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SOUHRN

Stanoveni nabumetonu a kyseliny 6-methoxy-2-naftyloctové v plazmé pomoci HPLC s UV
a MS detekci

Cilem préice bylo zavést a validovat analytickou metodu, kterd by umozZnila detekovat koncentrace
nabumetonu a Kyseliny 6-methoxy-2-naftyloctové (6-MNA) po jednorazovém podani terapeutické
davky léciva. Byly porovnany dvé metody stanoveni pomoci HPLC s UV a hmotnostni detekei. Pri
upravé vzorku bylo optimalnich vysledkii dosaZzeno pomoci extrakce na pevné fazi (SPE).
VytéZznost se pohybovala okolo 84 % pro nabumeton a 86-90 % pro 6-MNA. HPLC separace
analytli byla provadéna na reverzni C18 koloné. Limit UV detekce pro 6-MNA byl 50 nM, pro
nabumeton 0,1 uM. Limit MS detekce pro 6-MNA ¢inil 1 UM, pro nabumeton 0,5 uM. Pfesnost
metody pro stanoveni nabumetonu se pohybovala v rozmezi 4,2—-14.,4 % pti UV detekci a 4,6-8,5 %
pii MS detekci. Presnost metody pro 6-MNA byla 2,4-12,5% pii UV detekcei a 2,1-9,4 % pii MS
detekci. Spravnost metody pro stanoveni nabumetonu se pohybovala v rozmezi 93,4-109,6 % pii
UV detekei a 86,2-107,9 % pti MS detekci. Spravnost metody pro 6-MNA byla 87,8-107,4 % pii
UV detekci a 86,3-106,4 % pti MS detekci. Vhodnost metody byla ovéfena na vzorcich pro
stanoveni farmakokinetiky lé¢iva u 24 zdravych dobrovolniku.
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SUMMARY

Determination of nabumetone and 6-methoxy-2-naphthylacetic acid in plasma using HPLC
with UV and MS detection

The study aimed to establish and validate an analytical method for the determination of nabumetone
and 6-methoxy-2-naphthylacetic acid (6-MNA) in human plasma after a single therapeutic dose of
the drug. Two methods based on HPLC with UV and MS detection were compared. Optimal results
in sample preparation were achieved using solid phase extraction. The recovery reached
approximately 84% and 86-90% for nabumetone and 6-MNA, respectively. A reverse C18 column
was used for HPLC separation of the analytes. The limit of UV detection was 50 nM and 0.1 uM
for 6-MNA and nabumetone, respectively. The limit of MS detection was 1 uM and 0.5 uM for
6-MNA and nabumetone, respectively. Precision ranged between 4.2—-14.4% and 4.6-8.5% using
UV and MS detection for nabumetone, respectively. The respective values for 6-MNA were
2.4-12.5% and 2.1-9.4%. Accuracy ranged between 93.4-109.6% in UV detection and
86.2-107.9% using UV and MS detection for nabumetone, respectively. The respective values for
6-MNA were 87.8—-107.4% and 86.3—106.4%. The method was subsequently applied to determine
the pharmacokinetic parameters of nabumetone and 6-MNA in a group of 24 healthy volunteers.
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Uvod

Nabumeton (4-(6-methoxy-2-naftyl)-butan-2-on) patii
renéni inhibici cyklooxygenazy 2 V. Je pouzivan v 16¢bé
akutnich i chronickych symptomi revmatoidni artritidy
a osteoartrozy > . Nabumeton je prolécivo, které nevy-
kazuje protizdnétlivou aktivitu, zatimco jeho hlavni
metabolit kyselina 6-methoxy-2-naftyloctova (6-MNA)
vykazuje farmakodynamické tucinky antiflogistické, anti-
pyretické a analgetické.

PrestoZze jsou klinické ucinky nabumetonu dobfe
popsény, farmakokinetika nabumetonu dosud podrobné&;ji
popséana nebyla kvili ptili§ nizkym koncentracim matei-
ské latky v krvi po podani terapeutickych davek. Z divo-
du nizkych hladin nabumetonu v krvi je dosud publiko-
véana jen jedna metoda HPLC s fluorimetrickou detekci
nabumetonu pro pouziti v klinickych studiich 4. Dobfe je
naopak popsdna farmakokinetika 6-MNA diky dostup-
nosti dostate¢né citlivych analytickych technik 3.

