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1 uUvoD

V soucasné dob¢ je na trhu nepfeberné mnozstvi léc¢ivych pripravki
obsahujicich Sirokou paletu ucinnych latek, pfipadn€¢ profarmak. Kazdé lécivo je
charakterizovano svym farmakokinetickym profilem. OvSem v fadé¢ piipadu je
farmakokinetika do zna¢né miry ovliviiovana interindividudlni odli$nosti
metabolismu. MlzZe se stat, Ze obecna davkovaci schémata nevyhovuji vSem
pacientim. V jednom piipadé¢ nemusi byt ocekdvané piisobeni viibec pozorovano,
v druhém muiize byt lécba naopak toxicka a pacienta poikozovat. Resenim tohoto
problému se do budoucna zda byt farmakogetické vySetfeni, které by na zaklade¢
odhaleni odchylek v genech pro metabolickou vybavu umoznilo individualizaci
davkovani 1éciva, pfipadné Gplné vylouceni nevhodného farmaka z mozného vybéru.
Ovsem, aby ktomuto mohlo dojit, je nejprve nutné fadné¢ prostudovat
farmakokinetiku prislusného 1é¢iva s vyuzitim klasickych metod analyzy a dat je do
vztahu s genetickymi predispozicemi. Pro tyto ucely je tedy nutné vypracovat citlivé
metody, s jejichZ pomoci by bylo mozné urcit koncentraci sledovanych latek — 1é¢iv,
ptipadné jejich metabolitd v ¢asové definovanych biologickych vzorcich po jejich

fizeném podani.



2 CIL PRACE

Cilem predkladané diplomové price bylo vypracovat metodu stanoveni
nabumetonu a jeho hlavniho metabolitu v krevni plasmé s vyuzitim technik extrakce
na tuhou fazi a vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s UV a hmotnostni detekci.

Dal$im ukolem bylo metodu validovat a pouzit k analyze redlnych vzorka.



3 LITERARNI PREHLED
3.1 Nabumeton

Nabumeton (4-(6-methoxy-2-naftyl)-butan-2-on) je léCivo, které patii mezi
revmatoidnich onemocnéni (revmatoidni artritida, osteoartritida), u revmatismu
mékkych tkani a u bolestivych pourazovych a poopera¢nich stavi [1, 2]. Nabumeton
sam o sobé nevykazuje farmakologicky ucinek. Po ordlnim podéni je dobie
absorbovan z traviciho traktu a nasledné v jatrech podléha rozsahlé biotransformaci
za vzniku fady metabolitd, viz Obr. 3.1. Hlavni metabolit, 6-methoxy-2-naftyloctova
kyselina, vznika oxida¢nim Stépenim postranniho fetézce. Ostatni méné vyznamné
metabolity vznikaji O-demethylaci a redukci [3]. 6-MNA ma antipyretické,
antiflogistické a analgetické ucinky, které jsou zplsobeny tlumenim syntézy
prostaglandinil a dal§ich mediatorii zanétu [2].

Udava se, ze vice nez 99 % 6-MNA je vazano na plasmatické proteiny.
Distribu¢ni objem je vzhledem k této skute¢nosti maly. Po intraven6znim podani
hodnota dosahuje 7,51 [3]. 6-MNA dobie pronika do synovialni tekutiny a nepodléha
enterohepatalni cirkulaci [4].

Maxima plasmatické koncentrace 6-MNA je dosazeno pramémé 4-12 h po
podani nabumetonu [3], oviem existuje zde velika variabilita. Nobilis et al. uvadi
dosazeni maxima v Case 4,5 h [4], De Jager et al. uvadi rozmezi 1,5-48 h [5],
Patel et al. zminuje ¢as 6,4 h [6], Kendall et al. pak udava rozmezi 3-27 h [7].
Stejné tak variabilni je hodnota maximalni dosaZené koncentrace: Nobilis et al. uvadi
hodnoty 18,8 a 21,3 mg-1"" po podani 500 mg nabumetonu [4], De Jager et al.
10,1-38,5 mg-1"' po podani 1000 mg [5], Kendall et al. 11,3-34,0 mg-1"" po podani
1000 mg [7] a Patel et al. 5,9 mg-1"' po podani 750 mg nabumetonu [6].

Metabolity nabumetonu véetné 6-MNA jsou vyluCovany ve formé konjugati
s kyselinou glukuronovou ¢i sirovou — 80 % podané davky nabumetonu je tak

vylouc¢eno mo¢i a ptiblizné 10 % stolici [3, 8].
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Obr. 3.1 Schéma metabolismu nabumetonu [3].

3.2 Nesteroidni protizanétliva léciva a jejich acinek

Nesteroidni protizanétliva 1é¢iva (NSAID) pusobi cestou inhibice enzymu
cyklooxygenasy (COX), ¢imz zabranuji syntéze prostaglandinii [9].

Rozeznavame dvé isoformy cyklooxygenasy, které se vzajemné 1i8i selektivitou
vici substratim a inhibitortim, urovni exprese za normalnich a pathofyziologickych
podminek i vyskytem ve tkanich [10]. Cyklooxygenasa 1 (COX-1) je oznaCovana
jako konstitutivni enzym. Je zodpovédna za udrzovani normalnich bunéénych
procesu. Prostaglandiny produkované COX-1 ochranuji sliznice traviciho traktu,
stimuluji agregaci krevnich desticek a podporuji funkci ledvin [10, 11]. Naproti tomu
cyklooxygenasa 2 (COX-2), oznacovana jako indukovatelny enzym, je exprimovana
béhem poSkozeni bunék. Prostaglandiny syntetizované za téchto podminek urychluji
zanétlivy proces [10, 12].

Toto rozdéleni podle funkci vSak neni zcela pfesné. Je znamo, ze COX-2 hraje

dilezitou roli pro spravnou funkci ledvin, je pfitomna v mozku a v Zenskych
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reprodukénich organech, plisobi tedy i konstitutivné [9]. Déle je znamo, Ze béhem
zanétu se zvysuje exprese také u COX-1 [3, 10, 13].

Objev COX-2 vroce 1991 umoznil vyvoj 1é¢iv Zadaného terapeutického
pusobeni s mensim vyskytem nezadoucich a¢inkh [10]. VSeobecné jsou terapeutické
schopnosti nesteroidnich protizanétlivych latek spojovany s inhibici COX-2, zatimco
inhibice COX-1 je povazovana za pti¢inu nezaddoucich vedlej$ich ucinki zejména
v oblasti traviciho traktu a krevni srazlivosti [9].

Nesteroidni  protizanétlivda 1éCiva lze podle jejich preference vici
COX-1/COX-2 rozdelit do nékolika skupin: selektivni COX-1 inhibitory,
neselektivni COX inhibitory, semiselektivni COX-2 inhibitory a selektivni COX-2
inhibitory [14]. Nabumeton, tedy jeho aktivni metabolit, 6-MNA, je fazen mezi latky
s preferenci COX-2, ale dikazy o jeho selektivité¢ vici této isoformé nejsou tak
presvédCivé jako u jinych lé¢iv. Data ziskand pokusy in vitro nemusi nutné odrazet
situaci in vivo. Dale se uvadi vliv davkovani — vysledek urceny po jednordzovém
podani se mize lisit od situace, kdy je nabumeton podavan kontinualn¢ [14]. Presto
nabumeton vykazuje mén¢ nezaddoucich u¢inkl ve srovnani se star§imi lécivy z fad
NSAID (napf. kyselina acetylsalicylova, ibuprofen, naproxen — preferenéni COX-1
inhibitory), neovliviiuje srazlivost krve a vedlejsi ucinky postihujici travici trakt
(poSkozeni Zaludecni sliznice, Zaludecni viedy a krvaceni, perforace zZaludku) se
vyskytuji v daleko mens$i mife. Niz§i gastrointestindlni toxicita nabumetonu je
vysvétlovana jako disledek jeho nepolarniho charakteru a skuteénosti, Ze se jedna
o profarmakum [15, 16, 17].

Selektivni inhibitory COX-2 nabizeji dale mozZnost vyuziti k prevenci
Alzheimerovy choroby [18, 19] a sniZeni rizika vzniku rakoviny [18]. KaZdodenni
prijem selektivnich COX-2 inhibitora zpisobil pokles rizika vzniku karcinomu prsu

0 71 %, prostaty o 55 %, tlustého stieva o 70 % a rakoviny plic o 79 % [20].
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3.3 Metody stanoveni nabumetonu a 6-MNA

Dosud bylo publikovdno jen né¢kolik praci zabyvajicich se stanovenim
nabumetonu a 6-MNA. Prezentované metody byly wurceny pro analyzu
farmaceutickych pfipravki a biologickych vzorku.

Wolff et al. [21] se zabyval stanovenim necistot pfitomnych ve vzorku
nabumetonu s vyuzitim HPLC spojené s ,,particle beam‘ MS.

Altun et al. [22] pouzil ke stanoveni nabumetonu diferen¢ni pulsni (DPV)
a voltametrii s pravothlym napétovym pulsem (SWV) na elektrod¢ ze skelného
uhliku. Nasledné byl postup aplikovan na vzorky tablet a modelové vzorky krevniho
séra a moci obohacené o analyt. Autofi dosahli detekéniho limitu 2,31-10 mol-dm™
(DPV) a 2,53-107 mol-dm™> (SWV) vséru a 2,68:107 mol-dm™ (DPV)
a2,51-107" mol-dm~ (SWV) v mogi.

Rao et al. [23] stanovoval nabumeton spole¢né s dal§imi 1éCivy (celecoxib,
rofecoxib, valdecoxib, nimesulid) pomoci RP-HPLC s UV detekci. Postup pouZil pro
analyzu farmaceutickych pfipravki a modelovych vzorkd krevni plasmy. Vzorky
plasmy byly zpracovany LLE do methanolu. Detekéni limit &inil 0,127 pg-ml™
(5,56:107 mol-dm™) a limit stanoveni 0,385 ng-ml™ (1,68-10° mol-dm™),
vytéZnost 97,9-99.,6 %.

Mikami et al. [24] provedl soucasnou analyzu naproxenu, nabumetonu
a 6-MNA v Ilécivych piipravcich a v mo¢i metodou RP-HPLC s UV
a fluorometrickou detekci. Po alkalické hydrolyze konjugati byly vzorky moci
predupraveny pomoci SPE na kolonkach Bond Elut Certify II (smésna faze C8 a
anexu). Mez stanovitelnosti pro nabumeton ¢&inila 120 ng-mI™' (5,25-107 mol-dm™),
pro 6-MNA 16 ng-ml™' (7,40-10"® mol-dm), bylo dosaZeno vytéznosti 93,6-97,1 %
pro nabumeton, 92,5-95,0 % pro 6-MNA.

