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Anotace

V této diplomové praci jsem stanovovala smiSené disociaéni konstanty 1éCiva
Bedaquilinu UV-VIS spektrofotometrickou titraci a potenciometrickou titraci pti 15°C,
25°C, 37°C, 40°C a 50°C. Data byla vyhodnocena regresnim programem REACTLAB,
ESAB, SQUADS84 a faktorovou analyzou INDICES. Nelinearni regresi smisené
disocia¢ni konstanty v zavislosti na iontové sile byla vycislena termodynamicka
disocia¢ni konstanta pro vSechny teploty a z naméfenych disociacnich konstant pfi 5

teplotach byla vy¢islena entropie a entalpie.
Klicova slova

Disocia¢ni konstanty; Bedaquilin; pH-spektrofotometricka titrace; pH-titrace;
REACTLAB; SQUADBS84; ESAB, entalpie, entropie, termodynamické disociacni

konstanty, UV-spektrometricka analyza, pH-metricka analyza
Title

Determination of dissociation constants of the Bedaquiline medicine
Annotation

In this master thesis | determined the mixed dissociation constants of the Bedaquiline
medicine by UV-VIS spectrophotometric titration and potentiometric titration at 15°C,
25°C, 37°C, 40°C and 50°C. Data were evaluated by regression program REACTLAB,
ESAB, SQUADS84 and factor analysis INDICES. The thermodynamic dissociation
constant for all temperatures was calculated by nonlinear regression of the mixed
dissociation constant as a function of ionic strength, and the entropy and enthalpy were

calculated from the measured dissociation constants at 5 temperatures.
Keywords

Dissociation constants; Bedaquiline; pH-spectrophotometric titration; pH titration;
REACTLAB; SQUADS84; ESAB,; enthalpy, entropy, thermodynamic dissociation
constants, UV - spectrometric analysis, pH - metric analysis
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Uvod

Obrazek 1 — Strukturni vzorec Bedaquilinu

Bedaquilin, chemicky (1R, 2S)-1-(6-bromo-2-methoxy-3-quinolinyl)-4-
(dimethylamino)-2-(1-naphthalenyl)-1-phenyl-2-butanol (2E)-but-2-enedioate salt (1:1) ,
obchodnim nazvem Sirturo, je antibiotikum pouzivané, spole¢né s dalsimi 1éky, k 1é¢bé
plicni tuberkulézy, kterd je rezistentni na jind antibiotika. LéCivo bylo schvaleno
28. prosince 2012 Americkou asociaci pro kontrolu potravin a l1éCiv (FDA) k 1écbé
multirezistentni tuberkuldzy. Multirezistentni tuberkuldza je typ, ktery je rezistentni na

Izoniazid a Rifampin, coZ jsou dva nejucinnéjsi antitubrekulotika prvni volby [1-4].

Bedaquilin je prvni ¢len nové tfidy 1é¢iv nazyvanych diarylchinoliny. Bedaquilin
blokuje protonovou pumpu ATP syntdzy Mycobacterium tuberculosis. Existuji dva
mechanismy blokace pumpy Bedaquilinem u Mycobacterium tuberculosis. Prvnim
mechanizmem je pfima vazba Bedaquilinu na podjednotku ¢ ATP syntazy bakterie. Tim
dojde k deaktivaci tohoto enzymu, ktery katalyzuje syntézu ATP. Druhy, nepiimy
mechanizmus zahrnuje Bedaquilinem indukovany elektronovy transport v elektronovém
transportnim fetézci na ATP syntaze. Tvorba ATP je nezbytna pro zivot buiiky a jeji ztrata
vede k inhibici ristu mykobakterii béhem nékolika hodin po podani Bedaquilinu [3, 5,
6].
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Bedaquilin je primarné vystaven oxida¢nimu metabolismu, coz vede k tvorb&é N-
monodesmethyl metabolitu (M2). M4 se za to, ze M2 vyznamné nepiispiva ke klinické
ucinnosti vzhledem k jeho nizs$i primérné expozici u lidi a nizsi antimykobakterialni

aktivite (Ctytikrat az Sestkrat nizs§i) ve srovnani s ptivodni slou¢eninou [7].

Po jednorazovém perordlnim podani Sirturo se maximalni plazmatické
koncentrace Cmax obvykle dosahne pfiblizné¢ 5 hodin po podani davky. Hodnota
maximalni plazmatické koncentrace Bedaquilinu je 1,659 ng/ mL. Podavani I1é¢iva se
standardnim jidlem obsahujicim pfiblizné 22 gramu tuku, zvysilo relativni biologickou
dostupnost pfiblizn¢ dvojnasobné, ve srovnani s podavanim nala¢no. Vazba Bedaquilinu
na plazmatické proteiny je vyssi nez 99,9 %. Tudiz je Bedaquilin transportovan krvi
ve vazbé na proteiny. Po dosazeni cmax, koncentrace Bedaquilinu klesa tfikrat
exponencialné. Primérny terminalni poloc¢as eliminace Bedaquilinu a N-monodesmethyl
metabolitu (M2) je piiblizné¢ 5,5 mésice. Tato dlouhd terminalni eliminacni faze
pravdépodobné odrazi pomalé uvolnovani Bedaquilinu a M2 z perifernich tkani. Zda se

vsak, ze koncentrace M2 v plazmé koreluji s prodlouzenim QT [8].

Bedaquilin je metabolizovan v jatrech. Hlavnim zapojenym enzymem je
CYP3A4, ktery metabolizuje Bedaquilin na N-monodesmethyl metabolit (M2). Tento

metabolit je 4 az 6krat mén¢ aktivni, pokud jde o antimykobakterialni G¢innost [8].

Jako kazdy 1ék ma i Bedaquilin fadu nezaddoucich u¢inkt. Mezi ¢asté nezadouci
ucinky patii nevolnost, bolesti kloubti, hlavy a bolesti na hrudi. Dals§imi nezddoucimi
ucinky mize byt jaterni nedostatecnost, zvysené jaterni enzymy, jako zvySena sérova
alaninaminotransferdza, zvySend sérovd aspartdtaminotransferdza, zvySend sérova

transaminaza, a anorexie [1, 5, 8].

vvvvvv

hodnoty disociac¢nich konstant pKa. Protonacni rovnovahy a ionizace 1éciva jsou zvlasté
dilezité pro predikci jejich chovani za fyziologickych podminek, protoze ionizaéni stav

siln¢ ovliviiuje rozpustnost v misté aplikace [9].

1. Disocia¢ni konstanty pKai kyseliny LHj mohou byt stanoveny regresni analyzou
potenciometrickych titra¢nich dat, nazyvanych také pH-metricka analyza, kdyz
jsou spolec¢né parametry (pKai, i = 1, ..., j) a skupinové parametry (E°, L°, HT)

soucasné numericky regresné zjeminovany. Casto byva v literatuie provedeno
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porovnani vysledkli vycislenych regresnimi programy potenciometrickych pH-
titracnich dat, jako jsou ESAB [10], SUPERQUAD [11] a HYPERQUAD [12,
13].

2. Spektrofotometricka analyza UV-metrickych spekter je zvlasté vysoce citlivou a
¢asto pouzivanou metodou stanoveni disociacnich konstant pKa ve velmi
ziedénych vodnych roztocich, protoze vyzaduje relativné jednoduché zatizeni
a miize pracovat s submikromolarnimi koncentracemi (asi 10 mol. dm= az 10°®
mol. dm).

3. Presnost teoretickych kvantové-chemickych predikci odhadu disociacnich
konstant pKa v protona¢nim modelu ze strukturniho vzorce molekuly 1é¢iva
vyuzitim t# prediktivnich programt ACD/Percepta [14], Pallas [15] a MARVIN
[16] byla potvrzena jako nejlepsi ze vSech deviti dostupnych predikénich

programda [13-15].

