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Souhrn

Nelinearni regresni analyzou byly ze zavislosti smiSenych disocia¢nich konstant na iontové sile vy-
&isleny termodynamické disociaéni konstanty pii teploté 25°C a 37°C pro camptothecin pK',,; = 2.90(7)
a 3.02(8), pK',, = 10.18(30) a 10.23(8), pro 7-ethyl-10-hydroxycamptothecin, pK',; = 3.11(2) a
2.46(6), pK',» = 8.91(4) a 8.74(3), pK'.5 = 9.70(3) a 9.47(8), pro 10-hydroxycamptothecin pK',; =
2.93(4) a 2.84(5), pK',> = 8.93(2) a 8.92(2), pK',3 = 9.45(10) a 9.98(4) a pro 7-ethylcamptothecin
pK'.1 =3.10(4) a 3.30(16), pK',» = 9.94(9) a 10.98(18). SmiSené¢ disociatni konstanty byly vyhodno-
ceny regresni analyzou spekter programy SQUAD(84) a SPECFIT/32.

Summary

The thermodynamic dissociation constants pK’, were estimated by nonlinear regression of {pK,, I} data
at 25°C and 37°C: for camptothecine pK',; = 2.90(7) and 3.02(8), pK',> = 10.18(30) and 10.23(8), for
7-ethyl-10-hydroxycamptothecine, pK',; = 3.11(2) and 2.46(6), pK',, = 8.91(4) and 8.74(3), pK '3 =
9.70(3) and 9.47(8), for 10-hydroxycamptothecine pK',; = 2.93(4) and 2.84(5), pK',> = 8.93(2) and
8.92(2), pK' .5 =9.45(10) and 9.98(4) and for 7-ethylcamptothecine pK', = 3.10(4) and 3.30(16), pK",.,
= 90.94(9) and 10.98(18). The mixed dissociation constants were determined with the use of two pro-

grams, SPECFIT32 and SQUAD(84).

Pi-ehled 1é¢iv:

1) Camptothecin 2) 7-ethyl-10-hydroxycamptothecin




3) 10-hydroxycamptothecin 4) 7-ethylcamptothecin

Experimentalni ¢ast

Pristroje: UV/VIS spektrofotometr GBC Cintra 40, pH metr Radelkis OP-271, termostat, mikrobyrety.
Chemikalie: 1M HCI, 1M KOH, Standartni pH pufry, pufry.

Programy: SQUAD(84), SPECFIT/32, INDICES, ADSTAT 1.25, S-Plus, MS EXCEL 2002, Microcal
Origin.

Schéma experimentu:
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Analyza spektrofotometrickych dat:

Existuje Siroka skala technik analyzy spektrofotometrickych dat pro kvalitativni i kvantitativni tcely.
Jedna se hlavn¢ o techniky faktorové analyzy (FA), metody hlavnich komponent (PCA) a nelinearni re-
grese absorbanc¢nich responznich ploch, tj. celych vé&jifa spekter. VSechny tyto techniky jsou numericky
narocné a k jejich aplikaci je nutné vyuziti vypocetni techniky. Maji-li vySe uvedené metody piinaset
pfesné a spravné vysledky, je nutnd vysoka kvalita vstupnich dat a také dobra znalost fyzikal-

né-chemickych vlastnosti systému.
1) Urceni poctu svétlo-absorbujicich ¢astic

Metoda hlavnich komponent (PCA): K urceni poctu svétlo-absorbujicich castic Ize pouzit metodu hlav-

nich komponent'*?. Tato metoda je uréena pro zji§tovani poétu tzv. latentnich proménnych, tj. promén-



nych, které popisuji vSechnu variabilitu datové matice A o m fadcich (v naSem piipad¢€ jednotliva spekt-
ra) a n sloupcich (v naSem piipadé vinové délky) nezplsobenou experimentalni chybou. Pocet svétlo-
absorbujicich ¢astic je pak roven poctu statisticky vyznamnych latentnich proménnych absorban¢ni ma-

tice.
2) Postup urceni poctu latentnich proménnych v PCA
2.1 Rozklad zdrojové matice:

