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HIGHLIGHTS

e Prvni experimentalné stanovena UV/VIS spektra a hodnoty pKj, 1é¢iva Eltrombopag.

e Eltrombopag 1é¢i nizky pocet krevnich desticek u dospélych pacienti s chronickou
imunitni idiopatickou trombocytopenii.

e Bylo stanoveno pét disociacnich konstant 1é¢iva Eltrombopag pii 25°C a 37°C.

e Spektrofotometrickou a potenciometrickou titraci byly studovany protonacni rovnovahy.

e Z hodnosti absorban¢ni matice byl odhadnut pocet svétlo-absorbujicich ¢astic vSech ¢astic

protonacni rovnovahy.

NOVELTY

(@) Védecka motivace: Eltrombopag je lé¢ivo k 1é¢b& nizkého pocétu krevnich desticek
u dospélych pacientl s chronickou imunitni idiopatickou trombocytopenii (ITP). Zptisobuje
vyssi produkci krevnich desticek bunkami kostni dfené. Oblast Iékafstvi a farmakologie

nezbytné potiebuje znalost fyzikalnich konstant (spektra, pK, rozpustnost, atd.) novych 1éciv.

(b) Vyznam: Spektra, disociacni konstanty a distribu¢ni diagramy relativni koncentrace rtizné
protonovanych ¢astic nového malo rozpustného 1éciva Eltrombopag nebyly doposud

publikovany.

(c) VSeobecny vyznam ziskanych vysledki: Pocitacem asistovanou analyzou absorbanénich
pH spekter bylo odhadnuto pét disociacnich konstant, u kterych byla prokazana vérohodnost
odhadii parametri regresni analyzy. Vzhledem k silné piekryvajicim se protona¢nim
rovnovaham a nizké rozpustnosti léCiva byla k vyhodnoceni smisenych pK, vedle
spektrofotometrie pouzita také potenciometrie. Ze zavislosti pK; na iontové sile byly
odhadnuty thermodynamické disocia¢ni konstanty pii 25°C a 37°C.



HIGHLIGHTS

e First experimentally determined UV/VIS spectra and pK, value of Eltrombopag.

e Eltrombopag treats low blood platelet counts in adults with chronic immune idiopathic
thrombocytopenia.

e Five thermodynamic dissociation constants of Eltrombopag were determined at 25°C and
37°C.

e Protonation equilibria were studied with spectrophotometric and potentiometric titrations.

e The number of light-absorbing species of all protonation equilibria was estimated from the

rank of the absorbance matrix.

NOVELTY

(a) Scientific motivation: Drug Eltrombopag treats low blood platelet counts in adults with
chronic immune idiopathic thrombocytopenia ITP. It works by causing the cells in the bone
marrow to produce more platelets. Medicine and pharmacology needs physical constants

(spectra, pK's, solubility, etc.) of new drugs.

(b) Relevance: No spectra and no dissociation constants and no distribution diagrams of
relative concentration of variously protonated species of the new sparingly soluble drug

Eltrombopag have been published in literature by now.

(c) General significance of the obtained results: Five dissociation constants were estimated
using a computer-assisted pH-absorbance spectra analysis when the reliability of the used
regression analysis was proven. Because of the strongly overlapping protonation equilibria
and a limited solubility behind the spectrophotometric also potentiometric data analysis was
used to evaluate mixed pK, Using a dependence on the ionic strength thermodynamic

dissociation constants at 25°C and 37°C were estimated.



ANOTACE

Pro stanoveni disocia¢nich konstant multiprotického 1éCiva Eltrombopag byly
porovnany potenciometrické a spektrofotometrické pH-titrace. Eltrombopag slouzi k 1é¢bé
nizkého poctu krevnich desti¢ek u dospélych pacientli s chronickou imunitni idiopatickou
trombocytopenii (ITP). Eltrombopag vykazuje pét protonovatelnych mist v rozmezi pH od 2
do 10, kde dv¢ pK jsou vzdalené (ApK > 3), zatimco dalsi tfi jsou blizké disociac¢ni konstanty.
Podle predik¢niho programu MARVIN se v neutralnim prostfedi Eltrombopag vyskytuje ve
vodé rozpustné form¢ LHs, ktera mize byt protonovana na rozpustné molekuly LH; a LHs.
Molekula LH; mtze byt také disociovana na tfi obtizné rozpustné molekuly LH,, LH a L.
Matice spekter pii hodnotach pH od 2 do 10, od 300 do 625 nm vykazuje citlivost chromofort
na zménu pH. Vzhledem k omezené rozpustnosti Eltrombopagu nad pH 9,5 byla protonace
studovana jen do pH 10. P&t disociacnich konstant bylo spolehlivé urceno programy
REACTLAB a SQUAD(84), které vedly ke shodnym odhadiim disociacnich konstant. Ze
zavislosti disociacni konstanty na iontové sile byly pii teplotach 25°C a 37°C vycisleny
thermodynamické disociagni konstanty: pKai' = 2.69 a 3.38, pKao' = 6.97 2 5.79, pKas' = 7.13
a7.12, pKas' = 7.65 a 7.54, pKas' = 8.30 a 9.43. Protoze se nad pH 10 a pod pH 5 objevuje
v titrovaném roztoku opalescence velmi jemné srazeniny Eltrombopagu, nebyla ¢ast
potenciometrické pH-titracni kiivky nad pH 9 a pod pH 5 brana do regresni analyzy a odhad
pouze disociacnich konstant pKa, pKaz, pKas, PKas byl proveden pii 25°C programy ESAB
a HYPERQUAD.

KLICOVA SLOVA

Disocia¢ni konstanty, Eltrombopag, spektrofotometricka titrace, potenciometricka

titrace, SQUAD(84), REACTLAB, ESAB, HYPERQUAD



ANNOTATION

Potentiometric and spectrophotometric pH-titrations of the multiprotic drug Eltrombopag
for dissociation constants determination were compared. Eltrombopag treats low blood
platelet counts in adults with chronic immune idiopathic thrombocytopenia ITP. Eltrombopag
exhibits five protonatable sites in a pH range of 2 to 10, where two pK are well separated
(ApK > 3), while the other three are near dissociation constants. According to MARVIN
prediction, in the neutral medium Eltrombopag occurs in the slightly water soluble form LH3
that can be protonated to the soluble molecules LH, and LHs The molecule LH; can be
dissociated to still difficultly soluble molecules LH, LH and L. The set of spectra upon pH
from 2 to 10 in the 300 to 625 nm exhibits sensitivity of chromophores to a pH change. Due
to limited solubility of Eltrombopag above pH 9,5 the protonation was studied up to pH 10.
Five dissociation constants can be reliably determined with REACTLAB and SQUAD(84)
leading to the same value. From a dependence on ionic strength the thermodynamic
dissociation constants were estimated at 25°C and 37°C: pKalT = 2.69 and 3.38, pKagT =6.97
and 5.79, pKss' = 7.13 and 7.12, pKa' = 7.65 and 7.54, pK,s' = 8.30 and 9.43. Since pH
above 10 and pH down 5 occurs in a titrated solution the very fine precipitate of Eltrombopag
which is initially forming a slight opalescence, this part of the potentiometric titration curve
pH over 9 and pH down 5 was not taken into regression analysis to estimate pKap, pKaz, pKa,
pKas only at 25°C with ESAB and HYPERQUAD.

KEYWORDS

Dissociation constants, Eltrombopag, spectrophotometric titration, potentiometric
titration, SQUAD(84), REACTLAB, ESAB, HYPERQUAD
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

ITP Idiopaticka trombocytopenicka purpura

JAK-STAT Janusova kindza a signalni transkriptor a aktivator transkripce
XE Extrahovana chyba

RE Reélna chyba

RSS The residual sum of squares - rezidualova suma ¢tverct



Uvod

Cilem diplomové prace bylo stanoveni thermodynamickych disociac¢nich konstant
1éCiva Eltrombopag. LéCivo s garanci vysoké Cistoty bylo dodano spolecnosti ZENTIVA
GROUP, Ltd. (Praha). Acidobazické vlastnosti 1é¢iv urcuji, zda a za jakych podminek bude
latka v disociované iontové nebo neiontové formé, coz ma zasadni vliv na jeho rozpustnost
a hlavné na rychlost rozpousténi v gastrointestinalnim traktu a v propustnosti ptes biologické
membrany. Pfesné stanoveni disociacnich konstant je tak casto nutné v riznych chemickych
a biochemickych oblastech. Samotné stanoveni disociacnich konstant lze provadét

spektrofotometrickymi metodami v UV/VIS oblasti a potenciometricky.

V diplomové praci byly regresni analyzou dat ziskanych metodami
spektrofotometrické a potenciometrické titrace na zakladé nejlep$i tésnosti prolozeni
stanoveny smisené disociatni konstanty pK,. Ze =zavislosti stanovenych smiSenych
disociacnich konstant na odmocniné z iontové sily byly pfi teplotach 25°C a 37°C pomoci

regresni analyzy Debye-Hiickelova vztahu stanoveny thermodynamické disociaéni konstanty.
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1 Literarni Cast
1.1 Studované lécivo - Eltrombopag

1.1.1 Chemické a fyzikalni vlastnosti

Chemicky nazev latky podle IUPAC zni 3'-[2-[(2Z2)-1-(3,4-dimethylphenyl)-1,5-
dihydro-3-methyl-5-0x0-4H-pyrazol-4-ylidene]hydrazinyl]-2"-hydroxy-[ 1,1’ -biphenyl]-3-
karboxylova kyselina (obr. 1). Cytostatikum ma i své synonymni oznaceni Eltrombopagum.
Sumarni vzorec latky je CasH22N4O4, molekulova hmotnost 442.466 g.mol'l. Eltrombopag Ize
nalézt pod registracnim ¢islem CAS 496775-61-2. Na trhu se vyskytuje pod obchodnimi

znackami Promacta nebo Revolade. Jedné se o oranzovou pevnou latku s rozpustnosti ve vodé

0.0103 mg.ml™[1].

