo vice

korelacnich koeficientl mezi dvéma parametry pKa: a pKaz byly rovny hodnoté blizké +1
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nebo -1, proces zjemnéni odhadi mohl byt v minimaliza¢nim procesu programem
pred¢asné ukoncen [57,59].
Reprodukovatelnost odhadii disocia¢nich konstant byla sledovana také potenciometricky
pii Styfech teplotach od 25 °C do 50 °C. Se stoupajici teplotou klesaly hodnoty vsech tii
disociacnich konstant a ze smérnice této linearni zavislosti byly vyhodnoceny termodynamické
parametry ,,extratermodynamik®. Ze Ctyt opakovanych titracnich kiivek pti kazdé teploté byly

stanoveny disocia¢ni konstanty a vy¢islena jejich stfedni hodnota (obr. B13).

Dissociation constant at 25°C
Dissociation constant at 37°C

¢ ! 2 3 4 - Mean 0 1 2 3 4 Mean
Reproducibility of pH metric method Reproducibility of pH metric method

Dissociation constant at 40°C
Dissociation constant at 50°C

0 i 2 3 4 Mean 0 1 2 3 4 Mean
Reproducibility of pH metric method Reproducibility of pH metric method

Obr. B13 Reprodukovatelnost odhadu tii disocia¢nich konstant pfi ¢tyfech vybranych teplotach
na titrani zménu pH potenciometricky ukazuje, Ze se stoupajici teplotou se zvysuje rozpustnost
a zlepsuje se reprodukovatelnost odhadi disociacnich konstant. Ze ¢tyt opakovanych titra¢nich kiivek
pii kazdé teploté byly stanoveny disocia¢ni konstanty a vy¢islena jejich stiedni hodnota spolu
se smérodatnou odchylkou v zavorce v poslednich dvou vyznamnych ¢islicich.

2.1.2.3 Krok 10: Termodynamické disocia¢ni konstanty:

Pouzitim Debye-Hiickelovy rovnice na data z tabulky 1 a 2 byly nezndmé parametry pKaT1 ,

pKTZ, pKaT3 a pK;f4 odhadnuty pfi dvou teplotach 25 °C a 37 °C. Vzhledem k tizkému rozmezi

a.
hodnot iontov¢ sily, upravené roztokem KCI, nemohly byt vypocteny efektivni velikost iontu d
a vysolovaci koeficient C. Spektrofotometrie (ze smisené pKa korekci na | = 0,0020 mol.dm™):
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pK], =3,07, pK =387, pK_, = 6,27, pK., = 12,78 pfi 25 °C a pK,, = 3,00, pK,= 3,79, pK_,
= 6,12, pK;f4 = 12,75 pii 37 °C. Potenciometrie (ze smisené¢ pKa korekci na | = 0,0001

23y 2T = T _ T _ v hz o T _ T _ T _
mol.dm™°): pK,, = 3,69, pK,,= 3,81, pK,; = 4,73 pti 25 °C a pK,,= 3,62, pK,, = 3,73, pK ;=
4,43 pti 37 °C.

2.1.2.4 Krok 11: Stanoveni entalpie, entropie a Gibbsovy volné energie pro "extra-
termodynamiku' disociace:

Zména entalpie AH° procesu disociace byla vypoétena z van't Hoffovy rovnice din K/dT =

AHP/RT?. Z hodnot Gibbsovy volné energie 4G° = -RT In K a entalpie 4H° 1ze vypoditat entropii

A8° = (UH® — AGY/T, kde R konstanta idealniho plynu) = 8,314 JmollK?, K je

termodynamicka disocia¢ni konstanta a T je absolutni teplota [61].
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Obr. B14 Diagram zavislosti ¢tyt disocia¢nich konstant pK na péti teplotach regresni analyzou spekter
ukazuje mirny pokles pK se zvySujici se teplotou.

V literatufe [62] se uvadi, ze karboxylové a anorganické kyseliny jsou nejmén¢ ovlivnény
zménami teploty, a to méné nez + 0,05 jednotek pH na 10 K, coZ souvisi také s malymi zménami
molarni entalpie disociace blizké 0. Byla publikovana zietelna korelace mezi disociacni entalpii
blizkou 0 a nizsi citlivosti pK na zvySeni teploty u karboxykyselin [63]. Naopak, vysoké
entalpické zmény vykazuji fenoly, aminy a aminokyseliny v rozmezi teplot 25-60 °C, a to
0 zménu -0,2 jednotek pH na 10 K [62]. Teplotni zména pKa slouceniny proto zméni pH

roztoku, coz pak mize ovlivnit rozpustnost a chemickou stabilitu produktu [13].
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Diagram zavislosti ¢tyi disociacnich konstant pK na péti teplotach regresni analyzou
spekter ukazuje mirny pokles pK se zvysujici se teplotou (obr. B14).

Pii vy$si koncentraci Baricitinibu dochazelo od pH 7 a vySe ke srazeni 1é¢iva, zprvu
se objevila jenom mirna opalescence, ktera znemoznila potenciometrickou indikaci.
Potenciometricky byly proto vyhodnoceny pouze prvni tfi disociacni konstanty v zavislosti

na teploté (obr. B15)
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Obr. B15 Diagram zavislosti tfech disocia¢nich konstant pK na péti teplotach regresni analyzou pH-
titracnich kiivek ukazuje mirny pokles pK se zvySujici se teplotou. U 15 °C je Baricitinib hiife
rozpustny.

U Baricitinibu se se zvysujici teplotou v rozmezi od 15 °C do 50 °C dochazi k poklesu
hodnot vsech ¢tyf disociacnich konstant, stanovenych spektrofotometricky (obr. B16 vlevo)
a potenciometricky (obr. B16 vpravo). U potenciometrické pH-metrické metody pokleslo pKi
0 0,91 jednotek pH s klesajici pfimkovou smérnici 0 regresnim rabatu R? = 98,44 %, u pK:
pokleslo 0 1,29 jednotek pH s R? = 96,14 % a u pKs pokleslo 0 1,07 jednotek pH s R? = 93,12 %,
zatimco u UV-metrické metody byl pokles odhadii disociacnich konstant nizsi, a proto
I smérnice teplotni linearni zavislosti byla nizsi.

Teplotni odezva vSech tii disociacnich konstant pKi, pK2 a pKs byla u potenciometrické
metody vyraznéjsi, korelacni koeficienty zavislosti disocia¢ni konstanty na teplote byly vyrazné

vys$si nez u spektralni metody. Numerické odhady disociacnich konstant pKi a pKz stanovené
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potenciometrickou metodou byly vyssi, €ili alkalictéjs$i nez u odhadti spektralni metodou,

zatimco u pKs tomu bylo naopak.
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Obr. B16 Vypocet molarni entalpie AHC, entropie AS® a Gibbsovy volné energie AG° z odhadu useku
a smérnice ptimkové teplotni zavislosti disocia¢nich konstant, méfenych spektrofotometricky (vlevo)
a potenciometricky (vpravo). U vyssi koncentrace Baricitinibu v potenciometrii (0,3 mM/L)
nez ve spektrofotometrii (0,01 mM/L) se u pH > 6 Baricitinib zacal sraZet.
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Odezva chromoforii v molekule Baricitinibu byla na titraéni zmény pH zatizena ponékud
vetsi nejistotou, coz se projevilo v horsi reprodukovatelnosti odhadt disociac¢nich konstant
ze spekter. Z tohoto hlediska se jevily odhady tii disocia¢nich konstant pKi, pKz a pKs
spolehlivéjsimi metodou pH-metrické titrace. Nejhlife byla indikovéna prvni disociacni
konstanta pK1 spektrofotometricky, protoze odhadovany parametr pK1 byl v regresnim modelu
velmi Spatné podminén a jeho odhad byl proto zatizen vétSi nejistotou. Protoze pH-
potenciometricka titrace vyzadovala vyssi koncentrace nez spektralni metoda, nebylo mozné
stanovit ¢tvrtou disociacni konstant pKa, protoze u vyssiho pH nez 7 se Baricitinib srazel.
Z toho divodu byla disociacni konstanta pKs stanovena pouze spektrofotometricky pro 10x
niz8i koncentrace Baricitinibu.

