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Graficky abstrakt: protonaéni rovnovahy Ié¢iva Vortioxetinu
Vortioxeting g2, lowmase

NEE||! TWENS ENNANNENNNRNNANENNENAE) WA ESiLy pK,, =5.15(00) |
0,030 [ NG L T T T T T

;"\\ pK_, = 7.74(00)
10000 |LH**

o
o
w
(3]

-

I

oons ||

> 0010

o
3]

m :
O
= o
w
0.9304M KOH titrant added (ml)
I I
- - N
o ()] o
Bjerrum formation function n,,

Molar absorption coefficient

3 Pé” LH; pK_, = 9.15(00) 1
0,025 | P : . ]
' 5 8000 ™ s(A)=1.65mAU
Z : N : ]
0020 6000 b\\\
N CHs i BT & TR o 0N
\

1
L
L
| I 22 B |
o
o
N
o
o 8

220 240 260 280 300 320

N 3 4 5 6 7 8 9 10 1
H pPKa1 pH pKa2 pKa3 Wavelength (nm)
T T T 7 . '25’0 100 | T T T T T [ T T 7T T [T 77T
| ‘ VVV’. ™ 9K :0;1.16 e n_: I

P o

The /’LH§‘\

(e}
o

rbancz
S
%
o ) &
2t
St
2t |
- ©
1!
Relative concentration (%)
P (=]
o o
Ll Ll

.
o
o

|-
\\

Senmeccesiien,

f<\

E=)
N
Abso
o

¥ __'~ 2 ‘02 1 ,‘.,
{)K":!:_ZO d = | ) § I - Lt _4__1} lllllllll
T T Pre 5 6 7 8 9 10
4 i 1 pH




Téma: Studium protonacnich rovnovah Vortioxetinu

 Duivod: nebyla dosud namérena spektra a protonace Vortioxetinu
» Metody: stanoveni pK a protonac¢niho modelu dvéma metodami:
« A-pH titrace v UV-VIS oblasti,
* Potenciometricka pH-titrace

» Cil studie: stanoveni blizkych disocia¢nich konstant Vortioxetinu pii malych zménach v

UV-VIS spektru u obtizn€ rozpustneho 1é€iva od Zentivy Praha

* Vyznam pK: urCeni rozsahu absorpce 1¢Civa, porozuméni farmakokinetickym a

farmakodynamickym vlastnostem lé¢iva, metabolismu, lipofilita, rozpustnost a propustnost

pies biologické membrany



Vlastnosti: 1- [2- (2,4-dimethylfenylsulfanyl) fenyl]piperazin,
1ék nazvu Brintellix

Sumarni vzorec: CisH2N-S

Molekulova hmotnost: 298.448 g/mol

L.écba: chronické lymfocytarni a Waldenstromovy makroglobunémie, zdvazné
depresivni poruchy

Zaméreni: na malignity B-bunck

Rozpustnost: v GITu a propustnost pres biologické membrany

Rozsah ionizace: klicova role pii absorpci, distribuci, metabolismu a
vyluCovani




Analyza dat

Spektrofotometrie (UV-VIS) Potenciometrie
Analyza spekter: software REACTLAB, SQUAD Analyza potenciometrickych
Vystavba protona¢niho modelu titranich k¥ivek: software ESAB

== Titrantion curve
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Predikce fynkalne chemlckych vlastnosti (pK)

A: Relation B: Relation
PK, =538 R pK, =9.56
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Predikce hodnot
disociacnich konstant na
zakladé kvantove-
chemickych vypoctu ze
strukturniho vzorce
molekuly 1éCiva a ji
podobnych molekul
softwarem Marvin,
ACD/Percepta




ST Experimentalni usporadani
==L Tl=l:l= Sklené&na elektroda HC103 (THETA "90) — vysoka piesnost,

- :P it THZE’ rychla odezva
" | Digitalni pH metr HANNA HI 3220 (méfeni pH v rozsahu -

2.00 az 20.00 s presnosti £ 0.002 pH)

PrutoCny termostat ED-5 (JULABO), rtutovy teplomér —
: konstantni teplota v reakturku

M Elektrické michadlo — homogenizace roztoku

Ptivod argonu polyethylenovou hadi¢kou pro prostiedi bez
CO,

& Pistova mikrobyreta — pfesné davkovani (£0,1uL) odmérnéh
R | roztoku (KOH, HCI)




Experimentalni usporadani
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V prubchu potenciometricke
pH-titrace je odecCitana
hodnota pridavku odmérného
roztoku (KOH, HCI) na
pistové mikrobyreté s
presnosti (+0,1uL) a hodnota
== pH na pH-metru.




Strategie experimentu

V pribéhu A-pH titrace je roztok po kazdé zmén¢ pH 1) zaznamenan pro potenciometrii V-pH,
nebo 2) veden peristaltickym ¢erpadlem do kyvety spektrofotometru CINTRA pro spektrum.




Faktorova analyza spekter

Faktorovou analyzou vé&jire spekter se z Cattelova indexového grafu (Scree plot) odecte hodnost
absorbancni matice, ktera se zde rovna poctu barevnych Castic v rovnovazné smesi v kyvete.

