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ANOTACE

Pomoci spektrofotometrické a potenciometrické pH-titrace protinadorového 1éciva
Ibrutinib byly stanoveny disocia¢ni konstanty. Tento 1€k je uren pro terapii chronické
lymfocytarni leukémie, Waldenstromovy makroglobulinémie, lymfomt z plastovych bun¢k a
dalSich B-bunécnych malignit. Nelinearni regresi pH spekter (REACTLAB, SQUAD 84) a
pH titraci (ESAB) byly determinovany ¢tyfi disocia¢ni konstanty. Ibrutinib vykazuje &tyfi
protonovana centra v rozmezi pH 2-10, kde pouze dvé jsou dobie oddélena (ApK >3), zatimco
ostatni disocia¢ni konstanty jsou velice blizké a ptekryvajici se. Neutrdlni molekula LH, se
muize protonovat na ¢astice LH3 LH4; a disociovat na LH a L. Sada méfenych spekter
dokazuje citlivost chromoford na pH v oblasti 220-300 nm. VVzhledem Kk tomu, ze pii pH >10
a pH <5 dochéazi v titrovaném roztoku ke vzniku velmi jemnych sraZenin, tato Cast
potenciometrické kiivky nepodléha regresni analyze za ucelem odhadt disociacnich konstant.
Byly stanoveny termodynamické disociacni konstanty ze zavislosti disociacnich konstant na
jednotlivé iontové sily pro teploty 25°C a 37°C: pKa' = 3.22 a 3.22; pKa' = 4.17 a 5.21;
PKas' = 6.77 26.75; pKas' =9.82 29.81.

KLiCOVA SLOVA
Disocia¢ni konstanty; Ibrutinib; spektrofotometrickd titrace, REACTLAB, SQUAD
84; ESAB

TITLE

Determination of consecutive protonation constants of anti-tumor drug lbrutinib using

UV/VIS spectroscopy and potentiometry



ANNOTATION

Potentiometric and spectrophotometric pH-titrations of the antitumor drug Ibrutinib
for dissociation constants determination were compared. lbrutinib is targeting B-cell
malignancies, for treatment of chronic lymphocytic leukemia, and Waldenstrom's
macroglobulinemia. Chemometrics approach to the nonlinear regression of the pH-spectra
(REACTLAB, SQUADS84) and pH-titration (ESAB) determines four dissociation constants.
Ibrutinib exhibits four protonatable centers in a pH range of 2 to 10, where only two pK are
well separated (ApK > 3), while the others are near dissociation constants of overlapping
equilibria. The molecule LH, can protonate to LH3 and LH,4 and dissociate to LH and L. The
set of spectra for pH from 2 to 11 in 220 to 300 nm exhibits chromophore sensitivity to a pH
change. Since pH above 10 and pH below 5 occurs in a titrated solution of a very fine
precipitate of Ibrutinib, this part of the potentiometric titration curve pH over 10 and pH
below 5 did not undergo regression analysis to estimate pKa's. Depending on ionic strength
the thermodynamic dissociation constants were estimated at 25°C and 37°C: pKalT =3.22 and

3.22, pKa ' =4.17 and 5.21, pKas ' = 6.77 and 6.75, pKas' = 9.82 and 9.81.

KEYWORDS
Dissiciation constants; Ibrutinib; spectrophotometric titration; REACTLAB; SQUAD
84; ESAB



GRAFICKY ABSTRAKT

Ibrutinib (antitumor drug)
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NOVELTY

Ibrutinib je 1é¢ivo, jenz je cileno proti B-bunéénym leukémiim jako je chronicka
lymfocytarni leukémie, Waldenstromova makroglobulinémie a dal§im hematoonkologickym
onemocnénim. Medicina a farmakologie potfebuje mnoho informaci o novych
protinadorovych lécich, mezi néZz patii i fyzikalni udaje (spektra, pK's, rozpustnost).
K dne$nimu dni nebyla naméfena zadna spektra, nebyly stanoveny zadné disocia¢ni konstanty
ani pH distribu¢ni diagramy relativnich koncentraci riizn¢ protonovanych ¢astic nového tézko
rozpustného 1é¢iva Ibrutinibu. Prostfednictvim nelinedrni regrese byly ur€eny Ctyti disociacni
konstanty analyzou naméfenych spekter, jejichz spolehlivost byla dokéazana. Vzhledem
K tomu, Ze protona¢ni rovnovahy jsou velice blizké, byly disocia¢ni konstanty stanovovany
vedle spektrofotometrické analyzy také potenciometrickou analyzou dat. V zavislosti na

iontové sile byly odhadnuty termodynamické konstanty Ibrutinibu pii 25°C a 37°C.

NOVELTY

Ibrutinib is an antitumor drug targeting B-cell malignancies, for treatment of chronic
lymphocytic leukemia, and Waldenstrom's macroglobulinemia. Medicine and pharmacology
needs physical constants (spectra, pK's, solubility, etc.) of new drugs. To date, no spectra, no
dissociation constants or pH-distribution diagrams of the relative concentration of variously
protonated ions of the new sparingly soluble drug Ibrutinib have ever been published in
professional literature. Four dissociation constants were estimated using a computer-assisted
pH-absorbance spectra analysis when the reliability of the used regression analysis was
proven. Due to the strongly overlapping protonation equilibria and a limited solubility behind
the spectrophotometric, potentiometric data analysis was also used to evaluate mixed pKa. By
using a dependence on the ionic strength, thermodynamic dissociation constants at 25°C and

37°C were estimated.
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SEZNAM ZKRATEK

BTK Brutonova tyrosin kinaza

CCL Chronické lymfocytarni leukémie

FA Faktorova analyza

FDA Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie
IgM Imunoglobulin tftidy M

MCL Lymfom z plastovych bun¢k

PCA Analyza hlavnich komponent



0. Uvod

Ukolem mé diplomové prace bylo stanovit viechny disociaéni konstanty cytostatika
Ibrutinibu  spektrofotometricky i potenciometricky. Lécivo bylo dodano spolecnosti
ZENTIVA GROUP, a.s,(Praha) s deklarovanou ¢istotou nad 99% kontrolovanou metodou
HPLC a s pozadavkem na stanoveni disociacnich konstant, které dosud nebyly publikovany.
Disociacni konstanty 1éCiv jsou pro lékafe a farmaceuty vyznamné veli¢iny pii aplikaci
medikamentu. Cytostatika jsou charakteristickd svou acidobazicitou, ktera vyznamné
ovliviiyje jejich farmakologické vlastnosti. Disociacni konstanta mé vliv na ioniza¢ni stav
molekuly a tim urcuje vysi vstiebavani 1éku pfes stfevni membrany. Bylo dokazano, ze
kyseliny s hodnotami pKa niz$imi nez 3 byly v zasaditém prostiedi stfev $patné vstiebavany
[1, 2].

pH-potenciometrickd titrace je povazovana za velmi dobrou metodu stanoveni
rovnovaznych konstant roztokli dobfe rozpustnych sloucenin. [3]. Za alternativni metodu
potenciometrické titrace je pokladana UV-VIS spektrofotometricka titrace, kterd je vysoce

citliva pro malo koncentrované roztoky [4].
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1. Literarni ¢ast
1.1. lbrutinib
Ibrutinib neboli 1-[(3R)-3-[4-amin-3-(4-phenoxyphenyl)-1H-pyrazolo[3,4-
d]pyrimidin-1-y1]-1-piperidinyl]-2-propen-1-on je farmakum, jehoz sumarni vzorec je
CasH24N6O; a molekulova hmotnost ¢ini 440.4971 g/mol. Tato sloucenina patii do skupiny
organickych molekul zndmych jako difenylethery. To jsou aromatické sloueniny obsahujici

dvé benzenova jadra vzajemné propojenych pies etherovou skupinu.

Obr. 1 Strukturni vzorec Ibrutinibu [7]

Na trhu 1ze najit Ibrutinib rovnéz pod obchodnimi synonymy jako Imbruvica nebo PCI
32765. Ibrutinib je malo rozpustny ve vod¢. Rozpousti se az v alkalickych roztocich a také
S rostouci teplotou.

Tbrutinib byl schvalen Ufadem pro kontrolu potravin a 1é&iv (FDA) v roce 2013 pro
1é€bu lymfomi z plastovych bunék a poté vanoru 2014 také pro 1écbu chronické
lymfocytarni leukémie. Poddva se rovnéz pacientim trpicim Waldenstromovou

makroglobulinémii [5].

1.1.1. Mechanismus u¢inku

Po navazani antigenu na B bunécny receptor lymfocytu se aktivuje mnoho signalnich
drah. B lymfocyty tim zahaji svou aktivaci, proliferaci a produkci protilatek. Jeden z hlavnich
enzymu téchto drah je Brutonova tyrosin kinaza. Fosforylaci této bilkoviny dojde k aktivaci
fosfolipazy Cy2. Z diivodu jeji vyznamné role v aktivaci B-lymfocyt bylo zjisténo, Ze hraje

kli¢ovou roli v etiopatogenezi B-lymfoproliferativnich onemocnéni.
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Ibrutinib (Imbruvica) je prvni peroralni inhibitor Brutonovy tyrosin kinazy. Léc¢ivo
vytvaii silnou kovalentni vazbu s cysteinovym zbytkem Cys 481 BTK , ¢imz zabratuje jeji
fosforylaci. V disledku toho, dojde k blokaci pfenosu signall, a tim i k zabranéni pieziti a
rustu malignich B lymfocyti. K celkové inhibici kindzy dochédzi pti uziti minimalné 2,5

mg/kg t&lesné hmotnosti [6].

1.1.2. Farmakokinetika

Farmakum je po oralnim podani absorbovéano a eliminovano. Maximalni koncentrace
v plazmé dosahuje po 1-2 hodinach, s jidlem se jeho vstiebavani zvySuje 2 krat az 4 krat.
Kovalentni vazba na BTK umoznuje denni podavani [7].

Lécivo je metabolizovano piedevSim jatry, vylucovani ledvinami je minimalni.

V jatrech je odbouravan hlavné cytochromem P450 [7, 8, 9].

1.1.3. Nezadouci ucinky

Vétsina nezddoucich ucinkl se fadi mezi nezavazné komplikace 1. a 2 stupné. Jde o
obtize, které nevyzaduji okamzité¢ preruseni lécebného procesu timto 1écivem. Mezi bézné
nezéadouci ucinky zahrnujeme infekce hornich cest dychacich, pneumonie, nauzea a unava.
Velmi vzacné se objevuji komplikace 3. a 4. stupné, které jsou predev$im hematologické,
anémie, neutropenie a trombocytopenie. Mezi nehematologické se fadi zapal plic a infekéni
komplikace. Specifickymi projevy 1é¢by jsou lymfocytdzy, fibrilace sini a krvacivé stavy,
které jsou zpusobeny blokaci Brutonovy tyrosin kinazy Tyto komplikace ohrozuji dalsi
pokraCovani v terapii. [6, 7].