Cilem naSi prace bylo zavést a validovat analytickou
metodu, kterd by umoZnila detekovat koncentrace nabu-
metonu a 6-MNA po jednordzovém podani terapeutické
davky léciva.

POKUSNA CAST

Chemikdlie

Nabumeton p.a. (Sigma-Aldrich), 6-MNA p.a. (MP
Biomedicals), 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), fos-
fore¢nan sodny tercidrni Cisty (Lachema), acetonitril pro
HPLC (Lach-Ner), kyselina trifluorooctova 99% (Sig-
ma-Aldrich), deionizovana voda (Millipore), dusik 4.6
(Linde Gas), helium 4.6 (Linde Gas).

Priprava vzorkii

Vzorky krve jsme odebirali do zkumavek Vacutainer
s pridavkem heparinu. Thned po odebridni krve jsme
oddélili plasmu centrifugaci pti 3000 g. Plasma byla poté
uloZena do -70 °C aZ do doby analyzy.

Pro predipravu vzorkd jsme zvolili techniku extrakce
na tuhou fazi (SPE). K 0,5 ml vzorku jsme pfidali 50 pul
roztoku vnitiniho standardu o koncentraci 0,1 mmol/l.
Vzorek jsme nafedili 0,5 ml fosfatového pufru pH 2
(10 mM), okyselili 50 pl 10% kyseliny fosfore¢né a fad-
né promichali.

Takto pfipraveny vzorek jsme aplikovali na kolonku
Discovery® DSC-18 (1 ml, 100 mg), Supelco, USA pre-
dem promytou 2 ml methanolu a 2 ml fosfatového pufru
pH 2 (10 mM). VSechny roztoky protekly rychlosti
I ml.min™.

Nasledné jsme kolonku prosavali vzduchem po dobu
5 minut. Zachycené latky byly vymyty 2 ml methanolu.
Ziskany extrakt jsme odpafili dosucha pfi 45 °C pod mir-
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nym proudem dusiku. Reziduum jsme poté rozpustili ve
250 pul mobilni faze a 30 ul nastfikli do HPLC.

HPLC/UV/MS analyza

Pro analyzu extraktu jsme pouZili kapalinovy chroma-
tograf HP 1100 s UV DAD, Hewlett Packard, USA. Jako
hmotnostni detektor jsme pouZili pfistroj Esquire 3000,
Bruker Daltonics, Némecko.

Separace probihala na koloné Supelcosil LC-18 15 cm
x 4,6 mm 5 um, Supelco, USA a jako mobilni fazi jsme
pouZili smés acetonitrilu a 0,1% TFA v poméru 50 : 50
(v/v) o pratokové rychlosti 0,3 ml.min™.

UV detekce probéhla pti vinové délce absorpéniho
maxima sledovanych latek A = 230 nm. Soucasné jsme
sledovali i hmotnostni detekci s chemickou ionizaci za
atmosférického tlaku v pozitivnim moédu. Podminky
APCI detekce byly nasledujici: rozsah skenu 50-800 u,
teplota susiciho plynu 250 °C, teplota iontového zdroje
400 °C, tlak plynu v zamlZovaci 30 psi, pritok susiciho
plynu (N2) 5 1. min"!, napéti na kapilafe 4 kV.

Vyhodnoceni jsme provedli podle chromatogramu
nalezejiciho nejintenzivnéj§imu iontu ve spektru pfislus-
né latky. Pro 6-MNA a nabumeton to byl ion m/z 171
a pro vnitini standard — naproxen ion m/z 185.

Validace metody

Validaci metody jsme provedli na zdkladé pozadavku
pro validaci bioanalytickych metod 9. V souladu s t€mi-
to pozadavky jsme stanovili mez stanovitelnosti
(LLOQ), spravnost, pfesnost, vytéZnost, linearitu
a selektivitu detekce.

Pro nabumeton i 6-MNA byly sestrojeny kalibra¢ni
krivky. Vzorky o znamé koncentraci s pfidavkem vniti-
niho standardu byly zpracoviany SPE a déle analyzovany
pomoci HPLC s UV a MS detekci. Pro 6-MNA byly pfi-
praveny roztoky o téchto koncentracich: 0,2; 0,5; 1; 2; 5;
10; 20; 50 a 100 wmol/I pro nabumeton 0,2; 0,5; 1; 2; 5;
10 a 20 pmol/1.

