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Реферат. Применение спортсменами анаболических андрогенных стероидов (ААС) является 
наиболее значимой проблемой допинг-контроля. ААС практически полностью метаболизируются в 
организме человека в результате фазы I и фазы II биотрансформации, в том числе при участии фер-
ментов семейства цитохромов Р450 (CYP). Наличие стандартных веществ или сертифицированных 
референсных образцов метаболитов ААС является обязательным для определения спектра запре-
щенных препаратов в биологических жидкостях спортсменов. В рамках данной работы был разрабо-
тан метод получения 6β-гидроксипроизводных значимых в допинг-контроле ААС с использованием 
рекомбинантной ферментативной системы CYP3A4 человека и подобраны условия для детекции 
синтетических ААС и их метаболитов методом высокоэффективной жидкостной хроматографии с 
масс-спектрометрическим детектированием (ВЭЖХ-МС/МС).
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Введение. Анаболические андрогенные 
стероиды относятся к группе S1 запрещенного 
списка веществ Всемирного антидопингового 
агентства (ВАДА) и находятся под полным за-
претом применения как в соревновательный, 
так и внесоревновательный периоды [1]. В свя-
зи с этим определение ААС относится к прио-
ритетному направлению в допинг-контроле, а 
разработка и обновление аналитических под-
ходов для надежного обнаружения их злоупо-
требления имеет важное значение.

Несмотря на этот факт, а также на при-
нимаемые меры по улучшению методов детек-

ции данных соединений, пропаганду чистого 
спорта и другие мероприятия ВАДА, количе-
ство выявленных положительных проб остает-
ся высокой, а данная группа занимает первое 
место среди всех классов запрещенных веществ 
(47 % от всех выявленных неблагоприятных 
аналитических результатов в 2020 г.). В табли-
це приведены первые 10 позиций неблагопри-
ятных аналитических результатов (Adverse 
Analytical Finding) в группе S1 запрещенного 
списка веществ ВАДА, выявленных лаборато-
риями, аккредитованными ВАДА, в 2020 г. 
[2].

Таблица — Неблагоприятные аналитические результаты в группе S1 запрещенного списка 
веществ ВАДА, выявленных лабораториями, аккредитованными ВАДА

Анаболический стероид Количество выявленных случаев Случаи в группе S1, %

1. Станозолол 86 14
2. Оралтуринабол 76 13
3. Дростанолон 62 10
4. Метандиенон 56 9
5. 19-норандростерон 50 8
6. Оксандролон 47 8
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Анаболический стероид Количество выявленных случаев Случаи в группе S1, %

7. Тренболон 37 6
8. Болденон 36 6
9. Метенолон 28 5
10. Местеролон 23 4

Окончание табл. 1

ААС в большинстве своем практически 
полностью биотрансформируются в организме 
человека. ААС метаболизируются в основном 
в печени, некоторые метаболические реакции 
также происходят в почках и коже [3]. В ре-
зультате фазы I и фазы II биотрансформации 
ААС образуется серия метаболитов.

Одним из требований ВАДА к антидопин-
говым лабораториям является использование 
для анализа только стандартных веществ или 
сертифицированных референсных образцов 
метаболитов ААС для рассмотрения получен-
ных положительных результатов тестирования. 
В связи с этим одной из главных особенностей 
подхода к анализу проб спортсменов на при-
сутствие ААС является необходимость детек-
ции продуктов I или II фазы метаболизма.

Таким образом, для успешного определе-
ния спектра запрещенных препаратов, относя-
щихся к списку S1, в биологических жидкостях 
атлетов необходимо разработать эффективный 
алгоритм получения стандартных веществ ме-
таболитов таких препаратов.

Ферменты семейства цитохромов Р450 
(CYP) участвуют в I фазе биотрансформации 
ААС и катализируют гидроксилирование сте-
роидного кольца [4]. Гидроксилирование ААС 
по 6β-положению с участием CYP3A является 
одним из главных метаболических путей I фазы 
биотрансформации стероидов in vivo. В связи с 
этим использование ферментов CYP450 пред-
ставляет значительный интерес для решения 
задачи биотехнологического синтеза метаболи-
тов I фазы биотрансформации ААС.

Цель работы — разработка метода получе-
ния 6β-гидроксипроизводных синтетических 
ААС с использованием рекомбинантной фер-
ментативной системы CYP3A4 человека.

Материалы и методы. Объектом исследо-
вания являлось получение 6β-гидрокси-
производных синтетических ААС с использо-
ванием рекомбинантной ферментативной си-
стемы CYP3A4 человека.