1.1.4. Klinicky vyznam

Ibrutinib a chronicka lymfocytarni leukémie (CCL)

Chronicka lymfocytarni leukémie je hematoonkologické onemocnéni, které je zaloZeno
na klondlni proliferaci maligné¢ zvrhlych lymfocytl, ve vétSin€ piipadi se jednd o B-
lymfocyty.

Tyto transformované krevni buiiky nepodléhaji programované bunééné smrti (apoptdze)
tak rychle jako jejich zdravé protéjsky. Z tohoto divodu dojde k akumulaci nadoroveé
zvrhlych lymfocytl v krvi, kostni dfeni a lymfatickych orgdnech (slezina, mizni uzliny).
Postihuje zejména muze ve véku kolem 65 let, a proto je muZzské pohlavi brano za jeden

Z negativnich prognostickych faktort [10].
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Ibrutinib je prvnim oralnim kovalentnim inhibitorem Brutonovy tyrosin kinazy,
ktery byl schvalen pro 1é¢bu pacientd s chronickou lymfocytarni leukémii, ktefi jiz
podstoupili alespoit jednu piedchozi terapii a jako primarni 1éCba pro pacienty
s chromozomalni deleci 17p13.1 [11].

Byla provedena studie s cilem vyhodnotit bezpecnost, ti¢innost, farmakokinetiku a
farmakodynamiku 1é¢iva Ibrutinib, cytostatika ur¢ené¢ho pro 1é€bu B-bunéénych nadord u
pacientd s relabujici ¢i refrakterni formou CLL. Do studie se zapojilo 85 pacientd, z nichz
vetSina méla velice Spatnou progndzu onemocnéni. 51 pacientli uzivala denné 420 mg tohoto
cytostatika a 34 pacientii 840 g.

Vysledky 1écby byly velice optimistické. Toxické ucinky léCiva se tykaly prevazné 1.
a 2. stupné, které nezabranily pacientim v dal§im uzivani lé¢iva. Bylo zjiSténo, Ze rozdily ve
vedlejSich ucincich 1é€by podavani 420mg a 840 mg nebyly vyznamné a celkova mira preZziti
bez progrese byla stanovena na 83 %.

Bylo prokazano, Ze terapie Ibrutinibem je spojena s dobrymi vysledky predevsim u

rezistentnich pacientl na jinou chemoterapii a U pacientl s genetickou zatezi [12].

Ibrutinib a lymfom z plastovych bunék (MCL)

Zhruba jednu desetinu vSech ne-Hodgkinovych lymfomt tvoii lymfomy z plastovych
bun€k z ang. (MCL). Toto hematoonkologické onemocnéni je definovano jako neoplazie B-
fady, ktera je charakteristicka typickou morfologii lymfoidnich bun¢k nesouci chromozomalni
translokaci t(11, 14) (913;932) (1). Toto onkologické onemocnéni postihuje vice muze nez
Zzeny s medidnem vyskytu kolem 60. roku Zivota. Nemoc se diagnostikuje zpravidla az u
jejich pokrog¢ilych stadii, ktera se projevuje infiltraci kostni dfené a lymfadenopatii [13].

Studie prokazala, ze Ibrutinib u pacientd s relabujici ¢i refrakterni formou lymfomu
z plastovych bunék vykazuje vysokou miru odezvy dosahujici az 68 % za pomérné kratkou
dobu asi 17,5 mésict. Udaje o toxicité stanovuji, Zze komplikace 3. a 4. stupné byly u 1é&by
Ibrutinibem méné Casté a zavérem lze fici, Ze Ibrutinib je vysoce UCinné cytostatikum

V monoterapii tohoto onemocnéni. [14].

Ibrutinib a Waldenstromovou makroglobulinémie
Waldenstromova makroglobulinémie je maligni mutaci B-lymfocyta, ktera vyustuje
ve vznik lymfoplazmocytarnich bunék, jenZ produkuji monoklonédlni imunoglobulin tfidy

IgM. Jedna se o hematoonkologické onemocnéni a fadi se mezi monoklonalni gamapatie.
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Klinicky se projevuje infiltraci kostni difen¢ lymfoplazmatickymi butikami, chronickou
unavou, osteolyzou a dal§imi projevy zpilsobenymi samotnym monoklondlnim
imunoglobulinem IgM. Poprvé byla popsana v roce 1944 $védskym lékafem Janem G.
Waldenstromem, po kterém nese své oznaceni [15].

Velmi Castymi mutacemi objevujici se u Waldenstromovy makroglobulémie jsou
mutace genu MYD88 a CXCR4, které pravdépodobné spousti rist nadorovych bunck
prostiednictvim Brutonovy tyrosin kinazy. Pravé proto je inhibitor Brutonovy kinazy-
Ibrutinib u¢innym v 1é¢bé tohoto onkologického onemocnéni. Ve studii, kde byla sledovana
terapeuticka uc¢innost Ibrutinibu bylo sledovano 63 pacientll stimto onemocnénim. Bylo
zjisténo, ze léCba Ibrutinibem zplsobila u pacienti vyznamné snizeni hladiny sérového
imunoglobulinu IgM a u Zadného z pacienti nedoSlo b&éhem 1é¢by k jeho opétovnému
navyseni. Stfedni dobou alespont minimalni reakce byly 4 tydny a velmi dobrych 1éebnych
odpovédi bylo dosazeno u vétSiny pacientt.

Vedlejsi G¢inky 1é¢eni zahrnovaly komplikace 2. stupné, neutropenie se objevila u 22
% pacientt a trombocytopenie u 14 %.

Celkove¢ lze dolozit, Ze nezddouci Gc€inky byly mirné a 1é¢ivo Ibrutinib dosahuje velmi
dobrych vysledkti u nemocnych trpicich Waldenstromovcou makroglobulinémii a je jeden
z hlavnich 1€kt uzivajicich se u tohoto typu onemocnéni krve [16].

Ibrutinib (PCI 32765) je silny selektivni inhibitor Brutonovy tyrosin kinazy, ktery ma
velmi dobré vysledky v 1écbé B bunéénych malignit. Jednd se lé¢ivo s protinadorovou
aktivitou, které predstavuje dobrou alternativu lécebnych postupt zlepSujici prognodzu
pramérné délky pacienta. Vyzkum prokdzal podstatny klinicky pfinos u lidi trpici
hematoonkologickym onemocnénim, zejména u Waldenstromovou makroglobulinémie,
lymfomu z plastovych bunék a chronické lymfocytarni leukémie. V budoucnu se bude
studovat efekt Ibrutinibu v kombinaci se stavajicimi i novymi 1é¢ivymi piipravky u relapsu
onemocnéni [17]. U vétSiny téchto chorob se ovSem objevuje u nékterych rezistentnich

pacientil nizka 1écebna odpoveéd’. Jednotlivé rezistence vici Ibrutinibu jsou popsany nize.

1.1.5. Rezistence

S rezistenci na 1é¢bu protinadorového 1é¢ivého piipravku lbrutinib (Imbruvica) se
setkdvame u ¢im dal vétSiho procenta léCenych pacientid. Pficin mlze byt mnoho,

nejvyznamnéjsi z nich budou v dalSich fadcich uvedeny.
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Rezistenci mizeme rozdélovat na dva typy: primarni a sekundarni, pfi¢emz s primarni
se setkavame Castéji, asi u 13-43 % lécenych pacientd [12, 18], zatimco sekundarni postihuje
kolem 30 % nemocnych [19]. Divodem rezistence vuéi Imbruvice jsou pravdépodobné
mutace Vv kinazach signalnich drah MAPK, PI3K [20].

Rezistence Ibrutinibu u chronické lymfocytarni leukémie

Vyzkumné studie ukazuji, ze Ibrutinib, inhibitor, ktery se vaze kovalentné na C481
vazebné misto BTK, disponuje piekvapivymi lé¢ebnymi odpovéd'mi. U pacientl s relabujici
formou chronické lymfocytarni leukémie dochazi u 5.3 % K primarni rezistenci na lécbu.
Mechanismus rezistence je do znacné miry neznamy, ovSem klicovym mistem se zd4 mutace
na Grovni pravé zminéného spojeni cysteinu C481S se serinem ve vazebném misté BTK, kde

se protinadorové 1écivo vaze [21].

Rezistence Ibrutinibu u lymfomu z plastevych bunék

Inhibitor Brutonovy tyrosin kinazy mé az 70% pozitivnich lécebnych odpovédi u nemocnych
trpicich lymfomem z plastovych bunck. Je tedy ziejmé, ze 30 % pacienti je k1écbé
Ibrutinibem né&jakym zplisobem nereagujicich. Primarni rezistence je zpUsobena

pravdépodobné aktivaci neklasické NFkB cesty a sekundarni rezistence jiz zminéné mutace

vazebného mista BTK C481S pro lé€ivo.

Obr. 2 Strukturni spojeni BTK s Ibrutinibem [21]

Nekteré studie se zaméfily na vyuziti inhibice proteinu Hsp90, ktery dokaze tuto
rezistenci ,,prekonat. Inhibice Hsp90 dokaze zprostiedkovat indukci degradace Brutonovy
tyrosin kinazy a IkB kinazy a u refrakternich bun¢k a CD40 dependentnich B lymfocytt, coz

zpusobi inhibici nezadouci neklasické NFkB signalizace [22].
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Rezistence Ibrutinibu u Waldenstromovy makroglobulinémie

Waldenstromova makroglobulinémie je onemocnéni krve, které oznacuje maligni
mutaci B-lymfocyti. Dusledkem je kromé jiného rovnéz produkce monoklonalniho
makroglobulinu (IgM), ktery produkuje patologicka populace plasmatickych bunék [23].
Sekvenovanim genomu u lidi trpici timto hematookologickym onemocnénim byla u vétSiny
pacientl zjiSténa somatickd mutace L265P v genu MyD88.

Tato mutace zpusobuje zaménu aminokyseliny leucinu L na pozici 265 za
aminokyselinu prolin P aminokyselinovém fetézci. Dal§i mutaci, ktera se Casto objevuje u
Waldenstromova makroglobulinémie je v genu CXCR4, kterd zpiisobuje zmény v receptoru
CXCR4, ktery tento gen koduje. Tento receptor zastdva vyznamnou roli na povrchu buiky,
kde zprosttedkovava pienos informaci dovnitf buiiky. Lidé S timto onemocnénim, ktefi jsou
navic zasazeni témito mutacemi, maji zpravidla horsi prognézu. U pacientll s mutaci v genu

CXCR4 dochazi castéji k rezistenci na 1é¢ebny pripravek Ibrutinib [24, 25].
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2. Teoreticka cast

2.1. Thermodynamické disocia¢ni konstanty

Disociacni konstanta kyseliny ¢i disociacni konstanta baze jsou rovnovaznymi
konstantami, které vystihuji protolytickou rovnovahu. Protolytické (acidobazické) reakce jsou
reakce spojené s vyménou protonil. K ustanoveni této rovnovahy dochézi v piipadé€, kdyz
v roztoku dojde k disociaci kyseliny ¢i zasady. K tomuto $tépeni latky nejcastéji dosahneme
jejim rozpusténim ve vodném roztoku.

