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Введение
Иммунодепрессанты (рис. 1) играют важную роль 
в трансплантологии, а также используются для 
лечения расстройств иммунной системы и неауто-
иммунных воспалительных реакций. Терапевтический 
диапазон концентраций иммунодепрессантов, как 
правило, достаточно узок, поэтому для правильной 
дозировки необходим тщательный и постоянный 

контроль содержания этих препаратов в крови 
пациента. Традиционное определение иммуно-
депрессантов, основанное на иммуноферментном 
анализе, отличается невысокой специфичностью 
и чувствительностью, поэтому в настоящее время 
все большее значение приобретает жидкостная 
тандемная масс-спектрометрия как наиболее 
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Рисунок 1. Структуры такролимуса (a), сиролимуса (b), эверолимуса (c) и циклоспорина-A (d)

1.a. Tacrolimus 1.b. Sirolimus
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• 30 с

быстрый, чувствительный и селективный метод 
анализа. 
Однако две основные проблемы затрудняют 
широкое внедрение масс-спектрометрии в прак-
тику клинического лабораторного анализа: 
достаточно длительная и трудоемкая подготовка 
образцов к анализу и требования к высокой 
квалификации операторов масс-спектрометрического 
оборудования. Поэтому на сегодняшний день 
масс-спектрометрия пока проигрывает иммунохимии 
по таким показателям, как производительность 
и удобство/простота работы.

Использование модуля Shimadzu CLAM-2000 
для автоматизированной подготовки образцов 
к последующему масс-спектрометрическому анализу 
позволяет практически полностью избавиться 
от вышеописанных проблем и сделать работу 
на масс-спектрометре такой же простой 
и производительной как при использовании 
традиционных иммунохимических анализаторов. 
Это будет ниже проиллюстрировано примером 
полностью автоматизированного количественного 
определения четырех основных 
иммунодепрессантов.

Материалы и методы
Для количественного определения 
иммунодепрессантов использовали коммерческий 
набор Dosimmune® (Alsachim, Франция), 
включающий раствор для экстракции 
определяемых компонентов из цельной крови 
и изотопно-меченные (13С) внутренние стандарты 
целевых иммунодепрессантов (далее 13С-стандарты). 

Подготовку образцов цельной крови осуществляли 
в автоматическом режиме при помощи модуля 
CLAM-2000 (рис. 2), а анализ проводили на УВЭЖХ 
системе Nexera X2 с тандемным 
масс-спектрометрическим детектором LCMS-8050 
(Shimadzu Corporation). 

ALSACHIM 

CLAM-2000 Nexera X2 LCMS-8050

Образец
цельной
крови

Рисунок 2. Оборудование для анализа 

Высокоскростной 
тандемный 
масс-спектрометр:

Сверхбыстрое 
переключение 
полярности 
ионизации: 
- 5 мс

Быстрая регистрация 
MRM: 
- 555 MRM/с

Подготовка образцов: CLAM-2000 и набор Dosimmune®
Пробирки с образцами цельной крови помещали в соответствующую турель CLAM-2000. Автоматизированная 
пробоподготовка включала добавление к 25 мкл образца 12,5 мкл раствора внутренних стандартов и 175 мкл 
раствора для экстракции с последующим 30-секундным перемешиванием и финальной фильтрацией в течение 
1 минуты. Полученный фильтрат поступал в автодозатор системы Nexera X2 и затем начинался анализ
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УВЭЖХ анализ Nexera X2 и набор Dosimmune®  
Колонка-ловушка  Ascentis® C8 4,6×30 мм, 5 мкм
Аналитическая колонка Ascentis® C18 2,1×50 мм, 5 мкм
Объем пробы:  20 мкл
Подвижная фаза А:  90 % 3 мМ раствора формиата 
 аммония (pH=3,6) + 10 % метанола
Подвижная фаза В:  10 % 3 мМ раствора формиата 
 аммония (pH=3,6) + 90 % метанола
Поток подвижной фазы А:  2 мл/мин (колонка-ловушка)
Поток подвижной фазы В:  0,8 мл/мин (аналитическая колонка)
Температура термостата 
колонок:  65 °С

Иммунодепрессант Формула

C 53H83NO14

C 51
13C 2H79D4NO14

C 51H79NO13

C 50
13CH 76D3NO13

C 44H69NO12

C 43
13CH 67D4NO12

C 62H111N11O12

C 62H99D12N11O12

Точная масса

957,6

963,6

913,5

917,5

803,5

808,5

1201,8

1213,8

MRM-переход

975,6 → 908,5

981,5 → 914,5

931,6 → 864,5

935,4 → 864,5

821,5 → 768,6

826,4 → 773,6

1219,9 → 1202,8

1231,8 → 1214,9

Эверолимус

Эверолимус 13C2d4

Сиролимус

Сиролимус 13Cd3

Такролимус

Такролимус 13Cd4

Циклоспорин

Циклоспорин d12

Таблица 1. Формулы, точные массы и регистрируемые MRM-переходы целевых иммунодепрессантов

