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Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytické chemie

Kandidat: Eliska Capkova Maxova

Skolitel: doc. PharmDr. Lucie Novakova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vyvoj a validace UHPLC-MS/MS metody pro stanoveni

maraviroku v placentarnich perfuzich

Cilem této prdce byl vyvoj rychlé a selektivni metody pro stanoveni maraviroku
v placentarnich perfazich. Pro separaci byla pouzita ultra-vysokoucéinnd kapalinova
chromatografie v systému reverznich fazi s kolonou BEH C18 spojend s tandemovou
hmotnostni spektrometrii (UHPLC-MS/MS). Byla zvolena gradientova eluce s mobilni
fazi se slozkou A (0,1% vodny roztok kyseliny mravenci) a B (acetonitril) pfi prdtoku
0,35 ml/min a 40 °C v kolonovém prostoru. Parametry hmotnostniho spektrometru
byly optimalizovdny a ndsledné nastaveny: ionizace elektrosprejem v pozitivnim médu;
napéti na kapilare 1,0 kV; napéti na vstupnim kuzelu 35 V; napéti na extraktoru 3,0 V;
napéti na RF ¢occe 0,1 V; pratok desolvataéniho plynu 1000 I/h; teplota desolvatace
450 °C; prltok plynu na vstupnim kuZelu 100 I/h; teplota iontového zdroje 130 °C. Pro
kvantifikaci byl pouzit SRM mdd. Jako metoda pfipravy vzork( byla zvolena extrakce
z kapaliny do kapaliny (LLE). Nejlepsi vytéZznost (>90%) byla ziskdna pfi pouziti
dichlormetanu. Metoda byla validovana v kalibraénim rozmezi 1-1000 ng/ml na péti
koncentracnich hladinach (1 ng/ml, 2,5 ng/ml, 50 ng/ml, 500 ng/ml a 1000 ng/ml).
Dolni mez kvantifikace (LLOQ) byla 1 ng/ml, mez detekce (LOD) byla 0,3 ng/ml.
Pfesnost (RSD %) a spravnost (% odchylka) byla stanovena pro kaidou koncentracni
aroven: 1 ng/ml (RSD = 8,1%, odchylka = +17,5%), 2,5 ng/ml (RSD = 13,0%, odchylka =
+13,5%), 50 ng/ml (RSD = 2,6%, odchylka = +3,3%), 500 ng/ml (RSD = 2,7%, odchylka =
+0,4%), 1000 ng/ml (RSD = 1,7%, odchylka = -0,6%). DalSim parametrem validace byla
linearita (R = 0,9983) a matricové efekty (99,1% - 109,2%) stanovené na Ctyfech
koncentracnich drovnich (1 ng/ml, 50 ng/ml, 500 ng/ml, 1000 ng/ml). Pro kvantifikaci
byl pouzit isotopicky znaceny standard dg-maravirok. Metoda umozZniuje citlivé a

selektivni stanoveni maraviroku v placentarnich perfuzich.



Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of analytical chemistry

Candidate: Eliska Capkova Maxova

Supervisor: Assoc. Prof. PharmDr. Lucie Novakova, Ph.D.

Title of Thesis: Development and validation of UHPLC-MS/MS method for the

determination of maraviroc in placental perfusions

The goal of this work was to develop fast and selective method for the determination
of maraviroc in human placental perfusions. The ultra-high performance liquid
chromatography with tandem mass spectrometry (UHPLC-MS/MS) was used. BEH C18
column and gradient elution with the mobile phase A (water with 0.1% formic acid)
and B (acetonitrile) at 0.35 mL/min flow-rate and 40 °C temperature were used for the
separation. The mass spectrometry conditions were optimist and set up as follows:
electrospray ionization in positive mode, capillary voltage 1.0 kV, cone voltage 35V,
extractor 3.0 V, RF lens 0.1 V, desolvatation gas flow 1000 L/h, temperature 450 °C,
cone gas flow 100 I/h, ion source temperature 130 °C. Selected reaction monitoring
(SRM) mode was used for quantitation. Liquid-liquid extraction (LLE) was chosen for
sample preparation and was optimised. The best results were obtained when
dichloromethane was used as the extraction agent (recovery >90%). The optimized
method was fully validated in the range 1-1000 ng/mL at five concentration levels (1
ng/mL, 2.5 ng/mL, 50 ng/mL, 500 ng/mL and 1000 ng/mL) with the lower limit of
quantification (LLOQ) 1 ng/mL and limit of detection (LOD) 0.3 ng/mL. Precision (RSD
%) and accuracy (% bias) was determined for each concentration level: 1 ng/mL (RSD =
8.1%, bias = +17.5%), 2.5 ng/mL (RSD = 13.0%, bias = +13.5% ), 50 ng/mL (RSD = 2.6%,
bias = +3.3%), 500 ng/mL (RSD = 2.7%, bias = +0.4%), 1000 ng/mL (RSD = 1.7%, bias = -
0.6%). Further parameters of validation were linearity (R2 = 0.9983) and matrix effects
(99.1% - 109.2%) at four concentration levels: 1 ng/mL, 50 ng/mL, 500 ng/mL and 1000
ng/mL. The stable isotopically labelled internal standard dg-maraviroc was used for
guantification in all experiments. The method enabled sensitive and selective

determination of maraviroc in placental perfusions.
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1. Uvop

Bioanalytické metody maji nezastupitelné misto v ramci klinického hodnoceni a
vyzkumu |éciv, stejné jako v klinické praxi v ramci individualizované farmakoterapie
(terapeutické monitorovani Iéciv). Diky nim lze stanovit hodnocené latky v biologické
matrici. Znalost farmakokinetickych a farmakodynamickych parametrt IéCiv patfi mezi
zakladni predpoklady ucéinné a bezpeéné farmakoterapie, zejména u chronicky

|éCenych pacientu.

Mezi takovd chronickda onemocnéni patfi ziskand nedostatecnost imunitniho
systému zplsobend virem lidské imunitni nedostate¢nosti (human immunodeficiency
virus, HIV), kterd v pokrocilé fazi prechazi vsyndrom ziskaného selhdni imunity
(acquired immune defficiency syndrome, AIDS). Cilem |écby je oddaleni rozvoje AIDS.
Strategii je pak pouziti kombinace antiretrovirotik, ktera zamezuji replikaci viru HIV
v ramci vnitrobunécénych procest a snizuji tak mnozstvi kopii virové RNA v krevnim

obéhu.

Podle odhadli neziskové organizace UNAIDS Zije na svété 36,9 miliond lidi
infikovanych HIV. Odhaduje se, Ze vice nez polovinu tohoto poctu (19,1 miliond) tvori
infikované divky a Zeny [1]. Pfenos HIV z matky na plod (mother-to-child transmission,
MTCT) je nejCastéjsi zpUsob infekce déti. Je proto dulezZité, aby se mnozZstvi virovych
RNA kopii v krevnim obéhu z matky snizilo na minimum, a tim pokleslo riziko nakazy
plodu HIV. Maravirok patfi mezi |éCiva pouzivana v ramci terapie HIV typu 1 (HIV-1).

Existuji vSak velmi omezené informace o jeho pouZiti u téhotnych Zen.

Na Katedre farmakologie a toxikologie FaF UK probihaji experimenty, které se
soustredi na prostup xenobiotik (prevaziné |éciv) pres placentarni bariéru. Jednim ze
zkoumanych |éCiv byl maravirok. Vzorky placentdrnich perfazi jsou komplexni
biologické matrice. Proto je tfeba citlivad a selektivni metoda pro stanoveni maraviroku.
Ultra-vysokoucinnd kapalinova chromatografie spojenda standemovou hmotnostni
detekci je vhodnd metoda pro analyzu biologickych vzork(l. Predstavuje rychlou a
citlivou metodu s vysokou separacni ucinnosti a rozliSenim, ktera umoziuje odhaleni

koeluce latek a pfipadnych interferenci.
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2. CiL A ZADANI PRACE

Cilem této prace je vyvoj a validace metody pro stanoveni maraviroku ve vzorcich
placentarnich perfuzi. Diky této metodé bude mozné vyhodnoceni farmakologickych
experimentll, pfi kterych je sledovan prestup maraviroku pres placentarni bariéru.
V souladu se soucasnymi trendy v bioanalytickych metodach je pro analyzu zvolena
ultra-vysokoucinnd kapalinovd chromatografie spojena standemovou hmotnostni

spektrometrii (UHPLC-MS/MS).

V prvnim kroku je tfeba ziskat maximum informaci o maraviroku. V chemické
databazi SciFinder budou vyhledany zakladni fyzikalné-chemické vlastnosti maraviroku.
Dale je nutné zjistit informace o vzorcich z perfuznich experimentl (slozeni matrice

vzorku, oCekavané koncentrace MVC, a dalsi).

Nasledujicim krokem je vybér UHPLC podminek. Soucasné jsou optimalizovany
vybrané parametry nastaveni hmotnostniho detektoru: napéti na kapilare, napéti na
vstupnim kuZelu, napéti na extraktoru, napéti na RF Cockach, priatok desolvatacniho
plynu, teplota desolvatac¢niho plynu, pratok plynu na vstupnim kuZelu, kolizni energie

pro fragmentaci.

Dalsim krokem je optimalizace metody pro zpracovani vzorku. Metodou je
extrakce z kapaliny do kapaliny (liquid-liquid extraction, LLE), pfedevsim diky lipofilité
maraviroku a vysoké koncentraci anorganickych soli v matrici vzorku. Optimalizované
parametry LLE zahrnuji: extrakéni rozpoustédlo, pomér vzorku a extrakéniho

rozpoustédla, doba extrakce, teplota pfi extrakci a intenzita tfepani.

Poslednim krokem je validace metody dle smérnice Evropské Iékové agentury
(European Medicine Agency, EMA). Validacnimi parametry jsou spravnost, pfesnost,
linearita, stanoveni LOD, LOQ a matricové efekty. Validovana metoda bude poutzita pro

stanoveni maraviroku ve vzorcich z placentarnich perfizi.
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3. TEORETICKA CAST

3.1 MARAVIROK

Maravirok (MVC) je latka pouZivana v kombinované antiretrovirové terapii
(combination antiretroviral therapy, cART) chronického infekéniho onemocnéni, které
zpUsobuje virus lidské imunitni nedostatecnosti typu 1 (HIV-1). Diky svému
mechanismu ucéinku ma jedinecné postaveni v rdmci soudobych antiretrovirotik. Spolu
s enfuvitridem je fazen meazi tzv. inhibitory vstupu (entry inhibitors), které znemozni

pfilnuti viru na bunéé¢nou membranu bunék imunitniho systému [2].
3.1.1 MECHANISMUS UCINKU

Mechanismus ucinku spociva v antagonismu C-C chemokinového receptoru typu
5 (CCR5), jednoho z klicovych koreceptor( pfi vstupu HIV do bunék. Objev tohoto
mechanismu je Uzce spojen s objevem mutantni alely pro CCR5, kterd je zodpovédna
za Castecnou rezistenci vlci HIV-R5 kmenu u kavkazské populace. CCR5 se nachazi na
bunééné membrané CD4+ bunék (skupina pomocnych Ty-lymfocytd a makrofagl).
Pfilnuti viru na bunku vznikd spojenim glykoproteinu 120 virové c¢astice a CD4
receptoru hostitelskych bunék. Interakce s CCR5 je specifickd pro tzv. HIV-R5 kmeny.
Alternativnim koreceptorem pro internalizaci viru je chemokinovy receptor CXCR4,
ktery je specificky pro tzv. HIV-X4 kmeny. Pokud jsou u infikovaného pacienta pritomny

oba kmeny, pak je tento virus klasifikovan jako dvojité tropicky [3, 4, 5].

MVC alostericky modifikuje konformaci CCR5, ¢imZ znemozni navazani virového
glykoproteinu 120 na CD4 receptor bunééné membrany a ndslednou internalizaci viru.
Vir nepronikne do bunky a nem(Ze probéhnout replikace a tvorba nového virionu.
MVC je indikovan pouze ke kombinacni 1é¢bé u infikovanych pacientd, u nichz byl

v ramci testovani varianty viru prokdzan vyskyt R5-tropniho kmene HIV-1 [6].

12



3.1.2 STRUKTURA A FYZIKALNE-CHEMICKE VLASTNOSTI

Vyvoj molekuly MVC (UK-427,857) probihal ve firmé Pfizer. Vedouci slouceninou
ve screeningovych studiich (lead compound) byl substituovany imidazopyridin (UK-
107,543), u néhoz byla prokazana afinita k CCR5. Cilenou optimalizaci
farmakodynamickych a farmakokinetickych parametri byl z téméF 1000 analogl

vybran MVC (obrazek 1) [7].