Silu kyselin, tedy jeji aciditu 1ze usuzovat z hodnoty rovnovazné disociacni konstanty
(Ka), mirou sily zasady je disocia¢ni konstanta bazicity (Kg). Tyto hodnoty jsou tabelovany a
slouzi ke klasifikaci téchto chemickych latek. Pro nékteré kyseliny ¢i baze jsou hodnoty
disociacnich konstant velice nizké, proto se v praxi uvadi jako pK, coz je zaporny dekadicky
logaritmus K. Pfi pievedeni hodnot disocia¢nich konstant na pKa pro kyseliny a na pKg pro
zasady plati, ze nizké pK patii k silné kyselin€ ¢i zdsad¢€ a naopak. Disocia¢ni konstanty lze
stanovit pomoci analytickych metod UV-VIS spektrofotometrie, pH potenciometrické titrace
a dalSich.

Z definice rovnovazné konstanty a aktivitniho koeficientu lze vyjadiit vztah zavislosti
smiSené rovnovazné konstanty pK na iontové sile. Tento vztah oznacujeme jako rozsifeny

Debey-Hiickelovy zakon

A (z4z VI
log Klr,smié = log K17;"— ;;—Zo\ﬁ + CL (1)

Ve velmi zfedénych roztocich, kde (I < 0.1) lze tato zavislost smiSené disociacni

konstanty na iontové sily redukovat na tzv. zkracenou Debey-Hiickelovu rovnici,

A(zyz )1
log K1y smis = log Kiy- = === (2)

[26]

2.2.Urceni poctu svétlo-absorbujicich ¢astic
Pro urceni svétlo absorbujicich c¢astic je mozno pouzit metodu analyzy hlavnich
komponent (PCA) nebo faktorové analyzy (FA). Tato metoda je jednou z nejcastéji
vyuzivanych metod vicerozmérné statistické analyzy dat a umoznuje 1 analyzu
spektrofotometrickych dat. Cilem PCA nebo FA je urceni poctu tzv. latentnich proménnych,
které popisuji variabilitu datové matice A 0 | fadcich a m sloupcich, kde | fadku zde popisuje

jednotliva namétend spektra a m sloupce zobrazuji pfisluSné vinove délky.
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Datova matice by vSak neméla byt zatizena experimentalni chybou. Pocet statisticky
vyznamnych latentnich proménnych absorban¢ni matice A urcuje pocet svétlo- absorbujicich
castic.

Prvnim bodem analyzy dat pomoci metody PCA je rozklad absorban¢ni matice A 0 n
fadcich a k sloupcich na souin matic T a P' a matici nepopsané variability E dle rovnice

A=TPT+E 3)

Kde T je matice latentnich proménnych o rozmérech n x Kk (sloupcové vektory, které
znaci hlavni komponenty), matice P je matice zatézi o rozmérech n x k, kde k jsou sloupcové
vektory uréujici miru pfispévku jednotlivych latentnich proménnych k variabilité absorbanéni

matice [27, 28, 29].

Urc¢eni poctu svétlo-absorbujicich ¢astic faktorovou analyzou

Znalost poctu svétlo-absorbujicich ¢astic je potfebna pro navrh protona¢niho modelu,
na jehoz zakladé se nelinearni regresi programy REACTLAB [30] A SQUAD 84 [31, 32, 33]
stanovuji odhady protonacnich konstant a molarnich absorp¢nich koeficientd.

Pro studium disociacnich konstant 1éCiv a jejich protonacnich rovnovah
spektrofotometrickou titraci mnoha vinovych délek je velice dulezité urcit pocet piitomnych
chromofori ve zkoumaném roztoku. Prvnim bodem pro stanoveni disocia¢nich konstant
1é¢iva Ibrutinibu je vypocet svétlo-absorbujicich ¢astic V rovnovazné smési.

Kur€eni poctu svétlo-absorbujicich castic v rovnovazné smési je vhodné vyuZit
nékterych metod faktorové analyzy. V programu S-PLUS byl na pracovisti vytvofen
algoritmus INDICES [34]. Tento program poskytuje 12 metod faktorové analyzy. Faktorova
analyza je metoda statistického zpracovani dat, kterd umoznuje zjednoduSeni a redukci
velkého mnoZstvi piivodnich proménnych.

Redukci rozumime nahradu ptvodnich znakli novymi proménnymi-faktory.
Porovnanim vysledkl téchto metod lze stanovit finalni pocet svétlo-absorbujicich ¢astic
Vv roztoku.

Prvnim grafickym vystupem metody faktorové analyzy FA je Catteliv graf upati
vlastnich ¢isel, kde je ziejma zavislost vypoctené funkce f(k) na poctu komponent k. Pro
presnéjsi vyhodnoceni zlomu na kiivce se vynasi zavislost po¢tu komponent Kk proti
dekadickému logaritmu vypoctené funkce f(k). U vétSiny metod faktorové analyzy je

determinujicim kritériem zlom na kiivce [34].

22



Metody faktorové analyzy

Z velmi mnoha metod faktorové analyzy bylo nutné zjistit, které jsou nejpiijatelnéjsi
pro analyzu spekter za ucelem uréeni poctu piitomnych barevnych ¢astic v roztoku. K urc¢eni
latentnich proménych k 1ze rozdé€lit metody dle jejich kritérii pro stanoveni:

A. Dle zlomu na kiivce: Catelluv graf Gpati vlastnich ¢isel.

B. Dle rezidualové smérodatné odchylky: Precizni metody.
C. Dle testacnich kritérii: Aproximativni (pfiblizné) metody.
D

. Dle druh¢ derivace, tieti derivace, resp. pomér derivaci.

Precizni metody
Kankareho rezidualova smérodatna odchylka absorbance sk (A)

Prvky matice jsou zatizeny Sumem, jenz je dan hodnotou instrumentalni chyby
ptistroje sinst (A). Vysledna rezidualova smérodatna odchylka je v zavislosti na poctu
latentnich proménnych k vSech vybranych metod vynesena do Catellova grafu, kde
instrumentalni odchylka piistroje sinst (A) tvoii segment na ose vlastnich ¢isel.

Pro Kankereho- Wernimontovu metodu plati:

sk (4) = f(k) (4)
Jako stanovovany pocet latentnich proménnych se pfijme takova hodnota k,, pii které

sk nejlépe aproximuje sinst.

Kankare - residual standard deviation

u
—
L]

s(A) [mAU]
log(s.(A)) -

S.«(A) = 0.3mAU

Obr. 3 Kankereho metoda [35]
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Vypocet Kankareho rezidudlni smérodatnd odchylky vychazi z druhého momentu
dané absorban¢ni matice o rozmérech k (pocet spekter) a m (pocet vinovych délek a lze
vypocitat z nasledujiciho vzorce, kde M je tr (M) je stopa matice M, M je druhy moment
matice, A je absorban¢ni matice, K je pocet latentnich proménnych shodny s poétem

barevnych ¢astic v roztoku.

M= —ATA (5)

_vyk
S (A) _ \/tr M)-2F_11q (6)

M-k

[34,36,41]

2.3.Spektrofotometrie

Pomoci nelinedrni regrese jsou hledany nejlepsi odhady parametri  ucelové funkce
y= (X, p)+e. Hodnotam nezavisle proménnych X, které jsou konstantni a pevné urCeny
experimentatorem, odpovidaji vinové délky nebo piidavky titrantu do titrovaného roztoku
titrandu. Pro tyto proménné jsou monitorovana experimentalni data zavislé proménné y
absorbance, které jsou zatizeny nahodnou chybou €. Vyhodou nelinearni regrese je modelace
obtiznych redlnych déjt a predikce pozadovanych parametra.

Vypocétenou regresni kiivkou spektra jsou proloZzena naméfena experimentalni data
absorbance a potom je posuzovana tésnost prolozeni, ktera zna¢i miru shodnosti vypoctenych
a naméfenych dat a vypovida tim také o vérohodnosti nalezenych odhadi hledanych
parametri. Vyc¢islené parametry £ jsou dale analyzovany fadou diagnostik, které rovnéz

vypovidaji o spravnosti experimentéalnich dat a statistické vyznamnosti navrzeného modelu.

2.3.1. Regrese A-pH spekter

A-pH spektra jsou studovédna za ucelem stanoveni poctu svétlo-absorbujicich ¢astic a
jejich molarnich absorpcnich koeficienti, vedouci k urfeni co nejpfesnéjSich odhadi
disociacnich konstant pK,. V literatufe nejpouzivanéjSimi a nejvyznamnéj$imi regresnimi
programy regresni analyzy spekter v rovnovahach v roztocich jsou SQUAD84 a REACTLAB
nebo jeho predchozi verze SPECFIT [37]. Nelinearni regresi analyzuji danou absorban¢ni
matici a poskytuji hledané odhady neznamych parametrti navrZzené hypotézy regresniho

protona¢niho modelu.
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K nalezeni nejlepSich odhadti hledanych parametri jako jsou disocia¢ni konstanty a
molarni absorpcni koeficienty lze dojit pravé analyzou naméfenych absorbancnich

responznich matic programy REACTLAB A SQUAD 84 prostiednictvim téchto informaci:

2.3.1.1. Distribuéni diagram
Distribu¢ni diagram znézornuje relativni koncentra¢ni zastoupeni vSech rizné
protonovanych Castic v zavislosti na pH a poskytuje specificky obraz protona¢niho modelu.
To umoznuje chemicky vyklad navrhovaného chemického modelu, provadét jeho opravu a
interpretovat piispévky majoritnich i minoritnich slozek rovnovazné smési. Rovnéz odhaluje

procentualni zastoupeni castic rovnovazné smeési roztoku pii daném pH.

2.3.1.2. Dekonvoluce absorban¢ni matice
Rozklad kazdého experimentalniho spektra do spekter jednotlivych ¢astic ukazuje, zda
je navrzeny experimentalni rozsah piijatelny. Dekonvoluce rozlozi kazdé naméfené spektrum
do absorp¢nich prispévka jednotlivych chromoforti v roztoku. Zobrazuje, jaké jednotlivé
protonované Castice pfispivaji pro riznd pH do finalniho vysledku naméteného spektra. Pasy
jednotlivych ¢astic jsou vektorové analyzovany a upravovany. Cilem je vytvorit vysledné

spektrum absorpcénich past rozlicn€ protonovanych ¢astic pro vybrané pH.