Sheen et al. [25] vypracoval metodu stanoveni nabumetonu a testosteronu
pomoci HPLC s APCI tandemovou hmotnostni detekci. Pro zvySeni citlivosti
detekce byly sledované latky pfevedeny na derivaty pentafluorofenylhydrazinu.
Metoda byla otestovana na modelovych roztocich krevni plasmy obohacenych
analyty. Vzorky byly pfedupraveny LLE, jako extraké¢ni ¢inidlo byla pouzita smés
n-hexan/dichlormethan. Pro nabumeton autofi uvadéji detekéni limit 0,1 ng-ml™'

(4,38-10"'" mol-dm *).
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Pulgarin et al. [26] vyuzZil pro stanoveni 6-MNA v biologickych matricich
techniku ,heavy atom - induced room temperature phosphorescence®, ktera
nevyzaduje predupravu vzorkil. Metoda byla testovana na modelovych vzorcich
mo¢i a krevniho séra obohacenych o analyt. Limit stanoveni &ini 20 ng-ml™
(9,25-10® mol-dm™), vyt&znost 95,2—-104,5 %.

Kobylinska et al. [27] sledovala farmakokinetiku nabumetonu po jednordzovém
podani. K tomuto ucelu byla pouzita metoda stanoveni nabumetonu v krevni plasmé
s vyuzitim LLE (extrakéni cinidlo ethylacetit) a nasledné RP-HPLC analyza
s fluorimetrickou detekci. Limit stanoveni byl uréen na koncentraci 0,313 ng-ml”’
(1,37-10°° mol-dm™).

De Jager et al. [5] se ve své praci vénoval stanoveni 6-MNA v krevni plasmé.
K predupravé vzorki pouzil pouze precipitaci proteini acetonitrilem a nésledné
provadél analyzu RP-HPLC sUV detekci. Limit stanoveni uvadi 70 ng-ml™
(3,23-107 mol-dm™), vytéZnost 100 %. Metoda byla vyuzita ke sledovani
koncentrace 6-MNA v krevni plasmé po jednorazovém podani nabumetonu.

Nobilis et al. [4] provedl porovnani biotransformace nabumetonu u lidi
a miniprasat. Kromé 6-MNA a samotného nabumetonu sledoval i jeho ostatni
metabolity, a to v krevni plasmé a v mo¢i u lidi a v krevni plasmé, mo¢i, synovialni
tekutiné a ve zlu¢i miniprasat. Pro pfedapravu vzorkti byla vyuzita SPE na C18
stacionarni fazi a LLE s diethyletherem jako extrakénim c¢inidlem. Celkem byly

prezentovany tii metody:

1) LLE/RP-HPLC/UV: limit stanoveni pro 6-MNA i nabumeton
1-10"° mol-dm™, vytéznost 78 % pro 6-MNA, 81 % pro nabumeton

2) LLE/RP-HPLC s fluorescencni detekci: limit stanoveni pro 6-MNA
i nabumeton 1-10™"" mol-dm™, vytéznost 79 % pro 6-MNA, 80 % pro
nabumeton

3) SPE/RP-HPLC/UV: limit stanoveni pro 6-MNA 2-107'° mol-dm,

vytéznost 78%, pro nabumeton 1-10"° mol-dm™, vytéZnost 80 %
Na tuto praci navazuje dalSi projekt stejného kolektivu autort,

Nobilis et al. 8], ktery se zabyval identifikaci a stanovenim metabolitti nabumetonu

druhé faze biotransformace pomoci RP-HPLC s DAD UV a MS detekci. Vzorky

14



moci, Zluci a obsahu tenkého stfeva miniprasat byly pfedupraveny opét LLE do
diethyletheru.

Patel et al. [6] sledoval koncentraci 6-MNA v krevni plasmé po jednorazovém
podani nabumetonu. Vzorky byly piedupraveny pomoci SPE na Oasis HLB
kolonkach  (stacionarni  faze:  polystyren—divinylbenzen—N-vinylpyrrolidon)
a nasledn¢ analyzovany RP-HPLC standemovou hmotnostni detekci. Limit

stanoveni 6-MNA je 0,2 pg-ml™' (9,25-107 mol-dm™).

3.4 Vlastnosti nabumetonu a 6-MNA

Nabumeton (CAS RN 42924-53-8) je bila, nebo témer bila krystalicka latka
o relativni molekulové hmotnosti M; = 228,3 [28]. Diky svému nepoldrnimu
charakteru je prakticky nerozpustny ve vodé, rozpousti se v ethanolu a ve vétsiné
organickych rozpoustédel [29]. V Ceské republice je registrovan piipravek Relifex,
coz jsou potahované tablety s obsahem 500 mg nabumetonu [30].

6-MNA (CAS RN 23981-47-7) je bezbarva krystalickd latka o relativni
molekulové hmotnosti M, = 216,2. Narozdil od nabumetonu se jedna o slouc¢eninu
kyselé povahy, pK, =4,5 [31], ktera je rozpustna v organickych rozpoustédlech a ve
vodnych roztocich pufri [32].

3.5 Volba vnitfniho standardu

Pouziti vnitfniho standardu (I.S.) v bioanalytickych metodach je velmi dulezité
pro zlepSeni presnosti a spravnosti. Jeho ulohou je v podstat¢ napodobovat analyt.
Z tohoto diivodu by mél mit podobné fyzikalné-chemické vlastnosti jako sledovana
latka, avSak nesmi s ni nijak reagovat, musi byt dobie separovatelny a staly. Vnitini
standard by mél byt pridin pfed samotnou predupravou vzorku, aby byl
minimalizovan vliv chyb, které se nascitaji béhem celého analytického procesu. Do
kalibra¢niho grafu je pak vynasen pomér plochy piku analytu a plochy piku vnitiniho
standardu [33].

Pro ucely této prace byl jako wvnitini standard zvolen naproxen

(CAS RN 22204-53-1). Jedna se o latku kyselé povahy, pK, = 4,2 o relativni
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molekulové hmotnosti M, = 230,3 [34]. Naproxen vykazuje velkou strukturni
podobnost s obéma analyty, pro srovnani viz Obr. 3.2, a stejné jako v pfipadé

6-MNA se jedna o karboxylovou kyselinu.

nabumeton
4-(6-methoxy-2-naftyl)-butan-2-on

OO -
H3C\O

6-MNA
6-methoxy-2-naftyloctova kyselina

CHs

COOH
HiC

naproxen
2-(6-methoxy-2-naftyl)propanova kyselina

Obr. 3.2 Struktury analytd a vnitfniho standardu.

3.6 Vyznam stanoveni koncentrace léciva a jeho

metabolitu pro klinickou praxi

V klinické praxi se lékafi setkavaji s pacienty, u kterych 1éc¢ba nevede
k pozadovanému terapeutickému ucinku. Jednou z pfic¢in tohoto jevu jsou velké
interindividudlni rozdily ve vstifebavani, metabolismu a ve vyluCovani Iéku.
Podkladem té€chto rozdili byva polymorfizmus enzymd, transportnich systému
1 receptori zajiStujicich osud a ucinek 1ékd v organizmu. Kromé faktort
ovliviiyjicich farmakokinetiku 1é¢iv, jako je sniZzena renalni funkce, 1ékové interakce
a zivotni styl vCetné stravovacich navykd, vstfebavani, metabolismus a eliminaci
lé¢iv ovliviuji také dédicné faktory. Studiem genetickych pfi¢in riznorodosti
genetické odpovédi se zabyva farmakogenetika [35, 36].

Castou pticinou variability farmakokinetickych vlastnosti 1é¢iv jsou mutace

pfitomné na typickych mistech geni jaternich enzymd, které jsou zodpovédné za
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biotransformaci pfisluSnych farmak. Tyto mutace se nazyvaji polymorfismy.
Polymorfizmus je definovan jako odchylka v sekvenci DNA, ktera je ptitomna
nejméné u 1 % populace, ¢asto vSak byva rozsifena u daleko vétsiho poctu jedinci.
Pfitomnost polymorfismu nemusi nutné zplisobovat odchylku ve funkci, v mnoha
ptipadech vSak vede ke sniZzené aktivit€ proteini — enzymi, receptori nebo
transportnich proteini [36, 37].

Aktivita isoenzymt cytochromu P450, které se podileji na metabolismu 1é¢iv,
je kodovana monogenné a prenaSena autozomalné recesivné. Podle miry ovlivnéni
metabolické cesty rozliSujeme né€kolik skupin. Lidé s Gplnym deficitem metabolické
cesty, majici ob¢€ alely genu defektni, jsou oznaCovani jako pomali metabolizatori
(PM). Heterozygoti s jednou defektni alelou jsou oznafovéni jako intermediarni
metabolizatori (IM). VétSinu populace tvofi homozygoti pro normalni gen s dobrou
metabolickou funkci — ti jsou oznacovani jako rychli metabolizatori (RM) a jsou
povazovani za ,,normu“ v populaci. Méné ¢asto muze dochazet k duplikaci genu,
kterd vede k neobvykle vysokym mnozstvim funkéniho enzymu v hepatocytech
— v takovém piipad¢ mluvime o ultrarychlych metabolizatorech (UM) [35, 37 — 39].

Existuji dva zplsoby, jak urcit aktivitu enzymt podilejicich se na
biotransformaci 1éCiv — urceni fenotypu a genotypu. Pii stanovovani fenotypu je
podéna jedna davka modelového 1éCiva, které je metabolizovano enzymem, jehoz
aktivitu stanovujeme. Jako parametr aktivity enzymu potom pouZivame metabolicky
pomér (koncentrace metabolitu/koncentrace matetské latky). Jeho hodnota udava
rychlost pfemény mateiské latky na metabolit a Ize podle ni odlisit pomalé a rychlé
metabolizatory. Vyhodou vySetfeni fenotypu je ziskéni informace o aktuélni aktivité
enzymu a kinetice aktivity, naopak nevyhodou je vliv neidentifikovatelnych faktorti,
intraindividualni variabilita a také nutna spoluprace pacienta [35].

Geneticky polymorfismus v metabolismu je mozné urcit stanovenim genotypu
pomoci PCR, kdy jsou odhaleny mutace v genu pfislusného enzymu. Genotyp je
narozdil od fenotypu staly a po cely Zivot se neméni, oviem aktualni aktivita enzymu
miize byt proménlivd a je zavisla na ostatnich vlivech jako je napf. podavani
enzymovych induktort, inhibitorti, nebo substratil, sloZeni stravy, hladiny hormonu
a jinych endogennich latek nebo onemocnéni. Pokud nejsou pfitomny latky vyrazné

ovliviiyjici enzym, pohybuje se jeho aktivita v rozmezi odpovidajicim ptislusné
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genotypové skupiné. Vyhodou vysetfeni genotypu jsou mensi naroky na spolupraci
pacienta, nepodava se zadné lécivo a nehrozi ovlivnéni vysledku jinymi léCivy.
Nevyhodou je, Ze se jedna pouze o ,,piedpovéd™ aktivity enzymu a pacient je zafazen
do fenotypové skupiny bez bliz§iho urceni. Dalsi diskutabilni otazkou je finanéni
naro¢nost obou typll vySetieni [35].

