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Резюме

Цель исследования. Оптимизировать терапевтический лекарственный мониторинг иммуносупрессивной терапии 
эверолимусом у пациентов после трансплантации сердца на фоне патологии печени.

Задачи исследования.
1. Разработать методику количественного определения концентрации эверолимуса в цельной крови человека 

методом высокоэффективной жидкостной хроматографии с масс-спектрометрическим детектированием.
2. Изучить влияние нарушенной функции печени на фармакокинетику эверолимуса у пациентов с патологией пече-

ни по сравнению с пациентами с нормальной функцией печени.

Материалы и методы исследования. Для изучения влияния патологии печени на фармакокинетику эверолиму-
са, концентрацию препарата в цельной крови определяли методом ВЭЖХ–МС/МС у 16 пациентов (мужчин — 10, 
женщин — 6) после трансплантации сердца, наблюдавшихся в ФГБУ “НМИЦ им. В. А. Алмазова” МЗ РФ в период 
2016–2017 гг., в возрасте от 25 до 67 лет (средний возраст — 55,5 лет). Среднее время после трансплантации сердца 
4,5 года. Пациенты получали эверолимус в дозе от 1,25 мг/сут до 5,4 мг/сут (средняя доза эверолимуса — 2,5 мг/сут.). 
В соответствии с распределением симптомов НАЖБП больные были разделены на 2 группы (табл. 1): группа 1–4 па-
циента с признаками неалкогольной жировой болезни печени (НАЖБП), группа 2 — без признаков НАЖБП.

Выводы
1. Предложенная методика, реализуемая с помощью метода высокоэффективной жидкостной хроматографии 

в сочетании с тандемной масс-спектрометрией, является простой, воспроизводимой, быстрой и надежной для 
определения эверолимуса в цельной крови человека с целью фармакокинетических исследований.

2. Неалкогольная жировая болезнь печени у пациентов после трансплантации сердца, получающих в схеме им-
муносупрессивной терапии ингибитор mTOR эверолимус, значительно влияет на фармакокинетику препарата, 
достижение целевых значений, что может ухудшать прогноз заболевания и качество жизни.
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Summary

Purpose of research. To optimize therapeutic drug monitoring of immunosuppressive therapy with everolimus in patients 
after heart transplantation on the background of liver pathology.

Research problem.
1. To develop a method for quantifying the concentration of everolimus in human whole blood by high-performance liquid 

chromatography with mass spectrometric detection.
2. To study the eff ect of impaired liver function on the pharmacokinetics of everolimus in patients with liver pathology in 

comparison with patients with normal liver function.

Materials and methods of research. To study the eff ect of liver pathology on the pharmacokinetics of everolimus, the 
concentration of the drug in whole blood was determined by HPLC–MS/MS in 16 patients (men — 10, women — 6) after 
heart transplantation, observed in the fgbi “NMITS im. V. A. Almazova“ of the Ministry of health of the Russian Federation 
in the period 2016–2017, aged from 25 to 67 years (average age — 55.5 years). The average time after heart transplantation 
is 4.5 years. Patients received everolimus at a dose of 1.25 mg / day to 5.4 mg/day (average dose of everolimus — 2.5 mg / 
day).). In accordance with the distribution of nafr symptoms, the patients were divided into 2 groups (table.1): 1–4 patients 
with signs of nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD), group 2 without evidence of NAFLD.

Conclusion
1. The proposed method implemented using the method of high performance liquid chromatography combined with 

tandem mass spectrometry is straightforward, reproducible, rapid and reliable for the determination of everolimus in 
human whole blood with the aim of pharmacokinetic studies.

2. Non-alcoholic fatty liver disease in patients after heart transplantation, receiving immunosuppressive therapy inhibitor 
mTOR everolimus, signifi cantly aff ects the pharmacokinetics of the drug, achieving the target values, which can worsen 
the disease prognosis and quality of life.

Актуальность проблемы

Патология печени может изменять фармакокине-
тику и фармакодинамику лекарственных средств 
(ЛС), подвергающихся биотрансформации в пе-
чени (Кобалава Ж. Д., 2010). Кроме того, ряд за-
болеваний печени и печеночная недостаточность 
повышают вероятность развития нежелательных 
лекарственных реакций.