Получение CYP3A4 человека. Клетки
E. coli DH5α трансформировали плазмидой 
pCW_CYP3A4, несущей последовательность 
кодирующей ДНК CYP3A4 человека, и культи-
вировали при 26 °С в течение 48 ч с момента 

индукции синтеза белка 0,5 мМ изопропил-β-
тиогалактопиранозидом (ИПТГ). 

Выделение и очистку рекомбинантного 
белка CYP3A4 проводили при комбинации аф-
финной и ионообменной хроматографии. Вы-
деление белка проводили на хроматографиче-
ской колонке с Ni-NTA2+-агарозой, а очист-
ку — на колонке с гидроксиаппатитом в 
соответствии с протоколом фирмы-
производителя. Окрашенные белковые фрак-
ции собирали и хранили при –75 °С.

Получение НАДФН-цитохром Р450 редук-
тазы. Клетки E. coli DH5α трансформировали 
плазмидой pRatCPR(Lys56Gln), несущей по-
следовательность кодирующей ДНК НАДФН-
цитохром Р450 редуктазы крысы (Lys56Gln 
мутант), и культивировали при 26 °С в течение 
48 ч с момента индукции синтеза белка 1 мМ 
ИПТГ.

Выделение и очистку рекомбинантного 
белка НАДФН-цитохром P450 редуктазы про-
водили при комбинации аффинной и ионооб-
менной хроматографии. Выделение белка про-
водили на хроматографической колонке с 
DEAE-агарозой, а очистку — на колонке с
2,5-АДФ-агарозой в соответствии с протоко-
лом фирмы-производителя. Белковую фрак-
цию хранили при –75 °С.

Получение микросомального цитохрома b5 
(b5). Компетентные клетки E. coli BL21 (DE3) 
трансформировали плазмидной ДНК pT7_
Mcb5_human, несущей кодирующую ДНК ми-
кросомального цитохрома b5 человека, и куль-
тивировали при 37 °С в течение 4 ч с момента 
индукции синтеза белка 1 мМ ИПТГ. 

Процедура выделения микросомального 
цитохрома b5 состояла в комбинации аффин-
ной хроматографии и адсорбционной хромато-
графии смешанного типа. 

Поскольку часть цитохрома b5 человека 
экспрессируется в апоформе (без гема), необ-
ходимо перевести его в холоформу (с гемом). 
Для этого к супернатанту при постоянном пе-
ремешивании добавляли по каплям раствор 
геминхлорида (50 мг геминхлорида в 1 мл
0,1 Н NaOH) при 4 °С. Титрование гемин-
хлоридом продолжали до достижения макси-
мального значения оптической плотности на 
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414 нм. Далее проводили выделение белка на 
хроматографической колонке с DE-52-целлю-
лозой и очистку — на хроматографической ко-
лонке с Ni-NTA2+-агарозой, а затем на колон-
ке с гидроксиаппатитом в соответствии с про-
токолом фирмы-производителя. Окрашенные 
белковые фракции собирали и хранили при 
–75 °С.

Получение 6β-гидроксипроизводных ААС. 
Реакционная смесь для получение 6β-гидро-
ксипроизводных ААС включала ферментатив-
ный комплекс, состоящий из CYP3A4, CPR и 
цитохрома b5 в соотношении 1:2:2, 50 мМ 
калий-фосфатного буфера (КФБ, рН 7,4), 
30 мМ MgCl2, 200 мкг/мл смеси фосфолипидов 
(L-α-дилаурил-sn-глицеро-3-фосфохолина, 
L-α-диолеоил-sn-глицеро-3-фосфохолина, 
L-α-фосфатидил-L-серина), 750 нг/мл холата 
натрия, 3 мМ восстановленного глутатиона и 
100 мкМ ААС в конечном объеме 250 мкл. Ре-
акцию запускали внесением 10 мМ НАДФН и 
инкубировали в течение 60 мин при 37 °С. В 
качестве контроля использовали образцы, не 
содержащие НАДФН. Реакцию останавливали 
внесением 50 % ацетонитрила.

Образование продуктов реакции опреде-
ляли с помощью ВЭЖХ-МС/МС анализа с 
применением обращенно-фазной колонки 
Hypersil Gold С18 (150Ч2,1 мм, размер частиц 
5 мкм, Thermo Scientific, США) с использова-
нием сверхвысокоэффективного жидкостного 
хроматографа Dionex Ultimate 3000 (Thermo 
Scientific, США). Масс-спектрометрическую 
детекцию проводили на масс-спектрометре вы-
сокого разрешения Q Exactive Plus (Thermo 
Scientific, США). В качестве внутреннего стан-
дарта использовали синтетический ААС — ме-
тилтестостерон. Данные обрабатывали с помо-
щью программы XCalibur (Thermo Scientific, 
США).