Nejvétsi pocet klinicky vyznamnych polymorfismi byl odhalen v podskupiné
cytochromu P450 2D6. Tento isoenzym metabolizuje asi 25-30 % lékd. Obecna
davkovaci schémata vyhovuji pro stfedni, eventudlné rychlé metabolizatory, u
pomalych dochazi ke kumulaci az k toxickym hladindm, ¢i naopak u velmi rychlych
metabolizatori neni dosazeno terapeutické hladiny a lécba je net¢innad. U pomalych
metabolizatori P450 2D6 se muzeme setkat také s opaénym fenoménem. V pfipade,
ze je podavano profarmakum, snizena aktivita enzymu zplsobi, Ze mateiska latka
neni dostate¢né transformovana na aktivni metabolit, neni dosazeno terapeutické
koncentrace a ocekavany ucinek se nedostavi. Kdyby tedy bylo u pacienta pied
vlastnim zahajenim terapie znamo, do jaké skupiny metabolizatorii patfi, bylo by
mozné na zakladé¢ individualnich potfeb upravit davkovani, pfipadné¢ zvolit
alternativni 1é¢ebny postup v situaci, kdy by méla byt 1é¢ba neldcinnd, nebo toxicka.
Jednou z moznosti je stanoveni genotypu. Vliv genotypu vSak neni u mnoha farmak

zatim dostate¢né prostudovan [36, 40].

Tato diplomova prace je soucasti projektu Farmakologického ustavu 1. LF UK,
ktery si klade za cil popsat intra- a inter-individudlni variabilitu farmakokinetickych
parametrii nabumetonu a popsat vliv genotypu biotransformace cestou cytochromu
P450 2D6 na variabilitu farmakokinetiky nabumetonu a 6-MNA po jednorazovém
a opakovaném podani 24 zdravym dobrovolnikiim.

Popis variability farmakokinetiky 1é¢iva v populaci je vyznamny pro predikci
variability 1ékové odpovédi v praxi i planovani farmakokinetickych studii. Pokud se
na variabilit¢ farmakokinetiky 1é¢iva podili genetické faktory, je mozné vyuzit jejich
analyzy k identifikaci pacientd s vysokym rizikem neucinnosti 1é€by nebo jeji
nadmémé toxicity. Farmakogenetické vySetfeni by potom mohlo byt dopliujicim

vySettenim pfi rozhodovani o 1é¢bé a davkovani nabumetonu.
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q EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Chemikalie

studované latky: 6-MNA p.a. (MP Biomedicals), nabumeton p.a. (Sigma-Aldrich)
vnitini standard: naproxen 98% (Sigma-Aldrich)

methanol pro HPLC (Lach-Ner), aceton p.a. (Merck), propan-2-ol p.a. (Lach-Ner)
kyselina o-fosfore¢na 85 % (Merck), fosforecnan sodny terciarni Cisty (Lachema),
acetonitril pro HPLC (Lach-Ner), kyselina trifluorooctova 99% (Sigma-Aldrich),
deionizovana voda (Millipore), dusik 4.6 (Linde Gas), helium 4.6 (Linde Gas)

4.2 Biologicky material
krevni plasma a realné vzorky (1.LF UK)

4.3 Pristroje a vybaveni

SPE kolonky Discovery® DSC-18 (1ml, 100 mg), Supelco, USA

SPE kolonky Discovery® DSC-8 (1ml, 100 mg), Supelco, USA

SPE kolonky Discovery® DSC-Ph (1ml, 100 mg), Supelco, USA

SPE aparatura Vac Elut 20, Varian, USA

pH metr pH mini Lab I1Q 125 Professional, 1Q Scientific, Japonsko

Analytické vahy KERN ALJ 220-4, KERN, Némecko

Mikrovahy Sartorius 7085011, Sartorius AG, Némecko

Odpaiovaci systém TCS-Trockentemperier System, Labortechnik Barkey, Némecko
Kapalinovy chromatograf HP 1100 s UV DAD, Hewlett Packard, USA

Kolona Supelcosil LC-18 15cm x 4,6 mm 5 pm, Supelco, USA

Security Guard Fusion-RP 4 x 2 mm, Phenomenex, USA

Hmotnostni spektrometr Esquire 3000, Bruker Daltonics, Némecko

Vortex Rx’, Velp Scientifica, Italie

Mikro davkova¢ Cole-Parmer® 74900, Cole-Parmer Instrument Company, USA
Systém na pripravu deionizované vody Direct-Q® 3 UV, Millipore, USA
Centrifuga Mini Spin Plus, Eppendorf, Némecko

Programové vybaveni: Agilent ChemStation (Agilent), Esquire Control (Bruker

Daltonics), pracujici v prostiedi Windows XP (Microsoft)
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4.4 Priprava zasobnich roztoki a jejich skladovani

Zasobni roztoky 6-MNA, nabumetonu a naproxenu o koncentraci
1110 * mol-dm™ byly pfipraveny rozpu§ténim piisluiného mnozstvi latky
v methanolu a skladovany bez pfistupu svétla pii teploté 5 °C. Roztoky o nizSich
koncentracich byly pfipravovany fedénim zasobnich roztoki deionizovanou vodou,

nebo mobilni fazi v pfipadé HPLC experimentt.

4.5 Skladovani vzorkl krevni plasmy

Plasma pro SPE experimenty a realné vzorky byly skladovany pfi teplote
—70 °C. Pied analyzou byly ponechany stat pii laboratorni teploté 45 min. Tato doba

byla dostatecna pro jejich kompletni roztati.

4.6 Podminky méreni MS spekter

Hmotnostni spektra 6-MNA, nabumetonu a naproxenu byla zméfena s vyuZzitim
ionizacnich technik ESI (elektrosprej), APCI (chemicka ionizace za atmosférického
tlaku) vrezimech sniméni pozitivnich i negativnich iontl. Kromé téchto dvou
ionizaci byla vyzkousSena také APPI (fotoionizace za atmosférického tlaku). Pracovni
roztoky o koncentraci 5-10° mol-dm™ piipravené ve smésich acetonitril:voda
50:50 (v/v) a acetonitril:0,1% trifluorooctova kyselina 50:50 (v/v) byly aplikovany

prostfednictvim pfimé infize. Podminky méteni shrnuje tabulka 4.1.

Tab. 4.1 Podminky méfeni ESI a APCI spekter.

ionizace
podminky méreni ESI APCI
rozsah skenu [u] 50-500 50-500
teplota susiciho plynu [°C] 330 300
teplota iontového zdroje [°C] - 300
tlak ve zmlzovadi [psi] 8 30
pratok susiciho plynu (N3) [I-min™!] 4 7
napéti na kapilare [kV] 4 4
pratokova rychlost [pl-min '] 14 155

20



4.7 Podminky hmotnostni detekce pro HPLC

Vzhledem ktomu, Ze soucasné ionizace 6-MNA, naproxenu (I.S.)
a nabumetonu bylo dosaZeno pii pouziti chemické ionizace za atmosférického tlaku
(APCI) v pozitivnim mddu, byla tato technika zvolena pro detekci pii HPLC analyze.
Hmotnostni spektrometr byl nastaven, aby spole¢ny ion analyti m/z 171 poskytoval

maximalni odezvu. Podminky hmotnostni detekce uvadi tabulka 4.2.

TAB. 4.2 Podminky APCI detekce pro HPLC.

podminky méreni

rozsah skenu [u] 50-800
teplota susiciho plynu [°C] 250
teplota iontového zdroje [°C] 400
tlak plynu ve zmizovadi [psi] 30
pritok susiciho plynu (N,) [I-min™!] 5
napeéti na kapilare [kV] 4

4.8 Optimalizace HPLC

HPLC separace byla provadéna na reverzni C18 kolon¢. Jako mobilni faze byly
vyzkouSeny smési acetonitril/voda a acetonitril/0,1% TFA v izokratickém modu.
UV detekce byla na zakladé spekter sledovanych latek provadéna pii vinové délce
4 = 230 nm. Modelovy roztok obsahoval smés 6-MNA, naproxenu (I.S.)
a nabumetonu o koncentraci jednotlivych slozek 2-10~ mol-dm™. Nastfik ¢inil
30 pl.

Pro charakterizaci retenéniho chovani latek byl sledovan reten¢ni Cas (),
symetrie piku (S), pocet teoretickych pater (N) a rozliSeni piku (R). Tyto parametry
byly vypocitany programem Agilent ChemStation.
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Symetrie piku (S) byla ur¢ena jako pseudomoment dle rovnice (1), vypocet
jednotlivych momentii ukazuji rovnice (1.1), (1.2), (1.3) a (1.4). Vyznam

jednotlivych proménnych je vysvétlen obrazkem 4.1.

S =\/(m] +m,)/(my +m,)

(1
m =a(t,+a/1,5H,) (1.1)
m,=a,/0,5H, +1,5H (1.2)
my=a;/0,5H, +1,5H (1.3)
m,=a,(t,+a,/1,5H,) (1.4)

n[ "h ot t4\

Obr. 4.1 Vypocet symetrie piku v Agilent ChemStation [41].
(a; = plocha fezu, t; = c¢as fezu, Hr =vyska predniho inflexniho
bodu, H, = vysSka zadniho inflexniho bodu, H = vyska vrcholu)

Pocet teoretickych pater (N) byl vypocten dle vztahu
N =554(t, / wy)’ (2)

kde tg je retencni Cas latky [min], wso je Sifka piku v poloviné vysky [min].

Rozliseni (R) bylo vypo¢teno podle rovnice
R= l(2735/2)(tk(h) '"tR(a))J/(Wso(h) + W50(u)) 3)

kde #r je retencni Cas latky [min], wsg je Sitka piku v polovin€ vysky [min].
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Soucasné€ s vySe uvedenymi parametry byla sledovana intenzita signalu MS,
konkrétné vyska piku, ktera je méné¢ ovliviiovana pritokovou rychlosti [42], proto se
zda byt pro tento ucel vhodnéjsi nez plocha piku. Optimalni podminky pro analyzu
extraktd vzorki byly vybrany na zdkladé dostatecné separace latek s dosazenim co
nejvyssi odezvy MS detekce. Zietel byl bran na oddéleni matri¢nich piki, které by
mohly interferovat s piky analytl a vnitiniho standardu.

