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HIGHLIGHTS

e Serotoninovy modulator Vortioxetin hydrobromid je wuréen k 1écbé zavaznych
depresivnich poruch u dospélych.

e Byly stanoveny dv¢ disociacni konstanty hydrobromidu Vortioxetinu pti 25 °C a 37 °C ve
vodném prostiedi.

e Byla studovana rovnovaha kyselych  bazi pomoci  spektrofotometrickych
a potenciometrickych titraci.

e Pocet riizné protonovanych ¢astic byl odhadnut z hodnosti UV-absorban¢ni matice.

e &2 a £Lns ukazuji, Ze protonace chromoforu LH,* na LH3?" ma vétsi vliv na chromofory
v molekule Vortioxetinu nez €.

e Lesinurad je inhibitor uratu v 1é€bé hyperurikémie, kterd je spojena s onemocnénim dnou.

e Protonacni rovnovahy byly studovany pomoci UV-spektralni analyzy a pH-titrace.

e Byly stanoveny tii thermodynamické disociaéni konstanty pK'a1, pKTaz, pK'az u 1é¢iva
Lesinurad pfti 25 °C a 37 °C ve vodném prostiedi.

e Pocet riizné protonovanych ¢astic byl odhadnut z hodnosti UV-absorban¢ni matice.

e Tii pK a protona¢ni mista byly ptedpovézeny programem MARVIN a ACD/Percepta.

e Vypoctena enthalpie a enthropie dokazuji, Zze disociace Lesinuradu je endothermni, a ne

spontanni.
NOVELTY

(@) Védecka motivace: Znalost ioniza¢nich stavii farmaceutické latky, obsazenych v pKa,

jsou nezbytné pro pochopeni vlastnosti pro vyvoj 1éki.

(b) Vyznam: Ke dne$nimu dni nebyla publikovana zadna spektra, zadné disocia¢ni konstanty
a zadné diagramy relativni koncentrace rtizné protonovanych c¢astic 1éCiva Lesinuradu
a Vortioxetinu. Pro nejnovéjsi 1éky, zejména cytostatika od dodavateli IVEX, TEVA
a ZENTIVA, zvetejniujeme fyzikalni konstanty z UV/VIS spekter. Tyto informace o 1écich,
zavedenych v poslednich tfech letech, o¢ekava fada Ctenait a firem. NaSe publikace jsou

proto inovativni a prukopnické.

(c) VSeobecny vyznam ziskanych vysledka: Medicina a farmakologie potiebuji fyzikalni

konstanty (spektra, pK, rozpustnost apod.) nové zavedenych 1éciv.



(d) Novinky: Vortioxetin je atypické antidepresivum (modulator a stimulator serotoninu),
které bylo schvaleno US FDA pro 1écbu zdvazné depresivni poruchy u dospélych. Depresivni
poruchy, véetné zavazné depresivni poruchy, jsou béZnymi duSevnimi chorobami, u nichz se
domniva, Ze jsou zpusobeny nerovnovahou v serotoninu (5-HT) a norepinefrinu, kromé
mnoha situacnich, kognitivnich a lékafskych faktori. Dvé disociacni konstanty byly
odhadnuty pomoci pocitacové analyzy absorbancniho spektra, poté co byla prokazana
spolehlivost pouzité regresni analyzy. Vzhledem k piekryvajici se protonacni rovnovaze
aomezené rozpustnosti spektrofotometricky se pro vyhodnoceni smisené pKa pouzila
I analyza potenciometrickych dat. Pfi pouziti zavislosti na iontové sile byly odhadnuty

thermodynamické disocia¢ni konstanty pii 25 °C a 37 °C.

Lesinurad je selektivni inhibitor reabsorpce kyseliny mocové jako soucast kombinace
1€kt pro 1écbu vysokych hladin kyseliny mocové v krvi, nazyvanych také hyperurikémie.
Rovnovahy kyselych bazi byly studovany pomoci UV spektralni analyzy a pH-titrace. Byly
stanoveny tfi thermodynamické disocia¢ni konstanty pKTa1, pK'az @ pKTas, 1é¢iva Lesinuradu

pti 25 °C a 37 °C ve vodném prostredi.



HIGHLIGHTS

e Serotonin modulator Vortioxetine hydrobromide is for the treatment of major depressive
disorders in adults.

e Two dissociation constants of Vortioxetine hydrobromide were determined at 25 °C
and 37 °C in an aqueous medium.

e Acid-base equilibria were studied with spectrophotometric and potentiometric titrations.

e The number of variously protonated species was estimated from the rank of the UV-
absorbance matrix.

e The g2 and gLns show that protonation of chromophore LH,* to LHs?* has greater
influence on chromophores in VVortioxetine molecule than € n.

e Lesinurad is the urate transporter inhibitor for treating hyperuricemia, which is associated
with gout.

e Protonation equilibria were studied with UV-metric spectra analysis and pH-metric
titration analysis.

e Three close pKTa1, pKTaz, pKTas, of Lesinurad were determined at 25°C and 37°C in
an aqueous medium.

e The number of variously protonated species was estimated from the rank of the UV-
absorbance matrix.

e Three multiple pKs and protonation locations were predicted by MARVIN
and ACD/Percepta.

Calculated enthalpy and entropy prove that the dissociation of Lesinurad is endothermic

and not spontaneous.
NOVELTY

(a) Scientific motivation: Knowledge of the possible ionization states of a pharmaceutical
substance, embodied in pKa, is vital for understanding properties essential to drug

development.

(b) Relevance: To date, no spectra, no dissociation constants or no pH-distribution diagrams
of the relative concentration of variously protonated ions of the drug Lesinurad
and Vortioxetine have been published. For the latest newly introduced medicines, especially
anti-tumor drugs from IVEX, TEVA and ZENTIVA suppliers, we publish physical constants

with UV/VIS spectra. Such information concerning drugs introduced within last 3 years is


https://en.wikipedia.org/wiki/Major_depressive_disorder
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expected by a number of readers and companies. Our publications are therefore innovative,

pioneering and bring us success in the citation index.

(c) Significance: Medicine and pharmacology needs physical constants (spectra, pK's,

solubility, etc.) of newly introduced drugs.

(d) Novelty: Vortioxetine an atypical antidepressant (a serotonin modulator and stimulator)
which was approved by the U.S. FDA for the treatment of major depressive disorder in adults.
Depressive disorders, including major depressive disorder, are common mental health
conditions thought to be caused by an imbalance in serotonin (5-HT) and norepinephrine
in addition to multiple situational, cognitive, and medical factors. Three 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 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.

Lesinurad is a selective inhibitor of uric acid reabsorption as part of a combination of
medicines to treat high levels of uric acid in blood, also called hyperuricemia. Acid-base
equilibria were studied with UV-metric spectra analysis and pH-metric titration analysis.
Three thermodynamic dissociation constants pKTa, pKTa, pKTas, of Lesinurad were

determined at 25 °C and 37 °C in an aqueous medium.
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ANOTACE

Byly porovnany metody potenciometrické a spektrofotometrické pH-titrace
u antidepresiva Vortioxetinu ke stanoveni disocia¢nich konstant. Vortioxetin je atypické
antidepresivum, tj. modulator a stimulator serotoninu. Depresivnimi poruchami jsou chapany
bézné psychické stavy, o nichz se domnivame, ze jsou zpusobeny nerovnovahou Serotoninu
a norepinefrinu, krom¢ mnoha dalSich situa¢nich, kognitivnich a Iékatskych faktord.
Chemometricky piistup k nelinearni regresi pH-spekter (REACTLAB, SQUADS84) a pH-
titrace (ESAB) urcil dvé prekryvajici se disocia¢ni konstanty. Mirné rozpustna neutralni baze
LH hydrobromidu Vortioxetinu byla schopna protonace za vzniku dvou kationtd LH»"
a LH3?* rozpustnych v ¢isté vodé. V rozmezi pH 5 az 10 lze spolehlivé odhadnout dvé
disocia¢ni konstanty z malych zmén ve spektrech pii pouzité koncentraci 9.2 x 10° M
Vortioxetinu. I kdyz zména pH ponékud méné ovlivnila zmény v chromoforu molekuly, byly
odhadnuty dvé thermodynamické disocia¢ni konstanty pKTa1 = 7.22 a pK'a, = 8.67 pii 25 °C
apKTas = 7.27 a pKTaz = 8.79 pii 37 °C. Graf molarnich absorpénich koeficientl rizné
protonovanych &astic dle vinové délky ukazuje, Ze spektrum &astic LH>" a LH se 1isi barvou,
zatimco protonace chromoforu LH2" na LHz?* ma jiz mensi vliv na chromofor molekuly
Vortioxetinu hydrobromidu. Dvé thermodynamické disociaéni konstanty pii pouzité
koncentraci 3 x 10* M Vortioxetinu byly stanoveny regresni analyzou potenciometrickych
pH-titra¢nich ktivek pK'a1 = 7.08 a pKTa2 = 8.50 pti 25 °C a pK'a1 = 7.33 a pK'a2 = 8.76 pii
37 °C. Predikce disocia¢nich konstant Vortioxetinu byla provedena programy MARVIN
a ACD/Percepta a byly predikovany dvé disocia¢ni konstanty.

Dale byly porovnany potenciometrické a spektrofotometrické pH-titrace Lesinuradu
pii stanoveni tfi disociacnich konstant. Lesinurad je selektivni inhibitor reabsorpce kyseliny
mocové v ramci kombinace 1€kl pro 1écbu vysokych hladin kyseliny mocové v krvi,
nazyvané hyperurikémie. Nelinearni regrese pH spektra programy REACTLAB a SQUADS84,
a pH-titrani kiivky programem ESAB, stanovila tfi postupné disocia¢ni konstanty. Bylo
navrzeno protonacni schéma léCiva Lesinurad. Rozpustny anion L~ byl protonovan do
rozpustnych LH, LH>* a LHs?" ionti v &isté vodé. Byly odhadnuty tfi postupné
thermodynamické disociaéni konstanty pK'a1 = 2.09, pKTaz = 4.25, pK'a3 = 6.58 pii 25 °C
a pKTal = 1.96, pKTaz = 4.16, pKTag = 6.32 pti 37 °C, analyzou UV spekter. Graf molarnich
absorp¢nich koeficientd ukazuje, Zze spektrum LH>" a LH se 1isi barvou, zatimco protonace
chromoforu LH2" na LH3?* ma mensi vliv na chromofory v molekule Lesinuradu. Tti

thermodynamické disociaéni konstanty pii koncentraci 1 x 104 mol. dm= Lesinuradu, byly



stanoveny pomoci pH-potenciometrické analyzy pK'a1 = 2.39, pKTa2 = 3.47, pK'az = 6.17 pii
25 °C a pKTa1 = 2.08, pKTaz = 3.29, pKTaz = 6.03 pii 37 °C. Hodnoty enthalpie AH? (pKa1) =
19.19 kJ.mol?, AH? (pKa2) = 13.29 ki.mol?, AH® (pKas) = 38.39 kJ.mol?, ukazuji, Ze
disocia¢ni proces je endothermni. Pozitivni hodnoty AG® (pKa1) = 11.93 kJ.mol™?, AG® (pKa2)
= 24.26 kJ.mol?, AG® (pKas) = 36.56 kJ.mol™ pti 25 °C naznacuji, ze disocia¢ni proces neni
spontanni, coz bylo potvrzeno hodnotou enthropie AS° (pKa1) = 24.37 J.mol?, AS? (pKa2) =
-36.79 J.mol?, AS® (pKas) = 2.79 J.mol™. T¥i disocia¢ni konstanty Lesinuradu a protonaé¢ni

lokality byly pfedpovézeny programem MARVIN a ACD/Percepta.
KLICOVA SLOVA

Disocia¢ni konstanty; Vortioxetin; Lesinurad; spektrofotometricka titrace; pH-titrace;
REACTLAB; SQUADS84; ESAB



ANNOTATION

Potentiometric and spectrophotometric pH-titrations of the antidepressant Vortioxetine
for dissociation constants determination were compared. Vortioxetine is an atypical
antidepressant i.e. a serotonin modulator and stimulator. Depressive disorders are common
mental health conditions thought to be caused by an imbalance in serotonin
and norepinephrine in addition to multiple situational, cognitive, and medical factors.
A chemometrics approach to nonlinear regression of the pH-spectra (REACTLAB,
SQUADS84) and pH-titration (ESAB) determined two overlapping dissociation constants.
A sparingly soluble neutral base LH of Vortioxetine hydrobromide was capable of
protonation to form the still soluble two cations LH." and LHs?* in pure water. In the range
of pH 5 to 10 two dissociation constants could be reliably estimated from small changes
in spectra of 9.2 x 10° M Vortioxetine. Although the change of pH somewhat less affected
changes in the chromophore, two thermodynamic dissociation constants were estimated pKTa
= 7.22 and pKTa2 = 8.67 at 25 °C and pK'a1 = 7.27 and pK's, = 8.79 at 37 °C. The graph of
molar absorption coefficients of variously protonated species according to wavelength shows
that the spectrum of species LH>* and LH vary in colour, while protonation of chromophore
LH,* to LH3?* has less influence on chromophores in Vortioxetine hydrobromide molecule.
Two thermodynamic dissociation constants of 3 x10* M Vortioxetine were determined by
the regression analysis of potentiometric titration curves pK'a = 7.08 and pK'a2 = 8.50
at 25 °C and pK'a = 7.33 and pK'z2 = 8.76 at 37 °C. A prediction of the dissociation
constants of Vortioxetine was carried out using the MARVIN and ACD/Percepta programs
and only two dissociation constants were theoretically proposed.