N
////// 2

/KN> )

Obrazek 1. Struktura maraviroku (UK-427,857).

MVC je bila krystalicka latka. Strukturné se jedna o malou, spiSe lipofilni
molekulu. Ve své struktufe obsahuje substituovany cyklohexankarboxamid. Pfes
propylovy mistek je spojen se tropanovym jadrem, na které je navazan substituovany
triazol. Molekula ma slabé bazicky charakter. Je rozpustna v béznych organickych

rozpoustédlech. Fyzikdlné chemické vlastnosti jsou shrnuty v tabulce 1 [8, 9].
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Tabulka 1. Pfehled fyzikalné-chemickych vlastnosti MVC [8, 9].

Fyzikalné chemicka vlastnost Hodnota \
Sumarni vzorec Cy9 Hs1 F; N5 O
My 513,67
Struktura, funkéni skupiny 1H-1,2,4 —triazol
tropan
fenyl
fluor (2 atomy)
amid
Log P 5,30
Pka (ac) 14,80
Pka (bas) 10,24
Rozpustnost organicka rozpoustédla:
etanol 25 mg/ml
dimetylsulfoxid 3,3 mg/ml
dimetylformamid 5 mg/ml

3.1.3 TERAPIE HIV-1 A MARAVIROK

Terapie HIV-1 je v soucasné dobé postavena na principu kombinace tfi az Ctyr
antiretrovirovych latek (kombinovand antiretrovirovad terapie, cART). Nékdy je tato
strategie nazyvdna téZz vysoce aktivni antiretrovirova terapie (highly active
antiretroviral therapy, HAART). Obvykle zahrnuje kombinaci dvou nukleosidovych
inhibitor( reverzni transkriptdzy (NRTI) s jednim nenukleosidovym inhibitorem reverzni
transkriptdzy (NNRTI), pfipadné s jednim aZ dvéma inhibitory protézy (Pl). Cilem [éCby
je potlacit HIV replikaci, a tim snizit mnozstvi RNA viru v plazmé (tzv. viral load) pod
200 kopii/ml. LéCba je celoZivotni a je doprovazena ¢astymi nezadoucimi ucinky. MVC
je indikovan jen ke kombinacni terapii a pouze u pacientd s pozitivnim kmenem HIV-

R5. Neni uréen pro monoterapii, ani k 1é¢bé HIV-R4 a dualné tropickych kmen [3, 10].

Specifickym problémem v terapii HIV-1 je IéCba v téhotenstvi. Pfenos HIV z matky
na dité (MTCT) je hlavnim zdrojem HIV infekce u détské populace. LéCba v téhotenstvi
je dllezita predevsim pro prevenci nakazy plodu. Riziko ndkazy plodu je pfimo umérné
mnozstvi viru v plazmé matky. DalSim dulezitym faktorem Iécby je prevence zhorseni
zdravotniho stavu matky, kdy sekundarni onemocnéni spojena s HIV/AIDS mohou

predstavovat vétsi riziko nez sama terapie. Lé¢ba je zaloZena také na principu HAART,
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je nutné vSak zvazit teratogenitu podavanych antivirotik. Obecné je HAART spojena
s rizikem predc¢asného porodu. MVC neni teratogenni u krys a kralikl, nejsou vsak

dostatecné dlkazy pro odhad teratogenity u lidi [11].
3.1.4 PREHLED BIOANALYTICKYCH METOD PRO STANOVENI MARAVIROKU

Souhrn bioanalytickych metod pro stanoveni MVC je uveden v tabulce 2. Ctyfi
metody byly vyvinuty pfimo pro cilenou kvantifikaci MVC. V ostatnich pripadech byl
MVC jednim ze stanovovanych analytl. Stanoveni MVC v pfitomnosti dalSich
antiretrovirovych latek ma vyznam predevsim diky jeho uZiti vramci cART, tedy

v kombinaci s dalSimi antiretrovirotiky.

Metodou volby je kapalinovd chromatografie na reverznich fazich spojena
s tandemovou hmotnostni spektrometrii. Ve dvou pfipadech byla kapalinova
chromatografie spojend s UV-detekci, pficemz MVC byl kvantifikovan pfi vinové délce
210 nm a 197 nm. Ve ¢tyfech pripadech byla zvolena isokratickd eluce, s Upravou
mobilni faze pridavkem octanu amonného a kyselinou mravenci/octové. Cas analyzy se
pohyboval v rozmezi 3 — 20 minut. Metodou ionizace byla ve vech pfipadech ionizace
elektrosprejem v pozitivnim mdédu. Vnitfnim standardem byla ve vétsSiné pripad(
deuterovand molekula maraviroku (d¢ nebo ds), ve tfech pfipadech byl vnitinim
standardem substituovany chinoxalin. Ve vSech pfipadech byla do mobilnich fazi
pridavdna jako aditivum kyselina mravenci (0,05 — 0,2%) nebo octova (0,1%), a to bud'

jen do vodné mobilni faze A, nebo do obou mobilnich fazi.

Vzorky byly vétSinou zpracovavany metodou srdzeni proteind, protoze
dominantni biologickou matrici maraviroku byla plazma. DalSimi biologickymi vzorky
byl cervikovagindlni sekret a tkan, mo¢ a mozkomisni moku. Jako rozpoustédlo
zasobnich roztokdh MVC byl vétSinou pouZit metanol — bud Cisty nebo v poméru

evvs

0,1 ng/ml. Nejvyssi horni mez kvantifikace byla 5000 ng/ml.
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Tabulka 2. Pfehled metod pro stanoveni maraviroku v biologickych vzorcich (pfevzato a doplnéno dle [1]).

. e Vzorek ; . LC Mms ..
Pocet Vnitini standard Zasobni roztok Koncentracni Odkaz
analytd pro MVC Materisl PFiprava (rozpoustédio) | Typ SE ME cas: ionizace detekce SRM prechody rozmezi
eluce analyzy mMvC
. Acquity UPLC BEH A:0,1% FA, . PDA
11 tenofovir plazma SPE DMSO G (100 x 2,1 mm; 1,7 um) B-ACN 16 min (210nm) 250 - 2500 ng/ml [12]
6,7-dimetyl-2,3- . A:0,05% FA,
. MeOH:H,0 Acquity UPLC HSS T3 . o . + 514,33 > 389,27, )
17 . d|(2. . plazma PP (90:10) G (150 x 2,1 mm; 1,8 pum) B: 0,05%FA 15 min ESI MS/MS 514,33 > 117,11 9,8 - 2500 ng/ml [13]
pyridyl)chinoxalin v ACN
plazma, tkanovy . 0,1- 850 ng/ml
) o PP (plazma), Acquity UPLC BEH C8 A:0,1% FA, . N
4 de-MVC lyzat (vagl?allm, SPE (lyzat) MeOH G (50x 2,1 mm; 1,7 um) B:0, 1%FA v ACN 4 min ESI MS/MS 514,33 > 389,27 | (plazma), 0,0'5—35 [14]
kolorektalni) ng/ml (lyzat)
MVC + plazma, vaginalni Chromolith Performance RP- ;\182::' IE:,v
ETR + de-MVC sekret, vaginalni PP, SPE DMSO G 18e 100-3mm . 8,5 min ESIT MS/MS 514,48 > 280,22 0,01 - 100 ng/ml [15]
RAL tkan (100 x 3 mm; 1,5 um) ACN:MeOH
s (50:50)
MvC cervikovaginalni Acquity UPLC BEH C8 A:0,1% FA, . +
+DAP de-MVC tekutina LLE ACN G (50 x 2,1 mm; 1,7 um) B:0,1% FA v ACN 5 min ESI MS/MS 515,5 >390,2 1-1000ng/ml [16]
6,7-dimetyl-2,3- ' ) A:0,05% FA,
MVC di(2- plazma PP MeOH:H.0 G Atlantis T3 C18 B:0,05%FA | 20min | ESI" | MS/MS | 5133>2575 | 4,9-2500ng/ml | [17]
. K . (90:10) (150 x 4,6 mm; 5 um)
pyridyl)chinoxalin v ACN
Acquity UPLC BEH C8 A:0,1% FA, . +
MVC dg-MVC plazma PP ACN G (50x2,1 mm: 1,7 um) B:0,1% FA v ACN 5 min ESI MS/MS 515,5 >390,2 0,5 - 1000 ng/ml [18]
Acquity UPLC HSS T3 A:0,1% FA, . +
16 ds-AMP plazma PP MeOH G (150 x 2,1 mm; 1,8 um) B:0,1% FA v ACN 5,5 min ESI MS/MS 514,4>117,2 7,81 - 2000 ng/ml [19]
A:0,05% FA v
. . Ascentis C18 ACN:H,0 (5:95), . + 514,3 >279,9;
10 chinoxalin plazma PP MeOH | (100 x 2,1 mm; 3 um) B:0,05% FA v 5 min ESI MS/MS 5143 > 389,0 13,2 - 691 ng/ml [20]
ACN:H,0 (80:20)
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Tabulka 2 (pokracovani). Pfehled metod pro stanoveni maraviroku v biologickych vzorcich (pfevzato a doplnéno dle [1]).

. Y, Vzorek ; . LC MS ..
Pocet Vnitfni standard Zasobni roztok Koncentracni Odkaz
analytd pro MVC Material PFiprava (rozpoustédio) | Typ SE ME ca% ionizace detekce SRM prechody rozmezi
eluce analyzy MvC
0,5 - 500 ng/ml
N ) 25mM AmAc v (plazma,
MVC ds-MVC mzlzakms:‘:io ) PP MFS%'I"S'E')ZO | 5 OFL“fzhnisnf.F;FPm) ACN+0,2% FAv | 3 min ESI” | Ms/Ms | 514,1>389,1 mozkomini [21]
' /B mim; > | H,0 (80:20) mok), 5 - 5000
ng/ml (mog)
A:0,1mM EDTA
EtOH:H,0 SunFire C18 v 0,1% AA, . .
MVC A86093 plazma LLE (50:50) G (50 2,1 mm: 3.5 um) B ACN, 16 min ESI MS 514,7 11 - 2188 ng/ml [22]
C: MeOH
PP on-line Phenomenex Luna Phenyl- MeOH:H,0
11 A86093 plazma ! SPE MeOH | Hexyl (97:3) + 10 mM 6 min ESI MS/MS 514,2 >280,1 10 - 1000 ng/ml [23]
(50 x 2,0 mm; 5um) AmAc + 0,1%AA)
A: 2mM AmAc +
Atlantis - dC18 0,1% FA v H,0, . .
4 ds-DRV plazma LLE MeOH G (50x 2,1 mm; 3 um) B: 0,1% FA 20 min ESI MS/MS 514,3 >280,0 2,5-1000 ng/ml [24]
v ACN
MVC + Atlantis - dC18 A:0,01M . uv 19,53 - 2500
RAL - plazma SPE MeOH : (150 x 4,6mm; 5 um) KH,PO,, B: ACN | 10N - (197nm) - ng/ml (25]

LC — kapalinovd chromatografie, MS — hmotnostni detekce, MS/MS — tandemova hmotnostni detekce, SF — staciondarni faze, MF — mobilni faze, SRM — zaznam jedné reakce, MVC -

maravirok ETR — etravirin, RAL — raltegravir, DAP — dapivirin, dg¢-MVC/ds-MVC — maravirok znaceny 6/5 deuterii, d,-AMP — amprenavir znaceny 4 deuterii, dg-DRV — darunavir znaceny 9

deuterii, PP — sraZeni protein, SPE — extrakce na tuhou fazi, LLE — extrakce z kapaliny do kapaliny, MeOH — metanol, DMSO - dimetylsulfoxid, ACN — acetonitril, G/l —

gradientova/izokraticka eluce, FA — kyselina mraven¢i, AmAc — octan amonny, AA — kyselina octova, EDTA — etylendiamintetraoctova kyselina

17




3.2 STUDIUM PRENOSU LATEK PRES PLACENTARNI BARIERU

Pozornost vénovana farmakoterapii téhotnych Zen v soucasnosti narlst3,
predevsim diky zvySujicimu se véku rodiéek a jejich morbidit. V mnoha pripadech nelze
chronickou lécbu prerusit, protoZze onemocnéni predstavuje vyssi riziko pro plod nez
samotna farmakoterapie. Jednim z téchto pfipadd je i lécba onemocnéni HIV. P¥i
chronické farmakoterapii v téhotenstvi je nutné zohlednit také moZnost kontaktu

plodu s lé¢ivem a jeho pfipadny teratogenni vliv [26].
3.2.1 ANATOMIE A FYZIOLOGIE PLACENTY

Placenta predstavuje zdkladni fyziologickou, oboustranné propustnou bariéru
mezi krevnim obéhem matky a plodu. Je jejich spole¢nym organem. Zabezpecuje
vyménu dychacich plyna (kysliku a oxid uhli¢itého), Zivin a latek, které jsou pfitomny
v krevnim obéhu matky. Dalsi daleZitou funkci placenty je produkce hormond, které
jsou nezbytné pro udrZeni téhotenstvi a rist prsnich Zlaz [27]. Anatomicka struktura

placenty je zndzornéna na obrazku 2.

pupecnikova Zila

pupetnikové tepny ,' D

PUPECNIK !
’ \

puupeénikové ——— - S , =
Kiky \

septum

\_\—\\_

mateiskou
krvi

matefska Zila

matefiska tepna ."/

HLADKA SVALOVINA DELOHY

Obrazek 2. Anatomicka struktura placenty [29].