Mez stanovitelnosti jsme ur€ili jako nejniz§i bod
kalibraéni ktivky, kde pik analytu je indentifikovatelny,
oddéleny a reprodukovatelny s presnosti 20 % a sprav-
nosti 80-120 %.

Soucésti validace metody bylo také studium stability
zasobnich roztokil a vzorkd. V ptipadé zasobnich rozto-
ki analyt a vnitiniho standardu jsme méfili koncentra-
ce latek pritomnych ve vzorku v zavislosti na ¢ase u skla-
dovanych roztokll po nastfiku 5 pl zasobniho roztoku.
Detekéni podminky byly shodné s podminkymi pii
méfeni extraktll z plazmy. Prvni méfeni probéhlo ihned
po jejich priprave.

Dale jsme sledovali vliv zmrazeni a roztati vzorki
v nékolika cyklech na koncentraci analytd ve vzorku.
Vzorky o vysoké a nizké koncentraci analytli (mnoZstvi
dostatecné pro tfi analyzy na koncentraci, pro 6-MNA 1
a 50 uM; pro nabumeton 0,5 a 10 uM) jsme skladovali
pri teploté -70 °C po dobu 24 hodin. Poté roztaly pii
laboratorni teploté a nasledné byly znovu zmraZeny. Ten-
to postup jsme opakovali a po ¢tvrtém cyklu roztati vzor-
ki jsme provedli analyzu.

18

CESKA A SLOVENSKA FARMACIE, 2011, 60, ¢. 1

— O



Farmacie 1-011

23.2.2011 9:13 str. 19

Pro studium kratkodobé teplotni stability jsme pfipra-
vili vzorky o vysoké a nizké koncentraci (pro 6-MNA 1
a 50 uM; pro nabumeton 0,5 a 10 uM, tfi alikvoty od
kazdé). Vzorky byly ponechédny pfi laboratorni teploté
6 hodin a nasledné zpracovany.

Pro stanoveni dlouhodobé teplotni stability vzorkl
jsme pripravili vzorky o vysoké a nizké koncentraci ana-
Iytd (pro 6-MNA 1 a 50 uM; pro nabumeton 0,5
a 10 uM). Vzorky jsme uchovavali pfi teploté -70 °C
a v Casovych intervalech je analyzovali ve tfech stanove-
nich v kazdé koncentraci.

Reprodukovatelnost metody jsme zhodnotili na zakla-
dé vysledkt analyz kontrolnich vzorkd, které jsme pro-
vedli v pribéhu péti tydni. Celkem jsme analyzovali
deset sérii po tfech koncentracich (nizké, stfedni a vyso-
ké) pro oba analyty. 6-MNA byla sledovdna na koncent-
racnich drovnich 1; 10 a 50 uM, nabumeton pak v kon-
centracich 0,5; 2 a 10 uM.

Aplikace metody

Metodu jsme nésledné pouZili na stanoveni farmako-
kinetickych parametrii nabumetonu a 6-MNA u 24 zdra-
vych dobrovolnikd po podani 500 mg nabumetonu (Reli-
fex, MEDA AB Svédsko). Zdravi dobrovolnici byli po
vstupnim fyzikalnim, biochemickém a hematologickém
vySetieni kratkodobé hospitalizovani na naSem odd¢leni.
Béhem hospitalizace dostal kazdy dobrovolnik jednora-
zovou davku pfipravku Relifex s 250 ml vody na zapiti.
Podani 1éciva probihalo vZdy v rannich hodinich pod
dohledem zdravotni sestry. Po dobu studie méli dobro-
volnici volny pfistup k pitné vodé¢ ad libitum. Prvni leh-
ké standardizované jidlo bylo podavano za 4 hodiny od
podani nabumetonu. Odbéry jsme provadéli v ¢ase pred
podanim 1éciva a 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 48, 72 a 96
hodin po podani 1€ku. Tato studie byla schvalena Etickou
komisi VEN a vSichni dobrovolnici podepsali informo-
vany souhlas pfed zafazenim do studie.
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VYSLEDKY A DISKUZE

Optimalizace metody

HPLC separace analytd probéhla na reverzni C18
koloné. Testovali jsme mobilni fize o sloZeni acetonit-
ril/voda a acetonitril/0,1% TFA. Chromatograficka sepa-
race byla ve vSech pfipadech provedena isokratickou
elucni technikou.