Potentiometric and spectrophotometric pH-titrations of the Lesinurad for three
consecutive dissociation constants determination were compared. Lesinurad is a selective
inhibitor of uric acid reabsorption as part of a combination of medicines to treat high levels
of uric acid in blood, also called hyperuricemia. Nonlinear regression of the pH-spectra with
REACTLAB and SQUADS84 and of the pH-titration curve with ESAB determined three
multiple close dissociation constants. The protonation scheme of Lesinurad was suggested.
A sparingly soluble anion L-of Lesinurad was protonated to the still soluble species LH, LH>"
and LHs?" in pure water. Three consecutive thermodynamic dissociation constants were
estimated pK'a1 = 2.09, pKTaz = 4.25, pK'az = 6.58 at 25 °C and pK'a1 = 1.96, pK'a2 = 4.16,
pK'a3 = 6.32 at 37 °C by UV-metric spectra analysis. The graph of molar absorption

coefficients shows that the spectrum of species LH>" and LH vary in colour, while protonation


https://en.wikipedia.org/wiki/Atypical_antidepressant
https://en.wikipedia.org/wiki/Atypical_antidepressant
https://en.wikipedia.org/wiki/Serotonin_modulator_and_stimulator
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/uric%20acid

of chromophore LH" to LHs?* has less influence on chromophores in the Lesinurad molecule.
Three multiple thermodynamic dissociation constants of 1 x 10 mol. dm™ Lesinurad were
determined by the pH-metric analysis pKTa1 = 2.39, pK'Taz = 3.47, pK'az = 6.17 at 25 °C
and pK'a1 = 2.08, pKTa2 = 3.29, pKTas = 6.03 at 37 °C. The values of enthalpy AH’(pKa1) =
19.19 kJ.mol?, AHO(pKa2) = 13.29 kJ.mol?, AH%(pKas) = 38.39 kJ.mol?, show the
dissociation process is endothermic. The positive values of AG%(pKa1) = 11.93 kJ.mol?,
AGO(pKaz) = 24.26 kJ.mol ™, AG%(pKas) = 37.56 kJ.mol ™ at 25 °C indicate that the dissociation
process is not spontaneous, which was confirmed by the value of entropy AS%(pKai)=
24.37 J.mol?, AS® (pKaz)= -36.79 J.mol?, AS°(pKaz)= 2.79 J.mol-L. Three macro-dissociation
constants of Lesinurad and protonation locations were predicted by MARVIN
and ACD/Percepta.

KEYWORDS

Dissociation constants; \Vortioxetine; Lesinurad; spectrophotometric titration; pH-
titration; REACTLAB; SQUADS84; ESAB
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Uvod

Tématem diplomové prace bylo stanoveni blizkych thermodynamickych disociacnich
konstant pii malych zménach v UV/VIS spektru u obtizné¢ rozpustného antidepresiva
Vortioxetinu a l1éCiva Lesinuradu, které je urCeno K 1é¢bé hyperurikémie spojené s dnou.
Légiva o vysoké &istoté (>99 %), byla dodana od spole¢nosti ZENTIVA, K. s. (Praha). Cistota
byla stanovena spole¢nosti pomoci metody HPLC. Ukolem bylo proméfit obé 1é&iva,
vyhodnotit a pfipravit k publikovani v impaktovaném Casopise. V teoretické Casti je pozornost
vénovana nelinedrni regresi pii vystavbé chemického modelu protonacnich rovnovah vcetné
diagnostik vérohodnosti. V experimentalni ¢asti je pozornost vénovana regresni analyze
potenciometrickych titra¢nich kfivek a v&jitt spekter. Diky acidobazickym vlastnostem 1é¢iv
se uréi, zda a za jakych podminek bude latka v disociované iontové nebo neiontové formé.
Rozsah ionizace hraje kliCovou roli v jejich rozpustnosti, rychlosti rozpousténi
Vv gastrointestinalnim traktu, v propustnosti pfes biologické membrany, absorpci, distribuci,
metabolismu a vyluCovani. Stanoveni disociacnich konstant bylo provedeno
spektrofotometricky v UV/VIS oblasti (metoda citlivda pro malo koncentrované roztoky)

a pomoci potenciometrie (nejcastéjsi metoda).

Regresni analyzou dat, ktera byla ziskana pomoci spektrofotometrie a potenciometrie,
byly stanoveny smiSené disocia¢ni konstanty pKa (na zakladé nejlepsi tésnosti prolozeni).
Byla provedena zavislost stanovenych disociacnich konstant na odmocning z iontové sily pii
teplotach 25 °C a 37 °C a pomoci extrapolace v nulovém bod¢ iontové sily byly stanoveny

thermodynamické disocia¢ni konstanty.
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1 Literarni ¢ast
1.1 Studované lé¢ivo — VVortioxetin

1.1.1 Chemické a fyzikalni vlastnosti

Vortioxetin hydrobromid (obchodni nazev Brintellix a Trintellix v Kanad¢), IUPAC
nazev hydrobromid I- (2 - ((2,4-dimethylfenyl) thio) fenyl) piperazin, ma molekularni vzorec
C18H22N2S.HBr a molekulovou hmotnost 379.36 g/mol. Je to atypické antidepresivum

(modulator a stimulator serotoninu), které vyrabi Lundbeck [1] a Takeda [2].

[ 3

[HBr]

Obr. 1 - Strukturni vzorec Vortioxetinu.

1.1.2 Mechanismus uc¢inku

Zmirfiuje symptomy depresi zvySenim koncentrace serotoninu v mozku tim, Ze
inhibuje jeho zpétné vychytavani v synapsi a modulaci (aktivace nékterych receptorii pfi
blokovani nebo antagonizaci ostatnich receptorli) nékterych serotoninovych receptorti. To ji
fadi do tfidy atypickych antidepresiv, znamych jako modulatory a stimulatory serotoninu [3,
4]. Dne 30. zafi 2013 byla schvalena US FDA pro 1é¢bu zavaznych depresivnich poruch
u dospélych. Vortioxetin byl také zkouman pro 1ébu generalizované tzkostné poruchy, ale
nebylo prokazano, ze je lepSi nez placebo [5]. Vortioxetin je modulator a stimulator
serotoninu, protoze i kdyz ma inhibicni u€inky SERT (serotoninovy transportér), je také
agonistou a antagonistou serotoninového receptoru. Také pusobi na norepinefrin, dopamin,

glutamat, GABA a cholinergni systém. Antidepresivni vyzkum se zaméiuje na vyvoj 1éki,
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které se vazou na serotoninovy transportér (SERT). SERT transportuje serotonin ze
synaptické Stérbiny do presynaptického neuronu a inhibice tohoto transportéru vede ke
zvysSeni serotoninu v synaptické Stérbiné. Mnoho antidepresiv vSak plsobi také na
serotoninové receptory, znamé jako receptory 5 - hydroxytryptaminu (5-HT). 5-HT receptory
jsou skupina receptorii nachdzejicich se v centralnim a perifernim nervovém systému.
Existuje 7 obecnych tiid serotoninovych receptort a dalSich 14 serotoninovych podtypovych
receptorti, z nichZz se vétSina ucCastni deprese a depresivniho chovani. Za normalnich
podminek jsou serotoninové receptory aktivovany synaptickym serotoninem a podileji se na
excitaéni i inhibi¢ni neurotransmisi. Po aktivaci tyto receptory moduluji uvolnovani dalSich
neurotransmitertl, jako je glutamat, dopamin, adrenalin a GABA. Vortioxetin md vysokou
afinitu k SERT a blokdda SERT zvySuje dostupnost serotoninu v synaptické Stérbiné.
Vortioxetin pusobi jako agonista na receptoru SHT-1A, ktery je autoreceptorem pro
serotoninergni neurotransmisi. Autoreceptor pusobi jako brzda na serotoninergnim pienosu.
Desenzitizace SHT-1A zvySuje uvoliiovani serotoninu a piedpoklada se, Zze pomaha zmirnit
depresi. Antagonismus receptoru 5HT-7 potencuje Ucinek blokady SERT zvySenym
uvolnovanim serotoninu. Receptory 5HT-1D jsou autoreceptory umisténé na terminalu
presynaptického axonu. Detekuji serotonin pii synapsi, a kdyz se serotonin pfi synapsi
vytvaii, vaze se na autoreceptory, které uvolfiuji serotonin. Blokovanim téchto receptort
zvySuje Vortioxetin uvolfiovani serotoninu. Pfi blokovéani receptori 5-HT3 muze dojit ke
zvySeni serotoninu, dopaminu, norepinefrinu, acetylcholinu a histaminu, coZ miiZze vysvétlit
prokognitivni ¢inky Vortioxetinu. V souhrnu blokuje Vortioxetin receptory 5-HT3, 5-HT1D
a 5-HT7, stimuluje receptor 5-HT1A a ¢aste¢né stimuluje receptor 5-HT1B [6].

1.1.3 Farmakokinetické vlastnosti

Vortioxetin je schvalen pro 1é€bu zavazné depresivni poruchy (MDD) s pocatecni
davkou 10 miligramt, kterd se zvySuje na 20 miligram@i denné. M4 biologickou dostupnost
75 % a dosdhne maximalni koncentrace v plazm¢ béhem sedmi az jedenécti hodin po podani.
Déle se zda, ze jidlo neovliviiuje absorpci Vortioxetinu. ZvySeni davky zvySuje mnozstvi
vazby 1éku na receptory o 15 % na kazdych 5 miligramti. Polocas rozpadu je piiblizné 66
hodin a primarné¢ se metabolizuje prostiednictvim jaternich enzymii cytochromu P450 na

inaktivni metabolity [6].
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Obr. 2 - Mechanismus u¢inku Vortioxetinu [6].

1.1.4 Terapeutické indikace

Depresivni poruchy, vcéetné zavaznych depresivnich poruch, ptedstavuji duSevni
zdravotni stavy, které jsou povazovany za zpisobené nerovnovahou mezi serotoninem (5-HT)

a norepinefrinem, kromé& mnoha situacnich, kognitivnich a 1ékatskych faktori [7].
1.1.5 Nezadouci ucinky

Mezi nejcastéjsi nezddouci ucinky hlaSené u ptipravku Vortioxetin patii nevolnost,
prujem, sucho v ustech, zacpa, zvraceni, plynatost, zavraté a sexualni dysfunkce. Vortioxetin
pouzivany samostatné¢ ve vysoké davce nebo v kombinaci s jinymi léky, jako jsou jina
antidepresiva, muze vyvolat potencialné Zzivot ohrozujici lékovou reakci znamou jako

serotoninovy syndrom [8].
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1.2 Studované lécivo - Lesinurad
1.2.1 Chemické a fyzikalni vlastnosti

Lesinurad je inhibitor uratu pro léCbu hyperurikémie spojené s dnou. Chemické
oznaceni podle IUPAC spole¢nosti je kyselina 2-((5-brom-4-(4-cyklopropylnaftalen-1-yl)-4H-
1,2,4-triazol-3-yl)thio) octova s molekulovym vzorcem Ci7H14BrNzO2S a existuji rtizné
chemické nazvy pro Lesinurad, jako je 878672-00-5; RDEA594; Zurampic, RDEA 594
a UNII-09ERPO8I3W. Molekulova hmotnost je 404.28 g/mol a rozpustnost ve vodé je
0.00779 mg/ml. Registracni ¢islo Lesinuradu je CAS 878672-00-5 a PubChem CID
53465279, UNII 09ERPO8I3W (obr. 1) [9].

N—N
Br/(N)\S o

OH

/\

Obr. 3 - Strukturni vzorec Lesinuradu [9].

1.2.2 Mechanismus ucinku

Lesinurad patii do tfidy organickych slouc¢enin znamych jako fenyl-1,2,4-triazoly. Je
to selektivni inhibitor reabsorpce kyseliny mocové, kterd se pouzivd v kombinaci s jinymi
ptipravky pfi 1é€bé dny. Snizuje koncentraci kyseliny mocové v séru inhibici perordlniho
inhibitoru transportéru kyseliny mocové 1 (URATI), enzymu odpovédného za zpétné
vychytavani kyseliny mocové z rendlnich tubul a OAT4, dal§iho transportéru kyseliny

mocové, spojeného s diuretickou hyperurikémii [10].
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Obr. 4 - Mechanismus u¢inku Lesinuradu [11].

1.2.3 Farmakokinetické vlastnosti

Lesinurad pomaha ledvindm odstranit z téla kyselinu mocovou. Lécba piipravkem
Lesinurad 200 mg denné¢ v kombinaci s xanthin oxidazou je schvalena pro terapii snizujici
urdt u pacienti s dnou. Lesinurad kombinovany s inhibitorem xanthin oxidazy (XO)
poskytuje ucinnou lécbu hyperurikémie souvisejici s dnou. Byl schvélen v prosinci 2015
Americkym ufadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) a Evropskou agenturou pro 1é€ivé
vlastnosti kazdé drogy se povazuje jeji hodnota pKa, coz je klicovy fyzikalné-chemicky
parametr ovliviiujici mnoho biofarmaceutickych charakteristik ve studiich farmakokinetiky
a biologické dostupnosti [12-15]. Disocia¢ni konstanty slouceniny ovliviiuji lipofilnost,
rozpustnost a propustnost a hraji kliCovou tlohu pii charakterizaci absorpce, distribuce,
metabolismu a vylu¢ovani (ADME) [16-20]. U pacientd s dnou Lesinurad snizuje hladinu
kyseliny mocové v séru, zvySuje renalni clearence a vylucovani kyseliny mocové. Lesinurad
se po peroralnim podani rychle vstiebava. Po podani jednorazové davky na lacno i po jidle
bylo dosazeno maximalni plazmatické koncentrace béhem 1-4 hodin. Lesinurad se vdze na

proteiny v plasm¢, hlavné na albumin. Poloc¢as rozpadu je piiblizné 5 hodin [21].
1.2.4 Terapeutické indikace

Dna je nejbézngjsi zanétlivou artritidou, ktera je rozsitena po celém svété [22]. Dna je
zpusobena zvysenou hladinou sérové kyseliny mocové. Je trikrat az Ctytikrat Castéjsi u muza
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nez u zen a prevalence se zvysSuje s vékem [23]. Zvysené koncentrace kyseliny mocové v téle
vedou k ukladani krystalli Zz monosodného urdtu, a to zejména v kloubech. Tyto krystaly
vyvolavaji uvoliiovani prozanétlivych cytokinli, zejména interleukinu (IL)-1-beta, které
stimuluji zanét, a to ma za nasledek velkou citlivost a bolest kloubt [24]. Akutni stadium je
snizenim hladiny kyseliny mocové. Soucasné léky snizujici hladinu urdtu zahrnuji jak
inhibitory xanthin oxidazy, tak i urikosuricka c¢inidla. Nedavné pokroky v roli uratovych
transportéri v proximalnich tubulech ledvin vedly k vyvoji novych urikosurickych 1éku,

véetné pripravku Lesinurad [25].
1.2.5 Nezadouci uéinky

NejcastéjsSimi nezadoucimi ucinky piipravku byly bolesti hlavy, chfipka, zvyseny
kreatinin v krvi a gastroezofagealni refluxni choroba. Ptipravek se nedoporucuje k 1écbé
asymptomatické hyperurikémie a nemél by byt pouzivan jako monoterapie. V klinickych

studiich byly u ptipravku pozorovany infarkty myokardu a mrtvice [11].
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Disociacni konstanty a jejich stanoveni