Vortioxetin, 230 - 320 nm
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Vystavba protona¢niho modelu

Vystavba nelinearniho regresniho modelu spociva v hledani poctu a odhadu disociacnich
konstant pK a distribu¢niho diagramu relativniho zastoupeni rozli¢né protonovanych castic.
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Hledani protona¢niho modelu

Graf molarnich absorpCnich koeficientu vSech
rozlicné protonovanych Castic nalezené¢ho
protona¢niho modelu nelinearni regresi véjire
spekter

Distribuc¢ni diagram koncentraci relativniho
zastoupeni vSech rozli¢né protonovanych castic
\ortioxetinu




Vérohodnost nalezenych odhadu disocia¢nich konstant

Porovnani velikosti rezidui jejich statistickou analyzou vuci velikosti Sumu absorbance je
mirou vérohodnosti nalezenych regresnich odhadu disocia¢nich konstant.
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Statisticka analyza rezidui spektra pri 25°C
Kritériem vérohodnosti nalezencho regresniho modelu je statisticka analyza rezidui k posouzeni
tésnosti prolozeni vypoctené absorbancni responzni plochy experimentalnimi body vejife spektra.

lonic strength 0.0262 0.0357 0.0451 0.0544

Cattel’s scree plot indicating the rank of the absorbance matrix (INDICES)

Number of spectra measured, ng 33 35 41 31
Number of wavelengths, n,, 96 95 95 97
Number of light-absorbing species, k* 2 2 2 2

Residual standard deviation, s,"(A) [mAU]

Estimates of dissociation constants in the searched protonation model

PK,; (1), LH3" = H* + LH2¥ SQUAD84 7.80(04) 8.05(04) 8.03(11) 8.09(06)
REACTLAB 7.79(07) 8.04(01) 8.02(01) 8.09(01)
PK,o (S,), LHg2* = H* + LH,* SQUADS4 9.27(03) 9.20(03) 9.60(09) 9.55(05)
REACTLAB 9.23(02) 9.58(02) 9.55(04) 9.54(03)
Goodness-of-fit test with the statistical analysis of residuals
Mean residual E| &| [mAU] SQUADB84 11.50 15.35 14.5 13.32
REACTLAB 11.47 1521 14.43 13.16
SQUAD84
Standard deviation of residuals s(é) mAU
17.79 29.05 30.50 26.90
mAU] REACTLAB 16.96 27.79 29.33 25.21
Sigma from ReactLab [mAU] REACTLAB 17.22 28.19 29.69 25.98
Hamilton R-factor from SQUADS4 [%)] SQUAD84 0.021 0.035 0.029 0.027

Conclusion: The protonation model is




Statisticka analyza rezidui spektra pri 37°C
Kritériem vérohodnosti nalezencho regresniho modelu je statisticka analyza rezidui k posouzeni
tésnosti prolozeni vypoctené absorbancni responzni plochy experimentalnimi body vejife spektra.

lonic strength 0.0085 0.0181 0.0277 0.0372 0.0466 0.0558
Cattel’s scree plot indicating the rank of the absorbance matrix (INDICES)

Number of spectra measured, ng 46 53 49 50 49 47

Number of wavelengths, n,, 234 117 117 117 117 117

Number of light-absorbing species, k* 2 2 2 2 2 2

Residual standard deviation, s,"(A) [mAU]

Estimates of dissociation constants in the searched protonation model

PKa (Sq), LH3Y = H* + LHg2* SQUADS84 7.58(02) 7.50(02) 7.77(02) 7.93(04) 8.08(06) 7.89(02)
REACTLAB 7.58(00) 7.50(01) 7.76(00) 7.93(01) 8.03(01) 7.89(01)
PK,, (S,), LHg2* = H* + LH,* SQUAD84 9.15(01) 9.19(01) 9.49(01) 9.48(03) 9.66(05) 9.38(02)
REACTLAB 9.14(01) 9.18(01) 9.47(01) 9.47(02) 9.54(03) 9.38(01)X
Goodness-of-fit test with the statistical analysis of residuals
SQUAD84 68.50 4.56 6.11 10.9 15.61 8.01
Mean residual E{e| [mAU]
8] REACTLAB 5 29 £ 09 107 7.62 10.69 7.98
o | SQUAD84 16.30 9.65 11.80 24.70 35.25 19.70
Standard deviation of residuals s(é) [mAU]
REACTLAB 4.58 6.01 7.48 15.71 22.27 9.54
Sigma from ReactLab [mAU] REACTLAB 19.90 9.47 11.63 24.23 34.45 19.25

Hamilton R-factor from SQUADS84 [%] SQUADS84 0.028 0.019 0.021 0.043 0.058 0.029




Potenciometricka pH-titracni krivka

Potenciometricka titracni kiivka Vortioxetinu okyseleného HCI je titrovana s KOH a je
vynesena spolecné s Bjerrumovou tvornou funkci protonacni kiivky (ESAB, ORIGIN) .

Bjerrum formation function n_,
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Distribucni diagram

Distribu¢ni diagram relativni koncentrace rizn¢€ protonovanych ¢astic protonacniho modelu.
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Porovnani odhadu pK z A-pH spekter vuci pH-titraci

Prehled dvou termodynamickych disocianich konstant pK stanovenych spektrofotometricky (s)
a potenciometricky (p).
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