2.3.1.3. Stanoveni protonac¢niho modelu a Kritérii vérohodnosti

Dle Bronsted-Lowryho teorie muze v roztoku dochézet k vyméné protonu mezi
kyselinou a zasadou, tedy miize dochazet k disociaci ¢i protonaci dané molekuly. Pokud
uvazujeme protonacni ustanovovani postupnych rovnovah mezi protonem H a aniontem L
(naboje jsou pro ndzornost vynechany), mohou vznikat rozliéné protonované castice L, LH,
LH,, LHs.... atd., obecné LHp, které vedou k ur€eni protonaéni konstanty Bp [38].

Disociace molekuly pfi konstantni iontové sile je definovana smiSenou disociacni
konstantou ve tvaru:
LHj_l

Kai = TH,

(7)

Stanoveni protona¢niho modelu umoznuji programy REACTLAB A SQUAD&84, které
vychézi z Bougert -Lambert Beerova zékona, kdy pro absorbanci Aj; j-tého roztoku pfi i-té

vlnové délce plati:
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A=) e s BplHPILL  (8)
p
kde Aj je absorbance j-t¢ho roztoku pfi i-té vinové délce a pii jednotkové délce kyvety.
Vstupnimi daty pro REACTLAB i SQUADS4 je naméfend absorbancni matice, koncentrace

komponent H a L, navrhovany pocet svétlo-absorbujicich ¢astic a jejich stechiometrie.
Pomoci téchto informaci jsou oba programy schopny vyuzitim nelinedrni regrese
minimalizaci ucelové funkce U = ZZ(AL e, —Aij,vyp)z stanovovat nejlepsi odhady
protonacnich konstant fp a hodnoty molarnich absorp¢nich koeficienti .

Vyhodnocenim UV-VIS spektrofotometrické titrace na rozdil od jinych metod je
umoznéno stanoveni odhadil protonacnich konstant a nalézt zasadni informace o rozli¢né
protonovanych chromoforech v molekule. Programy REACLAB a SQUADS84 lze téz vy¢islit
rovnovazné koncentrace pro jednotlivé slozky. Vérohodnost nalezeného protona¢niho modelu
je ovSem tieba provéfit nékolika dokazujicimi diagnostikami:

A) Prvni diagnostika dokazuje fyzikalni smysl parametrti S(5p) a S(ep;i), které musi byt
nezaporné¢ a jejich smérodatné odchylky musi byt malé Vv pozadované toleranci
ndhodnych chyb méfeni. Tato diagnostika umoziuje prokazat navrzenou hypotézu
dobie podminéného protona¢niho modelu.

B) Té&snost prolozeni spekter vyjadiuje miru shody prolozeni experimentalnich a

vypoctenych spekter a rovnéZ potvrzuje spravnost navrzené hypotézy protonacniho

modelu [38,39].

Program REACTLAB

Je software pracujici na soft modelingové metode, ktera nevyzaduje pevné zadany
protona¢ni model. Program nabizi rovnéz pocet chromoforti v roztoku faktorovou analyzou a
predev§im umoznuje nalézt odhady protonacnich konstant a molarnich absorpénich

koeficienta.

Program SQUAD 84
SQUADS84 nabizi stejné vysledky jako ptredesly REACTLAB a navic provadi
dokonalou statistickou analyzu rezidui, ¢imz prokazuje té€snosti proloZeni vérohodnost

nalezenych odhad rezidui.
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Analyza rezidui nabizi ptedevs§im Aritmeticky primer rezidui E(e), ktery by mél byt co

v

odchylku predikované absorbance s(A), ktera by méla byt v idealnim ptipadé blizka velikosti
Sumu S(€). HamiltonGv R-faktor odhaluje spravné navrzeny protona¢ni model, pokud je jeho
hodnota mensi nez 0,5%.

dat a pozaduje detailn€jsi popis problematiky, aby probéhla spravna regresni analyza
experimentalnich dat.

Jde o hard-modelingovy program s pevné zadanym chemickym modelem. Nelinearni regresi
metodou nejmensich Ctvercii determinuje a zjemnuje nadefinované parametry (disociacni

konstanty, stechiometrické koeficienty) [40,41].

2.4. Potenciometrie

2.4.1. Potenciometricka titrace

Potenciometrické méfeni pH se fadi mezi elektrochemické metody, jejichz podstatou
je meéfeni rovnovazného napéti galvanického CElanku. Tento Clanek se skldda vzdy ze 2
elektrod, mémé (indikac¢ni) a referentni (srovnavaci.). V praxi se jako srovnavaci elektroda
nejCastéji aplikuje argentchloridova elektroda, jejiz potencial je znamy a je dokonale
konstantni. Potencial mérné elektrody (nejéastéji sklenéné) se méni s jednotlivymi pH , tedy
s koncentraci stanovovaného protonu. Rozdil téchto dvou potencialu odpovida rovnovaznému
napéti, které je mirou koncentrace sledované latky. Galvaniho potencial [42] zavisi na
potencialu obou elektrod, a jejich rozdil oznacujeme jako elektrodové napéti. Elektrodovy

potencidl je definovan Nernstovou rovnici odvozenou ze vztahu:

E = Ap; —Ap, 9)

u) —ud RT* nai(l)

Ap = — =
Q= @2 —Pq ZF +ZiF .

(10)

pokud ¢, je povazovan za srovnavaci a budeme k nému vztahovat vSechny elektronové
potencialy ¢, pak je mozné ¢, zvolit nulovy nulovy a ¢; pak mizeme nahradit symbolem E-
potencial elektrody a vyraz:

H?(1) - H?(Z)
ZiF

(11)
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Oznacime-li E° jako standartni elektrodovy potencial paka finalni Nernstovu rovnici [42] ziskame

ve tvaru

E=E° + B g, 12
- iont(l) F n Qiont (1) ( )
kov(z)

kde E je napé&ti &lanku, ktera je slozen ze dvou elektrod (m&rné a srovnavaci), E° je standardni
elektrodovy potencial polo¢lankové reakce, R je molarni plynova konstanta (8.314 J/K.mol),
F je Faradayova konstanta (96 485 C/mol), n je pocet vyménénych elektrond, T je teplota
v kelvinech, a je aktivita jednotlivych slozek reakce.

Elektrodovy potencial mizeme téz vyjadfit jako rozdil standartniho elektrodového
potencialu sklenéné elektrody a zaporného dekadického logaritmu aktivity vodikovych
kationtt resp. pH
ve tvaru: E=E°—S*pH = E°+S=*log,u+ (13)

Vedle spektrofotometrického stanoveni disocia¢nich konstant studovanych drog je za
druhou vhodnou nezavislou metodou povazovana pH potenciometricka titrace, ktera ovsem

neposkytuje informace a piitomnych chromoforech v roztoku.

2.4.2. Potenciometrické stanoveni pKj,

Program ESAB [43, 44] pracuje na principu nelinearni regrese a pomoci minimalizace
ucelové funkce metody nejmenSich ¢tverc proklada experimentalni data kiivkou tak, aby
bylo dosazeno co nejtésnéjsi prolozeni experimentalnimi daty. Primarni data jsou vkladana do
software, coz jsou ptidavky titra¢niho ¢inidla, naméfené hodnoty pH, koncentrace 1é¢iva na
pocatku titrace a koncentrace H' na po&tku titrace. Minimalizaci rezidualniho souétu étvercii
hodnot pH jsou cilové parametry ¢ili disociacni konstanty postupné zjemnovany az do velmi

malych hodnot rezidualnich odchylek, blizicich se nule. Uéelovou funkci lze popsat rovnici

n n
2 A
U= Z Wi (VT,i - VT,vyp,i) = Z w;. e]%i (14)
i=1 i=1

kde w; je statisticka vaha, ktera je zpravidla rovna jedné avsak v programu ESAB je vycislena

pomoci rovnice o propagaci chyb ve tvaru:
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1 dE;1*
2 2 i 2
— ¢2 — + . 15
w; 5 = Sk [dVi] Sv (15)

V b&zném experimentu je obecné sg = 0.01 jednotky pH a s, = 0.0001 cm?, kde V7 ; je
pocateéni objem titrované latky, Vrypi je vypocitany objem, éZ je Ctverec rezidui, é2 kde je
minimalni vzdalenost k nejlepsi regresni kiivce. Odchylky rezidui lze vypocitat dle rovnice

e = (Vexp,i — V,,yp,l-) uvedené v rovnici ucelové funkce.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1.Pouzité roztoky a chemikalie
Hydroxid draselny, KOH (1 M): V1 litru redestilované vody, kterd byla 30 minut
probublavana inertnim plynem argonem, byla rozpusSténa navazka pevného KOH (Aldrich
Chemical Company, USA). Piipraveny 1M roztok byl ponechavan po celou dobu vyzkumu
V polyethylenové nadobé¢, jez byla umisténa v exikatoru v argonové atmosfére. Standardizace
1M KOH se uskutec¢nila pomoci pH potenciometrické titrace standardizovanou kyselinou

chlorovodikovou.

Kyselina chlorovedikova, HCL (1M): Redénim koncentrované kyseliny chlorovodikové
(p.a. Lachema Brno) byl pfipraven 1M roztok. Jeji standardizace byla provedena
acidobazickou potenciometrickou titraci na navazku pevného oxidu rtutnatého za p¥itomnosti

nadbytecného mnozstvi jodidu draselného a za neustalého probublavani argonem.

Oxid rtut’naty, HgO (p.a. Lachema Brno) a jodid draselny, KI (p.a. Lachema Brno) byly
vyuZity pro standardizaci 1M roztoku HCL.

Chlorid draselny, KCI (2 M) Roztok byl pfipraven rozpusténim navazky pevného KCI (p.a.
Lachema Brno) ve vypocteném mnozstvi redestilované vody. Roztok 2M chloridu draselného

byl pfidavan do zkoumaného roztoku pro nastaveni prislusné iontové sily.
Fosfatovy pufr Byl piipraven fosfatovy pufr o ¢ = 0.1 mol/l, které byl vyuZzivan pro udrzeni

pH roztoku pfi experimentalnich méfenich.

Standardni komer¢ni pufry

Tabulka 1. Zavislost pH standardizovanych pufri na teploté

T[C] 1 2 3
25 4.006 6.865 9.180
37 4,024 6.841 9.088
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Pufr 1 : roztok ftalanu draselného
Pufr 2 : NaH,PO, + Na,HPO,
Pufr 3 : roztok Boraxu a NaOH

Redestilovana voda
Byla opatfena destilaci deionizované vody a odebrana z centralni ionexové upravny.