Jednou z nejdilezitéjSich fyzikalné-chemickych vlastnosti kazdé drogy se povazuje
jeji hodnota pKa, coz je klicovy fyzikdlné-chemicky parametr ovliviiujici mnoho
biofarmaceutickych charakteristik ve studiich farmakokinetiky a biologické dostupnosti [12-
15]. pKa piedpovida stupen ionizace molekuly v uréittm pH za pouziti Hendersonova-
Hasselbachovy rovnice [15] a je nezbytna pro pochopeni mnoha vlastnosti, které jsou
nezbytné pro vyvoj lékli. Disociacni konstanty slouceniny ovliviiuji lipofilnost, rozpustnost
a propustnost a hraji klicovou ulohu pti charakterizaci absorpce, distribuce, metabolismu
a vylucovani (ADME) [16, 17, 26-28]. V ptipad¢ $patné rozpustnych 1é¢iv ve vodé se zvysuje
vyznam pKa v kontextu s ADME [16]. Je to zakladni parametr pfi objevovani 1€k, zejména
ve fyziologickych systémech, kde ionizacni stav ovlivni rychlost, pii které je sloucenina
schopna difundovat pies membrany véetné hematoencefalické bariéry [17]. Urovei obecného
zajmu o takovéto ionizacni jevy je patrna z poctu poslednich publikaci na toto téma [26, 27,
29]. Hodnoty pKa mohou byt bud’ experimentalné méfeny, nebo teoreticky pfedpovézeny:

a. Mnoho novych léc€iv je Spatné rozpustnych ve vodnych roztocich a potenciometrické
stanoveni konstant téchto slou¢enin je proto casto obtizné. Spektrofotometrie a UV
spektralni analyza (nazyvana téz WApH technika [30]) je vysoce citlivda vhodna
metoda pro stanoveni pKa U velmi zfedénych vodnych roztokd, protoze vyzaduje
relativné jednoduché zafizeni a mize pracovat se submikromolarnimi koncentracemi
slougeniny (piiblizné 10° az 10® M) [31-33]. Slou¢enina by méla absorbovat svétlo
diky ptitomnosti chromoforu v blizkosti ioniza¢niho centra, srov. ref. [31-33]. Autofi
[34-37] wukazali, ze spektrofotometricka titrace v kombinaci s vhodnymi
chemometrickymi nastroji mize byt pouzita k ur€eni disocia¢nich konstant pKa i pro
malo rozpustné léky [35-38]. Nejdulezitéjsimi pocitatovymi programy jsou
SQUADS84 [32] a REACTLAB [39]. Stale se ptedpoklada, Ze spektrofotometrické
udaje jsou ve své podstaté méné piesné nez potenciometrické udaje [40]; v dusledku
toho se vétSina rovnovdznych konstant stanovuje pomoci potenciometrickych
titracnich technik s pouzitim programu ESAB [41] nebo HYPERQUAD [42, 43].
Vétsina aktivnich farmaceutickych slozek (API) selhdva kvili problémim s nizkou
rozpustnosti. ZlepSeni rozpustnosti APl mlzZe byt dosaZeno pfipravou jeho soli.

Obecné¢ maji soli vys$s$i rozpustnost nez kokrystalické latky, které jsou naopak
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rozpustnéjsi nez Cisty APL. Vortioxetin hydrobromid obsahuje kysely proton, ktery se

pfenese na sekundarni atom N na piperazinovém kruhu Vortioxetinu, ¢imz vznika

vodikova vazba s nabojem [44].

b. Ptesnost teoretickych piedpovédi pKa z molekularni struktury s dvéma prognostickymi
programy ACD/Percepta [45-51], MARVIN [45, 47, 48, 50, 52-55] byla zjisténa jako
nejlepsi ze vSech deviti podobnych programt. Meloun a kol. [56] pouzili regresni
diagnosticky algoritmus REGDIA v S-PLUS [57], aby kriticky zhodnotili pfesnost
pKa predikce dvéma programy (ACD/Percepta [1, 48], MARVIN [48]) a vyhodnotili
je za nejlepsi. Balogh a kol. [48] také nasli nejpfedvidatelnéjsi a nejspolehlivéjsi
prediktory, které maji byt MARVIN a ACD/Percepta. Cilem nasi studie bylo
prozkoumat regresni analyzu matice absorpce pH s velmi malymi zménami v
spektrech a provést potenciometrické stanoveni protona¢niho modelu pH-metricky
tak, aby byly nalezeny vhodné podminky pro spolehlivé regresni stanoveni
disocia¢nich konstant. Znalosti 0 disocia¢nich konstantach kyselin jsou nezbytné pro
vyvoj novych 1é¢iv s biologickou aktivitou, v tomto dokumentu jsme stanovili
prekryvajici se hodnoty pKa (tj. | pKa2 - pKa1 | < 3) antidepresivniho Vortioxetinu ve
vode.

Spektrofotometrické udaje pH-titrace byly zpracovany programy SQUADS84 [32]
aREACTLAB [58], které vypocitavaji rovnovazné konstanty (protonacni nebo
disociaéni) a spektralni profily molarnich absorpénich koeficientii a distribu¢ni diagram
relativnich koncentraci nelinearni regresi pH-spektra. Podrobna WApH technika [30]

a alternativni pH-potenciometricka titrace, byly popsany diive viz. [35-38].
2.1.1 Disocia¢ni konstanta

Disociacni konstanty kyselin Ka nebo bazi Ky slouzi k ur€eni rozsahu ionizace molekul
vroztoku pii rizném pH, a to je dilezit¢é pro znalost farmakokinetickych
a farmakodynamickych vlastnosti novych 1é¢iv [59]. Disociace vede Kk ustaveni protolytické
rovnovahy, kdy cast latky je v nedisociované formé a ¢ast ve formé iontd. Acidobazickou

rovnovahu slabého elektrolytu (HA) Ize vyjadrit:
HA & A=+ H? (1)

Léciva jsou slabé kyseliny ¢i baze a jejich sila je charakterizovdna disociacni

konstantou Ka. Vyskytuji se vzavislosti na pH vriznych disociovanych nebo
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nedisociovanych formach. Disocia¢ni konstanta Ka uddva pomér mezi aktivitami téchto forem
[60]. Pokud je léCivo slabou kyselinou, vyjadii se Ka jako zaporny dekadicky logaritmus

rovnovazné konstanty:
pK, = —logKa (2)
pK,.... smiSend disociacni konstanta

Ka lze definovat jako podil ze souCinu aktivit produkti umocnénych na
stechiometrické koeficienty aze soucinu aktivit vychozich latek umocnénych na

stechiometrické koeficienty nebo miizeme aktivitu vyjadfit pomoci aktivitnich koeficientl y

[a71la"]

a koncentraci nedisociovanych/disociovanych forem (Wj:

_ o+ aas
Ko = a4 3)

T E  vav g+
Ka = [=4] YHA ()

Ve ziedénych roztocich jsou hodnoty y jednotkové.

Koncentra¢ni disociaéni konstanta K¢ kyseliny HA je definovana vztahem mezi

rovnovaznymi koncentracemi:

(A" 1[E]
R (5)

Pti konstantni iontové sile 1ze pouzit smiSené disociacni konstanty dle vztahu [61]:

K .= [HJ-'_-_L]RH+

= T ©
Hodnoty disociaénich konstant jsou v tabulkach a slouZi ke klasifikaci sily kyselin
a zasad. Disociacni konstanty byly stanoveny pomoci UV/VIS spektrofotometrie a pomoci

potenciometrické pH-titrace [62].

Aktivitni koeficienty jsou zavislé na iontové sile roztoku. Zavislost smiSené disociacni

konstanty na iontové sile | pro disociaéni rovnovahu HL® « L=~! + H*(oba ionty vykazuji
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efektivni primér iontu 4 ptiblizn¢ stejné velky). Thermodynamicka disociac¢ni konstanta je

déana vztahem:

i

Vysolovaci koeficient C je dan vztahem:

lontova sila se vypocte dle:
I=05%"cz,
Rozsireny Debye-Hiickelitv zdkon vyjadiuje zavislost:

A(1-2z0WT
K = pKl — ——*
Pla PRa (1+EBaT)

Pro vodny roztok pti 25 °C plati, ze:
A =0.5112 mol ™2 |M2 K¥2

B =0.3291 mol*2 m* [¥2 KV2 1010
Pro vodny roztok pii 37 °C plati, ze:
A = 0.52314mol /2 |¥2 K32

B = 0.33164 mol'¥2 m* |2 KY210% [63].

T _
K, = ag+a;-/ay,

+ [CL_ CHL.jI;

(7)

(8)

©)

(10)

V omezeném rozsahu iontovych sil (I < 0.1) lze vztah uvést bez vysolovaciho

koeficientu a pouzit zkrdceny Debye-Hiickeliv zakon [62]:
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2.2 Potenciometricka titrace

Pti potenciometrické titraci se pouziva mérny ¢lanek z mérné a srovnavaci elektrody.
Pribéh titrace se zaznamenava a vyhodnocuje se prub¢h titrani kiivky (pfedevsim bod
ekvivalence), ktera je ovlivnéna pribéhem reakce. Disociacni konstanty ve vodném roztoku
se stanovuji vycislenim pribéhu pH potenciometrické titrace. Titrace je narusena pufraénim
ucinkem vody a mnoho 1éCiv je ve vod¢ Spatné rozpustnych, a proto je uréeni konstant

zavaznym problémem, protoze potenciometrie méa obvykle detekéni limit 104 M [64, 65].

Hodnota [Hj1L]/[HjL] urcuje koncentracni konstantu pK., a ta je zavisla pouze na

koncentraci. Pfi studii protonace pii nizké iontové sile nebo pfii vice iontovych silach, Ize

ziskat extrapolaci v bodé nulové iontové sily thermodynamickou disocia¢ni konstantu pKT

[66].
2.2.1 Potenciometrie

V' potenciometrii se méti elektromotorické napéti galvanického ¢lanku, které je
ovlivnéno koncentraci (aktivitou) iontu. Galvanicky ¢lanek se skladd z mémé elektrody (jeji
potencial je zavisly na aktivit¢ iontu) a z referentni elektrody (ta ma potencial konstantni).
Poloclanky jsou od sebe oddéleny kapalinovym rozhranim a lIze je spojit kapalinovym
mustkem (snizuje kapalinovy potencial a nedochdzi k difuznimu miSeni). Kdyz dosahnou
vSechny déje ve ¢lanku rovnovahy, je vysledné napéti rovnovazné. Chemicka energie se méni

na elektrickou.

Pomoci piimé potenciometrie zjiStujeme, jak je roztok kysely ¢i zasadity.
Spektrofotometrie vyuziva rovnéz potenciometrického méfeni pH. Hodnoty standardnich
pufrt ke kalibraci pH-metru jsou uréeny z méfeni s ¢lankem bez ptevodu. Sklenéna elektroda

je nejpouzivangjsi pro méteni pH ve vodnych roztocich.
2.2.2 lontové selektivni elektrody

Cidlem pro tyto elektrody je elektrochemickd membréna a jeji potencial je zavisly na
aktivité¢ iontu v roztoku. Tento typ elektrod je plnén roztokem soli iontu a chloridovym

iontem (pro staly potencial argentchloridové elektrody).

Mezi iontové selektivni elektrody patii sklenénd pH-mérnéd elektroda, ktera byla

pouzita pro nas experiment. U sklenéné elektrody tvoii elektrochemickou membranu sklenéna
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banicka, kterd je ze specidlniho skla a je naplnéna vnitinim roztokem — octanovy nebo
fosfore¢nanovy pufr s pfidavkem chloridu (konstantni hodnota potencidlu na vnitini sténé
a konstantni potencial argentchloridové elektrody). Tloustka stény je cca 0.1 mm a sklo
obsahuje alkalicky kov. Tyto elektrody se pouzivaji pro pH 1-14. Struktura skla je tvofena
kfemicitanovymi fetézci a vnich jsou kysliky vazany kfemikové atomy. Vytvaii tak
nepravidelny 3D skelet. VSechny kifemikové atomy jsou obklopeny ¢tyfmi kysliky. Kyslikové
atomy nesou zaporny naboj a na néj jsou poutany kationty. Elektricky proud je veden sklem
diky porucham ve struktufe skla. Sodny iont je pfesunut a na jeho misté se uvolni zaporny
naboj, na povrchu sodny iont s vodou hydrolyzuje, ptejde do roztoku a jeho misto je zaplnéno
vodikovymi kationty. Voda se dostdva do povrchu skla a dochazi k hydrataci, zbobtnani
vrstvy na povrchu, tim vznikne kompaktni vrstva, a ta ma zasadni vliv na rychlost ustaveni
rovnovahy na povrchu. Bani¢ka nesmi vyschnout, jinak by doslo k jejimu popraskani, a tim

ke znehodnoceni elektrody.

Pokud chceme vztah pro membranovy potencidl téchto elektrod, tak vychazime
z podminky elektroneutrality, coz znamena, Ze celkovy pocet skupin, které se ucastni
vyménné rovnovahy je konstantni a rovna se souctu koncentrace vodikovych a sodnych iontt
na povrchu elektrody. Vysledny potencial je nulovy, kdyZ se rovnaji aktivity iontl ve
vnitinim a méfeném roztoku a vyménny proces probihd stejné na obou povrSich banicky.
Reéalné to neplati kvali odliSnému sloZeni vrstev skla a méfi se rozdil potenciald,
tzv. asymetricky potencidl, ktery po né¢jakém Case maceni dosdhne konstantni hodnoty a pfi
kalibraci pH-metru se tento potencial vykompenzuje a neni zavisly na pH. Pfi

potenciometrické pH-titraci byla pouzita sklenéné elektroda HC103 (THETA "90).
Pfed samotnou analyzou je nutné provést kalibraci pomoci standardnich pufri [67].
2.2.3 Chemicky model pH-potenciometrickou titraci

V rovnovahach se chemickym modelem rozumi pocet ¢astic rovnovazné smési, jejich
stechiometrie, konstanty stability, kiivky molarnich absorp¢nich koeficienti apod. Diive byla
potenciometricka pH-titrace standardni metodou pro stanoveni disociacnich konstant kvtili
pfesnosti a dostupnym, rychlym a automatizovanym pfistrojim. Pfi potenciometrické titraci
byl vzorek titrovan kyselinou (HCI) nebo hydroxidem (KOH) a méfeno pH pomoci sklenéné
pH-elektrody. Hodnota smiSené disocia¢ni konstanty pK, byla vypoctena z poloviéniho bodu
ekvivalence. K pfesnému ur¢eni bodu ekvivalence slouzi obvykle druha derivace pH
Vv zavislosti na spotfebé¢ titracniho ¢inidla [65].
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2.2.3.1 Program ESAB

Program ESAB pouziva metodu nejmensich ¢tvercli v regresni analyze acidobazické
titracni kfivky. Analyzuji se experimentalni data a hled4 se nejtésnéjsi proloZeni titracnich
kiivek experimentalnimi body. Mirou vérohodnosti testovanych parametri a modelu je
tésnost prolozeni. Minimalizaci rezidudlni sumy ctverci jsou disociaéni konstanty
zjemnovany, dokud se rezidualni odchylky neblizi hodnoté blizké nule (rezidua se poditaji
zobjemu titracniho ¢inidla). Hleddme minimum eliptického hyperparaboloidu ve
vicerozmérném prostoru 0 m+1 rozmérech, kde m je pocet nezndmych odhadovanych
parametri. K vyc¢isleni odhadu slouzi posledni vrstevnice v okoli nalezeného minima. Do
programu ESAB jsou vlozena data, a to pfidavky KOH (titraéniho ¢inidla), odectené hodnoty

pH, pocatecni koncentrace 1é¢iva a vodikovych ionta [68].