0 ‘ OH
H,C “NH

H3C H3

Obr. 1 - Strukturni vzorec Eltrombopagu [2].

1.1.2 Mechanismus uc¢inku

Eltrombopag patifi do farmakoterapeutické skupiny hemostyptika, hemostatika.
Peroralné podavané 1é¢ivo Eltrombopag je nizkomolekularni perordlni agonista receptoru pro
trombopoetin. Selektivné se vaze na transmembranovou doménu trombopoetinového
receptoru  (cMpl) na povrchu krevnich desticek, megakaryocytt a prekurzort
megakaryocytovych bun¢k, a tim zvySuje produkci trombocytii. Tento ucinek je disledkem
aktivace signalni drahy JAK-STAT (Janusova kindza a signdlni transduktor a aktivator
transkripce), ktera dale vede ke =zvySené proliferaci a diferenciaci megakaryocytd

a naslednému zvyseni po¢tu trombocytt (Obr. 2) [3].
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Obr. 2 - Mechanismus t¢inku Eltrombopagu [4].

1.1.3 Farmakokinetické vlastnosti

Po peroralnim podani dochazi ke vstfebani Eltrombopagu v travicim ustroji a za
ptiblizn¢ 4 - 6 hodin je dosazeno maximalni sérové koncentrace. Po vstiebani se vaze na
transportni plazmatické bilkoviny, kdy se jednd piedevSim o albumin. Pomoci Stépeni,
oxidace a konjugace s kyselinou glukuronovou, glutathionem nebo cysteinem dochazi
K primarni metabolizaci Eltrombopagu [5]. Primarné jsou metabolity 1é¢iva eliminovany
stolici (59 %) a zbytek je vyloucen do moci. S polyvalentnimi kationty (Fe, Ca, Mg, Al, Se
a Zn) vytvari lé¢ivo chelaty, coZ je pfi¢inou sniZzené absorpce 1é¢iva a vyrazného sniZeni jeho
sérové koncentrace. Antacida, rizné mineralni a polyvitaminové dopliiky stravy nebo mlécné

vyrobky se z tohoto divodu nedoporucuji uzivat souc¢asn¢ s timto 1é¢ivem [6].

1.1.4 Terapeutické indikace

Lécivo se stalo ucinnym piipravkem v 1écbé idiopatické trombocytopenické purpury
(ITP). ITP je autoimunitni onemocnéni, pii kterém protilatky proti krevnim destickam
urychluji destrukci krevnich desticek a nebo miZe byt naruSena produkce krevnich desticek
vlivem téchto protilatek, které mohou poskodit megakaryocyty. I ptes to, ze ITP mohou byt
zavazné, znamky krvaceni jsou obvykle nepatrné. Trvale nizky pocet krevnich desticek
(<20,000/mm®) je spojen se zvySenym rizikem zavazného krvaceni, jako je napiiklad
intrakranialni hemoragie (intrakranialni krvaceni) [7]. Eltrombopag zvySuje pocet
trombocytl, snizuje riziko krvacivych komplikaci a v porovnani s jinymi metodami 1écby
pacientu trpicich ITP je povazovan za jeden z nejucinnéjsich [8].

19



2 Teoreticka cast
2.1 Disociacni/protonacni konstanty a jejich stanoveni

Disocia¢ni/protonacni konstanty jsou velmi dilezité jak pfi analyze léCiv, tak i pfi
interpretaci jejich mechanismu ucinku, protoze jsou kliCcovymi parametry pro oznaceni
rozsahu ionizace molekul v roztoku pfi riznych hodnotich pH. Disocia¢ni/protonac¢ni
konstanty organickych sloucenin hraji velmi zasadni roli v mnoha analytickych postupech,
kterymi jsou acidobazické titrace, extrakce rozpoustédlem a tvorba komplexd. V souvislosti
sobjevy a vyvojem novych farmaceutickych 1é¢iv je vyznam stanoveni pK, zduraznén
skutecnosti, ze pies 60 % vSech znamych farmaceutickych latek jsou slabé kyseliny nebo
baze. Fyzikalné-chemické vlastnosti téchto farmaceutickych latek jako lipofilita, rozpustnost
a propustnost pies biologické membrany, jsou casto zavislé na pH. Disocia¢ni/protonacni
konstanty hraji klicovou tlohu pii vyvoji novych 1é¢iv, kde je dulezita znalost ionizovaného
stavu urcité funkéni skupiny a porozuméni farmakokinetickym a farmakodynamickym
vlastnostem 1é¢iv. Tomuto tématu je vénovan zna¢ny zajem v poslednich publikacich [9 -
18].

Pro stanoveni disociacnich konstant byla popsdna fada metod, kterymi jsou
potenciometrie, UV/VIS spektrofotometrie, nukledrni magnetickd rezonance a také
konduktometrie. Nejdulezitéjsi a Siroce pouzivanymi metodami jsou potenciometricka

a spektrofotometricka titrace diky snadnému pouziti a nizkym nakladim [9].

2.1.1 Disociaéni konstanta

Disociace slabého elektrolytu vede na rovnovazny stav, kdy ¢ast latky zlstava ve své
nedisociované¢ form¢ a zbytek ve tvaru pfisluSnych iontd. Acidobazickou rovnovahu

disocia¢ni reakce slabého elektrolytu HA je mozné vyjadtit rovnici:
HA & A=+ H* 1)

Mira, do jaké je elektrolyt schopen disociace, tj. sila slabého elektrolytu, je vyjadiena
udajem o velikosti disociacni konstanty K,. Aktivitni vyraz K, Ize slovné definovat a to jako
podil ze soucinu aktivit konecnych latek umocnénych na stechiometrické koeficienty a ze

soucinu aktivit vychozich latek rovnéz umocnénych na stechiometrické koeficienty:
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_ ay+aa- _ [ATI[H*]va~vy+
Ka(p; T) - apa - [HA] YHA ) (2)
kde y predstavuje aktivitni koeficient a symboly ionti v hranatych zavorkach ptedstavuji
koncentrace nedisociovanych/disociovanych forem. Ve zifedénych roztocich se hodnoty

aktivitnich koeficientd blizi jedné.

Koncentra¢ni disociacni konstanta K. Kyseliny HA, jejichz velikost zavisi na iontové

sile roztoku, je pro ptipad stechiometrické rovnice HA < A~ + H™ definovéana vztahem:

[AT][H7]
[HA]

K. = 3
Pro disociacni reakce uskutecnéné pii konstantni iontové sile jsou definovany tzv.

smiSené disocia¢ni konstanty vztahem:

[Hj_1L]a,+
[H;L]

Ka, j= (4)

Pii vypoCtu smiSené disocia¢ni konstanty je pouzita jak koncentrace, tak i aktivita.
Potenciometricky méfené pH totiz odpovidd zapornému dekadickému logaritmu aktivity
vodikovych kationtl. Tyto konstanty se nachazeji v experimentech, kde jsou hodnoty pH

stanoveny pomoci sklenéné a referencni elektrody, standardizované na mezinarodné

uznavanou praktickou aktivitni stupnici pH = pan+ [19].

2.1.2 Protonac¢ni konstanta

Protonaci anionu L*' Ize dle Bronstedovy teorie podle rovnice L%~/ + H* « HL?

charakterizovat protona¢ni thermodynamickou konstantu dle vztahu:

Ko = Ay z _ [HL?] YyLZ (5)
H ™ a qape — 2 UHY Y, 214+
L H L H

Pokud se jedna o vicesytnou molekulu, je baze 1éCiva protonovana na vicesytnou
kyselinu v n¢kolika krocich, které vSak mohou byt vyjadieny jednou celkovou protonacni

konstantou Sy Protona¢ni rovnovdhou mezi aniontem L 1éCiva a protonem H vznikaji
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soubory ruzné protonovanych castic L, LH, LH», LHs, apod., zastoupenych p poctem forem,
(9, )i, 1=1, ..., p, kde index i popisuje jejich konkrétni stechiometrii. Obecny vzorec pro tyto
protonované castice je LqH,. Celkovd protonacni konstanta Py (konstanta stability) je poté

vyjadiena rovnici (6) [19].

_reHr] o«
Bar = [L19[H]T ~ 19RT (6)

2.1.3 Debye-Hiickeliv zakon

Zavislost smiSené disociacni konstanty K, na iontové sile | v disocia¢ni rovnovaze
HI? & L77' + H* kdy maji oba ionty efektivni primér iontu d pfiblizné stejné velky.
Thermodynamicka disocia¢ni konstanta je vyjadiena vztahem KI = ay+a,-/ay,, vysolovaci
koeficient C = C, — Cyy a iontova silal = 0.5)[, ¢;2z;. RozSifeny Debye-Hiickeliiv zdkon

poté vyjadfuje tuto zavislost:

A (1-22)V1

r5avD) + (C, — Cy)l, (7)

pK, = pKg —
kde A = 0.5112 mol™ "> K¥?a B = 0.3291 mol™? m™ I"? K¥2 10" (pro vodny roztok pii
25°C) [20].

Pokud se jednd o omezeny rozsah iontovych sil (I < 0.1), Ize vztah uvadét bez

vysolovaciho koeficientu a vysledkem je zkraceny Debye-Hiickeliv zakon:

A(1-22)V1 ®)

_ T _
pKq = pKq (1+BavT

2.2 Potenciometricka titrace

Pro stanoveni rovnovaznych konstant ve vodném roztoku lehce rozpustnych slou¢enin
se velmi Casto pouziva potenciometricka pH titrace. Pro kyseliny a zasady s hodnotou log K
mezi 2.5 a 10.5 Ize pfesnym méfenim ziskat dobfe reprodukovatelné vysledky (log K + 0.03).

