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Abstract

The mixed dissociation constants of methotrexate at various ionic strengths / and at
temperatures of 25°C and 37°C were determined with the use of two different
multiwavelength and multivariate treatments of spectral data, SPECFIT32 and SQUAD(84)
nonlinear regression analyses and INDICES factor analysis according to a general rule of
first, determining the number of components, and then calculating the spectral responses and
concentrations of the components. The factor analysis in the INDICES programme predicts
the number of light-absorbing components when the data quality is high and the instrumental
error is known. Three thermodynamic dissociation constants were estimated by nonlinear
regression: pK,;'= 2.895(13), pK..'= 4.410(14), pK.;'= 5.726(15) at 25°C and pK,'=
3.089(15), pK,.'= 4.392(12), pK.s'= 5.585(11) at 37°C, where the figure in brackets is the
standard deviation in last significant digits. The reliability of the dissociation constants of the
drug were proven by conducting goodness-of-fit tests of the multiwavelength
spectrophotometric pH-titration data.
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Uvod:

Disocia¢ni konstanty pK, 1éCiv jsou pro farmaceuty a lékare dulezitou veli¢inou pfi aplikaci
medikamentu. LéCiva jsou vétSinou slabé kyseliny i slabé zasady, které ve vodném prostredi
piechazeji do rovnovazného stavu svych ionizovanych a neionizovanych forem. Slabé
kyseliny 1épe ptestupuji do krve v kyselém prostiedi Zaludku, slabé zésady pak v zasaditém
prostiedi stiev.

1 Teoreticka ¢ast

1.1 Statisticka analyza spektrofotometrickych dat

Spektrofotometrickd data jsou pro svou ptesnost velice vhodna k analyze chemického
modelu iontovych roztokid. Charakter dat vychazi z platnosti Bougeuer-Lambert-Beerova
zakona v Sirokém rozsahu koncentraci a piesnost a kvalita dat je docilena ptfedevsim
vyspélosti soucasné elektroniky v instrumentalni technice.

Mame-li objektivné zjistit jakého druhu a s jakymi rovnovaznymi konstantami se vyskytuji
ionty sloucenin vybraného léCiva v analyzovanych roztocich, musime nejprve urcit, kolik
druhii rozlicné protonovanych iontl 1é¢iva se v daném roztoku vyskytuje. Intuitivni postup
spociva v urceni hodnosti absorbanci matice, ktera je totiz imérné poctu svétlo-absorbujicich
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¢astic v rovnovazném systému. Vyuziva se k tomu metody faktorové analyzy (FA) s riznymi
technikami k vycisleni experimentalni chyby v datech, a tim i ke spolehlivému uréeni poctu
svétlo-absorbujicich ¢astic.

1.2 Methotrexdt

Chemické oznaceni je kyselina (25)-2-[[4-[(2,4-diaminopteridin-6-yl)methyl-ethylamino]
benzoyl]amino]-pentandikarboxylovd (obr. 1) se sumdrnim vzorcem CyoH22NgOs,
molekulovou hmotnosti 454.44 g/mol a registracnim cislem CAS 59-05-2. Najdeme jej pod
ochrannymi zndmkami Methotrexat, Folex, Trexall, Mexate, Emtexate, Amethopterin,
Rheumatrex.

Methotrexat je bild krystalicka latka, rozpustnd ve vodég, polyethylenglykolu a kyselinach.
Bod tani je 195°C. Disociacni konstanty nalezené v literatuie jsou pK,; = 3.36, pK,, = 4.7 a
pKaz = 5.71 (Poe M., 1977) a pK,; = 3.22, pKay = 4.53 a pK,3 = 5.62 (Szakacs Z., Noszal B.,
20006)

HO
HN CHs N:<
@N N /N

0
W

Obr. 1 Strukturni vzorec methotrexatu

Methotrexat se pouziva k 1é¢bé nékterych typl rakoviny, napt. t¢hotenského zhoubného
nadoru placenty, zhoubného zlazového nédoru vnéjsiho obalu plodu, nadorového bujeni
bilych krvinek, rakoviny prsu, nadort kiize hlavy a krku, rakoviny plic, nddorti miznich uzlin,
nadorti kosti. Methotrexat zabranuje syntéze DNA, a tim selektivné blokuje reprodukci
aktivné se mnozicich tkani napf. nadorovych bun¢k a bunék pokozky postizené lupénkou,
jakoz 1 buné€k kostni diené, tkani plodu, sliznice dutiny Ustni a stfev. Methotrexat ma i silny
nespecificky imunosupresivni Uc¢inek, pro ktery je vyuzivan u autoimunitni Crohnovy
choroby.

