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Uvod

Jednovlaknovy RNA virus SARS-CoV-2 se prenasi
kapénkovou cestou'. Po vstupu do dychaciho ustroji se
pres vazbu na ACE2 receptory dostava do bunék, kde se
replikuje. U nemocnych nasledné spousti imunitni reakci,
ktera mize vyvolat zavazné komplikace priabéhu onemoc-
néni*. Kromé toho infekce virem SARS-CoV-2 miize zpi-
sobovat komplikace nebo ovlivnit pribéh 1é¢by u jinych
onemocnéni’. Remdesivir je intravenézné podavané prolé-
&ivo*. Podava se prvni den v davce 200 mg, poté 1x dennd
100 mg. Jakozto analog ATP pisobi inhibici virové
RNA-dependentni RNA polymerasy’. Metabolizuje se na
neaktivni nukleosidovou formu remdesiviru (GS-441524),
ktera se po pfiblizné 2 hodinach od intraven6zniho podani
stava dominantni formou v plazmé&’. Samotny remdesivir
je z 88 az 94 % vazan na plazmatické proteiny a jeho ma-
ximalni koncentrace byla v plazmé zaznamenana na konci
tiicetiminutové infuzni aplikace® (tab. I). Klinicky piinos
remdesiviru je studovan a byl prokizan v fadé studii’®.
V nejnovéjsi studii vSak patnactidenni podavani remdesi-
viru nezlepsilo klinické vysledky pacienti hospitalizova-
nych s COVID-19 ve srovnani se standardni pé&i®. Jak
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remdesivir, tak pfevazujici metabolit GS-441524 se vylu-
Cuji zejména ledvinami. U terapie remdesivirem byla po-
zorovana hepatotoxicita i nefrotoxicita®’, proto je nutné
funkce téchto organd pfi terapii monitorovat. Analytické-
mu stanoveni remdesiviru neni vénovana dostatecnad po-
zornost (jak je ukazano v tab.I). Doposud publikované
prace vyuZivaji pfedev§im techniky kapalinové chromato-
grafie ve spojeni s hmotnostni detekci’'!. Cilem této prace
bylo studovat remdesivir pomoci kapalinové chromatogra-
fie s tandemovou hmotnostni detekci (LC-MS/MS) a na-
sledné zavést metodu na monitorovani hladiny remdesiviru
v séru nebo plazmé u pacientt s infekci SARS-CoV-2.

Experimentalni ¢ast
Pouzité chemikalie

Pro ptipravu mobilnich fazi byl pouzit acetonitril
a kyselina mraven&i v LC-MS/MS &istotd (HPST, Ceska
republika). Ganciklovir-d5 a dalsi pouzité chemikalie byly
zakoupeny od HPST, Ceska republika. Remdesivir byl
ziskan jako dar od Dr. Milana Jakubka (BIOCEV, Cesko).

Biologicky materidl

Vzorky séra/plazmy byly ziskany ze zbytki séra/
plazmy jako smés anonymnich vzorku pied jejich likvidaci
(FN Motol) a jejich pouziti je v souladu s vnitinimi ptedpi-
sy. VSechna vysetfeni jsou v souladu se zdsadami Helsin-
ské deklarace. Pacientsky vzorek byl ziskan ve spolupraci
s Klinikou anesteziologie, resuscitace a intenzivni medici-
ny 2. LF UK a FN Motol.

