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WSTĘP I CEL PRACY
Sirolimus ( rapamycyna), jest makrocyklicznym antybiotykiem laktonowym 
wytwarzanym przez bakterię Streptomyces hygroscopicus, który został 
wyizolowany  z gleby w Rapa Nui (Wyspa Wielkanocna) . Jako inhibitor kinazy 
ssaczego celu rapamycyny ( mTOR), sirolimus powoduje zahamowanie 
proliferacji limfocytów T i B. Lek ten znalazł zastosowanie w terapii 
immunosupresyjnej po przeszczepieniu narządów litych czy leczeniu stwardnienia 
guzowatego i chorób nowotworowych.  Terapeutyczne monitorowanie stezen 
(TDM, ang. therapeutic drug monitoring) sirolimusu jest niezbedne w celu 
uzyskania optymalnego stezenia leku we krwi u poszczegolnych pacjentow (~5-15 
ng/ml). Dzieki temu mozliwe jest uzyskanie okreslonego efektu 
farmakologicznego (np. immunosupresyjnego) przy jednoczesnym zachowaniu  
bezpieczeństwa oraz  skutecznosci farmakoterapii.  
Nadrzędnym celem pracy było opracowanie oraz walidacja zgodnie z wytycznymi 
międzynarodowymi, referencyjnej metody analitycznej z zastosowaniem 
wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzężonej z tandemową detekcją mas 
(LC-MS/MS) w pełnej krwi. 
 

MATERIAŁY I METODY
Kolumna: faza stacjonarna Poroshell 120 EC-C18, 50 × 4,6 mm, 2,7 μm                
z komplementarną przedkolumną  (60°C)
Skład fazy ruchomej:  H2O (A) oraz  MeOH (B) wzbogacone HCOONH4 (2mM)    
i 0,1% HCOOH 
Szybkość  przepływu: 1 mL/min 
Gradient:  0-0,49 min 5% fazy B , następnie 0,50-2,49 min 95% fazy B  
Monitorowano  przejścia MRM (jon macierzysty → jon potomny) dla adduktów 
amonowych  w trybie jonizacji dodatniej z elektrorozpylaniem  (ESI+).
Parametry pracy detektora masowego - przepłwy gazów: nebulizującego  (2 L/
min),  suszącego  (3 L/min), ciśnienie argonu jako gazu kolizyjnego 270 kPa. 
Temperatura źródła jonów  200°C.

m/z

In
te

ns
ity

METODA WB-LC-MS/MS

ANALIZA ILOŚCIOWA LC-MS/MS 
SIROLIMUSU

35 μL pełnej krwi żylnej

dodanie 3.5 μL roztworu 
standardów 

wewnętrznych
 (TEMS, ASC, SIR-d3)

hemoliza próbki z 35 μL 
wody LC-MS

strącenie białek przy 
użyciu 250 μL 

mieszaniny 0.1M 
CuSO4 i ACN  (1:1, v/v)

worteksowanie (1 min.)       
i inkubacja próbki w -40OC 
przez 10 min. 

wirowanie
21380 × g

5 min. 0OC

przeniesienie 200 μL
supernatantu do wialki   

chromatograficznej 

CHROMATOGRAM PRZEDSTAWIAJĄCY PIK  SIROLIMUSU (CSIR=7.32 ng/
ml)         i odpowiadających mu standardów wewnętrzych (d3-sirolimus, 
askomycyna, temsirolimus)

Ryc. 1.  Schemat przygotowania próbki pełnej krwi pacjenta do analizy LC-MS/MS w celu oznaczenia 
sirolimusu (SIR) oraz reprezentatywny chromatogram. 

ANALIZA WYNIKÓW
● Siarczan(VI) miedzi okazał się być niezwykle użytecznym dodatkiem do 

acetonitrylu wcelu oczyszczenia próbki metodą precypitacyjną – 
uzyskano najwyższą wartość odzysku bez wpływu efektów matrycowych.

● Efekt przeniesienia analitów został skompensowany poprzez wydłużenie 
programu gradientowego w ostatniej fazie, tj. równoważenia do 
warunków początkowych. 

● Z powodzeniem zwalidowano metodę oznaczania sirolimusu w pełnej 
krwi w zakresie kalibracji 0.25 – 60 ng/ml.

● Askomycyna, w przeciwieństwie do temsirolimusu, stanowi alternatywę

 

dla znakowanego izotopowo standardu wewnętrznego sirolimusa, 
doskonale kompensujac efekt matrycowy.

● Wykazano wyższość referencyjnej techniki LC-MS/MS w oznaczeniu 
poziomów stezen

 

sirolimusu nad rutynowo stosowana

 

technika

  

ACMIA,    w zakresie precyzji, selektywności i czułości.
● Pilotażowe, zewnętrzne badanie biegłości laboratoriów potwierdziło 

użyteczność opisanej metody i jej wstępną standaryzację.

WYNIKI

Ryc. 2. Uzyskane wyniki walidacji analitycznej, krzyżowej i klinicznej.  A- zmiennosć międzyseryjna i B-zmienność wewnąrzseryjna. 

WNIOSKI

● Opracowana metoda może znaleźć zastosowanie w rutynowej terapii moni-torowanej stężeniem siroli-
musu we krwi pełnej.

● Jakkolwiek metody analityczne oparte o LC-MS/MS są stosunkowo dro-ższe, ze względu na znaczny 
koszt aparatury i konieczność przeszkolenia personelu, jednak w długotrwałej perspektywie zastoso-
wanie tej techniki w warunkach klinicznych może przyczynić się do poprawy optymalizacji terapii        
z użyciem sirolimusu. 

● Opracowana metoda może znaleźć zastosowanie wzakresie TDM  w innych wskazaniach klinicznych 
niż terapia immunosupresyjna, jak również (ze względu na zakres kalibracji) w badaniach farmako-
kinetycznych. 

● Dodatkowo, opisana metoda może rowniez

 

stanowić punkt odniesienia,jako metoda referencyjna,         
w stosunku do innych matryc biologicznych – w szczególności alternatywnych strategii pobierania 
probek.

● Opracowana metoda LC-MS/MS jest na dzień dzisiejszy stosowana jako metoda rutynowego ozna-
czania steżenia sirolimusa u pacjentów leczonych immunosupresyjnie i onkologicznie w Instytu-
cie ,,Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka" w Warszawie.