1.3 Stanoveni poctu svétlo-absorbujicich Castic v reakéni smési

K urceni poctu svétlo-absorbujicich Castic 1ze pouzit metodu faktorové analyzy. Faktorova
analyza patii mezi metody pro sniZzeni dimenzionality ¢ili k redukei poctu ptivodnich znak.
Hlavnimi cily faktorové analyzy jsou sumarizace dat a jejich redukce. V sumarizaci dat
vyuziva tato metoda faktord tak, aby data vysvétlila a usnadnila jejich pochopeni daleko
mensim poctem latentnich proménnych, nez je pocet ptivodnich znakl. Redukce dat je
dosazeno vycislenim skore pro kazdy faktor a naslednou ndhradou ptivodnich znakli novymi
latentnimi proménnymi ¢ili faktory.

Ve spektrofotometrii je datovou matici absorbanéni matice A, jejiz sloupce predstavuji
meétené vlastnosti (pH) a fadky pak vlnové délky. Zdrojovou matici A o rozmérech n x m lze
pak vyjadiit ve tvaru A=LF+E , kde L s rozméry n X k ptedstavuje matici faktorového skore,
F o rozmérech k x m predstavuje matici faktorovych zatézi a E o rozmérech n x m predstavuje
matici chybovych faktor. V naSem piipadé je n pocet spekter, m pocet vlnovych délek,
k index testované komponenty a r skutecny pocet svétlo-absorbujicich ¢astic ve smési.
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O prvnim grafickém vystupu faktorové analyzy Ize obecné hovofit jako o tzv. ,, Cattelové
grafu upati viastnich c¢isel“, ve kterém se vynasi vypoctend funkce f(k) proti poctu komponent
k. Hlavnim kritériem urceni po¢tu komponent k je u vétSiny metod zlom na kiivce f(k) vs. k
(Obr. 2). Catteltv graf upati je vyhodnéjsi vynaset jako logaritmus hodnot funkce log(f(k)) pro
dosazeni lepSiho rozliSeni zlomu kfivky, coz mnohdy napomuze k odhaleni i minoritnich
slozek ve smési.
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Obr. 2 Catteliv graf upati vlastnich ¢isel

Metody faktorové analyzy dé¢lime =z uzivatelského hlediska na metody precizni,
aproximativni a z matematického hlediska na deriva¢ni a nederivacni. Pocet komponent ve
smesi se u preciznich metod urcuje na zakladé porovnani zbytkové rezidualové chyby si(A)
pro k-tou komponentu s instrumentalni chybou pfistroje s;,(A). Do grafu je pak vynasena
smérodatna odchylka absorbance si(A) vici hodnosti absorbancni matice ¢ili zde vici poctu
komponent k. ReSenim je pak takové &islo k, u kterého dochazi na kiivee k prudkému zlomu.
Do metod preciznich fadime Kankareho rezidudlovou smérodatnou odchylku absorbance
si(A), rezidudlovou smeérodatnou odchylku RSD, odmocninu z primémé chyby RMS,
kritérium primérné absorbance AE, Barlettiiv y° test a smérodatnou odchylku vlastnich &isel
s(gx). Kankareho metoda a Barlettiiv y* test patii mezi metody nejspolehlivéjsi.

Pokud neni zndma smérodatna odchylka absorbance uzitého pfistroje s;,s(A), vyuzijeme
metod aproximativnich. Mezi tyto metody fadime logaritmus vlastnich ¢isel /og g,, Exnerovu
funkci v, graf upati RPV(k), vlozenou chybu /E, faktorovou indikatorou funkci IND(k) a
metodu RESO. Ve vétsing piipadil se jedna o funkce empirické.

Pokud je pocet komponent ve smési vEétsi nez ti1, mlize se stat, ze vyse uvedena specificka
kritéria nemusi vypovidat zcela jasné. Proto je vyhodné&jsi pouzit metod derivaci pro
zieteln€j$i odhaleni zlomu na kiivce. Do deriva¢nich metod fadime metodu druhé derivace
SD, metodu tfeti derivace 7D a konecné¢ metodu poméru derivaci ROD. U metody druhé
derivace a metody poméru derivaci je pocet svétlo-absorbujicich ¢astic roven takovému £, pro
n¢jz kiivka funkce SD(k), resp. kiivka funkce ROD(k) vykazuje prvni maximum, u metody
tteti derivace je pak tento pocet urCen takovym k, pro néz kiivka funkce 7D(k) vykazuje prvni
minimum. Za prvni minimum ¢i maximum ovSem nebereme k = 2.