Jako vychozi bod jsme zvolili mobilni fazi acetonitril
: voda 50 : 50 (v/v), kdy jsme pozorovali dobrou separa-
ci analytd a vnitfniho standardu. Zjistili jsme, Ze rostou-
ci prutokova rychlost méla negativni vliv na symetrii
pikti a odezva MS detekce (vyska piku) pfi prekroceni
pratoku 0,3 ml.min"! klesala.

Pfi pouziti mobilni faze acetonitril: 0,1% TFA
v poméru 50 : 50 (v/v) doslo k o¢ekdvanému vylepSeni
symetrie pikt a k navySeni signalu MS, nicméné pfi pie-
kro¢eni prutokové rychlosti 0,3 ml.min™ i za té€chto pod-
minek u¢innost ionizace MS klesala.

Vys$§i obsah acetonitrilu vedl ke sniZeni retence
a zhorSeni symetrie piki. Odezva MS pfi obsahu aceto-
nitrilu 50 % a vice setrvavala na pfiblizné konstantni
urovni. Pro dalsi praci jsme zvolili pomér acetonitril :
0,1% TFA 50 : 50 (v/v).

MS detekce

Soucasné pozadavky na validaci bioanalytickych
metod vyzaduji prikaz nepfitomnosti matri¢nich efekta.
V nasi praci jsme tento prikaz nezji$tovali, protoZe jsme
pouzili metodu chemické ionizace za atmosferického tla-
ku (APCI), kterd je podstatné robustnéjSi vzhledem ke
sloZeni matrice a riziko matri¢nich efektl je vyznamné
niz8§i ve srovnani s metodou elektrosprejové ionizace
(ESI). Pro pouziti v ramci TDM, ke kterému jsme nasi
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Obr. 1. Hmotnostni APCI spektrum 6-MNA, pozitivni méd (50 uM roztok, ACN : 0,1% TFA 50 : 50 (v/v))
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Obr. 2. Hmotnostni APCI spektrum naproxenu, pozitivni moéd (50 uM roztok, ACN : 0,1% TFA 50 : 50 (v/v))
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Obr. 3. Hmotnostni APCI spektrum nabumetonu, pozitivni méd (50 uM roztok, ACN : 0,1% TFA 50 : 50 (v/v))

metodu vyvinuli, Ize proto popisovanou metodu povazo-
vat za dostate¢n€ robustni s ohledem na matri¢ni efekty.

Pfi pouZiti chemické ionizace za atmosferického tlaku
vSechny tfi sledované latky poskytovaly signal pouze pfi
zaznamu kladnych iontt.

Na obrazku 1 je zobrazeno spektrum 6-MNA, kde 1ze
vidét ion m/z 217, ktery je tvofen protonovanou moleku-
lou (M+H)* a fragmentovy ion m/z 171, vznikly dekar-
boxylaci molekuly. Ion m/z 282 nepatii sledované latce,
jednd se o ion z pozadi. Na obrdzku 2 je APCI spektrum
naproxenu. Opét je zde pozorovatelnd protonovana
molekula (M+H)* o hmoté¢ m/z 231 a intenzivni frag-
mentovy ion m/z 185 vznikly dekarboxylaci.

Na obrazku 3 je zobrazeno spektrum nabumetonu. Ion
m/z 229 patii protonované molekule (M+H)" a intenziv-
ni m/z 171 je fragment vznikly od$tépenim Casti postran-

niho feté¢zce (M-CH,COCH,)*. Ton m/z 211 pak odpovi-
déa ztraté 17 u. Ostatni pfitomné ionty patii k signélu
pozadi.

Validace

Metoda stanoveni 6-MNA a nabumetonu spliiuje
poZadavky na pfesnost a spravnost. Selektivita metody
byla testovana analyzou deseti ,,slepych® vzorkd, pfi-
¢emZ jsme nepozorovali Zadné interference.