Prvnim krokem metody hlavnich komponent je rozklad zdrojové (v nasem piipad¢ absorban¢ni) matice
A rozméru m tadka (spekter) a n sloupcti (vlnovych délek) na soudin matic 7 a P* a matici nepopsané

variability £
A=TP"+E (1)

kde T je matice latentnich proménnych (score matice) o rozmérech m x k, k jsou sloupcové vektory
oznacované jako hlavni komponenty, matice P je matice zatézi (loadings matice) o rozmérech 7 x k, kde
k jsou sloupcové vektory vyjadiujici miru ptispévku dané latentni proménné k variabilité zdrojové mati-

ce.Vypocet matic T a P je zaloZen na diagonalizaci kovarian¢ni matice Z

Z=A"A, )

¢imz dostavame vlastni ¢isla g, matice Z a matici vlastnich vektorti O, ktera je totozna s matici P. Mati-

ce T se pak dopocita podle vztahu
T"'=(P'P)'P'A". 3)
2.2 Kratky cyklus:

Kratkym cyklem se v metod¢ hlavnich komponent nazyva proces rekonstrukce zdrojové matice pouzi-
tim prvnich & nejvyznamnéj$ich proménnych, popisujicich experimentalni chybou nezatizenou variabili-

tu dat. Rekonstrukce se provadi podle vztahu

A" =TP" 4)

Takto vypoctena rekonstruovana matice se pak porovnava s ptivodni datovou matici.



3) Metody pro zjisténi poctu svétlo-absorbujicich ¢astic

Tuéné — spolehlivé metody”, kurzivou — spise selhavajici metody”

Kankareho Metoda Malinowského
Rezidualni variace
metoda x2- kriteria F-test
Metoda Metoda smod. Metoda log. Bartlettiiv test
realné chyby vlastnich ¢isel vlastnich cisel izotropie
Metoda Metoda prumeru | Metoda zabudované
extrahované chyby viastnich cisel chyby
Metoda Exnerovy | Faktorova
Metoda primérné chyby o
funkce indikatorova funkce

4) Chemicky model analyzou spektrofotometrickych dat

Chemicky model je definovan poctem komplexnich ¢astic, vznikajicich v pribéhu reakce zakladnich

komponent L a H
gL+rH=LH, ®)]

a jejich stechiometrickymi koeficienty ¢, » a dale celkovou konstantou stability

,= (LA ] . (6)
oL
Pocet komplexii a jejich stechiometrické koeficienty ¢, r tvofi hypotézu chemického modelu,
kterou je potfeba zadat ve vstupnich datech. Urceni chemického modelu, tzn. poctu komplexnich ¢astic
L,H,, jejich stechiometrickych koeficientl g, r, protonacnich konstant B, a dalSich fyzikalné chemic-
kych parametrti, je zaloZeno na nelinearni regresi experimentaln€¢ namefenych dat. Hypotéza chemické-
ho modelu je nelinearni regresi verifikovana nebo v pfipad¢ chybného prolozeni zamitnuta. Experimen-
talni body sleduji urcity funkéni vztah y =f (x, B1, .. B). Pro zvolené hodnoty nezavisle proménné x (vl-

nové délky 4, pH nebo ptidavek titracniho ¢inidla) byly naméteny hodnoty zavisle proménné y (absor-

bance), které v sobé skryvaji jednak funkéni vztah f{x, ) a dale nahodnou chybu ¢ méfené veli¢iny y, y

—

= f(x, B) + &. Pro ziskani konkrétni regresni funkce navrzeného modelu je tfeba konkretizovat odhady

parametrQ By, Ba, ... , B Metodou nejmensich ctvercl je minimalizovana ticelova funkce

U: z Wi(yexp,i_f(x’ Bl) BZ: [EEN) Bm))za (7)
i=1

coz znamena, ze experimentalnimi body je prokladana vypoctena regresni ktivka.




5) Regresni analyza A-pH spekter

Analyza spektrofotometrickych dat za ucelem urceni poctu svétlo-absorbujicich ¢astic v roztoku, proto-
nacnich konstant pK a jejich molarnich absorp¢nich koeficientl g je pfedmétem nelinedrni regresni
analyzy spekter pomoci programu SQUAD(84). Absorbancni matice popisujici k& svétlo-absorbujicich

¢astic v rovnovazné smeési je tvofena m roztoky pro n vinovych délek.