Oba parametry linearni zavislosti pK na T, tj. tsek a smérnice, slouzily k vypoctu
termodynamickych veli¢in entalpie, entropie a Gibbsovy volné energie (obr. B16 a B17).
Spektralni metodou byly ze zavislosti In K na 1/T vy&isleny hodnoty molarni entalpie AH°,
entropie 45° a Gibbsovy volné energie 4G (obr. B16): pro pKi s hodnotami 4H° = 5,24
kJ-mol 1, 458° = -40,31 J-mol™ a AG° = 12,02 kJ-mol™ pii 298,16 K, pro pKz s hodnotami 4H°
= 19,78 kJ-mol?, 45° = -6,56 J-mol™* a AG° = 1,98 kJ-mol™ pii 298,16 K, pro pKs s hodnotami
AH® = 55,53 ki-mol?, 45° = 62,91 J.mol? a 4G° = 18,70 kJ-mol™? pti 298,16 K a pro pKa
s hodnotami 4H° = 23,78 kJ-mol?, 45° = -167,40 J-mol™* a AG° = 49,94 kJ-mol* pti 298,16 K.
Potenciometrickou titraci byly ze zavislosti In K na 1/T vyc¢isleny hodnoty molarni entalpie
AHC, entropie 45° a Gibbsovy volné energie 4G° pro pKi s hodnotami 4H° = 41,91 kJ-mol?,
48° = 69,58 J-molt a 4G = 21,09 kJ-mol™? pti 298,16 K, pro pKz s hodnotami AH° = 40,30
kJ-mol?, 45° = 51,23 J-mol™ a 4G° = 25,12 kJ-mol™ pii 298,16 K, pro pKs s hodnotami AH° =
18,54 kJ-mol?, 45° = -29,89 J-mol™ a 4G° = 27,40 kJ-mol™ pii 298,16 K.

Z literatury je znamo, 7e pozitivni hodnoty entalpie AH°(pKa1), AH°(pKa2), 4H(pKas)
a AH(pKas) zde ukazaly, ze disociaéni proces je endotermni a je doprovazen absorpci tepla.
Kladné hodnoty Gibbsovy volné energie 4G°(pKa1), 4G°(pKaz), a 4G%(pKas) kromé zaporné
hodnoty 4G°(pKas) monitorované spektrofotometricky ukazaly, Zze disociaéni proces nebyl
spontanni, zatimco potenciometricky byly viechny hodnoty 4GP kladné. Vzhledem k tomu, Ze
hodnota entropie disociaéniho procesu A4S° (potenciometricky) byla u dvou pK pozitivni, a to
AS°(pKa1) = 69,58 J-mol™ a A48°(pKaz) = 51,23 J-mol™? a spektrofotometricky u jedné disociaéni
konstanty 45°(pKas) = 62,91 J-mol, disociaéni proces s kladnou entropii byl indikovan jako

irreverzibilni. Entropie u ostatnich tfi disocia¢nich konstant AS°(pKa1) = -40,31 J-mol?,

AS°(pKa2) = -6,56 J-mol?, 45%(pKas) = -167,40 J-mol™ (spektrofotometricky) a u teti disociaéni
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konstanty AS5°(pKas) = -29,89 J-mol? (potenciometricky) byla negativni, coz indikovalo

reverzibilni disocia¢ni proces.
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Obr. B17 Zavislost disocia¢nich konstant na teplot& t°C pKa = f(t°C) byla transformovana
do soufadnic In K =f(1/T) a z useku a smérnice regresni piimky teplotni zavislosti disociacnich
konstant, méfenych spektrofotometricky a potenciometricky byla vypoétena molarni entalpie AH°,
molérni entropie AS® a molarni Gibbsova volna energie AG°. U vy3i koncentrace Baricitinibu
Vv potenciometrii (0,3mM/L) nez ve spektrofotometrii (0,01mM/L) se u pH > 6 Baricitinib zacal srazet.
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2.2 Valsartan
2.2.1 UV-metricka spektralni analyza

2.2.1.1 Krok 1: Teoreticka predikce pKa Valsartanu:
Prvnim krokem analyzy dat byla predikce disociac¢nich konstant, zaloZzena na kvantoveé-

chemickém vypocltu a zaméfena na strukturu molekuly sledovaného 1é¢iva. Valsartan je

diproticka kyselina s karboxylovou skupinou a tetrazolovym kruhem (obr. VV3).

-1,5

Absorbance

Predicted pK,.q of Valsartan with

MARVIN, PALLAS,ACD
4.35 5.86
3.76 B -
3.56 4.24
O OH H
N—N
/[ \\
H;C " Nl N
CH
3 \O
CH,

Obr. V3 Molekularni struktura Valsartanu se zvyraznénymi protona¢nimi misty A a B a ptedpovidané
hodnoty pak pomoci programit MARVIN, PALLAS a ACD / Percepta

Predikéni program MARVIN identifikoval pro Valsartan dvé protonacni centra A a B,

ktera by mohla byt teoreticky spojena az se dvéma ptredpovézenymi disociaénimi konstantami
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(obr. V3). Predikéni programy MARVIN, PALLAS a ACD/Percepta ptedpovidaly disociacni

v

konstanty mirn¢ odli$né, takze bylo ziejmé, ze experimentalni stanoveni nabidne spolehlivéjsi

vysledky.
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Obr. V4 Pti pouziti Cattelova indexového grafu se smérodatnou odchylkou sk(A) je hodnost
absorban¢ni matice k* = 3 pro Valsartan ¢ili pocet svétlo-absorbujicich ¢astic je roven nc = 3
(INDIKACE v S-PLUS), [33]

Veli¢ina r zna¢i hodnost druhého momentu absorban¢ni matice a obecné by méla byt mensi
nebo rovna m, kde m je pocet svétlo-absorbujicich ¢astic. Nejjednodussi kontrola vlastnich Cisel
datové matice Casto odhali, ze prvni faktory maji statisticky vyznam az do zlomu v Cattelové
grafu, od kterého jiz nemaji faktory statisticky vyznam. Tyto faktory mohou byt proto zatazeny
do sumu spektrofotometru, ktery numericky ptispiva do spekter. Odstranéni téchto zbytkovych
chyb z absorban¢nich dat miize model ptiblizit chemickym informacim se snizenym Sumem.
Catteltiv indexovy graf singularnich Cisel (obr. V4) ukazuje, ze cely soubor spekter Valsartanu
pfti vinovych délkach 240-305 nm byl schopen indikovat tii svétlo-absorbujici ¢astice pii zlomu
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Nne = k* = 3 s experimentalni hladinou Sumu Sinst(A) = 1,0 MAU, i kdyz molarni absorpéni
koeficienty prvniho paru ¢astic LH™ a LHz si byly zna¢né podobné. Skuteény pocet Castic
absorbujicich svétlo oddélenych od spektralniho Sumu lze spravné vyhodnotit pomoci

nelinedrni regresni analyzy.

2.2.1.2 Krok 3: Vystavba protona¢niho modelu:

Pomoci programu REACTLAB byla k vyhodnoceni pH-absorbanéni matice pouzita
nelinedrni regresni analyza, s technikou regresniho tripletu (kritika dat, kritika modelu a kritika
metody). Nalezeni nejlepsi hypotézy protona¢niho modelu, obsahujiciho jednu, dvé nebo tii
disociaéni konstanty je uvedeno v grafech molarnich absorpénich koeficienta (obr. V5a)
a distribu¢nich diagramech vSech rtizné protonovanych mist (obr. VV5b) pro navrhovanou
hypotézu protona¢niho modelu. Navrh a konstrukce protona¢niho modelu zahrnuje proces
rozhodovani pro piijeti vypoctenych parametrii s vybranymi statistickymi diagnostikami
pro navrhovanou hypotézu protonacniho modelu. Ukdzalo se, Ze vystavba protonacniho
modelu Valsartanu nebyla snadna, protoze tento 1ék ma dvé po sobé tésné jdouci disociaéni
konstanty, kdy plati | PKa2 — pKa1 | <3 ataké skute¢nost, Ze zména pH jenom mirné ovlivnila
zmény hodnot absorbance chromoforti. Ob¢ disociacni konstanty byly v regresnim modelu
Spatné¢ podminény, a proto bylo jejich matematické vycisleni pon¢kud nejisté. NejlepSim
kritériem K testovani hypotézy pii budovani regresniho modelu je test tésnosti proloZeni
vypocétenych spekter experimentalnimi body absorban¢ni matice, ktery lze po ukonéeni

regresniho procesu zjednodusit na vy¢isleni Smérodatné odchylky absorbanéni matice s(A4) =