Za vybranych podminek byla proméfena koncentracni zavislost odezvy
standardnich roztokii 6-MNA a nabumetonu na téchto koncentra¢nich turovnich
2-107, 5107, 1-10° 2:10° 5.10°% 1.10°, 2107, 5.10°, 1.107
a 2-10* mol-dm. Do kalibra¢niho grafu byl vynasen pomér plochy piku analytu
a plochy piku vnitiniho standardu, naproxenu, ktery byl pfitomen v koncentraci
1-10 ° mol-dm °.

Soucasné byly urceny instrumentalni detekéni limity (LOD) pro UV i1 MS
detekci, a to jako koncentrace analytu, pfi které¢ bylo dosazeno poméru signal/Sum

(S/N) o velikosti 3.

4.9 Extrakce na tuhou fazi

Pro ptedipravu vzorkd byla zvolena technika extrakce na tuhou fazi (SPE).
Vzhledem k povaze studovanych latek byly vybrany tfi nepolarni sorbenty — silikagel
modifikovany C8, C18 a Ph, které byly dale porovnavany. Vlastnosti pouZitych

kolonek jsou shrnuty v nésledujici tabulce.

Tab. 4.3 Vlastnosti pouzitych SPE kolonek.

kolonka DSC-18 DSC-8 DSC-Ph
objem [ml] 1 1 1
mnozstvi sorbentu [mg] 100 100 100
rozsah znaceni [% C] 18 9 7
matrice silikagel silikagel silikagel
velikost ¢astic [um] 50 50 50
velikost pérl [A] 70 70 70
plocha povrchu [m?-g™'] 480 480 480
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Ve vSech ptripadech byl sorbent aktivovan 2 ml methanolu a promyt 2 ml
fosfatového pufru (0,01 mol-dm), stejnym, jakym byl fedén vzorek.

Modelové vzorky o znamé koncentraci byly pripraveny zkrevni plasmy
neobsahuyjici Zadny z analytd ani vnitini standard pfidanim ptislusiného mnozstvi
roztoku analytli o koncentraci 10~ mol-dm™ a niZ$i. Celkovy objem vzorku &inil
0,5 ml. Ke vzorku bylo pfidano 50 pl roztoku vnitiniho standardu 10~ mol-dm™,
sm¢s byla nafedéna 0,5 ml fosfatového pufru a promichana.

Pro upravu pH vzorkl bylo pouzivano fedéni fosfatovym pufrem o rtiznych
hodnotach pH (pH 7,4; 6; 5; 4; 3; 2). Pro dosaZeni jesté¢ nizSich hodnot pH byly
vzorky nafedény fosfatovym pufrem pH 2 a vice okyseleny kyselinou fosfore¢nou
(10% roztok ve vod¢; pridavky 5, 10, 20, 50, 70 pl). Po promichani smési byla
zméfena skute¢na hodnota pH.

Vzorek byl, stejn€ jako ostatni roztoky, aplikovan pomoci negativniho tlaku.
Poté byla kolonka promyta 1 ml fosfatového pufru pro odstranéni zbytkt matrice
a nasledné prosavana vzduchem po dobu 5 minut.

Zachycené latky byly vymyty 2 ml methanolu. Ziskany extrakt byl odpaten
dosucha pod mirnym proudem dusiku pfi teploté 45°C. Odpafeny zbytek byl poté
rozpus$tén ve 250 ul mobilni faze a analyzovan, nasttik na HPLC byl 30 pl.

VytéZnost extrakce byla ur¢ovéna porovnanim plochy piku analytu z extraktu
a plochy piku standardniho roztoku o pfislu$né koncentraci.

Pro optimalizaci postupu byl sledovan vliv pH vzorku, rychlosti aplikace a vliv

elu¢niho rozpoustédla na vyté€Znost extrakce.
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4.10 Validace metody

Validace metody byla provedena na zadkladé doporuceni pro validaci
bioanalytickych metod [43].

Pro nabumeton i 6-MNA byla sestrojeny kalibracni kfivky. Vzorky o znadmé
koncentraci s prfidavkem vnitiniho standardu byly zpracovany SPE a dale
analyzovany pomoci HPLC s UV a MS detekci. Pro 6-MNA byly ptipraveny roztoky
o téchto koncentracich: 2-107, 5-107, 1-10°%,2-10°, 5-10°, 1-10, 2-107, 5-10°,
1-10* mol-dm™, pro nabumeton 2-107, 5-107, 1-10°, 2.10°, 5-10°°, 1.107°
22-10”° mol-dm™.

Limit stanoveni (LLOQ, Lower Limit of Quantification) byl urcen jako nejnizsi
bod kalibraéni kiivky, kde pik analytu je indentifikovatelny, oddéleny
a reprodukovatelny s pfesnosti 20 % a spravnosti 80 — 120 %.

Na vSech koncentrac¢nich urovnich bylo zpracovdno celkem pét vzorki. Ze
ziskanych dat byly vypocitany nasledujici parametry.

Spravnost (accuracy) vyjadiuje blizkost zmérené hodnoty a skute¢né hodnoty
koncentrace analytu. Hodnota by méla dosahovat maximalné 15% odchylky od
skute¢né hodnoty, v pfipadé LLOQ by se nem¢la lisit o vice nez 20 %.

Presnost (precision) vyjadiuje blizkost individualnich méteni vzorki na stejné
koncentra¢ni hladiné. Presnost stanoveni vyjadiend jako relativni smérodatna
odchylka by neméla presahnout 15 %, v pfipadé LLOQ 20%.

Vytéznost je urCovana jako odezva detektoru na analyt obsazeny ve
zpracovaném vzorku o znamé koncentraci vztazena ku odezvé detektoru ziskané pro
koncentraci ¢istého standardu. Vytéznost nemusi dosahovat 100 %, ale méla by byt
stald, presna a reprodukovatelnd. Vyté€Znost byla sledovdna na nizké, stiedni
a vysoké koncentraci, tj. 1-10° 1:10”° a 5-10° mol-dm > v ptipadé 6-MNA a 5-10”,
2-10 °a 1-10° mol-dm pro nabumeton.

Selektivita metody byla testovana analyzou slepych vzorka plasmy a bylo
sledovano, zda se v chromatogramu nevyskytuji interferen¢ni piky, které by rusily
stanoveni analyti.

Soucasti validace metody bylo studium stability zasobnich roztok a vzorku.
V pifipadé zasobnich roztokt analyti a vnitfniho standardu byla v c¢asovych

intervalech métena odezva detektoru skladovanych roztokt — nastiik 5 pul zasobniho
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roztoku (10 mol-dm™) pfi HPLC a detekénich podminkach stejnych jako pfi
méieni extraktd z plasmy. Prvni méfeni probéhlo ihned po jejich priprave.

Déale byla sledovdna stabilita popisujici vliv zmrazeni a roztati vzorkl
v n€ékolika cyklech na koncentraci analyti ve vzorku. Vzorky o nizké a vysoké
koncentraci analytti (mnozZstvi dostate¢né pro tii analyzy na koncentraci, pro 6-MNA
110 °a5-10° mol-dm™; 5-107 a 1-10~° mol-dm™ pro nabumeton) byly skladovany
pti teploté¢ —70°C po dobu 24 h. Poté byly nechany roztat pfi laboratorni teploté
a nasledné znovu zmrazeny. Tento postup byl opakovan, az po ¢tvrtém roztati vzorki
byla provedena analyza.

Pro studium kratkodobé teplotni stability byly pfipraveny vzorky o nizké a
vysoké koncentraci (pro 6-MNA 1-10%a 5-10”° mol-dm™, 5-107 a 1-10” mol-dm™
pro nabumeton, tfi alikvoty od kazdé), ponechany pii laboratorni teplot¢ 6 h
a nasledné zpracovany.

Dale byla sledovana dlouhodoba teplotni stabilita vzorkld. Byly pfipraveny
vzorky o nizké a vysoké koncentraci analyti (pro 6-MNA 1-10%a 5-10 mol-dm>;
5107 a 1-10”° mol-dm™ pro nabumeton). Vzorky byly uchovavany pii teploté

—70 °C a v ¢asovych intervalech analyzovany — tfi stanoveni od kazdé koncentrace.
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4.11 Vysledna metoda zpracovani readlnych vzorkl

Vzorky krevni plasmy byly nechany stat pfi laboratorni teploté po dobu 45 min
pro jejich kompletni roztati. Poté byly promichany a centrifugovany 1 min pfi
5000 rpm pro odstranéni pfipadnych pevnych ¢astic.

K 0,5 ml vzorku bylo piidano 50 pl roztoku vnitiniho standardu o koncentraci
1110 * mol-dm™. Vzorek byl nafedén 0,5 ml fosfitového pufru pH 2
(0,01 mol-dm™), okyselen 50 pl 10% kyseliny fosfore¢né a adné promichan.

Takto pfipraveny vzorek byl aplikovdn na DSC-18 SPE kolonku piedem
promytou 2 ml methanolu a 2 ml fosfatového pufru pH 2 (0,01 mol-dm™). Viechny
roztoky byly nechany protéct rychlosti 1 ml-min™".

Nasledn¢ byla kolonka prosavana vzduchem po dobu 5 min. Zachycené latky
byly vymyty 2 ml methanolu. Ziskany extrakt byl odpafen dosucha pfi 45 °C pod
mimym proudem dusiku. Reziduum bylo poté rozpusténo ve 250 pl mobilni faze
a 30 ul bylo nastiiknuto na HPLC.

Separace probihala na kolon¢ Supelcosil LC-18 15¢cm x 4,6 mm 5 um a jako
mobilni faze byla pouzita smeés acetonitril:0,1% TFA v poméru 50:50 (v/Av)
o pritokové rychlosti 0,3 ml-min '

UV detekce byla provadéna pfi vinové délce absorpéniho maxima sledovanych
latek A = 230 nm. Souc¢asné byla vyuzita hmotnostni detekce s chemickou ionizaci za
atmosférického tlaku v pozitivnim moédu (podminky MS detekce jsou uvedeny
v kapitole 4.7, str. 21). Vyhodnoceni bylo provddéno podle chromatogramu
nalezejictho nejintenzivnéj§imu iontu ve spektru pfislusné latky. Pro 6-MNA

a nabumeton to byl ion m/z 171 a pro naproxen m/z 185.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE
5.1 UV absorpcni spektra latek

Studované latky diky svému aromatickému charakteru velmi dobie absorbuji
v UV oblasti. Na obrazku 5.1 lze vidét absorpéni spektra 6-MNA, naproxenu
a nabumetonu. Spektra byla zaznamenana pomoci DAD UV detektoru béhem HPLC

analyzy a ode¢tena v maximech jednotlivych piki.