Ugelova funkce U (b) je definovana:

U(b) = E;z:j_wi [-_Vs.rp._ Vr}'pﬂt‘.) = E;zzlwieizi (12)

w; .... statisticka vaha, bud’ je rovna jedné, nebo je definovana vztahem [63]:
e (13)

Pfi experimentu je ¢asto Se = 0.1 mV nebo 0.01 jednotek pH a sv = 0.0005 az 0.0020

cm?. Metoda nejmensich étvercii je optimalizovana Gauss-Newtonovou metodou.
2.3 Urceni chemického modelu spektrofotometricky

K uréeni disocia¢nich konstant 1é¢iv slouzi také spektrofotometrie v UV/VIS oblasti
pro koncentrace latky i 10® M. Podminkou pro pH-titraci je pfitomnost aktivniho chromoforu
Vv 1é¢ivu v blizkosti protonacniho centra molekuly. Spektra se béhem titrace méni a nejveétsi
zména je V okoli hodnoty disocia¢ni konstanty a jsou zaznamendvana pomoci spektralniho
ptistroje [69]. U UV/VIS spektrometrie dochazi k absorpci UV a viditelného zareni
a k excitaci valen¢nich elektroni. Absorbance A je mnozstvi absorbovaného zatfeni pro

urcitou vinovou délku. Podle Lambert-Beerova zdkona A = &; - ¢ -1 je absorbance piimo

umérna koncentraci latky c, tloust’ce absorbujici vrstvy | (kyvety) a molarnimu absorpénimu

koeficientu ¢, [70].
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Spektrofotometricka data pii pH-titraci byla zpracovana programem SQUADS84 [32]
a REACTLAB [58], které vypocitavaji rovnovazné (protona¢ni nebo disocia¢ni) konstanty
a distribu¢ni diagram relativnich koncentraci nelinearni regresi pH-spektra. Podrobna WApH

technika [30] a alternativni pH-potenciometricka titrace, byly popsany dtive [35-38].

Obecny postup spektrofotometrické studie protonac¢ni rovnovahy (analyza UV-

spekter) byl popsan dtive [36, 61], a to nasledujicim schématem:

1) Instrumentalni chyba pristroje, Sinst(A), @ urceni poctu svétlo-absorbujicich cdstic.
Program INDICES [71] odhaduje minimalni pocet svétlo-absorbujicich castic nc
metodou Wernimont-Kankareovy analyzy faktort [33, 71] a instrumentalni chyby
pfistroje Sinst(A). Druhy moment absorban¢ni matice je vycislen z absorban¢ni matice
A a jeji transpozice AT, coz davad symetrickou (¢tvercovou) matici M fadu ns
a hodnosti n¢, pozice (M) < nc. Pouzitim vlastnich ¢isel gj matice M se odhaduje
Kankareho rezidudlova smérodatnd odchylka absorbance sk(A),
5, (4) = {[rr[M]—Zg‘:lai]f(rh_—k]}m, kde tr(M) je stopa matice M a r je
odhadovany pocet slozek ve smési. Cattelliv diagram vlastnich ¢isel ukazuje hodnoty
sk(A) pro rizné pocty aktivnich komponent K, které jsou vykresleny proti pofadovému
Cislu k, sk(A) = f(k) a pocet svétlo-absorbujicich ¢astic je takové celé ¢islo, pro které
plati nc = Kk, pro které sk(A) se blizi instrumentalni smérodatné odchylce absorbance
Sinst(A). Piesnost méfeni absorbance byla stanovena smérodatnou odchylkou
absorbance pro pouzity spektrofotometr Sinst(A). Poté bylo zjisténo, ze pokud sk(A) <

Sinst(A) ze Tici, ze nc < k.

-1,50 1
log s(A) \

-225F o .

-3,00} logs, (A) 1

0‘0
~Ox
~0-,
1 1

Obr. 5 - Catellav graf tpati vlastnich ¢isel.
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2)

3)

4)

b)

d)

Teoretické predikce pKa: Dva programy MARVIN a ACD/Percepta, poskytuji soubor
vykonnych nastrojii pro teoretické predpovédi pKa na zékladé strukturnich vzorcii
slouceniny.

Vypocetni strategie. Byly pouzity dva programy pro numerickou analyzu spektra,
technikou SQUADS84 [72] a REACTLAB [37, 58, 73].

Diagnostika hledani a testovani chemického modelu: Podrobny postup grafické
a numerické analyzy rezidui je popsan v [34, 36, 61] a zde stru¢né:

Fyzikalni smysl parametrickych odhadii: Zkouma se fyzikalni smysl disociacnich
konstant a molarniho absorpéniho koeficientu. Hodnota pKa,i a & by nemély byt ptilis
vysoké ani pfili§ nizké a &i by nemélo byt zaporné. Empirickym pravidlem, které se
Casto pouziva, je podminka, ze parametr je povazovan za vyznamny, kdyz je splnén
vztah: s(fj) x Fs < Bj, kde F; se rovna 3 pro 99.9 % pravdépodobnost.

Fyzikalni smysl koncentrace castic: Fyzikalni omezeni se obecné aplikuje na
koncentrace castic a jejich molarni absorbanci, jelikoz to musi byt kladna ¢isla. Volné
koncentrace zdkladnich slozek a riizné protonovanych ¢astic chemického modelu by
mély vykazovat realné molarni hodnoty, tj. vy$§i nez 108 M.

Test veérohodnosti pomoct statistické analyzy rezidui: Pro identifikaci "nejlepsiho" ¢ili
pravdivého chemického modelu by mél byt rezidualovy vektor e peclivé analyzovan.

Jednou z nejdulezitéjsich veli¢in je standardni smérodatna odchylka absorbance, s(A),
ktera je odhadovana na konci minimalizaéniho procesu S(A) = /U min/ df , kde Umin

znamena minimalni hodnotu rezidui - ¢tvercového souctu a df je stupen volnosti,
strana 101 v [74] a strana 290 v [75].

Dekonvoluce spektra: Rozklad kazdého experimentalniho spektra do spekter
jednotlivych rizné€ protonovanych ¢astic ukazuje, zda experimentalni data pro
navrhovany experimentalni rozsah pH, jsou pfijatelna. V Kkoncentracich nebo
oblastech pH, kde vice slozek vyznamné pfispiva ke spektru, je tfeba méfit vice
spekter. Minoritni Castice maji relativni koncentraci v distribu¢nim diagramu mensi
nez 5 % celkové koncentrace zékladni sloZky cL.

Pomeér signalu k instrumentalni chybé pri analyze malych zmén ve spektrech [61]:
Zména absorbance Ajj je rozdil absorbanci pro j-tou vinovou délku v i-tém spektru, Ajj
= Ajj - Aikyselina, Kde Aikyselina @ vysledny pomér A/Sinst(A) se nazyva pomér signalu
K instrumentalni chybé SER sledovanych spekter. Pomér SER se zkousi pro vsechny

absorban¢ni matricové prvky v celém rozsahu vinové délky A. Bylo prokazano, ze
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kdyz pomér A/sinst(A) je roven nebo vyssi nez 10, faktorova analyza je schopna
predpovedét spravny pocet svétlo-absorbujicich ¢astic v rovnovazné smési.

f) Stanoveni thermodynamické disociacni konstanty: Pouzila se zkracena verze Debye-
Hickelovy rovnice na udaje pro vodné roztoky a 25 °C, kde smiSend disocia¢ni

konstanta pKa je zavisla proménna, zatimco iontova sila | je nezavislou proménnou.

2.3.1.1 Program SQUAD (84)

Program SQUAD hleda nejlepsi odhady parametrd 5,.,. a &,,, nelinedrni regresi

metodou nejmensich ¢tverci:

RSC= U= 2%12:21[‘“‘15:#;:‘,:{ - Am:c,z‘,k): & minimum , (16)

kde A; . ...» J& Prvek absorban¢ni matice, neboli zavisle proménna a 4, . ., je hodnota prvku

matice vypoctena programem [68].
n
Acn!c,i,k = E_;Ilél EJ-c,_;l'c-"_;l' (17)

Na zékladé tésnosti prolozeni vypoctené absorbancéni responzni plochy
experimentalnimi body absorbance se provadi testovani navrzené hypotézy chemického
modelu. Smérodatna odchylka absorbance, S(A), pfedstavuje kritérium té€snosti prolozeni.

Pokud je splnéna podminka, ze s(4) # s, (4) a Hamiltoniv R-faktor je mensi nez 1 %, je

inst

hypotéza chemického modelu pfijata jako nejpravdépodobnéjsi a protonacni model je piijat
[66, 68].

2.3.1.2 Program REACTLAB

Program REACTLAB slouzi ke stanoveni konstant stability z dat spektrofotometrické
titrace. Jedna se o tzv. soft modelingovou metodu, ktera nevyzaduje pevné zadany protonacni
model. Vedle programu INDICES v systému S-PLUS je také schopen stanovit pocty
chromofort v roztoku faktorovou analyzou a nalézt hledané parametry, jako jsou protonaéni

konstanty a molarni absorp¢ni koeficienty [58].
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3 Experimentalni Cast
3.1 Pouzité chemikalie a roztoky

Léc¢ivo Lesinurad: Hydrochlorid intepirdinu dodala spole¢nost ZENTIVA k. s. (Praha)
s deklarovanou ¢istotou (> 99%), ktera byla kontrolovana metodou HPLC a alkalimetricky.
Lé¢iva bylo vazeno pfimo do reakéni nadoby, coz mélo za nasledek koncentraci asi 9.9 x 10
mol. dm=[35].

Léc¢ivo Vortioxetin: Vortioxetin dodala spole¢nost ZENTIVA k. s. (Praha) s deklarovanou
Cistotou (> 99%), ktera byla kontrolovana metodou HPLC a alkalimetricky. Lé¢iva bylo
vazeno piimo do reakéni nadoby, coz mélo za nasledek koncentraci asi 9.2 x 10”° mol. dm™
[35].

Hydroxid draselny, KOH (1 M): Hydroxid byl pfipraven rozpusténim piesné navazky
tuhého KOH (Aldrich chemical Company, USA) v 1 1 redestilované vody. Standardizace byla
provedena potenciometrickou titraci a standardizované HCI.

Kyselina chlorovodikova, HCl (1 M): Do odmérné banky bylo dano pfesné mnoZstvi
koncentrované kyseliny chlorovodikové (p.a. Lachema Brno). Standardizace byla provedena
potenciometrickou titraci na navazku pevného HgO za pfitomnosti nadbytecného mnozstvi
KI.

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

Chlorid draselny, KCI (2 M): Do odmérné baiky bylo pfevedeno navazené a vypoctené
mnozstvi tuhého KCI (p.a. Lachema Brno) a banka byla doplnéna redestilovanou vodou. KCI
byl pouzit pro Gipravu iontové sily.

Fosfatovy pufr: Byl pouzit fosfatovy pufr o 0.1 mol.I*,

Standardni komer¢ni pufry byly vyuzity pro kalibraci pH metru.

Tabulka 1 - Zavislost pH komerénich pufrti na teplotg.

pH pH pH pH
T [°C] | pufru | pufru | pufru | pufru
A: B: C: D:
25 1.679 | 4.006 | 6.865 | 9.180
37 1.690 | 4.024 | 6.841 | 9.088
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Redestilovana voda: Pro piipravu vSech roztokli byla pouzita redestilovana voda, kterd byla

odebrana z centralni ionexové Gipravny a néasledné byla upravena na ultrazvukové lazni.
3.2 Standardizace odmérnych roztoku

3.2.1 Kyselina chlorovodikova, HCI

Do meéfici nadobky bylo pfedlozeno 25 ml demi-vody (ktera byla 30 minut
v ultrazvuku), cca 1 g Kl a vypoctena navazka HgO (na teoretickou spotiebu HC1 = 250 pl).
Takto pfipraveny roztok byl titrovan standardnim roztokem HCI (za stalého michani
a probublavani argonem) a byly zaznamenany hodnoty pH po kazdém ptidavku HCI dle

rovnic:
HgO + 4KI + H,0 — 2KOH + K, [Hgl,]
KOH +HCl = KCl+ H,O

Bod ekvivalence byl vyhodnocen metodou derivace. Cely postup byl opakovan

Stytikrat. Aritmeticky primér koncentrace ze &tyf titraci je ¢ = 1.0618 mol.dm,

Tabulka 2 - Standardizace HCI.

Titrace 1. 2. 3. 4.
Navazka HgO [g] 0.0271 0.0267 0.0284 0.0274
Navazka KI [g] 1.0312 1.4032 1.3030 1.2000
Spotteba HCI [pl] 235.219 237.424 238.650 242.208
Koncentrace HCI [mol.I"}] 1.0638 1.0395 1.0988 1.0451

3.2.2 Hydroxid draselny, KOH

K 15 ml demineralizované vody v méfici nddobce bylo mikrobyretou nadavkovano
250 pl standardniho roztoku HCI. Roztok byl titrovan mikrobyretou pomoci standardniho
roztoku KOH a po kazdém pridavku bylo odecteno urcité pH, za stalého promichavani

a probublavani argonem.

Bod ekvivalence byl vyhodnocen derivacni metodou. Aritmeticky primér koncentrace

z opakovanych titraci je ¢ = 0.930366 mol.dm™=,
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3.3 Pistova mikrobyreta a jeji kalibrace

K potenciometrické a spektrofotometrické titraci bylo vyuzito pistovych mikrobyret
s pistem typu PK1250 (META, Brno). Mikrobyreta byla naplnéna demi-vodou, ktera byla 30
minut Vv ultrazvuku. Objem vody v mikrobyreté (2500 dilk) byl vytlaen do vysuSené
vazenky a po uzavieni vazenky, byl tento objem zvazen na analytickych vahach (KERN 870).
Toto méteni bylo opakovano 5x pfi¢emz byla po celou dobu kalibrace sledovéana teplota

pouzité vody.

Tabulka 3 - Kalibrace mikrobyret.

