Faktorova analyza a nelinearni regrese absorbanéni responzni plochy

v protonacnich rovnovahach vybranych lé¢iv

Ing. Sylva Bordovska,
Katedra analytické chemie, Univerzita Pardubice, 532 10 Pardubice,
sylva.bordovska@seznam.cz
a
Prof. RNDr. Milan Meloun, DrSc.,
Katedra analytické chemie, Univerzita Pardubice, 532 10 Pardubice,
milan.meloun@upce.cz

Abstract

There are many techniques for spectrophotometric data analysis, both for qualitative and quantitative
techniques namely factor analysis (FA) and principal component analysis (PCA). All these techniques
are of computational nature. The high data quality and good knowledge of physiochemical properties
of system solved should be available for accurate and precise estimates.

Souhrn

Existuje Siroka skala technik pro analyzu spektrofotometrickych dat jak pro kvalitativni, tak i pro
kvantitativni ucely. Jedna se predevsim o techniky faktorové analyzy (FA) a metody hlavnich
komponent (PCA). Vsechny techniky jsou vypoctoveé ndrocné. Maji-li vySe uvedené metody prindset
presné a spravné vysledky, je nutnd vysoka kvalita dat vstupniho experimentu a dobra znalost
Sfyzikalné-chemickych viastnosti systému.

1. Uvod

Disociacni konstanty pK, 1éCiva jsou pro farmaceuty a I¢kare dilezitou veli¢inou pfi aplikaci
medikamentu. LécCiva jsou vétSinou slabé kyseliny, ¢i baze, které ve vodném prostiedi
pfechazi do rovnovazného stavu svych ionizovanych a neionizovanych forem. Slabé kyseliny
1épe prestupuji do krve v kyselém prostiedi zaludku oproti slabym zasadam v zasaditém
prostiedi stiev. Pro firmu IVAX a.s. jsme stanovovali termodynamické disocia¢ni konstanty
pro pfevazné nove zavadeéna 1éciva pii teplotach 25° C a 37° C.

Camptothecin (CPT) (Chemické oznaceni: 4-Ethyl-4-hydroxy-IH-Pyrano(3’4°6°7)
indolizino (1,2,-b) quinoline 3,14 (4H, 12H)-dione, CAS 7689-03-4, sumarni vzorec
Cy0H6N204, molekulova hmotnost 348.36 g/mol) je svétle zluty prasek s bodem tani 257-
260° C. Latka je rozpustna v DMSO, prakticky nerozpusta ve vode¢.

7-ethyl-10-hydroxycamptothecine (Chemické oznaceni: 4,11-diethyl-4,9-dihydroxy-
1H-Pyrano[3',4':6,7]indolizino[ 1,2-b]quinoline-3,14(4H,12H)-dione, CAS 86639-52-3,



sumarni vzorec CyHyoN,Os, molekulovd hmotnost 392.40 g/mol) je svétle Zluty krystalicky
prasek s bodem tani 230-237° C.

10-hydroxycamptothecine (CAS 19685-09-7, sumarni vzorec CyoH;sN,Os, molekulova
hmotnost 364.4 g/mol) je zluty prasek s bodem tani 268-270° C. 10-hydroxycamptothecin je
téméef nerozpustny ve vode.

7-ethylcamptothecine (CAS 78287-27-1, sumarni vzorec CyHy0N»Os, molekulova
hmotnost 376.44 g/mol) je jeden z prvnich polysyntetickych alkyl-derivati CPT.
Camptothecin a jeho tii derivaty patii do skupiny cytostatik a v dneSni dobé se pouZzivaji
k 1é¢bé nadorovych onemocnéni.

Losartan (Chemické oznaceni 2-Butyl-4-chloro-1-[[2’-(1H-tetrazol-5-yl)[1,1’-biphen-
yl]-4yl]methyl]-1Himidazole-5-methanol, CAS 114798-26-4, sumarni vzorec CiH23NgOCI,
molekulova hmotnost 422.911 g/mol) je bila krystalicka latka rozpustna ve vodé, methanolu a
ethanolu. Losartan patii mezi antihypertensiva, pouziva se k 1é¢beé chronického srde¢niho
selhani.

