Czech Chem. Soc. Symp. Ser. 74, 159-310 (2016)

10L-08

DISOCIACNI KONSTANTY LECIVA
ELTROMBOPAGU NELINEARNI REGRES{
UV/VIS-SPEKTER A POROVNANI S ODHADY
Z POTENCIOMETRICKE pH-TITRACE

LUCIE PILAROVA®, MILAN MELOUN**, TOMAS
PEKAREK"

¢ Katedra analytické chemie, Univerzita Pardubice, CZ 532 10
Pardubice, ® Zentiva K.S., U kabelovny 130, CZ 102 37 Praha,
Ceskd republika

lucie.pilarova9 1@centrum.cz

Dvéma instrumentalnimi metodami, potenciometrickou
a spektrofotometrickou pH-titraci byly porovnany vycislené
odhady disociatnich konstant Ié€iva Eltrombopagu. Toto
lé¢ivo se uzivda pii nizkém poétu krevnich desticek
udospglych pacientd s chronickou imunitni idiopatické
trombocytopenie  ITP.  Eltrombopag  vykazuje  tfi
protonizovatelna mista v molekule, a to v rozmezi pH od 0 do
12, kde dvé disocia¢ni konstanty jsou daleko od sebe (ApK >
3) a dvé jsou blizké (ApK < 3). Predikéni program MARVIN
teoreticky pfedpovéd€l hodnoty pK a mista protonace/
disociace v molekule. V neutrdlnim prostfedi se Eltrombopag
vyskytuje v rozpustné formé H;L, ktera miiZze byt protonovéna
na rozpustny kation Hy,L*. Molekula H;L. miZe postupné
disociovat aZ na obtiZné rozpustny anion L*~, Soubor spekter
pii hodnoté¢ pH od 2 do 11 byl méfen v rozsahu 280 az
620 nm, kde chromofory reaguji na zménu pH. Vzhledem
k omezené rozpustnosti eltrombopagu nad pH 9,5 byla
protonace studovéna jenom do pH 10. Tii disociatni
konstanty mohou byt spolehlivé wureny programem
SPECFIT/32 a SQUAD(84) a oba programy vedou ke
shodnym odhadiim, pK, = 3.17 (00), pK.,» = 6,73 (01), a pKas
= 7,93 (00), pti 25°C a pK,; = 3,34 (01), pK» = 6,77 (01),
apK,;s = 7,59 (01), pii teplot® 37 °C. Potenciometrickou
pH-titraci pfi teploté 25°C byly ur€eny a porovnany
disocia¢ni konstanty programy ESAB a HYPERQUAD, resp.,
K, = 6,86 (01), a 6,87 (03), pK,» = 8,35 (02), a 8,38 (03),
Kz = 9,38 (01), 2 9,44 (04), pti 25 °C a za pouZiti programu
ESAB pak odhady pK,; = 6,82 (02), pK» = 7,99 (02) a pK5 =
9,33 (04) pfi teplote 37 °C.
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Pfi hodnoceni jakosti povrchi s vyuZitim normy ISO
4278 a ISO 4288 jsou definovany mimo jiné dva zdkladni
parametry Ra a Rz, které jsou kli¢ové pro uréeni zékladnich
amplitudovych charakteristik povrchi.

Tyto dva parametry se vyjadiuji v linearizované formé
Jiz fadu desetileti, i kdyZ byly nalezeny regresni nelinearni
modely, které jsou mnohem vhodn&jsi a piedevsim presnéjsi.
amodel vytvofeny firmou Taylor Hobson, nazyvany ,,Model
simplifikovany“

V 80. letech minulého stoleti vznikl téZ model, dle
¢eského autora ,,tzv. Bumbalkuv model

Pfednesena prednaska bude pojednavat o vhodnosti
jednotlivych modeld a mozZnosti jejich aplikaci pfi riznych
typech sniméni parametrt jakosti povrchi.
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TagMan real-time PCR je polymerazova fetézova reakce
provadénd v usporadani v tzv. redlném cCase. Soucasti reakce
jsou primery, které uvozuji Gsek DNA, ktery je pomoci Taq
polymerazy mnoZen do detekovatelného mnozZstvi. Detekce
probiha pomoci CCD kamery, ktera ode¢jta miru fluorescence
pii vlnové délce, kterou vyzatuje pouzity zafi¢ navazany
na 5" konci tzv. TagMan sondy. Tato sonda se na zakladé
komplementarity vaZe do cileného tisecku DNA ohrani¢eného
vySe zminénymi primery. Na 3" konci osahuje tzv. zhasec,
kterému zafi¢ predava energii, a proto neni detekovana
fluorescence pfi sledované vinové délce zafice. Ve chvili, kdy
dojde k navézani primerd a polymeraza syntetizuje komple-
mentarni fetézec, dojde diky 5'- 3 exonukledzové aktivité Taq
polymerazy k degradaci sondy. Zaiié a zhaSe¢ se od sebe
oddali a energie zafife jiz neni zhasena, ale detekovana jako
rist fluorescence pfi sledované vinové délce zafice. Cyklus
PCR, ve kterém hodnota fluorescence piekrodi hodnotu
fuorescence pozadi se nazyva Ct hodnota aje programem
odecitana pro vypoctteni kalibraéni kiivky a dal§i zpracovani
dat. :