Cilem této studie byla regresni analyza pH-absorban¢ni matice pfi mensich
zménach absorbance ve spektrech rozliéného pH 1é¢iva Bedaquilin a také vyhodnoceni
alternativni pH-metrické potenciometrické titratni kiivky protona¢niho modelu pro
optimalizaci experimentalnich podminek ke stanoveni vSech blizkych disociacnich
konstant véetné vypoctu zajimavych termodynamickych parametrl, jako je entalpie,

entropie a Gibbsova volna energie disocia¢niho procesu.
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1 POCITACOVA ANALYZA DAT

Pro implementaci rovnovazného modelu u spektrofotometrickych titracnich dat musi
analytik provést fadu rozhodnuti k vyty€eni vhodné strategie analyzy instrumentéalnich
dat, které mohou vyjimecné také obsahovat negativni odhady hledanych parametru,
naptiklad, molarnich absorp¢nich koeficientii. Postup pH-titrace UV/VIS-absorban¢nich
spekter [17] zvany UV-metricka spektralni analyza [18] a k ni alternativné pouzité pH-

metrické analyzy byl jiz diive popsan v tutorialu o 10 krocich [19].

Koncept QSAR/QSPR [20] se pouziva k transformaci hledani slou¢enin s pozadovanymi
vlastnostmi pomoci chemické intuice kvantifikované do matematické formy. Protonacni
energii Ize povazovat za dobré méfitko sily vodikovych vazeb, protoze je pravda, ze ¢im
vy$$i je energie, tim silngj$i je vazba [21-24]. Vztahy mezi témito odhadovanymi
termodynamickymi parametry se pro mnoho reakci nazyvaji ,,extratermodynamické®.
Kompenzace entalpie-entropie je Siroce pozorovanym ucinkem ve fyzikalnich,
biologickych, chemickych a biochemickych procesech [25-27] a je dobfe popsana Liu a
Guo [28]. Pokud se zméni uréité podminky, jako je pH, sloZeni rozpoustédla, molekula

reaktantu, aktivita vody, iontova hydratace, vodikova vazba atd.], Entalpie a entropie

aktivace se odpovidajicim zpiisobem zméni.

Kvantitativni vztah mezi strukturou a aktivitou QSAR [20] objasiiuje dulezitost riznych
strukturnich interakci mezi molekulou lé¢iva a protonem. Gibbsova volna energie 4G°

miize byt rozdélena do dvou ¢lentl, AG® = AH® —TAS?, tj. entalpie 4H° a entropie A4S°.

Zména entalpie AH° piedstavuje mnoZstvi energie, ktera je ptidana AH° > 0
(endotermickad reakce) nebo uvolnéna AH® < 0 (exotermickd reakce). Ve farmakolo-
gickych studiich je AH® obvykle interpretovana jako odraz zmén mezimolekularnich sil
mezi vazbami l1éCiva a protonu nebo vodiku s van der Waalsovymi interakcemi. Van 't

Hoffova rovnice,

dinK, AH’
dT RT?

kde R je idealni plynova konstanta, je asto integrovana v praxi mezi dvéma teplotami,
za piedpokladu, Ze entalpie reakce AH° (zde je to protonace) je konstantni. Data by méla

ukazovat linearni vztah
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AH® AS°
— _|__
RT R

InK =

kde &len je —AH/R smérnice a Elen ASYR je uisek ptimky. Vyhodnoceni smérnice a tiseku

z van 't Hoffovy rovnice umozni vyc¢isleni entalpie a entropie protonacéni reakce.

Zménu entropie AS° l1ze chapat jako méfitko neptedvidatelnosti molekularnich poloh,
nejistoty, ,,poruch®, ,,ndhodnosti“ nebo statisticky jako pocet moznych mikroskopickych
stavi nebo molekularnich konfiguraci reverzibilni reakce. Ve farmakologickych studiich
je entropie Casto interpretovana jako mira pieskupeni molekul rozpoustédla (vody).

Entropie miize byt vyjadiena vztahem AS® = 1/T (AH?+ RT In K).

Zména Gibbsovy volné energie AG° pfedstavuje mnozstvi prace, ale prace jiné nez prace
expanze. Modifikaci definice Gibbsovy volné energie AG®=AH®-TAS®, kde 45° je
entropie systému, bude izoterma Gibbsovy volné energie vyjadiena vztahem
AG® =—RT In K . Chemické reakce (zde disociace) se nazyvaji exergonické, kdyz AG° <
0 a endergonické, kdyz AG® > 0. K disociaci dochazi spontdnné v psaném sméru, pokud

AGP < 0, zatimco kdyz AG° jsou pozitivni AG® > 0, disociace neni spontdnni.

Extrathermodynamika disociace: Linearni vztah mezi entalpickym clenem AH® [k mol”
11 a entropickym clenem AS° [kJ-mol™*] znamen4, Ze zmény entalpie jsou kompenzovany
zménami entropie (nebo naopak), takze zména volné energie AG° [k]J-mol™] zlstava
konstantni. V praxi mize mit ziskany linearni vztah tvar a = AH® — [AS®, kde B se
nemusi nutn€ rovnat T. Pro tento kompenzacni ucinek se za kritérium pouzije korelacni
koeficient linearni zavislosti s tim, Ze ¢im vyssi korela¢ni koeficient, tim je kompenzace

lepsi.
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Chemikalie a roztoky

Bedaquilin sponzorovany firmou ZENTIVA k. s., (Praha) s deklarovanou ¢istotou
kontrolovanou HPLC-metodou a alkalimetricky byl vzdy ¢istoty o obsahu > 99%. Toto
1é¢ivo bylo vzdy navazeno ptimo do reakéni nadoby, coz vedlo ke koncentraci okolo
1,0 x 10* mol. dm?. Kyselina chlorovodikova, 1 mol.dm™, byla pfipravena zfedénim
koncentrované HC1 (p.a., Lachema Brno) redestilovanou vodou a standardizaci proti
HgO a KI s reprodukovatelnosti lepsi nez 0,002 podle rovnice HgO + 4 KI + H20 <
2 KOH + K>[Hgls] a KOH + HC1=KCI + H20. Z pfesné hmotnosti pelet byl pfipraven
hydroxid draselny, 1 mol.dm= p. a., Aldrich Chemical Company s redestilovanou vodou
bez oxidu uhli¢itého, kterd byla udrzovana po dobu 50 minut pied tim v ultrazvukové
lazni. Roztok byl skladovan v polyethylenové 1ahvi v atmosféie argonu. Tento roztok byl
standardizovan  potenciometricky  proti roztoku hydrogen-ftalatu  draselného
vyhodnocenim bodu ekvivalence derivacni metodou s reprodukovatelnosti 0,001. Oxid
rtutnaty, jodid draselny a chlorid drase/ny, p. a. Lachema Brno nebyly navic vy¢istény.
Dvakrat redestilovana voda byla udrzovana po dobu 50 minut pied tim v sonografické

lazni pro ptipravu roztokd.

2.2 Pristroje

Pouzity pristroj a oba titracni postupy byly podrobné popsany [19, 29-31]. Koncentrace
volnych vodikovych iontd [H] byla mé&fena na digitalnim voltmetru Hanna HI 3220
s ptesnosti = 0,002 pH s pouzitim kombinované sklenéné elektrody Theta HC 103-VFR.
Potenciometrické titrace 1é¢iva s hydroxidem draselnym byly provadény s pouzitim

méfitka aktivity vodiku.

Standardizace pH metru byla provadéna s pouzitim standardnich hodnot pufrii

WTW, 4,006 (4,024), 6,865 (6,841) a 9,180 (9,088) pii 25° C a 37° C, v zavorkach.