\/ RSS/(n —m), kde n je pocet experimentalnich bodti a m je po¢et odhadovanych parametra.
V tabulce V1 jsou uvedeny Ciselné odhady disociacnich konstant, vypoctené regresnim
programem REACTLAB: E |e| [mAU] a smérodatnd odchylka rezidui s(€) [mAU] ukazaly
dobrou tésnost vypoctenych spekter experimentalnimi body vSech spekter nalezeného
protona¢niho modelu o dvou disocia¢nich konstantach. Spolehlivost vypoctenych odhadt
regresnich parametrii lze testovat pomoci nasledujicich regresnich diagnostik (tabulka V1

a obr. V5), jak bylo vysvétleno na strané 226 v ref. [60].

a)Fyzikalni vyznam odhada parametra: V levé ¢asti obr. V5a jsou uvedena spektra
molarnich absorpénich koeficientd ruzné protonovanych ¢astic, €L eLv a eLnz2 Valsartanu
proti vinovym délkam. Protoze je dvojice kiivek velmi podobna, hypotéza modelu muize byt

tim padem nejista nebo nespravna.
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b) Fyzikalni vyznam koncentraci ¢astic: Distribu¢ni diagram relativnich koncentraci vSech

&astic (obr. V5b) ukazuje protonaéni rovnovahy riizné protonovanych ¢astic L>, LH", LH.. Graf

ukazuje, ze zadna z ¢astic nema statisticky maly vyznam a vSechny ¢astice maji fyzikalni smysl.

c)Test spolehlivosti: Statisticka analyza vSech rezidui ukazala, Ze bylo dosazeno

eliptického hyperparaboloidu objektivni RSS funkce sumy c¢tverct rezidui (tabulka V1),

protoze pramér rezidui E | e | [mAU] a rezidualova smérodatna odchylka s(¢) [mAU] dosahla

velmi nizkych hodnot, < 2 mAU, coz piredstavuje < 0,2 % métfené absorbance.
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Obr. V5 Vystavba a testovani nejlep$iho protona¢niho modelu Valsartanu v rozmezi pH 3 az 8
pro dvé disocia¢ni konstanty pKar a pKaz se spektralni analyzou 1,0 x 107 mol-dm™ Valsartanu pfi [ =
0,008 mol-dm™ a 25 °C. a) Cisté spektralni profily koeficientt molarni absorpce versus vinova délka
pro tii rizné€ protonované ionty Valsartanu. b) Distribu¢ni diagram relativnich koncentraci tii rizné
protonovanych ¢astic v zavislosti na pH (REACTLAB, ORIGIN 9)
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2.2.1.3 Krok 4: efektivni rozsah vinovych délek:

Byly vybrany tii rozsahy vinovych délek 240-278 nm, 278-308 nm a 240-308 nm a byla
vyhodnocena spektra v téchto rozsazich vlnovych délek. Obr. V6 ilustruje odhady dvou
disociacnich konstant, véetné smérodatné odchylky absorbance s(A), ktera slouzila za kritérium

spolehlivosti vypoctenych odhadl parametra.
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Obr. V6 Hledani efektivniho rozsahu vinovych délek, zkoumani poloh ionizovatelnych skupin
a chromofort k nalezeni dostate¢né zmény absorbance ve spektru pro nastavené pH umoznuje
spolehlivé odhady disocia¢nich konstant. Protonace 1é¢iva 0 dvou disociaénich konstantach byla
analyzovana pomoci dvou odd¢lenych absorpénich pastu. Nejvhodnéjsich spekter bylo dosazeno
v rozmezi 240-280 nm, ackoliv odhady pKa byly téméf stejné pro vSechny rozsahy vinovych délek.
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Nejlepsi tésnosti prolozeni vypoctenych spekter s hodnotou kritéria S(A) = 0,7 mAU bylo
dosazeno v rozmezi vinovych délek 240-278 nm, ackoliv odhady disocia¢nich konstant si byly
podobné ve vSech tfech testovanych rozsazich vinovych délek. Podobné byly také tti distribu¢ni

diagramy relativni koncentrace rozli¢né protonovanych ¢astic na obr. V6 znaéné podobné.

2.2.1.4 Krok 5: Zména absorbance ve spektru pii pH titraci:
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Obr. V7 Upravené pH nezpusobilo stejnou zménu absorbance ve spektru Valsartanu, protoze nékteré
chromofory byly pH ovlivnény jen nepatrné: a spektrum moléarniho absorp¢niho koeficientu obsahuje
polohy &ty vinovych délek A az C, pro které byly analyzovany A-pH kiivky b-d. Grafy A az C

ukazuji citlivost chromoford v molekule Valsartanu na pH.
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Titracni zména pH nezpusobila vyznamné zmény v riznych ¢astech spektra Valsartanu,
protoze nékteré chromofory byly zménou pH ovlivnény jen nepatrné. Obr. V7a ukazuje
spektrum zavislosti molarnich absorpcnich koeficient na vinové délce pro tii vybrané vinové
délky A az C, pro které jsou zobrazeny A-pH kiivky. Obr. V7b az V7d v grafech A az C ukazuje
na citlivost chromofori v molekule Valsartanu na zmény pH, ktera zde byla monitorovana
formou kiivek A-pH. K maximalnim zméndm absorbance dochazi pii zménach pH pii 251,1
nm a 266,5 nm. Grafy ukazuji odhady disocia¢nich konstant a pfitomnost riizné protonovanych
Castic. Z téchto grafu je také ziejmé, ze ob¢ disociacni konstanty byly numericky velmi blizké,
rezidui. Kvalita rezidui odhaluje stupenn té€snosti prolozeni vypoctenych A-pH kiivek
experimentalnimi body. Rezidua by méla oscilovat kolem nuly a jejich znaménko by se mélo
¢asto ménit. Rezidua by také méla vykazovat Gaussovské rozdé€leni se stfedni hodnotou rovnou
nule. Pro nejtésnéji prolozena spektra se ocekava, ze smérodatna odchylka s(A) bude mit

stejnou velikost jako instrumentalni Sum absorbance, sinst(A).

2.2.1.5 Krok 6: Pomér signal-chyba ve spektralnich zménach:

Ve spektrofotometrickém stanoveni odhadti pKa bylo nejprve tieba zjistit, zda zména pH
zpusobila dostate¢nou zménu absorbance ve spektru. Z obr. V8a, b je ziejmé, ze spektralni
odezva molekuly Valsartanu neni vSude stejnd a dostate¢na pro numericky odhad obou
disociacnich konstant protona¢ni rovnovéahy, takze bylo nutné nejprve ovéfit, zda lze obé
disocia¢ni konstanty odhadnout i pii naméfenych mensich zménach absorbance spekter. Zména
i-t€ho spektra a absorbance j-spektra mize byt vyjadiena rozdilem 4ij = Aij — Ai. Bylo nezbytné
prozkoumat, zda byly tyto malé zmény absorbance Aij ve spektrech dostatecné velké
do numerické regresni analyzy a hlavné vétsi nez hodnota Sumu absorbance Sinst(A). Zmény
absorbance 4;; (mAU) ve spektrech byly proto vyneseny proti pH pro vSechny prvky
absorban¢ni matice (obr. V8a) a ukazalo se, ze hodnoty zmény absorbance 4ij byly sice mensi,
ale stale vétsi nez instrumentalni Sum Sinst(A) v obr. V8b. Zatimco rezidua e na obr. VV8b byly
ptevazné v rozmezi -1,5 az 1,5 mAU, zmény v rozdilu absorbance 4ij (MAU) na obr. VV8a byly

V rozmezi -80 az 120 mAU.
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Obr. V8 Analyza zmény Ajj v absorbanénich spektrech pii nastaveném pH: a) Graf rozdilu zmény
absorbance 4;; ve spektru Valsartanu béhem pH titrace, b) Rezidua e [mAU] ukazuji, zda byly stejné
velikosti jako instrumentalni Sum Sinst(A), (REACTLAB, ORIGIN 9)