К препаратам, преимущественно метаболизиру-
ющимся в печени, относится пероральный имму-
носупрессант эверолимус. Эверолимус является 
ингибитором мишени рапамицина млекопитаю-
щих (mTOR). TOR (target of rapamycin) – серин – тре-
ониновая киназа, которая участвует в регуляции 
клеточного роста (интегрирует сигналы от ро-
стовых факторов, питательных веществ и уровня 
энергии), синтеза белка, метаболизма, пролифера-
ции и дифференцировки. Препарат связывается 
с иммунофилином FKBP – 12, образуя комплекс, 
который оказывает ингибирующее действие. Ос-
новным эффектом ингибирования mTOR является 
снижение чувствительности иммунокомпетентных 
клеток к влиянию интерлейкина-2. Пациенты, пе-
ренесшие трансплантацию органов, нуждаются 
в пожизненном приеме иммуносупрессивной те-
рапии, схема которой включает в себя ингибиторы 
mTOR. В настоящее время эверолимус активно 
применяется у пациентов с трансплантацией поч-
ки [9]. В Росии эверолимус с 2016 г. вошел в схемы 
иммуносупрессивной терапии у пациентов после 
трансплантации сердца[2]. Согласно данным Меж-
дународного регистра общества трансплантаций 
сердца и легких (ISHLT), ежегодно в мире выполня-
ется более 3800 трансплантаций сердца. В России 
также наблюдается ежегодный прирост пересадок 

сердца. Схемы иммуносупрессивной терапии и ме-
тоды ее контроля продолжают совершенствоваться.

По литературным и клиническим данным наи-
более часто регистрируемыми нежелательными яв-
лениями терапии эверолимусом стали проявления 
гематологической и общей токсичности, осложне-
ния со стороны кожи и слизистых оболочек, а так-
же респираторные нарушения [5]. Кроме того, при 
определенных клинических условиях, возможно 
появление лихорадки, астении, пневмонии, про-
явления респираторной токсичности (пневмонит, 
кашель, одышка), легочного и желудочно-кишеч-
ного кровотечения, повышение толерантности 
к глюкозе, ишемии миокарда, тромбофлебита, ар-
териальной гипертензии, диспепсических явлений, 
угнетение кроветворения.

Узкий терапевтический диапазон, значительная 
межиндивидуальная вариация фармакокинетиче-
ских параметров лекарственного средства, поли-
терапия пациентов после трансплантации сердца 
является показанием к включению эверолимуса 
в группу препаратов с обязательным лекарствен-
ным мониторингом. Терапевтический интервал 
концентраций окончательно не определен. При-
близительные целевые значения эверолимуса при 
применении их в составе иммуносупрессивных 
протоколов у реципиентов трансплантатов сердца 
составляет от 3 до 8 нг/мл для хроматографического 
метода [10].

Кроме вышеуказанных факторов, на достижение 
терапевтического диапазона концентраций, влияет 
наличие патологии печени. В исследовании, посвя-
щенном влиянию нарушенной функции печени на 
фармакокинетику, переносимость и безопасность 
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применения эверолимуса (Халилулин Т. Р., Москва, 
2012), показано, что у пациентов с легкой, уме-
ренной и тяжелой печеночной недостаточностью 
по сравнению с группой с нормальной функцией 
печени, экспозиция (площадь под кинетической 
кривой) эверолимуса увеличивается на 160%, 324% 
и 362%, соответственно, а общий клиренс эвероли-
муса снижается на 38%, 69% и 72%.

В настоящее время в практике российских ла-
бораторий эверолимус определяется в основном 
иммунохимическим методом, что обусловлено от-
носительной простотой использования, быстротой 
анализа, небольшой стоимостью исходных матери-
альных затрат на приобретение оборудования. Чув-
ствительность иммунохимического метода в це-
лом отвечает требованиям клинической практики 
[11]. Однако, признанным золотым стандартом 
для проведения терапевтического лекарственного 

мониторинга является метод высокоэффектив-
ной жидкостной хроматографии с масс-спектро-
метрическим детектированием (ВЭЖХ–МС/МС), 
основанный на хроматографическом разделении 
компонентов смеси с дальнейшим детектирова-
нием исследуемого соединения по специфичным 
ионам-маркерам в масс-спектре. ВЭЖХ–МС/МС 
демонстрирует высокую точность и сходимость 
результатов, обеспечивает низкие пределы коли-
чественного обнаружения, делает стоимость еди-
ничного исследования низкой. Кроме того, метод 
ВЭЖХ–МС/МС отличается высокой специфично-
стью и позволяет исключить кросс-реактивность 
метаболитов [11].

Цель исследования: оптимизировать терапевти-
ческий лекарственный мониторинг иммуносупрес-
сивной терапии эверолимусом у пациентов после 
трансплантации сердца на фоне патологии печени.

Задачи исследования

1. Разработать методику количественного опре-
деления концентрации эверолимуса в цельной 
крови человека методом высокоэффективной 
жидкостной хроматографии с масс-спектроме-
трическим детектированием.