Spektrofotometricka titrace s registraci absorban¢niho spektra pti 300 vinovych
délkach byla provadéna nasledujicim zpiisobem: vodny roztok 20,00 cm® obsahujici 10
mol.dm 1é¢iva, 0,100 mol.dm™ kyseliny chlorovodikové, 0,005 fosfore¢nanového pufru
a 10 cm? indiferentniho roztoku KCI pro upravu iontové sily byl titrovan standardnim
1,0 mol.dm™ KOH pii 25 ° C a 37 ° C a zaznamenano 80 absorpénich spekter. Titrace

byly provadény ve sklenéném reaktirku Splastém o dvojité sténé, naplnénym
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termostatovanou vodou objemu 100 ml, a nddoba byla uzaviena teflonovou zatkou,
obsahujici elektrody, ptivod argonu, teplomér, vrtulové michadlo a vlasové kapilarni tsti
pistové mikrobyrety. VSechna méteni pH byla provadéna pti 25,0 °C + 0,1 °C a 37,0 °C
+ 0,1 °C. V pribéhu titrace 1éku byl roztok probublavan proudem argonu za tcelem
dokonalého promichani a udrZeni inertni atmosféry. Argon prochdzel vodnym iontovym
médiem piedchdzejicim prichodem pies jednu nebo dvé promyvaci nadoby, které také
obsahovaly titratni médium pied vstupem do odpovidajiciho titrovaného roztoku-
titrandu. Pouzité mikrobyrety byly objemu 1250 uL (META, Brno) s mikrometrickym
Sroubem 25,00 cm, [32]. Vlasové polyethylenové kapilarni usti pistové mikrobyrety bylo
titrantu bylo usti z titrandu vytaZeno, aby se zabranilo samovolného uniku titrantu béhem
odectu pH. Mikrobyreta byla kalibrovana desetindsobnym stanovenim celkového objemu
dodané vody, zvazenim jeji hmotnosti na vahach Sartorius 1712 MP8 a statisticky
vyhodnocenym primérem, ktery vedl k pfesnosti ptidavku £0,015% ptiddvaného objemu
V celém rozsahu titrace. Po ptfidavku byl roztok z reaktirku transportovan do kyvety
peristaltickou pumpou, ktera byla souc¢asti spektrofotometru Cintra 40 (GBC, Australie)

a zaznamenano spektrum pii 300 vinovych délkach.

2.3 Software

Odhad disocia¢nich konstant byl proveden nelinearni regresni analyzou vé&jite 80 pH-
absorbanc¢nich spekter naméfenych UV-metrickou spektralni metodou s vyuzitim
programi SQUADS4 [33], REACTLAB [34] a také véjite potenciometrickych pH-
titracnich k¥ivek programem ESAB [10]. Spektralni interpretace hodnosti pH-
absorban¢ni matice programem INDICES [35] ur¢ila pocet svétlo-absorbujicich ¢astic
rovnovazné smési. Grafy spekter byly kresleny programem ORIGIN 9.1 [36]. Programy
ACD/Percepta [14, 37] a MARVIN [16] k predikci disocia¢nich konstant pKa vychazely

ze strukturniho vzorce slou¢eniny Bedaquilinu.
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3 VYSLEDKY

Metody numerické analyzy pH-spekter a potenciometrickych kiivek pH-titrace se
ukazaly byt nejlep$imi instrumentalnimi metodami, protoze spolehlivé uréovaly i tésné
po sobé nasledujici disociacni konstanty konsekutivni rovnovéhy, a to i v piipad¢ Spatné
rozpustnych 1é¢iv. pH-spektroskopicka titrace (UV-spektrometricka analyza) byla
pouzita jako alternativni metoda k potenciometrické pH titraci (pH-metricka analyza)
disociacnich konstant s velkymi moldrnimi absorpénimi koeficienty diky své vysoké
citlivosti na koncentraci latky, a to i pfi tak nizkych koncentracich jako byla

10 mol.dm™.

3.1 UV-spektrometricka analyza

Experimentdlni postup a vypocetni strategie pro stanoveni disocia¢nich konstant
analyzou pH-absorban¢ni matice byly popsany v 10 krocich v dfive publikovaném
postupu Tutorial [19] a také na strané 226 v ref. [31]. Stanoveni poétu protonizacnich
rovnovah, poctu rizné protonovanych castic, jejich relativniho koncentra¢niho diagramu
a grafu molarnich absorp¢nich koeficientd vSech ¢éstic V rozsahu méfenych vinovych
délek, statistickych kritérii spolehlivosti a statistickych testi zjiS§téného protonac¢niho

modelu byly obsahem tohoto vyzkumu.
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Obrazek 2 — Teoreticka predikce disociacnich konstant Bedaquilinu vychazi ze strukturniho
vzorce a barevné vyznacuje protonacni centra (kyselina ¢erveng, base modie), ve kterych ukazuje
predikované hodnoty disocianich konstant pK. vcetn€¢ distribu¢niho diagram relativnich
koncentraci rozliéné protonovanych &astic L-, LH, LH,*, LH3?* s vyuzitim programtit MARVIN a
PALLAS.

Krok 1: Teoreticky predikovana pKa Bedaquilinu:

Prvnim krokem analyzy dat byla predikce disociacnich konstant, zaloZena na kvantové-
chemickém vypoctu a zabyvajici se strukturnim vzorcem studované molekuly 1é¢iva
(Obr. 1). Program predikce MARVIN identifikoval ¢tyfi protonizovatelna centra
Bedaquilinu, ktera by mohla byt teoreticky spojena se tfemi predikovanymi disocia¢nimi
konstantami (Obr. 2). Programy predikce MARVIN, PALLAS a ACD/Percepta
predpovédély disociacni konstanty mirn¢ odlisné, takze bylo zfejmé, ze experimentalni

stanoveni by mohlo nabidnout spolehlivéjsi vysledky.
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Krok 2: Pocet druhu absorbujicich svétlo nc:

Pied vlastni analyzou absorbanc¢nich spekter byla provedena filtrace singularnich hodnot
(SVD) primarnich dat [35, 38]. Tato technika je zaloZena na faktu, Ze pokud se spektralni
datovy soubor sestava z r piispévkl absorbujicich chemickych castic, pak prvnich r
faktort absorbanc¢ni matice obsahuje pfevaznou vétSinu chemické informace, ziskané
experimentem. Hodnota r zde znacila hodnost matice a obecné by méla byt r mensi nebo
rovna m, kde m je pocet chemickych ¢astic. VySetfeni vlastnich hodnot matice dat
ukazalo, ze prvni faktory maji velky vyznam az do zlomu v Cattelové grafu, od kterého
pak uz mély zbylé faktory jenom zanedbatelny vyznam. Tyto zbylé faktory byly
povazovany principialné za Sum spektrometru, ktery matematicky pfispival do spektra.
Odstranénim téchto zbylych faktorG z dat vykazoval tento model I1épe chemickou

informaci, ktera obsahovala chemickou rovnovahu, napiiklad Beertiv zakon aditivity.
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Obrazek 3 — Catteltv indexovy graf vlastnich ¢isel obsahuje zlom kiivky zavislosti vlastnich ¢isel
pH-absorbanéni matice Bedaquilinu na faktorech, ktery odpovida hodnosti matice k* = 3 nebo 4
a poctu svétlo-absorbujicich ¢astic nc = 3, 4 nebo 5 s uvedenim rezidualové smérodatné odchylky
absorbance sc(A) (INDICES v S-PLUS) [35].