Silybin (Chemické oznaceni: 3,5,7-trihydroxy-2-[3-(4-hydroxy-3-methoxyphenil)-2-
hydroxy-methyl-1,4-benzodioxan-6-il]-chronan-4-one, CAS 22888-70-6, sumarni vzorec
Cy5H2,040, molekulova hmotnost 482.44 g/mol) je ptirodni bioflavonid, obsazeny v rostliné
ostfepec mariansky — Carduus Marianu[1]. Silybin je bily prasek s bodem tani 167°C. Je
rozpustny v acetonu, methanolu, ethanolu, a pomérné¢ malo rozpustny ve vodé[2]. Silybin
patii mezi hepatoprotektiva[3]. Vyuziva se pii 1é€bé akutni virové hepatitidy, u chronické

aktivni hepatitidy a jaterni cirhdzy.

2. Experimentalni ¢ast:

2.1 Chemikalie a rozpoustedla

Cistota u vé&tsiny 1é¢iv byla vySetiena zadavatelem ulohy firmou IVAX Pharmaceuticals se
sidlem v Opavé a byla garantovana certifikatem. U ostatnich 1€¢iv byla Cistota garantovana
vyrobcem.



Tabulka 2.1 Prehled léciv

Lécivo Metoda stanoveni Cistota [%] Vyrobce

Camptothecin HPLC 92.4 Ivax Pharmaceuticals
7-ethyl-10-hydroxycamptothecin ~ HPLC 98.5 Ivax Pharmaceuticals
10-hydroxycamptothecin HPLC 98.2 Ivax Pharmaceuticals
7-ethylcamptothecine HPLC 98.2 Ivax Pharmaceuticals
Losartan HPLC 99.7 SMS Pharmaceuticals
Silybin HPLC 97.5 Ivax Pharmaceuticals

Kyselina chlorovodikova (1 M) (p.a. Lachema Brno), hydroxid draselny (1 M) (Aldrich
Chemical Company, USA), oxid rtutnaty (p.a. Lachema Brno) a jodid draselny (p.a.
Lachema Brno), chlorid draselny (p.a. Lachema Brno), redestilovanad voda. Pouzité komercni
pufry (Lachema Brno): nasyceny roztok hydrogenvinanu draselného, roztok hydrogenftalatu
draselného, roztok NaH,PO4 + Na,HPO,, roztok boraxu + NaOH, roztok Ca(OH);.

2.2 Pristroje a experimentalni uspordadani

K pH-spektrofotometrickym titracim byla pouzita sklenéné elektroda OP-0718-P (Radelkis,
Budapest) a referencni kalomelova elektroda OP-8303 (Radelkis Budapest), zapojena do
digitalniho pH-metru OP-271 (Radelkis, Budapest) s udavanymi parametry: ptesnost = 0.1
mV, resp. = 0.002 pH. Pomoci komerc¢nich pufri byla nastavena nernstovska smérnice. Z
diivodu mozné difuize studovaného 1é¢iva do referentni elektrody, byl roztok KCI ¢as od ¢asu
vyménén komerénim roztokem. Spektrofotometrickdi méfeni byla provadéna na
spektrofotometru GBC Cintra 40.

Popis pristroje:

Zdroje zafeni: SOW wolfram-halogenova lampa pro viditelnou oblast 30W deuteriova lampa
pro ultrafialovou oblast

Rozsah: 200 — 800 nm

Sitka $térbiny: min 0.5 nm

Rychlost méfeni: 5 — 7000 nm.min-1

Monochromator: Czerny-Turner

Detektor: fotonasobic

2.3 Pouzity software
Regresni maticova analyza byla provedena programy SQUAD(84) [4] a SPECFIT/32 [5]. Pro
tvorbu grafti byly pouzity programy ORIGIN 7.5 [6] a S-Plus [7]. Statistické vypocty byly




provedeny v programech ADSTAT a QC-Expert [8]. Algoritmus INDECES [9] byl

naprogramovan v software S-Plus [7].

3. Vysledky a diskuze
Analyzou Cattelova indexového grafu vlastnich Cisel absorban¢ni zdrojové matice se stanovi

pocet svétlo-absorbujicich ¢astic smési. Nalezeny pocet 4 byl ovéfen 9 diagnostikami (obr.1).
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Obr. 1 Aplikace derivac¢nich metod faktorové analyzy na spektralni data. Prvni fadek: Druha derivace
SD(si(A)) Kankareho rezidualni smérodatné odchylky si(k); Tteti derivace TD(si(A)) Kankareho
rezidualni smérodatné odchylky s.(k); Pomér derivaci ROD(si(4)) Kankareho rezidualni smérodatné
odchylky si(k). Druhy tadek: Druhd derivace SD(RSD); Tieti derivace TD(RSD); Pomér derivaci
ROD(RSD). Tteti tadek: Druha derivace SD(AE); Tteti derivace TD(AE); Pomér derivaci ROD(AE).