Mikrobyreta ¢. 1 (KOH) ¢. 2 (HCI)
Dilkti mikrobyrety 2500 2500
Objem mikrobyrety [pl] 508.117 1225.103
1 dilek mikrobyrety [pl] 0.2032468 0.4900412

3.4 Pouzité pristroje

Pii potenciometrické a spektrofotometrické titraci byla pouzita sklenéna elektroda HC
103 (THETA'90), ktera je piesna s rychlou odezvou. Mé&fi v rozsahu pH 0 — 14 a v teplotnim
rozsahu 0 - 70 °C. Jedna se o kombinovanou elektrodu — mérna sklenéna elektroda a refrentni
argentchloridova. Byl pouzit digitalni pH metr typu HANNA HI 3220 (pro méfeni pH
v rozsahu -2.00 az 20.00 s piesnosti = 0.002 pH a v teplotnim rozsahu -20 az 120 °C), ke
kterému byla pfipojena sklenéna elektroda a pouziva se k méfeni rovnovazného napéti.
Pruto¢ny termostat ED-5 (JULABO) byl drzen na konstantnich teplotnich hodnotach diky
rtutovému teploméru, a tim i termostatovany reaktirek. K homogenizaci roztoku bylo pouzito

elektrické michadlo.

212 mm

Obr. 6 - Sklenéna elektroda HC 103 [76].
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Obr. 7 - Schéma aparatury pouZivané k méfeni 1éCiv: (a) sklenéna elektroda, (b) elektrické michadlo, (¢) rtutovy
teplomér, (d) mikrobyreta, ktera je naplnéna roztokem KOH ¢i HCI, (e) termostatovany reaktarek, (f) hadicka

pro piivod argonu, (g) mé&teny roztok 1é¢iva [77].

Spektrofotometricka méfeni byla provedena spektrofotometrem GBC Cintra 4040.
Pfistroj méfil v rozsahu vinovych délek 200 - 800 nm, s nastavenou velikosti §térbiny
miniméalng 0.5 nm arychlosti méfeni 5 -7000 nm.min?. Zdrojem zéafeni byla ve viditelné
oblasti 50 W wolfram-halogenova lampa a v ultrafialové oblasti 30 W deuteriova lampa.
V pfistroji byl systém Czerny-Turner vyuZit jako monochromator a jako detektor fotonasobic.
Sum spektrofotometru byl deklarovan mensi nez 0.0001 absorban¢nich jednotek A pfi A =1
[38].

3.5 Postup potenciometrické a spektrofotometrické titrace

Postup byl diive popsan v publikacich [35, 38, 63]. Metody spektrofotometrické
a potenciometrické pH-titrace se ukazaly byt nejlepSimi instrumentdlnimi metodami, jez
spolehlivé urcuji také blizké disociani konstanty dokonce i obtizné rozpustnych léCiv.
Spektrofotometricka titrace byla pouzita jako alternativa k potenciometrické metod€ pro
stanoveni hodnot pKa latek kvili vysoké citlivosti na nizké koncentrace latky az 10° M.
Studovana sloucenina vSak musi mit chromofor(y) v blizkosti ioniza¢niho centra, takze
protonizované a deprotonované Castice vykazuji dostate¢nou spektralni rozli¢nost. Nelinedrni
regresni analyza spektrofotometrickych dat je u¢innym a spolehlivym ndstrojem, a to 1 V

ptipadé malych zmén ve spektru pti zméne pH chromoforu.
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3.6 Software

Odhad disocia¢nich konstant byl proveden nelinearni regresni analyzou UV- spekter s
pouzitim programi SQUADS84 [32], REACTLAB [58] a potenciometrickych tdaju pH-titraci
s pouzitim programu ESAB [41, 78]. Spektra byla interpretovana pomoci programu INDICES
[71]. Vétsina grafi byla vynesena pomoci grafického editoru ORIGIN 9.1, ref. [79].
Programy ACD/Percepta [45-51] a MARVIN [45, 47, 48, 50, 52-55] pro piedpovédi pKa jsou

zalozeny na strukturnich vzorcich lé€iv.
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4  Vysledky a jejich diskuse
4.1 Vortioxetin

Spektrofotometrické a potenciometrické stanoveni protonacniho modelu jsou vhodné

pro spolehlivé regresni stanoveni i blizkych disocia¢nich konstant.
4.1.1 Analyza spekter

Strategie efektivniho experimentovani s ur¢enim disocia¢nich konstant, pro niz byla
pouzita spektralni analyza podle tutorialu [36]. Cilem kvalitativni interpretace spektra je
vyhodnoceni dat, odstranéni odlehlych bodi a odhad minimalniho poétu faktort, které jsou

nezbytné k popisu experimentalnich dat.

Instrumentalni chyba pristroje, Sinst(A), a urceni poctu svetlo-absorbujicich castic nc:
Vortioxetin ma komplikovanou molekularni strukturu (viz. obr. 1 a 9). Protona¢ni rovnovahy
byly sledovany spektrofotometricky (viz obr. 8a a 8b). Spektra ve form¢ absorban¢ni matice
A, ziskana pro rizné hodnoty pH, byla podrobena faktorové analyze ke stanoveni poctu

svétlo-absorbujicich ¢astic, nc, algoritmem INDICES [71].

Program INDICES oznacuje bod zlomu na ktivce sk(A) = f(k) v Cattellové grafu sk(A)
= f(k) za pouziti piistupu Wernimont-Kankare, s(A), viz. publikace [34, 71]) a dava k = 3
odpovidajici soufadnici $3(A) = 0.9 mAU (obr. 8c). Tato hodnota piedstavuje také skutecnou
chybu pfistroje Sinst(A) = 0.9 mAU spektrofotometru CINTRA 5 (GBC, Australie). Pocet
svétlo-absorbujicich ¢astic, ne, pomaha vytvotit protonaéni model. To znamena, ze se budou
uvazovat dvé disocia¢ni konstanty a bude se pfedpokladat piitomnost tif ¢astic LHz?", LH2"
a LH. Grafy jsou vykresleny také v logaritmickém méfitku a pocet svétlo-absorbujicich ¢astic,
Ne, 1ze pfedpovédét z indexové funkce nalezenim bodu nc = k = 3, kde bod zlomu je PC(k) =
f(k) (obr. 8d).

Predikce pKa: MARVIN predpovida dvé ioniza¢ni mista (oznacena jako A a B na
obr. 9), ktera mohou byt spojena s disocia¢nimi konstantami; ob¢ ioniza¢ni mista jsou spojena
satomem dusiku. Makrodisociaéni konstanty Vortioxetinu byly pfedpovézeny podle
chemické struktury analyzované dvéma spolehlivymi pKa predikénimi nastroji. ACD/Percepta
byla spusténa pomoci modelu GALAS. Predikce pKa programem MARVIN jsou zaloZeny na
vypocitaném castecném ndboji atomli umisténych v analyzované struktufe za pouziti

Hammett-Taftova postupu (obr. 9). Podle distribu¢niho diagramu (MARVIN) na obr. 9 se ma
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Vortioxetin chovat pievazné jako neutralni molekula LH pii pH od 8 do 11. Kdyz se roztok

okyseli z pH 8 na 6, vytvoii se kationt LH>" jako ioniza¢ni misto B. Pti zméné pH z 6 na 3 se

objevil dalsi kation LH3?* a ioniza¢ni misto A. Predikce disocia¢nich konstant Vortioxetinu

byla provedena programem MARVIN k urceni protona¢nich mist.

Vortioxetin, 230 - 320 nm
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Obr. 8 - a) 2D absorban¢ni matice, b) Soustava A-pH kiivek tykajici se 70 namétenych UV/VIS absorban¢nich

spekter protona¢ni rovnovéahy pro 9.2 x 10> M Vortioxetinu pfi | = 0.002 v &isté vodé pii 25 °C, ktera tvoii

vstupni data pro programy SQUAD84 a REACTLAB, c) Grafické uréeni hodnosti absorban¢ni matice

Vortioxetinu umoziuje stanoveni poctu svétlo-absorbujicich ¢astic, nc, ve smési za pouziti Cattellova grafu si(A)

= f(k) na zakladé kritéria Wernimont-Kankare (SVD). Veli¢ina sx(A) je vypocitana standardni odchylka

absorbance, ktera je odhadnuta faktorovou analyzou absorbanéni matice a k je hodnost matice. Zde k* =3

ukazuje na tii ¢astice absorbujicich svétlo ve smési, ne = 3 a skute¢na instrumentalni chyba pouzitého

spektrofotometru je sinst(A) = 0.9 mAU, d) Cattellav graf si(A) = f(k) v logaritmickém méfitku (INDICES v S-

PLUS).

Volba vypocetni strategie: Byla pouzita technika SQUADS84 a technika REACTLAB.

V obou programech byla pouzita stejna vypocetni strategie, tj. regresni triplet (Kritika dat,

model a metoda), viz. publikace [34, 75].
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Relation 1 Relation 2 =
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Obr. 9 - Znazornéni protonované molekularni struktury Vortioxetinu s pfedpovézenymi disocia¢nimi
konstantami a distribu¢ni schéma relativni koncentrace riizné protonovanych iont pomoci predikce MARVIN.
A: Vztah 1 predikuje pKa protonovaného fragmentu, ktery je podobny s Vortioxetinem, B: Vztah 2 predikuje pKa

jiného protonovaného fragmentu.

Hledani a testovani chemického modelu. Hledani nejlep$i hypotézy chemického
modelu, obsahujiciho jednu nebo dvé disociacni konstanty je ukazano na obr. 10. Spektra byla
zkoumana tak, aby oznacovala nejvhodné&jsi rozsah vinovych délek, ve kterych je chromofor
aktivni a obrazi disociaci v molekule. Nejlepsi regresni model byl vyhledan testovanim dvou
pracovnich hypotéz protonacniho modelu: prvni tykajici se jedné a druhé s dvéma
disociacnimi konstantami. Kritériem spolehlivosti mezi navrhovanymi hypotézami bylo
kritérium S(A) Vv testu vérohodnosti. Soucasné byly porovnany odhady disocia¢nich konstant
pomoci dvou regresnich programi, tj. SQUAD84 a REACTLAB (tabulka 4 a 5). Pramér
absolutnich hodnot rezidui E|e| [mAU], smérodatnd odchylka rezidui s(e) [mAU]
a Hamiltoniv R-faktor [%] v programu SQUADS84 obecné ukazaly, Zze lepsiho prolozeni
spekter bylo vzdy dosazeno pro protonacni model se dvéma disociacnimi konstantami. Zdalo

se, ze¢ REACTLAB nabizi spolehlivéjsi odhady parametrd, jelikoz vzdy dosahoval lepsSiho
proloZeni kiivky nez star$i program SQUADS84.
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Obr. 10 — Pomoci programu SQUADS84 hledani nejlepsiho protona¢niho modelu Vortioxetinu v rozmezi pH od
5 do 10 pro jednu a dvé disociaéni konstanty pKa a pKaz za pouziti 9.2 x 10° M Vortioxetinu pii | = 0.002 pii
25 °C. Vlevo: grafy molarnich absorpénich koeficientti pro rizné protonované ¢astice. Vpravo: distribu¢ni

diagramy rizné protonovanych ¢astic v zavislosti na pH (SQUADS84, ORIGIN).

V tabulkach 4 a 5 je zavislost odhadii dvou disociaénich konstant na iontové sile
hydrobromidu Vortioxetinu vycislena programy SQUAD84 a REACTLAB pii 25 °C. Roztok
9.2 x 10° M Vortioxetinu pfi | = 0.002 pfi 25 °C pro ns spektrum naméfené p¥i nw vinovych
délkach pro n; = 2 zakladni slozky L a H tvoifi rlizné¢ protonované castice. Standardni
odchylky jsou v poslednich platnych ¢&islicich v zavorkach. Kritérium rozliseni a spolehlivost
zjisténych odhadi parametrii jsou prokazana tésnosti proloZeni, rezidudlni smeérodatnou
odchylkou podle faktorové analyzy sk(A) [mAU], praimérem absolutnich hodnot rezidui £ | e |
[mAU], smérodatnou odchylkou rezidui s(¢) [mAU], sigmou s(A) [mAU] z programu
REACTLAB a Hamiltonovym R-faktorem [%] z programu SQUADS84.
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h konstant na iontové sile hydrobromidu Vortioxetinu pomoci

¢nic

Tabulka 4 - Zavislost odhadt dvou disocia

programti SQUAD84 a REACTLAB pro 25 °C.
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h konstant na iontové sile hydrobromidu Vortioxetinu pomoci

¢nic

Tabulka 5 - Zavislost odhadt dvou disocia

programti SQUAD84 a REACTLAB pro 37 °C.
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Dv¢ disociacni konstanty pKai, pKa2 a tfi molarni absorpcni koeficienty Vortioxetinu
ELH, €LH2, €LH3 byly odhadnuty programy SQUAD84 a REACTLAB. Spolehlivost odhadi
parametri lze ovétit nasledujicimi obecnymi diagnostikami (obr. 10), jak bylo podrobné

popsano v odkaze [36]:

1) Fyzikdlni vyznam parametrickych odhadii. Prvni diagnostika udava, zda vSechny
parametrické odhady pKa,i a € maji fyzikalni vyznam a dosahnou realnych hodnot. Vzhledem
k tomu, Ze standardni odchylky S(pKa,i) parametrti pKai a s(€i) parametri €i jSOU vyznamné
men$i neZ jejich odhady parametr, vSechny rizné protonované Castice jsou statisticky
vyznamné na hladiné vyznamnosti a = 0.05. V levé c¢asti obrazku 10 jsou ukdzany
odhadované molarni absorpnimi koeficienty vSech rizné¢ protonovanych Castic €LH, €LH2,

eLn3 Vortioxetinu vaci vinové délce.

2) Fyzikdlni vyznam koncentraci cdstic. Druha diagnostika zkouma, zda vSechny
vypoctené volné koncentrace rizné protonovanych castic v distribuénim diagramu relativni
koncentrace, vyjadiené v procentech maji fyzikalni vyznam (obr. 10 vpravo). Distribuéni
diagram ukazuje protonaéni rovnovahu LHs?*, LH," a LH. Pfi neutralnim pH od 6 do 9
pievlada Vortioxetin ve formé ¢astic LHs?* a LH*, a od pH 8 do pH 9 pak ve formé LH,"
a neutralni molekuly LH. Acidifikace Kationtu LH,* vytvafi kation LH3?*. Pfi koncentracich
10* az 10® M je Vortioxetin dostate¢né rozpustny a viechny jeho disociacni konstanty

mohou byt proto stanoveny spektrofotometricky.