Catteltiv indexovy graf singularnich hodnot (obr. 3) ukazal, Ze cely vé&jii spekter
Bedaquilinu pii vinovych délkach 260 - 340 nm byl schopen indikovat ¢tyfi svétlo-
absorbujici ¢astice smési nc = k* = 4 se zbytkovou smérodatnou odchylkou absorbance

Sinst(A) = 1 mAU; i kdyZ spektra molarnich absorp¢nich koeficienti paru castic L™ a LH
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byla zna¢né¢ podobna. Skuteény pocet svétlo-absorbujicich ¢astic, oddélenych od

spektralniho Sumu, 1ze vSak spolehlivéji vyhodnotit nelinearni regresni analyzou.
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Obrazek 4 — Testovani nejlep$i hypotézy hledaného protona¢niho modelu Bedaquilinu: v rozmezi
pH 2 az 10 ukazuje na tii nebo Ctyfi disociacni konstanty pKai, pKaz, pKas a pKas, spektralni
analyzou 1,0 x 10 mol. dm? Bedaquilinu pfi 25°C. Vlevo: Profily molarnich absorpénich
koeficient rozli¢éné protonovanych ¢astic Bedaquilinu €., €in, €Lr2, €LHs @ s proti vinové délce
(nm), Vpravo: Distribu¢ni diagram relativnich koncentraci rizné€ protonovanych ¢astic
Vv protona¢nim modelu v zavislosti na pH (REACTLAB, ORIGIN 9).
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Tabulka 1 — Reprodukovatelnost nejlepsiho protona¢niho modelu Bedaquilinu v rozmezi pH od 2 do 13 pro tfi disocia¢ni konstanty pKai, pKaz, pKaz, programem
REACTLAB pfi 25 °C a 37 °C. Roztok o koncentraci 1.0 x 10 M Bedaquilinu pii I = 0,002, pro ns spektra méfena pti ny vlnovych délkach pro n, = 2 zakladni
slozky L a H tvofi rizné protonované ¢astice. Standardni odchylky odhadti parametrd jsou v poslednich platnych Cislicich v zavorkach. Kritérium rozliseni a
spolehlivosti zjisténych odhadt parametrt jsou prokazany statistikami analyzy rezidui, jako jsou pramér rezidui E | ¢ | [mAU], smérodatna odchylka absorbance
po ukonceni regresniho procesu s(€) [mAU] a sigma s(A) [mAU] z REACTLABuU.

Teplota [ C] 25°C 37°C
Reprodukovatelnost 1.méFeni | 2.méfeni | 3.méFeni | 4.méFeni | Primér | 1.méfeni | 2.méFeni | 3.méfeni | 4. méfFeni | Primér

Catteliv indexovy graf vlastnich ¢isel k odhadu hodnosti absorbané¢ni matice (INDICES)

Pocet namérenych spekter, ns 34 22 38 44 34 35 34 31

Pocet vinovych délek, ny 146 130 164 106 128 117 128 117

Pocet svétlo-absorbujicich ¢astic, k* 3 3 3 3 3 3 3 3

Odhady disocia¢nich konstant v hledaném protona¢nim modelu
pKai, LHs?" & H* + LH,* 3.90 3.81 3.90 4.03 3.91 3.45 3.90 3.45 3.27 3.1
pKa, LH;" = H* + LH 442 | 466 | 475 | 452 | *%® | 420 | 450 | 420 | 447 | 438
PKas, LH= H* + L 604 | 522 | 536 | 525 | %% | 545 | 563 | 545 | 513 | 3%
Test tésnosti proloZeni statistickou analyzou rezidui
Smérodatna odchylka rezidui, s(é), [mAU] 2.47 1.04 1.45 1.04 1.73 1.72 1.71 1.74

Sigma z ReactLabu, [mAU] 3.17 3.87 3.45 2.61 2.24 2.16 2.15 2.09




Krok 3: Vystavba a testovani vérohodnosti protona¢niho modelu:

Programem REACTLAB byla nelinearni regresni analyzou zpracovana matice pH-
absorbanénich spekter, za vyuziti metody regresniho tripletu (kritika dat, kritika modelu
a kritika metody) [39, 40]. Hledani nejlepsi hypotézy protonacniho modelu obsahujiciho
dvé, tii a Ctyii disociacni konstanty je znazornéno v grafech moldrnich absorp¢nich
koeficientd (obr. 4a) a odpovidajicich distribuénich diagrami vSech odlisné
protonovanych castic (obr. 4b) pro testovany protona¢ni model. Za Kkritériem
vérohodnosti hledaného protonaéniho modelu byla zde pouZita té€snost proloZeni
vypoctenych spekter experimentalnimi body statistickou analyzou rezidui, vyjadfena

smérodatnou odchylkou absorbance S(A) v jednotkach mAU.

Vystavba nejlepsiho regresniho modelu byla na zakladé tésnosti proloZeni, ktera
tvorila rozhod¢i kritérium pro pfijeti vycislenych odhadti neznamych parametrt, pKai a
&i, Se svymi statistickymi diagnostikami pro navrzenou hypotézu protona¢niho modelu.
Ukazalo se, Zze vystavba protona¢niho modelu Bedaquilinu nebyla snadnym ukolem,
protoze Bedaquilin vykazoval blizké postupné disociacni konstanty ( | pKaz - pKat | <3),
stejné jako skuteCnost, ze nastavovana hodnota pH jenom malo ovliviiovala zmény
absorbance chromofora molekuly. Blizké disocia¢ni konstanty byly tim padem S$patné
podminény V regresnim modelu a jejich stanoveni bylo proto méné citlivé a zatizeno

urcitou nejistotou.

Kritériem K nalezeni nejlepsi hypotézy protona¢niho modelu pii vystavbé
regresniho modelu byl predev§im test tésnosti prolozeni vypoctenych spekter
naméfenymi experimentalni body pH-absorban¢ni matice, ktery byl kvantifika¢né
zjednodusen na velikost smérodatné odchylky absorbance s(A) po terminaci
minimalizace sumy &tverci rezidui Umin v nelinearni regresi, s(A) = YUmin/(n — m), kde

n je pocet experimentalnich bodia spekter a m je pocet odhadovanych parametra.

Na obrazku 4 jsou vedle numerickych odhadt disocia¢nich konstant regresnim
programem REACTLAB a SQUAD také hodnoty aritmetického priméru rezidui E(e)
[MAU], smérodatné odchylky rezidui s(e) [mMAU] a pramérného rezidua E(e), které
ukazaly vyte¢nou tésnost vypocétenych spekter experimentalnimi body pro protonacni
model se tfemi disociaénimi konstantami. Spolehlivost vypoctenych odhadi regresnich
parametrtt Ize vyhodné posoudit a testovat nasledujicimi regresnimi diagnostikami

(Obr. 4), jak je vysvétleno na stran¢ 226 v ref. [31]:
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a) Fyzikdlni vyznam odhadii vsech neznamych parametrii: V levé Casti obr. 4a byla
znazornéna spektra vycislenych odhadii moléarnich absorp¢nich koeficienti
rozlicné protonovanych castic Bedaquilinu v zavislosti na vinové délce. Je-li
dvojice teéchto kiivek € blizka nebo témér stejna, hypotéza protonacniho modelu

muze byt nejistd nebo chybna.

b) Fyzikalni vyznam koncentrace cdstic: Distribu¢ni diagram relativnich koncentraci
v§ech rozli¢né protonovanych ¢astic L°, LH, LH2", LH3?" a LH4** (obr. 4b) ukazal
na protonacni rovnovahu Bedaquilinu. Z grafu vyplynulo, Ze zadna z téchto Castic
nedosahovala piili§ nizké, tzv. fyzikalné-chemicky nevyznamné koncentrace,

vSechny ionty navrzené protona¢ni rovnovahy mély proto fyzikalni vyznam.

C) Regresni reSeni dostatecné tésného prolozeni vypoctenych spekter: Statisticka
analyza rezidui ukazala, ze po dosaZzeni minima eliptického hyperparaboloidu
objektivni rezidualové sumy ¢tverci RSC (Tabulka 1) bylo dosazeno dostate¢né
tésného proloZeni vypoctenych spekter experimentalnimi body, protoze hodnoty
aritmetického praméru rezidui E(e) [mAU], smérodatné odchylky rezidui s(e)
[mMAU] a pramérného rezidua E(é) dosahly velmi nizkych hodnot mensi nez 2

mAU, coZ piedstavuje méné nez 0,2% namétené hodnoty absorbance.
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Obrazek 5 — Hledani efektivniho rozsahu vinovych délek k vySetfeni polohy ionizovatelnych
skupin chromofort Bedaquilinu pro dostate¢nou zménu absorbance spekter pfi proméiovaném
pH vede ke spolehlivému stanoveni vSech disocia¢nich konstant hledaného protona¢niho modelu.
Protona¢ni model tii disociaénich konstant byl analyzovan pomoci étyi rozsahti absorpénich past.
Nejvhodngjsi oblast vinovych délek byla v rozsahu 270 - 340 nm s s(A) = 1,14 mAU, i kdyz
odhady pK, byly vétsinou podobné pro vechny testované rozsahy vinovych délek.