Ptiprava roztokl a vzorku

Zasobni roztok remdesiviru byl pfipraven v koncen-
traci 1 mg ml™' v methanolu. Kalibraéni roztoky byly nafe-
dény ze zasobniho roztoku na koncentrace (0; 1,25; 2,5; 5;
10; 20; 50; 100; 200; 300; 400; 500; 600; 800; 1000 ng ml’l)
do séra, plazmy a mobilni faze a nasledné uchovany
v lednici pii 4 °C. Vzorek byl poté zpracovan nasledovné:
do zkumavek bylo ptidano 50 ul vzorku (kalibrator, kon-
trola, pacientsky vzorek), 650 ul precipitaéniho ¢inidla
(acetonitril:methanol (50/50; v/v)) s ganciklovirem-dS
(vnitini standard, koncentrace 5 ng/ml). Pro metodu stan-
dardniho ptidavku bylo 90 pl vzorku (po extrakci) smiSeno
s 30 pul remdesiviru (100 ng ml™"). Vznikla smés se extra-
hovala po dobu 10 min pfi 800 rpm (Biosan, Litva)
anasledné¢ se centrifugovala (Eppendorf, Némecko)
10 min pii 13 tis. g. Odebrany supernatant se natedil
v poméru 1:2 (acetonitril:voda (95:5) s0,1% kyselinou
mravenci) a takto pfipraveny vzorek byl analyzovan.
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Obr. 1. LC-MS/MS analyza remdesiviru. Spektrum v ESI" modu (40 keV) (A). Typicky chromatograficky signal kvantifikace remdesi-
viru (100 ng/ml) pfi MRM piechodu m/z 603,2— 200 na kolon¢ Zorbax Eclipse Plus C18 RRHD 1,8 um 3,0 x 50 mm pti chromatografic-
kych podminkach A: 0,1% kyselina mravenci ve vodé; B: 95% acetonitril, 4,9% voda, 0,1% kyselina mravenci; v insertu obrazku je uka-
zan signal gancikloviru-d5 (5 ng ml™) (B). Typicka zavislost na koncentraci 0 az 1000 ng ml™', s konfidenéni elipsou na hladiné vyznam-
nosti 95%, n = 5. Linearni &ast (0-50 ng mI™), y = 29,3 + 900,5x; (AUC; ng ml™); r = 0,99923; LOD 1,9 ng mI™"; LOQ 6,5 ng ml™";

QC 43 (C).

Piiprava mobilni faze pro LC-MS/MS analyzu

Protokol analyzy byl mirn€ upraven podle publikova-
nych studii”'®. Jako mobilni faize A byla pouzita voda
5 0,1% kyselinou mravenci a jako mobilni faze B byla
pouzita smés acetonitril:voda (95:5) s 0,1% kyselinou mra-
venéi. Gradientova eluce byla nasledujici: 100 % A —
100 % B (0-1,5 min), 100 % B (1,5-3 min), 100 % B —
100 % A (3-3,5 min).

Pouzité pristroje

LC-MS/MS analyza

Pro kvantifikaci remdesiviru jsme pouzili kapalinovy
chromatograf ve spojeni s hmotnostnim analyzatorem za
pouziti ionizace v pozitivnim médu (Agilent 1290, Triple
Quad 6470, Agilent Technologies). Hmotnostni detekce
byla provadéna pomoci trojittho kvadrupdlu v moddu
MRM. Systém byl slozen zbindmi pumpy (G7120A),
termostatovaného  davkovace (G7129B), termostatu
(G7129A), odplynovace (G7120C) a termostatu kolony
(G7129D) (Agilent Technologies, USA). Pouzita kolona
byla Zorbax Eclipse Plus C18 RRHD 1,8 um 3,0 x 50 mm
(Agilent Technologies, USA). Objem nasttiku pfipraveného
vzorku byl 5 pul, doba analyzy 4 min, pritok 0,4 mlmin ',

688

teplota kolony 35 °C, kazdy bod byl méfen pétkrat. Hmot-
nostni spektrometr byl typu trojitého kvadrupolového ana-
lyzatoru Qq QAgilent 6470 Triple Quad (Agilent Techno-
logies, USA). Jako vyhodnocovaci software byl pouzit
program Mass Hunter Optimizer (Agilent Technologies,
USA).

Statistické a matematické vyhodnoceni

Vsechna experimentalni data byla analyzovana
v laboratornim informacnim systému Qinslab. Hodnoty
LOD a LOQ byly vypogitany podle prace Hubaoux'?.