Ve absorban¢ni matici 20 spekter je tieba odhalit fatdlni spektra, kterd nekoresponduji
s navrzenym regresnim chemickym modelem. S vyuZitim statistické analyzy rezidui byla
odhalena a odstranéna vybocujici spektra a vyslednd data pfepocitina. Nalezené odhady

navrzeného modelu byly proto daleko vérohodnéjsi nez v datech s odlehlymi hodnotami.
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Obr.2  Odhaleni a odstranéni odlehlych spekter camptothecinu pfi 25° C. Levy sloupec pied a pravy
po odstranéni outlierd. 1. fadek: Smérodatna odchylka rezidui s(e) vs.Cislo spektra, 2. fadek: Sikmost
prolozeni vs. ¢islo spektra, 3. fadek: Hamiltonv R faktor vs. ¢islo spektra, (SQUAD, ORIGIN).



Technika odhaleni fatalnich spekter v absorbancni matici je postavena na uvedenych péti
statistickych diagnostikdch ve statistické analyze rezidui testu té€snosti prolozeni. Vedle miry

rozptyleni rezidui jde také o analyzu rozdéleni a odhaleni trendu v reziduich.
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Obr. 3 Odhaleni a odstranéni odlehlych spekter pomoci exploratorni analyzy. Levy sloupec:
Symetrické (Gaussovo) rozdé€leni, Pravy sloupec: Nesymetrické rozdé€leni. 1. fadek: Histogram a
jadrovy odhad hustoty pravdépodobnosti, 2. fadek: Kvantilové-kvantilovy graf (Q-Q graf), 3. fadek
Graf polosum, 4. fadek: Graf rozptyleni s kvantily, 5. fadek: Graf trendy vyhlazeni, (QC-Expert).



Dekonvoluce spekter je vyznamnym pomocnikem v urCeni strategie experimentu, zde volbé
hodnot pH, pfi kterych byla spektra sniména. Experimentdlni spektrum je rozloZzeno do
aditivnich spekter jednotlivych rozli€né protonovanych ¢astic. Mirou vérohodnosti celého

vypoctu je analyza tésnosti prolozeni rozptylovym diagramem rezidui.
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Obr. 4 1. fadek: Dekonvoluce spekter camptothecinu pii 25° C, zleva pro pH: 9.89, 9.28 a 2.82. Ay,
predstavuje experimentalni hodnoty absorbance, ostatni kifivky odpovidaji spektralnim piispévkim
jednotlivych rzné protonovanych c¢astic. 2. fadek: Test tésnosti prolozeni spekter pro tytéz hodnoty
pH, (SQUAD, ORIGIN).



Kazd¢ 1éCivo je prezentovano Sesti grafy, vypovidajicimi o vérohodnosti celého vyhodnoceni.
I latky vykazujici malé zmény je mozné uspé$né vyhodnotit, kdyZ vykazuji pomér S/N > 10.

Uzijeme za S zménu absorbance a za N pak pfistrojovou chybu sjys(A).
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Obr. 5 Vyhodnoceni protonacnich rovnovah losartanu regresni analyzou spekter pti 25° C. 1. fadek: 2-
D- graf A-pH spekter losartanu, Kankareho rezidudlni smérodatna odchylka sy (A), A-pH kiivky tii
vybranych vlnovych délek. 2. fadek: Smérodatnd odchylka rezidui s(e) vs.pH, graf molarnich
absorp¢nich koeficientd pro ¢astice L, LH a LH,, Distribu¢ni diagram relativniho zastoupeni riizné
protonovanych castic, (SPECFIT, ORIGIN).
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4, Zavér

Pti feSeni velmi komplikovanych rovnovah, jako jsou systémy vicesytnych kyselin a bazi, je
nezbytnou soucasti celé strategie experimentu nejen zajiSténi piesnych a spolehlivych
vstupnich dat, ale i velmi prikazny a spolehlivy vyhodnocovaci aparat. Takové podminky
spliiuje metodologie, kterd zahrnuje nékolik dil¢ich, navzajem propojenych krokt, jako jsou
faktorova analyza (k urCeni poctu svétlo-absorbujicich ¢asti), analyza rezidui (pomoci niz se
hledd stechiometrické uspotadani chemického modelu). Dulezité jsou také chemické

zkuSenosti experimentatora, pottebné pro navrh spravné strategie celého experimentu.
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