3) Vysetieni tésnosti prolozeni: 1 kdyZz statisticka analyza rezidui [36] poskytuje
nejpiisnéjsi posouzeni vérohodnosti, musi zde byt pouzity realistické empirické limity.
Statisticka méfeni vSech rezidui e dokazuje, Ze bylo dosaZeno globalniho minima eliptického
hyperparaboloidu RSS (tabulka 4 a 5): primér absolutnich hodnot rezidui E | e | [mAU]
a smérodatna odchylka rezidui s(¢) [MAU] musi vzdy nabyvat dostate¢né nizkych hodnot,
prokazujici tak velmi dobré prolozeni. To dokazuje i Hamiltoniv R-faktor. Disocia¢ni
konstanty odhadnuté pomoci SQUAD84 a REACTLAB ze vSech reprodukovanych méteni
jsou piitom v dobré shodé. SQUAD84 ma velkou vyhodu v testu tésnosti prolozeni,
provedené¢ho statistickou analyzou rezidui. Reprodukovatelnost tii experimentalnich

spektralnich dat s vyuzitim dvou regresnich programt ukazuje, ze dvé disociacni konstanty
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pKar 7.74 a pKa2 9.15 jsou v regresnim modelu dobfe stanoveny a jejich numerické
vyhodnoceni je tedy spolehlivé (tabulka 4 a 5).

Dekonvoluce spektra. Obrazek 11 ukazuje Sest po sob¢ nasledujicich obrazka od pH =
5.25 az pH = 10.07, které ukazaly postupnou deprotonaci ve spektrech, kdy kazdé
experimentalni spektrum bylo rozlozeno do spektra svych rtizné¢ protonovanych castic ve
smési Vortioxetinu. Pfi pH = 5.35 pievazuje kation LH3s** v roztoku. P¥i pH = 6.79 spolu s
kationtem LH," vykazuje &astice LH3?* absorpéni pés pii stejné vinové délce absorpéniho
maxima Amax. Pii pH = 7.91 a 8.52 se experimentalni spektrum rozklada na dva absorpéni
pasy, tykajici se kationtd LH3s?* a LH2". Pii pH = 9.85 se neutralni molekula LH vyskytuje
u kationtu LH>" a koncentrace LH v roztoku se zvySuje az na hodnotu pH = 10.07.

Pomer signalu k instrumentalnimu Sumu pri analyze malych zmén ve spektru. Byl
analyzovan 3D graf absorbanéni responzni plochy (obr. 12a). Vysledny pomér
normalizovanych zmén spektra SER = A/sinst(A) Se zobrazuje vici vinové délce A pro vSechny
absorban¢ni maticové prvky (obr. 12b). Pomér SER se pak porovnava s limitni hodnotou SER
a testuje se, zda jsou naméfené, i tak malé zmény absorbanci stale jesté vyrazné vétsi nez
instrumentalni Sum. Pokud je hodnota SER vétsi nez 10, faktorova analyza je schopna
odhadnout spravny pocet svétlo-absorbujicich ¢astic v rovnovazné smési. K prikazu, Ze
nelinearni regrese muZe analyzovat takova spektralni data, byla zde rezidua porovnana
S instrumentalnim Sumem, Sinst(A). Obrazek 12¢ ukazuje porovnani poméru rezidui spektra
proti instrumentalnimu Sumu, pomérem €/Sinst(A) vuci vinové délce méfeného Vortioxetinu. Je
ziejmé, ze vétSina rezidui ma stejnou velikost jako instrumentalni Sum a pomér e/Sinst(A) je

vesmes mensi nez 2.
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Obr. 12 —a) 3D graf absorbanéni responzni plochy b) Zména absorbance ve spektru pro i-té spektrum a j-ty
absorban¢ni bod spektra byla vypocitana jako Ajj = Ajj - Aj a poté byla podélena instrumentalni smérodatnou
odchylkou sinst(A), coZ vedlo k normalizovanym zménam spektra SER = A/sinst(A). Ai znamena absorbanci kyselé
formy Vortioxetinu, ¢) Graf poméru €/Sinst(A) znamena pomér rezidui délenych instrumentalni smérodatnou
odchylkou sinst(A) versus vinova délka A pro vSechny prvky rezidudlni matice pro Vortioxetin, zde se testuje, zda
maji rezidua stejnou velikost jako instrumentalni Sum (REACTLAB, ORIGIN 9).
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4.1.2 Analyza potenciometrickych titra¢nich dat

Potenciometrickd titrace okyseleného Vortioxetinu a titrovaného hydroxidem
draselnym byla provadéna pii 25 °C a 37 °C pro nastavenou hodnotu iontové sily (obr. 13).
Pocate¢ni odhad disocia¢ni konstanty studovaného Vortioxetinu, odpovidajici stfedni hodnoté

kazdé potenciometrické titracni kiivky byl zjemnén programem ESAB.

Vzhledem k tomu, ze Vortioxetin vykazuje dvé disociatni konstanty, je jejich
numericky odhad vycislen pocitacovou nelinedrni regresi. Regresni analyza byla pouzita
pfedevSim na stfedni cast titracni kiivky, kterd se tykala alkalizovaného Vortioxetinu
titrovaného kyselinou chlorovodikovou a naslednou opétovnou reakci s hydroxidem
draselnym. Byla také vy¢islena Bjerrumova tvorna funkce, kterd je zndzornéna na grafu na
obr. 13. Odhady dvou disocia¢nich konstant pKai, pKa2 jsou znazornény na kiivkach
Bjerrumumovy tvorné funkce. Vzhledem k tomu, ze u hodnot pH nad 10 a pH pod 4 se
vyskytuje v titrovaném roztoku velmi jemnd srazenina Vortioxetinu, ktera zpocatku tvofi
jenom mirnou opalescenci, tato ¢ast titra¢ni kiivky s hodnotou pH nad 10 a pH pod 4 nebyla
vzata do regresni analyzy pro odhad pKaz a pKa.

V nasledujici tabulce ¢. 6 a 7 je ukazano, jak ESAB zptesni spoleéné a skupinové
parametry u pH-potenciometrické titrace hydrobromidu Vortioxetinu s HCl a KOH a odhadne
disocia¢ni konstanty pKai, pKa2 S jejich standardnimi odchylkami v poslednich platnych
Cislicich v zavorkach p#i 25 °C. Spolehlivost odhadu parametru je prokazana statistickym
testem tésnosti prolozeni. UZije se stiedni hodnota aritmetického priméru rezidui E(€) [mL],
prumér absolutni hodnoty rezidui, E | é| [mL], smérodatna odchylka rezidui s(€) [mL],
Sikmost g1(é) a Spicatost g2(¢€) prokazujici Gaussovo normalni rozdéleni a Jarque-Berra test
normality.

Uptesnéné spolecné parametry: pKai, pKa2. Upfesnéné skupinové parametry: Ho, Hr, Lo.
Konstanty: t = 25.0 °C, pKw = 13.9799, Vo = 20.22 mL, s(V) = sinst(y) = 0.0001 mL, lo
upravena (v reakttirku), It = 0.9304 (v byret¢ KOH).

Rezidua v programu ESAB jsou definovana jako rozdil mezi experimentalnim
a vypoctenym objemem titrantu (tabulka 6 a 7). Test t€snosti prolozeni se provadi statistickou
analyzou rezidui. Jsou zptesnény také dal§i skupinové parametry. Za citlivé kritérium
spolehlivosti odhadnutych disocia¢nich konstant je zde bran prumér absolutnich hodnot
rezidui E | € | [mL]. Srovnani rezidui s instrumentalnim Sumem, Sinst(y), zde Sinst(y) = s(V) =

0.0001 [mL], potvrzuje vynikajici t€snost prolozeni, protoze prumér absolutnich hodnot
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rezidui E | e | [mL] a také smérodatna odchylka rezidui s(€) [mL] jsou téméf stejné nebo nizsi
nez experimentalni $um Sinst(y). Zde jsou hodnoty E | &|= 0.0001 mL and s(§) = 0.0002 mL
podobné a stejné jako u smérodatné odchylky mikrobyrety s(V) = 0.0001 mL. VSechna

rezidua osciluji mezi dolni -0.0002 ml a horni 0.0002 ml hranici Hoaglinova intervalu
spolehlivosti, a proto nebyly mimo tyto hranice nalezeny zadné odlehlé body (viz strana 80 v
odkazu [80]). Odhady disocia¢nich konstant programem ESAB jsou spolehlivé. Kiivka
tésnosti prolozeni je dale zlepsena pomoci zptfesnéni skupinového parametru Lo, t.j.skutecné

koncentrace titrovaného 1é¢iva Vortioxetinu.

Obrazek 14 ukazuje extrapolaci smiSenych disocia¢nich konstant na nulovou hodnotu
iontové sily podle zkraceného Debye-Hiickelova zakona pro protonaéni model dvou

disocia¢nich konstant pii teplotach 25 °C a 37 °C.
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Obr. 13 - Potenciometricka titra¢ni kiivka okyseleného (HCI) hydrobromidu Vortioxetinu, titrovaného KOH je
vynesena pomoci Bjerrumovy tvorné funkce a vykazuje hodnoty pK. Analyza byla provedena programem ESAB

pro hypotézu protona¢niho modelu se dvéma disociaénimi konstantami pii 25 °C (ESAB , ORIGIN).
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le¢nych a skupinovych parametrti programem ESAB pro pH-potenciometrickou titraci

fesnéni spo

Tabulka 6 - Zp

konstanty pKa, pKaz Vortioxetinu, jejich

¢ni

hydrobromidu Vortioxetinu s HC1 a KOH: odhadované disocia

v

standardni odchylky v poslednich platnych ¢islicich jsou v zavorkach pti 25 °C.
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le¢nych a skupinovych parametrti programem ESAB pro pH-potenciometrickou titraci

fesnéni spo

Tabulka 7 - Zp

konstanty pKa, pKaz Vortioxetinu, jejich

¢ni

hydrobromidu Vortioxetinu s HC1 a KOH: odhadované disocia

v

standardni odchylky v poslednich platnych ¢islicich jsou v zavorkach pii 37 °C.
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Obr. 14 — Zavislost smiSené disociaéni konstanty pKa Vortioxetinu na druhé mocning iontové sily, vedouci k

thermodynamické disociaéni konstant& pK," pii 25 °C a 37 °C za pouziti UV-spektralnich analyz (s) a pH-

potenciometrické analyzy (p).
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Spektrofotometricka titrace byla vyuzita jako alternativa k urceni hodnot pKa diky
vysoké citlivosti na koncentrace latky (az na 10° M). Zkoumana sloudenina viak musi mit
chromofor(y) v blizkosti ioniza¢niho centra tak, e protonované a deprotonované Castice
vykazuji dostatetné zmény ve spektrech. Pii UV-titraci tvoii spektralni udaje méfeného
Vortioxetinu sérii spekter, ziskanych pfi riznych hodnotach pH. Okyseleni roztoku vede
k protonaci ¢astice LH,* na kationt LH3?*, ale miize to byt naruseno srdZzenim Vortioxetinu,
které se projevuje zejména pii vysSich koncentracich pii potenciometrickém stanoveni.
Programy REACTLAB i SQUADS84 pro spektralni analyzu davaji pro spektrofotometrickou
koncentraci 9.2 x 10° M Vortioxetinu stejné odhady obou disocia¢nich konstant, které
vzajemné vykazuji shodu v testu tésnosti prolozeni. Vliv teploty 25 °C a 37 °C zde neni
vyznamny. Program ESAB formuluje rezidua vztahem ei = (Vexp, i - Vealc,i) @ dosahne 0.1 nebo
0.2 mL, a tim dokazuje vynikajici tésnost prolozeni. Lze konstatovat, ze spolehlivost
disocia¢nich konstant Vortioxetinu byla prokazana, i kdyz skupinové parametry Lo, Hr byly v
modelu Spatn€¢ podminény. Test tésnosti prolozeni prokazal dostate¢nou spolehlivost odhadu

parametri pro ob¢ disociacni konstanty Vortioxetinu pti 25 °C a 37 °C.

Uréené disociacni konstanty jsou v souladu s predikovanymi hodnotami programem
MARVIN. Nesrovnalosti mohou byt zplsobeny nejasnou strukturou rezonance jadra
heterocyklické molekuly a v disledku toho riznymi distribucemi elektrontl, které mohou déle
vést k riznym predikovanym hodnotam navrhované struktury. V takovych ptipadech mohou
prognostické programy MARVIN a ACD selhavat, a proto je zapotiebi experimentalniho
laboratorniho stanoveni. Vzhledem k tomu, ze oba potenciometrické a spektrofotometrické
odhady pK jsou podobné, pfedev§im co se tyka testl té€snosti prolozeni, Ize konstatovat, ze

ziskané experimentalni vysledky jsou spolehlivé a vykazuji skutecnou disociaci latky.
4.2 Lesinurad

4.2.1 Predikce disociaénich konstant Lesinuradu

Odhady pKa ze struktury Lesinuradu: Prvnim krokem analyzy je ptedpovéd
disociacnich konstant, zalozend na kvantové-chemickém vypoctu, ktery vychazi ze
strukturniho vzorce studované molekuly. Prediktivni program MARVIN naznacil tfi
protonizovatelna mista Lesinuradu, zna¢ena v obrazku 15: A, B, C, ktera mohou byt spojena
se tremi disociaénimi konstantami. Dv€ protona¢ni centra A a B jsou umisténa na atomech

dusiku a tfeti protonacni centrum C se tyka karboxylové skupiny. Elektronickd povaha atomi

59



dusiku v molekule se zna¢né lisi, protoze je ovlivnéna riiznymi elektronickymi a sterickymi
ucinky. Pro usnadnéni predikce disocia¢nich konstant se molekula Lesinuradu rozdélila na tfi
vhodné fragmenty na obr. 15. Tyto fragmenty piedstavuji podobné molekuly, které mohou
byt povazovany za zjednodusené ¢asti Lesinuradu s protona¢nimi misty A, B a C. Naptiklad
protonaéni centrum A ve fragmentech vykazuje pK blizko pK molekuly Lesinuradu. Podobny
zavér byl také nalezen v protona¢nim centru C u karboxylové skupiny. V protonac¢nim centru
B vSak existuje rozdil v odhadu pK fragmenti ve srovnani s Lesinuradem. Program
ACD/Percepta zobrazuje podobné predpokladané hodnoty pK, jako je dosazeno u programu
MARVIN.

Predicted pK,, .4 of Lesinurad with MARVIN and ACD

Fragment 1 Fragment 2
ﬂ o 16 \
NN 12:50 6.66 2.46 5.96 1.65
A / \ = N—N 2.88 5.42N—N 2.52
LI O3 73
Br N S
/Y 1039 N
OH 10.18 1
3.10
2.91 Fragment 3
C o)
Hsc/\f
4.75

\ Pa / OH 4.79

Obr. 15 - Molekularni struktura Lesinuradu se zvyraznénymi protonizovatelnymi misty A, B, C a znazornéné

predikované hodnoty pKa pomoci prognostickych programi MARVIN/ACD. Vpravo je znazornéna struktura

pomocnych fragmentt a jejich predikovana hodnota pKa.