Byla vyuzita pro ptfipravu vsech uvedenych roztoku ale i roztokl jednotlivych méteni.

Lécivo: Ibrutinib (Imbruvica)

Lécivo Ibrutinib bylo dodano spolecnosti Zentiva Group a.s (Praha) s deklarovanou
¢istotou nad 99% kontrolovanou metodou HPLC. Lécivo bylo rozpusténo v alkalickych
vodnych roztocich a kratké homogenizaci v digitalni ultrazvukové 1azni. Koncentrace roztoku
léiva pro potenciometrii se pohybovala okolo 5 x 10 mol/l, zatimco pro

spektrofotometrickou titraci asi 5.8 x 10™> mol/I.

3.2.Standardizace odmérnych roztoki

3.2.1. Standardizace kyseliny chlorovodikové, HCI

Do 25 ml redestilované vody, ktera byla 30 minut probublavéana argonem, byl piidan 1
g KI, ktery byl zcela rozpustén a vypoctend navazka HgO na teoretickou spotiebu kyseliny
chlorovodikové 250 pl. Cely objem roztoku byl pfeveden do méfici nadobky a za
intenzivniho michani a probubldvani inertnim plynem (argonem) byl titrovan pfipravenym
standartnim roztokem HCI. Standartni roztok kyseliny chlorovodikové byl ptfiddvan z pistové
mikrobyrety a bylo sledovano ménici se rovnovazné napéti resp. pH na pH metru. V roztoku
probihaly nasledujici chemické reakce:

HgO + 4KI + H,0 - 2KOH + K, [Hgl,]
HCl+ KOH - KCl+ H,0
Bod ekvivalence byl ur¢en metodou druhé derivace. Standardizace kyseliny

chlorovodikové byla 4x zopakovana a aritmeticky primér vypoctenych koncentraci se rovna
1.04417 mol/l.
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Tab. 2 Standardizace odmérného roztoku HC1

Cislo opakované Navazka Spotireba | Koncentrace HCI, ¢
standardizace HgO [g] HCI [ul] = [mol/l]
1 0.0272 242.219 1.0369
2. 0.0274 243.712 1.0382
3 0.0276 243.712 1.0457
4, 0.0277 242.219 1.0559
Aritmeticky pramér [g/mol] 1.04417

3.2.2. Standardizace hydroxidu draselného, KOH

pH potenciometrickou titraci na standardizovanou HCl byla uréena pfesna koncentrace
KOH. Standardizace byla provedena 4 krat pii teploté 25°C. Do méfci nadobky bylo
umisténo 15 ml redestilované vody pfedem 30 minut probublavané argonem. K roztoku bylo
piidano 250 ul standardizované kyseliny chlorovodikové z pistové mikrobyrety. Roztok byl
titrovan za stalého michéani ptipravenym roztokem hydroxidu draselného ptidavaného rovnéz
Zz mikrobyrety a po kazdém ptidavku byla zaznamendna zména rovnovazného napéti (pH).
Bod ekvivalence byl obdobné jako u ptedchozi standardizace stanoven metodou druhé

derivace. Byl vypocten aritmeticky primér koncentraci ziskanych 3 titracemi a stanoven jako
c=0.81387 mol/l.

Tab. 3 Standardizace odmérného roztoku KOH

Cislo opakované Spotieba | Spotreba Koncentrace HCI, ¢ =
standardizace KOH [pl] HCI [pl] [mol/l]
1. 318.713 250 0.8125
2. 316.722 250 0.8203
3. 321.209 250 0.8088
Aritmeticky primér 0.81387
[g/mol]
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3.3.Pistova mikrobyreta a jeji kalibrace

Pistova mikrobyrety se pouziva pro presné davkovani anorganickych roztoka (HCI,
NaOH, KOH apod.) nebo jinych organickych latek. Chyba davkovani mikrobyrety se
odhaduje mensi nez 0.02 %.

Mikrobyrety byly pied experimentem fadné kalibrovana a to tak, Ze se vazila
redestilovana voda po upraveé argonem vytlacend mikrobyretou do sklenéné vazenky. Vypocet

vytla¢eného objemu vody mikrobyretou byl korigovan vzhledem k jeji teplot¢.
Tab. 4 Standardizace mikrobyret

Roztok v mikrobyreté HCI KOH
Teoreticky objem [ml] 1.250 1.250
Skute¢ny objem [ml] 1.247 1.181
Smérodatna odchylka [pl] 0.44 0.36

3.4.Pristrojové vybaveni

Standartni pH kombinovana elekroda

pH kombinovand elektroda THETA ’90 je prvotné uréena pro pifesnd nepietrzitd
meéfeni. Kombinuji mérnou pH sklenénou elektrodu a referentni argentchloridovou elektrodu
VvV jednom téle, od méfeného roztoku je déli pouze diafragma v podobé keramické frity.
Uchovavacim roztokem pro tuto elektrodu byl roztok znaceny (THETA ’90). Nejvétsi

vyhodou této elektrody je vysoka stabilita danych parametri.

Termostat (Julabo, model series ED-5)

Tento model je vhodny pro zakladni a rutinni aplikace. Oteviend vana umoZznuje
vnitini i vnéjsi pouziti. Vyhodou je pfesné nastaveni teploty s krokem 0.1 OC , ktera Ize ulozit

a po kazdém spusténi se automaticky piepne na Zadanou teplotu.
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Digitalni pH- metr: typ HI 3220 HANA

Tento pH metr je vyuzit pro méfeni rovnovazného napéti v rozsahu + 2000.00 mV
(pH -2 az 20) a rozsahu teplot -20 az 100 °C. Piesnost jednotlivych experimentil je okolo 0.2
mV. Pied kazdym meétfenim byla provedena tfi bodova kalibrace pH kombinované elektrody
THETA ’90 prostfednictvim standartnich komer¢nich pufrti a nastavena tak Nernstnovska

smérnice.

Spektrofotometr GBC Cintra 40

Zdrojem zafeni spektrofotometru pro viditelnou oblast je wolfram-halogenova lampa o
vykonu 50W a pro ultrafialovou oblast deuterova lampa o vykonu 30W. Rozsah méfeni
vlnovych délek je 200-800nm a Sitka Stérbiny je udévana jako 0.5nm. Pfi absorbanci A=1 je
Sum toho spektrofotometru pod hranici 0.0001. Vyznamna jé rovnéZz rychlost méteni, ktera je

stanovena Vv rozmezi 5-7000nm.min™.

3.5.Experimentalni usporadani
3.5.1. Pristrojové uspoi-adani a postup spektrofotometrické titrace
Pfi méfeni A-pH spekter u spektrofotometrické titrace byla vyuzita pro méfeni
rovnovazného napéti kombinovana sklenéna elektroda THETA ’90 pfipojena k digitdlnimu
pH -metru typ HI 3220 HANA. Pted kazdym méfenim byla provedena tfi-bodova kalibrace
této elektrody pomoci t¥ komerénich pufit pro 25°C (4.006; 6.865; 9.180) a pro 37°C (4.024;
6.841; 9.088).

inertni
plyn

:[:lzn-|1

D, | GBC
Cintra 40

vl 1§

termostat =[PC

pH metr

Obr. 4 Experimentalni uspotfadani spektrofotometrické titrace [35]
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Do termostatového reaktlrku, ktery byl fddné vymyt a vysusen, bylo odpipetovano 20
ml roztoku 1é&iva o prisluiné koncentraci, ktery byl temperovan na 25°C ¢i 37°C. Do roztoku
bylo pfidavano prislusné mnozstvi pufr pro udrzeni pH, KCI pro nastaveni pfislusné iontové
sily. Roztok byl po celou dobu analyzy intenzivné michdn elektrickym michadlem a
probublavan argonem nad hladinou roztoku pro odstranéni veSkerého mnozstvi oxidu
uhlic¢itého.

Nasledn¢ byla na spektrofotometru GBC Cintra 40 nastavena base-line redestilovanou
vodou. Po ustdleni pH (resp. rovnovahy) roztoku bylo proméieno pocate¢ni spektrum a
odecteno piislusné pH na pH-metru. Poté byly pomoci pistovych mikrobyret davkovany
ptidavky (HCl, KOH) do roztoku. Po kazdém ptidavku bylo po homogenizaci roztoku
ustdleni rovnovahy proméfeno dané spektrum a odecteno piislusné pH. Tento postup byl
neustale opakovan az do promeéteni celé titracni kiivky. V prubchu titrace byla neustile
sledovana teplota na digitdlnim termostatu (JULABO) ED-5 vrozmezi 25°C+0.1 °C a
37°C+0.1°C. Po ukongeni titrace byla data uloZena a celé spektrum bylo podrobeno podrobné

analyze.

3.5.2. Pristrojové usporadani a postup potenciometrické titrace

Pro pH potenciometrickou titraci Stanovovaného 1é¢iva byla vyuzita jiz zminéna
kombinovana sklen¢éné elektroda pfipojena na pH metr HI 3220. Pfed kazdym métenim byla
provedena tfi-bodova kalibrace elektrody, aby byla nastavena Nernstovska smérnice. Roztok
lé¢iva o objemu 20 ml o pfislusné koncentraci byl umistén do pfedem vymyté a vysuSené
méfici nadobky, kterd byla vytemperovana na piislusnou teplotu 25°C+0.1°C nebo 37°C
+0.1°C. Do roztoku bylo ddvkovano ptislusné mnozstvi KCI pro nastaveni urcité iontove sily.
Za stalého michani a probublavanim argonem pro zajiSténi inertni atmosféry byla realizovana
pH-potenciometricka titrace. Do roztoku bylo davkovano urcit¢ mnozstvi 1M KOH ¢i 1M
HCI prosttednictvim pistové mikrobyrety a po stanoveni chemické rovnovéahy bylo odecteno
na pH metru pfislusné rovnovazné napéti resp. pH. Po celou dobu analyzy byla udrzovana
stald teploty na digitdlnim termostatu (JULABQO) ED-5 na hodnotach 25°C+0.1°C nebo 37°C
+0.1°C a bylo kontrolovano probublavéani argonem nad hladinou roztoku. Po ukongeni titrace

byla data ulozena a podrobena detailnimu rozboru.
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4. Vysledky a jejich diskuze
4.1. Predikce pK

Ibrutinib ma k dispozici 6 center, kde mize dochazet k protonaci ¢i disociaci, které
jsou oznaceny pismeny A, B, C, D, E F (obr. 5). Dv¢ ionizace mohou byt spojeny s atomy
kysliku, 4 ionizace pak s atomy dusiku. Dusik, jenz je na obr. 5 oznaceny cCislem 1 se
protonovat nemuze, jelikoz aminy se protonuji na kysliku. Dal§im atomem, u néhoz protonace
neni mozna z divodu snizené elektronové hustoty je oznacen jako ¢islo 2.