Krok 4: Efektivni rozsah vinovych délek:

Pi hledani efektivniho rozsahu vinovych délek byly vySetfovany tfi vybrané rozsahy
vinovych délek analyzovaného spektra, a to (a) 270 - 340 nm, (b) 270 - 310 nm a (c) 300
- 340 nm, ve kterych byla regresn¢ analyzovana spektra. Obr. 5 ilustruje odhady tti
disociacnich konstant pKai, pKaz a pKasz, v€etné tésnosti prolozeni kiivky, vyjadiené
smérodatnou odchylkou absorbance s(A), ktera zde slouzila za kritérium spolehlivosti
vypoétenych odhadli parametri. NejtésnéjsSiho prolozeni kiivek spekter s kritériem
tésnosti prolozeni S(A) = 1.15 mAU bylo dosazeno v rozmezi vinovych délek 270 - 340

nm, i kdyz odhady disociacnich konstant si byly blizké ve vSech tfech testovanych
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rozmezi vilnovych délek. Podobné tii distribucni diagramy relativni koncentrace rizné

protonovanych ¢astic na obr. 5 byly velmi podobné.
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Obrazek 6 — Vysetfeni vlivu zmény pH, ktera zpasobila rozdilné zmény absorbance spektra
Bedaquilinu protoze nékteré chromofory byly zménou pH ovlivnény jen nepatrné: (a) Graf
molarnich absorp¢nich koeficientl vSech rozliéné protonovanych castic v zavislosti na vlnové
délce, (b) Vybér zvolenych vinovych délek, pii kterych byly sledovany zmény absorbance na A-
pH kiivkach, kde Sipkami jsou vyznaceny polohy disocia¢nich konstant, (REACTLAB,
ORIGIN 9).
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Krok 5: Zména absorbance ve spektrech pri titraéni zméné pH:

Titraéni zména pH roztoku nezpusobila vyznamné zmény ve vSech Castech spektra
Bedaquilinu, protoze né€které chromofory byly méné ovlivnény zménou pH. Obr. 6a
znazornuje spektrum molédrnich absorp¢nich koeficientl v zavislosti na vlnové délce pro
vybrané vinové délky, pro které byly na obr. 6b zobrazeny k#ivky A-pH. Byla
vySetfovana citlivost chromofort v molekule Bedaquilinu na pH pravé formou
zobrazenych A-pH kiivek. Maximalni zména absorbance byla pii zménach pH u vinové
délky 251,1 nm a u 266,5 nm. Graf ukazal odhady disocia¢nich konstant a ptitomnost

pievazné odlisné protonovanych ¢astic. Z obou grafii obr. 6 bylo ziejmé, Ze dvé disociaéni

vvvvvv
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Obrazek 7 — Vysetieni velikosti zmény absorbance 4ij v pH-absorbanénich spektrech v titracné
proménovaném pH: (a) Graf sledované zmény absorbance 4ij ve spektru Bedaquilinu pfi pH titraci
dosahuje az -800 mAU, (b) Graf rezidui e [mMAU] ukazuje, Ze rezidua méla daleko mensi velikost
nez vyse uvedené zmény absorbance. Rezidua dosahovala velikosti nahodného pfistrojového
Sumu méfené absorbance Sinst(A) =5 — 7 mAU, (REACTLAB, ORIGIN 9).

30



Krok 6: Pomér signalu spektra k Sumu p¥i titraéni zméné pH:

Pii spektrofotometrickém stanoveni disocia¢nich konstant pKa Bedaquilinu bylo nutné
také zjistit, zda titratni zména pH zpusobila dostate¢nou zménu absorbance ve vé&jifi
spekter, ktera by umoznila regresni stanoveni disociacnich konstant. Z obr. 7a a 7b bylo
ziejmé, Ze spektralni odezva chromoforu molekuly Bedaquilinu neni vSude stejna pro
studium protonac¢ni rovnovahy, takze bylo tfeba ovéfit, zda bylo mozné odhadnout tii
disociaéni konstanty i pii takovych minimalnich zménach absorbance. Zména absorbance
u i-té vlnové délky v j-spektru byla vyjadiena vztahem rozdilu 4i; = Aj - Ai. Bylo
vySetfeno, zda malé zmény absorbance Ajj ve spektrech byly dostatecné pro regresni

analyzu, a hlavné vétsi nez rezidua ¢ili hodnota Sumu absorbance Sinst(A).

Zmény rozdilu absorbance 4j; (MAU) ve spektrech byly vyneseny proti vinové
délce A pro vSechny prvky absorban¢ni matice (obr. 7a) a ukéazaly, Ze zmény absorbance
byly sice malé, ale stale vétsi nez rezidua ¢i pfistrojovy Sum méfené absorbance. Obr. 7b.
ukazuje, Ze zatimco rezidua e na obr. 7b byly pfevazné v rozmezi -2,5 az +2,5 mAU,
zmény absorbance na obr. 7a byly v rozmezi -800 mAU. Tyto zmény absorbance Aij
(mMAU) proto dostacovaly k regresnimu odhadu disocianich konstant hledaného

regresniho modelu.
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Obrazek 8 — Dekonvoluce vybraného experimentalniho spektra 1,0 x 104 mol. dm Bedaquilinu
pfi 25 °Cdo spekter jednotlivych rozli¢né protonovanych ¢astic L-, LH, LH,*, LH3?* ve smési pro
pH =2,14, 2,91, 3,66, 5,61, 6,29 a 11,12 programem SQUADB84. Prvni dva obrazky ukazuji graf
molarnich absorpénich koeficienti (vlevo) a diagram relativnich koncentraci rozlicné
protonovanych ¢astic Bedaquilinu (vpravo).
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Krok 7: Dekonvoluce spektra:

Dekonvoluce kazdého namétfen¢ho experimentdlniho spektra do absorpénich pash
jednotlivych rozdiln¢ protonovanych ¢astic [33] ukazala, zda byla hypotéza protona¢niho
schéma spravné navrzena. Obr. 8 ilustruje dekonvoluci osmi vybranych experimentalnich
spekter do absorpcnich pasu rizné protonovanych ¢astic Bedaquilinu, a to u pH = 2,85;
2,99; 3,55; 4,45; 5,26; 4,45; 5,26; 5,43; 6,03 a 6,61.

Pii pH 2,85 a 2,99 absorpéni pasy kationtéi LH3?* v rovnovaze s LH," ukazovaly,
ze chromofor vyznamné indikoval protona¢ni rovnovéhu pii vinovych délkach 270 az
290 nm a také pii 320 az 330 nm, kde bylo mozné ve spektru indikovat maximum
absorbance Amax a emax. Indikace protonovanych kationt pokracovala pies pH 3,55 az do
pH 4,45 hlavné u maxim vlnovych délek 320 az 330 nm. Zatimco od pH 2 do pH 4
dominovaly ve spektru dva kationty LHs?* v rovnovaze s LH2", neutralni molekula se
svym slabym absorp¢nim pasem v této oblasti pH neabsorbovala, protoze byla pfitomna
ve velmi nizké koncentraci. Od pH 4,45 se zacina projevovat absorbanci piedevsim u
maxim 320 az 330 nm a slabsi pas je u maxima 290 nm. Od pH = 5,26 se sniZuje absorp¢ni
pas LH>" az u pH 6 zcela vymizi a roste absorp¢ni pas neutralni molekuly LH. Od pH 6
do pH 7 se objevuje absorbance aniontu L, ktera vSak neni charakteristicka absorpénim
pasem s maximem u vybrané vinové délky. Dekonvoluce spekter je vyznacnou

pomuckou pfi diskusi protona¢niho schéma molekuly Bedaquilinu.
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3.2 Analyza pH-metrickych dat