Potenciometrickd pH titrace je omezena ruSivym vlivem interferenci souvisejicich s titraci ve
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vodném prostiedi, dale pii titraci analyt ptekonava pufracni t¢inek vody. Vétsina sloucenin
jsou ve vode¢ Spatné€ rozpustné a piesné urceni jejich disociacnich/protonac¢nich konstant je pro
potenciometrickou titraci pomérné slozity problém, jelikoz piesnost potenciometrické

indikace je omezena detekénim limitem 10 M [9, 21].

Hodnota poméru [Hj.1L]/[HjL] stanovend potenciometrickou titraci vede k urceni
podminénych koncentra¢nich konstant pK., které jsou zavislé jenom na koncentraci. Pii
studii protonace pii nizké iontové sile nebo pii vice iontovych sildch, je mozné ziskat

extrapolaci v bod& nulové iontové sily thermodynamickou disociaéni konstantu pK[ [19].

2.2.1 Chemicky model pH-potenciometrickou titraci

Chemickym modelem Se v rovnovahach rozumi pocet ¢astic rovnovazné smesi, jejich
stechiometrie, jejich konstanty stability a dalsi fyzikalni konstanty, kterymi mohou byt kiivky
napfiklad molarnich absorp¢nich koeficienti. Dfive ptfedstavovala potenciometricka titrace
standardni metodu pro stanoveni disociacnich konstant diky své piesnosti a také diky
dostupnym, rychlym a automatizovanym pfistrojim. Pii potenciometrické titraci se vzorek
titruje kyselinou nebo hydroxidem s pouzitim ¢lanku sklenéné pH-elektrody. Hodnota
smiSené disociacni konstanty pK, je vypoctena z polovicniho bodu ekvivalence dané titracni
kiivky. K zjisténi bodu ekvivalence slouzi metoda druhé derivace pH proti spotiebé¢ titraéniho
¢inidla. U potenciometrické titrace je nutno ke stanoveni disocia¢nich konstant pouzit

koncentrace 1é&iva vyssi nez 10° M [22].

2.2.1.1 Program ESAB

Regresni analyzou potenciometrické acidobazické titrani kiivky programem ESAB
Ize urcit soucasné spolecné i specifické parametry. ESAB aplikuje metodu nejmensich ¢tverct
pii analyze experimentalnich titraénich dat a hleda nejlepsi odhad zpfesniovanych parametru
na zaklad¢ nejtésnéjSiho prolozeni vypoctenych titracnich kiivek experimentidlnimi body.

Mirou vérohodnosti ur€ovanych parametrti a testovaného modelu je vzdy tésnost proloZeni.

Minimalizace rezidualni sumy c¢tverct cili ucelové funkce je mozna, pokud jsou
naméfené hodnoty pH dostate¢né spolehlivé. Hledani minima ucelové funkce ptedstavuje

totiz hledani dolicku eliptického hyperparaboloidu ve vicerozmérném prostoru o m+1
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rozmérech, kde m predstavuje pocet neznadmych odhadovanych parametri. K vy¢isleni
odhadu smérodatnych odchylek stanovovanych parametrti slouzi pak posledni vrstevnice

Vv okoli nalezeného minima [23].

Ucelova funkce ¢ili rezidualni soucet ¢tverca U(b) je definovan:

2
Uu) = Z?:lwi(vexp. - Vvypoé.) = ?=1Wiei21 9)

kde w; je statisticka vaha, ktera je definovana rovnici [20]:
- sy (10)

S dobrym instrumentalnim vybavenim byva obycejné sg = 0.1 mV nebo 0.01 jednotek
pH a sy = 0.0005 az 0.0020 cm®.

2.2.1.2 Program HYPERQUAD

Program HYPERQUAD pouziva ucelovou funkci formulovanou v maticovém zapisu
U = r"Wr, kde r je vektor rezidui reprezentujici mé&feni v mV nebo v jednotkach pH a W
matice vah. K minimalizaci objektivni funkce je u tohoto programu pouzit Gauss-Newton-

Marquardtav algoritmus. Kritérium nejlepsiho prolozeni je tzv. SIGMA kritérium, definované

SIGMA = /% (11)

kde n je pocet bod, m je pocet parametri a statistickd vaha w; je pocitana z odhadu chyb

vztahem

zavisle proménné zde v pH. Tento program analyzuje experimentaln¢ namétena data (pH, V)

potenciometrickych titraci [24].

2.3 Spektrofotometricka titrace

Alternativou potenciometrické titrace jsou spektrofotometrické metody, které jsou

obecné velmi citlivé, a proto vhodné pro studium chemické rovnovahy v roztocich. UV-VIS
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spektrofotometrie je pouzivédna i za predpokladu, Ze je nizkd rozpustnost slouceniny ve vodé
a tedy i nizka koncentrace vzorkl pro stanoveni pK, pomoci potenciometrické titrace. Hlavni
vyhodou této metody je vysoka citlivost i pii koncentraci latky 10° M, proto je metoda
vhodna i pro latky s velkymi molarnimi absorpcnimi koeficienty. Spektrofotometricka titrace
vyZzaduje piitomnost aktivniho chromoforu ve studované slouceniné, a to v blizkosti
ioniza¢niho (Cili protonac¢niho) centra molekuly, kdy totiz disociaci protonu u chromoforu
dochazi ke zméné absorpce svétla daného chromoforu. Spektra jsou kontinualné
zaznamenavana V prubc¢hu titrace pomoci spektralniho piistroje. Absorbancni spektra vzorku
se béhem titrace meéni a indikuji koncentraci neutrdlnich a ionizovanych c¢astic. K nejvétsi
zméné absorbance dochazi v hodnoté pH, kterd odpovida hodnoté disociacni konstanty pK,

[25].

Podstatou ultrafialové a viditelné spektrometrie je absorpce ultrafialového
a viditelného zéfeni, a to zfedénymi roztoky molekul. Pii absorpci dochdzi k excitaci
valen¢nich elektronti, které jsou soucéasti molekulovych orbitali. Molekulovd absorpéni

spektra miizeme proto nazyvat spektry elektronovymi.

Absorbance je definovana jako zaporny dekadicky logaritmus transmitance, neboli
propustnosti, coZ je relativni ¢ast zafeni proslého kyvetou se vzorkem. Absorbance je pifimo
umérna koncentraci absorbujici latky ¢ a tloust'ce absorbujici vrstvy | dle linearniho vztahu
podle Lambert-Beerova zakona A = ¢, - ¢ -1, kde &, je molarni absorp¢ni koeficient, C je

koncentrace latky v kyveté délky | [26].

2.3.1 Ur¢eni chemického modelu spektrofotometricky

v

K urc¢ovani chemického modelu se jevi spolehlivejsi analyza UV-VIS spekter, a to pii
vyuziti celého spektra Cili naméfené absorbancéni matice pii vice vinovych délkach.
S vyuzitim maticového poctu jsou pak regresni maticovou analyzou urCovany vedle
disocia¢nich konstant i molarni absorp¢ni koeficienty vSech barevnych ¢i svétlo-absorbujicich
castic dané rovnovazné smeési v zavislosti na vinové délce. Platnost Bougeuer-Lambert-
Beerova zakona je pfedpokladem vyhodnoceni chemického modelu. Absorbance daného i-

t¢ho roztoku pro j-tou vinovou délku A;; je pro jednotkovou délku kyvety vyjadfena vztahem

Aij = Xp&pj [HpL] = Xp&p BplHIP[L] (12)
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Grafickou interpretaci absorpéni matice A 0 ns fadcich a ny sloupcich je absorban¢ni
responzni plocha. Z této absorban¢ni responzni plochy lze ziskat fezem pii konstantni vinové
délce fotometrickou titra¢ni kiivku zde A-pH kiivku a fezem pii konstantni koncentraci

absorban¢ni spektrum [27].

2.3.1.1 Program SQUAD (84)

Program SQUAD je programem, ktery hleda nejleps$i odhady parametrl B4, @ €pgr

nelinedrni regresi metodou nejmensich ¢tverct zalozené na minimalizaci Gi¢elové funkce
2
_ _ Ng Ny ~ ..
RSC= U= %;3, Zk=1(Aexp,i,k — Acalc,i,k) ~ minimum , (13)

kde A; k. exp je prvkem absorban¢ni matice, neboli zavisle proménnou a A; k.4 j& hodnota

prvku matice vypoctena programem [23]:
Acalc,i,k = 2?21 €k, jCj (14)

Na zékladé¢ tésnosti proloZzeni vypoctené absorbancni responzni plochy
experimentalnimi body se provadi testovani navrzené hypotézy chemického modelu.
Pokud je splnéna podminka, ze s(A) = S;ns:(A) @ Hamiltontiv R-faktor je mensi nez 1 %, je

hypotéza chemického modelu pfijata jako nejpravdépodobnéjsi a model je ptijat [19,23].
2.3.1.2 Program REACTLAB™ EQUILIBRIA

Program REACTLAB byl vyvinut pro stanoveni konstant stability z dat ziskanych
spektrofotometrickou titraci. Tento program pracuje na obecnych predpokladech. Jde o tzv.
soft modelingovou metodu, ktera nevyzaduje pevné¢ zadany protonacni model. Vedle
programu S-PLUS je také schopen stanovit pocty chromofori v roztoku faktorovou analyzou

a nalézt hledané parametry jako jsou protonacni konstanty a molarni absorpcni koeficienty
[28].
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2.3.2 Ur¢eni poctu svétla absorbujicich ¢astic ze spekter

Pocet svétlo absorbujicich castic se stanovuje metodou faktorové analyzy. Faktorova
analyza je statistickou metodou, ktera slouzi k interpretaci rozptylu experimentalnich
proménnych mens$im poctem latentnich proménnych. Pocet svétlo-absorbujicich castic se
stanovi z hodnosti druhého momentu absorbancni matice A, ktera se ziska z pH-

spektrofotometrické titrace.