Результаты и их обсуждение. В недавнем 
прошлом газовая хроматография (ГХ) в сочета-
нии с масс-спектрометрией (МС) являлась 
основным методом для определения и скринин-
га ААС и их метаболитов в моче человека [5]. 
Однако для анализа ААС с помощью ГХ-МС 
требуется проведение предварительного фер-
ментативного гидролиза и длительных этапов 
дериватизации для получения летучих произ-
водных. При анализе ААС с использованием 
ГХ-МС остается проблема с чувствительностью 
и селективностью для определения некоторых 
стероидов, присутствующих в моче в очень низ-
ких количествах. В последние годы все большее 
значение в допинг-контроле приобретает метод 
ВЭЖХ в сочетании с тандемной МС (МС/МС), 

поскольку для его проведения не требуется ста-
дия дериватизации, возможно определение тер-
молабильных и плохо дериватизирующихся 
ААС. В литературе имеется ряд работ по анали-
зу ААС в биологических жидкостях человека с 
использованием ВЭЖХ-МС/МС [6].

На первом этапе выполнения работы были 
подобраны параметры хроматографического 
разделения и детекции методом ВЭЖХ-МС це-
левых соединений на основе стандартных ве-
ществ тестируемых ААС и их метаболитов.

Для работы были выбраны значимые в 
допинг-контроле ААС: станозолол, оралтури-
набол, метандиенон, оксандролон, оксимето-
лон, которые имеют разные структурные ха-
рактеристики, в частности, количество двой-
ных связей, положение и количество 
функциональных групп. 

В качестве внутреннего стандарта был вы-
бран синтетический ААС — метилтестостерон. 
Несмотря на то что данное соединение отно-
сится к группе S1 запрещенного списка ве-
ществ ВАДА, известно, что оно полностью ме-
таболизируется в организме человека и в ис-
ходном виде не экскретируется. Хроматограмма 
и масс-спектр внутреннего стандарта приведе-
ны на рисунке 1.

Было рассмотрено несколько вариантов 
содержания ацетонитрила в элюирующей си-
стеме — от 5 до 30 %. Показано, что заметного 
влияния на качество хроматографического раз-
деления ААС и их метаболитов в условиях 
масс-спектрометрической детекции данный 
параметр не оказывает.

В связи с тем, что при масс-спектромет-
рической детекции имеется возможность се-
лективного выделения соединений с разной 
молекулярной массой даже в случае совпадаю-
щего времени выхода, особое внимание при 
подборе хроматографических параметров было 
уделено возможности разделения изомерных 
форм стероидов. В связи с этим, исходное со-
держание ацетонитрила в элюирующей системе 
было выбрано минимально возможным — 5 %. 
Кроме того, было рассмотрено влияние хрома-
тографических параметров (режим элюирова-
ния) на разделение метаболитов ААС с несколь-
кими вариантами гидроксилирования стероид-
ной структуры на примере метаболитов ста- 
нозолола — 3ʹ-гидрокси-, 4β-гидрокси- и 
16β-гидроксистанозолола (рисунок 2). В резуль-
тате был подобран метод с 25-минутным гради-
ентом от 5 до 95 % ацетонитрила (с 0,1%-й му-
равьиной кислотой) в воде при скорости потока 
0,25 мл/мин. В качестве базового раствора ис-
пользовали 0,1%-ю муравьиную кислоту в воде.
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Рисунок 1 — Хроматограмма и масс-спектр внутреннего стандарта (метилтестостерона),
полученные методом ВЭЖХ-МС

Рисунок 2 — Хроматограмма разделения смеси 3ʹ-гидрокси-, 4β-гидрокси-
и 16β-гидроксистанозолола (50 нг/мл каждого соединения) при градиенте

от 5 до 95 % ацетонитрила методом ВЭЖХ

С целью оптимизации МС/МС-распада 
был проведен анализ в МС/МС-режиме детек-
ции целевых ионов с коллизионными энергия-
ми 15–70 эВ и охарактеризованы полученные 
МС/МС-спектры ААС и их метаболитов. Для 
исследованных в работе ААС были получены 
масс-спектры с удовлетворительными параме-
трами распада как по степени деградации ма-
теринского иона, так и образованию дочерних 
ионов при коллизионной энергии 30 эВ.