Обсуждение результатов

Как правило, в количественном масс-спектрометрическом анализе используют дейтерированные внутренние стандарты. 
Однако они отличаются сравнительно невысоким уровнем изотопного обогащения, что зачастую приводит к некор-
ректным количественным результатам (завышение концентрации нативных соединений). В настоящей работе исполь-
зовали 13С-стандарты для трех иммунодепрессантов, что обеспечило более высокую точность результатов вкупе 
с существенным снижением матричного эффекта. Разработанный метод анализа обеспечивал линейный отклик 
в терапевтическом диапазоне концентраций 0,5–40,0 нг/мл (для такролимуса, сиролимуса и эверолимуса) и 5–1500 нг/мл 
для циклоспорина-А (рис. 3). Для всех целевых соединений линейность (r2) была выше 0,99; а величина соотношения 
«сигнал/шум» при определении концентраций на уровне LLOQ (нижнему пределу количественного обнаружения) 
превышала 25:1 (рис. 4). Для всех аналитов точность (сходимость) результатов была в пределах 85–115 % (таблица 2). 

Обзор результатов анализа

МС/МС LCMS-8050
Поток газа-распылителя:  3 л/мин (азот )
Поток горячего газа:  10 л/мин (воздух)
Поток газа-осушителя:  10 л/мин (азот)
Температура интерфейса:  200 °С
Температура линии 
десольватации:  250 °С
Температура 
нагревательного блока:  200 °С
Пауза между 
регистрациями сигнала:  1 мс
Время переключения 
полярности ионизации:  5 мс
Точек данных на пик:  > 30

Предел количественного обнаружения (LLOQ) в цельной крови
Предел количественного обнаружения (LLOQ) в цельной крови составил 0,5 нг/мл (для такролимуса, 
сиролимуса и эверолимуса) и 5 нг/мл для циклоспорина-А. Значение соотношения «сигнал/шум» на этом 
уровне концентраций превышало 25:1 для всех целевых соединений.

Точность результатов
Анализ образцов цельной крови с известной концентрацией иммунодепрессантов показал, что точность (сходимость) 
результатов во всем диапазоне измеряемых концентраций находится на очень хорошем уровне и составляет 85–115 %.
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Заключение
Разработан метод количественного определения важнейших иммунодепрессантов в цельной крови методом 
тандемной жидкостной масс-спектрометрии с полностью автоматизированной пробоподготовкой 
и с использованием высококачественных 13С-стандартов. По сравнению с традиционными методами анализа 
данный метод обеспечивает более высокое качество получаемых результатов.

Первое издание: Июнь, 2017

www.shimadzu.ru
E-mail: smo@shimadzu.ru
Tел.: +7 495 989-13-17 / 989-13-18

Только для исследовательских целей. Не использовать для диагностических процедур. Не для США, Канады и Китая. 
Данная публикация может содержать ссылки на оборудование, которое недоступно в вашей стране. Пожалуйста, свяжитесь       
с нами, чтобы проверить наличие этого оборудования в вашей стране.

Содержание настоящей публикации не может быть воспроизведено, изменено или продано для каких-либо коммерческих 
целей без письменного согласия Шимадзу. Названия компаний, оборудования/услуг и логотипы, используемые в настоящей 
публикации, являются торговыми марками и торговыми наименованиями Shimadzu Corporation, ее дочерних компаний или 
аффилированных лиц, независимо от того, используются ли они с товарными знаками «TM» или «®».
Сторонние товарные знаки и торговые наименования могут использоваться в данной публикации для обозначения третьих лиц 
или их товаров / услуг, независимо от того, используются ли они с символом торговой марки «TM» или «®».
Shimadzu не предъявляет права собственности на какие-либо товарные знаки и названия, кроме своих собственных.

Содержание данной публикации предоставляется без гарантий любого рода и может быть изменено без предварительного 
уведомления. Shimadzu не несет никакой ответственности за любой ущерб, будь то прямой или косвенный, связанный 
с использованием этой публикации. Настоящая публикация основана на информации, доступной Шимадзу на дату публикации 
или до ее публикации.

0 10 20 30 Conc. Ratio
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

Area Ratio

3.a. Такролимус в цельной крови; 0,5–40 нг/мл
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3.b  Сиролимус в цельной крови; 0,5–40 нг/мл
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3.c. Эверолимус в цельной крови; 0,5–40 нг/мл
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3.d. Циклоспорин-А в цельной крови; 5–1500 нг/мл

Рисунок 3. Калибровочные графики определения в цельной крови такролимуса (a), сиролимуса (b), эверолимуса (c) и циклоспорина-A (d)
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Рисунок 4. MRM-хроматограммы такролимуса (a), сиролимуса (b), эверолимуса (c) и циклоспорина-A (d), 
полученные при их определении в цельной крови на уровне концентрации LLOQ.

Концентрация, 
нг/мл

2.9

5.4

13.3

40.5

Такролимус

114

108

87

95

Точность,
%

Концентрация, 
нг/мл

3.2

5.7

13.3

40.6

Сиролимус

115

105

93

103

Точность,
%
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Концентрация, 
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Таблица 2. Точность получаемых результатов
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