Vsechny vyse jmenované metody byly naprogramovany v programu S-PLUS a vysledny
algoritmus byl nazvan INDICES.
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1.4 Urceni protonacniho modelu programem SPECFIT nebo SQUAD(84)

Disociace protonu slouceniny pii konstantni iontové sile je vyjadiena smiSenou disociacni
konstantou vztahem (1)

kde se uziva spiSe jeji zaporny dekadicky logaritmus —log K,; = pK,,. Je-li uvazovana
protonacni rovnovaha mezi aniontem L (naboje byly pro jednoduchost vynechdny) 1é¢iva a
protonem H, mohou vzniknout rozlicné proponované castice L, HL, H,L, H;L ... atd.
obecného vztahu H,L. Vstupnimi daty pro program SPECFIT a SQUAD(84) (Meloun M.,
Havel J., 1985; Meloun M., Militky J., 1988; Leggett D.J., 1985), umoznujici vypocet
protonacnich konstant [3,, definovanou vztahem (2)
_ [HpL]
By = ey @

a molarniho absorp¢niho koeficientu iontu H,L pii i-t¢ vlnové délce g,;, je absorban¢ni
matice, navrhovany pocet svétlo-absorbujicich ¢astic, jejich stechiometrie a analytické
koncentrace zdkladnich komponent H a L. Oba programy vychazi z Bougeuer-Lambert-
Beerova zakona, kdy pro absorbanci 4;; j-tého roztoku pii i-té¢ vlnové délce pfi jednotkové
délce kyvety plati vztah 4; ; = ¥, ep,i[HpL] = Yp &p,iBp[H]P[L]. Nelinearni regresi se hledaji
nejlepsi odhady P, a ,; minimalizaci Gcelové funkce U = Y Y.(Ajjexp — Ai j,cac)z, kde A4 exp
Jje hodnota prvku absorban¢ni matice a 4;; .« je hodnota prvku matice vypoctené programem.

Kromé¢ B, a g,; pocitaji programy SPECFIT a SQUAD i rovnovazné koncentrace
jednotlivych slozek. Aby byl navrhovany model dostatecné vérohodny, je nutno vyhodnotit
fadu model dokazujicich diagnostik:
1. Fyzikalni smysl B, a €,; a koncentraci slozek: B, a €,; musi byt nezdporné, pficemz
rovnovazné koncentrace volnych slozek mensich nez 10™® mol.I"" nemaji fyzikalni smysl.
2. Smérodatné odchylky parametrii s(B,) a s(e,;) musi byt v dobfe podminéném modelu
dostateCn€ malé, a tim (3, a ¢,; musi byt statisticky vyznamné; b,> 3 s(B,), €, > s(&p,).
3. Tésnost prolozeni namérenych spekter vypoftenymi regresnimi spektry uréuje vhodnost
daného protona¢niho modelu. K ureni tésnosti prolozeni se pouziva v programu SPECFIT
jenom smérodatna odchylka predikované absorbance s(4) zatimco program SQUAD vy¢isluje
nasledujici statistiky ze statistické analyzy rezidui: Aritmeticky primeér rezidui E (é) by mél
byt Cislo blizké nule, primerné reziduum (aritmeticky prumeér absolutnich hodnot rezidui)E
(|é |) by melo byt ¢islo blizké Sumu ¢ili primérné nahodné chybé E (g), smérodatna odchylka
predikované absorbance s(A) by méla byt rovnéz blizka svou velikosti Sumu ¢ili £ (¢) a
Hamiltoniiv R-faktor [%] nabyva pro vytecné proloZeni hodnot do 0.5%, pfijatelné pro
natypovany protonac¢ni model jsou jesté hodnoty do 1%.