На рисунке 3 в качестве примера пред-
ставлены хроматограммы и МС/МС-спектры 

6β-гидроксиметандиенона и 6β-гидроксиорал-
туринабола, демонстрирующие наличие харак-
теристической фрагментации данных соеди-
нений.

Таким образом, были подобраны условия 
для хроматографического разделения (содер-
жание ацетонитрила в элюирующей системе, 
режим элюирования) и масс-спектромет-
рической детекции (коллизионная энергия) 
синтетических ААС и их метаболитов методом 
ВЭЖХ-МС/МС.



239

фаРмация

Рисунок 3 — Хроматограммы разделения и МС/МС-спектры  
6β-гидроксиметандиенона (а) и 6β-гидроксиоралтуринабола (б), 

полученные методом ВЭЖХ-МС/МС

а

Для исследования метаболизма лекар-
ственных средств с помощью стероидгидрок-
силазы CYP3A4 в экспериментах in vitro необ-
ходимо проведение реакции 6β-гидрокси-
лирование тестостерона в соответствии с 
рекомендациями по применению новых лекар-
ственных средств, регулируемых Управлением 
по санитарному надзору за качеством пищевых 
продуктов и медикаментов США (FDA), Евро-
пейским агентством лекарственных средств 
(EMA) и Министерством здравоохранения, 
труда и социального обеспечения Японии 
(MHLW) [7]. Тестостерон — типичный андро-
ген, гидроксилирование которого в 6β-поло-
жении преимущественно катализируется под-
семейством CYP3A [3].

Таким образом, на втором этапе выполне-
ния работы с целью исследования возможно-

сти получения гидроксипроизводных ряда син-
тетических ААС с использованием 6β-сте-
роидгидроксилазы CYP3A4 была осуществлена 
постановка данной реакции в отношении эн-
догенного ААС — тестостерона. В работе для 
исследования метаболизма ААС in vitro исполь-
зовали очищенный рекомбинантный CYP3A4 
человека.

CYP3A4 катализирует реакцию 6β-гидро-
ксилирования эндогенных стероидов и нужда-
ется в электронах, поступающих от окисли-
тельно-восстановительных партнеров — 
НАДФН-цитохром Р450 редуктазы (CPR) и 
цитохрома b5. В работе были использованы ре-
комбинантные препараты данных белков (чи-
стота > 95 % по гель-электрофорезу в денату-
рирующих условиях): микросомальный цитох-
ром b5 (b5) и CPR.

б
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В результате проведения реакции гидрок-
силирования тестостерона с участием фермен-
тативной системы CYP3А4 было выявлено об-
разование четырех моногидроксилированных 
метаболитов, в том числе 6β-гидрокси-
тестостерона. Для установления структуры ААС 
и определения сайтов гидроксилирования был 
проведен МС/МС анализ образцов. Подтверж-

дение наличия гидроксилирования по 6β-по-
ложению осуществлялось по дочерним ионам 
стандарта метаболита тестостерона.

Как видно из данных, представленных на 
рисунке 4, CYP3А4 катализирует гидроксили-
рование тестостерона с образованием 6β-гид-
рокситестостерона (время удерживания 7,8 мин) 
в качестве основного метаболита.

а

б

Рисунок 4 — Хроматограммы и МС/МС-спектры стандарта 6β-гидрокситестостерона (время 
удерживания 7,8 мин) (а) и моногидроксипроизводных тестостерона, полученных при протекании 

реакции с участием ферментативной системы CYP3А4 (б)

На третьем этапе выполнения работы с 
целью получения 6β-гидроксипроизводных 
ряда синтетических ААС (станозолол, оралту-
ринабол, метандиенон, оксандролон, оксиме-
толон) с использованием 6β-стероидгидрок-
силазы CYP3A4 была осуществлена апробация 
работы ферментативной системы в отношении 
данных ААС.

Образование 6β-гидроксипроизводных 
метандиенона и оралтуринабола в результате 
проведения реакций с участием CYP3А4 было 
подтверждено при сравнении с имеющимися 
стандартами метаболитов. Подтверждение 
идентичности продуктов реакций целевым
6β-гидроксипроизводным станозолола, оксан-
дролона и оксиметолона было получено при 
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сравнении МС/МС-спектров продуктов реак-
ций гидроксилирования с участием CYP3А4 с 
МС/МС-спектрами исходных ААС и данными 
по МС/МС-распаду данных соединений, име-
ющихся в литературе.