500

400

Absorbance [mAU]

300

200

100

] . ] ) 1 :
250 300 350 400

VInova délka [nm]

Obr. 5.1 UV absorpcni spektrum 6-MNA (1), naproxenu (2) a nabumetonu (3).
(zaznamenano DAD béhem HPLC analyzy 2-107> mol-dm™ smési 6-MNA,
naproxenu a nabumetonu. Spektra odeétena v maximech pikd. Kolona
Supelcosil LC-18 15cm x 4,6 mm 5 um, ACN:voda 50:50 (v/v)

0,3 ml-min~?, ndstfik 30 ul)
Z obrazku je zfeymé, Ze pribéh absorpcnich kifivek 6-MNA, naproxenu
1 nabumetonu je obdobny. Jejich absorpéni maxima leZi pii vinové délce 4= 230 nm,
dal§i méné intenzivni lokalni maxima leZi pfi vlnovych délkach 4 = 270 nm

a A =330 nm. Pro detekci analyti ve spojeni s HPLC byla zvolena vinova délka

A=230 nm.
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5.2 Hmotnostni spektra latek

Pro meéfeni hmotnostnich spekter latek byly pouzity tfi ioniza¢ni techniky
— ionizace elektrosprejem (ESI), chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI)
a fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI). Pti pouziti APPI nebyly nalezeny
podminky, pfi kterych by dochéazelo k vyznamné ionizaci sledovanych latek, proto

zde nejsou spektra uvedena.

5.2.1 Hmotnostni ESI spektra

Ionizace elektrosprejem patti stejné jako APCI a APPI mezi mekkeé ionizacni
techniky. Je vhodna zejména pro polarni analyty snadno piistupné protonaci,
¢1 deprotonaci. Charakteristicka je také pritomnost iontl tvofenych adukty s kationty
drasliku a sodiku.

V piipad¢ 6-MNA a naproxenu se jedna o karboxylové kyseliny, které snadno
odsStépuji proton, proto byly obé latky dobfe ionizovatelné v negativhim mddu.
Naopak struktura nabumetonu obsahuje karbonyl, ktery je pfistupny protonaci, proto
poskytoval signal v pozitivnim médu.

Na obrazku 5.2 je ESI spektrum 6-MNA v negativhim mddu, které se
vyznacuje dvéma intenzivnimi ionty. Hmota m/z 453 nalezi iontu tvofenému dvéma
molekulami 6-MNA bez dvou atomi vodiku sjednim atomem sodiku
[2M-2H+Na], m/z 156 je pak fragmentovym iontem, ktery vznikl odStépenim

kyseliny octové z postranniho fetézce.
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Obr. 5.2 Hmotnostni ESI spektrum 6-MNA, negativni mod.
(5-107° mol-dm™3 roztok, ACN:voda 50:50 (v/v))

Na obrazku 5.3 je ESI spektrum naproxenu v negativnim moédu. Stejné jako
v piipadé 6-MNA jsou zde zastoupeny dva intenzivni ionty, m/z 481 néleZi opét
iontu [2M-2H+Na] a m/z 169 je fragmentovy ion vznikly odstépenim kyseliny

octové.
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Obr. 5.3 Hmotnostni ESI spektrum naproxenu, negativni mod.
(5-107° mol-dm™3 roztok, ACN:voda 50:50 (v/v))
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V piipadé nabumetonu (viz Obr. 5.4) je v ESI spektru v pozitivnim médu
pozorovatelny ion m/z 229, ktery nalei protonované molekule [M+H]"
a fragmentovy ion m/z 171 vynikly odStépenim ¢asti postranniho fetézce
[M—CH3COCH,]". Nejintenzivn&j$im iontem ve spektru je m/z 251, ktery odpovida
aduktu molekuly s atomem sodiku [M+Na]".
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Obr. 5.4 Hmotnostni ESI spektrum nabumetonu, pozitivni mod.
(5-107° mol-dm~3 roztok, ACN:0,1% TFA 50:50 (v/v))

5.2.2 Hmotnostni APCI spektra

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku také patfi mezi Setrné ionizacni
techniky a je rovnéz typickd vznikem iontd protonovanych a deprotonovanych
molekul. V porovnani s ESI je vice energeticka a vznika tedy vice fragmenti. APCI
lze pouzit pro ionizaci latek Spatné ionizovatelnych pomoci ESI v duasledku jejich
nizsi polarity.

Pfi pouziti chemické ionizace za atmosférického tlaku vSechny tfi sledované
latky poskytovaly signal pouze pii zdznamu kladnych ionti.

Na obrazku 5.5 je zobrazeno spektrum 6-MNA, kde lze vidét ion m/z 217,
ktery je tvofen protonovanou molekulou [M+H]" a fragmentovy ion m/z 171, vznikly
dekarboxylaci molekuly. lon m/z 282 nepatii sledované latce, jednd se o ion

z pozadi.
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Obr. 5.5 Hmotnostni APCI spektrum 6-MNA, pozitivhi mod.
(5107 mol-dm™3 roztok, ACN:0,1% TFA 50:50 (v/v))

Na obrazku 5.6 je APCI spektrum naproxenu. Opét je zde pozorovatelna
protonovanad molekula [M+H]" o hmoté¢ m/z 231 a intenzivni fragmentovy ion

m/z 185 vznikly dekarboxylaci.
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Obr. 5.6 Hmotnostni APCI spektrum naproxenu, pozitivni mad.
(5-107° mol-dm™3 roztok, ACN:0,1% TFA 50:50 (v/v))
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Na obrazku 5.7 je zobrazeno spektrum nabumetonu. Ion m/z 229 patfi
protonované molekule [M+H]" a intenzivni m/z 171 je fragment vznikly od$tépenim
¢asti postranniho fetézce [M—CH3;COCH,]". Ton m/z 211 pak odpovida ztraté 17 u.

Ostatni piitomné ionty patfi k signalu pozadi.
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Obr. 5.7 Hmotnostni APCI spektrum nabumetonu, pozitivhi méd.
(51075 mol-dm™3 roztok, ACN:0,1% TFA 50:50 (v/v))

Spektra latek v pozitivnim médu byla proméiena také s roztoky s pfidavkem
trifluorooctové kyseliny, ktera slouzila k podpofeni ionizace v pozitivnim moédu.

Celkovy piehled vSech vyznamnych iontd sledovanych latek je uveden v tabulce 5.1.

33



Tab. 5.1 Pfehled vyznamnych iontl 6-MNA, naproxenu a nabumetonu pfi pouziti ionizaci

ESI a APCI.

ESI+ ESI- APCI+ APCI-
sloudenina iont hmota iont hmota jont hmota iont hmota
6-MNA _ 2M-2H+Na 453 M+H 217 _ _
________________________________________ M-60 156 . M-45 171 .
naproxen _ 2M-2H+Na 481 M+H 231 _ _
________________________________________ M-61 169  _M-45 185 .

M+Na 251 M+H 229
nabumeton M-57 171 - - M-57 171 - -
M-17 211
Vysvétlivky: 2M-2H+Na ... ion tvofeny dvéma molekulami analytu se ztrdtou dvou atomd vodiku a pripojenim
jednoho atomu sodiku; M+H ... ion odpovidajici protonované molekule analytu; M-60 ... fragmentovy ion

odpovidajici molekule se ztrdtou 60 u, obdobné ostatni fragmentové ionty; proSkrtnuté policko znamena, Ze za
danych podminek nebyla pozorovana ionizace sledovanych latek.

Z tabulky 5.1 vyplyva, Ze ionizace obou analyti a vnitiniho standardu bylo
dosaZeno pfi pouZiti chemické ionizace za atmosférického tlaku (APCI) v rezimu
snimani kladnych iont. Tato ioniza¢ni technika byla zvolena pro detekci
sledovanych latek ve spojeni s HPLC. U vSech latek byl k vyhodnocovani pouzivan
chromatogram nalezici jejich neintenzivnéj$imu iontu. Pro 6-MNA a nabumeton se
jedna o fragmentovy ion m/z 171 a pro vnitini standard naproxen fragmentovy ion

m/z 185.
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5.3 Optimalizace HPLC
5.3.1 Volba mobilni faze a prlitokové rychlosti

HPLC separace analytti byla provadéna na reverzni C18 koloné. Testovany
byly mobilni faze o slozeni acetonitril/voda a acetonitril/0,1% TFA.
Chromatograficka separace byla ve vSech pfipadech provedena isokratickou elu¢ni
technikou.

Jako vychozi bod byla zvolena mobilni faze acetonitril:voda 50:50 (v/v), kdy
bylo dosazeno dobré separace analytd a vnitiniho standardu. S vyuzitim této mobilni
faze byl sledovan vliv pritokové rychlosti na retencni chovani analyti a zejména na
ionizaci v MS detekci. Bylo zjisténo, Ze rostouci pratokova rychlost ma negativni
vliv na symetrii piki a odezva MS detekce (vySka piku) pfi pfekroceni pritoku

0,3 ml-min"' klesa (viz Tab. 5.2).

Tab. 5.2 Vliv pritokové rychlosti na retenéni chovani analyt a vnitfniho standardu
v mobilni fazi ACN:voda 50:50 (v/v).
(smés 2:107° mol-dm™3, kolona Supelcosil LC-18 15cm x 4,6 mm 5 um,
ACN:voda 50:50 (v/v), nastfik 30ul)

[ml-n‘:in'l] [nf?n] s N R vy$ka piku MS
0,2 16,8 0,56 7748 - 886853
< 0,3 11,5 0,56 7795 - 948176
b3 0,4 8,7 0,54 7536 - 731062
© 0,5 7,0 0,53 7133 - 467083
_____________ 06 ... %7 ......045 7469 . -...............245322
c 0,2 20,9 0,66 8376 4,95 1399532
o 0,3 14,1 0,59 8610 4,74 2175962
g 0,4 10,8 0,55 8676 4,81 2070463
© 0,5 8,6 0,53 8261 4,62 1620592
_____________ 06 . ........71 . ...046 8603 . 484 . ....950832
< 0,2 36,5 0,91 8262 12,30 1210068
o 0,3 24,0 0,88 9941 12,44 1692410
E 0,4 18,4 0,89 10538 12,90 1320174
a 0,5 14,7 0,88 11019 12,82 759193
c 0,6 12,2 0,89 11316 13,34 312077

Separace latek na chemicky vazanych fazich, mezi které patti i pouzita C18,
vyuzivé rozdélovani mezi dvé faze na zaklad¢ riizné rozpustnosti. Vzhledem k tomu,
7e oktadecylové fetézce jsou nepolarni, lépe snimi interaguji nepolarni latky.
Reten¢ni mechanismus na chemicky vazanych fazich je slozity a stale jeSt¢ neni

zcela objasnén. Separaci komplikuji volné silanolové skupiny na povrchu sorbentu,
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které interaguji s polarnimi molekulami solutu a zptisobuji nezadouci chvostovani
pikd [44]. 6-MNA i naproxen jsou polarni latky, proto v jejich pfipadé mizeme
pozorovat niZ§i symetrii piki zplisobenou zmifiovanymi interakcemi. V ptipadé
pouziti mobilni fdze s obsahem kyselé slozky dojde k potlaceni disociace
karboxylovych skupin 6-MNA a naproxenu a tim i ke zvySeni rozpustnosti
v nepoldrni staciondrni fazi. To ma za nasledek vylepSeni symetrie pikii téchto dvou
latek.