2. Изучить влияние нарушенной функции печени 
на фармакокинетику эверолимуса у пациентов 
с патологией печени по сравнению с пациентами 
с нормальной функцией печени.

Материалы и методы исследования

Для изучения влияния патологии печени на 
фармакокинетику эверолимуса, концентрацию 
препарата в цельной крови определяли методом 
ВЭЖХ–МС/МС у 16 пациентов (мужчин – 10, жен-
щин – 6) после трансплантации сердца, наблюдав-
шихся в ФГБУ “НМИЦ им. В. А. Алмазова” МЗ РФ 
в период 2016–2017 гг., в возрасте от 25 до 67 лет 
(средний возраст – 55,5 лет). Среднее время после 
трансплантации сердца 4,5 года. Пациенты полу-
чали эверолимус в дозе от 1,25 мг/сут до 5,4 мг/сут 
(средняя доза эверолимуса – 2,5 мг/сут.). В соот-
ветствии с распределением симптомов НАЖБП 
больные были разделены на 2 группы (табл. 1): 
группа 1–4 пациента с признаками неалкогольной 

жировой болезни печени (НАЖБП), группа 2 – без 
признаков НАЖБП (12 чел.).

Полученные данные подвергались статистиче-
ской обработке с помощью программы Graphpad 
Prism 6, используя тест Манна – Уитни для срав-
нения двух независимых групп данных, не под-
чиняющихся нормальному закону распределе-
ния. Результаты представлены в виде среднего 
значения эверолимуса и стандартного отклоне-
ния, коэффициента вариации и доли значений 
эверолимуса, превышающих верхний диапазон 
терапевтического интервала у больных после 
пересадки сердца в зависимости от наличия 
НАЖБП.

Группы Пациент ДЛ СД АС ВГ МС П ЖКБ А

Группа 1

Больной А. + + + +
Больной Б. + + + +
Больной В. + + +
Больной Г. + + + + +

Группа 2

Больной Д. + +
Больной Е.
Больной Ж. + +
Больной З.
Больной И. + +
Больной К. +
Больной Л. +
Больной М. + +
Больной Н. + +
Больной О. + +
Больной П.
Больной Р.

Таблица 1.
Характеристика пациентов, 
учитывающая симптомы, 
характерные для НАЖБП.

Примечание:
Д/Л – дислипидемия, СД-са-
харный диабет 2 типа, АС – 
атеросклероз, ВГ – вирусный 
гепатит, МС – Метаболиче-
ский синдром, П – подагра, 
ЖКБ – желчно-каменная 
болезнь, А – астения.
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Результаты и обсуждения

Измерение концентрации эверолимуса было вы-
полнено в 348 образцах цельной крови, забранных 
в утренние часы перед приемом следующей дозы 
(в среднем 21 измерение на одного больного).

Концентрацию эверолимуса определяли мето-
дом высокоэффективной жидкостной хроматогра-
фии с масс – спектрометрическим детектированием, 
разработанной и валидированной в лаборатории 
жидкостной хроматографии и масс-спектроме-
трии ФГБУ “НМИЦ имени В. А. Алмазова” МЗ РФ 
(Санкт-Петербург).

Подготовка пробы заключалась в предваритель-
ном осаждении сульфатом цинка белков и солей 
в  присутствии метанола. Супернатант инжек-
тировался в хроматограф, и компоненты пробы 
разделялись на колонке с обращенной фазой С 18 
в режиме изократического элюирования. В каче-
стве подвижных фаз использованы 100 мМ раствор 
формиата аммония в воде и метаноле, содержащем 
0.1% муравьиной кислоты. Для идентификации 
пика эверолимуса на масс – хроматограмме (рис. 1) 
и подтверждения его гомогенности использовали 

спектральные отношения и сочетание высоэф-
фективного жидкостного хроматографа “LC1260 
Infi nity” и масс-спектрометрического детектора 

“TripleQuard 6460” c системой ионизации “Agilent 
Jet Stream-электроспрей” (Agilent, США). Концен-
трацию определяли по площади под кривой пика 
(рис. 1) с использованием линейной зависимости 
для эверолимуса в диапазоне от 1–15 нг/мл (рис. 2)

Детектирование проводилось в режиме мони-
торинга заданных реакций (табл. 2).