Placentu tvoii dvé zakladni slozky: ¢ast materska (pars materna placentae) a ¢ast
plodova (pars fetalis placentae). Materska Cast je rozdélena do 15 — 20 laltcka
(kotyledontl), které jsou vzajemné oddéleny placentarnimi septy. Kotyledony jsou
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zasobovany krvi z kmenU délozni tepny. Plodova ¢ast je tvorena klky s pupecnikovymi
cévami. Jsou obklopeny fetdlnim mezenchymem, ktery zajistuje nepfimy kontakt s krvi
matky. Krev z klk( je odvadéna neparovou pupecnikovou Zilou do dolni duté Zily plodu

[28].

3.2.2 PRESTUP LATEK PRES PLACENTARNI BARIERU

Téhotenstvi je komplexni a dynamicky proces. Placentarni pfenos latek je Uzce
spojen s fyziologickymi zménami, které téhotenstvi v organismu vyvola: rast
hmotnosti, zvySeni srdecniho vydeje a tepové frekvence, rist objemu krve az o 50%,
zmény respirace, zmény funkce ledvin (zvySeni pritoku krve ledvinami a stim
souvisejici zvysend glomeruldrni filtrace). Vyznamné jsou rovnéz zmény hormonalnich

hladin, které mohou ovliviiovat ostatni orgdnové systémy [27].

Zvyse uvedeného vyctu fyziologickych zmén je patrné, Ze zadny model
placentarniho prestupu nem(ze plné simulovat vnitini prostfedi organismu matky a
plodu. Pro studium placentarniho prestupu latek byly vyvinuty rlizné metody, v zdsadé
zalozené na poutziti tkani a bunék z lidské placenty. Lze je rozdélit do tfech zakladnich
skupin: a) metody zaloZené na izolovanych placentdrnich burikach a tkanich; b) metody
vyuzivajici kultivované maligni bunécné tkané trofoblastu; c) biofyzikdlni metody.
Metody zaloZené na izolovanych tkanich placenty jsou v rdmci experimentalnich studii

¢asto vyuzivany diky relativné snadné dostupnosti placenty [30].

Placentdrni prenos léc¢iv je komplexni a dynamicky proces, ktery je ovlivnén
mnoha faktory. Latky prestupuji placentu ¢étyfmi zakladnimi mechanismy: prosta
difuze, facilitovand difuze, sekundarni aktivni transport a pinocytéza [27]. DalSim
faktorem je velikost povrchu, na kterém vyména probiha, a Sirka placentarni
membrany. BEhem téhotenstvi placenta roste, a zaroven dochazi k zdzeni placentarni
membrany. Placenta je propustnéjsi, coz souvisi se zvySenymi metabolickymi naroky

plodu [30].

Na prestupu latek pres placentarni bariéru a koncentraci Iééiv v obéhovém
systému plodu se mohou vyznamné podilet také efluxni mechanismy. Efluxni
prenasece, které patfi do superrodiny ABC prenasectd (ATP-binding cassette

transporters) mohou hrat dulleZitou roli. Existuji omezené informace, které lze o
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prestupu MVC pres placentarni bariéru ziskat z literatury. Bylo provedeno nékolik
experiment(l s placentami primdatl a slidskymi placentami. Na jejich zakladé se
predpokladd, ze MVC prostupuje placentarni bariérou v omezené mire diky efluxnimu

prenaseci P-glykoproteinu [31, 32].

3.2.3 METODA PLACENTARNI PERFUZE EX VIVO

Metoda placentarni perfuze ex vivo patfi k zdkladnim metoddm, kterymi se
experimentdlné stanovuje mira prestupu latek pres placentarni bariéru a funkce
prenasecovych systému, dale metabolismus latky placentarnimi enzymy nebo enzymy
jater plodu. Lze také sledovat faktory, které mohou souviset s variabilitou
prenasecovych systémud. Vyhodou této metody je relativné snadnd dostupnost
placenty. Hlavni omezeni je pak vtom, Ze poskytuje informace o transplacentarnim
prenosu na konci tretiho trimestru, tj. v pfenosu v dobé perinatdlni. Navic plné
neodrazi in vivo proménlivou farmakokinetickou rovnovahu, ktera souvisi mnozstvim
sérového albuminu v materském obéhu a obéhu plodu, a v pribéhu téhotenstvi se

meéni [33].

Perfuzni systém muze byt bud otevieny (jednocestny, perfuzni tok se pohybuje
jen jednim smérem), nebo uzavieny (recirkulacni). Otevieny systém je vhodny pro

odhad clearance latky z matefského/plodového kompartmentu [30].

Vzorky pouzité v této prdci pochazeji z uzavieného ex vivo perfazniho systému.
Schéma perfuzniho systému a casovy prubéh odbéru vzork( jsou zndzornény na
obrazku 3. Cilem farmakologickych experimentli bylo zjistit, do jaké miry je

koncentrace MVC v plodovém kompartmentu ovliviiovana efluxnimi mechanismy [34].

Do materského i plodového zdsobniku je vlozeno perfuzni médium. Po
pocateénim ustanoveni rovnovahy béhem prvnich 30 minut byl pfidan MVC o stejné
koncentraci do mateiského i plodového zasobniku. Postupné byly odebirany vzorky. Po
90 minutach cirkulace nasledoval vymyvaci interval. Poté byl pfidan elakridar (ELC),
inhibitor P-glykoproteinu [35]. Po 30 minutdch ustavovani rovnovahy byl pfidan MVC a
cirkulace MVC s ELC opét probihala 90 minut. Na tyto dvé zdkladni faze u dvou perfuzi

navazovala jesté treti cirkulaéni faze. Po 30 minutovém intervalu promyvani byl pfidan

20



spolu s elakridarem navic ritonavir (Pl, silny inhibitor cytochromu 3A4), ktery je
pouzivan v rdmci cART spolu s MVC [11]. Po 30 minutach ustaleni rovnovahy byl pfidan
MVC a nasledovala spole¢na cirkulace viech tfi latek do ukonceni perfuze.

Modelové vysledky prostupu MVC jsou ukazany ve dvou grafech na obrazku 3.
Pokud prostup MVC bude ovliviiovan P-glykoproteinem, jeho koncentrace pfi cirkulaci
s ELC bude v plodovém kompartmentu vyssi. Pokud neni P-glykoprotein inhibovan,

pomaha z krevniho obéhu plodu odstranit MVC, jeho koncentrace zde v Case klesa.

Substrat Substrat + inhibitor

matefskd tepna

matefska
pumpa

matersky
roztok

mateisky
roztok

plodovy roztok

Aktivni pfenasec

Inaktivovany pfenased
odstranéni substratu z cirkulace plodu

omezené odstranéni substratu z cirkulace plodu

Odbér vzork( v éasowych intervalech a stanoveni substrédtu

Substrat Substrat + inhibitor
200‘; ~——#% — 4 —+ —% —o — % matefcka 20084 — 5 o % —9o—9 matefski
. e o )
150~ . 150 - A a plodova
koncentrace . [,
substratu 100 - 100
(nM) s,
50- % - g g plodova 501
0 : ; : ; 0 ;
1] 10 20 30 a0 50 60 0 10 20 30 40 50 60
gas (min) ¢as (min)
Zatatek Cirkulace MVC Vymyti ELC Cirkulace MVC + ELC Vymyti  ELC+ RIT Cirkulace MVC + ELC + RIT
. i L L L
3 3
1 1 i n | I ) T 3] I I I g 2 !
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420

(min)
Obrazek 3. Schéma uzaviené ex vivo dvojité pratokové placentarni perfize (prevzato z
[34]) a casové schéma prubéhu perfuze. MVC — maravirok, ELC — elakridar, RIT —

ritonavir.
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3.3 UHPLC-MS/MS

3.3.1 ULTRA-VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE (UHPLC)

Ultra-vysokoulcinna kapalinova chromatografie (ultra-high performance liquid
chromatography, UHPLC) patfi k souéasnym trendim v kapalinové chromatografii,
jejichz cilem je zrychleni separace pfi sou¢asném zachovani nebo zlepSeni Ucinnosti,

zvyseni rozliseni a citlivosti metody [36, 37]. Schéma HPLC/UHPLC je na obrazku 4.

kolona
_ = " chromatogram
Wl ————————-—~
davkovac [
1 )
I
_I_ . sbér dat
mobilni e .
: vzorek
faze
éerpadlo detektor
odpad

Obrazek 4. Schéma HPLC/UHPLC systému [38].

Zakladni odlisnosti mezi UHPLC a HPLC je poutZiti ¢astic o velikosti mensi nez 2
pm. Diky vyssi Ucinnosti separace mensich ¢astic jsou v UHPLC systémech pouzivany
kratsi kolony s mensimi priméry (délka 50 — 150 mm; prlimér vétSinou 2,1 mm). To
umoziuje vyrazné snizeni objemovych pritokd mobilni faze a nastfikového objemu
vzorku. Se zmensenim kolonového prostoru Uzce souvisi i potfeba vyrazného snizeni
mimokolonovych objemd systému. Dochdazi i k omezeni zpozdéni gradientu pfi
gradientové eluci. Na druhé strané jsou tyto vyhody spojeny s poZzadavky na davkovaci
systém (presné a rychlé davkovani malych objemU vzorku), a na detektory (rychlejsi

sbér dat — specidlni nizkoobjemové detekéni cely) [36, 37].

Mensi Castice zpUsobuji zvyseni zpétného tlaku v systému. Pracovni tlak dosahuje
100 MPa i vice (oproti tlaku okolo 30-40 MPa v HPLC). V systému UHPLC proto musi byt
tlaku-odolnd pevnda spojeni, robustni cerpadla, a mechanicky i chemicky stabilni
stacionarni faze. Zakladnim materidlem pro vyrobu sorbentl pro UHPLC kolony je

silikagel nebo hybridni sorbenty. Jednou z klicovych stacionarnich fazi v UHPLC jsou
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hybridni sorbenty vyrobené tzv. technologii BEH (Ethylene Bridged Hybrid)

patentovanou firmou Waters [36, 37, 39].

Hlavni pfinos UHPLC je vyssi separacni ucinnost a rozliseni, vyssi citlivost, snizeni
objemu vzorkl a mobilni faze. UmozZnuje rychlejsi vyvoj metod diky vyraznému

zkraceni ¢asu analyz [36, 37].
3.3.2 HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE (MS)

Hmotnostni spektrometry patfi mezi vysoce citlivé a selektivni detektory. Princip
hmotnostni detekce spocivd v prevedeni neutrdlnich molekul na nabité castice
v plynném stavu a jejich separaci dle poméru hmotnosti a naboje (m/z). Hmotnostni

spektrometr ma tfi zakladni ¢asti:

1. lontovy zdroj — ionizace molekul analytu a slozek matrice, prfevedeni nabitych
Castic do plynného stavu pomoci zmlZzovaciho plynu
2. Hmotnostni analyzator — rozdéleni iontd na zakladé m/z a jejich urychleni
3. Detektor — detekce iontl dle m/z a zesileni signdlu iontl [37].
Schéma MS detekce a nejpouzivanéjsi ionizacni techniky, analyzatory a zplsoby

zesileni signalu iontl jsou uvedeny na obrazku 5.

lontovy zdroj Hmotnostni Detektor
(ionizaéni technika) analyzator (zptisob zesileni signélu)
h , o
*ESI ekvadrupdl (Q) eelektronovy nasobic
*APCI etrojity kvadrupdl efotonasobic
*APPI (QqQ) emikrokanalova
ejontova past (IT) desticka
oFl eorbitalni past (OT)
o oCl - eanalyzatory doby letu o
(TOF)
eambientni ioniza&ni *Magneticky
techniky analyzétor (B)
elontova cyklotronova
rezonance (ICR)
- J - J -

Obrazek 5. Schéma MS detektoru: ionizacni techniky, typ analyzatoru, zpUsob zesileni
detekce). ESI — ionizace elektrosprejem, APCI — chemicka ionizace za atmosférického
tlaku, APPI — fotoionizace za atmosférického tlaku, El — elektronova ionizace, Cl -
chemicka ionizace, Q — kvadrupdl, QqQ - trojity kvadrupdl, IT — iontova past, OT —
orbitalni past, TOF — analyzator doby letu, B — magneticky analyzator, ICR — iontova
cyklotronova rezonance [37].
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V hmotnostni spektrometrii existuje mnoho ioniza¢nich technik. Z hlediska
mnozstvi energie potfebné pro ionizaci jsou rozliSovany techniky tvrdé a mékké.
Vysokoenergetické tvrdé techniky zplsobuji rozsdhlou fragmentaci molekularniho
iontu, jsou detekovany vétSinou jen jeho fragmenty. Naproti tomu mékké ionizaéni
techniky pracuji s nizsimi energiemi na principu acidobazickych reakci (pfenos vodiku),

kdy vznika protonovana/deprotonovana forma analytu [40].