Jako druha detekéni technika byla pouzita hmotnostni spektrometrie s APCI
lonizaci v pozitivnim médu. V tomto rezimu jsou zaznamenavany kladné ionty a ve
spektrech jsou kromé jinych pozorovany ionty odpovidajici protonovanym
molekuldm analytl. Protonace molekul byla podpofena pouzitim okyselené mobilni
taze.

V tabulce 5.3 jsou uvedena data popisujici chovéani sledovanych latek pfi
pouziti mobilni faze acetonitril:0,1% TFA v pomeéru 50:50 (v/) pfi ruznych
prutokovych rychlostech. V porovnani s mobilni fazi obsahujici vodu, doslo
k o¢ekavanému vylepSeni symetrie pikii a k navySeni signdlu MS, nicméné pii
piekroéeni priitokové rychlosti 0,3 ml-min™' i za téchto podminek G&innost ionizace
MS klesa. S ohledem na zachovani dobré odezvy hmotnostni detekce byla pro dalsi

praci zvolena pritokova rychlost 0,3 ml-min ™.

Tab. 5.3 Vliv pritokové rychlosti na retenéni chovani analyti a vnitiniho standardu
v mobilni fazi ACN:0,1% TFA 50:50 (v/v).
(smés 2:107° mol-dm™3, kolona Supelcosil LC-18 15cm x 4,6 mm 5 pm,
ACN:0,1% TFA 50:50 (v/v), nastfik 30ul)

[ml,n‘;in_,] [n:?n] s N R vyika piku MS

0,2 17,9 0,78 7057 - 902291
< 0,3 11,7 0,77 7566 - 1034917
= 0,4 9,0 0,76 7686 - 785012
© 0,5 7,2 0,76 7528 - 651948

U /1 S 60 _ _....076 . 7389 .. 348011
c 0,2 22,2 0,82 7757 4,54 1389717
o 0,3 14,6 0,79 8523 5,01 2176436
g 0,4 11,2 0,81 8809 4,82 2448185
© 0,5 8,9 0,80 8587 4,77 1859911

06 74 ......080 . 8764 475 ... 1413744
c 0,2 37,0 0,91 7930 11,53 1381150
< 0,3 25,2 0,88 9603 12,73 1657266
E 0,4 19,0 0,89 10535 12,91 1565902
a 0,5 15,2 0,89 10895 12,99 838279
c 0,6 12,6 0,89 11270 13,10 544907
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Tabulka 5.4 shrnuje udaje o chovani sledovanych latek v mobilni fazi
s obsahem TFA za podminek, kdy byl zvySovan podil acetonitrilu. Vyss$i obsah
acetonitrilu vedl ke sniZeni retence a zhorSeni symetrie piki. Odezva MS pii obsahu
acetonitrilu 50 % a vice setrvavala na pfiblizné konstantni urovni. Pro dalsi praci byl
zvolen pomér acetonitril:0,1% TFA 50:50 (v/v).
Tab. 5.4 Vliv sloZeni mobilni faze na retenéni chovani analytl a vnitfniho standardu.

(smés 2-107° mol-dm™3, kolona Supelcosil LC-18 15cm x 4,6 mm 5 um, pritok
0,3 ml-min~?!, nastfik 30ul)

AR e s N R vyska piku MS
45:55 14,7 0,80 6977 - 881929
< 50:50 11,8 0,75 7553 - 1194134
= 55:45 10,0 0,73 8260 - 1420875
© 60:40 8,9 0,72 8812 - 1510647
____________ 65:35 .81 . 072 811 - ...1588493
c 45:55 19,4 0,84 8064 5,92 1734673
< 50:50 14,5 0,79 8616 4,86 2337332
2 55:45 11,8 0,76 9062 3,87 2675758
o 60:40 10,1 0,74 9396 3,13 2656248
____________ 65:35 _....89........074 9244 244 2586322
c 45:55 36 0,92 9010 13,87 1299403
2 50:50 24,8 0,88 9716 12,56 2084224
£ 55:45 18,7 0,86 10091 11,08 2272620
® 60:40 15,0 0,83 10387 9,61 2393887
c 65:35 12,4 0,80 10279 8,08 2238555

Kromé jiZ zminéného vylepSeni tvaru pikd a podpotfeni ionizace MS detekce,
meélo pouziti mobilni faze s obsahem TFA dalsi pozitivni dopad. Pti analyze extraktu
z ,,Cisté” krevni plasmy v mobilni fazi acetonitril/voda byl v oblasti pfedpokladané
eluce analytii pfitomen bliZe neur€eny pik z matrice (viz Obr. 5.8 chromatogram A).
Pfi pouziti mobilni faze s obsahem TFA byl tento pik méné zadrzovan na koloné,
eluoval v kratS§im case (viz Obr. 5.8 chromatogram B) a nijak neinterferoval s piky

sledovanych latek (viz Obr. 5.8 chromatogram C).
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Obr. 5.8 Vliv mobilni faze na retenéni chovani matrinich pika.

A - slepy vzorek z plasmy, ACN:voda 50:50 (v/v}, 0,3 mi-min~*

B - slepy vzorek z plasmy, ACN:0,1% TFA 50:50 (v/v), 0,3 ml-min~

C - extrakt z plasmy s analyty a I.S.

6-MNA (1), naproxen (2), nabumeton (3), blize neurceny pik (x)
(kolona Supelcosil LC-18 15cm x 4,6 mm 5 um ACN:0,1% TFA
50:50 (v/v); 0,3 ml-min}; nastfik 30 ul; UV 230 nm)

1
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5.3.2 Odezva standardnich roztok(

V ptitomnosti naproxenu jako vnitfniho standardu (1: 10° mol-dm‘3) byla
v koncentra¢nim rozmezi 2-107-2-10* mol-dm na deseti koncentracnich trovnich
proméfena odezva standardnich roztokd 6-MNA a nabumetonu s vyuzitim UV
detekce. Rozmezi pro MS detekci bylo 5-107-2-10* mol-dm™, devét
koncentra¢nich urovni.

Na obrazku 5.9 je zobrazena kfivka instrumentalni odezvy pfi UV detekci pro
6-MNA, na obrazku 5.10 pak pro nabumeton.

Odezva je pro oba analyty v uvadéném rozsahu linearni a citlivost UV detekce
je pro oba analyty obdobna. Instrumentialni mez detekce pro 6-MNA ¢Cini

5-10 * mol-dm™ (10,8 ng-ml™"), pro nabumeton 1-10”” mol-dm (22,8 ng-ml™").

L 1 v I v T M 1 d 1

A iAo = 010834, -0,0019

20 L 6-MNA"" I

R’ =0,9998

AG-MNA/AI,S.

1 n 1 " 1 1 1 N 1
0 50 100 150 200
[umol.dm?]

CG« MNA

Obr. 5.9 Zavislost odezvy standardnich roztokl 6-MNA na koncentraci.
(kolona Supelcosil LC-18 15c¢cm x 4,6 mm S um; ACN:0,1% TFA 50:50
(v/v) 0,3 ml-min™!; nastfik 30 pl, UV 230 nm)
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Obr. 5.10 Zavislost odezvy standardnich roztokt nabumetonu na koncentraci.
(kolona Supelcosil LC-18 15cm x 4,6 mm 5 um; ACN:0,1% TFA 50:50
(v/v) 0,3 ml-min~!; nasttik 30 ul, UV 230 nm)

Na obrazku 5.11 je zobrazena koncentracni zavislost odezvy MS detekce pro
6-MNA, na obrazku 5.12 pak pro nabumeton. Ob¢ kfivky jsou v uvadéném rozmezi
linedrni. Jak ukazuje smérnice pfimky, MS detekce je citlivej§i pro nabumeton.
Instrumentalni mez detekce pro 6-MNA ¢ini 2-107 mol-dm™ (43,2 ng-ml™), pro

nabumeton 1-10"7 mol-dm™ (22,8 ng~ml"').
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Obr. 5.11 Zavislost odezvy standardnich roztokt 6-MNA na koncentraci.
(kolona Supelcosil LC-18 15cm x 4,6 mm 5 um; ACN:0,1% TFA
50:50 (v/v) 0,3 ml-min™!; nastfik 30 pl, MS m/z 171, m/z 185)
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Obr. 5.12 Zavislost odezvy standardnich roztok& nabumetonu na koncentraci.

(kolona Supelcosil LC-18 15cm x 4,6 mm 5 um; ACN:0,1% TFA
50:50 (v/v) 0,3 ml-min~?!; nastfik 30 pl, MS m/z 171, m/z 185)
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5.4 Optimalizace SPE

Pro ptedupravu vzorku krevni plasmy pomoci SPE byly testovany tfi nepolarni

sorbenty na bazi silikagelu — C8, C18, Ph.

5.4.1 Vliv pH vzorku na vytéznost extrakce

Vzhledem ke skutecCnosti, Ze 6-MNA 1 naproxen (I.S.) jsou karboxylové
kyseliny, je uprava pH vzorku pfed samotnou extrakci kritickym krokem pro
dosazeni co nejvysSi vytéznosti. V této praci byly pouzity nepoldrni sorbenty.
Okyselenim vzorki dojde k potlaceni disociace karboxylové skupiny naproxenu
a 6-MNA. Tim se zlepsi interakce s nepolarni staciondrni fazi a je tak dosazeno vyssi
vytéznosti extrakce. Uprava pH byla provadéna postupem uvedenym v kapitole 4.9
(str. 23).

Zavislost vytéznosti extrakce na pH vzorku je zobrazena na nasledujicich
obrazcich. Obr. 5.13 uvadi tuto zavislost pfi pouziti SPE kolonky DSC-Ph, Obr. 5.14
kolonky DSC-8 a Obr. 5.15 DSC-18.