Potenciometricka titrace okyseleného Bedaquilinu hydroxidem draselnym byla
provadéna pii péti teplotach, ale piedevsim pii 25 °C a 37 °C (Tabulka 2) a upravené
iontové sile. Ptfi analyze pH-metrickych dat byl odhad kazdé disociacni konstanty

Bedaquilinu vyc¢islen programem ESAB [10].
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Obrazek 9 — Analyza pH-metrickych dat Bjerrumovou funkci: (2) pH-metricka data Bedaquilinu,
analyzovana Bjerrumovou tvornou funkci pii pH-titraci okyseleného Bedaquilinu k pH 2
hydroxidem draselnym pti 25 °C ukazuji na tfi disociacni konstanty v oblasti pH 3 az 5,5.
V zavorce jsou uvedeny smérodatné odchylky odhadu pK na posledni platné misto odhadu. (b)
Distribu¢ni diagram relativnich koncentraci rozli¢né protonovanych ¢astic Bedaquilinu v %
prinasi také hodnoty tii disociac¢nich konstant.
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Tabulka 2 — Regresni zpfesnéni spolecnych a skupinovych parametrii programem ESAB pro pH-metrickou titraci alkalizovaného 1.0 x 10-3 mol-dm— 3
Bedaquilinu HC1: odhady disociaénich konstant pKal, pKa2, pKa3 Bedaquilinu se smérodatnymi odchylkami na posledni platnou &islici uvedenou v zavorkach.
Spolehlivost odhadu parametrii je prokazana statistickou analyzou rezidui: primér rezidui E(€) [puL], median M [uL], primér absolutni hodnoty rezidui,
E | é | [uL], smérodatna odchylka rezidui s(€) [uL], Sikmost gl (€) a Spicatost g2(€) prokazujici Gaussovo rozdéleni, Hamiltontiv R-faktor relativni té€snosti [%]
a Akaikovo informacni kritérium AIC. Spole¢né parametry upfesnény: pKal, pKa2, pKa3. Zjemnéné skupinové parametry HO, HT, LO. Konstanty: t = 25,0 °C,
pKw = 13,9799, s(V) = sinst(V) = 0,1 uL, 10 upraveno (titrant v nddobce), IT = 0,9470(0,9602) (titrant v byreté¢ KOH).

Teplota [°C]

25°C 37°C
Reprodukovatelnost 1. méieni| 2. méfeni|3. méfeni| 4. méfeni | Primér|1. méfeni|2. méfeni|3. méfeni|4. méieni| Priamér
Odhady skupinovych parametri HO, HT a 1.0 v hledaném protona¢nim modelu
Ho x 1E+02 [mol/L] 6.527 7.645 7.865 7.165 6.568 7.651 7.200 7.247
Lo x 1E+04 [mol/L] 0.970 1.232 1.977 2.538 1.468 0.917 0.252 1.880
Odhady spoleénych parametri disociaénich konstant v hledaném protona¢nim modelu
PKar, LHA" & H + LH3* 3.16 3.19 3.15 3.34 3.21 3.28 3.27 3.274 3.38 3.30
pPKaz, LHs"* & H* + LH; 3.89 3.49 3.78 3.55 3.68 3.69 3.65 4.11 3.76 3.80
pKas, LHz & H" + LH" 5.24 5.22 5.23 5.16 5.21 4.34 4.35 4.45 4.55 4.42
Test tésnosti proloZeni statistickou analyzou rezidui

Primér absolutnich hodnot rezidui, E| é| [pL]] 0.281 | 0.145 | 0.145 0.401 0.242 | 0341 | 0.387 | 0.416
Smérodatna odchylka rezidui, s(é), [uL] 0.383 0.178 0.183 0.564 0.316 0.454 0.432 0.531
Akaikovo informaéni kritérium, AIC -293.0 | -3394 | -305.8 -323.1 -3325 | -332.7 | -2574 | -295.6
Hamiltoniv R-factor z ESABuU [%6] 0.0332 | 0.0132 | 0.0145 0.0443 0.0276 | 0.0335 | 0.0340 | 0.0416




Krok 8: Analyza pH-metrickych dat Bjerrumovou funkci:

Bedaquilin vykazoval dvé nebo tii disociaéni konstanty a zjemnéni jejich numerického
odhadu bylo provedeno nelinearni regresi pH-metrické titra¢ni kiivky programem ESAB.
Nelinearni regresni analyza byla aplikovana na efektivni sttedni ¢ast pH-metrické titracni
ktivky protonovaného kationtu Bedaquilinu titrovaného hydroxidem draselnym. Odhady
disociacnich konstant pKa1, pKaz a pKaz byly vyhodnoceny na zakladé numerické analyzy
Bjerrumovy tvorné kiivky (obr. 9). Pii vy$si koncentraci nez 2 x 10 mol.dm™ se
Vv titrovaném roztoku Bedaquilinu tvofila srazenina. Rezidua byla v regresnim programu
ESAB definovana rozdilem mezi experimentalni a vypoétenou hodnotou piidavaného
objemu titrantu KOH, € = Vexp,i - Vcalc,i. Test spolehlivosti numericky zjemnénych odhadt
disocia¢nich konstant byl proveden statistickou analyzou rezidui. Navic zjemnénim obou
skupinovych parametrii Ho, Lo Se statistiky testu tésnosti prolozeni vyrazné zlepsily. Za
relativng citlivé kritérium spolehlivosti odhadd disocia¢nich konstant byl povazovan také
primér absolutnich hodnot rezidui E | e | v pL. Porovnani numerické hodnoty této
statistiky s instrumentalnim Sumem, ktery zde ptfedstavovala instrumentalni smérodatna
odchylka objemu titrantu KOH, sinst(V) = s(V) = 0,1 uL se velice osvédcilo, stejné jako i
dalsi statistiky analyzy rezidui o té€snosti prolozeni, jako jsou pramér rezidui E | e | a
smérodatna odchylka rezidui S(V), které byly bud’ stejné nebo nizsi nez experimentalni
sum Sinst(V). Hodnoty obou sledovanych statistik dosahovaly velikosti 0,1 uL coz byly
hodnoty podobné piistrojové chybé pouzitych mikrobyret s(V) = 0,1 uL. Kromé toho
rezidua kolisala mezi dolni hranici (-0,2 pL) a horni hranici (0,2 uL) vnitinich
Hoaglinovych mezi a zadné reziduum nebylo vné téchto mezi (blizsi viz strana 81, ref.
[26]). Odhady zjeminovanych disocia¢nich konstant programem ESAB se proto ukazaly
jako dostate¢né spolehlivé. Vystavba regresni kiivky protona¢niho modelu byla dale
vylepsena naslednym zjemnénim obou skupinovych parametrii, a to Koncentrace 1é¢iva

Bedaquilin Lo a po¢ate¢ni koncentrace protonti Ho v titraéni nadobce.
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Obrazek 10 — Reprodukovatelnost odhadti ctyi disociac¢nich konstant pfi ¢tyfech vybranych
teplotach spektrofotometricky programem ReactlLab ukazuje na mensi citlivost chromoford
molekuly Bedaquilinu na titratni zménu pH. Se stoupajici teplotou se zvySuje rozpustnost a

zlepSuje se 1 reprodukovatelnost odhadii disociacnich konstant. Ze Ctyf opakovanych v

¢jira

spekter pii kazdé teploté byly stanoveny disociacni konstanty a vycislena jejich stfedni hodnota
zna¢ena Mean spolu se smérodatnou odchylkou v zavorce v poslednich dvou vyznamnych