Mezi nejpouzivanéjsi mékké ionizacni techniky patfi ionizace elektrosprejem
(electrospray ionization, ESI). Jedna se o velmi Setrnou metodu, ktera je vhodna pro
analyzu Sirokého spektra latek jak z hlediska polarity (silné polarni az stfedné polarni),
tak zhlediska rozsahu molekulové hmotnosti analytu (od malych molekul po
vysokomakromolekularni latky typu proteint). Mechanismus ionizace umoziuje vznik
vicenasobné nabitych iontd, coZ je vhodné zejména pfi analyze proteinl. ESI probiha
v nékolika fazich (obrdazek 6). Nejprve vznikaji kapky s povrchovym ndbojem, ktery
ziskaji na konci kovové kapilary svloZzenym napétim. Postupnym odpafovanim
rozpoustédla dochazi ke zmensovani kapek. Tim na jejich povrchu vznikne hrani¢ni
hustota povrchového naboje (tzv. Rayleighlv limit). Prekro¢enim Rayleighova limitu
dojde k rozpadu kapky a rozloZeni plvodniho povrchového ndboje na povrch nékolika
mensich kapek. Postupnym zmensSovanim kapek dojde k vypafeni nabitych molekul

analytu, které vstupuji do hmotnostniho analyzatoru [40, 41].

Coulombickd

molekuly analytu odpareni
exploze

rozpoustédla
i + o) »I,
i l |*++"'1 l C:) 3 3
§ 14-_@4.« + '®+ _>- l;
A . Pt T ¥
: T -
TR T +@
vznik kapek s T
povrchovym nabojem
kapka s kritickou

hustotou
povrchoveho naboje

ye elektrickeho napéti e

kovova kapildra s

ionty analytu
vloFenym napétim

Tayloriv kuZel

Obrazek 6. Mechanismus ionizace elektrosprejem [41].

Hmotnostni analyzatory jsou mistem rozdéleni molekul dle jejich m/z. Existuje
nékolik typU analyzator(l, které pracuji na zakladé rlznych principl separace iontd.
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Obecné je Ize rozdélit na prlletové a pastové. Kazdy analyzator ma své vyhody a
omezeni. Mezi dlleZité parametry hmotnostniho analyzatoru patfi: hmotnostni rozsah,
rozliSeni, ucinnost, spravnost hmoty, linearni dynamicky rozsah, rychlost a citlivost [37,

40].

Casto pouzivanym analyzatorem je kvadrupdl (Q). Q je jednoduchy a pomérné
levny analyzator, ktery ma uplatnéni i u tzv. hybridnich analyzator( (spojeni vice typu
analyzator(l v prostoru). Jeho konstrukci tvori ¢tyri kovové tyce. Vidy na dvé protilehlé
tyce je vkladdno stejnosmérné napéti (U) - na jeden par kladné, na druhy par zaporné.
Na vSech ctyrech tycich je zaroven pritomné i vysokofrekvencni stfidavé napéti (V).
lonty ve stfedu kvadrupdlu zacnou oscilovat, pficemz pro urcity pomér U/V je oscilace
stabilni pouze pro iont o urcitém m/z, ktery je propoustén na detektor. Zménou
hodnot U a V jsou postupné propoustény vSechny ionty. Standard pro kvantitativni
analyzy v MS predstavuje trojity kvadrupdl (QqQ - tfi tandemové usporadané

kvadrupdly) [37, 40].
3.3.3 TANDEMOVA HMOTNOSTNi SPEKTROMETRIE (MS/MS) A TYPY ZAZNAMU

Tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS) patfi mezi daleZité trendy
v oblasti hmotnostnich analyzator(i. Jedna se o spojeni dvou ¢i vice hmotnostnich
analyzator(l. DUvodem spojeni analyzatoru je fakt, Ze mékké ionizacni techniky nejsou
schopny poskytnout dostateé¢né informace o strukturnich vlastnostech analytu. Vyhoda
tohoto spojeni je predevsim v ziskani informaci o komplexnich vzorcich — identifikace
sloZek, jejich fragmentace, selektivni kvantifikace. Mezi bézné pouzivané a relativné

levné tandemové analyzatory patfi trojity kvadrupdl (QgqQ) [37].

V rdmci analyz komplexnich vzorkd ma nezastupitelné misto spojeni separacni
techniky a hmotnostni detekce (specifického detektoru). V bioanalytickych studiich je
spojeni UHPLC-MS metodou prvni volby. Diky separaci latek jsou odstranény
interference latek. Separované latky mohou byt identifikovany na zakladé molekulové
hmotnosti a strukturné specifickych fragmentl. Diky MS detekci lze odhalit koeluci

latek [37].
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Nezastupitelné misto ma UHPLC-MS rovné? v kvantitativni analyze. Casto jsou
pouzivany vnitini standardy znacené stabilnimi izotopy (stable isotopically labeled
internal standard, SIL-IS). SIL-IS je strukturné shodny s analytem a ma stejné fyzikalné-
chemické vlastnosti jako analyt, coZ se projevi koeluci obou sloZzek. Rozdil mezi nimi je
pouze v hmotnostnim posunu. Tento posun by mél byt minimdlné 3 hmotnostni
jednotky, aby nedochazelo k interferencim signalu analytu a IS (tzv. ,cross-talk”). Jejich

nevyhodou je obtiznd dostupnost a vysoka cena [37, 42, 43].

V zavislosti na nastaveni parametrd jednotlivych analyzatord Ize diky spojeni LC-
MS ziskat odliSné MS zaznamy, které mohou slouzit pro ziskani kvalitativnich nebo

kvantitativnich informaci o vzorku. Typy MS zdznam{( jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3. Prehled typl zaznamd v MS a moZnosti nastaveni trojitého kvadrupdlu [37].

Typ zaznamu MS 1 CID MS 2 Typ skenu
MS sken Skenuje - - Kvalitativni
SIM Fixni m/z - - Kvantitativni
Sken produktovych iontu Fixni m/z + Skenuje Kvalitativni
SRM Fixni m/z + Fixni m/z Kvantitativni
Sken prekurzorovych Skenuje + Fixni m/z Kvalitativni
iontl

Sken neutralnich ztrat Skenuje + Skenuje Kvalitativni

(kvantitativni)

MS 1, MS 2 — analyzatory, CID — kolizi indukovana disociace, SIM — zaznam jednoho
nebo vice iontll, SRM — zaznam vybrané reakce.

MS sken — zméreni MS spektra, skenuje prekurzorové ionty v zadaném rozsahu m/z,

neprobiha fragmentace.

Zaznam jednoho nebo vice iontl (SIM) — zaznam signalu/G vybraného prekurzového

iontu/iontd v ¢ase, neprobiha fragmentace.
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Sken produktovych iontli — skenuje vSechny produktové ionty vzniklé fragmentaci

vybraného prekurzorového iontu v kolizni cele.

Zaznam vybrané reakce (SRM) - zaznam fragmentacni reakce vybraného

prekurzorového iontu a jeho produktového iontu.

Sken prekurzorovych iontl — zdaznam vsech prekurzorovych iontd, ze kterych mohl

vzniknout urcity produktovy iont (fragment).

Sken neutrdlnich ztrat — zaznam vsech prekurzorovych iontd, které mohou mit
vybranou neutralni ztratu (napf. ztrata hmoty 44 Da odpovidd ztraté CO,, je

charakteristicka pro karboxylové kyseliny) [37].
3.4 VALIDACE BIOANALYTICKE METODY

Kvantifikace lé¢iv v komplexnich biologickych matricich je zdsadni aspekt ve
vyzkumu léciv a béhem jejich klinického hodnoceni, kdy jsou stanovovany mij.
farmakokinetické parametry. Vysledky téchto vyzkum( jsou jedny ze zdakladnich
vychodisek pro rozhodovdni o bezpecnosti a Ucinnosti léCiv. Je proto Zadouci, aby
pouzité metody pro kvantifikaci byly presné charakterizovany a zdokumentovany.
Validaci bioanalytické metody je rozumén soubor postupt a dlikazd, kterymi je mozno
prokazat spolehlivost metody pro stanoveni analytu v biologické matrici. Validace

nasleduje po fazi optimalizace metody [44, 45].

Pro spravné provedenou validaci jsou zasadni predem vhodné vybrané validacni
parametry, stejné tak jako akceptacni kritéria, ktera jasné definuji hodnoty/rozmezi
hodnot validacnich parametr(i. Mezi zdkladni dokumenty pro validaci bioanalytickych
metod jsou smérnice EMA [44], smérnice FDA [45], a smérnice ICH [46]. Tyto smérnice

doporucuji validacni parametry, jejich hodnoty a akceptacni kritéria.

Dle smérnice EMA Ize hlediska rozsahu provést plnou nebo castecnou validaci.
PInd validace by méla byt provedena pfi vyvoji nové metody nebo u metody prevzaté
z literatury. Casteénd validace mGze mit réizny rozsah, ktery odraZi provedené zmény
v metodé. Provadi se napf. pfi prenosu metody do jiné laboratofe, pfi zméné

koncentraéniho rozmezi nebo pfi zméné objemu vzorkt [44].
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Zakladnimi valida¢nimi parametry obecné jsou: selektivita, kalibracni rozsah se
stanovenymi limity kvantifikace (LOQ), spravnost, presnost, vytéinost, matricové
efekty a stabilita [47]. Selektivita metody (selectivity) vyjadifuje schopnost metody
poskytnout kvalitativni i kvantitativni informace o analytu nebo analytech
v pritomnosti interferujicich slozek matrice. Kalibracni rozsahem (calibration range) je
minén takovy koncentracni rozsah, pro néjz byla prokdzana spravnost a presnost dané
metody. Toto koncentralni rozmezi je zpravidla ohraniceno dolni mezi kvantifikace
(lower limit of quantification, LLOQ) a horni mezi kvantifikace (upper limit of
quantification, ULOQ). Spravnost metody (accuracy) vyjadfuje blizkost shody mezi
vysledkem méreni a pfijatou referencni hodnotou (pfipadné zndmou skutecnou
hodnotou) za predem danych podminek. Je vyjadiena jako chyba vysledku (error of
result, rozdil mezi pfijatou referencni a namérenou hodnotou) nebo jako odchylka
(bias, rozdil mezi ptijatou referenéni hodnotou a primérem namérenych hodnot).
Vytéinost (recovery) je vyjadrena jako pomér mezi prijatou referenéni hodnotou a
mnozstvim analytu, které bylo ve vzorku zachovano béhem jednotlivych krok( analyzy,
predevsim pfi pripravé vzorkd. Pfesnost metody (precison) definuje miru shody mezi
vzdjemné nezavisle namérenymi hodnotami za predem danych podminek. Je vyjadiena

jako relativni smérodatna odchylka namérenych hodnot [44, 46, 48].

Dalsimi parametry, které lze vramci validace hodnotit jsou: stabilita, vliv
zfedéni vzorku na jeho integritu, a pfenos analytu. Hodnoceni stability je nutné pro
posouzeni, zda budou v biologické matrici zachovany kvalitativni a kvantitativni
vlastnosti analytu béhem skladovani. Vyhodnoceni vlivu zfedéni vzorku (dilution
integrity) na jeho integritu ma zajistit, zda bude pfi rlzném zfedéni vzorku zachovana
presnost a spravnost metody. Pfenos analytu (carry-over) je definovdn jako zména
koncentrace vzorku diky zbytkovému mnoZstvi analytu, ktery zlstal v nastfikovém
systému po predchozim nastfiku vzorku s vyssi koncentraci analytu [44, 46]. Validacni
parametry a doporucena akceptacni kritéria jednotlivych smérnic jsou shrnuta
v tabulce 4. Je patrné, Ze se jednotlivé validaéni parametry a jejich akceptacni kritéria u
jednotlivych smérnic sjednotily. Tim se predejde zmatk(m, které mohou vznikat pfi

nejednotnosti validacnich parametrid bioanalytickych metod.
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Tabulka 4. Prehled validacnich parametr(i jednotlivych smérnic (pfevzato a upraveno

dle[49]).