6-MNA 1 naproxen se vzhledem ke své kyselé povaze dobie extrahuji
z kyselych roztokd. Naopak nabumeton je neutrdlni latka a pH vzorku nema v jeho
ptipadé€ na vytéZnost extrakce vliv.

Na vSech pouzitych sorbentech bylo dosazeno piiblizné stejné vytézZnosti.
Vsechny tti typy SPE kolonek by byly vhodné pro tuto préaci. Dalsi experimenty byly
provadény s kolonkami DSC-18, které byly vybrany sohledem na jejich
univerzalnost a moznost vyuZiti i pro jiné aplikace.

V pripadé¢ extrakce analyt kyselé povahy se vSeobecné doporucuje upravit pH
vzorku na hodnotu o dvé jednotky nizsi nez je pK, dané latky. V takovém ptipad¢ je
dosazeno uplného potlaceni disociace. Pro dal$i zpracovani vzorkd byla zvolena
uprava pH na hodnotu 2 (fedéni 0,5 ml fosfatového pufru a pridavek 50 ul 10%
kyseliny fosforecné), kdy bylo dosaZeno vytéZnosti v rozmezi 80-90 %. 1 prtes
nizkou hodnotu pH byl sorbent v pouzitych kolonkach stabilni. K jejich
znehodnoceni doslo obvykle ucpanim. Nepfiznivy vliv nizkého pH vzorku na
Zivotnost sorbentu nebyl pozorovan. Primémeé bylo mozZné na jedné kolonce provést

pét az sedm extrakci.
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Obr. 5.13 Vliv pH vzorku na vytéZznost 6-MNA (1), naproxenu (2)
a nabumetonu (3) pFi pouziti SPE kolonky DSC-Ph.
(koncentrace analytd 2:107> mol-dm™3; eluce: 2ml methanol; kolona
Supelcosil LC-18 15 cm x 4,6 mm 5 um; ACN:0,1% TFA 50:50 (v/v)
0,3 ml-min™!; nastfik 30 ul; UV 230 nm)
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Obr. 5.14 Vliv pH vzorku na vytéznost 6-MNA (1), naproxenu (2)
a nabumetonu (3) pfi pouziti SPE kolonky DSC-C8.
(koncentrace analytd 2:107° mol-dm~3; eluce: 2ml methanol; kolona
Supelcosil LC-18 15 cm x 4,6 mm 5 um; ACN:0,1% TFA 50:50 (v/v)
0,3 ml-min™!; nastfik 30 pl; UV 230 nm)
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Obr. 5.15 Vliv pH vzorku na vytéznost 6-MNA (1), naproxenu (2)
a nabumetonu (3) pfi pouziti SPE kolonky DSC-C18.
(koncentrace analytd 2:107° mol-dm™3; eluce: 2ml methanol; kolona
Supelcosil LC-18 15 cm x 4,6 mm 5 pm; ACN:0,1% TFA 50:50 (v/v)

0,3 ml-min™?; nastiik 30 pl; UV 230 nm)
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5.4.2 Vliv rychlosti aplikace vzorku na vytéZznost extrakce

Dalsim dulezitym faktorem, ktery ovliviluje vytéZnost extrakce, je rychlost
aplikace vzorku. Porovnany byly tfi pratokové rychlosti — 1, 3 a 5 ml-min”', viz
Obr. 5.16. Pti rychlejsi aplikaci nestaci analyty v dostatecné mife interagovat se
stacionarni fazi a vytéznost extrakce se snizuje. Pro dal$i praci byla pouzivana
pritokova rychlost 1 ml-min', kdy bylo dosaZeno uspokojivé vytéznosti 85-90 %

pro vSechny tfi latky.

100
S
? 7
S 80} 2 \§ i
»Q |
> 2 1
>
2
60 |- .
40 | -
ﬁ
20 | .
0
1 3 5
v[mI.min"]

Obr. 5.16 Vliv rychlosti aplikace vzorku na vytéznost 6-MNA (1), naproxenu (2)
a nabumetonu (3).
(koncentrace analytt 2:107° mol-dm™3, pH 2, eluce: 2ml methanol;
kolona Supelcosil LC-18 15 cm x 4,6 mm S um; ACN:0,1% TFA
50:50 (v/v) 0,3 ml-min™!; néstiik 30 pl; UV 230 nm)
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5.4.3 Vliv eluc¢niho rozpoustédla na vytéznost extrakce

Dal$im krokem optimalizace SPE bylo pozorovani vlivu elu¢niho rozpoustédia.
Porovnavana byla tfi rizna rozpoustédla — methanol, aceton a propan-2-ol. Z obrazku
5.17 je ztejmé, Ze dosazena vytéznost u vSech tfi rozpoustédel je pfiblizné€ stejna,
analyty jsou tedy vymyvany ze stacionarni faze vSemi sledovanymi rozpoustédly
stejné dobie. Pro daldi praci byl zvolen methanol, s ohledem na jeho béZné pouziti

v laboratofi.
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Obr. 5.17 Vliv elu¢niho rozpoustédla na vytéznost extrakce 6-MNA (1),
naproxenu (2) a nabumetonu (3).
(koncentrace analytt 2-107° mol-dm™3, pH 2, eluce: 2ml rozpoustédia;
kolona Supelcosil LC-18 15 c¢cm x 4,6 mm 5 um; ACN:0,1% TFA 50:50
(v/v) 0,3 ml-min!; nastfik 30 ul; UV 230 nm)
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5.5 Vysledky validace metody

V kapitole 4.11 (str. 27) je uvedena vysledna podoba metody tak, jak byla
validovana. Stejnym postupem pak byly zpracovavany realné vzorky.

Vyhodnoceni validace bylo provedeno pro UV a pro MS detekci zvlast'.
Parametry validace pro stanoveni 6-MNA jsou uvedeny v tabulce 5.5. Vysledky

validace metody stanoveni nabumetonu jsou uvedeny v tabulce 5.6.

Tab. 5.5 Vyhodnoceni validace metody stanoveni 6-MNA,

detekce uv MS

rovnice regrese y = 98284x + 0,0073 y = 49262x - 0,0884
R? 0,9993 0,9989

LLOQ [mol-dm™] 5-1077 2-10°®

uLoQ [mol-dm™] 1-107* 1-10

pocet kalibraénich bod 8 6

presnost [%] 2,4-12,5 2,1-9,4
spravnost [Y%] 87,8 - 107,4 86,3 - 106,4

TAB. 5.6 Vyhodnoceni validace metody stanoveni nabumetonu.

nabumeton
detekce uv MS
rovnice regrese = 90991x - 0,0006 y = 107776x - 0,0479
R? 0,9990 0,9977
LLOQ [mol-dm~3] 2:1077 2-10°°
uLOQ [mol-dm™3] 2-107° 2:107
pocet kalibracnich bodu 6 6
presnost [%] 4,2-14,4 4,6-8,5
spravnost [%] 93,4-109,6 86,2-107,9

Tab. 5.7 VytéZnost metody pro 6-MNA a nabumeton.
(vyhodnoceno podle UV detekce)

koncentrace vy o "
[mol-dm™3] vytéznost [%] median
< 1.10°® 86 89 91 86
s 1-107° 85 92 87 87
0 5-107° 90 91 90 90
C
% 5.1077 79 80 84 84
g 2-107° 84 82 88 84
2 1-10°° 85 86 84 85
C
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Metoda stanoveni 6-MNA a nabumetonu spliiuje pozadavky na piesnost
a spravnost. Kalibracni zavislosti byly ve studovanych rozmezich linearni
a vytéZznost pro oba analyty se pohybovala vrozmezi 84-90 % (viz Tab. 5.7).
Selektivita metody byla testovana analyzou deseti ,,slepych® vzorkd, pficemzZ nebyly
pozorovany Zadné interference.

Zaroven byly urceny detekéni limity pro obé stanovované latky. Limit UV
detekce pro 6-MNA byl 5-10® mol-dm™ (10,8 ng-ml™"), pro nabumeton
1-10”7 mol-dm (22,8 ng-mlI™"). Limit MS detekce pro 6-MNA ¢&inil 1-107 mol-dm™
(216,2 ng-ml "), pro nabumeton 5-10" mol-dm™ (114,2 ng-m1™").

Pokud je provedeno srovnani obou detekénich technik, 1ze fici, Ze UV detekce,
jak dokladaji smémice zrovnic kalibracnich ptimek, je stejné citlivd pro 6-MNA
1 pro nabumeton. Pokud stejnym zpusobem zhodnotime hmotnostni detekci, je
citlivgj§i pro nabumeton (smérnice kalibra¢ni piimky nabumetonu je pfiblizné
dvakrat vétsi nez smérice kalibraéni ptimky 6-MNA). Pii pouziti UV detekce bylo
u obou analyti dosazeno niz$i meze detekce nez v piipadé detekce hmotnostni. Lze
predpokladat, Ze pouzitim techniky SIM u kvadrupolového hmotnostniho
spektrometru, pfipadn€é techniky MRM u tandemovych pfistroji by bylo mozné

zvysit citlivost o nékolik fadd a dostat se minimaln¢ na uroven UV detekce.

Stabilita zasobnich roztokit

Soucésti validace bylo sledovéni stability zdsobnich roztokii a vzorka krevni
plasmy, vyhodnoceni bylo provadéno podle UV detekce.

Tabulka 5.8 uvadi data stability zasobnich roztokh 6-MNA, naproxenu
a nabumetonu. Stabilita byla sledovéana v intervalech po dobu 120 dni, béhem této

doby nedoslo k vyznamnému poklesu koncentrace v roztocich jednotlivych latek.

Tab. 5.8 Stabilita zasobnich roztokl analytd a vnitfniho standardu.
(vyhodnoceno podle UV detekce)

den Ag-Mna ALs. Anasu
0 58460 (100%) 57615 (100%) 71270 (100%)
14 58396 (99%) 57288 (99%) 72888 (102%)
30 58646 (100%) 56998 (99%) 71003 (100%)
60 56153 (96%) 56087 (97%) 70132 (98%)
120 57517 (98%) 56432 (98%) 69824 (98%)
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Stabilita vzorkit krevni plasmy
Vzorky krevni plasmy byly podrobeny ¢tyfem cyklim zmrazeni a opétovného
roztati. Takovato manipulace se vzorky nevedla k vyznamnému poklesu obsahu

analytii ve vzorku, viz Tab. 5.9.