Dekonvoluce experimentdlnich spekter znamena rozklad spekter do absorpénich
ptispévki jednotlivych slozek. Snahou je mit spektrum slozené z vyznamnych piispévku vice
slozek. Mezi obecné pozadavky kladené na vSechny vyse uvedené metody faktorové analyzy
patii: (a) zadné ze spekter Cistych slozek neni linearni kombinaci spekter ostatnich latek, (b)
koncentraci Zadné ze slozek nelze vyjadrfit konstantnim pomérem koncentraci jinych slozek,
(c) relativni koncentrace nesmi byt konstantni. Nesplnéni vSech téchto podminek vede
k snizeni hodnosti absorban¢ni matice Cistych dat , a tim k nespravnému urceni fyzikalné-
chemickému modelu uréenim mensiho poctu latentnich proménnych nez odpovida
skute¢nosti.
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1.5 Termodynamicka disociacni konstanta
Pro Debye-Hiickelovu rozsitenou rovnici je mozné z definice rovnovazné konstanty a na
zéakladé definice aktivitniho koeficientu vyjadfit vztah zavislosti smiSené protonacni konstanty
na iontové sile. Tato rovnice (3) se nazyva rozsifteny Debye-Hiickeliv zékon,

Alzyz VT

log Ky smis = log K{, — g T CI, (3)

kde pro nizké iontové sily I < 0.1 Ize vztah zjednodusit na Debye-Hiickeliiv zakon (4) bez
¢lenu vysolovaci konstanty CI,
Alzyz_ VT

log Kirsmis = log Kf, — BTV (4)

2 Experimetalni ¢ast

2.1 Chemikalie a rozpoustédia

Kyselina chlorovodikovd, HCI, (1 M) byla pfipravena fedénim koncentrované kyseliny
chlorovodikové (p.a., Lachema Brno). Standardizace tohoto roztoku byla provedena
potenciometrickou titraci na navazku pevného HgO za pfitomnosti nadbyte¢ného mnoZzstvi KI
a za intenzivniho probubldvani argonem.

Hydroxid draselny, KOH, (1 M) byl ptipraven rozpusténim piesné navazky tuhého KOH
(Aldrich Chemical Company, USA) v 1 1 redestilované vody, ktera byla pied ptipravou
roztoku probubldna argonem. Roztok KOH byl uchovavan v polyethylenové 1dhvi v exikatoru
v argonov¢ atmosféte. Standardizace tohoto roztoku byla provedena potenciometrickou titraci
na standardizovanou kyselinu chlorovodikovou.

Methotrexat. Toto 1é¢ivo bylo dodano firmou IVAX Pharmaceuticals s.r.o., Opava.
Dodavatel garantoval vysokou ¢istotu (101%). Totoznost latky byla kontrolovana pomoci IC
a UV spekter a také pomoci HPLC.

Chlorid draselny, KCI, jeho roztoky byly pfipraveny rozpusténim tuhé latky (p.a.,
Lachema Brno) v redestilované vodé¢. Roztoky byly pouzivany pro nastaveni iontové sily pfi
potenciometrickych titracich latek.

Komercni pufry (Lachema Brno), roztok ftalanu draselného, roztok NaH,PO,4 + Na,HPOy,
roztok boraxu + NaOH byly uzity pro kalibraci elektrody.

2.2 Piistroje a experimentdlni uspovdadani

K pH-spektrofotometrickym titracim byla pouzita kombinovand sklenéna elektroda HC
103 (Theta "90), zapojend do digitdlntho pH-metru Hanna pH 213 (Hanna instruments)
s udavanymi parametry: presnost + 0.5 mV, resp. + 0.002 pH. Pomoci komer¢nich pufri byla
nastavena Nernstnovskd smérnice. Z ditvodu mozné difize studovaného 1é¢iva do referentni
elektrody byl roztok KCI ¢as od ¢asu vyménén komerénim roztokem.

Spektrofotometricka méfeni byla provaddéna na spektrofotometru GBC Cintra40, kde
zdrojem zafeni je SOW wolfram-halogenové lampa pro viditelnou oblast a 30W deuteriova
lampa pro ultrafialovou oblast. Ptistroj o rozsahu 200 — 800 nm, se Sifkou Stérbiny minimalné
0.5 nm, a rychlosti méfeni 5 — 7000 nm.min"', je postaven na monochromatoru Czerny-Turner
s fotonasobicem jako detektorem.