Parametr EMA FDA ICH M10
Selektivita + + +
Pfenos analytu + + +

LOQ (limit of quantification) LLOQ, ULOQ LLOQ, ULOQ LLOQ, ULOQ
Kalibracni rozsah 6 6 6

+15%, LLOQ +20% +15%, LLOQ +20% + 15%, LLOQ +20%

Spravnost [%] 4x5%* 4x5* 4x5*
Pfesnost [% RSD] 4x5* 4x5* 4x5*
Vytéznost [%)] - + -
Matricové efekty 6 6 6
(<15 %) (< 15 %, LOQ<20%) (<15 %)
Stabilita + + +
Integrita ziedéni + - +

+ pozadovany parametr, - parametr, ktery neni pozadovan
* 4 koncentracni hladiny x 5 vzork{

Kvantitativni hodnoceni analytu probiha na zakladé urceni plochy piku eluované

latky. Nejcastéji je pouzivana metoda vnitfniho standardu (internal standard, IS).

Do iontového zdroje vstupuji i ostatni slozky matrice, které jsou ionizovany a
mohou pfrispivat k zesileni nebo potladeni signalu analytu, ktery je ziskdn u
standardniho roztoku analytu. Matricové efekty (matrix effects, ME) jsou vlivy vSech

sloZzek vzorku (vyjimaje analyt) na proces stanoveni analytu [42, 48, 50].

ME maiji vliv na identifikaci i kvantifikaci analytu. Mohou ovlivnit citlivost,
selektivitu, spravnost, pfesnost i linearitu metody. Mohou vznikat diky pritomnosti
endogennich sloZek vzorku, které nejsou odstranény béhem pfipravy vzorku (soli,
polarni latky, nemonitorované ¢i neznamé metabolity, strukturné podobné |atky,
lipidy, a dalsi), nebo diky zbytkovym chemikaliim, které byly pouzity pti extrakci (pufry,
organicka rozpoustédla), nebo diky sekundarnim latkam, které se do vzorku dostaly

béhem extrakénim postupu (zbytky polymerd, ftalaty) [42, 51].

ME lze hodnotit jako absolutni (ME pro konkrétni analyt a vzorek) nebo

relativni (porovnani hodnot ME mezi jednotlivymi vzorky). Pro hodnoceni ME existuji
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tfi zakladni pristupy. Metoda postextrakéniho pridavku (obrazek 7) je zaloZend na
kvantitativnim hodnoceni variability mezi standardnim roztokem analytu s IS v mobilni
fazi (vzorek A), a blankovou matrici obohacenou analytem a IS poté, co byla upravena

dle metody pfipravy vzorku (vzorek B). ME jsou vyjadfeny jako pomér mezi vzorky B a

A [42, 52].
©
¢ ME (%)= — x 100
|
| RE (%)= — x 100
€
e l
= C
= : PE (%)= x 100 - MEXRE

Obrazek 7. Postup pro vyhodnoceni matricovych efekti. ME — matricové efekty, RE —

vytéznost metody, PE — Ucinnost procesu zpracovani vzorku [42].

Druhou metodou hodnoceni ME je porovnavani smérnic kalibracnich kfivek.
Vyuziva se predevsim pro hodnoceni relativnich ME v biologickych vzorcich. ME jsou
vypocitany na zakladé odchylky smérnic matricovych kalibracnich pfimek jedné
biologické matrice (napf. plazma, moc), pficemz tato matrice pochazi z vice zdroja. Pfi
zesileni signdlu dochazi k rGstu hodnoty smérnice, pfi zeslabeni signdlu dochazi ke

snizeni hodnoty smérnice [42, 53].

Treti metoda byla plvodné vyvinuta pro hodnoceni potlaceni signdlu ionizaci
elektrosprejem v tandemové MS (ESI-MS/MS), ke kterému dochazi diky endogennim
[atkdm plazmy. Jedna se o metodu post-kolonové inflze, ktera umozZnuje pfimo
pozorovat ¢asovy profil a rozsah zmén v signalu analytu pfi prfitomnosti interferujicich
latek. Infuze roztoku analytu/analytl je privddéna do postkolonového prostoru,
konstantni pratok zajisti stabilni odezvu detektoru. Na koloné jsou separovany slozky
matrice vzorku, které svym vstupem do detektoru mohou vyvolat zménu stabilniho

signalu analytu [42, 54].

30



Existuji r(izné pfistupy, jak eliminovat nebo snizZit vliv matrice vLC-MS

v jednotlivych krocich analyzy. Jejich prehled je shrnut v tabulce 5 [42].

Tabulka 5. MozZnosti eliminace/snizeni vlivu matrice v LC-MS [42].

Faze analyzy Redukce ME Priklady realizace
PFiprava vzorku Dakladné precisténi SPE, RAM, LLE
Vyssi selektivita SPE, MIP, imunoafinnitni SPE
Ztedéni vzorku
Chromatografie Vyssi separacni ucinnost UHPLC
2D-LC
Nano-LC, Micro- LC
Zména selektivity SF, MF, HILIC
Gradientova eluce
Hmotnostni Typ a geometrie iontového zdroje
spektrometrie Vyssi selektivita Zaznam negativnich iontd

loniza¢ni techniky méné nachylné k ME  APPI, APCI, EI-MS

SPE - extrakce na tuhou fazi, RAM — materidly s omezenym pfistupem, LLE — extrakce z
kapaliny do kapaliny, MIP — molekularné vtistény polymer, 2D-LC — dvoudimenzionalni
kapalinova chromatografie, Nano-LC — miniaturizovana kapalinovad chromatografie, Micro-LC —
mikrochromatograficky systém v kapalinové chromatografii, SF — stacionarni faze, MF —
mobilni faze, HILIC — hydrofilni interakéni chromatografie, APPI — fotoionizace za
atmosférického tlaku, APCI — chemickd ionizace za atmosférického tlaku, El — elektronova

ionizace.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 CHEMIKALIE A PRISTROJE
4.1.1 STANDARDNI LATKY
- maravirok (MedChemExpress, Monmouth Junction, USA)

- dg-maravirok (Toronto Research Chemicals, North York, Kanada)

4.1.2 ROZPOUSTEDLA, CHEMIKALIE
- acetonitril (ACN), LC-MS Chromasolv ®, (Honeywell, Praha, CR)

- dichlormetan (DCM), (Sigma Aldrich, Praha, CR)

- etylacetat Chromasolv ™ (Honeywell, Praha, CR)

- kyselina mravenéi > 99%, (Honeywell, Praha, CR)

- hexan Chromasolv® (Honeywell, Praha, CR)

- heptan Chromasolv® (Honeywell, Praha, CR)

- metanol, LC MS Barker analysed®, (VWR Chemicals, St¥ibrna Skalice, CR)

- dusik (Linde, Praha, CR)

- terc-butylmetyléter (TBME), (VWR Chemicals, Stiibrna Skalice, CR)

- ultradistd voda, vyrobena na Farmaceutické fakulté v Hradci Kralové, Mili-Q, Millipore
- EarlGv pufr (sloZeni tabulka 6), pfipraven na Katedie farmakologie a toxikologie FaF
UK

- perfuzni médium (tabulka 7), pfipraveno na Katedre farmakologie a toxikologie FaF

UK

Tabulka 6. SloZeni Earlova pufru.

Latka Mnoistvi [g/1]

NaCl 6,80
Kl 0,40
NaH,PO, 0,14
MgSO, 0,20
NaHCO, 2,20
cacl, 0,20
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Tabulka 7. Slozeni perfuzniho média.

Mnoistvi na 1 | perfuzniho média

D-glukéza 1,33 g/l
Amoxicilin 0,25 g/l
Dextran 10 g/

DMEM médium 666 ml

Earltv pufr 333 ml

4.1.3 PRISTROJE
- Acquity UPLC™ systém (Waters, Milford, USA)

- Hmotnostni analyzator typu QqQ Quattro Micro (Waters, Manchester, UK)

- Software MassLynx (Waters, Milford, USA)

- chromatograficka kolona Acquity BEH C18 (50 x 2,1 mm; 1,7 um) (Waters, Milford,
USA)

- manudlni pipety Reference® 2 (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

- analytické vahy Sartorius ME5-OC (Sartorius, Goettingen, Némecko)

- minitfepacka IKA® MS3 basic (IKA, Staufen, Némecko)

- termotrepacka s chlazenim Thermo-Shaker TS100c (Biosan, Riga, Litva)

- centrifuga Hettic® Mikro 220R (DJB Labcare, Newport Pagnell, UK)

- systém pro odparovani dusikem

4.2 PRIPRAVA ROZTOKU

4.2.1 PRIPRAVA ZASOBNICH ROZTOKU

Zasobni roztoky MVC a Sesti deuterii znaceného MVC (dg-MVC) byly pfipraveny
navazenim 1 mg a rozpusténim v 1 mililitru ACN. Vysledna koncentrace byla 1 mg/ml.

Roztoky byly skladovany v lednici.
4.2.2 PRIPRAVA PRACOVNICH ROZTOKU

Pracovni roztoky byly ptipravovdny fredénim zasobnich roztokl. Zobou

zasobnich roztokd (roztok MVC a deg-MVC) byly pripraveny pracovni roztoky o
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koncentraci 100 pug/ml (100 pl roztoku o koncentraci 1 mg/ml bylo smiseno s 900 pl
100% ACN).

Standardni roztoky MVC pro méreni kalibraéni kfivky byly pfipravovany
postupnym fedénim ve dvou fadach: desitkové a pétkové. V obou fadach redéni
standardniho roztoku 10 pl/ml (100 pl roztoku o koncentraci 100 pg/ml se smisilo se
100 pl 100% ACN a 800 pl vody). Postupné fedéni standardnich roztokd o nizsich
koncentracich probihalo misenim 100 ul roztoku s o fadem vyssi koncentraci, s 900 pl
roztoku 20% ACN. Pétkova fada zacinala fedénim standardniho roztoku 5 pg/ml (50 pl
roztoku o koncentraci 100 pg/ml se smisilo se 150 pl 100% ACN a 800 ul vody). Schéma

fedéni je zobrazeno na obrazku 8.

100 pg/ml
100 pl 1 mg/ml + 900 pl 100% ACN
10 pg/ml 5 pug/mli
100 pl 100 pg/ml+ 100 pl 100% ACN 50 pl 100 pg/ml + 150 pl 100% ACN
+3800 ul H,0 +800 ul H,0
| L]
1 ug/ml 500 ng/ml
100 pl 10 ug/ml +900 pl 20% ACN 100 pl 5 pg/ml + 900 pl 20% ACN
| [
100 ng/ml 50 ng/ml
100 pl 1 pg/ml +900 pl 20% ACN 100 pl 500 ng/ml + 900 ul 20% ACN
| |
10 ng/ml 5 ng/ml
100 pl 100 ng/ml + 900 ul 20% ACN 100 pl 50 ng/ml + 900 pl 20% ACN
| |
1 ng/ml 0,5 ng/ml
100 pl 10 ng/ml + 900 pl 20% ACN 100 ul 5 ng/ml + 900 ul 20% ACN

|
0,1 ng/ml
100 pl 1 ng/ml+ 900 pl 20% ACN

Obrazek 8. Schéma redéni standardnich roztok( pro pripravu kalibraéni krivky.

Rozpoustédlem pro pracovni roztoky byl vodny roztok 20% ACN (pomér
H,O:ACN, 8:2). Tento pomér se ukazal jako nejvyhodnéjsi pfi posuzovani vlivu

organického rozpoustédla na odezvu detektoru a tvar piku.
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Pfiprava standardnich roztokll pro matricové kalibracni krivky, které byly
pfipravovany metodou LLE, probihala obdobné. Misto 20% ACN vsak byl pouzit EarlGv
pufr nebo perfuzni médium. Roztok s nejvyssi koncentraci 10 pg/ml byl pfipraven
smisenim 10 pl roztoku o koncentraci 1 mg/ml a 990 ul pufru. Obdobné roztok o
koncentraci 5 pg/ml byl pfipraven smisenim 50 pl roztoku o koncentraci 100 pg/ml
s 950 ul pufru. Cilem bylo omezit pfitomnost ACN v roztocich a zachovat stdvajici

sloZeni pufru.
4.2.3 PRIPRAVA MOBILNi FAZE

Jako mobilni faze A pro gradientovou eluci byl pouzit 0,1% vodny roztok
kyseliny mravenci (0,5 ml kyseliny mravenci a ultracistd voda doplnéna po rysku

odmeérné bariky o objemu 500 ml). Byl pfipravovan vidy v den analyzy.
4.3 OpTIMALIZACE UHPLC-MS/MS METODY

UHPLC separace probihala na analytické koloné Acquity BEH C18 (50 x 2,1 mm;
1,7 um) pro reverzni chromatografii, gradientovd eluce s mobilnimi fazemi A (0,1%
vodny roztok kyseliny mravenci) a B (100% ACN) o pratoku 0,35 ml/min, a objem
nastfiku vzorku 5 pl. Jako silnd oplachova kapalina byl pouzit 100% ACN, jako slaba

oplachova kapalina byl pouzit 10% vodny roztok ACN.