¢islicich.
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Obrazek 11 — Reprodukovatelnost odhadll tfi disocia¢nich konstant pii Ctyfech vybranych
teplotach na titraéni zménu pH potenciometricky programem ESAB ukazuje, ze se stoupajici

teplotou se zvySuje rozpustnost a zlepSuje se reprodukovatelnost odhadii disociac¢nich
konstant. Ze &tyt opakovanych titra¢nich kiivek pii kazdé teploté byly stanoveny
disociacni konstanty a vycislena jejich stfedni hodnota Mean spolu se smérodatnou

odchylkou v zavorce v poslednich dvou vyznamnych ¢islicich

Krok 9: Nejistota pKa v reprodukovanych méfenich:

Reprodukovatelnost disocia¢nich konstant vyhodnocenych programem REACTLAB
(obr. 10) nebo programem ESAB (obr. 11) ze ¢tyt reprodukovanych méfeni byla shledana

v dobr¢ shodé¢. Interpretace byla nasledujici:

a) Odhad aritmetického priméru Mean se svou smérodatnou odchylkou na obr. 10
a 11 ¢tyt reprodukovanych disociacnich konstant zde slouzily k vyjadieni miry
nejistoty odhadu.

b) Pii 37 °C byly odhady disocia¢ni konstanty o néco kyselejsi, tzn. mély nizsi
hodnoty pKa nez odhady pii 25 °C (obr. 12).
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c)

d)

Velmi blizké hodnoty dvou po sobé nasledujicich disociaénich konstant pKai
a pKa2 by mohly vést k uréitym obtizim v minimalizacnim procesu regrese nebo
mohly zpisobit pfimo selhani numerického zjemnéni v iteracnim procesu.
Dtvodem by mohlo byt vysvétleni, ze intermediarni Castice nebyla pfitomna
v dostate¢né vysoké koncentraci, jak je ziejmé na obr. 9b pro pfilis blizké hodnoty
pKazi a pKaz, nebo Ze pKa: jedné Castice vysoce korelovala s hodnotou pKaz druhé
Castice a ob¢ ¢astice tim mély stejny vliv na vyslednou hodnotu pH.

KdyZ normalové rovnice byly v nelinearni regresi singularni, tzn. ze jeden nebo
vice korelac¢nich koeficienti parametri pKai & pKaz byl roven jedné nebo minus
jedné, mohl byt minimalizani proces regrese programem piedCasné ukoncen

[40].
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Obrazek 12 — Diagram zavislosti tfi disocia¢nich konstant pK, na péti teplotach regresni analyzou
spekter ukazuje mirny pokles pK, se zvysujici se teplotou: Nahore-spektrofotometricky UV/Vis-
metrickou titraci, dole-potenciometricky pH-metrickou titraci.
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Obrazek 13 — Diagram zavislosti tiech disocia¢nich konstant pKj na teploté pKa = f(t°C) ukazuje
ptimkové zavislosti vyhodnocené linearni regresni analyzou: Vlevo pH-absorbancéni matice
UV/VIS metrickou metodou, Vpravo pH-titraéni kiivky pH-metrickou metodou. U vyssi
koncentrace Bedaquilinu v potenciometrii (0,3mM/L) nez ve spektrofotometrii (0,01mM/L) se u

pH > 6 Bedaquilin zacal srazet.
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Krok 10: Stanoveni entalpie, entropie a Gibbsovy volné energie pro '"extra-

termodynamiku’* disociace:

Zména entalpie AH® v procesu disociace byla vypoétena dle van't Hoffovy rovnice din
K/dT = AHYRT2. Z hodnot Gibbsovy volné energie AG® = - RT In K a entalpie AHC Ize
vypocitat entropii dle vztahu AS® = (AH® - AG®)/T, kde R (idealni konstanta plynu) = 8,14
JKTmol? a K je termodynamicka disociaéni konstanta a T je absolutni teplota

v Kelvinech.

Porovnani dvou diagramu zavislosti tfi disocia¢nich konstant pKa na péti teplotach
regresni analyzou spekter a regresni analyzou pH-titra¢nich kiivek vykazuje vzdy mirny
pokles disocia¢nich konstant pKa se zvySujici se teplotou (obr. 12). Pfimkovou linearni
zéavislost vykazujici iisek, smérnici, korela¢ni koeficient R a koeficient determinace R?
V % (zvany regresni rabat) pro spektralni a potenciometricka data ptinesl obr. 13. Lepsi
korelacni koeficient a linearitu vykazala potenciometrickd data, protoze korela¢ni

koeficient a regresni rabat dosahly vysSich hodnot nez spektralni data.
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Obrazek 14 — Zavislost tif disociaénich konstant na teploté pK, = f(t°C) byla transformovana do
soufadnic In K =f(1/T) a ztseku a smérnice regresni piimky teplotni zavislosti méfené
spektrofotometricky (vlevo) a potenciometricky (vpravo) byla vypoétena molarni entalpie AHC,
molarni entropie AS° a molarni Gibbsova volna energie AG°.
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Zavislost pKa = f(t°C) z obr. 13 byla transformovana do novych soufadnic
In K =f(1/T) a z tisekti a smérnic regresnich piimek byly vy¢isleny extratermodynamiky
¢ili standardni entropie AS?, standardni entalpie AH? a standardni Gibbsova voln 4 energie

AG? ze spektralnich a potenciometrickych dat (obr. 14):

1. Spektralni data: Pro vypocet extratermodynamik byly pouzity odhady
disocia¢nich konstant z pH-absorban¢nich spektralnich dat. Pozitivni hodnoty
entalpie AH%(pKa1) = 9,11 kl.mol?, AH%(pKz2) = 13,76 kl.mol?, AH%(pKas) =
67,17 kJ.mol™? pfi 25°C ukézaly, ze disociaéni proces je endotermni a je
doprovdzen absorpci tepla. Pozitivni hodnota Gibbsovy volné energie
AG'(pKa) = 21,98 klmol?,  AG(pKa) = 27,40 klmol?,  AG°(pKas) =
37,68 kJ.mol™ pii 25 °C ukézala, Ze disociaéni proces nebyl spontinni. Vzhledem
k tomu, Zze hodnota entropie disociaéniho procesu ASC pii 25 °C byla pro dvé
disocia¢ni konstanty negativni, AS°(pKa) = -43,16 J.mol?, AS%(pKa) =
- 46,51 J.mol? pii 25 °C disocia¢ni proces byl reverzibilni, zatimco kladna

hodnota AS°(pKas) = 100,25 J.mol™ p#i 25 °C potvrdila irreverzibilni proces.

2. Potenciometricka data: Pro vypocet extratermodynamik byly pouzity odhady
disocia¢nich konstant z pH-titra¢nich dat. Pozitivni hodnoty entalpie AH%(pKa1) =
85,49 kJ.mol, AH(pKa2) = 86,42 kJ.mol™t, AH%(pKas) = 65,84 kJ.mol ™ pti 25 °C
ukézaly, Ze disociac¢ni proces je endotermni a je doprovazen absorpci tepla.
Pozitivni hodnota Gibbsovy volné energie AG°(pKa)= 18,33 kJ.mol?,
AG’(pKa2) = 22,21 ki.mol™?, AG%(pKas) = 38,82 ki.mol? pii 25 °C ukazala, ze
disocia¢ni proces nebyl spontanni. Vzhledem k tomu, Ze hodnota entropie
disocia¢niho procesu AS® pfi 25 °C byla pro disocia¢ni konstanty pozitivni
AS°(pKa1) = 217,47 J.mol ™, AS°(pKaz) = 204,87 J.mol™ , AS°(pKas) = 92,63 J.mol

1 p¥i 25 °C byl disociaéni proces irreverzibilni.
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4 DISKUSE

Regresni program REACTLAB analyzoval pH-absorbanéni matici 1 x 10* mol. dm™
Bedaquilinu a numerické odhady tii disocia¢nich konstant byly vy¢isleny dvéma riznymi
numerickymi pfistupy. Vysledky zjemnéni disociacnich konstant mohou zahrnovat
komplexni faktory, tykajici se analyzy rezidudlového souctu ¢tvercii RSS za ucelem
vycisleni odhadovanych parametrt, jejich smérodatnych odchylek a jejich korelacnich
koeficientti, mapy rezidui a diagramu koncentraci vSech rozli¢én¢ protonovanych ¢astic
hledaného protona¢niho modelu. Vystavba regresniho modelu [39] se tykala
rozhodovéani, zda nalezené¢ odhady disocia¢nich konstant a molarnich absorpcnich
koeficient Ize akceptovat jako vérohodné. V regresnim procesu je obvykle tieba vzit
v tvahu vSechny uvedené komplexni faktory, protoze zadny z nich sam o sob& nestaci

byt spolehlivym ukazatelem vérohodného odhadu.