2.3 PouZity software

Regresni maticovd analyza byla provedena v programu SPECFIT/32 a SQUAD(84). Pro
tvorbu grafii byly vyuzity programy Origin 7.5 a S-PLUS 4.5. Statistické vypocty byly
provedeny v programu ADSTAT. Algoritmus INDICES byl naprogramovan v programu S-
PLUS.
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3 Vysledky a diskuze

Regresni analyzou absorbanéni responzni plochy z obr. 3a a vé&jite 2D-spekter z obr. 4a o
20 spektrech methotrexatu namétenych pii 29 vinovych délkach byly programem SPECFIT
stanoveny nejlepsi odhady disocia¢nich konstant pK,; = 2.887(0.126), pK,» = 4.372(0.019) a
pK,; =5.673(0.008) (Obr. 7) se smérodatnou odchylkou predikované absorbance v okamziku
terminace minimalizacniho procesu s(4) = 0.35 mAU. Zatimco pK,; a pK,3 byly vycisleny s
dostate¢n¢ malou smérodatnou odchylkou, svéd¢ici o dobré podminénosti obou parametrii v
nelinedrnim regresnim modelu, je smérodatnd odchylka parametru pK,; ponc¢kud vyssi. To
znaci, ze pK,; je hife podminén v nelinedrnim regresnim modelu a jeho stanoveni je proto
zatizeno vétsi nejistotou nez je tomu u pK,» a pK;3.
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Obr. 3 (a) 3D-Absorbanéni responzni plocha spekter methotrexatu pti 29 vinovych délkach a 20 hodnotach pH a
(b) Té&snost proloZeni u 3D-responzni plochy rezidui po nalezeni nejlepsich odhadi disociaénich konstant pK,;,

pKa> a pK,3 a kiivek molarnich absorpénich koeficientdl €1, €1y, &2 @ €3 v zavislosti na vinové délce
(SPECFIT, SQUAD(84), S-PLUS).

Odhady tfi disociacnich konstant programem SQUAD(84) byly ve shod€ s programem
SPECFIT, 1 kdyz tento program wuzivd v minimalizaénim procesu zcela odliSnou
matematickou metodu: pK,; = 3.085(0.167), pK,, = 4.403(0.062) a pK,; = 5.675(0.005) se
smérodatnou odchylkou predikované absorbance v okamziku terminace minimaliza¢niho
procesu s (4) = 0.65 mAU, ve statistické analyze rezidui pfi kontrole tésnosti prolozeni
vykazuje stejnou smérodatnou odchylku rezidui s (e) = 0.65 mAU a primérnym rezidualem
|| = 0.41 mAU. Hamiltonlv R-faktor relativni tésnosti prolozeni dosahoval velmi nizké
hodnoty R-faktor = 0.12 %, svédcici o vytecném proloZeni.

Cattelliv indexovy graf vlastnich ¢isel v metod¢ hlavnich komponent ukazal pii analyze
absorban¢ni matice na zbytkovou rezidualni chybu absorbance si(4) = 0.43 mAU (¢ili log
si(A) = -0.366 na obr. 4b) pro pocet Castic n. = k, kde hodnost absorbanci matice byla rovna &k
= 3 anebo si(A4) = 0.36 mAU (Cili log si(A) = -0.444) pro pocet Castic n. = 4. Protoze
v rovnovazné smesi existuji dveé castice LH, a LHj3, které se dle obr. 4c lisi ve tvaru spektra
velmi nepatrné, je urceni poctu svétlo-absorbujicich c¢astic Cattelovym grafem ponékud
nezietelné. Byl proto aplikovan algoritmus INDICES, ktery uziva modifikace Cattelova grafu
dle 12 rozli¢nych autorti (obr. 5) vcetné vyuziti druhych (obr. 5b) a tfetich derivaci (obr. 5¢) a
poméru derivaci Cattelova grafu (obr. 5d). Rozborem a vzadjemnym porovnanim téchto graft
byl ur€en pocet svétlo- absorbujicich ¢astic roven 3.
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Obr. 5 Prehled hrub§itho urceni poctu svétlo-absorbujicich ¢astic protonacni rovnovahy methotrexatu
absorban¢ni matici z obr. 4a tfemi modifikacemi Cattelova indexového grafu vlastnich ¢isel metody faktorové
analyzy FA: (a) Kankareho metoda s(4), metoda realné chyby RSD, metoda extrahované chyby RMS, (b) druha
derivace s(A), druhd derivace RSD, druha derivace RMS, (c) tfeti derivace s(4), tieti derivace RSD, tieti
derivace RMS, (d) pomér derivaci s(4), pomér derivaci RSD, pomér derivaci RMS (S-Plus). Sipkami je
vyznacen zde stanoveny pocet ¢astic ve smési, coz ¢ini u vSech metod k = 3.
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Obr. 4 Vyhodnoceni protonacnich rovnovah methotrexatu regresni analyzou spekter pii 25°C. Naboje Castic
byly pro jednoduchost vynechany. (a) 2D-graf spekter, (b) stanoveni poctu svétlo-absorbujicich c¢astic
k faktorovou analyzou spekter dle prahu kiivky log sx(4) = f(k), coz ukazuje na sy, (4)= 0.68 mAU pii k=n,= 3,
(c) graf molarnich absorp¢nich koeficientt pro ¢astice L, LH, LH, a LHj, (d) distribu¢ni diagram relativniho

zastoupeni rozli¢n€ protonovanych ¢astic v zavislosti na pH.