Datovou matici je absorbancni matice A, kterd obsahuje proménné v m sloupcich
(hodnoty pH) a objekty v n fadcich (vinové délky). Zdrojovou matici A, ktera ma rozmeéry n x
m lze vyjadfit rovnici A = LF + A (obr. 3),

Zdrojovd matice Matice skore Matice zatéH Matice chyb

A L |[X| F |T| E

Obr. 3 - Rozklad zdrojové absorbanéni matice.

kde L o rozmérech n x k pfedstavuje matici faktorového skore, F matice s rozméry kK x m
predstavuje matici faktorovych zatézi, E matice o rozmérech n x m piedstavuje matici
chybovych faktori. Zde n znaci pocet spekter, m je pocet vinovych délek, k je index testované

komponenty a r je skute¢ny pocet svétlo-absorbujicich ¢astic ve smési.

Prvnim grafickym vystupem faktorové analyzy je Catteliiv graf upati viastnich cisel.
V tomto Cattelové grafu je vynesena vypoctena funkce f(k) rezidualni smérodatné odchylky
absorbance vaci indexu K, tedy proti poc¢tu komponent. Zlom na kiivce je poté hlavnim
kritériem pro urceni poctu komponent k. Kiivka uvedené zavislosti byva v néekterych

vvvvvv

extrapolovanych tecen [29].

27



1,501 -
log s(A)
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Obr. 4 - Catelliv graf apati vlastnich ¢isel.

Kriticky se porovnava vhodnost tii vybranych postupi z metod pro stanoveni poc¢tu

svétlo-absorbujicich Castic ze spekter:

1)

2)

Kankareho metoda: metoda vychazi z druhého momentu M absorban¢ni matice A

vypocéteného podle vztahu:
M=21A4T4 (15)
M
Vyuzitim vlastnich ¢isel r, matice M se uréi rezidualni smérodatna odchylka absorbance

sk(A) podle nasledujiciho vztahu:

_ vk
5eA) = [T Zera (16)

kde tr(M) je stopa matice M a k je pocet latentnich proménnych. Hodnoty sx(A), které se
pro rizny pocet aktivnich komponent k vynasi do grafu jako funkce s, (4) = f (k).
Hledany pocet svétlo-absorbujicich castic pak odpovida hodnoté k, pii které sy(A) nejlépe
aproximuje rezidualovou Smérodatnou odchylkou absorbance Sinst(A) pro prislusny

spektrofotometr.

Metoda realné chyby: Méftitkem rozdilu mezi skuteCnymi hrubymi daty a idedlnimi

Cistymi daty je redlna chyba RE, definovéna vztahem:

_ Zg’:k+1ga
RE = /—N e 17)

kde ga jsou vlastni ¢isla kovarian¢ni matice Z a k je hledany pocet signifikantnich
latentnich proménnych. Hodnoty RE se vyndsi graficky jako funkce poctu latentnich

proménnych RE = f (k) a dale se srovndva s velikosti odhadu experimentalni chyby
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3)

daného spektrofotometru. Jako pocet svétlo-absorbujicich ¢astic se udava takova hodnota

k, pro kterou RE nejlépe aproximuje odhad experimentalni chyby.

Metoda extrahované chyby: Extrahovana chyba XE (nebo také RMS) funguje jako
méftitko rozdilu mezi hrubymi daty a daty ziskanymi rekonstrukci v kratkém cyklu pomoci
prvnich k hlavnich komponent. XE je definovana vztahem:

I-V_ M_ Ai'—Ai-z
YE = \/21_12,_& AP (18)
NM

kde Ajj je definovan jako pfislusny prvkem absorbanéni matice A a A\l , Je tento prvek

rekonstruovany pomoci prvnich k latentnich proménnych podle vzorce:

Aij = YK 1 tiabas (19)

kde tja je prvkem matice latentnich proménnych T a p,j je prvkem matice zatézi P [30].
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3 Experimentalni Cast
3.1 Pouzité chemikalie a roztoky

Léc¢ivo Eltrombopag: Toto studované 1é¢ivo bylo dodano spole¢nosti ZENTIVA GROUP,
Ltd. (Praha) s deklarovanou Cistotou nad 99 %. LéCivo bylo rozpusténo v alkalickych vodnych
roztocich a po kratké homogenizaci v digitalni ultrazvukové lazni pouzito k méteni.

Tabulka 1 - Pfiprava roztoku lé¢iva.
PFiprava roztoku lé¢iva o ¢ [mol.dm™]

Eltrombopag

Spektrofotometrie Potenciometrie

1.10*mol.dm™ 1.10° mol.dm™

Hydroxid draselny, KOH (1 M): Hydroxid byl pfipraven rozpusténim ptesné navazky
tuhého KOH (Aldrich chemical Company, USA) v 1 1 redestilované vody. Standardizace byla

provedena potenciometrickou titraci standardizovanou kyselinou chlorovodikovou.

Kyselina chlorovodikova, HCl (1 M): Pfiprava kyseliny byla provedena fedénim
koncentrované kyseliny chlorovodikové (p.a. Lachema Brno). Standardizace byla provedena
potenciometrickou titraci na navazku pevného HgO za pfitomnosti nadbyte¢ného mnoZstvi

KI.

Oxid rtutnaty, HgO (p.a. Lachema Brno) a jodid draselny, KI (p.a. Lachema Brno) byly
pouzity pro standardizaci HCI.

Chlorid draselny, KCI (2 M): Roztok byl pfipraven rozpusténim tuhé latky (p.a. Lachema

Brno) v redestilované vod¢. Chlorid draselny byl pouzivan pro Gpravu iontové sily.
Fosfatovy pufr: Byl pfipraven fosfatovy pufr o ¢ = 0.1 mol.I™.

Standardni komer¢ni pufry vyuzité pro kalibraci pH metru.
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Tabulka 2 - Zavislost pH komer¢nich pufri na teploté.

pH pufru A: pH pufru B: pH pufru C:
T [°C] roztok ftalanu NaH,PQO, + roztok boraxu +
draselného Na,HPO, NaOH
25 4.006 6.865 9.180
37 4.024 6.841 9.088

Redestilovana voda: Pro pfipravu vSech roztokd byla pouzita redestilovand voda odebrana

zZ centralni ionexové Upravny.

3.2 Standardizace odmérnych roztoku

3.2.1 Kyselina chlorovodikova, HCI1

Do méfici nadobky bylo pfedlozeno 25 ml demineralizované vody (redestilovana
voda, kterd byla 30 minut v ultrazvukové lazni), dale byl pfidan a rozpustén 1 g KI a navazka
HgO, ktera byla vypoctend na teoretickou spotiebu HCl = 250 pl. Za stdlého michani
a probublavani argonem byl roztok titrovan pomoci mikrobyrety standardnim roztokem HCI

a po kazdém ptidavku byla odectena hodnota pH. Probihaly nasledujici titrace:
HgO + 4KI + H,0 — 2KOH + K, [Hgl,]
KOH + HCl - KCl+ H,0

Bod ekvivalence byl nasledné vyhodnocen metodou derivace. Cely postup
potenciometrické titrace byl opakovan ctyfikrat. Aritmeticky primér koncentrace ze Ctyf

reprodukovatelnych titraci vede k hodnot& ¢ = 1.04417 mol.dm™.

Tabulka 3 - Standardizace HCI.

Opakovani titrace 1. 2. 3. 4.

Navazka HgO [g] 0.0272 0.0274 0.0276 0.0277

Spotteba HCI [p] 242.219 243.712 243.712 242.219
Koncentrace HCI [mol.I™] 1.0369 1.0382 1.0457 1.0559
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3.2.2 Hydroxid draselny, KOH

K 15 ml demineralizované vody (redestilovana voda, ktera byla 30 minut
V ultrazvukové lazni zbavena rozpusténého vzduchu) v méfici nadobce bylo pomoci
mikrobyrety nadavkovano 250 ul standardniho roztoku HCI. Za stalého promichavani
a probublavani argonem byl roztok titrovan mikrobyretou standardnim roztokem KOH a po

kazdém ptidavku byla odectena hodnota pH.

Bod ekvivalence byl vyhodnocen deriva¢ni metodou. Postup potenciometrické titrace
byl opakovan tfikrat. Aritmeticky prumér koncentrace ze tii reprodukovatelnych titraci vede

k hodnoté ¢ = 0.81387 mol.dm™.

Tabulka 4 - Standardizace KOH.

Opakovani titrace 1. 2. 3.

Spotieba HCI [ul] 250 250 250

Spotteba KOH [ul] 318.713 316.722 321.209
Koncentrace KOH [mol.I™] 0.8125 0.8203 0.8088

3.3 Pistova mikrobyreta a jeji kalibrace

K potenciometrické a spektrofotometrické titraci bylo pro pfesné davkovani HCl
a KOH vyuzito pistovych mikrobyret s pistem typu PK1250 (META, Brno). Pfed samotnym
méfenim byla provedena kalibrace mikrobyret pomoci redestilované vody, ktera byla
odvzdu$néna na ultrazvukové lazni a teplotné temperovana. Z mikrobyrety byl poté vytlacen
do suché vazenky piesny objem redestilované vody a zvaZen na analytickych vahach (KERN

870).

Tabulka 5 - Kalibrace mikrobyret.