2.2.1.6 Krok 7: Dekonvoluce spektra

Dekonvoluce kazdého experimentalniho spektra do absorpcnich pasem jednotlivych ¢astic
ukazala, zda byla hypotéza protonace navrzena efektivné. Obr. V9 znazornuje dekonvoluci Sesti
vybranych experimentalnich spekter na absorp¢ni pasy tykajici se rizné€ protonovanych ¢astic
Valsartanu. Pii pH 3,25 absorpéni pas ¢astice LH2, ktery byl v rovnovaze s aniontem LH™ byl
stale vyznamny. Rozsah pH 3,80 az 5,07 byl velmi dilezité, protoze zde byly tfi Céstice
vrovnovaze, a to LHp, LH a L?. Pii pH 5,38 a 5,80, spektralni padsmo aniontu LH-

se zmensovalo, zatimco pasmo L% se zvySovalo.
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s aniontem LH-" stale vyznamny. Rozsah pH 3,80 az 5,07 byl velmi dtlezity, protoze zde byly tii

Castice v rovnovaze, jmenovité LHz, LH, LH?. Pii pH = 5,38 a 5,80 se spektralni pas aniontu LH-

snizil, zatimco péas L se zvysil.
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2.2.2 pH-metricka analyza dat

Potenciometricka titrace alkalizovaného Valsartanu kyselinou chlorovodikovou byla
provadéna pii 25 °C a 37 °C (tabulka V2) a pii upravené iontové sile (obr. V10). Pfi analyze
pH-metrickych dat byl pocate¢ni graficky odhad kazdé disocia¢ni konstanty Valsartanu dale

zptesnén programem ESAB.

2.2.2.1 Krok 8: pH-metricka data analyzovana Bjerrumovou tvornou funkci

Valsartan ma dv¢ disocia¢ni konstanty a jejich zptesnéni bylo provedeno nelinearni regresi
pH-metrické titracni kiivky programem ESAB. Nelinedrni regresni analyza byla aplikovana
na stfedni c¢ast pH-metrické titraéni kiivky pro deprotonovany anion alkalizovaného
Valsartanu, ktery byl titrovan kyselinou chlorovodikovou (obr. V10). Odhady dvou
disociaénich konstant pKa: a pKa2 byly vyhodnoceny v grafu Bjerrumovy tvorné funkce.
U koncentrace vys$si nez 2 x 104 mol-dm™ se vytvofila srazenina Valsartanu. Rezidua byla
definovéna jako rozdil mezi experimentalnim a vypocitanym objemem titrantu HCI, €j = Vexpi
~ Veaie,i. Test spolehlivosti odhadi obou disociacnich konstant byl proveden statistickou
analyzou rezidui. Zptesnénim také skupinovych parametrii se statistiky testu spravnosti vyrazné
zlepsily. Za citlivé kritérium spolehlivosti disociacnich konstant byl uzit primér absolutnich
hodnot rezidui E | e| [uL]. Porovnani numerické hodnoty této statistiky s instrumentalnim
Sumem, reprezentovanym smérodatnou odchylkou titrantu HCI, sinst(V) = s(V) = 0,1 pulL,
se ukazalo jako vynikajici prolozeni kiivky, protoze stiedni reziduum E | e'l a rezidualova
smérodatna odchylka titrantu HCI s(V) byly stejné nebo nizsi nez experimentalni Sum, Sinst(V).
Hodnoty obou sledovanych statistik velikosti 0,1uL byly numericky podobné instrumentalni
chybé pouzitych mikrobyret (V) = 0,1 uL. Kromé toho rezidua oscilovala mezi dolni (-0,2 uL)
a horni mezi (0,2 puL) internich Hoaglinovych mezi a mimo tyto meze nebyla nalezena zadné

reziduum (vysvétleni viz. str. 81, ref. [58]).

2.2.2.2 Krok 9: Nejistota pKa v reprodukovanych méfenich:
Odhady disociacnich konstant zjemnéné programem ESAB se ukdzaly jako dostate¢né
spolehlivé (Tabulka V2). Tésnost proloZeni vypoctené pH-kiivky bylo mozné zlepsit pouze

dalSim zlepSenim parametru Lo koncentraci 1é€iva Valsartanu v titracni nadobé.
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Obr. V10 Reprodukovatelnost hledani protona¢niho modelu analyzou &ty reprodukovanych pH-
titranich kiivek pti 25 °C a 37 °C. Alkalizovany Valsartan byl titrovan kyselinou chlorovodikovou
a Bjerrumova tvorna kiivka byla vynesena do grafu pro dvé disocia¢ni konstanty, upiesnéné
programem ESAB.
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Obr. V11 Reprodukovatelnost disocianich konstant Valsartanu ¢tyt reprodukovanych UV-
metrickych méteni (S) a Etyt reprodukovanych pH-metrickych méteni (P) pii 25 °C a 37 °C byla

ve shodé. Aritmeticky primér disociacnich konstant s jejich smérodatnou odchylkou byl vyjadien jako
s(A) as(V).

2.2.2.3 Krok 10: Termodynamické disocia¢ni konstanty:
Pouzitim Debye-Hiickelovy rovnice na data z tabulek V1 a V2 byly termodynamické

disocia¢ni konstanty pKaT] a pK;IF2 jako neznamé parametry odhadnuty pii dvou teplotach 25 °C

a 37 °C. Vzhledem kuzkému rozmezi nizkych hodnot iontové sily (KCI), nemohly byt
vypocteny dva parametry Debye-Hiickelovy rovnice, jmenovité parametr iontové velikosti d
a vysolovaci koeficient C. Obr. V12 piinasi extrapolaci smiSenych disociacnich konstant

nanulovou iontovou silu podle Debye-Hiickelova zdkona pro protonacni model dvou
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disociacnich konstant pii 25 °C a 37 °C pomoci piimek s 95 % konfinden¢nimi pasy Working-
Hottelinga (vysvétleni na str. 474 v ref. [57]): pK_, = 3,70 + 0,12, pK., = 4,82 + 0,08 pfi 25 °C
apk) =3,44+ 0,08, pK], = 4,67 + 0,02 pti 37 °C (spektrofotometrie) a pK,, = 3,51 + 0,00,

pK, =4,63+0,00, pii 25 °CapK,, =3,44+0,03, pK),= 4,51 0,03 pti 37 °C (potenciometrie).
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Obr. V12 Zavislost smisenych disocia¢nich konstant Valsartanu na druhé odmocning iontové sily
pro dvé disociaéni konstanty vedouci k termodynamickym disocia¢nim konstantam pK;lr pii 25 °C
a 37 °C pomoci UV-metrické (S) a pH-metrické techniky (P).

2.2.2.4 Krok 11: Stanoveni entalpie, entropie a Gibbsovy energie:

Standardni entalpicka zména AH° disociace byla vypoétena z van’t Hoffovy rovnice
dInK/dT = 4H°/RT2. Z hodnot standardni Gibbsovy energie 4G° = -RT In K a 4H° Ize vypo¢itat
zménu entropie ve standardnim stavu 45° = (4H°— AG°)/T, kde R (konstanta idealniho plynu)
=8,314 J-K *:mol %, K je termodynamickd disociadni konstanta a T je absolutni teplota.

Odhady disociacnich konstant z pH-metrick¢é metody byly pouZzity pro vypocet extra-
termodynamickych hodnot. Pozitivni hodnoty entalpie AH°(pKa1) = 10,33 kJ-mol™?, AH(pKa2)
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= 17,70 kJ-mol™? ukézaly, e disociace je doprovazena absorpci tepla. Pozitivni hodnoty
energetickych zmén Gibbsovy energie byly AG%(pKa) = 20,03 kJ-mol?, 4G%(pKaz) =
26,43 kJ-mol™ pii 25 °C. Zmény entropie disociace 4S° p¥i 25 °C a 37 °C byly negativni
A8°(pKaz) = - 32,56 J- K 1mol !, 48°(pKaz) = - 29,26 J-K 't mol™ pti 25 °C a A4S°(pKal) =
-30,01 J-Kt-mol™? a 48°%(pKaz) = - 25,92 I-K2-mol pti 37 °C.
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3 DISKUSE

3.1 Baricitinib
Regresni program REACTLAB analyzoval pH-absorbanéni matici pH 1 x 10* mol-dm™

Baricitinibu a provedl vy¢isleni odhadu ¢tyi disociacnich konstant numerickymi postupy.
Vysledky zjemnéni odhadi disocia¢nich konstant vychazeji z minima ucelové funkce ¢ili
rezidualového souctu ¢tvercti RSS, dale obsahuji odhadované parametry, smérodatné odchylky
parametrii a korelac¢nich koeficientli mezi nimi, mapu rezidui a také koncentrace vSech rozli¢né
protonovanych c¢astic chemického modelu pro vSechny body spekter. Pti hledani chemického
modelu je obvykle tieba disledné vzit v Givahu vSechny tyto uvedené faktory, protoze zadny
Z nich sam o sob¢ samostatn¢ nebyl spolehlivym ukazatelem uspéchu vystavby regresniho
modelu.