Vysledky a diskuse
LC-MS/MS analyza remdesiviru

Pro analyzu remdesiviru bylo vyuzito techniky
LC-MS/MS s ionizaci v ESI" médu. Optimalni nastaveni
iontového zdroje bylo nasledujici: napéti na kapilate 3 kV,
teplota suSiciho plynu 350 °C, pritok susiciho plynu
11 1 min"', jako kolizni plyn byl pouzit dusik. Pro kvantifi-
kaci remdesiviru byl vybran jeden kvantifikacni pfechod a
jeden konfirmaéni pfechod m/z pifi 603,2 — 261,0
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Hladiny remdesiviru v plazmé/séru po jejich aplikaci, podle dostupnych literarnich dat

Druh studie Terapeutické Koncentrace remdesiviru v plasmé/séru Pocet  Lit.
dé‘VkOVé}}i odbér [ng mI™'] extrémni  eGFR eGFR 60 pologas Pacienti n
[mgden'] ~ 5 1gh  peni hladina  30-60  [mimin']  [h]
uvedeno [ml min”']
Farmakologicka 200, 662 32 1576 32 1 23
studie nasledné 100
Farmakokinetika 200, 500 116 90 37 11
nasledné 100
Analytické 100 6az20 4az20 17 10
testovani
eGFR — odhad glomerularni filtrace ze sérového kreatininu
(kvantifika¢ni) a 603,2 — 200,0 (konfirmacni); v pripadé Linearita

pouzitého vnitintho standardu byl pfechod m/z 261,1 —
152,0. Celkova doba analyzy byla 4 min. Ziskané retencni
Casy se pohybovaly okolo 1,88 + 0,02 min (obr. 1). Nasledné
jsme navrzenou analytickou metodu validovali dle pravidel
FDA (Food and Drug Administration, FDA 2018)". Mezi
zakladni validacni parametry bioanalytickych metod patii
mez detekce, mez kvantifikace, kalibrace, linearni rozsah
metody, piesnost, pravdivost a robustnost. Tyto parametry
dale zahrnuji vyhodnoceni matricového efektu, test stabili-
ty analytu v biologické matrici za definovanych podminek
skladovani a test stability kalibra¢niho a vnitiniho standar-
du vrozpoustédlech za definovanych podminek skladova-
ni**. Jednotlivé kroky podobnych analytickych postupii jsou
podrobné popsany v dfive publikovanych sdélenich'>™7,

Pro kalibraci remdesiviru byla pouzita 15bodova ka-
librace. Kazdy bod kalibracni kiivky byl pfipraven v péti
opakovanich. Pro analyzu byl navrzen pracovni rozsah od
6,5 do 1000 ngml'. Vysledna kalibradni zavislost
v modelovém prostiedi mobilni faze byla linearni
(»=900,5x + 29,3 (AUC; ngml™"), r = 0,9992, QC 4.3),
kde x predstavuje koncentraci remdesiviru a y piedstavuje
plochu piku remdesiviru. Podrobnosti jsou uvedeny na
obr. 2 a v tab. II.
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Obr. 2. Optimalizace stanoveni remdesiviru v biologickém vzorku. Zavislost signalu na koncentraci remdesiviru ve smésném séru (A)
a ve smeésné plazme (B). Vzorek pacienta 1é¢eného remdesivirem (odbér 1 h po aplikaci remdesiviru), metoda standardniho ptidavku (0,
50 a 100 ng ml™), (C). Viechna data vyhodnocena jako ESI* na fragment m/z 200 na kolon& Zorbax C18.
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Preciznost za podminek opakovatelnosti
a reprodukovatelnosti

Byla provedena analyza pfesnosti a spravnosti pfi
opakované analyze vybranych bodii (6,5 ngmlI™'; 10 ng ml™;
500 ngml™; 1000 ng ml™) pii poétu opakovani n = 5.
Nasledné pifi dlouhodobém hodnoceni byla hodnocena

Tabulka II

Plivodni a metodické prace

presnost a spravnost mezi jednotlivymi dny. Data byla
vyhodnocena v regulaénim diagramu jako hodnoty variac-
niho koeficientu (CV%). Podrobnosti jsou uvedeny
v tab. IL

Valida¢ni parametry pro stanoveni remdesiviru metodou LC-MS/MS. Dalsi podrobnosti jsou uvedeny v sekci Experimen-

talni ¢ést.