Kalibrovana mikrobyreta A (pro KOH) B (pro HCI)
Teoreticky objem mikrobyrety [ul] 1250 1250
Skute¢ny objem mikrobyrety [pul] 1244.08 1244.72
1 dilek stupnice mikrobyrety [ul] 0.4976 0.49788
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3.4 Citéni pFivodnich hadi¢ek u spektrofotometrické titrace

Lécivo se béhem titrace adsorbuje na povrch ptfivodnich polyethylenovych hadicek
spojujicich reaktirek s pritocnou kyvetou. Na zaklad¢ tohoto zjiSténi byl navrzen postup

¢isténi téchto hadicek pred kazdou spektrofotometrickou titraci:

1) Roztokem ziedéného KOH byly promyvany polyethylenové hadicky a prutokova kyveta
po dobu 5 minut.

2) Dale nasledovalo promyvani hadi¢ek redestilovanou vodou po dobu 5 minut a naméfeni
kontrolniho spektra.

3) Pied zahajenim dalsi titrace byl roztok z reaktirku odstranén a vSe opakované spolu
s elektrodou oplachnuto roztokem ziedéného KOH, poté redestilovanou vodou a nakonec

filtracnim papirkem vysuseno do sucha.

3.5 Usporadani experimentu a parametry pouzitych pristroju

Pti potenciometrické a spektrofotometrické titraci byla vyuZita sklenéna elektroda HC
103 (THETA’90). Jedna se o kombinovanou sklenénou elektrodu s vysokou piesnosti

a rychlosti odezvy (rozsah pH 0 - 14, rozsah teplot 0 - 70 °C).

q " I ,’1//}4\—' 2

#12 mm

Obr. 5 - Sklenéna elektroda HC 103 (THETA "90) [31].

Elektroda byla napojena na digitdlni pH metr typu HANNA HI 3220 (méfeni pH
v rozsahu -2.00 - 20.00 s ptesnosti + 0.002 pH, rozsah teplot -20 - 120°C).

Prato¢nym termostatem ED-5 (JULABO) byla udrzovana konstantni teplota roztoku
umisténého v thermostatovaném reaktirku. Dalsi soucasti experimentalniho uspotfadani bylo
elektrické michadlo zajistujici homogenizaci roztoku, ptivod argonu polyethylenovou

hadickou a usti pistové mikrobyrety, kterou byl ddvkovan odmérny roztok.
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Obr. 6 - Schéma aparatury pouzivané k méfeni 1é¢iv: (a) sklenéna elektroda, (b) elektrické michadlo, (¢) rtutovy
teplomér, (d) mikrobyreta, ktera je naplnéna roztokem KOH ¢i HCI, (e) duplikatorovy reakturek, (f) hadicka pro
ptivod Ar, (g) méfeny roztok 1é¢iva [32].

Spektrofotometricka méfeni byla provedena na spektrofotometru GBC Cintra 4040.
Piistroj méfil v rozsahu vinovych délek 200 - 800 nm, s nastavenou velikosti $térbiny
minimalng 0.5 nm a rychlosti m&feni 5 -7000 nm.min™. Zdrojem zafeni byla ve viditelné
oblasti 50 W wolfram-halogenova lampa a v ultrafialové oblasti 30 W deuteriova lampa.
V piistroji byl systém Czerny-Turner vyuZit jako monochromator a jako detektor fotonasobic.

v

Sum spektrofotometru < 0.0001 A pii A = 1.

3.6 Postup potenciometrické a spektrofotometrické titrace

Pfed kazdou spektrofotometrickou ¢i potenciometrickou titraci byla provedena
ttibodova kalibrace stupnice pH, kdy bylo vyuzito tfi komer¢nich pufrti vytemperovanych dle

pozadovanych podminek méteni na 25°C nebo 37°C.

Pfi stanoveni disociacnich konstant lé¢iva potenciometrickou pH-titraci bylo do
suchého thermostatovaného reaktirku odméfeno 20 ml roztoku 1é¢iva, dale byl ptidan
Z mikrobyrety standardni roztok HCI pro upravu pozadované pocate¢ni hodnoty pH. Takto
pfipraveny roztok byl nasledné titrovan standardnim roztokem KOH. Po cely pribéh titrace
byl roztok probublavan argonem, promichavan elektrickym michadlem a jeho teplota byla

udrzovana v rozmezi 25.0 £ 0.5°C resp. 37.0 = 0.5°C.
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Pti stanoveni disociacnich konstant 1é¢iva spektrofotometrickou titraci bylo do
suchého thermostatovaného reaktirku odméfeno 20 ml roztoku 1éCiva, dale byl ptidan
fosfatovy pufr a z mikrobyrety standardni roztok HCIl pro upravu pozadované pocatecni
hodnoty pH. Pro nastaveni iontové sily roztoku v reaktirku byl pfiddn piislusny objem
roztoku KCI. Spektrofotometr GBC Cintra 4040 byl béhem temperovani roztoku v reaktiirku
nastaven na zakladni linii pomoci redestilované vody, vestavénym peristaltickym cerpadlem
promichal obsah méfici nadobky a po ustaleni rovnovahy byla odectena hodnota pH na pH-
metru a bylo zméieno spektrum pro prislusné pH. Nasledné byl roztok titrovan standardnim
roztokem KOH a pro kazdou zménu pH bylo zméteno prislusné spektrum. Po cely prubéh
titrace byl roztok probublavan argonem, promichavan elektrickym michadlem a jeho teplota
byla udrzovana v rozmezi 25.0 + 0.5°C resp. 37.0 + 0.5°C.

35



4 Vysledky a jejich diskuse

4.1 Predikce disocia¢nich konstant

Lécivo Eltrombopag ma Sest funkénich skupin, oznacenych pismeny A, B, C, D, E, F

na obr. 7, které mohou byt asociované s disociacnimi konstantami; dvé ionizace jsou

asociované s hydroxylovou skupinou a jiné s ionizaci atomu dusiku. V nasledujicim textu jsou

naboje iontli vynechany pro jednoduchost a ionty jsou oznacovany jako rizné protonované

¢astice.

PKpreg =5.22

HoN

7,OH

PKoreq=9.71

CE

F

med4 =10.55

o=l

prfed =8.1

Predicted pK, values
of Eltrombopag

E
prredS =6.87

PKoreqs=5.23 \

Q

OH

C
prred,S =8.88

A
PKpreq1 = 13.84

B
prred,2 =3.97

@

CH3 pr,ed-7 06

Obr. 7 - Strukturni vzorec a jednotlivé fragmenty S predikovanymi makrodisociaénimi konstantami

Makrodisociaéni

Eltrombopagu.

konstanty Eltrombopagu byly predikovany zadanim analyzy

chemické struktury tohoto 1é¢iva pomoci dvou predikénich programi [33]. ACD/Percepta

[34, 35, 36] byla provedena v modelu GALAS, ktery vyuziva interni Skolici sadu vice nez

31000 individualnich hodnot pK, pro piiblizné¢ 16000 sloucenin rozpustnych ve vodé [37].

Predikce pK, programem MARVIN je zaloZena na vypoétu parcialnich naboji atomu, které
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JSOu soucasti analyzované struktury, a to za pouziti Hammettova-Taftova modelu pfiblizeni.
Predikce programy ACD/Percepta a MARVIN [34, 35] poukazuji na podobnou interpretaci
vysledkti a poskytuji predikované hodnoty pK,; pro vSechny zjisténé ionizované mista
v molekule. Predikované hodnoty pK, (na Obr. 7 zobrazeny c{ervené) jsou piifazeny
k odpovidajicim ionizaénim mistim pomoci téchto predikénich programi, které jsou
nezbytné U sloucenin s vice ioniza¢nimi misty. Celd molekula byla déale rozdélena do ctyr
pomocnych fragmenta (obr. 7), které obsahuji funkéni skupiny, na nichZz dochazi k protonaci
a tyto predikované hodnoty pKj, poslouzily k porovnani s predikovanymi hodnotami u celé
struktury molekuly. V protona¢nim centru B se predikovana hodnota pKj, studované molekuly
Eltrombopagu blizi predikované hodnoté pK,; pomocného fragmentu. Centra A, C, D, E, F se
vyskytuji v misté molekuly, kterd tvoifi pomérn€ slozitou konformaci. Fragmenty, které
obsahuji téchto pét center, nejsou ovlivnény silnym elektronovym polem zbytku molekuly,
a proto se jejich predikované hodnoty pK, znaéné 1isi od hodnot pK, predikovanych pro celou
molekulu (Tabulka 6).

Pro 1écivo Eltrombopag byly predikovany rozli¢n¢ protonované c¢astice, které se
Vv roztoku vyskytuji s obsahem vétsim nez 10 %. Dle distribu¢niho diagramu se Eltrombopag
vyskytuje v biologicky fyziologickém pH (5 - 8) jako ¢astice LH,.

Tabulka 6 - Piehled predikovanych hodnot pK, u protonovanych center A aZz F a programem MARVIN
vytypovanych tautomert struktury molekuly Eltrombopag.

Taultgrr]?zez;tilzr:osﬁggj ted PKa PKaz PKas PKas PKas PKas
1 AB,C 0.13 3.97 936 | - 13.13 | -
2 ABCD 4.70 3.61 940 | - 1456 | ---—---
3 B,CD 0.51 3.97 7.20 622 | - | -
4 BCF | - 3.94 12.17 153 | - 5.23
5 B,C -0.80 3.97 768 | - | - | -
6 B,C,DF 1.05 3.96 7.78 1015 | - 5.54
7 BCD | - 4.00 7.68 289 | - | -
- For B For E For A For D For C
Auxiliary fragments is408 | is522 | is7.06 | iss1 | isg71 | ™Notfound
Site in molecule of For B For E For A For D For C For F
Eltrombopag is 3.97 is 6.87 is 13.84 is 10.55 is 8.88 i55.23

Byla provedena predikce ionizac¢nich fragmentti programem MARVIN a vysledky se
podobaly hodnotam, které byly nami vyhodnoceny z naméfenych dat. Z nabidky komercnich
programi se proto program MARVIN jevi jako nejvhodnéjsi k predikci disociacnich konstant

Eltrombopagu. Predikéni program MARVIN nabizi nasledujici pfedpovédi sedmi moznych
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tautomerd Eltrombopagu, generovanych timto programem véetné jejich postupnych
disociacnich konstant (Tabulka 6). Ptidéleni téchto péti odhadii jednotlivym protona¢nim
centrim je zatim véci odborné spekulace. Ukazalo se, ze vhodnou napovédou mohou byt

programem MARVIN provedené predikéni odhady pK, ¢&tyf pomocnych fragment,
odvozenych z molekuly Eltrombopagu.