Program ESAB k vyhodnoceni potenciometrické pH-titrace, minimalizujici rezidua ej =
Vexp,i — Vealc,i, dosahl hodnot rezidui 0,1 nebo 0,2 ul, coz znamena, ze bylo dosazeno vynikajiciho
prolozeni vypoctené titracni kiivky experimentalnimi body. Lze konstatovat, ze spolehlivost
spolecnych parametri, tj. disocia¢nich konstant Baricitinibu byla prokazana, i kdyz skupinové
parametry Lo, Hr byly v regresnim modelu $patné podminény. Dosazena tésnost proloZeni
ukdazala na dostate¢nou spolehlivost odhadii vSech tii disocia¢nich konstant Baricitinibu pii péti
rozdilnych teplotach.

Nesouhlas experimentalné vycislenych disocia¢nich konstant pKa s jejich teoreticky
predpovézenymi hodnotami ze struktury molekuly Baricitinibu by mohl byt zptisoben sloZzitou
strukturou rezonance heterocyklického jadra a nasledné i riznymi elektronovymi distribucemi,
coz ziejmé vedlo k riznym teoreticky predikovanym hodnotam pKai. V takovych piipadech by
prognostické programy MARVIN, PALLAS a ACD/Percepta pon¢kud selhavaly a disocia¢ni
konstanty byly proto vérohodnéjsi z experimentalniho stanoveni. Vzhledem k tomu, ze odhady
pKai jak potenciometrickymi, tak spektrofotometrickymi metodami byly podobné a dale
s pfihlédnutim k vérohodnosti regresni analyzy dat, bylo mozné ucinit zavér, ze ziskané
experimentalni vysledky jsou spolehlivé a potvrzuji skuteéné protonacni rovnahy Baricitinibu.
Z termodynamického hlediska jsou pro protonac¢ni schéma uvedeny zavéry (obr. B18):

1) Je-li pKa pozitivni, je také standardni zména volné energie 4GP pro disociaéni reakci

pozitivni.

2) Dale pozitivni hodnota AH° ukazuje, e disociatni proces je endotermni a je

doprovazen absorpci tepla. Pfeuspofadani vodikovych vazeb by pak mohlo byt
zékladem jak pro AH°, tak pro 4S° v interakcich molekula léku-proton a vzajemny vztah

mezi 4H% AS° se jevi jako vérohodny, skuteéné pravdépodobny. Vodikova vazba jako
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3)

Relative concentration [%]

centralni interakce mezi molekulou 1éku a protonem je také mechanicky pfitazliva.
Ve vodé¢ tvoii totiz vodikové vazby sit’ spojitych fetézcii, které se dynamicky meéni
Vv urc¢itém stavu. Protoze dipdl vytvoreny posunutim elektronu od protonu vodiku, tvofi
tyto fetézce sled mono- a di-poly, které jsou citlivé na elektrostaticky potencial 1é¢iva
a molekul receptoru a poskytuji mechanismus pro ptenos informaci na dalku, z 1é¢iva
na receptor.

Piispévek entropie je v téchto reakcich vétsinou nepiiznivy (4S° < 0). Ionty ve vodném
roztoku maji tendenci orientovat okolni molekuly vody, které orientuji roztok a snizuji
entropii. Pfinos iontu k entropii je ¢astena molarni entropie, které je ¢asto negativni,
zejména pro malé nebo vysoce nabité ionty. lonizace kyseliny zahrnuje reverzibilni

tvorbu dvou iontfl, takZe entropie klesa (45° < 0).
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3.2 Valsartan

Regresni program REACTLAB analyzoval pH-absorbanéni matici 1x10* mol-dm™
Valsartanu a kvantifikoval odhady dvou disocia¢nich konstant numerickymi pfistupy.
Vysledky disocia¢nich konstant zahrnuji informace, tykajici se dostate¢né minimalizace funkce
souctu Ctvercu rezidui RSS, vycislenych odhadi parametri, jejich smérodatnych odchylek
a korelac¢nich koeficienta mezi nimi, mapa rezidui a koncentrace vSech ¢astic protona¢niho
modelu pro vSechny body dat. Pii hledani modelu by se mély brat v ivahu vSechny vyse
uvedené faktory, protoze zadny z nich samostatné nebyl spolehlivym ukazatelem uspéchu.

Program ESAB minimalizujici rezidua €i = Vexp,i — Vecaici dosahl hodnot rezidui asi
0,1 nebo 0,2 pL, coz ukazuje na vyborné proloZeni vypoctené titra¢ni kiivky experimentalni
body. Lze konstatovat, Ze tim byla spolehlivost disocia¢nich konstant Valsartanu prokazana,
I kdyz skupinové parametry Lo a Ht byly v nelinearnim regresnim modelu $patné podminény.
Tésné prolozeni titraéni kiivky ukazalo tim na dostateCnou spolehlivost odhadii obou
disocia¢nich konstant Valsartanu pii 25 a 37 °C.

Vzhledem k tomu, ze odhady pKai z potenciometrickych i spektrofotometrickych metod
k zavéru, ze ziskané experimentalni vysledky jsou spolehlivé a ukazuji skute¢nou disociaci
latky.

Kdyz je pKa pozitivni, standardni zména Gibbsovy energie 4G° pro disocia¢ni reakci je
také pozitivni. Pozitivni hodnota AH° znamend, Ze proces disociace je endotermicky a je
doprovéazen absorpci tepla. V t&chto reakcich je pfispévek entropie vétsinou nezddouci (4S°

< 0). Ionizace kyseliny zahrnuje reverzibilni tvorbu dvou ionttl, takze entropie klesa (4S° < 0).
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4 ZAVER

4.1 Baricitinib

(1) Spektrofotometricka a potenciometricka titrace pH umoznila méfeni az tii nebo Ctyf
postupnych disocia¢nich konstant Baricitinibu (obr. B18). Chromofory Baricitinibu
vykazovaly pomérné malé zmény absorbance v UV/VIS-spektrech pii zméné pH roztoku,
aproto odhady disocia¢nich konstant byly vystaveny vétsi nejistoté, nez tomu bylo
pii potenciometrickém stanoveni. Z tohoto divodu se jevil spolehlivéjsim odhad
disocia¢nich konstant monitorovany potenciometricky.

(2) Baricitinib oznageny LH, byl schopen protonace na dva rozpustné kationty LH4?*, LH3",
neutralni molekulu LH>, a disociace na dva rozpustné anionty LH™ a L% v ¢isté vodé. Graf
molarnich absorp¢nich koeficient téchto rizné protonovanych ¢astic proti vinové délce
indikoval, Ze spektra €., eLH, eLH2 byla pro ¢astice podobna az stejna a dale spektra €LHa
a €LH3 Si byla rovnéz podobna.

(3) Bylo prokazano, ze v rozmezi pH 2 az 13 lze spolehlivé odhadnout ¢tyfi disociaéni
konstanty ze spekter, a to pro koncentraci obtizné rozpustného Baricitinibu 1,0 x 10
mol-dm=. A¢koli upravené pH méné ovlivnilo zmény absorbance v chromoforu, spolehlivé
byly stanoveny c¢tyfi disociacni konstanty programem REACTLAB pii | = 0,0020
mol.dm™3: pKar = 3,01 £ 0,12, pKaz = 3,85, pKaz = 6,58 + 0,12, pKas = 12,47 pfi 25 °C a pKas
=3,09 + 0,12, pKaz = 3,51, pKaz = 4,59 + 0,12, pKas = 12,84 pii 37 °C.