Pro ionizaci latek byla pouzita metoda ESI. Byla ovérena intenzita signalu v
pozitivnim médu (ESIY) i v negativnim (ESI'). Teplota zdroje byla nastavena na 130 °C.
Pro hodnoceni vybranych parametrl byly pouzity standardni roztoky o koncentraci
1 pg/ml. U kazdého vzorku byly provedeny dva nastfiky. Pfehled optimalizovanych

parametr( iontového zdroje, rozsah a vybér hodnot jsou shrnuty v tabulce 8.

Po optimalizaci parametr( iontového zdroje byly vybrany produktové ionty pro
kvantifikacni analyzu (vybér SRM prechodu). Pro kazdy fragment byla optimalizovana

kolizni energie v rozsahu 5 — 40 eV. Koliznim plynem byl argon.
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Tabulka 8. Prehled optimalizovanych parametr(i iontového zdroje, rozsah a vybér

hodnot.
Optimalizovany parametr Rozsah hodnot  Vybrané hodnoty
Napéti na kapilare [kV] 1,0-4,0 1,0
Napéti na vstupnim kuzelu [V] 5-50 35
Napéti na extraktoru [V] 0-15 3
Napéti na RF ¢occe [V] 0,0-5,0 0,1
Pratok desolvataéniho plynu [I/h] 200 - 1000 1000
Teplota desolvatace [°C] 150 —-450 450
Pratok plynu na vstupnim kuzelu [I/h] 0-200 100

4.4 OPTIMALIZACE METODY PRO PRIPRAVU VZORKU

Jako metoda volby pro pfipravu vzorka byla zvolena extrakce z kapaliny do
kapaliny (liquid liquid extraction, LLE). Pro optimalizaci LLE byly pouZity vzorky MVC o
koncentraci 100 ng/ml. Rozpoustédlem byl Earllv pufr, ktery tvofil zdklad perfuzniho
média. Pro kazdou analyzu byly pfipraveny dva vzorky a z kazdého vzorku provedeny

tfi nastriky.

Nejprve byl optimalizovan typ extrakéniho rozpoustédla. Byla zkousena
nasledujici rozpoustédla: etylacetat, TBME, DCM, heptan, hexan, heptan:DCM (v
pomérech 9:1 a 8:2), hexan:DCM (v pomérech 9:1 a 8:2). Roztok MVC v Earlové
pufru/perfiznim médiu o koncentraci 100 ng/ml a objemu 0,5 ml byl pfidan
k extrakénimu rozpoustédlu. Smés byla 5 minut protfepdvana, poté vloZena do
centrifugy. Doba centrifugace byla 5 min, rychlost byla 14 000 RPM. Poté bylo
odebrano 0,5 ml extrakéniho rozpoustédla a odpareno pod proudem dusiku. Nasledné

byl zbytek po odpareni rekonstituovan ve 20% ACN.

Dalsi optimalizace probihala pouze se dvéma rozpoustédly, kterd méla nejvétsi
vytéZznost MVC, tj. nejvyssi pomér obsahu MVC ve vzorku, ktery prosSel extrakci ku
standardnimu roztoku o stejné koncentraci. Optimalizované parametry LLE a finalni

podminky LLE jsou shrnuty v tabulce 9.
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Tabulka 9. Rozsah optimalizovanych hodnot a finalni podminky LLE.

Parametr Rozsah optimalizovanych Finalni

hodnot podminky LLE
Extrakéni rozpoustédio TBME, etylacetat, hexan, DCM

heptan, DCM,

pomér hexan:DCM (9:1, 8:2),

pomér heptan:DCM (9:1, 8:2)

Pomeér vzorek:extrakéni rozpoustédio 1:1;1:2;1:3 1:2

Doba extrakce [min] 5-30 10 minut
Intenzita tfepani [RPM] 250 - 1400 1400 RPM
Teplota pfi extrakci [°C] 10-50 30°C
Odebrany objem rozpoustédla - 0,5 ml

s extrahovanym MVC

Rekonstitucni rozpoustédlo - H,O:ACN (8:2)

Objem rekonstitu¢niho rozpoustédla - 0,5 ml

4.5 VVALIDACE METODY

Po optimalizaci byla metoda validovana podle smérnice EMA [44]. V rdmci
validace byla hodnocena spravnost, presnost, linearita, limit detekce a kvantifikace,
kalibracni rozmezi, a matricové efekty. Spravnost a pfesnost byla vyhodnocena na péti
koncentracénich hladinach (1 ng/ml, 2,5 ng/ml, 50 ng/ml, 500 ng/ml a 1000 ng/ml).
Pfesnost byla dale vyhodnocena na zakladé opakovatelnosti smérnic tfi standardnich a
Ctyf matricovych kalibraénich kfivek. Linearita byla hodnocena na zakladé tfi
matricovych kalibrac¢nich kfivek v koncentracnim rozmezi 1 — 1000 ng/ml. Dale byly
stanoveny LLOQ a LOD. Matricové efekty byly hodnoceny na ctyfech koncentracnich
arovnich (1 ng/ml, 50 ng/ml, 500 ng/ml a 1000 ng/ml).

Vzorky pro validaci byly pfipravovany s vyuZitim optimalizované metody LLE.
Pro kvantitativni analyzu byl do vSech roztok( pridavan isotopicky znaceny vnitini

standard dg-MVC v mnozstvi 100 ng/ml.

V ramci validace byl proveden i test vhodnosti chromatografického systému,
ktery je pozadovan Ceskym I|ékopisem 2017. Parametry pro test vhodnosti
chromatografického systému (system suitability test, SST) byla opakovatelnost

retencniho ¢asu MVC a ploch pikli. Opakovatelnost byla vyhodnocena na trech
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koncentracnich urovnich (1000 ng/ml, 100 ng/ml a 10 ng/ml) ve dvanacti po sobé

jdoucich méreni. Byla vyjadiena jako relativni smérodatna odchylka [55].
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 OpTIMALIZACE UHPLC-MS/MS METODY

Pro UHPLC metodu byl zvolen systém reverznich fazi. Byla pouZita kolona

Acquity BEH C18 (50 x 2,1 mm; 1,7 um). Gradientova eluce byla zvolena, aby zabranila

kontaminaci kolony a zlepSila Ucinnost separace. DalSim dlvodem byla separace

interferujicich latek, které nebyly odstranény béhem LLE. Jako vodna slozka mobilni

faze byl pouzit 0,1% vodny roztok kyseliny mravenci, ktera snizila pH vodné faze a jako

tékavé aditivum v nizké koncentraci usnadnovala ionizaci analytu v iontovém zdroji.

Organickou slozkou mobilni faze byl 100% ACN, ktery jako tékavé rozpoustédlo byl

kompatibilni s hmotnostnim detektorem. Souhrn parametrd UHPLC shrnuje tabulka

10.

Tabulka 10. Podminky pro UHPLC analyzu.

Parametr Hodnota

Mobilni faze A: 0,1% vodny roztok kyseliny mravenci
B: ACN

Gradientova eluce Cas MF A MF B
0 min 95 5
3 min 5 95
3,1 min 95 5
5 min 95 5

Pratok mobilni faze 0,35 ml/min

Davkovany objem 5ul

Teplota kolonového termostatu 40 °C

Teplota autosampleru 10°C

Retencni ¢as MVC byl 1,56 minut. Nastfikovan byl vzorek o koncentraci 1 pg/ml,

rozpoustédlem byl 20% ACN. Chromatogram celkového iontového proudu je uveden

na obrazku 9.
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Obrazek 9. Chromatogram celkového iontového proudu standardniho roztoku MVC o

koncentraci 1 pg/ml.

Pro ionizaci v iontovém zdroji byla pouzita metoda ESI. MVC je slabé bazicka
latka, proto bylo predpokladdno, Ze vétsi intenzita signalu bude ziskdna v pozitivnim
modu ESI (obrazek 10). Pfedpoklad byl potvrzen. V pozitivnim mddu bylo dosazeno o

dva Fady vy3si intenzity signalu. Pro dal3i analyzu byl zvolen ESI" méd.

246.99 Scan ES+
100716501 4.65e7
IM+HT*
® 514.10
0 b l L ) l
556.04 Scan ES-
100 | 4.21e5

m/z

Obrazek 10. MS spektrum v pozitivnim a negativnim maddu ESI.

Dalsim krokem byla optimalizace vybranych parametr( iontového zdroje s cilem

dosaZeni co nejucinnéjsi ionizace analytu a nejvyssi mozné intenzity signalu. U kazdého
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vzorku byly provedeny dva nasttiky. Vysledky optimalizace parametr( iontového zdroje
jsou shrnuty na obrazku 11. Nastaveni findlnich parametri iontového zdroje pro

analyzu je uvedeno v tabulce 8 (viz kapitola 4.3).
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Obrazek 11. Namérené hodnoty vybranych parametr( béhem optimalizace parametru

iontového zdroje.
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Posledni fazi optimalizace nastaveni MS detektoru byl vybér fragmentd pro SRM.
Na zakladé skenu produktovych iontl byly identifikovany Ctyfi fragmenty molekuly
MVC (m/z = 388,9; m/z = 280,0; m/z = 319,9; m/z = 260,0). Dva fragmenty
s nejintenzivnéjsim signalem byly pouZity jako SRM prechody v ramci kvantitativni
analyzy: SRM1 = 388,9; SRM2 = 280,0. Vznikaji odstépenim substituovaného triazolu
(m/z = 388,9) nebo celého tropanového jadra i s triazolem (m/z = 280,0). Sken

produktovych iontl s naznadenim fragmentace je uveden na obrazku 12.

NT N

100

2.47e5
*®

I 514,1

o e

Obrazek 12. Sken produktovych iontl se dvéma nejintenzivnéjsimi fragmenty molekuly

MVC a schéma predpokladané fragmentace (struktura fragmenta dle [56]).

Pro tyto dva fragmenty byly hledany optimalni energie kolize, pfi kterych jsou
ziskany nejintenzivnéjsi signdly. Pro SRM 1 (fragment m/z = 388,9) byl nejintenzivnéjsi
signal pfi energii 20 eV, pro SRM 2 (fragment m/z = 280,0) byla zvolend optimalni
energie 30 eV (obrazek 13).
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Obrazek 13. Optimalizace kolizni energie pro prechody SRM1 (m/z = 388,9) a SRM2
(m/z = 280,0).

5.2. OPTIMALIZACE METODY PRO PRiPRAVU VZORKU

Vzhledem k vysoké koncentraci anorganickych soli v perfuznim médiu byla jako
metoda pro pfipravu vzorku zvolena LLE. Extrakce probihala dle postupu uvedeného
v kapitole 4.4. Prvnim krokem optimalizace byla volba vhodného extrakéniho
rozpoustédla pro MVC. Byla zvolena rozpoustédla nemisitelnd s vodou s rliznymi stupni
polarity — od silné nepolarnich (hexan, heptan) po stfedné polarni (DCM, TBME,
etylacetat). Vyhodnoceni probihalo na zakladé vytéZnosti [%], tj. poméru mezi
stanovenym mnozZstvim v rekonstituovaném vzorku a blankové matrici, ktera prosla
zpracovanim a byla nasledné obohacena MVC a IS (vypocet viz kapitola 3.4.1, obrazek

7). Vysledky jsou shrnuty na obrazku 14.
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Typ extrakéniho rozpoustédla

Obrazek 14. Vliv extrakéniho rozpoustédla na vytéznost MVC pfri LLE z Earlova pufru.

DCH - dichlormetan, TBME — terc-butylmetyléter, EtAC — etylacetat.

Z vysledkl je patrné, Ze nejvyssi vytéznost byla ziskana pti pouziti DCM a TBME.
PFfi poutZiti silné nepolarnich rozpoustédel k extrakci témér nedochdzi. V kombinaci
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s polarnéjsi slozkou, napf. DCM, vytéZinost mirné stoupda. Na druhé strané polarné;si
rozpoustédlo etylacetat také neni vhodny. Jako extrakéni rozpoustédlo pro optimalizaci

dalSich parametr( byl pouzit DCM a TBME.