4.2 Analyza spekter

Vétsina 1éCiv jsou slouceniny mirn€ rozpustné ve vodé a piesné urceni hodnot jejich
disocia¢nich konstant je naro¢ny proces, a to zejména u potenciometrické titrace, protoze
pouzitelnost této metody je omezena jejim detekénim limitem koncentrace, ktery se pohybuje
na hranici 10* M. Ke stanoveni hodnot pK, latek s velkou molarni absorptivitou byla jako

alternativa pouzita spektroskopicka titrace, a to diky své vysoké citlivosti ke koncentraci

latky, ktera je velmi nizka, a to az 10° M.

o

i
\ \
A

T

Y

N\

Obr. 8 - 3D absorban¢ni responzni plocha Eltrombopagu piedstavujici input dat pro program SQUAD(84)
a REACTLAB.

38



Kankare - residual standard deviation Residual standard deviation Root mean square error
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Obr. 9 - Uréeni poétu svétlo-absorbujicich &astic protonacnich rovnovah Eltrombopagu k™ = 6 z absorbanéni
matice modifikacemi Cattelova indexového grafu vlastnich ¢isel faktorové analyzy vede k Sesti svétlo-
absorbujicim ¢asticim ve smési.

Studované slouceniny musi mit vlastni chromofor/chromofory v blizkosti centra
1onizace/ionizaci, aby protonované/deprotonované castice vykazovaly dostatecné spektralni
odliSnosti. Pfi spektrofotometrické titraci se ziskava vé&jit spekter, kdy kazdé spektrum
odpovida jiné hodnoté pH. Pro efektivni experimentovani pro stanoveni disociacnich konstant

zpracovanim spektralnich dat byla pouzita strategie na zaklad¢ publikovaného Tutorialu [38].

Eltrombopag vykazuje slozitou molekularni strukturu, uvedenou na Obr. 1 a 7. Ve dvou
krocich byly spektrofotometricky sledovany vybrané protona¢ni rovnovahy k analyze dat
spekter: v prvnim kroku byly spektralni data v podob¢ absorban¢ni matice podrobeny analyze
hlavnich komponent ke stanoveni poctu nezavislych svétlo-absorbujicich castic algoritmem
INCIDES [29], (Obr. 10). INDICES znaci pozici zlomového bodu na si(A) = f(k) kiivce
v grafu pomoci tii nejspolehlivéjSich metod, a to Kankareho s(A), RSD a RSM metoda [29],
které udavaji k* = 6 s odpovidajici proloZenim s4 (A) = 0.4 mAU. Tato hodnota znai také
skute¢nou instrumentalni chybu Sinst (A) = 0.4 MAU a log(sins: (A)) = -3.4 spektrofotometru
CINTRA 5, GBC, Australie. Pocet svétlo-absorbujicich castic je pomicka k stanoveni
protonacniho modelu. To znamen4, ze v roztoku Eltrombopagu se nachazi 6 Castic: LHs, LHy,
LHs, LH,, LH, a L a Eltrombopag by m¢l proto mit pét disociacnich konstant. Z diivodu

velkého kolisani indext v grafu zavislosti smérodatné odchylky Sinst(A) na poctu vlastnich
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Cisel k je smérodatna odchylka vynesena jako 10g (Sinst(A)) a pocet svétlo-absorbujicich ¢astic
p Ize usuzovat dle zlomu na kiivce, kde PC(k) = f(k), a tedy log k = -3,4 (Obr. 7). Tento
postup je b&znym kritériem pro urdeni p. Nizké hodnoty Sinst (A) znadi, Ze byl pouzit velmi

spolehlivy spektrofotometr s vyhovujici experimentélni technikou.

Absorbance

400 450 500
Wavelength (nm)

Obr. 10 - V souboru spekter bylo vybrano pét analytickych vinovych délek a az e, pti kterych byly vyneseny
absorban¢ni-pH kiivky.

V matici spekter na Obr. 10, 11 bylo zvoleno pét analytickych vinovych délek a az e,
pfi kterych byly analyzovany absorbanéni-pH kfivky. Sest nasledujicich grafii na Obr. 12
znazornuje po sobé jdouci deprotonaéni prubéh, sledovany ve spektralnich pasech, kdy bylo
kazdé spektrum podrobeno dekonvoluci na spektra rizné protonovanych &astic v roztoku
Eltrombopagu. Pii pH = 3.10 pfevlada v roztoku ¢astice LHs doprovazena ¢astici LHy. Pii pH
= 6.14 se v roztoku vyskytuje spolecné s neutralni molekulou LHj3 ¢astice LHs a LH,, které
vykazuji absorbancni pasy se stejnou vinovou délkou absorpcniho maxima Amax. Pfi pH = 7.61
je experimentélni spektrum rozlozeno do tii absorbanc¢nich pasti neutrdlni molekuly LHs,
ktera disociuje na Castici LH, a LH. Pfi pH = 8.85 se spolecné s ¢astici LH, a LH vyskytuje

Vv roztoku Castice L a koncentrace této Castice v roztoku vzristd az do pH = 10.02.
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Obr. 11 - Vybrané analytické vinové délky a az e, pfi kterych byly vyneseny absorbanéni-pH kiivky.

" ] v H=6.14
pH = 3.10 PR =0
0.8 0.8 Aerp
/"‘\
'E 04 4?““\ g 04 V4 LHs3 \
LA \\ e //f*?\\\\
LHa4 S LH;
0.0 —— ™ —._#_ 0.0 _/ElH— ‘T—-.__%
300 350 400 450 500 550 600 300 350 400 450 500 550 60O
Wavelength [nm] Wavelength [nm]
1.0 L/ Aexp | pH =751 10 /\A-enp pH = 8.85]
. /LN e A N
§ 06 // \ g 06 / /\ '\
£ / LH; nLH \\ g / \‘
S 04 A g 041
g -4/ —‘\\ < -/ L \
0,2 0,2 a1
0.0 : LH‘;—-—.__\-.__ = 0.0 LHsLHs II ‘\“—-E
a00 350 400 450 500 550 600 300 350 400 450 500 550 60O
Wavelength [nm] Wavelength [nm]
10 I/-- Aexp| pH = 0.155- 10 ' V4 oo | pH £ 10.02
08 o T\ R | T
' / | ' / L AN
8 oo TN 2 o5 V4l ~
2 / /\T\ \ 3 // \
2 04 2 04
0,2 4 . L] ! 1] \ 0.2 —— \
0,0 LHs Ll.fz \\% 0.0 — T [ T
300 350 400 450 500 550 600 300 350 400 450 500 550 600
Wavelength [nm)] Wavelength [nm)]

Obr. 12 - Sest nasledujicich obrazki od pH = 3.10 az po pH = 10.02 znézorfiuje po sobé jdouci deprotonaéni
prabéh, sledovany ve spektrech, kdy bylo kazdé spektrum podrobeno dekonvoluci na spektra rizné

protonovanych &astic v roztoku Eltrombopagu.
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Pozornost byla vénovana vybéru vhodné analytické vinové délky spektra
pro stanoveni hodnot pK, a to zejména u piekryvajicich se pK, pozorovanych ve
slouceninéch, ve kterych jsou ionizované skupiny v symetrickych polohach a neovliviiuji se.
Obr. 13 znéazornuje Ctyii pH-spektrofotometrické titracni véjite spekter monitorovanych pfi
ruznych vinovych délkéch, u kterych jsou chromofory citlivé na zménu pH. Hledéani
nejlep$iho chemického modelu, ktery obsahuje bud’ Ctyfi nebo pét disociac¢nich konstant
znazornuje Tabulka 7: Byla zkouméana ¢tyfi rizna spektra o rozsahu vhodnych analytickych
vlnovych délek, a tato spektra také ukazuji na nejlepsi rozsah spekter, ve kterém je aktivni
aktualni chromofor a monitoruje protonaci ¢i disociaci protonu v molekule. Byl hledan
nejlepsi regresni model, a to testovanim dvou pracovnich hypotéz o protonacnim modelu:
prvni se tykd ctyt a druhy péti disociacnich konstant. Kritériem vérohodnosti mezi obéma
hypotézami byl test tésnosti prolozeni. Byly také porovnany odhady disocia¢nich konstant
pomoci dvou regresnich programti SQUAD(84) a REACTLAB. Standardni smérodatna

odchylka rezidui a Hamiltonv R-faktor poukazuji, ze Iépe vyhovuje model s péti

disocia¢nimi konstantami.