(4) Pouze tfi disocia¢ni konstanty Baricitinibu byly stanoveny regresni analyzou
potenciometrickych kiivek pH-titrace pro koncentraci 1 x 10 mol. dm™ programem ESAB
pfi 1 =0,0001 mol-dm: pKa1 = 3,68 + 0,03, pKaz = 3,80 + 0,03, pKaz = 4,72 £ 0,05 pii 25 °C
a pKa1 = 3,61 + 0,08, pKa2 = 3,72 = 0,06, pKaz = 4,42 + 0,14 pii 37 °C.

(5) Predikce disociacnich konstant Baricitinibu byla provedena programy MARVIN, PALLAS
a ACD/Percepta piedevs§im k uréeni protona¢nich mist (obr. B19) v molekule Baricitinibu.
Pti porovnani tfi prediktivnich a dvou experimentalnich technik se prognostické programy
nékdy lisily v odhadu pKa.

(6) Termodynamické disocia¢ni konstanty Baricitinibu byly ur¢eny spektrofotometricky, pK;lr1
=3,07, pK,, =3,87, pK}, =6,27, pK., = 12,78 pti 25 °C a pK,, = 3,00, pK, = 3,79, pK_, =
6,12, pKaT4 = 12,75 pti 37 °C a potenciometricky ng1 = 3,69, pKZ2 = 3,81, pK;f3 = 4,73
pfi 25 °C a pK] =3,62, pK., = 3,73, pK_, = 4,43 pfi 37 °C.

Termodynamické parametry AH® a AG° byly vypoéteny z teplotni zmény disociaénich

konstant podle van't Hoffovy rovnice. Spektralni metodou byly ze zavislosti In Kna 1/T

vy¢isleny hodnoty molarni entalpie AH°, entropie 4S° a Gibbsovy volné energie 4GP (obr. B16):
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pro pKa s hodnotami 4H° = 5,24 kJ-mol?, 45° = -40,31 J-mol! a 4G° = 12,02 kJ-mol*
pii 298,16 K, pro pKaz s hodnotami AH° = 19,78 kJ-mol?, 48° = -6,56 J-mol™* a AG° = 1,98
kJ-mol™ pii 298,16 K, pro pKaz s hodnotami 4H° = 55,53 kJ-mol?, 45° = 62,91 J-mol* a 4G° =
18,70 kJ-mol™ pii 298,16 K a pro pKas s hodnotami AH° = 23,78 kJ-mol™, 45° =

-167,40 J-mol™t a 4G° = 49,94 kJ-mol* pii 298,16 K. Potenciometrickou titraci byly ze zavislosti
In K na 1/T vyé&isleny hodnoty molarni entalpie AH°, entropie A4S° a Gibbsovy volné energie
AG® pro pKar s hodnotami 4H° = 41,91 kJ-mol?, 45° = 69,58 J-mol™* a 4G° = 21,09 kJ-mol*
pfi 298,16 K, pro pKaz s hodnotami 4H° = 40,30 kJ-mol?, 45° = 51,23 J-mol™* a 4G° = 25,12
kJ-mol™ p#i 298,16 K, pro pKas s hodnotami AH° = 18,54 kJ-mol?, 45° = -29,89 J-mol™* a 4G°
= 27,40 kJ-mol* pii 298,16 K.

0
[
[ 9 i /\CH,‘

Obr. B19 Protona¢ni schéma Baricitinibu

4.2 Valsartan

(1) Spektrofotometricka a potenciometricka titrace pH umoznily méfeni dvou blizkych
disocia¢nich konstant Valsartanu (obr. V13). Chromofory Valsartanu vykazovaly
pii upravé pH roztoku men$i zmény absorbance v UV/Vis-spektrech, a proto odhady
disociacnich konstant byly vystaveny vétsi nejistoté nez potenciometrickym stanovenim.

v

Z tohoto diivodu byl potenciometricky ziskan spolehlivéjsi odhad disociac¢nich konstant.
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(2) Anion Valsartanu ozna¢eny L2 byl schopen protonace v &isté vodé za vzniku rozpustnych
castic LH2, LH". Graf moléarnich absorp¢nich koeficientli rtizné¢ protonovanych ¢éstic
proti vinové délce ukazal, ze spektrum €L, eLH, £LH2 bylo pro ¢astice korelované a ze hodnoty
V parech jsou znaén¢€ podobné.

(3) Bylo prokazano, ze v rozmezi pH = 2—7 lze ze spektra spolehlivé odhadnout dvé disociaéni
konstanty, kdyZ koncentrace obtizné rozpustného Valsartanu byla 1,0 x 10 mol-dm™
nebo méné. Piestoze nastavena hodnota pH ovlivnila zmény absorbance v chromoforu
mén¢, byly spolehlivé stanoveny dvé termodynamické disocia¢ni konstanty, piicemz
REACTLAB dosghl hodnot pK!, =3,70 + 0,12, pK, = 4,82 + 0,08 pfi 25 °C a pK, = 3,44
+0,08, pK, = 4,67 + 0,02 pii 37 °C.

(4) Programem ESAB byly stanoveny regresni analyzou potenciometrickych kiivek titrace pH
dvé termodynamické disocia¢ni konstanty Valsartanu pfi koncentraci 1 x 10 mol-dm3,
pK], =3,51+0,00, pK,, = 4,63 + 0,00, pfi 25 °C a pK], = 3,44 + 0,03, pK., = 4,51 + 0,03
pti 37 °C.

(5) Predikce disocia¢nich konstant Valsartanu byla provedena programy MARVIN, PALLAS,
ACD/Percepta ke stanoveni protona¢nich mist. Pfi porovnani tfi prediktivnich a dvou
experimentalnich technik se prognostické programy v odhadu pKa n€kde mirné lisily.

(6) Termodynamické parametry AH® a AG® byly vypoéteny ze zmény teploty disociagnich
konstant podle van't Hoffovy rovnice. Pozitivni hodnoty entalpie AH%(pKa1) = 10,33
kJ-mol™, AH(pKa2) = 17,70 kJ-mol™? ukazaly, Ze disociacni proces byl endotermicky a je
doprovézen absorpci tepla. Pozitivni hodnoty Gibbsovy energie jsou 4G°(pKa) = 20,03
kJ-mol?, 4G%(pKaz) = 26,43 kJ-mol ™ pti 25 ° C. Standardni entropie disociace AS° pfi 25 °C
a 37 °C jsou negativni AS’(pKa1) = -32,56 J-K1-mol™, AS°(pKaz) = -29,26 J-K'1-mol*?
pfi 25 °C a AS(pKa1) = -30,01 J-Kt-mol?, AS?(pKaz) = -25,92 J-K-mol™? pti 37 °C.
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Obr. V13 Protonaéni schéma Valsartanu

65



5 POUZITA LITERARTURA

1. Lilly and Incyte Announce Submission of NDA to FDA for Oral Once-Daily Baricitinib for
Treatment of Moderate-to-Severe Rheumatoid Arthritis. Drugs.com (2016)

2. Genovese, MC, Kremer, J, Zamani, O, Ludivico, C, Krogulec, M, Xie L, Beattie, SD, Koch,
AE, Cardillo, TE, Rooney, TP, Macias, WL, de Bono, S, Schlichting, DE, Smolen, JS:
Baricitinib in Patients with Refractory Rheumatoid Arthritis. N Engl J Med. 374(13), 1243-
1252 (2016) doi:10.1056/NEJM0al507247

3. FDA Briefing Document, Arthritis Advisory Committee Meeting. FDA AAC Brief NDA
207924 (2018) (2018)

4. Ni, H, Moe, S, Myint, KT, Htet, A: Oral Janus Kinase Inhibitor for the Treatment of
Rheumatoid Arthritis: Tofacitinib. ISRN Rheumatol. 2013(ID 357904,), 1-9 (2013)
d0i:10.1155/2013/357904

5. Dougados, M., Fautrel, B. J., Van de Laar, Mafj, Kirkham, B., Alten, R., Cseuz, R., Smolen,
J. S., Sanchez-Bursone, J., Bird, P., Scheinberg, M., Van den Bosch, F., Barry, J., Durand, F.,
Zhu, B. J., De Leonardis, F., Taylor, P. C.: SUMMARY OF BARICITINIB EFFECT ON
PATIENT-REPORTED OUTCOMES (PROS) IN METHOTREXATE-INADEQUATE
RESPONDER PATIENT POPULATION. Rheumatology 57 (2018)