U predikce disocia¢nich konstant 1é¢iva Ibrutinib jsme vychéazeli z jeho chemické
struktury. Cela molekula na obr. 5 byla rozdélena do n€kolika fragmentl na obr. 6, ve kterych
byly hledany funkéni skupiny, na nichz by mohlo dochéazet k protonaci.

H,C
I Centrum F

O

O

Centrum C

iN— N
N

Obr. 5 Schéma moznych protona¢nich center Ibrutinibu

Prvnim, nejvice bazickym atomem, ktery bude ochotné pfijimat proton je atom dusiku
oznaceny na obr. 5 jako Centrum D. Predik¢ni program MARVIN [45] pravé zde stanovil

pKas = 9.02, hodnota se blizi k nami naméfené experimentalni hodnoté pKa4T =0.82.
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Dalsi protonace bude probihat na atomu kysliku, na obr. 5 ozna¢eném jako Centrum A.
V literatute byla hledana hodnota pK, fragmentu difenyletheru na obr. 6, kde bylo nalezeno,
Ze je protonovanou bazi s pK(BH+) = 5.79 [46] a hodnota se bliZi nami ur¢ené experimentalni
hodnoté pKas' = 6.77.

Jako tieti atom, jenz bude pfijimat proton se jevi atom dusiku oznaceny na obr 5 jako
Centrum E. Pro tento atom MARVIN predikuje hodnotu disocia¢ni konstanty pKa, = 4.28.
Nami stanovena termodynamicka disociani konstanta je pKs = 4.17. Predikovana a
experimentalni hodnota pKazT jsou proto v dobré shodg.

Posledni proton H* bude akceptovan atomem dusiku ve fragmentu, ktery obsahuje
péticlenny cyklus. Na obr. 5 je oznacen, jako Centrum B. Tento atom dusiku je elektronové
bohaty, bude se tedy protonovat diive nez druhy dusik v péticlenném cyklu. Program
MARVIN stanovil hodnotu pKa = 3.96, ktera je podobna nami naméfené hodnoté pKa' =
3.22.

pKalpved =3.96

pKa‘lMp‘ =3.22

N

N
Z “NH
@)

pKaziit. = 5.79 H2N / \N pKadpred. =9.02

pKa3exp. =6.77 / pKa4exp_ =9.82

pKaZpredA =4.28
pKaZpr. =4.17

Obr. 6 Fragmenty s predikovanymi, literarnimi a experimentalnimi odhady pK,
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4.2.Analyza spekter

Rigorozni interpretace spekter si klade za cil zhodnotit kvalitu datového souboru
spekter, odstranit rusivé elementy a nalézt vSechny regresni parametry, nezbytné k popisu
experimentalnich dat. Analyza protona¢nich rovnovah léciva Ibrutinibu zahrnuje nékolik
krokt, které¢ vedou k co mozna nejlepsimu odhadu disociacnich konstant.

Za prvé je nezbytné nalézt pocet svétlo-absorbujicich ¢astic v roztoku. Dal§im krokem
je navrhnout spravny protonacni model, ktery kalkuluje s nalezenym poctem svétlo-
absorbujicich ¢astic, jejich stechiometrii S vyuzitim programi SQUAD a REACTLAB.

U soft-modelingového softwaru REACTLAB neni nutné zadavat nulté ptiblizeni
danych parametrii, zatimco u hard-modelingového programu SQUAD je toto nulté ptiblizeni
nezbytné. Z tohoto dlivodu je vyhodné nejdiive pracovat v programu REACTLAB a nalezené
odhady parametrti vnaset do softwaru SQUAD. Verze SQUADS84 je Melounovou modifikaci
Leggettova programu SQUAD.
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4.2.1. Urceni poctu svétlo-absorbujicich ¢astic

Ibrutinib obsahuje slozitou molekularni strukturu, uvedenou na Obr 1.
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Obr. 7 Stanoveni poctu svétlo-absorbujicich ¢astic ve smési. Horni ¢dst: 3D- a 2D-absorbanéni responzni
plocha UV-VIS absorpénich spekter Ibrutinibu pro 25°C predstavuje vstupni data programéi SQUADS84 a
REACTLAB. Dolni éast: Catteliv indexovy graf apati vlastnich ¢isel Kankareho modifikace faktorové analyzy
stanovuje hodnost absorbanéni matice Ibrutinibu, k* = 4, coz vede ke ¢tyfem svétlo-absorbujicim ¢asticim a
odhadu instrumentalni smérodatné odchylky Sis(A) = 0.4 MAU. Experimentdlni podminky: 5.8 x 10°M
Ibrutinibu ve fosfatovém pufru (I = 0.004) pii 25°C byl titrovan 0.814 M KOH nebo 1.044 M kyselinou
chlorovodikovou. Absorbanéni responzni plocha byla o 70 hodnotach pH a 63 vinovych délkach (INDICES S-

PLUS, ORIGIN).

SQUADS84 totiz obsahuje vice metod a regresnich diagnostik k urceni hledanych
parametrd, jako je naptiklad Kankareho metoda modifikovaného grafu vlastnich c¢isel,
statisticka analyza rezidui, dekonvoluce spekter, atd. Je proto nutné analyzovat protonacni

rovnovahy 1é¢iva ve dvou jiz zminénych zakladnich krocich.
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Prvni spektralni data spektrofotometru GBC Cintra40 byla podrobena faktorové
analyze Kurceni poctu nezavislych svétlo-absorbujicich ¢astic v roztoku pomoci algoritmu
INDICES [34]. Pomoci Kankarcho modifikace faktorové analyzy [34] byl stanoven pocet
svétlo-absorbujicich ¢astic. V Cattelové grafu Upati vlastnich ¢isel bylo stanoveno ze zlomu
na kiivce, ze K = 4 s odpovidajici odchylkou Sjnst(A) = 0.4 mAU, ktera predstavuje aktualni
instrumentalni chybu spektrofotometru CINTRAS (GBC, Australie). Pocet svétlo-
absorbujicich castic je vzdy prvnim a zakladnim parametrem, ktery je tfeba nalézt a diky
kterému je mozné urcit protona¢ni model. Z toho vyplynulo, Ze faktorova analyza preferuje
Ctyfi ¢astice ve smesi, ovSem spolehlivejsi regresni analyzou (REACTLAB, SQUADS4) bylo
stanoveno, ze nejlepsim modelem protonace je ten se 4 disocia¢nimi konstantami a ve smési
bude tedy piitomno pét ¢astic: LH4, LH3, LH, LH a L (Tabulka 5). V nasledujicim textu jsou
naboje iontli vynechdny pro jednoduchost a ionty jsou oznacovany jako rtizné protonované
Castice.

Z divodu velkého kolisani indexd v grafu zavislosti smérodatné odchylky Sinst(A) na
poctu vlastnich ¢isel k je smérodatna odchylka vynesena jako 10g(Sinst(A)) @ pocet svétlo-
absorbujicich ¢astic p lze usuzovat dle zlomu na kiivce, kde PC(k) = f(k), a tedy log k = -3,8
(Obr. 7).

4.2.2. Vystavba protonac¢nino modelu

Hledani nejlepSiho protona¢niho modelu, ktery obsahuje bud’ 3, 4 nebo 5 disociacnich
konstant je znazornéno na obr. 8. Graficky jsou vykreslena spektra pro vybrané rozsahy
vhodnych vinovych délek, ve kterych se nachazeji chromofory, které vystihuji protonace ¢i
disociace v molekule Ibrutinibu. Nejlepsim protonaénim modelem je ten, ktery nejlépe
splituje vSechna regresni kritéria a vykazuje nejlepsi tésnost proloZeni vypoctené absorbancni

responzni plochy naméfenymi experimentalnimi spektry.

Vystavba protona¢niho modelu byla provedena pomoci dvou regresnich programii:
SQUAD84 a REACTLAB, ve kterych byly také porovnany odhady disocia¢nich konstant
(Tabulka 5). Smérodatna odchylka rezidui a Hamiltondv R-faktor naznacuji, ze prolozeni bylo
u modelu protonace s 5 a 4 disocia¢nimi konstantami téméf totozné, ovSem z divodu
prekryvajicich se molarni absorpcnich koeficientd ¢éastic LHs a LHs, byly preferovany 4

disocia¢ni konstanty a tedy pét pfitomnych ¢éstic ve smeési.

Pomoci regresnich programit SQUAD84 a REACTLAB byly stanoveny hrubé odhady

Ctyt disociacnich konstant pKai, pKa2, pKas, pPKas a pét moléarnich absorpcnich koeficientti
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protinadorového léCiva Ibrutinibu €, € n, € H2, ELH3, ELHa. Spolehlivost odhada byla testovana

pouzitim nasledné uvedenych regresnich diagnostik [47]:
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Obr. 8 Hledani protona¢niho modelu ze tii navrzenych hypotéz pro Ibrutinib v rozsahu pH 2 - 11 pro tfi, ¢tyfi
a pét disocia¢nich konstant pKa;, pKao, PKas, PKas, PKss titraci 5.8 x 10®° M roztoku Ibrutinibu pii I =0.002 pro
25°C. Levy panel: Spektra molarnich absorpénich koeficientd v zavislosti na vinovych délkach pro vSechny
rizné protonované castice. Pravy panel: Distribuéni diagramy relativnich koncentraci rizné protonovanych
Castic v zavislosti na pH. Horni Fadek: Hypotéza tii pK,. Stiedni Fadek: Hypotéza Ctyt pK,. Dolni Fadek:
Hypotéza péti pK,. Experimendlni podminky: stejné jako u obr. 7 (SQUAD 84, ORIGIN).
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Prvni diagnostika indikuje, zda vSechny odhady pK,, a & maji fyzikdlni smysl a
nabyvaji realnych hodnot fyzikalné-chemického smyslu. Smérodatné odchylky s (log pKa,) a
S (er) jsou podstatné niz$i, nez odhady jejich parametrti. VSechny protonované castice jsou
tedy statisticky vyznamné na hladiné vyznamnosti o = 0.05. Na obr. 8 jsou znazornény
odhadované moléarni absorpcni koeficienty vSech rizné protonovanych ¢astic €, €Ln, €LH2,

€LH3, ELH4, ELHs Ibrutinibu s ohledem na vinovou délku.