Program ESAB, minimalizujici rezidua €j = Vexp,i - Veaic,i dosahl hodnot rezidui
0,1 nebo 0,2 uL, coz znamenalo, ze vypoctené titracni kiivky experimentalnimi body byly
dostatecné tésné¢ prolozeny. Tim byla spolehlivost odhadt disocia¢nich konstant
Bedaquilinu prokazana, i kdyz oba skupinové parametry Lo, Ht byly v protona¢nim

modelu nelinearni regrese Spatné podminény.

Nekonzistence experimentalné zjisténych odhadi pKa a jejich teoreticky
piredpovézenych hodnot prognostickymi programy mohla byt zplsobena sloZitou
strukturou rezonance heterocyklického jadra a nasledné 1 rlznymi elektronovymi
distribucemi, coz by mohlo dale vést k riznym predikovanym hodnotam pKai podle
strukturniho vzorce molekuly Bedaquilinu. V takovych ptipadech prognostické programy
MARVIN, PALLAS a ACD/Percepta ve svych odhadech selhaly a disocia¢ni konstanty
Bedaquilinu musely byt, proto spolehlivéji uréeny experimentalné. Vzhledem k tomu, ze
odhady disociac¢nich konstant pKai jak z potenciometrickych, tak spektrofotometrickych

dat byly podobné, l1ze je povazovat za vérohodné.

1. Je-li pKa pozitivni, je také standardni zména volné energie AG° pro disocia¢ni
reakci pozitivni. Pozitivni hodnota AH® ukazuje, Ze disociaéni proces je
endotermni a je doprovazen absorpci tepla. Pfeuspoiadani vodikovych vazeb by
pak mohlo byt zdkladem jak pro AG? tak pro AS° v interakcich lék-proton.

Vodikova vazba jako centralni interakce mezi lékem a protonem je také
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mechanicky pfitazliva. Ve vodé tvoii vodikové vazby sit’ spojitych fetézei, které
se dynamicky méni (v ur¢itém stavu).

2. Prispévek entropie je v disociacnich reakcich Bedaquilinu u spektralnich dat
zaporny (AS® < 0), coz ukazuje na reverzibilni proces. Ionty ve vodném roztoku
maji tendenci orientovat okolni molekuly vody, které snizuji entropii. Pfinos iontu
k entropii je ¢astecna molarni entropie, ktera je Casto negativni, zejména pro malé
nebo vysoce nabité ionty. lonizace kyseliny zahrnuje reverzibilni tvorbu dvou
kationtti LH,* a LH3%*, takZe entropie klesa (AS® < 0). U niz$ich koncentraci pfi
meéteni spekter je latka vétSinou dobie rozpustna a v roztoku jsou na reverzibilni
ionizaci dva kationty LHy* a LHs?*, takze entropie opét klesi. U vyssich

koncentraci v potenciometrické pH-titraci je rozpustnost omezena a disociace

neutralni molekuly vykazuje kladnou entropii irreverzibilni disociace.

Obrazek 15 — Protonacni schéma Bedaquilinu
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5 ZAVER
1. Spektrofotometrickd a potenciometrickd titrace pH umoZnila méfeni dvou
blizkych a jedné vzdalené disociacnich konstant Bedaquilinu (Protonaéni
schéma 1). Chromofory Bedaquilinu vykazovaly mensi zmény absorbance
v UV/VIS-spektrech pii titraéni zméné pH roztoku, a proto odhady disociacnich
konstant byly vystaveny vétsi nejistoté nez U potenciometrického stanoveni.

Z tohoto diivodu se objevil spolehlivéjsi odhad disociacnich konstant ziskanych

potenciometricky.

2. Bedaquilin oznaceny LH byl schopen protonace v ¢isté vodé za vzniku
rozpustnych &astic LH, LH2*, LHs?* a LHs** Graf molamich absorpénich
koeficientl rtizné protonovanych castic ve vztahu k vlnové délce indikoval, Ze

spektrum €, a eLH bylo pro ¢astice korelované a ze hodnoty byly téméf stejné.

3. Bylo prokazano, Ze v rozmezi pH 2 az 7 lze spolehlivé odhadnout tfi disociacni
konstanty ze spektra, kdyz koncentrace obtizné rozpustného Bedaquilinu byla
1,0 x 10* mol . dm™ nebo méné. Ackoli upravené pH méné& ovlivnilo zmény
absorbance v chromoforu, spolehlivé byly stanoveny tfi termodynamické
disocia¢ni konstanty, pficemz program REACTLAB dosihl hodnot pK'ai=
3,91 (09), pK's2=4,58 (12) a pK'as = 5,26 (07) pti 25 °C a pK'a = 3,61 (30),
pKTa2 = 4,44 (15) a pK'43 = 5,54 (33) pii 37 °C.

4. Tti termodynamické disociacni konstanty Bedaquilinu byly stanoveny regresni
analyzou potenciometrickych kiivek pH-titrace pfi koncentraci 1 x 10 mol. dm
programem ESAB o hodnotach pK'a1= 3,21 (39), pK"a2 = 3,68 (31) a pKTas =
5,21 (42) pii 25 °C a pKTar = 3,31 (12), pKTa2 = 3,67 (15) a pKTas = 5,73 (08) pii
37 °C.

5. "Extra-termodynamiky” disociace: Pro vypocet extratermodynamik U
spektralnich dat byly pozitivni hodnoty entalpie AH(pKa1) = 9,11 kd.mol?,
AH%(pKaz2) = 13,76 ki.mol 2, AH(pKas) = 67,17 kJ.mol ! a ukazaly, Ze disocia¢ni
proces je endotermni a je doprovazen absorpci tepla. Pozitivni hodnota Gibbsovy

volné energic AGY(pKa)= 21,98 kimoll, AGY(pKa)= 27,40 ki.mol™,
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AG°(pKag) = 37,68 kl.mol? pii 25°C ukazala, Ze disociaéni proces nebyl
spontanni. Vzhledem k tomu, Ze hodnota entropie disocia¢niho procesu AS° pii
25 °C byla pro dvé disociaéni konstanty negativni AS°(pKa1) = -43,16 J.mol?,
AS°(pKaz) = -46,51 J.mol pii 25 °C disociaéni proces byl reverzibilni, zatimco
kladna hodnota AS°(pKas) = 100,25 J.mol™? pii 25 °C potvrdila irreverzibilni

proces.

. Pro vypocet extratermodynamik u potenciometrickych dat byly pozitivni hodnoty
entalpie AH(pKa1) = 85,49 ki.mol?, AH(pKa2) = 86,42 kJ.mol™, AH(pKa3) =
65,84 kJ.mol! a ukazaly, Zze disociaéni proces je endotermni a je doprovazen
absorpci tepla. Pozitivni hodnota Gibbsovy volné energie AG%(pKa) =
18,33 kl.mol™, AG%(pKa2) = 22,21 kJ.mol ™, AG?(pKas) = 38,82 kd.mol™ pii 25 °C
ukazala, Ze disociacni proces nebyl spontdnni. Vzhledem k tomu, Ze hodnota
entropie disociaéniho procesu AS? pii 25 °C byla pro disocia¢ni konstanty
pozitivni AS’(pKa1) = 217,47 J.mol™?, AS°(pKa2) = 204,87 J.mol™? | AS°(pKas) =

92,63 J.mol™* pti 25 °C byl disocia¢ni proces irreverzibilni.
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