Zaroven jsme urcili detek¢ni limity pro obé stanovo-
vané latky. Limit UV detekce pro 6-MNA byl 50 nM, pro
nabumeton 0,1 uM. Limit MS detekce pro 6-MNA ¢inil
1 uM, pro nabumeton 0,5 uM.

V pfitomnosti naproxenu jako vnitfniho standardu
(10 uM) byla v koncentraénim rozmezi 0,2-200 uM na
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Obr. 4. Zgvislost odezvy standardnich roztoki 6-MNA na koncentraci (kolona Supelcosil LC-18 15 cm x4,6 mm 5 um;
ACN : 0,1% TFA 50 : 50 0,3 ml.min’’; nastrik 30 ul, UV 230 nm)
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Obr. 5. Zagvislost odezvy standardnich roztokii 6-MNA na koncentraci (kolona Supelcosil LC-18 15 cm x4,6 mm 5 um;
ACN : 0,1% TFA 50 : 50 0,3 ml.min’; ndstrik 30 ul, MS m/z 171, m/z 185)

deseti koncentracnich trovnich proméfena odezva stan-
dardnich roztokd 6-MNA a nabumetonu s vyuZitim UV
detekce. Rozmezi pro MS detekci bylo 0,5-200 uM,
devét koncentracnich drovni.

Odezva byla pro oba analyty v uvdadéném rozsahu
linearni pri pouziti UV i MS detekce (obr. 4 az 7).

Validace byla provedena pro UV a pro MS detekci
zv1ast. Parametry validace pro stanoveni 6-MNA jsou
uvedeny v tabulce 1. Validace metody stanoveni nabume-
tonu je shrnuta v tabulce 2. VytéZnost se pohybovala oko-
lo 84 % pro nabumeton a 8690 % pro 6-MNA (tab. 3).

Stabilita zdsobnich roztoki

Stabilitu zasobnich roztokl jsme sledovali v inter-
valech 14, 30, 60 a 120 dni. V Zadném z intervali se

plochy piku pro 6-MNA, nabumeton nebo vnitfni stan-
dard neodchylovaly o vice neZ 2 % od bazalnich hod-
not.

Stabilita vzorki krevni plazmy

Ctyfi cykly zmrazeni a opétovného roztati nevedly
k vyznamnému poklesu obsahu analyti ve vzorku.

Kratkodobou teplotni stabilitu jsme sledovali u vzor-
ka krevni plazmy, kdy jsme roztoky ponechali pfi labo-
ratorni teplot¢ po dobu 6 hodin. Po této dobé opét
nedoslo k vyznamnému poklesu obsahu analytd ve
vzorku podobné jako pfi testech dlouhodobé stability
po 60 a 120 dnech skladovani pfi -70 °C. VSechny
vysledky stabilit testi krevni plazmy jsou sumarizova-
ny v tabulce 4.
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Obr. 6. Zdguvislost odezvy standardnich roztokii nabumetonu na koncentraci (kolona Supelcosil LC-18 15¢cm x 4,6 mm 5 um;
ACN : 0,1% TFA 50 : 50 0,3 ml.min’’; nastiik 30 ul, MS m/z 171, m/z 185)
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Obr. 7. Zavislost odezvy standardnich roztokii 6-MNA na koncentraci (kolona Supelcosil LC-18 15cm x 4,6 mm 5 um;
ACN : 0,1% TFA 50 : 50 0,3 ml.min’’; ndastrik 30 ul, MS m/z 171, m/z 185)
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Obr. 8. Priibéh primérnych koncentraci nabumetonu v ¢ase Obr. 9. Pribéh prumérnych koncentraci 6-MNA v ¢ase
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Tab. 1. Validace metody stanoveni 6-MNA Tab. 2. Validace metody stanoveni nabumetonu
Detekce Uv MS Detekce UV MS
rovnice regrese y = 98284x + 0,0073 y = 49262x — 0,0884 rovnice regrese y =90991x - 0,0006 y = 107776x — 0,0479
R 0.9993 0.9989 R 0.9990 0.9977
LLOQ (uM) 0,5 2 LLOQ (uM) 0.2 2
L M
ULOQ (uM) 100 100 ULOQ (uM) 20 20
< o . pocet
pocet kalibra¢nich bodt 8 6 Kkalibra¢nich bodit 6 6
presnost (%) 24-125 2,1-94 presnost (%) 42-14.4 4,6-8.5
spravnost (%) 87,8-107,4 86,3-106,4 spravnost (%) 93,4-109,6 86,2-107,9