Eltrombopag, 400 - 500 nm

Eltrombopag, 330 - 400 nm 14

Absorbance

Absorbance

Absorbance

Absorbance

Obr. 13 - Inputy dat absorban¢ni matice znazoriiuji ¢tyfi oblasti vybranych vinovych délek 2D-absorbanéni

responzni plochy souboru spekter pti koncentraci Eltrombopagu 9.5.10° M v zavislosti na pH a pii 25°C.
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Pomoci regresnich programi SQUAD(84) a REACTLAB bylo stanoveno pét disociacnich
konstant pKai, pKaz, PKas, PKasa, PKas a Sest molarnich absorpénich koeficientt Eltrombopagu
EL, ELH, ELH2, ELH3, €LH4, €Lns. Spolehlivost odhadi parametrii byla dale testovana pouzitim

nasledujicich diagnostik:

Prvni diagnostika indikuje, zda vSechny odhady parametrii f; a & maji fyzikalni smysl
a dosahuji realnych hodnot. Vzhledem k tomu, Ze standardni smérodatné odchylky s(log )
parametri log Br a S(e;) parametrd & jsou vyrazné niz$i, nez jejich odpovidajici odhady
parametrd, jsou vSechny rizné protonované castice statisticky vyznamné na hladiné
vyznamnosti a = 0.05. Absolutni hodnoty S(fr), S(&r) poskytuji informace o minimu RSS-tvaru
hyperparaboloidu v okoli minima RSSp;,. Pro dobfe podminéné parametry je kone¢ny RSS-
tvar pravidelny elipsoid a smérodatné odchylky jsou nizké. Vysoké hodnoty se vyskytuji
u nezadoucich parametrl a u talifovité tvarované¢ho hyperparaboloidu. Vztahu s(8;) x F, < f;
by mélo byt dosaZzeno, pokud je F, rovno 3. Soubor standardnich odchylek &, rtznych
vinovych délek, s(er) = f(1), by mély mit Gaussovo rozdéleni; v opaéném piipadé se ziskaji
chybné odhady &. Obr. 14 znazornuje odhadované moléarni absorp¢ni koeficienty vSech rtizné
protonovanych Castic &, eLn, €LH2, €LH3, ELH4, ELns Eltrombopagu v zavislosti na vinové délce.
Tti castice LHp, LH a L vykazuji podobna spektra o Amax = 440 nm, s postupné klesajici
hodnotu emax ma castice LH,. Neutralni molekula LH3 vykazuje ve srovnani s piedchozi
¢astici LH, vzhledem k hypsochromnimu efektu nizs$i hodnotu vinové délky Amax = 420 nm,
ktera je vysledkem po sob¢ jdoucich protonaci molekuly. V ramci dalsi protonace molekuly
LH3 na ¢astici LHy spektra se emax vyrazné snizuje pii zachovani stejné Amax, kterou ma LHs.
Dalsi acidifikaci ¢astice LH4 na pH 2 nebo 1 vede ke vzniku ¢astice LHs, jehoZ spektrum se
zvySuje. Spektra LH,, LH a L jsou si podobné spole¢nou vinovou délkou Amax = 440 nm

a spektra LH3 a castice LH4 a LHs jsou si podobné ve tvaru se spoleénym Amax = 420 nm.

Druhd diagnostika zkoumad, zda-li maji vSechny vypoctené koncentrace rtizné
protonovanych ¢astic v distribu¢nim diagramu relativniho zastoupeni rozlicné protonovanych
¢astic vyjadrené v procentech fyzikalni smysl (spodni ¢ast Obr. 14). Vypoctena koncentrace
zakladnich komponent a riizn€ protonovanych castic chemického modelu by méla dosahovat
smési povazovana za experimentalni Sum. Distribu¢ni diagram znazornény na Obr. 14
usnadiiuje rychle posoudit podily jednotlivych ¢astic v celkové koncentraci. Vzhledem
k tomu, Ze se molarni absorptivita pohybuje v rozmezi 10° — 10° L.mol™*.cm™, budou mit
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pritomné Castice v mnozstvi menSim nez 0.1 % relativni koncentrace vyznamny vliv na
absorbanci pouze tehdy, pokud je hodnota jejich ¢ vysoka. Distribu¢ni diagram znazoriuje
protonacni rovnovahy ¢astic LHs, LH4, LH3, LH2, LH a L. Pfi neutralnim pH 5 - 8 pievlada
neutralni molekula LH3, od pH 6 do pH 9 zase castice LH». V rozmezi pH 6 — 10 se neutralni
molekula LH3; deprotonuje na castici LH, a LH a poté az na L. Okyselenim neutralni
molekuly LH3 vznika jako prvni v roztoku ¢astice LHy, jehoZ zastoupeni v roztoku v rozmezi
pH 3 — 7 pievysuje 90 %. Dalsim okyselenim ¢astice LH4 vznika od pH 4 do pH 1 ¢astice
LHs. Pfi koncentracich 10* az 10° M je Eltrombopag dostatecné rozpustny, a proto vSechny

jeho disociaéni konstanty mohou byt spolehlivé spektrofotometricky stanoveny.
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Obr. 14 - Graf molarnich absorp&nich koeficientl pro Sest riizné protonovanych ¢astic Eltrombopagu proti
vinové délce (horni ¢ast). Odpovidajici distribucni diagram relativni koncentrace $esti rizn¢ protonovanych

castic Eltrombopagu (dolni ¢ast) (REACTLAB, ORIGIN).
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Nasledujici diagnostika se tyka tésnosti prolozeni, které je sledovano v reziduich.
Nejlepsiho prolozeni je snadno dosazeno vySetfenim rezidui mezi experimentalnimi
a vypoctenymi hodnotami absorbance, €; = Aexp,ij — Acaic,i,j- Prozkoumani spekter a grafu
predikované absorban¢ni responzni plochy pomoci vSech experimentalnich bodi by mélo
odhalit, zda jsou stanovené vysledky konzistentni a zda byly provedeny pii méfeni spekter
absorbance s(A), vypoctena ze sady vybranych parametrt pii ukonéeni procesu minimalizace.
Ackoli tato statisticka analyza rezidui [38] uddva nejpfisnéjsi test nejvyssiho stupné
spolehlivosti, musi byt pouzity realistické empirické limity. Statistickd analyza vSech rezidui
e dokazuje, Zze bylo dosazeno minima eliptického hyperparaboloidu RSSpi, (Tab. 6):
standardni odchylka rezidui s(€) ma vzdy dostatecné nizké hodnoty, niz§i nez 3 mAU, coz je
mén¢ nez 0.2 % namétfenych hodnot absorbanci. RozliSovaci kritéria vyuzivané k hypotézam
byly: (1) selhani minimalizacniho procesu v divergenci nebo cyklizaci; (2) posouzeni
fyzikalniho vyznamu odhadovanych parametrl, pokud byly oba realistické a pozitivni; a (3)
rezidua by méla vykazovat Gaussovo rozdéleni. Systematické odchylky od nahodného
rozdéleni svéd¢i o chybném regresnim modelu nebo o nedostate¢nych odhadech

stanovovanych parametrq.

Disocia¢ni konstanty odhadované pomoci programtit SQUAD(84) a REACTLAB jsou
Vv dobré shod¢. Program SQUAD(84) ma velkou vyhodu v rigor6znim testu té€snosti proloZeni
provedené¢ho pomoci statistické analyzy rezidui. Reprodukovatelnost ¢tyf experimentalnich
sad spekter s vyuzitim dvou regresnich programi poukazuje na to, Ze jsou pKaz 7 pKas 7.5
a pKgs 9.3 v regresnim modelu dobie podminéné, a proto je jejich stanoveni velice spolehlivé.
Prvni dvé disocia¢ni konstanty pKy 3.1 a pKsy 6.0 jsou vregresnim modelu Spatné
podminéné, tvar hyperparaboloidu téchto dvou parametrti je talifovitého tvaru bez vyrazného
proto méné spolehlivé. Okyselenim roztoku neutralni molekuly LH3 vedouci k casticim LHy
a LHs mutze dochazet k vysrdzeni Eltrombopagu, coz se projevuje zvlasté pii vysSich
koncentracich u potenciometrického stanoveni. Z toho divodu nemuze byt pii koncentraci
0.0005 M vy¢isleno pKai, protoze se Eltrombopag v kyselém prostiedi vysrazi. Oba programy
dospély ke stejnym odhadiim vSech péti disociacnich konstant a identické tésnosti prolozeni.

Vliv teploty 25°C a 37°C se zda byt nevyznamny.
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4.3 Analyza potenciometrickych titrac¢nich dat

Byla provedena potenciometrickd titrace smeési  kyseliny chlorovodikové
a Eltrombopagu hydroxidem draselnym pii teploté 25 °C a 37 °C (Obr. 15). Byla studovana
pocatecni orientacni hodnota disociani konstanty léciva, kterd odpovidd stfedni hodnoté

potenciometrické titracni kiivky, stanovené pomoci programu ESAB a HYPERQUAD.
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Obr. 15 - Analyza protona¢nich rovnovah Eltrombopagu programem ESAB. Potenciometricka titra¢ni kiivka
Eltrombopagu okyseleného pomoci HCl a titrovaného KOH je vynesena spole¢né s Bjerrumovou tvornou funkei

protonacni kiivky uvadéjici hodnoty pK (ESAB, HYPERQUAD, ORIGIN).
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Obr. 16 - Distribu¢ni diagram relativni koncentrace rizné protonovanych ¢astic L, LH, LH,, LHs a LH,

Eltrombopagu v zavislosti na pH pfi 25°C (ESAB, HYPERQUAD, ORIGIN).
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Vzhledem k tomu, Ze Eltrombopag vykazuje ¢tyti blizké disociacni konstanty, je jejich
numericky odhad pomérné obtizny a stanoveni se neobejde bez pouziti nelinearni regrese.
Regresni analyza byla pouzita pro stfedni Cast titra¢ni kiivky, kdy se alkalicky Eltrombopag
titroval kyselinou chlorovodikovou a nasledné retitroval hydroxidem draselnym. Cast titradni
ktivky byla vycislena jako Bjerrumova tvornd funkce, ktera je zobrazena v grafu na Obr. 15.
Na Bjerrumové tvorné kiivce jsou vyneseny odhady tii nebo Ctyt disociacnich konstant pKjp,
PKas, PKas, PKas. Vzhledem k tomu, ze se nad pH 9 a pod pH 5 vyskytuje v titrovaném
roztoku velmi jemna srazenina Eltrombopagu, ktery zpocatku tvoifi mirnou opalescenci,
nebyla tato ¢ast titracni kiivky nad pH 9 a pod pH 5 vzata regresni analyzou k odhadu pKjp,
PKaz, PKas, PKas.

