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Opracowanie i walidacja metody UPLC-MS/MS w celu monitorowania
nintedanibu i BIBF 1202 w osoczu pacjentow z postepujgcym
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wioknieniem ptuc zwigzanym z chorobami tkanki tgcznej

Kielczynska Anna

Zaktad Chemii Lekow, Analizy Farmaceutycznej i Biomedycznej, Warszawski Uniwersytet Medyczny
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e Nintedanib (NIN) hamuje kluczowe procesy zwigzane
z postepem witoknienia ptuc i jest stosowany w
leczeniu pacjentow z postepujgcym wioknieniem
ptucnym zwigzanym z chorobami tkanki tgcznej

e (Czeste dziatania niepozgdane w trakcie terapii NIN t;.
biegunka, nudnosci i wymioty nierzadko prowadzg do
koniecznosci zmniejszenia dawki lub przerwania
leczenia

e Terapeutyczne monitorowanie stezeniem leku (TDM)
moze pomoc w optymalizacji terapii poprzez
oznaczanie stezenia leku w osoczu, ograniczajgc
dziatania niepozgdane i umozliwiajgc kontynuowanie
leczenia
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Ryc. 1. Nintedanib Ryc. 2. BIBF 1202 - aktywny

metabolit NIN

Projekt zostat zatwierdzony przez Komisje Bioetyczng
Narodowego Instytutu Geriatrii, Reumatologii i Rehabilitac;i
w Warszawie (numer zgody: KBT-5/3/2024).

Protokot przygotowania probek

IS = Dy-nintedanib [1 pg/ml]

Odbiatczanie
500 pl ACN

Dodanie 50 pl

Dodanie 20 pl IS 2M Na,CO0s

] —_— _— —_—
ﬂ Worteksowanie, Worteksowanie Wytrzgsanie 30
\\ / pozostawienie sek. 1800 obr/
, / na 15 min. min
200 pl osocza
Analiza LC-MS/MS
Kolumna: Zorbax SB-C18 100 x 3.0 Przeniesienie
Kol tana: ASSY FRIT. 0.2 e =~
olumna wstepna: . 0. supernatantu I }
um, 2.1 mm a do fiolki do L =} X 10
autosamplera ||
Elucja izokratyczna — — — \" — 3
Faza ruchoma: 0,1% HCOOH : ACN ‘ @_ - = 13
35/65v/v | W o @
__ 55
Jonizacja poprzez elektrorozpylanie el
w dodatnim trybie jonow
Objetosé nastrzyku: 1l
Ryc. 3. Protokdt przygotowania i oznaczania probek
LC-MS/MS:
e System UPLC Acquity [-Class Plus (Waters),

wyposazony w pompe gradientowg czterokanatowsg,
piec kolumnowy, odgazowywacz oraz chtodzony
autosampler, sprzezony Z tandemowym

spektrometrem mas XEVO TQ-XS I-Class (Waters).

e Kolumna chromatograficzna: Kolumna Zorbax SB-C18
(100 x 3,0 mm, 3,5 pym, Agilent Technologies) z
przedkolumng ASSY FRIT (0,2 pm, 2,1 mm, Waters).

e Faza ruchoma: 0.1% kwas mrowkowy i acetonitryl
(35:65, v/v)

Przejscia MRM
540.27 > 113.00
526.27 > 112.95
543.29~> 116.06

NIN 75 24
BIBF 1202 43 20
IS 62 24

Tab. 1. Parametry MS. DP - Potencjat deklasteryzacji, CE - Energia kolizji

Zakres liniowy 2.00-200.00 ng/mL

Srednia precyzja | Miedzyseryjna 4.53% 6.72%

Wewnatrzseryjna 2.96% 5.51%
Srednia Miedzyseryjna 107.3% 101.8%
doktadnosé

Wewnatrzseryjna 102.2% 98.0%
Stabilnos¢ 4 godziny w 30°C 2 godziny w 30°C
Zakres stezen w 2.33-41.1 2.89-93.6
probkach

8.3-66.0 10.1-154.4

pacjentow

Tab 2. Parametry walidacyjne
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Ryc 5. Przyktadowy chromatogram proébki pacjenta (Crmax): Cnin

Ryc. 4. Przyktadowy chromatogram probki pacjenta (Co): Cain =
=12.34 CBIBF1202 =28.00 [ng/dL]

2.91 CBIBF1202 =5.22 [ng/dL]

B NIN Co (100 mg)
NIN Cmax (100 mg)
BN BIBF Co (100 mq)
140 + BIBF Cmax (].00 mg)
B NIN Co (150 mag)
NIN Cmax (150 mg)
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BIBF Cmax (150 mgq)
100}
—
o
IS)
=
L 80F
c
i
o’
)
o0
40
20
0

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Numer prébki

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Ryc. 6. Stezenia NIN i BIBF 1202 w prébkach pacjentow leczonych w Klinice Wczesnego Zapalenia Stawow, Narodowy Instytut Geriatrii,
Reumatologii i Rehabilitacji, Warszawa. Oznaczenia zostaty przeprowadzone w Sekcji Farmakokinetyki, Sie¢ Badawcza tukasiewicz -
Instytut Chemii Przemystowej, Warszawa

Metoda analityczna:
e Opracowano i zwalidowano metode UPLC-MS/MS jednoczesnego oznaczania NIN oraz jego
aktywnego metabolitu - BIBF 1202 w ludzkim osoczu.
e Metoda wykazata wysokg czutos¢, doktadnosc i precyzje, spetniajgc wytyczne EMA.
e Zwalidowana metoda jest odpowiednia do terapeutycznego monitorowania stezenia lekow (TDM) u
pacjentow z postepujgcym widknieniem ptuc zwigzanym z chorobami reumatycznymi.
Analiza oznaczanych stezen NIN i BIBF 1202 pacjentow:
e Stezenia NIN i BIBF 1202 w osoczu znacznie réznity sie miedzy pacjentami, niezaleznie od dawki,
co podkresla potrzebe personalizacji terapii.
e Rutynowe monitorowanie NIN i BIBF 1202 moze poprawi¢ bezpieczenstwo i skutecznos¢ leczenia,
szczegoblnie w populacjach z ograniczonymi opcjami terapeutycznymi.
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