5.1 Hledané parametry:

vvvvvv

protonacni konstanta pK a molarni absorpéni koeficient ¢,,.) méfené vinové délky. Oba tyto parametry
jsou ur€ovany pro vSechny zucastnéné svétlo-absorbujici ¢astice. Parametry pK a g, jsou odhadovany

na zakladé¢ nelinearni regresni analyzy absorban¢ni matice fadu m x n obdrzené z experimentu.
5.2 Veérohodnost parametrii:

Vérohodnost urenych parametrt 1ze posoudit na zaklad€ dosazené tésnosti prolozeni vypoctené regres-

e 7 7 N : r . g ’ . 77 sLN v v 7
ni spektralni kiivky experimentalnimi body statistickou analyzou rezidui '. U nejtésnéj$ich prolozeni
vykazuji rezidua Gaussovské normalni rozloZeni a jejich velikost neni vetsi nez s;,,(4). Analyzu rezidui

popisuji nasledujici statistiky:
a) Aritmeticky pramér rezidui musi byt roven nule, e = 0.
b) Primérna reziduum musi byt mensi nebo rovno nez s;,s.(4).
¢) Koeficient Sikmosti rozdé€leni rezidui musi byt roven 0.
d) Koeficient Spicatosti rozdéleni rezidui musi byt roven 3.
e) Hamiltontiv R-faktor’ mensi nez 1%.

I kdyz rezidua nevykazuji vzdy Gaussovo rozlozeni, je jejich analyza uzitenou pomiickou
k objektivnimu posouzeni tésnosti proloZeni a vybéru nejlepsi testované hypotézy rovnovazného mode-

lu.



Tabulka 1. Hledani nejlepSiho modelu protonacnich rovnotdch L¢H, pro camptothecin pii t = 25°C

(v zavorce smérodatna odchylka poslednich platnych ¢islic).

qr log B, log B, log B, log B, log By

1,1 10.767(41) 6.771(146)  5.886(14) - -

1,2 13.609(44) - - 9.953(34) -

2,1 - - 15.115(69) 15.096(65) 8.500(3804)
2,2 - 14.500(2745) - - 11.500(3642)
si(A) [mAU], k 0.52,3 0.52,3 0.52,3 0.52,3 0.52,3

s(4) [mAU] 0.83 2.50 0.83 0.79 1.60
R-faktor [%] 0.17 0.52 0.17 0.16 0.33

e 0.60 1.43 0.59 0.56 1.11

gile) 0.29 1.28 0.14 0.26 -0.17

g2(e) 2.80 9.70 2.80 3.13 2.58

Model je ptijat zamitnut prijat pfijat zamitnut

Funkéni postup hledani pK, &, a pK” Ize shrnout do nasledujiciho schématu:

Ziskani UV/VIS spekter v
Sirokém rozsahu A [nm] a hodnot pH.

[ Piesné méreni ]
| |
[ Fyz-chem. smysl ] [ FA ] [ Analyza rezidui ]
I I
Chemicky model
4 I A
Nelinearni regrese
|
( 7\
K, ¢, pK'
PR, &, P
- J




6) Debye-Hiickeluv vztah

Protonacni rovnovéahu lze popsat koncentracni, smiSenou nebo termodynamickou rovnovaznou konstan-

tou. SmiSend rovnovazna konstanta je pro ¢ = 1 charakterizovana nasledujicim vztahem

_[tH,]
Blr [L]a

r
H+

Vztah mezi protonacni smiSenou a koncentracni konstantou pomoci
log K, =log K, +logy,. .

r,smis

@®)

nasledujici rovnice

)

Pro Debye-Hiickelovu rozsitenou rovnici je mozné z definice rovnovazné konstanty a na zakladé defini-

ce aktivitniho koeficientu vyjadrit vztah zavislosti smiSené protonacni konstanty na iontové sile, kde pro