6. Guttman-Yassky, E., Silverberg, J. I., Nemoto, O., Forman, S. B., Wilke, A., Prescilla, R.,
de la Pena, A., Nunes, F. P., Janes, J., Gamalo, M., Donley, D., Paik, J., DeLozier, A. M.,
Nickoloff, B. J., Simpson, E. L.: Baricitinib in adult patients with moderate-to-severe atopic
dermatitis: A phase 2 parallel, double-blinded, randomized placebo-controlled multiple-dose
study. Journal of the American Academy of Dermatology 80(4), 913-+ (2019)
doi:10.1016/j.jaad.2018.01.018

7. Choy, E. H.: Effect of biologics and targeted synthetic disease-modifying anti-rheumatic
drugs on fatigue in rheumatoid arthritis. Rheumatology 58, 51-55 (2019)
doi:10.1093/rheumatology/kez389

8. Choy, E. H.: Clinical significance of Janus Kinase inhibitor selectivity. Rheumatology 58(6),
953-962 (2019) doi:10.1093/rheumatology/key339

9. Choy, E. H. S., Miceli-Richard, C., Gonzalez-Gay, M. A., Sinigaglia, L., Schlichting, D. E.,
Meszaros, G., de la Torre, I., Schulze-Koops, H.: The effect of JAK1/JAK2 inhibition in
rheumatoid arthritis: efficacy and safety of baricitinib. Clinical and Experimental
Rheumatology 37(4), 694-704 (2019)

10. Josef, S., Maxime, D., Tsutomu, T., Mark, G., Boulos, H., Rena, K., Arthur, K., Ricardo,
B. A., Jean, D., Peter, T., Peter, N., Cristiano, Z., Patrick, D., Georg, P., Subhashini, A.,

66



Francesco, D., Ronald, V.: Durability, Maintenance and Effects of Dose Reduction Following
Prolonged Treatment with Baricitinib. Swiss Medical Weekly 148, 19S-19S (2018)
11. Babic” S., Horvat A. J.M., Pavlovic” D.M, M., Kastelan-Macan: Determination of pKa
values of active pharmaceutical ingredients. Trends in Analytical Chemistry, 26(11) (2007)
12. Williams H. D, Trevaskis N. L, Charman S. A, Shankere R.M, Charman W.N, Pouton C.E,
Porter C.J.H: Strategies to address low drug solubility in discovery and development.
Pharmacol Rev. 65(1), 315-499 (2013)
13. Goldberg, R. N., Kishore, N., Lennen, R. M.: Thermodynamic quantities for the ionization
reactions of buffers. Journal of Physical and Chemical Reference Data 31(2), 231-370 (2002)
d0i:10.1063/1.1416902
14. De Stefano, C. , Princi, P., Rigano, C., Sammartano, S. : Computer analysis of equilibrium
data in solution ESAB2M: an improved version of the ESAB program. Annali Di Chimica 77(7-
8), 643-675 (1987)
15. Al-Bedair, L. A.: Potentiometric Studies on the Binary and Mixed Ligand Complexes in
Solution: Zn(11) - Amlodipine - Amino Acids Systems. Orient J Chem 32(1), 609-615 (2016)
doi:Doi 10.13005/0jc/320169
16. Alderighi, L., Gans, P., lenco, A., Peters, D., Sabatini, A., Vacca, A.: Hyperquad simulation
and speciation (HySS): a utility program for the investigation of equilibria involving soluble
and partially soluble species. Coordin Chem Rev 184, 311-318 (1999) doi:Doi 10.1016/S0010-
8545(98)00260-4
17. Alderighi, L, Gans, P, lenco, A, Peters, D, Sabatini, A, Vacca A: Coordination Chemistry
Reviews184 (1999) 311 — 318Hyperquad simulation and speciation (HySS): autility
program for the investigation ofequilibria involving soluble and partiallysoluble species.
Coordination Chemistry Reviews 184, 311-318 (1999)
18. Byrne, L. A., Hynes, M. J., Connolly, C. D., Murphy, R. A.: Analytical determination of
apparent stability constants using a copper ion selective electrode. J Inorg Biochem 105(12),
1656-1661 (2011) doi:10.1016/j.jinorgbio.2011.07.016
19. Gans, P., Sabatini, A., Vacca, A.. Investigation of equilibria in solution. Determination of
equilibrium constants with the HYPERQUAD suite of programs. Talanta 43(10), 1739-1753
(1996) doi:10.1016/0039-9140(96)01958-3
20. Gans, P., Sabatini, A., Vacca, A.: Hyperquad computer-program suite. Abstr Pap Am Chem
S 219, U763-U763 (2000)
21. Gans, P., Sabatini, A., Vacca, A.: Simultaneous calculation of equilibrium constants and
standard formation enthalpies from calorimetric data for systems with multiple equilibria in
solution. J Solution Chem 37(4), 467-476 (2008) doi:10.1007/s10953-008-9246-6

67



22. Meloun, M., Ferencikova, Z., Niesnerova, 1., Pekarek, T.: Oligomers-model building in
protonation equilibria of sitagliptin. Cent Eur J Chem 11(11), 1799-1807 (2013)
d0i:10.2478/s11532-013-0304-6

23. Allen, R. I, Box, K. J., Comer, J. E. A,, Peake, C., Tam, K. Y.: Multiwavelength
spectrophotometric determination of acid dissociation constants of ionizable drugs. J
Pharmaceut Biomed 17(4-5), 699-712 (1998) doi:Doi 10.1016/S0731-7085(98)00010-7

24. Kim, H., Brooks, K. M., Tang, C. C., Wakim, P., Blake, M., Brooks, S. R., Sanchez, G. A.
M., de Jesus, A. A., Huang, Y., Tsai, W. L., Gadina, M., Prakash, A., Janes, J. M., Zhang, X.,
Macias, W. L., Kumar, P., Goldbach-Mansky, R.: Pharmacokinetics, Pharmacodynamics, and
Proposed Dosing of the Oral JAK1 and JAK2 Inhibitor Baricitinib in Pediatric and Young Adult
CANDLE and SAVI Patients. Clinical Pharmacology & Therapeutics 104(2), 364-373 (2018)
doi:10.1002/cpt.936

25. Kim, H., Brooks, K. M., Wakim, P., Blake, M., Brooks, S. R., Sanchez, G. A. M., de Jesus,
A. A., Huang, Y. Tsai, W. L., Gadina, M. G., Kumar, P., Goldbach-Mansky, R.:
Pharmacokinetics (PK), Pharmacodynamics (PD), and Proposed Dosing of Oral Janus Kinase
(JAK) 1 and JAK2 Inhibitor Baricitinib in Patients with IFN-Mediated Autoinflammatory
Diseases (AIDs). Arthritis & Rheumatology 69 (2017)

26. Veeraraghavan, S., Thappali, S. R. S., Viswanadha, S., Vakkalanka, S., Rangaswamy, M.:
Simultaneous Quantification of Baricitinib and Methotrexate in at Plasma by LC-MS/MS:
Application to a Pharmacokinetic Study. Scientia Pharmaceutica 84(2), 347-359 (2016)
doi:10.3797/scipharm.1510-08

27. Wehler, E., Boytsov, N., Nicolay, C., Herrera-Restrepo, O., Kowal, S.: A Budget Impact
and Cost Per Additional Responder Analysis for Baricitinib for the Treatment of Moderate-to-
Severe Rheumatoid Arthritis in Patients with an Inadequate Response to Tumor Necrosis Factor
Inhibitors in  the USA (August, 10.1007/S40273-019-00829-X, 2019).
Pharmacoeconomicsdoi:10.1007/s40273-019-00857-7

28. ACD/Labs pKa Predictor 3.0. In: Inc., A.C.D. (ed.). Toronto, Canada, (2007)

29. ACD/Labs pKa Predictor 3.0. In: Inc., A.C.D. (ed.). Toronto, Canada, (2011)

30. Krotz-Vogel, W., Hoppe, H. C.: The PALLAS parallel programming environment. Lect
Notes Comput Sc 1332, 257-266 (1997)

31. Balogh, G. T., Gyarmati, B., Nagy, B., Molnar, L., Keseru, G. M.: Comparative Evaluation
of in Silico pK(a) Prediction Tools on the Gold Standard Dataset. Qsar Comb Sci 28(10), 1148-
1155 (2009)