4.2.2 Analyza spekter

Experimentalni postup a vypocetni strategie pro stanoveni disociacnich konstant
analyzou pH-absorban¢ni matice byly popsany v publikovaném manualu [36]. Kromé
stanoveni protonacni rovnovahy, poctu rizné protonovanych castic, diagramu relativni
koncentrace a grafu molarnich absorpénich koeficienti v rozsahu vlnovych délek zde

uvedeme kritéria spolehlivosti nalezeného protona¢niho modelu.
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4.2.2.1 Urceni poctu svétlo-absorbujicich ¢astic

Pocet svetlo-absorbujicich castic nc: Lesinurad obsahuje komplikovanou molekulérni
strukturu, uvedenou na obr. 3 (struktura) a 15 (predikce) a n¢kolik protonaénich rovnovah lze
sledovat také spektrofotometricky. Spektralni data ve form¢ absorban¢ni matice A ziskana pfi
riznych hodnotach pH, byla podrobena faktorové analyze pro stanoveni poctu svétlo-
absorbujicich ¢astic, nc. Vse bylo provedeno s vyuzitim hodnosti absorban¢ni matice
vypoctené v algoritmu INDICES [71]. Absorbanéni matice A obsahuje m sloupctu
naméfenych hodnot pH a n vinovych délek. INDICES algoritmus [71] vykresli graf sk(A) vuci
indexu k (obr. 16). Nalezené feSeni je k*, coZ je soufadnice zlomu na kiivce sk(A) = f(k). Pro
tento postup vSak existuje mnoho modifikaci, jako jsou standardni odchylka rezidui RSD,
reziduélova suma ctverci RMS, kritérium vérohodnosti AE, y2 kritérium Chi2 a smérodatna

odchylka vlastnich ¢isel gk, ref. [78].

< [e . .
> 1 log(s(A)) a 1| log(RSD) a1 log(RMS)
© | ® log(s;(A)) =-2.9 ; | g 1
‘: SinetlA) = 1.1 mAU a | A w | |
o o ol W
® o| \k*=3 o| \k*=3
T - 3 Q.‘ i { e o N
3 L N, ~ 7“1,. | .'"o.
o i S *oq Qi * e .l o -0 o a
(o2 HlE, T s e T T T T Ty T T T
2 4 6k8 10 12 2 4 6k8 10 12 2 4 6k8 10 12
o e © 1 e
; log(AE) 2 log(Chi*2) log(g)
o2 © ‘
T 0w o
o <
N7 e wl | L
‘ " ol N
2] (K'=g3 51 \(K*=3 .
= See . & s o 4 \|k*=4
@ . g s T o5iis
Ce, o | ey ® 0000
T T v o e T e T T T — T— Al T T T T
2 4 6k8 10 12 2 4 6k8 10 12 2 4 6k8 10 12

Obr. 16 — Uréeni po&tu svétlo-absorbujicich &astic protonaénich rovnovah Lesinuradu k™ = 4 z absorbanéni
matice péti modifikacemi Cattelova indexového grafu vlastnich ¢isel faktorové analyzy vede ke ¢tyfem svétlo-

absorbujicim ¢asticim ve smési.

Soubor spekter na obr. 17 a graf molarnich absorpénich koeficientti na obr. 17 ukazuji,

7e existuje velmi maly rozdil mezi spektrem L~ a LH3*?, ktery je podobny spektralnimu $umu
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experimentu Sinst(A). Proto vétSina modifikaci faktorové analyzy na obr. 16 urCuje pocet
svétlo-absorbujicich ¢astic ve smési rovno tiem, k* = 3. Nicméné nejcitlivéjsi metodou pro
stanoveni poctu svétlo-absorbujicich ¢astic ve smési je graf vlastnich ¢isel log (gk), ktery byl
vynesen proti indexu k, a vedl ke korekci k* = 4. Pocet svétlo-absorbujicich ¢astic ne je
uzite¢ny pro studium rovnovdhy v roztoku, protoze poméaha pii vytvafeni protonacniho
modelu. To znamena, ze budou preferovany tii disocia¢ni konstanty a v rovnovazné smeési by
mély byt pfitomny &étyii svétlo-absorbujici ¢astice: LHs?*, LH2*, LH a L". Soufadnice zlomu
na kiivce také umoznuji odhadnout skute¢né instrumentalni chyby Sinst(A) = 1.1 mAU

experimentalniho zafizeni spektrofotometru CINTRA 5 (GBC, Australie).

Diagnostika pro hledani a testovani protonacniho modelu: Pro hledani protona¢niho
modelu byla vyuzita technika SQUADS84 a technika REACTLAB. V obou programech byla
pouzita stejna vypocetni strategie, tj. regresni triplet (kritika dat, model a metoda), srov. ref.
[34, 75]. Metoda nejmensich ¢tverci RSS kvantifikuje soucet odchylek absorbanci mezi
experimentalnim a naméfenym spektrem. Namétené spektrum je kvantifikovano jako soucet
vSech riizn¢ protonovanych castic, kdyz se jejich koncentrace vypocitaji pro odhadované
disocia¢ni konstanty. V iteraénim procesu se vypocitaji molarni absorpcni koeficienty téchto
¢astic. Navrhovana hypotéza protonacniho modelu je vychozim bodem itera¢niho postupu.
Hledani nejlepSich hypotéz protonacniho modelu obsahujiciho jednu, dvé nebo tfi disociaéni
konstanty je zndzornéno na obr. 17, kde jsou uvedeny grafy molarnich absorp¢nich
koeficienti a distribuéni diagramy vSech castic ze tfi pouzitych hypotéz pro protonacni
model. Spolehlivé kritérium vérohodnosti pro nejlepsi hypotézu je zalozeno na vysledném
testu spolehlivosti namétenych spekter prostiednictvim experimentalni absorpéni matice S(A).
Nejlepsi t&snosti prolozeni bylo dosazeno u hypotézy &tyf rtizné protonovanych &astic LH3?",

LH2*, LH a L, ackoli spektra obou ¢astic L™ a LH3?* jsou téméF stejna.

V nasledujici tabulce €.8 je zndzornéno regresni zpiesnéni tfi disociacnich konstant
PKat, pKa2, pKaz Lesinuradu programy SQUADS84 a REACTLAB pii 25 °C a 37 °C v
zavislosti na iontové sile. Roztok 9.9 x 10° M Lesinuradu pro ns spektra méfena pii Nw
vlnovych délkadch pro n; = 2, zékladni slozky L a H, tvoii rizné protonované castice.
Standardni odchylky odhadu parametri jsou v poslednich platnych ¢islicich v zavorkach.
Kritérium rozliseni a spolehlivosti nalezenych parametrti byly prokazany pomoci statistickych
udaju, jako je rezidualni standardni smérodatna odchylka analyzou faktord sk(A) [MAU],

pramér absolutnich hodnot rezidui E | e | [mAU], smérodatnd odchylka absorbance po
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terminaci regresniho procesu s(¢) [mAU], sigma s(A) [mAU] z programu REACTLAB a
Hamiltontv R-faktor [%] z programu SQUAD&8A4.

Byly porovnany odhady disocia¢nich konstant pomoci dvou regresnich programd,
tj. SQUADS84 a REACTLAB (tabulka 8). Primér absolutnich hodnot rezidui E |e| [mAU],
smérodatnd odchylka rezidui s(e) [mAU] a Hamiltoniv R-faktor relativniho prolozeni [%]
v SQUADS84 obecné¢ ukazaly, ze vynikajiciho prolozeni naméfenych spekter bylo dosazeno
pro protona¢ni model se tfemi disocia¢nimi konstantami. Zda se, ze REACTLAB nabizi
spolehlivéjsi odhady parametri, jelikoz vzdy dosahuje lepsiho tvaru kiivky nez starSi program
SQUADS&4. Spolehlivost odhadli parametrii regrese muze byt testovana pomoci nasledujici
obecné diagnostiky (tabulka 8 a obr. 17), jak bylo dfive objasnéno v ref. [36]:

(@) Fyzikdlni vyznam parametrickych odhadii. V levé Casti obrazku 17 je uvedena
odhadovana molarni absorpce vSech rizné protonovanych Castic €., €wn, €2 & €urs
Lesinuradu vzhledem k vinové délce. Kfivky €. a €.ns se zdaly byt blizké az téméf stejné.

(b) Fyzikdlni smysl volnych koncentraci riizné protonovanych Ccastic. Distribuéni
diagram (obr. 17) ukazuje protonaéni rovnovahu LHs?**, LH.*, LH a L. Pii pH 7 ma
Lesinurad &astice L™ a LH. Okyselenim LH se vytvaii kation LH>" a v roztoku pii pH 3 az 2
se tvori kationty LH,* a LH3?*.

(c) Tésnost prolozeni: Piestoze by méla byt pouzita statisticka analyza rezidui [36]
jako nejpfisngjsi zkouSka vérohodnosti, mély by byt respektovany realistické empirické
limity. Statistickd méfeni vSech rezidui dokazuje, Ze bylo dosaZzeno minima eliptického
hyperparaboloidu RSS (tabulka 8): primér absolutnich hodnot rezidui E | e | [mAU]
a smérodatna odchylka rezidui s(é) [mAU] maji vzdy dostateéné nizké hodnoty, niz$i nez
2 mA, coz je méné nez 0.2 % namétfené hodnoty absorbance, coz dokazuje vynikajici t€snost
prolozeni. Tésnost proloZeni je také prokazana nizkou hodnotou Hamiltonova R-faktoru, ktera

je vetsinou méné nez 0.5 %.
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Obr. 17 - Hledani a testovani protona¢niho modelu: grafy molarnich absorpénich koeficientii vlevo a distribu¢ni

diagramy v zavislosti na pH vpravo, pro vSechny rizné protonované ¢astice v rozmezi pH = 2 az 8 pro jednu,

dvé

a tf'i disociacni konstanty.
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h konstant pomoci dvou regresnich programi SQUAD84 a REACTLAB.
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Obr. 18 — Reprodukovatelnost odhadovanych disocia¢nich konstant pii 25 °C a 37 °C (ORIGIN).
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Obr. 19 — Vlevo 3D graf absorbanéni responzni plochy pfi rizném pH pro Lesinurad pfti 25 °C. Vpravo 2D graf
absorbanéni matice (REACTLAB, SQUADS4).
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Reprodukovatelnost a volba rozsahu vinovych délek: Aby bylo mozné zkoumat
zévislost blizkosti ionizovatelné skupiny vic¢i chromoforu, spektralni posun nemusi byt vzdy
dostate¢né silny, aby umoznil Gspé$né stanoveni pK. Je dilezité zvolit takovy rozsah
vlnovych délek, aby se vyhodnotil u¢inek ionizovatelného centra na chromofor pfi zméné pH.
Pro zjisténi byly proto zvoleny tii rozsahy 250 - 330 nm, 280 - 330 nm a 250 - 280 nm
a spektra byla vyhodnocena v téchto oblastech vinovych délek. Na obr. 18 a 19 jsou
znazornény odhady tii disocia¢nich konstant véetné dosazené hodnoty S(A), ktera zde slouzi
za kritérium vérohodnosti ziskanych odhadl. NejlepSiho proloZzeni bylo dosaZzeno v rozmezi
vinovych délek 250 - 280 nm, i kdyZ odhady disocia¢nich konstant jsou prakticky stejné ve
vSech tfech oblastech. Reprodukovatelnost disociacnich konstant ziskanych programy
SQUADS84 a REACTLAB, odhadovana z péti reprodukovanych méfeni, byla shledana
v dobré dohod¢ pii 25 °C a 37 °C (tabulka 8, obr. 18 a 19).
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Obr. 20 — Pomér signalu a Sumu pfi analyze malych zmén ve spektrech.
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Pomer  signdalu k Sumu pri  analyze malych zmeén ve spektrech: Pii
spektrofotometrickém stanoveni pKa Lesinuradu je nutné zkoumat, zda zména pH zpisobi
dostate¢nou zménu absorbance na tvaru spektra. Na obr. 20a a 20b je ziejmé, Ze spektralni
odezva chromoforu v molekule Lesinuradu neni velka, takze bylo nutné ovéfit, zda je viibec
mozné odhadnout disocia¢ni konstanty i pfi tak malych spektralnich zménach. Zména pro i-té
spektrum a j-ty absorban¢ni bod spektra byla vypocitana jako Ajj = Aij - Ai a poté byla
pod¢lena instrumentalni smérodatnou odchylkou Sinst(A), coz vedlo k normalizovanym
zménam spektra SER = A/sinst(A). Ai zde znamena absorbanci kyselé formy Lesinuradu. Je
tieba zjistit, zda tyto malé zmény A v spektrech jsou dostatecné vétsi nez velikost Sumu
Sinst(A). Zmény SER ve spektrech jsou vyneseny oproti vinové délce A pro vSechny prvky
absorbanéni matice (obr. 20d) a ukazuji, Ze i kdyZ jsou tyto hodnoty malé, jsou stale vEtsi nez
instrumentalni Sum standardizovanych rezidui e/Sinst(A) na obr. 20c. Zatimco e/Sinst(A) je zde v
rozsahu (-2, +2), zmény v SER jsou v rozsahu (-10, +10). To znamena, ze malé rozdily ve
spektrech vysvétluji vyssi miru nejistoty odhadu disocia¢nich konstant. Je tfeba mit na paméti
empirické pravidlo, ze pokud je SER mensi nez 10, pocet svétlo-absorbujicich astic Nnc

nemusi byt spravné uréen analyzou faktort v algoritmu INDICES [71].

Dekonvoluce spektra: Rozklad kazdého experimentalniho spektra na spektra
jednotlivych ¢astic dokladd, zda experimentdlni ndvrh byl navrZzen dostatecné efektivné.
V oblastech pH, kde vice komponent pfispiva vyznamné ke spektru, je tfeba méfit vice
spekter. Takové spektrum pak poskytuje dostate¢né informace pro regresni analyzu, ktera
monitoruje alespon dvé€ ¢astice V rovnovaze, kde Zadna z nich nepfedstavuje minoritni ¢astici.
Na obr. 21 je znazornéno Sest obrazku dekonvoluce kazdého naméteného spektra do
absorpCnich pasu rizné protonovanych ¢astic Lesinuradu. Je ukazana nazorna deprotonace,
sledovana ve spektrech Lesinuradu. Od hodnoty pH 1.925 je absorpéni pas kationtu LHz?*
piitomen v rovnovazné smési, ktera doprovazi kationt LH>". Od pH 2.237 na pH 4.035 se
absorpéni pas kationtu LHs?* snizuje s poklesem koncentrace a zvysuji se absorpéni pasy
kationtu LH»" a neutralni molekuly LH. Z pH 4.676 na pH 5.692 se koncentrace LH zvySsuje,
koncentrace LH>" se snizuje na pH 6.513 a kationt LH," zmizi, a tedy i jeho absorpéni pasmo.