Druha diagnostika zkouma, zda vSechny vypoctené volné koncentrace rizné
protonovanych ¢astic v distribuénim diagramu vV % maji fyzikalni smysl. Diagram je
znazornén v pravém sloupci obrazku 8 a ukazuje postupné protonace ¢astic LH4, LH3, LH,,
LH a L. Pfi neutralni hodnoté pH od 5 - 8 1é¢ivo Ibrutinib pievazuje ve formé neutralni
molekuly LH; a LH3. Od pH 6 az 9 se vyskytuje ve stavu LH. Alkalizaci 1é¢iva od pH 6 az 10
neutrdlni molekula deprotonuje na ¢éastice LH a L. Naopak okyselenim neutradlni molekuly
LH; nejprve dojde k vytvoteni ¢astice LHsz .Od pH 4 az 2 se Ibrutinib vyskytuje z 80% ve
form¢ LH,. Pokud 1éCivo jesté vice okyselime, muze se v rozmezi pH 4 az pH 1 vytvofit
&astice LHs. Ibrutinib je v koncentracich 10 a7z 10 dostateén& rozpustny, a proto viechny

jeho disociaéni konstanty 1ze spektrofotometricky naméfit a vycislit.

Dalsi diagnostika se tyka tésnosti prolozeni. I kdyz statistickd analyza rezidui
poskytuje nejptisnéjsi testy miry prolozeni, jsou jeSté pouzity doplitkové empirické testy.
Spolehlivost vSech odhadovanych parametrii je prokazovana dal§imi metodami statistické
analyzy vSech rezidui e, které potvrzuji dosaZeni minima eliptického hyperpalaboloidu RSS
(Tabulka 5):

Velice citlivym méfitkem tésnosti prolozeni je smérodatna odchylka rezidui S(E) a
primé&r absolutnich hodnot rezidui E | e'l , které vzdy dosahuji velice nizkych hodnot pod
hranici 2 mAU, coZ je mén€ neZ 0,2 % naméfenych hodnot absorbance. Pomoci mnoha
kritérii a statistickych analyz bylo tedy prokazano, Ze dosazend tésnost prolozeni je vynikajici.
Odhady disociacnich konstant stanovenych pomoci regresnich programii SQUADS4 a
REACTLAB jsou ve velmi dobré shodé. Vyhodnoceni spekter softwarem SQUADS84 podléha
velice pfisnym testiim, zejména velice detailni statistické analyze rezidui. Analyza dat pomoci
obou regresnich programti naméfenych spekter u opakovanych méfeni 1é¢iva Ibrutinib pii

25°C vede ke stanoveni ¢tyt disociacnich konstant pKay = 3.61; pKas = 7.16; pKag = 10.81.
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Tyto tii disociacni konstanty jsou velice dobfe podminény modelem, proto je jejich
stanoveni pomérné¢ spolehlivé. Druhd disocia¢ni konstanta pKa2 = 5.43 neni dobfe podminéna
regresnim modelem. Tvar hyperboloidu tohoto parametru bude proto talifovity bez vyrazného

vvvvvv

parametrQ jsou tudiz méné spolehlivé a hodnota pKj je proto ponékud nejista (Obr. 9)
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7] ] ]
B v w g ®
G —t _
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34 ; .

1 2 3 4 Mean

Repeated measurement

Obr. 9 Reprodukovatelnost 25°C. Opakovanou titraci Ibrutinibu byly stanoveny disociadni konstanty pKay,
PKaz, PKag, PKas analyzou absorbanéni matice o koncentraci 5.8 x 10°M pro | = 0.004 pfi 25°C programem
SQUAD 84 A REACTLAB.

V obrazku 10 midzeme pozorovat zmény probihajici v roztoku pro Sest po sobé jdoucich
deprotonaci v rozmezi pH 4.06 az 10.54. Kazdé experimentalni spektrum bylo rozlozeno do
spekter jednotlivych protonovanych ¢astic ve smési, tzn., byla provedena dekonvoluce
spekter. Pfi pH = 4.06 se v roztoku objevuje LH, , ktery doprovazi LHs, jenz ve smési
prevlada. Pro pH = 5.34 se v roztoku nachazi spolecné s neutralni ¢astici LH, rovnéZ Castice
LHs, jejiz absorp¢ni pas dosahuje pro tuto vinovou délku svého absorpéniho maxima Amax.

Pii pH 6.13 a 6.96 se experimentalni spektrum rozlozi do dvou absorpénich pasua (obr.
10), kde je znazornéno jak neutralni castice LH, disociuje smérem k LH. Pro pH 9.69 se jiz
castice LH deprotonovala a ve smési se vyskytuje ve formé castic LH, L a koncentrace L se

neustale zvysuje az na urcitou hodnotu pro pH 10.54.
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Obr. 10 Dekonvoluce namé&kenych spekter 5.8 x 10° M Ibrutinibu pfi | = 0.004 a 25°C do spekter jednotlivych

rizné protonovanych ¢astic ve smési, rozlozenych u hodnot pH: 4.06; 5.34; 6.13; 6.96 a 10.54 programem

SQUAD 84.
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4.2.3. Rozdil absorbanci ve spektrech
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Obr. 11 Rozdil absorbanci ve spektrech Ibrutinibu. Levy panel: rozsah 220-340 nm, Pravy panel: 220-270
nm, Horni iada: Graf molarnich absorpénich koeficientti rizné protonovanych &astic v zavislosti na vlnové
délce A (nm). Stitedni Fada: Hodnota rozdili absorbance pro j-tou vinovou délku a i-té spektrum lze vypocitat
dle rovnice: AA;; = Ajj — Ai ks, kde AA;j je déleno instrumentalni smérodatnou odchylkou Sins(A) a vysledny pomeér
SER/sinsi(A) je vynesen v zavislosti na vlnové délce pro viechny maticové prvky, kde A, ys je pocatecni spektrum
kyselé formy 1é¢iva. Dolni Fada: Graf zavislosti poméru e/S;,s(A) poméru rezidui a smérodatné odchylky Sinst(A)
v zavislosti na vlnové délce pro vSechny maticové prvky v piipadé, Ze rezidua jsou stejné velka jako
instrumentalni Sum.

Hodnoty rozdilti absorbanci v namétenych spektrech Ize vypocitat pro j-tou vinovou
délku i—té spektrum dle rovnice AAj; = Ajj — Aikys dle cit. [48].
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Vy¢islend hodnota AAj; se nasledné pod¢li instrumentilni smérodatnou odchylkou

Sinst(A) a pomér AAjj/Sinst(A) se oznacuje jako pomér SER.
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Obr. 12 Vliv iontové sily na protonaci chromofori, nastavené neutralnim elektrolytem KCL na protonaci
chromofort v molekule Ibrutinib pfi 25°C vede knékterym zméndm molarnich absorpénich koeficienti

Vv zé&vislosti na vinové délce. Analyzovano regresnimi programy SQUAD84 a REACTLAB.

V grafu je SER znovu délen instrumentalni smérodatnou odchylkou Sipst(A) a tato
hodnota je vynesena v zavislosti na vlnové délce A pro celou absorbanéni matici, kde A ys je

pocatecni spektrum kyselé formy lé¢iva méfené pro nejkyselejsi pH.
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Plati, Ze pokud je pomér SER vétsi nez 10, faktorova analyza dokaze predpovédéet
spravny pocet svétlo-absorbujicich ¢astic v rovnovazné smési.

Aby bylo prokazano, ze tyto data mohou byt analyzovana nelinearni regresi, je
nezbytné vytvorit graf poméru rezidui e podéleny instrumentalni smérodatnou odchylkou sijnst
(A), ktera je zavisla na vlnové délce A pro celou matici rezidui. Obr. 11 tedy zndzoriuje, ze
vétsina rezidui ma stejnou velikost jako instrumentalni smérodatna odchylka Sinst(A) a data

mohou byt dale zpracovavana nelinedrni regresi.

4.3. Spektrofotometrické stanoveni disocia¢nich konstant
Z vyzkumu ucinku iontové sily na protonaci chromofort je patrné, Ze tvar spekter tii
¢astic LH,, LH a L u nizkych iontovych sil od | = 0.022 — 0.183 neni vyznamné ovlivnén.
Oproti tomu spektra ¢astic LHz a LH4 pii méfeni v ¢isté vode jsou od sebe pomérné vzdalena.
S rostouci iontovou silou ale rozdil €, 3 a €.n4 klesa a pro iontovou silu | = 0.2 je rozdil témet
nulovy (Obr. 12).

Odhady thermodynamickych disociacnich konstant byly jiz stanoveny pomoci
nelinearni regrese metodou nejmensich c¢tverct. Tyto konstanty jsou ovSem ovlivnény
iontovou silou pouzitého pufru (NaH,PO,4) | = 0.003 — 0.006. Thermodynamické disocia¢ni
konstanty pro nulovou iontovou silu Ize stanovit, pokud zname hodnoty pK, pro rizné iontové
sily, a to extrapolaci na nulovou hodnotu iontové sily. Odhady smiSené disocia¢ni konstanty
pKa prokladame limitni verzi Debye-Hiickelovy rovnice pro nizké iontové sily, kde pKj, je
zavislou proménnou a hodnoty iontovych sil ptedstavuji nezavisle proménné (obr. 13).
Thermodynamické disociacni konstanty jsou stanovovany pro teploty 25° C a 37°C, jelikoz

tyto teploty jsou pro 1ékate a farmaceuty zasadni.
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Obr. 13 Stanoveni thermodynamickych disocia¢nich konstant pK,' pii 25°C a 37°C spektrofotometrickou

titraci Ibrutinibu grafickou extrapolaci na nulovou iontovou silu.

4.4. Analyza dat potenciometrické titrace

Potenciometricka titrace Ibrutinibu ve vodném

roztoku hydroxidu draselného

kyselinou chlorovodikovou byla provedena pii 25°C a 37°C. Programem ESAB byly

vyhodnoceny smisené disociacni konstanty a po odstranéni odlehlych bodu titra¢ni k¥ivky

byly parametry zjemnovany pii dosazeni nejlepsi té€snosti prolozeni. Finalni hodnoty

thermodynamickych disocia¢nich konstant byly stanoveny graficky, a to regresni analyzou

namétfenych smiSenych pKj, v zavislosti na nastavené iontové sile (Obr. 15).
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Extrapolaci zavislosti na nulovou hodnotu iontové sily byly nalezeny hodnoty
thermodynamickych disocia¢nich konstant.

Vzhledem k tomu, Ze Ibrutinib vykazuje tii blizké disociaéni konstanty, titra¢ni kiivka
ma tvar hladké monotonni kiivky, a proto je numericky odhad disocia¢nich konstant nemozny
bez pouziti pocitacového programu nelinearni regrese.