DalSimi optimalizovanymi parametry byl pomér vzorku a extrakéniho
rozpoustédla, teplota béhem extrakce, intenzita tfepdni a doba extrakce. Extrakce byla
nejucinnéjsi pri pouziti dvou dild rozpoustédla ku jednomu dilu vzorku (obrazek 15).
Narust vytéznosti byl patrny u doby extrakce 10 minut, poté vytéznost klesala (obrazek
16). Teplota (obrdzek 17) a intenzita tfepani (obrazek 18) byly parametry, které nemély
vyrazny vliv na vytéznost. Souhrn parametri optimalizované metody LLE je uveden
v tabulce 11.
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Obrazek 15. Vliv poméru objemu vzorku a rozpoustédla na vytéZznost MVC pfi LLE
z perfuzniho média.
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Obrazek 16. Vliv doby extrakce na vytéZznost MVC pti LLE z perfuzniho média.
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Obrazek 17. Vliv teploty extrakce na vytéznost MVC pfi LLE z perfuzniho média.
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Obrazek 18. Vliv intenzity tfepani na vytéznost MVC pfi LLE z perfuzniho média.

V ramci optimalizace metody pro pfipravu vzorku byly pfipraveny dvé matricové
kalibra¢ni fady. Jako extrakéni rozpoustédlo byl pouzit DCM pro jednu, TBME pro
druhou kalibraéni fadu. Vzorky nebyly obohaceny vnitfnim standardem. Cilem bylo
ovéreni linearity. Lepsi linearity bylo dosazeno u kalibra¢ni fady extrahované do DCM
(tabulka 11). Diky vyrazné vyssi vytéZnosti a lepsi linearité kalibracni pfimky byl pro

validaci metody zvolen DCM jako extrakéni rozpoustédlo.

Tabulka 11. Porovnani parametrd matricovych kalibracnich kfivek.

Extrakéni  Pfechod ~ Rovnice  Korelaéni koeficient (r)
Cinidlo
DCM SRM1 y=0,955124x+3,52882 0,9980
SRM2 y=0,958293x+3,67276 0,9948
TBME SRM1 y=0,907409x+3,04883 0,9905
SRM2 y=0,917046x+3,25197 0,9915
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5.3 VALIDACE METODY

5.3.1 TEST VHODNOSTI SYSTEMU

Test vhodnosti systému byl hodnocen na zakladé opakovatelnosti ploch pikl a
reten¢niho c¢asu MVC. Opakovatelnost metody byla vyhodnocena na tfech
koncentracnich hladinach. Na kazdé koncentracni hladiné byl pfipraven jeden vzorek a
provedeno dvanact nastfikld. RSD ploch pikd se u jednotlivych koncentraci pohybuje

< 5,0 %, RSD retencnich ¢asu byla 0,00 % (tabulka 12).

Tabulka 12. Opakovatelnost nastfikli hodnocena na zakladé ploch pik( a retencnich

¢asu.

Koncentracni Plocha piku Retencni ¢as

uroven priumér SD RSD [%] pramér SD RSD [%]
1000 ng/ml 47374,62 590,51 1,25 1,56 0,00 0,00
100 ng/ml 5239,43 136,83 2,61 1,56 0,00 0,00
10 ng/ml 529,56 26,22 4,95 1,56 0,00 0,00

5.3.2 VALIDACE METODY

Validaéni parametry byly ovéfovany s vyuZzitim matricovych vzork(l. Byla pouZita

metoda vnitrniho standardu.

Presnost a sprdvnost
Validaéni parametry spravnost a presnost byly hodnoceny na péti

koncentraénich Udrovnich. Pro kaZdou koncentra¢ni hladinu bylo pfipraveno Sest
vzork(, z nichZz byly provedeny dva nastfiky. Tfi koncentracni uUrovné spadaly do
intervalu spodnich hodnot, jedna do stfednich hodnot, a jedna do hornich hodnot
kalibraéniho rozmezi. Limitni hodnoty dle smérnice EMA nebyly pfekroCeny. Pfesnost
(vyjadfena jako RSD %) u zadné z péti koncentracnich hladin neprekrocila 15%.
Sprdvnost (vyjadfend jako odchylka %) byla u ¢tyf hladin <15%, v pfipadé LLOQ (1
ng/ml) byla <20%. Souhrn vysledkd je uveden v tabulce 13.
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Tabulka 13. Spravnost a presnost metody.

Validacni Koncentraéni hladina [ng/ml]
parametr

1000 500 50 2,5 1
Pfesnost [RSD %] 1,7 2,7 2,6 13,0 8,1
Spravnost [%)] -0,6 +0,4 +3,3 +13,5 +17,5

Pfesnost metody (vyjadiena jako RSD %) byla dale vyhodnocena jako
opakovatelnost smérnic kalibra¢nich pfimek. Pro hodnoceni byly pfipraveny dva typy
kalibracnich ptimek: tfi standardni kalibracni pfimky (MVC ve 20% ACN) a ctyfi
matricové kalibra¢ni pfimky (DCM jako extrakéni rozpoustédlo). Dle ocekavani bylo
lepsi opakovatelnosti dosazeno u standardnich kalibraénich pfimek (RSD = 1,22%) nez
u matricovych (RSD = 5,02%). Souhrn vysledk( opakovatelnosti smérnic kalibracnich

pfimek je uveden v tabulce 14.

Tabulka 14. Opakovatelnost standardnich a matricovych kalibra¢nich pfimek.

Kalibracni primky

Standardni Ho?no.ta Matricové Ho?no.ta
smérnice smérnice
1. 0,966852 1. 0,955124
. 0,971419 2. 0,931487
3. 0,949233 3. 0,997645
4, 1,043320
primér hodnot primér hodnot
smérnic 0,962501 smérnic 0,981894
SD 0,01 SD 0,05
RSD [%)] 1,22 RSD [%] 5,02

Linearita, stanoveni LLOQ a LOD, kalibracni rozmezi
Pro hodnoceni linearity byly pouzity stejné kalibraéni pfimky jako u parametru

opakovatelnosti kalibraénich pfimek. LLOQ byl stanoven na 1 ng/ml, LOD byl 0,3 ng/ml.
Kalibraéni rozmezi bylo stanoveno v rozsahu 1-1000 ng/ml. Linearita byla posuzovana
na zakladé korelaéniho koeficientu (r?). U viech standardnich kalibraénich pfimek se
korelaéni koeficient pohyboval 20,999. U matricovych kalibraénich pfimek se korela¢ni
koeficient pohyboval vrozmezi 0,9917-0,9983, tj. ve vSech pfipadech byl >0,99.

Souhrn parametru kalibrace je v tabulce 15.
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Tabulka 15. Souhrn kalibracnich parametr( — rovnice pfimek, korelacni koeficienty,

stanoveny LLOQ, LOD a kalibraéniho rozmezi.

v e Rovnice kalibracni Korelacni
Kalibracni rady s .. 2
primky koeficient (r°)
Standardni 1. y=0,966852x +4,12537 0,9992
2. y=0,971419x + 3,87556 0,9992
3. y=0,949233x + 4,58926 0,9990
Matricové 1. y=0,955124x + 3,52882 0,9980
2. y=0,931487x + 3,40169 0,9917
3. y=0,997645x + 3,06316 0,9983
4, vy=1,04332x +2,87273 0,9978
LLOQ 1 ng/ml
LOD 0,3 ng/ml
Kalibracni rozmezi 1-1000 ng/ml
Matricové efekty

Matricové efekty byly hodnoceny metodou postextrakéniho pridavku.
Vyhodnoceni probihalo na ¢tyfech koncentraénich drovnich (1 ng/ml, 50 ng/ml, 500
ng/ml a 1000 ng/ml). Byly pfipraveny dvé sady vzork(. Prvni sada byla pfipravena jako
standardni roztoky MVC ve 20% ACN. Vzorky druhé sady byly zpracovany metodou LLE
jako blankové matrice, po rekonstituci byly obohaceny standardnim roztokem MVC o
dané koncentraci a IS o koncentraci 100 ng/ml. Matricové efekty se na hodnocenych
koncentracnich hladinach pohybovaly vrozmezi 99,1 — 109,2%. Vyskyt matricovych

efektl se pohybuje v rozmezi £15%. Souhrn vysledk( je uveden v tabulce 16.

Tabulka 16. Vyhodnoceni matricovych efekta.

Koncentraéni hladina [ng/ml]

1000 500 50 1
ME[%] 99,1 101,7 95,1 109,2
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5.4 MERENIi VZORKU PLACENTARNICH PERFUZI

Po optimalizaci a validaci byla metoda aplikovana na vzorky z placentéarnich
perflzi. Vzorky pochazely z celkem péti perfuznich experimentd. V ramci kazdé perfuze
bylo odebrano 45 — 85 vzork(. Objem kaZdého vzorku byl 1,5 ml. Ocekdvané
koncentrace MVC ve vzorcich byly 600 ng/ml. Pro vzorky z promyvaci faze byly

ocekavané koncentrace v dolnim rozmezi kalibra¢niho rozsahu.

Soucasti kazdého méreni byla pfiprava matricové kalibracni primky, ktera byla
pfipravovana stejné jako matricové kalibracni pfimky v rdmci validace. Déle bylo pro
kazdé méreni pfipravovano Sest kontrolnich vzorkd kvality (QC vzorky) na koncentracéni
trovni 60 a 600 ng/ml, kterymi byla kontrolovana spravnost metody. Souhrn
namérenych hodnot je uveden na obrazku 19 pro koncentraéni hladinu 60 ng/ml, a na

obrazku 20 pro koncentracéni hladinu 600 ng/ml.
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Obrazek 19. Hodnoty QC vzorkl na koncentracni hladiné 60 ng/ml v rdmci jednotlivych
méfeni s vyznacenym intervalem * 15% 60 ng/ml (e = namérené hodnoty QC vzorkd,

B = prmér namérenych hodnot, - - - hranice intervalu + 15%).
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Obrazek 20. Hodnoty QC vzorkG na koncentracni hladiné 600 ng/ml v ramci
jednotlivych méreni svyznatenym intervalem + 15% 600 ng/ml (e = namérené

hodnoty QC vzork(, M = primér namérenych hodnot, - - - hranice intervalu + 15%).

Z vysledkl je patrné, Ze vyssi pfesnost méreni byla na koncentracni hladiné 600
ng/ml, tedy v ocekavanych koncentracich MVC béhem cirkulacnich fazi. Prlmérné
hodnoty koncentraci spadaji ve vSech pfipadech do intervalu + 15% hodnoty 600
ng/ml. U koncentrace 60 ng/ml je patrna vyssi chyba mérfeni. Vzhledem k tomu, Ze
nizké koncentrace jsou ocekavany jen v promyvacich fazich, interpretaci vysledku

prostupu MVC pres placentarni bariéru tato chyba nezatizi.

Hodnoty koncentraci jednotlivych vzorkd byly stanoveny na zakladé
pramérnych hodnot ploch pikd MVC a IS ze dvou nastrikl. Vysledky stanoveni MVC u
jednotlivych perfuzi jsou na obrazku 21 a 22. V kazdém casovém uUseku byly odebirany
vzorky z plodové i materské Zily a tepny (Casové schéma odbéru viz obrdzek 3, kapitola

3.2.3).

U perfuze 1, 4 a 5 jsou patrné dvé cirkulac¢ni faze, které odpovidaji ¢asovému
pribéhu cirkulace MVC samotného a cirkulaci MVC v kombinaci s elakridarem
(inhibitorem P-glykoproteinu). U perfuze 2 a 3 jsou tfi cirkula¢ni faze, pficemz treti faze

odpovida cirkulaci MVC spolu s elakridarem a ritonavirem. U kazdé perfize jsou patrné
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zbytkové hodnoty MVC béhem vymyvaci fazi. Metoda byla natolik citliva, Ze bylo

mozné detekovat i nizké koncentrace MVC v systému perfuze.