Validac¢ni parametry pro LC-MS/MS stanoveni

mobilni faze (ACN; voda)

sérum

plasma

Parametr, matematicky model — linearni; pracovni koncentrace (6,5-1000 ng ml™")

y=ax+b 900,5x + 29,3 34,0x + 40,4 52,8x +39,0

(AUC; ng mI™)

Smérnice; ng ml™' 900,5 34,1 52,8

Korela¢ni koeficient, r 0,9992 0,9995 0,9995

QC,95% 4,3 4,1 4,2

LOD, ng mI™ 1,9 2,1 2,0

LOQ, ng mI™ 6,5 6,9 6,8

Opakovatelnost?

CV, % 0,6 3,9 1,3

Pocet opakovani () 9 10 10

Normélni rozdsleni® 5,8; potvrzeno normalni 2,2; potvrzeno 3,1; potvrzeno
rozlozeni normalni rozloZeni normalni rozloZeni

Interval spolehlivosti®, +1245,0 +162,9 +33,8

ng ml™

Reprodukovatelnost”

CV, % 1,26 3,60 2,90

Pocet opakovani () 18 20 20

Normélni rozdéleni®

2,2; potvrzeno
normalni rozlozeni

Interval spolehlivosti®, +8615,9
ng ml™

Opakovatelnost nastiiku

Retencni ¢as, CV, % 0,5
Plocha piku, CV, % 1,1
Vytéznost, %° 100

3,1, potvrzeno
normalni rozlozeni

2.9, potvrzeno
normalni rozlozeni

+£97,6 +49.9
0,2 0,2
3.2 1.8
81,9 67,9

* Opakovatelnost byla uréena jako primémy CV % na 4 koncentraénich hladinach (po&et mé&feni = 10), ® reprodukovatel-
nost byla ur¢ena jako praimémy CV % na 4 koncentra¢nich hladinach zméfenych 3 dny po sobé (pocet méfeni = 10), © vy-
téznost byla uréena jako ((ziskand hodnota méfené latky/referenéni hodnota méfené latky) *100) na 3 koncentracnich hladi-
nach,  Normalita rozloZeni dat byla hodnocena: primér/median. Hraniéni hodnoty piiblizné mezi 0,9—1,1, © Interval spoleh-
livosti na konfiden¢ni hlading€ 95 % pro normaln¢ rozdéleny soubor. Odlehlost hodnot byla testovana Grubbsovym testem
na hladin€ vyznamnosti 5 %. AUC: integralni vypocet obsahu plochy pod kiivkou
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Opakovatelnost mérenych signalii (intenzity, plochy
a retencniho casu)

Relativni chyby byly vypocitany z opakované¢ho dav-
kovani analyti ve vzorcich séra a plazmy s ptidavky rem-
desiviru pro koncentrace 6,5 ngml”; 10 ngml™; 500
ng ml™'; 1000 ng mI™'. Varia¢ni koeficienty se pohybovaly
od 1,1 do 3,2 %. Podrobnosti jsou uvedeny v tab. II.

Stanoveni meze detekce (LOD) a meze kvantifikace (LOQ)

Podle FDA" a ISO'? metodiky byly vypoéteny hod-
noty LOD 19ngml' a LOQ 6,5 ngml' sCV 5%
(pracovni rozsah 6,5 az 1000 ng ml™). Ziskané limity jsou
dostatecné pro kvantifikaci remdesiviru v biologickém
vzorku (tab. II).

Vytéznost metody stanoveni remdesiviru

Vytéznost metody byla uréena pro rizné koncentracni
hladiny (6,5; 500; 1000 ng ml™). Vyt&znost byla vypogita-
na porovnanim signald v extrahovaném vzorku séra nebo
plazmy s pfidavkem definované koncentrace roztoku rem-
desiviru po extrakei. Pfi pouzZiti ionizace elektrosprejem ve
spojeni LC-MS v komplexni biologické matrici se objevu-
je matricovy efekt. Tento efekt, jak je znamo, ovliviiuje
kvalitu i kvantitu stanoveni. Podrobnosti jsou uvedeny
v tab. IL

Stanoveni remdesiviru v séru a plazmé

Vysledna kalibracni zavislost v séru byla line4rni (y =
34,0x + 40,4; (AUC; ng ml’l), r=0,9995, v rozsahu 6,5 az
1000 ngml™”, QC 4,1). Vysledna kalibratni zavislost
v plazmé byla linearni (y = 52,8x + 39,0; (AUC; ng ml™),
r=0,9995, v rozsahu 6,5 az 1000 ng ml™', QC 4,2).