Stanoveni blizkych disocia¢nich konstant byvd v regresni analyze obtizny ukol,
aproto byly ke stanoveni vyuzity dva nezavislé pocitacové programy, ESAB
a HYPERQUAD a dosazené odhady disociacnich konstant porovnany. Oba programy se
pfitom liS§i v definici souctu ¢tverct rezidui. Zatimco v programu ESAB jsou rezidua
definovéna jako rozdily mezi experimentdlnim a vypoctenym objemem titracniho Cinidla,
v programu HYPERQUAD jde o0 rozdily mezi experimentalnimi a vypoc¢tenymi hodnotami
pH. Pfedpoklad metody nejmensich ¢tvercii vSak pozaduje, aby nezéavisle proménna nebyla
zatiZena ndhodnymi chybami a proménnou v regresni analyze je zavisle proménna, kterd je
zatizena ndhodnymi experimentdlnimi chybami. Tento ptedpoklad je splnén pouze

programem HYPERQUAD.

Tab. 8 znazornuje vysledky regresni analyzy programem ESAB a HYPERQUAD
vybrané Casti titracni kiivky v zavére€né Casti procesu minimalizace. Jsou stanoveny
skupinové parametry a tésnost prolozeni kiivky dokladaji vysledky statistické analyzy rezidui.
Spolehlivost stanovené disociacni konstanty je posuzovana tésnosti prolozeni, ¢ili statistickou
analyzou rezidui. Jsou-li vybrany dal$i skupinové parametry, dojde ke zlepSeni proloZeni.
Dostate¢né citlivym kritériem spolehlivosti disociacni konstanty je primér absolutnich hodnot
rezidui E|é|. Porovnanim rezidui s experimentalnim Sumem, Sinst(y), Vyjadieného bud’ jako
Sinst(Y) = Yy (V) = 0.0001 ml nebo sinst(y) =y (pH) = 0.01, potvrzuje vynikajici prolozeni,

protoze prumér E|é| a smérodatné odchylky rezidui s(€) jsou téméf stejné nebo nizsi nez

é

experimentalni Sum Sinst(y). E|e|= 0.0001 ml a s(é) = 0.0002 ml jsou si podobné a oba jsou

niz§i nez chyba mikrobyrety s(V) = 0.0001 ml. Vzhledem Kk tomu, ze je tendence E(€)
v programu ESAB rovna -2.6 x 10°°, coz miize byt pijato jako priblizeni nule, neodekavé se
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zadna systematickd chyba kiivky. VSechny rezidua osciluji mezi dolni -0.0002 ml a horni
0.0001 ml mezi Hoaglinova intervalu spolehlivosti, a proto se zde nevyskytuje zadny odlehly

bod. Rezidua vykazuji normalni rozd¢leni, potvrzené Jarque-Berra testem normality pro

kombinovany vzorek Sikmosti a $picatosti (viz. strana 80 v ref.) [39], sikmost ,(€) je blizka

0 (coz poukazuje na symetrické rozdéleni) a $picatost 0,(€) je blizka 3 (coz dokazuje

normalni symetrické rozdéleni). Je indikovano vyborné prolozeni a odhady regresnich
parametrii jsou povazovany za dostatecné spolehlivé. Program ESAB dosahl trvale lepsSiho
prolozeni oproti programu HYPERQUAD, aproto je mozné uéinit zavér, Ze odhady
disocia¢nich konstant odhadnutych programem ESAB jsou spolehlivéjsi. Individuélni dvojice
jedné disociacni konstanty odhadnuté programy ESAB a HYPERQUAD, ve kterych byly
pouzity stejné body titracni kiivky, se li§i pouze ve druhém desetinném misté. Ptiléhajici
kiivka se vyrazné vylepSila pomoci upfesnéni skupinového parametru Ly, koncentrace

titrovaného 1é¢iva Eltrombopag.

Program ESAB minimalizaci rezidui € = (Vexp, i - Vcar, i) dosahuje 0.1 nebo 0.2
mikrolitri a HYPERQUAD minimalizaci € = (PHexp, i - PHcalc, i) dosahuje SIGMA hodnoty
dokazany disociaéni konstanty Eltrombopagu i pies to, Ze skupina parametri Lo, Hr byla
Spatné¢ podminénd modelu. Stanoveni téchto disociaCnich konstant je nejisté a miize vést
k nespravnému odhadu spoleénych parametri pKj,, a proto je vypocetni strategie dulezita.
Tyto skupiny parametri mizZou mit velky vliv na systematickou chybu pfi odhadu pK, a mély
by byt oCisténé spolu s béZnymi parametry pKa. Provedena externi kalibrace pH ¢lanku
sklenéné elektrody béhem titrace je dostatecné presna. Porovnanim dvou vypocetnich
programu, programu ESAB a HYPERQUAD, vedlo k zavéru, ze ESAB poskytoval lepsi
prolozeni potenciometrické titracni kiivky. Teésnost prolozeni prokdzala dostatecnou
spolehlivost odhadii parametrli ¢tyf disociacnich konstant lé¢iva Eltrombopag pii 25°C

a37°C.
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Z7.avér

Spektrofotometrickou a potenciometrickou titraci bylo stanoveno pét disociac¢nich

konstant 1é¢iva Eltrombopag. Vznikajici jemné srazeniny nad pH 9 a pod pH 5 pfi

potenciometrické titraci, vedou k zévéru, ze odhady pK, pro pH vyssi nez 9 a niz8i nez 5

nejsou dostatecné spolehlivé.

1)

2)

3)

4)

Pfi neutrdlnim pH se Eltrombopag vyskytuje ve vod¢ v obtizné rozpustné¢ formé LHs,
ktera je schopna protonace za vzniku jiz rozpustné ¢astice LH4. Neutralni molekula LH3
muze byt ve vodé disociovana na rozpustnou ¢astici L. Acidobazicka titrace triprotické
molekuly LH3; pomoci KOH zahrnuje smés Sesti ¢astic HsO", OH, LHs, LH,, LH, L
a kation drasliku K*. Graf molarnich absorpénich koeficientli rozli¢né protonovanych
castic v zavislosti na vinové délce ukazuje, ze spektrum castic LH3 a LH, se barevné
minimalné odliSuje. Totéz plati pro protonaci chromoforu LH na LH,, zatimco protonace
chromoforu LH, na LHj3 daleko vice ovliviiuje chromofor molekuly Eltrombopagu
a projev ve spektru je proto znacny.

Prokdzali jsme, ze v rozmezi pH 2 az 10 lze ze spekter spolehlivé odhadnout pét
disocia¢nich konstant, kdy je koncentrace Eltrombopagu mensi nez 10™ M. I pies to, Ze
zména pH velmi madlo ovlivituje zmény v chromoforu, bylo spolehlivé urceno pét
disociacnich konstant pifi iontové sile I = 0.005 pomoci programu REACTLAB
a SQUAD(84), kdy bylo u obou programi dosazeno srovnatelnych hodnot, pKa =
3.12(02), pKaz = 6.50(02), pKaz = 7.60(02), pKas = 8.69(02) a pKas = 9.90(01) pii 25°C
a pKa1 = 3.34(01), pKaz = 6.77(01), pKaz = 7.59(01), pKas = 8.69(02) a pKas = 9.90(01) pti
37°C.

Byly stanoveny ctyfi disocia¢ni konstanty Eltrombopagu v koncentraci 5 mikromola
regresni analyzou potenciometrické titracni ktivky bez upravy iontové sily | = 0.005
s vyuZzitim programii ESAB a HYPERQUAD, kdy bylo u obou programii dosaZeno
srovnatelnych hodnot, pKa, = 6.53(01), pKaz = 7.60(04), pKas = 9.62(59) a pKas =
10.55(340) pii 25°C a za pouziti programu ESAB pKj, = 6.82(02), pKas = 7.99(02), pKa4
= 90.33(04) a pKgas = 8.74(07) pti 37°C. Standardni smérodatné odchylky posledni platné
jednotky jsou uvedené v zavorce.

Predikce disociac¢nich konstant Eltrombopagu byla provedena s pouzitim predikéniho
programu MARVIN a vysledky se podobaly hodnotdm, které byly nami vyhodnoceny
z namé&fenych dat. Z nabidky komercnich programt se proto program MARVIN jevi jako

nejvhodnéjsi k predikci disociacnich konstant Eltrombopagu.
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5) Uplatnénim Debey-Hiickeleovy rovnice zavislosti smésné disociacni konstanty na iontové
sile, byly stanoveny nezndmé thermodynamické disociaéni konstanty pK[I pii dvou

experimentalnich teplotach (Obr. 17).
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Obr. 17 - Stanovené thermodynamické disociaéni konstanty 1é¢iva Eltrombopag (REACTLAB, ORIGIN).
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Predicted Tautomeric form and pK, values of Eltrombopag
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Predikované a experimentalné stanovené hodnoty pK,
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Date: April 25, 2016 11:14 AM

Software name and version: ACD/Percepta 14.0.0 (Build 2726)

Compound name:

Structure:
Strongest pKa(Acid): -1,3 +-04
No base pKa

-1,3 +- 0.4 (Atom number: 17)
4.0 +- 0,1 (Atom number: 32)
9,6 +- 0,5 (Atom number: 24)
11,9 +- 0,5 (Atom number: 24)
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