nizké iontové sily I < 0.1 Ize vztah zjednodusit na tzv. zkraceny Debye-Hiickeliv zakon
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Camptothecin
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Obr. 2 Vyhodnoceni protona¢nich rovnovah camptothecinu regresni analyzou spekter pti 25°C. Prvni
fadek: 2D-graf A-pH spekter (vlevo), graf molarnich absorpc¢nich koeficientl pro ¢astice L, LH a LH,
(uprostied), distribu¢ni diagram relativniho zastoupeni riizné proponovanych c¢astic (vpravo). Druhy
fadek: Kankareho rezidudlni smérodatna odchylka si(4), Redlna chyba RSD, Extrahovana chyba
RMS/XE. Treti fadek: Aplikace derivacnich metod faktorové analyzy: druha derivace SD(sy(4)) Kanka-
reho rezidualni smérodatné odchylky sy(k), SD(RSD), RSD(RMS). Naboje Castic byly pro jednoduchost
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7-ethyl-10-hydroxycamptothecin
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Obr. 3 Vyhodnoceni protonacnich rovnovah 7-ethyl-10-hydroxycamptothecinu regresni analyzou spek-
ter pii 25°C. Prvni fadek: 2D-graf A-pH spekter (vlevo), graf molarnich absorpcnich koeficientli pro
¢astice L, LH, LH, a LH; (uprostfed), distribu¢ni diagram relativniho zastoupeni rtizné proponovanych
¢astic (vpravo). Druhy fadek: Aplikace derivacnich metod faktorové analyzy: druha derivace SD(sy(4))
Kankareho rezidualni smérodatné odchylky si(k), SD(RSD), SD(RMS).



10-hydroxycamptothecin
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Obr. 4 Vyhodnoceni protonacnich rovnovah 10-hydroxycamptothecinu regresni analyzou spekter pfi

25°C. Prvni fadek: 2D-graf A-pH spekter (vlevo), graf molarnich absorpcnich koeficientl pro castice L,

LH, LH, a LH; (uprostied), distribu¢ni diagram relativniho zastoupeni rtizné proponovanych c¢astic

(vpravo). Druhy fadek: Aplikace derivac¢nich metod faktorové analyzy: druha derivace SD(sy(4)) Kanka-
reho rezidualni smérodatné odchylky sy(k), SD(RSD), SD(RMS).
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7-ethylcamptothecin
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Obr. 5 Vyhodnoceni protona¢nich rovnovah 7-ethylcamptothecinu regresni analyzou spekter pii 25°C.

Prvni fadek: 2D-graf A-pH spekter (vlevo), graf molarnich absorpénich koeficientti pro ¢astice L, LH a

LH; (uprostied), distribucni diagram relativniho zastoupeni rizné proponovanych castic (vpravo). Dru-

hy fadek: Aplikace derivacnich metod faktorové analyzy: druhd derivace SD(sx(4)) Kankareho rezidual-
ni smérodatné odchylky sy(k), SD(RSD), SD(RMS).

11



Zavér

Pro 4 vybrana 1é¢iva byla zmétena spektra, ktera byla podrobena nelinearni regresni analyze. Byly sta-

noveny disociacni konstanty pK pro vybrané iontové sily. Disociacni konstanty byly analyzovany neli-

nearni regresi Debye-Hiickelova vztahu a byly ziskdny termodynamické disociaéni konstanty pK'.

Tabulka 2. Termodynamické disocia¢ni konstanty pro camptothecin, 7-ethyl-10-hydroxycamptothecin,

10-hydroxycamptothecin a 7-ethylcamptothecin pii teploté 25 °C a 37 °C (v zavorce smérodatna od-

chylka poslednich platnych ¢islic).

SPECFIT SQUAD
25°C 37°C 25°C 37°C

pK . 2.90(7) 3.02(8) 2.83(9) 2.92(8)
Camptothecin pK'.,  10.18(30)  10.23(8)  10.11(36)  10.43(3)
7-Ethyl-10-hydroxycamptothecin pK'. 3.11(2) 2.46(6) 3.04(5) 2.30(6)

pK s 8.91(4) 8.74(3) 8.90(3) 8.84(3)

pK'.3 9.70(3) 9.47(8) 9.71(5) 9.53(10)
10-Hydroxycamptothecin K", 2.93(4) 2.84(5) 2.92(4) 2.77(5)

pK'.s 8.93(2) 8.92(2) 8.93(3) 8.90(2)

pK'.s  9.45(10) 9.98(4) 9.46(9) 10.02(7)
7-Ethylcamptothecin K. 3.10(4) 3.30(16) 2.94(3) 3.26(22)

pK'.s 9.94(9) 10.98(18)  9.73(9) 10.96(18)
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