Dva absorp¢ni pasy LH a prevladajici anion L™ jsou pfitomny pii pH 6.513.
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Obr. 21 - Sest obrazki pro pH = 1.925 az po pH = 6.513 znézorfiuje po sobé jdouci deprotonaéni priib&h,
sledovany ve spektrech, kdy bylo kazdé spektrum podrobeno dekonvoluci na spektra rizn€ protonovanych castic

v roztoku Lesinuradu (SQUAD84).
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4.2.3 Analyza potenciometrickych titra¢nich dat

Potenciometrickd titrace okyseleného Lesinuradu hydroxidem draselnym, byla
provedena pti 25 °C a 37 °C pro upravenou hodnotu iontové sily (obr. 22). Po¢ate¢ni odhad

disocia¢nich konstant studovaného Lesinuradu byl dale zjemnén programem ESAB.
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Obr. 22 — Hledani protona¢niho modelu. Regresni analyza titra¢ni kivky Lesinuradu (okyseleny HCI a
titrovany KOH) (ESAB, ORIGIN).

Analyza udajii o pH a Bjerrumova tvorna funkce: Protoze Lesinurad vykazuje tii
disociacni konstanty, jejich numericky odhad se provadi pocitacovou nelinedrni regresi
programem ESAB. Regresni analyza byla pouzita pomoci stfedni Casti titracni kiivky
okyselené¢ho Lesinuradu titrovaného hydroxidem draselnym, coz je zndzornéno na grafu na
obrazku 22. Odhady tfi disociacnich konstant pKai, pKa2 @ pKas jsou vyznacené na kiivkach
Bjerrumovy tvorné funkce. P¥i vys$si koncentraci nez 2 x 10 mol.dm= se viak vyskytuje

srazenina Lesinuradu, kterd zpoc¢atku tvofi mirnou opalescenci.
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le¢nych a skupinovych parametri programem ESAB pro pH-titraci

i1

i zptesnéni spo

i1

Tabulka 9 - Regresn

konstanty pKai, pKaz, pKasz Lesinuradu, kdyz

¢ disociacni

odhadovan

okyseleného Lesinuradu a titrovaného KOH

v

jejich standardni odchylky jsou v poslednich platnych &islicich v zavorce.
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V piedchozi tabulce ¢. 9 je regresni zpfesnéni spole¢nych a skupinovych parametri
pro pH-titraci okyseleného Lesinuradu a titrovaného KOH. Odhadované disocia¢ni konstanty
pPKa1, pKaz, pKaz Lesinuradu jsou s jejich standardnimi odchylkami poslednich platnych ¢islic
v zavorce. Spolehlivost odhadu parametrii je prokazana tésnosti prolozeni: aritmetickym
prumérem rezidui E(é) [mL], primérem absolutnich hodnot rezidui E | é | [mL], smérodatnou
odchylkou rezidui s(é) [mL], Sikmosti gi(¢€) a Spicatosti g2(é), které prokazuji Gaussovské
rozdéleni a Jarque-Berra test normality. Upiesnéné spolecné parametry: pKai, pKaz, pKas.
Upftesnéné skupinové parametry: Ho, Hr, Lo. Konstanty: t = 25.0 °C, pKw = 13.9799, s(V) =
Sinst(y) = 0.0001 mL, lo upravené (v reakéni nadobg), I+ = 0.9303 (v byret¢ KOH) nebo 1.0618
(v byreté HCI).

Rezidua jsou v programu ESAB definovana jako rozdil mezi experimentalnim
a vypoctenym objemem titrantu €i = Vexp, i - Vcar, i. Test tésnosti prolozeni se provadi
statistickou analyzou rezidui. Pii dalSim zptfesnéni skupinovych parametri se odhady
disociacnich konstant stale zlepSuji. Pomérné citlivé kritérium spolehlivosti odhadnutych
disocia¢nich konstanci je primér absolutnich hodnot rezidui E | e | [mL]. Srovnani velikosti
rezidui S instrumentalnim Sumem, Sinst(V), zde Sinst(V) = s(V) = 0.0001 mL, potvrzuje
vynikajici proloZeni, protoze primér absolutnich hodnot rezidui E | él [mML] a také
smérodatna odchylka rezidui S(6) [mL] jsou téméF stejné nebo jsou nizsi neZ experimentalni
sum Sinst(y). Zde jsou hodnoty E | &|=0.0001 mL a $(§) = 0.0001 mL stejné a ob& hodnoty

jsou také stejné jako smérodatna odchylka mikrobyrety s(V) = 0.0001 ml. VSechna rezidua
osciluji mezi dolni -0.0001 mL a horni 0.0001 mL hranici Hoaglinova intervalu spolehlivosti,
a proto nebyly nalezeny zadné odlehlé body (viz strana 80 v poznamce [80]). Odhady
disociacnich konstant odhadnutych programem ESAB jsou spolehlivé (tabulka 9). Ktivka
tésnosti proloZeni je zlepSena pomoci zpfesnéni skupinového parametru Lo, skutené

koncentrace titrovaného 1é¢iva Lesinuradu.

Thermodynamické disociacni konstanty: Aplikaci Debye-Hiickelovy rovnice na data
z tabulky 8 a 9 byl neznamy parametr pK'a odhadnut pii dvou teplotach 25 °C a 37 °C.
Vzhledem k uzkému rozmezi a malym hodnotam iontové sily nemohly byt parametry
efektivniho primeéru ionti 4 a vysolovaci koeficient C odhadnuty. Obrazek 23 ukazuje
extrapolaci smiSenych disocianich konstant na nulovou hodnotu iontové sily podle
zkraceného Debye-Hiickelova zdkona pro protona¢ni model tii disocia¢nich konstant pfi

teplotach 25 °C a 37 °C: pK'a1 = 2.09, pKTa2 = 4.25, pKTas = 6.58 pii 25 °C a pKTa1 = 1.96,
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pKTa2 = 4.16, pKTas = 6.32 pii 37 °C (spektrofotometricky) a pKTa1 = 2.39, pKTaz = 3.47, pKTas
=6.17 pti 25 °C a pKTa1 = 2.08, pKTa2 = 3.29, pKTa3 = 6.03 pti 37 °C (potenciometricky).
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Obr. 23 - Stanovené thermodynamické disociaéni konstanty 1é¢iva Lesinuradu. Zavislost smisenych
disociacnich konstant na druhé odmocning z iontové sily vlevo pro 25 °C, vpravo pro 37 °C, nahote

spektrofotometricky (s) a dole potenciometricky (p). (REACTLAB, ORIGIN).

Jako posledni krok bylo provedeno stanoveni zmény enthalpie a enthropie: Zména
enthalpie (AH®) pro disocia¢ni proces byla vypoétena pomoci rovnice van't Hoffa din K/dT
=AHRT?. Z hodnoty volné energie AG® a AHC Ize vypoéitat enthropii AS%: AG® = - RT
In K aAS® = (AH® - AG%)/T, kde R (univerzalni plynova konstanta) = 8.314 JK*.mol?, K je
thermodynamicka disocia¢ni konstanta a T je absolutni teplota. Thermodynamické parametry
AH® a AG® byly stanoveny z teplotni zmény disociaénich konstant pomoci van't Hoffovy
rovnice. Hodnoty enthalpie AH°(pKa) = 19.19 kJ.mol?, AH(pKs) = 13.29 kJ.mol?,
AH%(pKas) = 38.39 kJ.mol?, ukazuji, ze disocia¢ni proces je endothermni. Pozitivni hodnoty
AG°(pKa1) = 11.93 ki.mol?, AG(pKa2) = 24.26 kJ.mol™, AG®(pKas) = 37.56 kJ.molpti 25 °C
naznacuji, ze disocia¢ni proces neni spontanni, coz bylo potvrzeno také enthropii AS®(pKa1)=

24.37 J.mol ™, AS(pKaz)= -36.79 J.mol %, ASP(pKas)= 2.79 J.mol ™.
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Programy REACTLAB i SQUADS84 vyhodnocovaly pro spektralni analyzu se
spektrofotometrickou koncentraci 1 x 10* mol. dm™ Lesinuradu stejné odhady vsech tfi
disocia¢nich konstant v¢etné testu tésnosti prolozeni. Program ESAB metodou nejmensich
¢tverct rezidui €i = Vexp, i - Veale, i, dosahuje velikost rezidui i 0.1 nebo 0.2 mL, coz dokazuje
vynikajici prolozeni. Lze konstatovat, ze spolehlivost disociacnich konstant Lesinuradu byla
prokazana, ackoli skupinové parametry Lo, Ht byly Spatné¢ podminény v modelu. Dobré
prolozeni prokazalo dostate¢nou spolehlivost odhadli parametr pro tii disociani konstanty
Lesinuradu pii 25 °C a 37 °C. Nesrovnalost zjisténého experimentalniho pK a jeho
pfedpovézenych hodnot miiZze byt zpiisobena nejasnou strukturou rezonance heterocyklického
jadra a v dasledku toho riznou distribuci elektront, kterd maze déle vést k riznym predikcim
pK podle navrhované struktury. V takovych piipadech mohou prognostické programy
MARVIN a ACD/Percepta selhat a je zapotfebi experimentalni laboratorni stanoveni.
Vzhledem k tomu, Ze potenciometrické a spektrofotometrické vysledky jsou podobné, lze
konstatovat, ze ziskané experimentalni vysledky jsou spolehlivé a Ze vykazuji skute¢nou
disociaci latky.

H H H
N

s 3
Br N S/Yo Br . 3 (o}
OO o pKal= 2.09 O
-H*
A LH

LH5 AN

4
2

-H* | pK,,=4.25
B B
BrKN)\S/YO - Br N)\S/\]/o

OH
e &
L /\ LH

Schéma 1 — Disociace Lesinuradu.
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S5 Zavér

1) Omezené rozpustna neutralni molekula LH Vortioxetinu je schopna protonace za
vzniku dvou kationtli LHz* a LH3?", které jsou rovnéZ rozpustné v ¢&isté vodg. Graf molarnich
absorp¢nich koeficientli rizn€ protonovanych ¢astic podle vinové délky ukazuje, ze spektrum
&astic LH2" a LH se mirné 1isi v barvé, zatimco protonace chromoforu LHz* na LH3?* ma vétsi

vliv na chromofory molekuly Vortioxetinu.

2) Bylo prokazano, ze v rozmezi pH 4 az 10 Ize spolehlivé odhadnout dvé disociacni
konstanty ze spektra, pokud je koncentrace Vortioxetinu asi 9.2 x 10° M. Piestoze zména pH
poné¢kud méné ovliviiuje zmény v chromoforu, lze spolehlivé stanovit dvé piekryvajici se
thermodynamické disocia¢ni konstanty, kdy SQUAD84 a REACTLAB dosahnou podobnych
hodnot pKTa1 = 7.22, pK'a2 = 8.67 pii 25 °C a pKTas = 7.27, pK'a2 = 8.79 pii 37 °C.

3) Dvé piekryvajici se thermodynamické disociacni konstanty Vortioxetinu pfi
potenciometrické koncentraci 3 x 10* mol.dm® byly stanoveny regresni analyzou
potenciometrickych titraénich kfivek za pouziti ESAB, pKTa1 = 7.08, pK'a2 = 8.50 pti 25 °C
a pKTa = 7.33, pK'a2 = 8.76 pti 37 ° C.

4) Predikce disocia¢nich konstant Vortioxetinu byla provedena pomoci programu
MARVIN pro ur€eni protonac¢nich mist a pouZiti programu ACD/pK. Pfi porovnani dvou
prediktivnich a dvou experimentalnich technik 1ze konstatovat, ze prognostické programy se

casto 1181 odhadem pKa.

5) Spektrofotometricka a potenciometrickd pH-titrace umoznila méfeni tii disocia¢nich
konstant Lesinuradu (Schéma 1).

6) Omezené rozpustny anion L~ Lesinuradu je schopny protonace za vzniku tii
rozpustnych &astic LH, LH.", LHs?*" v &isté vodé. Graf molarnich absorpénich koeficientd
riizné protonovanych ¢astic vii¢i vinové délce ukazuje, Ze spektra astic L-a LHs?* jsou téméf
stejna.

7) Bylo prokdzéno, ze v rozmezi pH 2 az 8 lze ze spektra spolehlivé odhadnout tfi
disocia¢ni konstanty, kdyz je koncentrace Lesinuradu 1.0 x 10™* mol. dm=3. A¢koli se u této
latky pon€kud méné zmény pH ovliviiuji chromofor, mohou byt stanoveny tfi
thermodynamické disocia¢ni konstanty, pficemz SQUAD84 a REACTLAB dosahnou
podobnych hodnot, pKTa1 = 2.09, pKTa2 = 4.25, pKTas = 6.58 pfi 25 °C a pKTar = 1.96, pKTaz =
4.16, pK'as = 6.32 pii 37 °C.
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8) Tti thermodynamické disociacni konstanty Lesinuradu pifi potenciometrické
koncentraci 3 x 10% mol.dm™ byly stanoveny regresni analyzou potenciometrickych
titraénich kfivek za pouziti ESAB, pKTa1 = 2.39, pKTa2 = 3.47, pK'a3 = 6.17 pii 25 °C a pK'a
=2.08, pKTa2 = 3.29, pK '3 = 6.03 pti 37 °C.

9) Predikce disociacnich konstant Lesinuradu byla provedena programy MARVIN
a programu ACD/Percepta k urceni protona¢nich mist. Pfi porovnani dvou prediktivnich
a dvou experimentalnich technik 1ze konstatovat, ze prognostické programy se nékdy lisi
odhadem pKa.

10)  Thermodynamické parametry AH° and AG° byly uréeny z teplotni zavislosti
disociacnich konstant odhadnutych z analyzy spektra za pouziti van't Hoffovy rovnice.
Hodnoty enthalpie AH(pKa1) = 19.19 kd.mol?, AH(pKa2) = 13.29 ki.mol?, AH(pKas) =
38.39 kJ.mol? ukazuji, ze disociaéni proces je endothermni. Pozitivni hodnoty AG°(pKa1) =
11.93 kJ.mol, AG%(pKaz) = 24.26 kJ.mol™, AG(pKas) = 37.56 kJ.mol™ pfi 25 °C naznacuij,
7e disociaéni proces neni spontanni, coz bylo potvrzeno hodnotou enthropie AS°(pKai)= 24.37

J.mol™?, AS°(pKaz)=-36.79 J.mol?, AS(pKasz)=2.79 J.mol ™.
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