Dalsi uzite¢nou diagnostikou k urceni poctu indikovatelnych rozlicné proponovanych
castic lze pouzit hledani protona¢niho modelu programem SQUAD(84). V tabulce 1 je
ziejmé, ze regresni analyza véjife spekter je schopna rozlisit mezi navrzenymi tfemi modely
jedno-, dvoj- a trojsytné kyseliny. Statistickd analyza rezidui ukazuje, Ze na zakladé¢
nejlepsiho dosazeného prolozeni byl zietelné prokdzan model trojsytné kyseliny s ¢asticemi
L, LH, LH; a LH;.
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Tabulka 1. Hledni smési ¢astic v nejlepSim chemickém modelu protonacnich rovnovah L H, s disocia¢nimi
konstantami pK,, pro methotrexat pii iontové sile / = 0.0012. Naboje ¢astic byly pro jednoduchost vynechany.
V zavorce jsou uvedeny smérodatné odchylky v jednotkach poslednich platnych éislic.

Hypotéza modelu protona¢nich rovnovah LH, s jeho disocia¢nimi konstantami pK,

r PKar PKar PKar
1 5.532(7) 3.813(18) 3.086(167)
2 - 5.639(2) 4.403(62)
3 _ ] 5.675(5)
s(4) [mAU] 4.68 0.87 0.65
si(A) [mAULk 4.00,2 0.55,3 0.49.,4
|&| [mAU] 3.24 0.58 0.42
s(e) [mAU] 4.68 0.87 0.65
gi(e) -0.53 -0.07 -0.28
2(e) 4.29 3.2 3.22
R-faktor [%] 0.976 0.175 0.125
Hypotéza modelu je zamitnuta zamitnuta pfijata

Dekonvoluce experimentdlné naméfeného spektra rovnovazné smési rozliéné
protonovanych castic methotrexatu (obr. 6) do absorpcnich pést jednotlivych €astic pro 6
vybranych pH ilustruje, jak jednotlivé Castice pfispivaji do vysledné hodnoty naméfeného
spektra. Vektorovym skladanim pasii jednotlivych €astic vznikne vysledné spektrum pro dané
pH, které je naméfeno. Z obrazku je proto nazorné ziejmé, jakym zpusobem lze vybrat
dominantni analytickou vlnovou délku, pti které l1ze sledovat postupnou disociaci trojsytné
kyseliny methotrexatu.

08 : 08 08 : : :
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Obr. 6 Dekonvoluce experimentalniho spektra methotrexatu v rozsahu 250 — 450 nm na absorpéni pasy
jednotlivych rozliéné protonovanych ¢astic pro Sest hodnot nastaveného pH 3.37, 4.11, 4.72, 5.01, 5.45, 6.06.
Tuéné kiivka pfedstavuje experimentalni spektrum, slabé kiivky odpovidaji spektralnim ptispévkim L, LH, LH,
a LHj; ¢astic. Naboje Castic byly pro jednoduchost vynechany.
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Obr. 7 Zavislost smiSené disociacni konstanty methotrexatu na odmocnin€ ziontové sily, kterd vede na

termodynamické disociaéni konstatnty pK,;"= 2.895(4), pK,.'= 4.410(6), pK.;'= 5.726(8) pii 25°C a pK,,'=
3.089(8), pK..,'= 4.392(10), pK,;'=5.585(14) pii 37°C.

4 Zavér
Pro vybrané lé¢ivo methotrexat bylo naméieno spektrum, které bylo dale podrobeno
faktorové analyze pro urCeni poctu cCastic, analyzovano nelinedrni regresni analyzou pro
stanoveni protona¢niho modelu a byly stanoveny disociacni konstanty pK pro vybrané
iontové sily. Takto ziskané konstanty byly analyzovany nelinedrni regresi Debye- Hiickelova
vztahu a byly ziskany termodynamické disocia¢ni konstanty pK,'.
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