Таким образом, разработана и внедрена в клини-
ческую и лабораторную практику методика коли-
чественного определения эверолимуса в цельной 
крови человека методом высокоэффективной жид-
костной хроматографии с масс-спектрометриче-
ским детектированием с удовлетворительными 
лабораторными характеристиками. Чувствитель-
ность метода составила 0.3 нг/мл, нижний предел 
количественного обнаружения – 1 нг/мл. Контроль 
селективности метода и точности признаны удов-
летворительными, согласно руководству по ва-
лидации метода. Методика была апробирована 

Фармсубстанция Ион – прекурсор Ион – фрагмент
Напряжение 

на фрагменторе, V
Энергия 

соударений, V
Эверолимус 975,6 908,5 185 15
Внутренний 

стандарт 979,6 912,5 170 12

Рисунок 1.
Хроматограммы, получен-
ные при анализе интактной 
крови и интактной крови 
с добавлением стандарт-
ного образца эверолимуса 
в концентрации, соответ-
ствующей нижнему пределу 
обнаружения.

Рисунок 2.
Калибровочная зависимость 
для эверолимуса в диапазо-
не концентраций от 1 нг/мл 
до 15 нг/мл.

Таблица 2.
Параметры сканирования 
ионов
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для коррекции схемы лечения при проведении 
иммуносупрессивной терапии у пациентов после 
трансплантации сердца.

В результате проведенного исследования было 
выявлено, что в группе у пациентов без патологии 
печени и группы больных с предполагаемой неал-
когольной жировой болезнью печени, среднее зна-
чение концентраций эверолимуса в двух группах 
составило 3,95 нг/мл.

Превышение концентрации верхней границы 
терапевтического интервала в 1 группе отмечено 
в 17,97% случае, а в 2 группе – 1,74% случаев, что 
существенно ниже (рис. 3). При этом, значитель-
ный разброс был также зафиксирован во 2 группе 
(рис. 4), р = 0,0055.

На основании полученных данных, пациентам, 
перенесшим трансплантацию сердца и получаю-
щим пероральный ингибитор пролиферативного 
сигнала эверолимус, рекомендуется проводить 
оценку состояния и функции печени с целью ран-
него выявления и корректировки НАЖБП, что 
улучшит прогноз и течение основного заболевания, 
а также снизит риски побочных эффектов имму-
носупрессивной терапии. Кроме того, необходи-
мость контроля за состоянием печени у пациентов, 
перенесших трансплантацию сердца определяется 
тем, что неалкогольная жировая болезнь печени 
в рамках метаболического синдрома в настоящее 

время рассматривается как независимый фактор 
риска развития и прогрессирования заболеваний 
сердечно-сосудистой системы (рекомендации для 
терапевтов, 2-я версия). Также, обсуждается ги-
потеза о том, что одним из путей развития ате-
росклероза является первоначальное отложение 
липидов в стенке желчного пузыря с развитием 
его холестероза на фоне нарушения обмена холе-
стерина в гепатоците и последующим инициирова-
нием отложения липидов в стенке сосудов. В свою 
очередь, сердечная недостаточность, приведшая 
пациентов к трансплантации сердца, также спо-
собствовала развитию морфологических и функ-
циональных изменений в печени. В последние 
годы опубликовано большое количество научных 
работ, свидетельствующих о том, что у больных 
НАЖБП наблюдается высокая частота обнаруже-
ния не только традиционных факторов риска ССЗ 
(ожирение, сахарный диабет 2 типа, МС), но и так 
называемых “замещающих” маркеров, которые 
являются предикторами высокого риска разви-
тия сердечно – сосудистой патологии у больных 
с НАЖБП: эндотелиальная дисфункция, повыше-
ние С-реактивного белка, изменение жесткости 
сосудов, увеличение толщины перикардиального 
жира, структурно-функциональные нарушения 
сердца, удлинение интервала QT (рекомендации 
для терапевтов, 2-яверсия).

Рисунок 3.
Доля значений эверолимуса, 
превышающих верхний 
предел терапевтического 
интервала, у больных после 
пересадки сердца в зависи-
мости от наличия НАЖБП.

Рисунок 4.
Коэффициент вариации 
результатов измерения эве-
ролимуса у пациентов после 
трансплантации сердца 
в зависимости от наличия 
НАЖБП.
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Выводы

1. Предложенная методика, реализуемая с по-
мощью метода высокоэффективной жидкост-
ной хроматографии в сочетании с тандемной 
масс-спектрометрией, является простой, вос-
производимой, быстрой и надежной для опре-
деления эверолимуса в цельной крови человека 
с целью фармакокинетических исследований.

2. Неалкогольная жировая болезнь печени у па-
циентов после трансплантации сердца, полу-
чающих в схеме иммуносупрессивной терапии 
ингибитор mTOR эверолимус, значительно вли-
яет на фармакокинетику препарата, достижение 
целевых значений, что может ухудшать прогноз 
заболевания и качество жизни.
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