32. ChemAxon: MARVINSketch 16.5.2.0. (2013)

68



33. ChemAXxon: MarvinSketch 16.5.2.0. In, vol. 16.5.2.0. ChemAxon, Budapest, Hungary,
(2013)

34. Meloun, M., Bordovska, S., Syrovy, T.: A novel computational strategy for the pK(a)
estimation of drugs by non-linear regression of multiwavelength spectrophotometric pH-
titration data exhibiting small spectral changes. J Phys Org Chem 20(9), 690-701 (2007)

35. Manchester, J., Walkup, G., Rivin, O., You, Z. P.: Evaluation of pK(a) Estimation Methods
on 211 Drug like Compounds. J Chem Inf Model 50(4), 565-571 (2010)

36. ten Brink, T., Exner, T. E.: pK(a) based protonation states and microspecies for protein-
ligand docking. J Comput Aid Mol Des 24(11), 935-942 (2010)

37. Meloun, M., Bordovska, S., Syrovy, T., Vrana, A.: Tutorial on a chemical model building
by least-squares non-linear regression of multiwavelength spectrophotometric pH-titration
data. Anal Chim Acta 580(1), 107-121 (2006) doi:10.1016/j.aca.2006.07.043

38. Meloun, M., Bordovska, S.: Benchmarking and validating algorithms that estimate pK(a)
values of drugs based on their molecular structures. Anal Bioanal Chem 389(4), 1267-1281
(2007) doi:10.1007/s00216-007-1502-x

39. Meloun, M., Syrovy, T., Bordovska, S., Vrana, A.: Reliability and uncertainty in the
estimation of pK (a) by least squares nonlinear regression analysis of multiwavelength
spectrophotometric pH titration data. Anal Bioanal Chem 387(3), 941-955 (2007)
d0i:10.1007/s00216-006-0993-1

40. Gruji¢, M., Popovi¢, G., Nikolic, K., Agbaba, D.: Protolytic equilibria of sartans in micellar
solutions of differently charged surfactans. J. Pharm. Sci. 105(8), 2444-2452 (2016)
d0i:10.1016/j.xphs.2016.06.007

41. Lemke, T.L., Williams, D.A., Roche, V.F., Zito, S.W.: Foye’s Principles of Medicinal
Chemistry. Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia, PA, USA (2013)

42. Doulton, T.W., He, F.J., MacGregor, G.A.: Systematic Review of Combined Angiotensin-
Converting Enzyme Inhibition and Angiotensin Receptor Blockade in Hypertension.
Hypertension 45, 880-886 (2005) doi:10.1161/01.HYP.0000161880.59963.da

43. Brunton, L.L., Chabner, B., Knollmann, B.C.: Goodman & Gilman's The Pharmacological
Basis of Therapeutics McGraw-Hill, New York

44. Inzucchi, Silvio E., Bergenstal, Richard M., Buse, John B., Diamant, Michaela, Ferrannini,
Ele., Nauck, Michael, Peters, Anne L., Tsapas, Apostolos, Wender, Richard: "Management of
Hyperglycemia in Type 2 Diabetes, 2015: A Patient-Centered Approach: Update to a Position
Statement of the American Diabetes Association and the European Association for the Study
of Diabetes". Diabetologia 55(6), 1577-1596 (2015) doi:10.1007/s00125-012-2534-0

69



45, Katzung, B.G. , Masters, S.B., Trevor, A.J.: Basic & Clinical Pharmacology vol. Chapter
11. vol. 13 edition. McGraw-Hill Education, (2012)

46. Manallack, D.T. , Prankerd, R.J. , Nassta, G.C. , Ursu, O., Oprea, T.l., Chalmers, D.K.: A
chemogenomic analysis of ionization constants--implications for drug discovery. Chem. Med.
Chem. 8, 242-255 (2013) doi:10.1002/cmdc.201200507

47. Meloun, M., Pilatova, L., Bures, F., Pekarek, T.: Multiple dissociation constants of the
Interpirdine hydrochloride using regression of multiwavelength spectrophotometric pH-
titration  data.  Journal of  Molecular Liquids 261, 480-491 (2018)
doi:10.1016/j.molliq.2018.04.056

48. Meloun, M., Pilatova, L., Pekarek, T., Javiirek, M.: Overlapping pK(a) of the Multiprotic
Hemostyptic Eltrombopag using UV-Vis Multiwavelength Spectroscopy and Potentiometry. J
Solution Chem 46(11), 2014-2037 (2017) doi:10.1007/s10953-017-0682-z

49. Meloun, M., Riha, V., Za&ek, J.: Piston Microburette for Dosing Aggressive Liquids. Chem
Listy 82(7), 765-767 (1988)

50. Leggett, D. J., McBryde, W. A. E.: General computer program for the computation of
stability constants from absorbance data. Analytical Chemistry 47(7), 1065-1070 (1975)

51. Meloun, M., Ferencikova, Z., Javurek, M.: Reliability of dissociation constants and
resolution capability of SQUAD(84) and SPECFIT/32 in the regression of multiwavelength
spectrophotometric pH-titration data. Spectrochim Acta A Mol Biomol Spectrosc 86, 305-314
(2012) do0i:10.1016/j.5aa.2011.10.041

52. Maeder, M. , King, P. : Analysis of Chemical Processes, Determination of the Reaction
Mechanism and Fitting of Equilibrium and/or Rate Constants. (2012)

53. Meloun, M., Capek, J., Miksik, P., Brereton, R. G.: Critical comparison of methods
predicting the number of components in spectroscopic data. Anal Chim Acta 423(1), 51-68
(2000) doi:Doi 10.1016/S0003-2670(00)01100-4

54. ORIGIN. In. OriginLab Corporation, One Roundhouse Plaza, Suite 303, Northampton, MA
01060, USA.,

55. Meloun, M., Havel, J., Hogfeldt, E.: Computation of solution equilibria: A guide to methods
in potentiometry, extraction, and spectrophotometry. Ellis Horwood series in analytical
chemistry. Ellis Horwood Chichester, England (1988)

56. Kankare, J. J.: Computation of equilibrium constants for multicomponent systems from
spectrophotometric  data.  Analytical ~ Chemistry  42(12), 1322-1326  (1970)
d0i:10.1021/ac60294a012

70



57. Meloun, M., Militky, J.: Statistical Data Analysis: A Practical Guide, Complete with 1250
exercises and answer key on CD, First ed. Woodhead Publishing Limited, 80 High street
Sawstone Cambridge, CB22 3HJ, UK, New Delhi, Cambridge, Oxford, Philadelphia (2011)
58. Meloun, M., Militky, J., Forina, M.: Chemometrics for analytical chemistry, Volume 1: PC-
Aided Statistical Data Analysis. Chemometrics for analytical chemistry. Ellis Horwood,
Chichester (1992)

59. Meloun, M., Militky, J., Forina, M.: Chemometrics for analytical chemistry, Volume 2: PC-
aidedregression and related mathods. Chemometrics for analytical chemistry. Ellis Horwood,
Chichester (1994)

60. Meloun, M., Militky, J., Forina, M.: Chemometrics for analytical chemistry, Volume 2: PC-
aided regression and related methods. Chemometrics for analytical chemistry. Ellis Horwood,
Chichester (1994)

61. Perrin, D. D.: The effect of temperature on pK values of organic bases. Australian Journal
of Chemistry 17(4), 484-488 (1964)

62. L, Samuelsen, r, Holma, a, Lathuile, Ch, Schonbeck: Buffer solutions in drug formulation
and processing: How pKa values depend on temperature, pressure and ionic strength.
International Journal of Pharmaceutics 560, 357-364 (2019)

63. H, Fukada, K., Takahashi: Enthalpy and heat capacity changes for the proton dissociation
of various buffer components in 0.1 M potassium chloride. Proteins 33(2), 159-166 (1998)

64. Role of valsartan, amlodipine and hydrochlorothiazide fixed combination in blood pressure
control:  An update - Scientific Figure on ResearchGate. Dostupné z:
https://www.researchgate.net/figure/Mechanism-of-action-of-valsartan-Abbreviations-ACE-
angiotensin-converting-enzyme-AT1_fig2 43227522 [cit. 5.5.2020]

71