TAB. 5.9 Stabilita vzork{ krevni plasmy po ¢tyfech cyklech zmrazeni a roztati.
(vyhodnoceno podle UV detekce)

6-MNA nabumeton

koncentrace
vzorku 1-10°° 5-107° 5-1077 1-107°
[mol-dm™3]
nalezena 1,08-10® 4,97-10°  5,04-107  1,03-107°
koncentrace 9,99-107  4,84-10°  4,76-1077 9,72-107¢

-3
[mol-dm™] 1,07-10°%  4,75-10°°  4,84-107  9,87-107°
median 1,07-10°®  4,84.107° 4,84-1077 9,87-107°
s 4,79-10°8 1,30-10°° 1,65-10°8 3,42-1077
s, [%] 4,5 2,7 3,4 3,5
Ly, 1,11-1077 2,86-10°® 3,64-1078 7,54-1077

Dale byla sledovana kratkodoba teplotni stabilita vzorkd krevni plasmy, kdy
byly roztoky ponechany pii laboratorni teplot¢ po dobu Sesti hodin. Vzorky se
ukazaly byt stabilni (viz Tab. 5.10). Doba potiebna pro ptedipravu vzorki je vyrazné

kratsi, proto lze pfedpokladat, Ze béhem tohoto zpracovani ke ztratdm nedochazi.

Tab. 5.10 Kratkodoba teplotni stabilita vzorkd krevni plasmy.
(vyhodnoceno podle UV detekce)

6-MNA nabumeton
koncentrace
vzorku 1-10°® 5-107° 5.1077 1-10™°
[mol-dm™]
nalezena 9,57-107  4,85:10°  5,09-107  9,56:107°
koncentrace 1,05-10°°  4,76-10°  4,96-107  9,55-10°°
[mol-dm™] 9,86-107  4,75-10°  5,01-1007  9,70-10°°
median 9,86:1077  4,76-107° 5,01-1007  9,56-107®
s 5,40-1078 5,91-1077 7,68-107° 8,80-1078
s, [%] 5,5 1,2 1,5 0,9
Ly 1,21-1077 1,30-107° 1,69-1078 1,95-1077
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DalSim parametrem, ktery byl sledovan, byla dlouhodoba stabilita. Vzorky
plasmy byly skladovany pfi teplot¢ =70 °C a v ¢asovych intervalech analyzovany.
Tabulka 5.11 udava vysledky analyzy po 60 a 120 dnech skladovani. Jak je vidét
z uvedenych nalezenych koncentraci, nedochazi béhem této doby k vyznamnému

poklesu koncentrace analytti ve vzorcich.

TAB. 5.11 Dlouhodoba stabilita vzorkd. (vyhodnoceno podle UV detekce)

6-MNA nabumeton
koncentrace
vzorku 1-10°® 5.-107° 5-1077 1-10°°
[mol-dm3]
nalezend 9,75-1077  4,81-10°  4,82-107 9,75-107°
gg”ﬁgﬁfce PO 983107  4,94-10°  4,99-107  9,84-10°
[mol-dm™] 9,63-107  4,76:10”  4,63-107  9,69:10°°
median 9,75-1077 4,81-107° 4,82-1077 9,75-107®
s 1,18-10®  1,06-10°°  2,13-10®  8,87-108
s, [%)] 1,2 2,2 4,4 0,9
L, 2,60-1078 2,34:10®  4,68-10°8 1,95-1077
Eg'neCZ:nnta;ace oo 9,89-10:: 4,91-10:2 4,92-10:: 9,91-10::
120 dnech 1,04-10 5,04-10 5,09-10 1,09-10
[mol-dm™3] 1,09-107° 4,92-107° 5,06-1077 1,01-10°°
median 1,04-10°® 4,92-107° 5,06-1077 1,01-10°°
s 5,97-10%  7,68-107  1,0010®  5,85-1077
s, [%)] 5,7 1,6 2,0 5,8
Ly, 1,31-1077 1,69-107° 2,21-1078 1,29-10°°

Opakovatelnost metody

Opakovatelnost metody byla zhodnocena na zakladé vysledkd analyz
kontrolnich vzorki, které byly provedeny v priibéhu péti tydn. Celkem bylo
analyzovano deset sérii po tiech koncentracich (nizké, stfedni a vysoké) pro oba
analyty. 6-MNA byla sledovina na koncentratnich turovnich 1-10°, 1-107
a 510° mol-dm”>, nabumeton pak na koncentracich 5-107, 2-10°
a 1-10° mol-dm™. V tabulce 5.12 je uvedeno vyhodnoceni opakovatelnosti metody

pro 6-MNA, v tabulce 5.13 pro nabumeton.
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Tab. 5.12 Opakovatelnost stanoveni 6-MNA na koncentracich 1-107¢, 1-107°
a 5-107° mol-dm™3, statistické vyhodnoceni.
(vyhodnoceno podle UV detekce)

¢é. nalezena koncentrace [mol-dm™3]
1 9,30-1077 1,02-10°% 5,21-107°
2 1,08-107® 1,02-10°° 4,83-10°°
3 9,99-1077 1,06-107° 4,95-107°
4 1,08-107° 1,07-107° 4,97-107°
5 8,98-1077 1,09-107° 5,10-107°
6 9,57-1077 8,97-107° 4,96-107°
7 1,07-10°® 1,03-10°° 4,76-107°
8 9,86-1077 9,49-10°¢ 4,99-107°
9 9,95-1077 1,02-10°° 4,87-107°
_________ 10 .....920107  9,2510° 483107
median 9,91-1077 1,02:10°° 4,96-107°
s 5,92-10°8 6,27-1077 1,46-107°
s [%] 5,9 6,1 2,9
Ly, 4,19-1078 4,43-107 1,04-10°®

Tab. 5.13 Opakovatelnost stanoveni nabumetonu na koncentracich 5-1077,

2-107% a 1-107° mol-dm™3, statistické vyhodnoceni.
(vyhodnoceno podle UV detekce)

é. nalezena koncentrace [mol-dm™3]
1 5,03-1077 1,96-107° 1,08-107°
2 5,15-1077 2,03-10°° 1,07-107°
3 4,97-1077 1,98-107® 9,84-107°
4 5,09-1077 1,92-10°® 1,03-107°
5 4,96-1077 1,96-107® 9,88-10°°
6 5,01-1077 1,95-10°¢ 1,06-107°
7 5,17-1077 1,89-107° 9,75-10°8
8 4,92-1077 1,85-10°° 9,89-10°°
9 4,97-1077 1,89-107® 1,09-107°
el 10 ... 503107 1,93:10° 1,05:107°
median 5,02-1077 1,94-107® 1,04-107
s 8,12-107° 5,85-1078 3,75-1077
s, [%] 1,6 3,0 3,6
Ly, 5,75-107° 4,14-10°8 2,64-1077

Na zakladé¢ statistického vyhodnoceni uvedeného v tabulkach 5.12 a 5.13 lze

usuzovat na dobrou opakovatelnost metody. Relativni smérodatnd odchylka

stanoveni 6-MNA v kontrolnich vzorcich na tfech riznych koncentra¢nich hladinach

se pohybovala vrozmezi 2,9-6,1 %. Obdobné dobrych vysledkti bylo dosazeno

1 v piipad¢ nabumetonu, relativni smérodatna odchylka nabyvala hodnot 1,6-3,6 %.
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5.6 Analyza realnych vzorki

Vypracovana metoda byla pouZita k analyze vzorkt krevni plasmy z klinické
studie Farmakologického ustavu 1. LF UK. Vzhledem k vyssi citlivosti bylo
vyhodnocovani provadéno podle UV detekce, hmotnostni detekce slouZila pro
potvrzeni analyti. Ukolem bylo sledovat ¢asovy pribéh koncentrace 6-MNA
a nabumetonu po jednordzovém podani | tablety nabumetonu (500 mg) a po
opakovaném podani po cCtrnactidenni pauze. Studie zahrnovala 24 zdravych

dobrovolniku.

Na obrazku 5.18 je zobrazena charakteristickd koncentra¢ni kiivka 6-MNA

v krevni plasmé po jednordzovém podani nabumetonu.
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Obr. 5.18 Casova zavislost koncentrace 6-MNA v krevni plasmé po podani 500 mg

nabumetonu.

(0,5 ml vzorek, pH 2, eluce: 2ml methanol; kolona Supelcosil LC-18 15
cm x 4,6 mm 5 pm; ACN:0,1% TFA 50:50 (v/v) 0,3 ml-min~!; néstfik 30
pl; UV 230 nm)

Cas, ve kterém bylo dosaZeno maximalni plasmatické koncentrace, byl
proménlivy, jak uz pozorovali jini autofi [4-7]. Hodnota se pohybovala v intervalu
2-24 h. Z obrazku 5.18 je zfejmé, Ze se na koncentracni kiivee 6-MNA vyskytuji dvé

maxima. Tento jev byl pozorovéan u vétsiny vysetfovanych dobrovolnik(i a obdobné
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kiivky publikoval i De Jager et al. [5]. Cas téchto maxim byl opét velmi variabilni,
pohyboval se ve vyse uvedeném rozmezi.

Na obrazku 5.19 je zobrazen pribéh koncentrace nezmetabolizovaného
nabumetonu v krevni plasmé po jeho peroralnim podani. Farmakokineticky profil
nabumetonu zveiejnila Kobylifiska et al. [27]. Cas dosaZeni maximalni plasmatické
koncentrace nabumetonu uvadi v rozmezi 0,5-12 h. Tento interval se shoduje

s naméfenymi daty, kdy maximalni koncentrace bylo dosazeno v intervalu 2—12 h.
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Obr. 5.19 Casova zavislost koncentrace nabumetonu v krevni plasmé po jeho
500 mg podani.
(0,5 ml vzorek, pH 2, eluce: 2ml rozpoustédla; kolona Supelcosil LC-18
15 cm x 4,6 mm S um; ACN:0,1% TFA 50:50 (v/v) 0,3 ml-min™!; nastfik
30 ul; UV 230 nm)

Vyhodnoceni udaj o koncentracich 6-MNA a nabumetonu a jejich interpretace
bude provedena pracovniky Farmakologického ustavu 1. LF UK, proto zde nejsou
blize uvedeny. Vysledky klinické studie budou pravdépodobné publikovany pozdéji

v n¢kterém z odbornych Casopisti.
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6 ZAVER

Podafilo se nalézt optimalni podminky pro stanoveni nabumetonu a jeho
metabolitu (6-MNA) v krevni plasm¢ metodou SPE-HPLC/UV/MS.

Vypracovana metoda je spolehliva, pfesna a byla Gspésné validovana. Nasledné
byly timto postupem zpracovany a analyzovany realné vzorky z klinické studie.

Tato diplomova prace je soucasti projektu Farmakologického ustavu 1. LF UK.
Informace o koncentracich nabumetonu a 6-MNA ve vzorcich analyzovanych
postupem prezentovanym Vv této praci prisp€ji k objasnéni problematiky vlivu

genetickych predispozic na farmakokinetiku nabumetonu.
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