Stanoveni remdesiviru v séru pacienta léceného timto
lékem

Po ziskani zavislosti signalu remdesiviru na koncen-
traci byla testovana detekce remdesiviru v redlném paci-
entském vzorku. Na uréeni koncentrace remdesiviru ve
vzorku byla pouzita jak metoda standardniho pfidavku, tak
metoda vnitfniho standardu (rozdil uréenych koncentraci
remdesiviru mezi metodami do 5 %). Vyuzity postup
umoznil Uspésn€¢ extrahovat a stanovit remdesivir
v realném pacientském séru, kdy byl pozorovén signal pfi
reten¢nim ¢ase 1,88 min pii hmoté m/z 200. Nasledné byla
koncentrace remdesiviru (metodou standardniho ptidavku)
v séru urena na 175 + 15 ng ml ™.

Zavér

I ptes pouzivani remdesiviru k 1écbé eboly a SARS
neni k dispozici mnoho dajii o jeho stanoveni v séru/
plazmé, jak je uvedeno v tab. I. Metoda LC-MS/MS analy-
zy je pro tento Gcel vhodna pro svou citlivost a selektivitu.
Pro peclivejsi sledovani farmakokinetiky remdesiviru je
potiebné identifikovat metabolit GS-441524 a trifosfat rem-
desiviru. Kromé¢ necileného podavani proléciva je vyzvou
jeho zacileni pomoci specifickych nanotransportér'®?2'.
Takové modifikace umozni zvySeni terapeutické koncen-
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trace v misté infekce a snizi nezadouci efekty a budou
vyzadovat vhodné analytické pfistupy pro monitorovani
terapeutické koncentrace™.

Prdce byla podpoiena projektem MZ CR — RVO, FN
v Motole 00064203. Dékujeme Dr. Milanovi Jakubkovi za
poskytnuti remdesiviru a doc. Tomasi Vymazalovi z Klini-
ky anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny 2. LF
UK a FN Motol za poskytnuti pacientského vzorku.
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Detection of Remdesivir by Liquid Chromatography
with Tandem Mass Spectrometry in a Patient with
SARS-CoV-2 Infection

One of the officially approved medications for the
treatment of the pandemic disease COVID-19, caused by
the SARS-CoV-2 virus, is remdesivir. This antiviral mole-
cule is a prodrug that is metabolized into its active form
(an ATP analogue). Because of its hepatotoxicity and ne-
phrotoxicity, it is necessary to monitor the serum concen-
trations of remdesivir. For the therapeutic drug monitoring
of remdesivir, a method using liquid chromatography with
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tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) in positive elec-
trospray ionization mode was developed. Mass detection
was done via triple quadrupole in the Multiple reaction
monitoring mode. Separation was done on Zorbax C18
column at 35 °C in mobile phase gradient and flow
0.4 mL min”' (A — 0.1% formic acid in water, B — 0.1%
formic acid in 95% acetonitrile). Time of analysis was
4 minutes. LC-MS/MS method was successfully validated.
Calibration was done in blood serum and plasma and it
was linear in the range of tested concentrations (0—1000
ng mL™). Samples were prepared by protein precipitation.
The method was used to measure remdesivir concentration
in a patient with SARS-CoV-2 infection. The measured
concentration 60 minutes after remdesivir application was
175£15 ng mL ™.
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e Petrus J., Grondzak T., Cepové J., Dunovska K., Hos-

nedlova B., Berousek J., Prusa R., Kizek R., Klapkova E.:

Chem. Listy 116, 687-692 (2022).
https://doi.org/10.54779/ch120220687

Acknowledgements
The project is being implemented under the grant project
MZ CR - RVO, FN Motol 00064203.