Regresni analyza byla pouzita zejména pro stiedni cast titracni kiivky, kterd se tyka
alkalické oblasti. Program ESAB také vyc¢isli hodnoty Bjerrumovy tvorné funkce, které jsou
znazornény v grafu na obr. 14. Odhady tii disociacnich konstant pKay, pKas, pKas jsou
vyneseny V grafu na vykreslené kiivce Bjerrumovy tvorné funkce vzdy pro polovi¢ni hodnotu
nu. Experiment ukazal, ze pii pH vétsim nez 9 a pro pH mensi nez 5 se v titrovaném roztoku
tvoii velmi jemna srazenina ze zacatku jemné opalescence. Proto byla titrace 1é¢iva Ibrutinib
provadéna pouze v rozmezi pH 5 az 10, a jen tato ¢ast titra¢ni kiivky byla pouzita pro regresni
analyzu, a proto byly stanoveny pouze tfi disocia¢ni konstanty této ¢asti titra¢ni kiivky, a to
PKaz, PKas, pKas, (Obr. 14).

Vstupnimi daty programu ESAB byly proménné pH a objem titra¢niho cinidla ¢ili
titrantu V. Dalsi vstupni data byla tvofena vedle nultého piiblizeni spoleénych parametra
PKaz, PKas, pKas specifické parametry Lo a Hy, které byly programem ESAB také
zjemnovany. Nejlepsi odhady vSech parametrti byly prokazovany nejtésnéjSim prolozenim
vypoctené titrani kfivky naméfenymi body titracéni kiivky. Bylo zjisténo, ze po upiesnéni
specifického parametru Lo €ili po€atecni koncentrace Ibrutinibu, se vyrazné zlepSila tésnost
prolozeni titraéni kiivky. Rezidua, definovana jako rozdil mezi naméfenym a vypoctenym
objemem titra¢niho ¢inidla, pak dosahovala minimalnich hodnot, blizkych experimentalni
chybé nezavisle proménné s(V). Vérohodnost disociaénich konstant byla posuzovana dle
dosazené tésnosti prolozeni, kterou je mozné sledovat statistikami podrobné statistické
analyzy rezidui.

Dostate¢né objektivnim kritériem tésnosti proloZeni je predevSim primér absolutnich
hodnot rezidui E | é|, ktery je porovnavam s instrumentalnim Sumem mikrobyrety Sinst(V),
ktera byla v nasem pfipadé rovna s(V) = 0.0002 ml. Bylo proto prokdzano dostate¢né
proloZeni, protoze prumér absolutnich hodnot E | e | =0,0001 a smérodatna odchylka rezidui
s(e) = 0.0002 ml nabyvaly skoro stejnych hodnot jako je instrumentalni chyba mikrobyrety
s(V) = 0.0002 ml.
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Vsechna rezidua osciluji mezi horni a dolni mezi Hoaglinova pasu neurcitosti [49] a
zadna rezidua nelezi vné toho pésu, coz ukazuje, Ze na titracni kiivce nejsou zadné odlehlé
body. Tim bylo dostatecné potvrzeno, ze odhady disociacnich konstant ziskané

potenciometrickou titraci jsou spolehlivé.
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Obr. 14 Potenciometricka titrace. Horni édst: Kiivka potenciometrické titrace alkalizovaného Ibrutinibu
kyselinou chlorovodikovou je vynesena spolu s Bjerrumovou tvornou funkci a odhady pK, vy¢islené
programem ESAB. Dolni ¢dast: Zavislosti rezidui na pH prokazuje vérohodnost odhadiu pK,. Spolecéné
parametry: pK, = 6.03(03), pKaz = 7.14(04), pKas = 9.81(06).

Specifické parametry: Ly = 3.87 pmol/l.

Konstanty: Hy = -0.8138 M, t = 25.0°C, pKy = 13.9799, V, = 20.22 ml, s(V) = Sins(V) = 0.0002 ml, s(pH) =
Sinst(PH) = 0.01, I = 0.004 (titrand) , c (titrant v byret€) = 0.8138 M KOH nebo c (titrant v byreté) = 1.00 M HCI,
(ESAB, ORIGIN).
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Obr. 15 Stanoveni thermodynamickych disocia¢nich konstant pH-potenciometrickou titraci Extrapolace
smiSenych disociaénich konstant Ibrutinibu na odmocniné iontové sily vede k odhadiim thermodynamickych

disociagnich konstant pK,' pti 25°C a 37°C.
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5. Diskuse

Spektrofotometricka titrace tvorila alternativni metodu ke stanoveni hodnot pKj, 1é¢iva
Ibrutinib, mé&feného kvili omezené rozpustnosti v nizkych koncentracich (az 10° M).
Nicmén¢ 1é¢ivo, které je predmétem studia musi mit chromofor v blizkosti centra ionizace,
aby protonované/disociované castice vykazovaly dostatecnou spektralni odliSnost. UV-
spektrofotometrickad titrace protinddorového 1é¢iva Ibrutinib poskytuje véjite spekter,
naméfenych pro rizné hodnoty pH. Okyselenim roztoku dojde k protonaci neutralni molekuly
LH, na ¢astice LH3, LH4 a LHs, a muze dojit az k vysrazeni z roztoku. Vysrazeni Ibrutinibu
se projevuje zejména u vysSich koncentraci nez 0.0005 M. Ztoho divodu nelze pfi
potenciometrické titraci ziskat pKai, jelikoz v kyselém prostiedi se 1é¢ivo vysrazi. Oproti
potenciometrické titraci je UV-VIS spektrofotometrickd titrace velmi citlivda a dobie
monitoruje protonaci molekuly i pifi nizkych koncentracich, a proto byla pouzita analyza
spekter regresnimi programy SQUADS84 a REACTLAB ke stanoveni protona¢niho modelu
Ibrutinibu a odhada ¢tyi disociaénich konstant. Koncentrace ve spektrofotometrii byla 5,8 x
10 M. UV-spektrofotometricka titrace 1é¢iva bylo méfena pii teplotach 25°C a 37°C, jelikoz
ob¢ teploty jsou pro farmaceuty a lékate dulezité. Studii bylo zjisténo, ze rozdily v hodnotach
disocia¢nich konstant pfi teplotach 25°C a 37°C nejsou vyznamne.

Programem ESAB Ize minimalizovat vektor rezidui &; = (Vexp,i - Vuyp,i) 3z K hodnotdm
rezidui blizicim se experimentalnimu Sumu, v nasem ptipadé 0.1 nebo 0.2 ul, coz prokazovalo
vynikajici proloZeni. Lze proto dojit k zavéru, ze vérohodnost stanovenych disociacnich
konstant byla dostate¢né prokazana, i kdyz specifické parametry Lo, Hr nebyly v regresnim
modelu dobfe podminény. Tésnost prolozeni potvrdila dostate¢nou spolehlivost odhada ¢tyf
disocia¢nich konstant protinadorového 1é¢iva Ibrutinib pii 25°C a 37°C. Z tohoto divodu lze
odhady disociacnich konstant regresnimi programy pokladat za spolehlivé. Protoze v piipade
odhadu blizkych disocia¢nich konstant byvaji odhady pK, méné jisté, byly pouzity dvé
nezavislé instrumentalni metody (Spektrofotometrie a potenciometre) a vysledky
vyhodnocovany nékolika nezavislymi programy za téelem porovnani stanovenych odhadu
disociacnich konstant. Hodnoty disociacnich konstant stanovené predikénim programem
MARVIN se lisily od experimentalnich odhadt konstant pK,. V takovémto piipadée
povazujeme za urCité selhdni predikéniho programu MARVIN, protoze vysledky pH-
potenciometrické titrace i UV-VIS spektrofotometrické titrace jsou ve shodé pii dosazeni
vytecného regresniho prolozeni. Proto povazujeme experimentdlné urcené disociacni

konstanty Ibrutinibu za vérohodné a popisuji skutecnou disociaci 1é¢iva Ibrutinib.
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6. Zavér

Prostfednictvim  spektrofotometrické a potenciometrické pH titrace byly
experimentalné urCeny Ctyii disociacni konstanty 1éciva Ibrutinib (Imbruvica). Protoze
v rozmezi pH nad 10 a pod pH 5 vznika pfi potenciometrické titraci srazenina, odhady pKj,
pro pH vyssi nez 10 a niz8i nez 5 nejsou Z potenciometrické titrace dostatecné spolehlivé.

1) Omezené rozpustna forma LH; je schopna protonace a dochazi k vytvoreni astic
LH;3 a LH4. Naopak ke vzniku LH a L dochazi v Cisté vod¢ pti neutralnim pH. Graf zavislosti
molarnich absorpcnich koeficientl rizné€ protonovanych castic na vinové délce ukazuje, ze
spektrum castic LH,, LH a L se ve tvaru spekter liSi minimalné, zatimco protonace
chromoforti LH; a LH3, LH4 ma vétsi vliv na chromofory v molekule Ibrutinibu (Obr. 8).

2) Bylo prokazano, ze v rozmezi pH 2 az 10 se nachazi ¢tyfi disociacni konstanty,
které lze spolehlivé odhadnout z naméfenych spekter, kdy byla pouzita niz§i koncentrace
Ibrutinibu 5,8 x 10 M. Z diivodu pouziti pufru k udrzeni pH, byla pii mé&feni nastavena
iontova sila | = 0.004 a stanovené smiSené disocia¢ni konstanty byly ur¢eny pro tuto hodnotu
iontové sily. Pomoci regresnich programu SQUAD84 a REACTLAB byly stanoveny
srovnatelné odhady disocia¢nich konstant: pKa; = 3.61(02), pKaz = 5.43(02), pKas = 7.16(01)
a pKas = 10.81(01). Pro teplotu 37°C je pKai =3.12(04), pKao= 6.01(03), pKag = 7.61(05), pKas
= 9.22(06). Smérodatné odchylky poslednich platnych ¢islic jsou zde uvedeny v zavorkach.

3) Pomoci pH-potenciometrické titrace byly stanoveny pouze tfi disocia¢ni konstanty
pro vyssi (potenciometrickou) koncentraci Ibrutinibu 4 x 10" M. Prostiednictvim
vyhodnoceni v programu ESAB byly stanoveny disocia¢ni konstanty s hodnotou iontové sily
| = 0.006, pKap =6.39(04); pKas = 7.68(04); pKas = 9.96(05) pro 25°C a pKaz = 6.02(03), pKas
= 6.96(03), pKas = 9.65(05) pro 37°C.

4) Predikce disocia¢nich konstant Ibrutinibu byla provedena programem MARVIN.
Porovnanim predikce a experimentu bylo zjisténo, Ze predikéni odhady pK, a naméfené pKa
se v nékterych ptipadech lisi. Vyborna tésnost prolozeni naméfenych dat prokazala vysokou
vérohodnost stanovenych pKa.

5) Uplatnénim Debey-Hiickelovy rovnice zavislosti smé&sné disociacni konstanty na
iontové sile, byly stanoveny termodynamické disociacni konstanty s hodnotou iontové sily | =
0 pro 25°C a 37°C dvéma nezavislymi metodami: pH potenciometrickou titraci a UV-VIS
spektrofotometrickou titraci (Obr 13 a 15).
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