Reprodukovatelnost metod,
Tab. 3. Wytéznost metody pro 6-MNA a nabumeton (UV P Y

detekce) Relativni smérodatnd odchylka stanoveni 6-MNA
v kontrolnich vzorcich na tfech riznych koncentracnich
Koncentrace (M) VytéZnost (%) Median hladinach se pohybovala v rozmezi 2,9-6,1 %. Obdobn&
nabyvala i v pfipadé nabumetonu relativni smérodatna
1 86 89 91 86 odchylka hodnot 1,6-3,6 %.
6-MNA 10 85 92 87 87
50 90 9] 90 90 Aplikace metody
05 79 %0 84 84 Primérné hladiny (95% CI) nabumetonu a 6-MNA
. ziskané UV detekci jsou uvedeny na obrazcich 8 a 9.
nabumeton 2 84 82 88 84 . P P
Zakladni farmakokinetické parametry nabumetonu
10 85 86 84 85 a 6-MNA jsou uvedeny v tabulce 5.

Tab. 4. Krdatkodobd a dlouhodobad stabilita vzorki krevni plasmy a stabilita po étyrech cyklech zmrazeni a roztdti. Medidn ze 3
méreni (UV detekce)

6-MNA Nabumeton

Koncentrace vzorku (UM) 1 50 0,5 10

Medidn nalezené koncentrace Ctyf cyklll zmrazeni a roztati (UM) 1,07 48,4 0,48 9,87

s 0,04 1,30 0,016 0,34

s, (%) 45 2,7 34 35

Median nalezené koncentrace kratkodobé stability (mol.dm) 0,98 47,6 0,50 9,56

s 0,054 0,59 0,007 0,08

s (%) 5,5 1,2 1,5 0,9

Medién nalezené koncentrace po 60 dnech (mol . dm) 0,97 48,1 0,48 9,75

s 0,01 1,06 0,02 0,08

5, (%) 12 22 44 0.9

Median nalezené koncentrace po 120 dnech (mol.dm=) 1,04 49,2 0,51 10,1

s 0,059 0,77 0,01 0,58

s, (%) 5,7 1,6 2,0 5.8
Tab. 5. Primeérné (SD) hodnoty zdakladnich farmakokinetic-
kych parametrii ve skupiné 24 dobrovolniki s

FK parametr Nabumeton 6-MNA ZAVER

C,ax (mg/l) 0,56 (0,19) 12,75 (1,40) Pfi srovnani obou detekénich technik, lze fici, ze UV

AUC ,  (h.mg/l) 18,07 (7,05) 633,25 (174,05) detekce, jak doklddaji smérnice z rovnic kalibracnich

AUC, .. (h.mg/l) 18,22 (6.87) 721,50 (237,78) primek, je stejné citlivd pro 6-MNA i pro nabumeton.

T, (h) 2091 27,26 P.ol'<ud 'stfzjn.}’/rn zpusobem zhodnotimf.: hmotpostni detek-

ci, je citlivéjsi pro nabumeton (smérnice kalibra¢ni pfim-

*medidn ky nabumetonu je pfiblizné 2x neZ smérnice kalibracni
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pfimky 6-MNA). Pfi pouziti UV detekce jsme u obou
analyt dosahli niz§i meze stanovitelnosti nez v pfipadé
detekce hmotnostni. Lze predpokladat, Ze pouZzitim tech-
niky SIM u kvadrup6lového hmotnostniho spektrometru,
piipadné techniky MRM u tandemovych pfistrojii by
bylo mozné zvysit citlivost o nékolik fadi a dostat se
minimélné na urovenl UV detekce. Tyto mody detekce
vSak ndmi pouZité pfistrojové vybaveni neumoznilo.

Zavedené metody UV i hmotnostni detekce umoziiuji
stanovit koncentrace nabumetonu a 6-MNA po jednora-
zovém podani terapeutické davky 1éc¢iva.

Prace vznikla za podpory grantu GA UK 52707.
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