Perfuze 1 (23/1/2018)
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T 800 ¢
£ T L
2 . 2 .
g 600 - N f 2 4 i
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S 200 -
0 — @& T T T ‘ T ‘ T T T )
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Obrazek 21. Vysledky namérenych hodnot vzorkd z perfuze 1 a 2 (v zavorce datum

méreni). F Zila/tepna — Zila/tepna plodového kompartmentu, M Zila/tepna — Zila/tepna

materského kompartmentu.
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Obrazek 22. Vysledky namérenych hodnot vzorkl z perfuze 3, 4 a 5 (v zadvorce datum

méreni). F Zila/tepna — Zila/tepna plodového kompartmentu, M Zila/tepna — Zila/tepna

materského kompartmentu.
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V ramci jednotlivych perfazi jsou patrné rozdily a zmény v koncentracich MVC
vobou kompartmentech i jednotlivych cévach (obrazek 21 a 22). Trendy v
koncentracich zobrazené na obrazku 3 (kapitola 3.2.3) vSak nejsou v jednotlivych
grafech jednoznacné patrné. Cilem této prace bylo presné a spravné stanoveni MVC
v jednotlivych vzorcich. Ziskané vystupy budou zdkladem pro farmakokineticka
hodnoceni a interpretaci vysledk(, kterymi se dale budou zabyvat pracovnici Katedry

farmakologie a toxikologie FaF UK, ktefi experimenty provedli.
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6. ZAVER

Cilem této prace byl vyvoj citlivé a selektivni metody pro stanoveni maraviroku
ve vzorcich pochazejicich z experimentd placentarnich perfuzi.

V prvni fazi bylo ziskdno maximum informaci o maraviroku a vzorcich
z placentdrnich perfazi. Jedna se o slabé bazickou a spiSe lipofilni molekulu (M, =
513,67; log P = 5,3, kterd je rozpustnd v organickych rozpoustédlech. Matrice vzorku
(perfuzni médium) obsahovala prevazné anorganické soli, cukry a aminokyseliny. Tyto
latky maji netékavou povahu, predstavuji potencialni problém v kompatibilité s LC-MS
(krystalizace viontovém zdroji, problémy pfti ionizaci analytu). Navic mohou byt
zdrojem matricovych efekt(, které zpUsobuji potlaceni/zesileni signalu analytu.

Nasledné byly optimalizovdany parametry separace a detekce maraviroku v
systému UHPLC-MS/MS. Byla zvolena separace v médu reverznich fazi s pouZitim
analytické kolony Acquity BEH C18 (50 x 2,1 mm, 1,7 um), s gradientovou eluci a
pratokem 0,35 ml/min. Optimalizované parametry iontového zdroje byly nasledujici:
ionizace elektrosprejem v pozitivnim modu; napéti na kapilafe 1,0 kV; napéti na
vstupnim kuzelu 35 V; napéti na extraktoru 3,0 V; napéti na RF ¢ockach 0,1 V; pritok
desolvatacniho plynu 1000 I/h, teplota desolvatace 450 °C, pritok plynu na vstupnim
kuzelu 100 I/h; a teplota iontového zdroje 130 °C. Pro kvantifikaci byl zvolen mdd
zaznamu vybrané reakce (SRM mad) s kolizni energii 30 eV pro SRM 1 (m/z = 388,9) a
20 eV pro SRM 2 (m/z = 280,0).

Dale byla optimalizovdna metoda extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE), ktera
byla zvolend jako metoda volby vzhledem k lipofilité maraviroku a sloZeni perfuzniho
média. Jako extrakéni rozpoustédlo s nejvyssi vytéznosti byl zvolen dichlormetan.
Optimalizovany byly tyto parametry LLE: pomér vzorek:rozpoustédlo (1:2), ¢as extrakce
(10 minut), teplota extrakce (30 °C) a intenzita tfepani (1400 RPM). Vzorky byly
rekonstituovany smési rozpoustédel voda:acetonitril v poméru 80:20.

Po fazi optimalizace nasledovala validace metody. Souhrn validacnich
parametrl je uveden vtabulce 17. Metoda je pfesnd a sprdvna. Spodni mez
stanovitelnosti je 1 ng/ml, limit detekce je 0,3 ng/ml. Kalibraéni rozmezi je 1 — 1000
ng/ml. Korelacni koeficient standardnich kalibrac¢nich kfivek je 20,999. U matricovych

kalibracnich kfivek je korela¢ni koeficient >0,99.
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Tabulka 17. Souhrn vysledk( validace.

Validacni parametr Koncentracni hladiny [ng/ml] Typ kalibracni pfimky Rovnice primky Korelacni

koeficient (r?)

1000 500 50 2,5

Spravnost [%] 06 04 33 133 175 y=0,971419x + 3,87556 0,9992

ME [%] e y=0,949233x + 4,58926 0,990
RSD [%] smérnic pFfimky 1,22

matricové kalibracni pfimky y= 0,955124x + 3,52882 0.9980

y=0,931487x + 3,40169 0,9917

LLoQ 1 ng/ml y=0,997645x + 3,06316 0,9983

LOD 0,3 ng/ml y=1,043320x + 2,87273 0,9978
Kalibracni rozmezi 1-1000 ng/ml RSD [%] smérnic pFimky 5,02

LLOQ - spodni mez stanovitelnosti, LOD — limit detekce
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Poslednim krokem byla aplikace metody na proméreni vzorkd perfuzi. Vzorky
pochazely z péti perfuznich experimentll. Soucasti kazdé analyzy bylo sestaveni
matricovych kalibrac¢nich krivek a pfiprava QC vzork( na koncentrac¢ni hladiné 60 ng/ml
a 600 ng/ml. Metoda se ukazala jako dostatecné citlivd pro stanoveni zbytkového
mnozstvi maraviroku béhem vymyvacich fazi.

Jednim zcild prace bylo stanoveni maraviroku ve vzorcich z placentarnich
perfazi. Na zakladé ziskanych dat mohou probéhnout farmakologicka vyhodnoceni
experimentl. Informace o farmakokinetice maraviroku a mozZnosti jejiho ovlivnéni
mohou vyznamné pfispét ke klinickému uZivani maraviroku v ramci terapie HIV-R5

pozitivnich téhotnych Zen, tim snizit riziko pfenosu infekce z matky na plod.
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Introduction
Maraviroc is an antiviral drug against human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1). It

blocks HIV-1 from entering human cells. This blocking is caused by a binding of
maraviroc to transmembrane pocket of human C-C chemokine receptor CCRS, which is
present on the membrane of CD4+ cells (T-cells) and macrophages. The CCRS receptor
interacts with HIV-1 glycoprotein 120 that enables the entry of HIV-1 into human cells.
Maraviroc was approved for usage in adults and for children older than 2 years as a part
of combination antiretroviral therapy (cART) in 2016. Up to date, there is sparse data
about its administration during pregnancy. Some case reports indicate its limited
passage across placenta barrier as umbilical-cord/maternal blood ratio measured after
the administration. Thus, the aim of this work was to develop fast, selective, and
sensitive method for the determination of maraviroc in human placental perfusions to
extend current knowledge about maraviroc transplacental pharmacokinetics and its
safety when it is used during pregnancy.

Experimental

UHPLC-MS/MS method using rapid high-throughput liquid-liquid extraction (LLE) as
a sample preparation step was developed and used. Placental perfusion (500 puL) was
extracted by dichloromethane (DCM). UHPLC using Acquity Ultra Performance LC ™
(UPLC) system (Waters, Milford, MA, USA) coupled with Micromass Quattro Micro
™ API benchtop triple quadrupole mass spectrometer (Waters, Milford, MA, USA) was
used for the separation and detection. 2 pL. of sample were injected in Acquity BEH
C18 analytical column (50 x 2.1 mm i.d.; particle size 1.7 um). The analytes were
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separated using gradient elution with 0.1% aqueous formic acid (eluent A) and
acetonitrile (eluent B) at a flow rate of 0.35 mL/min. The gradient started with 5 % of
eluent B in A, and increased to 95 % B in 3 min. The percentage of eluent B was at the
time 3.1 min reduced to the original value of 5 %. The total time of chromatographic
separation including column equilibration was 5 min. Quantification of analyte was
achieved via selected reaction monitoring (SRM) using the precursor ion [M+H]" and
two selected fragment ions to increase method selectivity. Following MS parameters
were used: capillary voltage 1.0 kV, extractor: 3.0 V, RF lens: 0.1 V, ion source
temperature 130 °C, cone voltage: 35 V. The desolvation gas (nitrogen) flow was 1000
L/h and temperature 450 °C, Nitrogen was also used as a cone gas with a flow rate of
100 L/h. Collision energy was set individually for each SRM transitions.

Results

The LLE method for the selective isolation of maraviroc from human placental
perfusion buffer was developed first. LLE was chosen due to the high lipophilicity of
maraviroc, and to achieve the efficient removal of polar compounds from the sample.
Various extraction agents including dichloromethane (DCM), terc-butylmethylether
(TBME), ethylacetate, hexane, heptane, and their mixtures (DCM: hexane; DCM:
heptane in ratio 10:90 and 20:80, v/v) were tested. The highest recoveries 90% and 78%
were obtained using DCM and TBME, respectively. Further optimization was then
carried out with these solvents. The effect of sample:solvent ratio (500, 1000 and 1500
nL of extraction agent) , extraction temperature (10 — 50 °C), and extraction intensity
(250 — 1400 rpm) was determined.

The key factor in UHPLC-MS/MS method development was the separation of
maraviroc and two known transporter inhibitors that are present in real-life samples,
namely ritonavir and elacridar. The separation was successful when C18 was used. The
mass spectrometer parameters including ionization mode, capillary voltage, RF lens,
extractor voltage, ion source temperature, desolvation gas flow rate and temperature,
cone gas flow rate, and collision energy for each SRM were optimized to obtain
sufficient sensitivity.

Finally, optimized method was validated in the terms of precision, accuracy, calibration
range, linearity, limit of detection and quantification, and matrix effects. The developed
method provided sensitivity in ng/mL amounts with a high selectivity, accuracy, and
precision.

Conclusion

Selective and sensitive method for the high-throughput determination of maraviroc in
human placental perfusion samples using LLE-UHPLC-MS/MS was developed and
fully validated. The method is suitable for the fast analysis of samples containing
maraviroc and it will be used for the quantification of this antiviral drug to explain its
transport across human placenta in materno-fetal and feto-maternal direction.
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Maraviroc is an antiretroviral drug acting as an entry inhibitor blocking the chemokine
co-receptor 5 (CCRS). It is used as the second choice therapy in HIV-1- positive
patients; the lack of knowledge on its safety in pregnancy and transplacental transfer,
however, limit its administration to pregnant women so far. The goal of this work was
to develop fast and selective method for the analysis of maraviroc in perfusates of
human placental cotyledon performed in order to clarify its transfer from mother to
fetus. The ultra-high performance liquid chromatography with tandem mass
spectrometry (UHPLC-MS/MS) was the method of choice. BEH C18 column and
gradient elution with the mobile phase A (water with 0.1% formic acid) and B
(acetonitrile) at 0.35 mL/min flow-rate and 40 °C temperature were used for the
separation. The mass spectrometry conditions were set up as follows: electrospray
ionization in positive mode, capillary voltage 1.0 kV, RF lens 0.1 V, extractor 3.0 V,
ion source temperature 130 °C, cone voltage 35 V, desolvation gas flow 1000 L/h, and
temperature 450 °C. Selected reaction monitoring (SRM) mode was used for
quantitation with collision energy 20 eV (SRM 1, quantifier transition) and 30 eV (SRM
2, qualifier transition). Liquid-liquid extraction (LLE) was chosen for sample
preparation due to the high lipophilicity of maraviroc. The LLE optimization included
optimization of solvent type, solvent to sample ratio, extraction temperature, shaking
intensity, and extraction time. The best results were obtained when dichloromethane

was used as the extraction agent (recovery > 90%). The optimized method was fully
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validated in the calibration range 1-1000 ng/mL at five concentration levels (1 ng/mL,
2.5 ng/mL, 50 ng/mL, 500 ng/mL and 1000 ng/mL) with the lower limit of
quantification (LLOQ) 1 ng/mL and limit of detection (LOD) 0.33 ng/mL. Precision
(RSD %) and accuracy (% bias) was determined for each concentration level: 1 ng/mL
(RSD = 8.1%, bias = +17.5%), 2.5 ng/mL (RSD = 13.0%, bias = +13.5% ), 50 ng/mL
(RSD = 2.6%, bias = +3.3%), 500 ng/mL (RSD = 2.7%, bias = +0.4%), 1000 ng/mL
(RSD = 1.7%, bias = -0,6%). Further parameters of validation were linearity (R* =
0.9994) and matrix effects (99.1% - 109.2%) for four concentration levels: 1 ng/mL, 50
ng/mL, 500 ng/mL and 1000 ng/mL. The internal standard of maraviroc, maraviroc-de,
was used for quantification in all experiments. The method finally enabled sensitive and
selective determination of maraviroc in placental perfusion samples. We believe these
data could help gain better knowledge on transplacental transport of maraviroc and its

safety in pharmacotherapy of HIV-1 positive pregnant women.
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