На рисунке 5 представлена хроматограм-
ма и МС/МС-спектр моногидроксипроизвод-
ных метандиенона, полученных из метандие-
нона в результате реакции, катализируемой 

CYP3A4. Продемонстрировано точное со-
впадение времени удерживания стандарта 
6β-гидроксиметандиенона и одного из мета-
болитов метандиенона, полученных в резуль-
тате проведения реакции. Следует отметить, 
что CYP3А4 катализирует гидроксилирова-
ние метандиенона с образованием 6β-гид-
роксиметандиенона в качестве основного ме-
таболита.

Рисунок 5 — Хроматограмма двух моногидроксипроизводных метандиенона (время удерживания 
6β-гидроксиметандиенона — 7,8 мин) и МС/МС-спектр 6β-гидроксиметандиенона, полученных из 

метандиенона при протекании реакции с участием ферментативной системы CYP3А4

На рисунке 6 приведены хроматограмма и 
МС/МС-спектр 6β-гидроксиоралтуринабо- 
ла, полученного из оралтуринабола в резуль-
тате реакции, катализируемой CYP3A4. 

Сходные данные были получены в реакциях 
гидроксилирования станозолола, оксандролона 
и оксиметолона с участием ферментативной 
системы CYP3А4. 

Рисунок 6 — Хроматограмма и МС/МС-спектр 6β-гидроксиоралтуринабола, 
полученного из оралтуринабола при протекании реакции с участием 

ферментативной системы CYP3А4
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Таким образом, в результате проведенной 
работы были получены 6β-гидроксипроизводные 
исследованных в работе синтетических ААС 
(станозолол, оралтуринабол, метандиенон, ок-
сандролон, оксиметолон). Следует отметить, 
что для двух из них (метандиенон, оралтурино-
бол) имеются стандарты 6β-гидроксипроиз-
водных, что позволяет точно оценить их об-
разование в реакции. Так, процентные значе-
ния количества метаболитов, образовавшихся 
в реакции с участием CYP3А4, относительно 
количества ААС, взятого для проведения реак-
ции (25 нмоль), для 6β-гидроксиметандиенона 
составило 16 %, для 6β-гидроксиоралтуринабо-
ла — 25 %.

Заключение. В ходе выполнения работы 
разработан метод получения 6β-гидроксипроиз-
водных значимых в допинг-контроле ААС с 
использованием рекомбинантной фермента-
тивной системы CYP3A4 человека и подобраны 
условия для хроматографического разделения 
и масс-спектрометрической детекции синтети-
ческих ААС и их метаболитов с использовани-
ем ВЭЖХ-МС/МС. Была осуществлена поста-
новка реакции гидроксилирования ряда син-
тетических ААС (станозолол, оралтуринабол, 
метандиенон, оксандролон, оксиметолон), 

различающихся по структурным характеристи-
кам, с участием CYP3A4 и показано образова-
ние 6β-гидроксипроизводных данных соеди-
нений.

В исследованиях по экскреции ААС с мо-
чой после однократного приема было показа-
но, что 6β-гидроксилирование B-кольца явля-
ется основным путем метаболизма ААС, в част-
ности для оралтуринабола, метандиенона и 
станозолола. Однако окно обнаружения дан-
ных метаболитов было довольно небольшим — 
до 5 дней. Следует отметить, что 6β-гидрокси-
производные ААС не являются конечными 
продуктами метаболизма ААС. Дальнейшие 
метаболические пути фазы I биотрансформации 
ААС включают восстановление А-кольца и 
гидроксилирование по С11-, С12- и С16-по-
ложениям. Данные метаболиты обнаруживают-
ся в биологических жидкостях в течение дли-
тельного промежутка времени — до 50 дней. В 
связи с этим исследования, которым посвяще-
на данная статья, являются частью комплекс-
ной научно-практической работы по получе-
нию долгоживущих метаболитов ААС с участи-
ем ферментов семейства цитохромов Р450, в 
частности гидроксистероид дегидрогеназ и сте-
роидгидроксилаз. 
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The use of anabolic androgenic steroids (AAS) by athletes is the most significant problem in doping 
control. AAS are almost completely metabolized in the human body as a result of phase I and phase II 
biotransformation reactions, including the participation of cytochrome P450 (CYP) enzyme family. The 
presence of standard substances or certified AAS metabolites reference materials is obligatory for 
determining the spectrum of prohibited substances in the body fluids of athletes. Within the framework 
of this work, the method for the preparation of 6β-hydroxy derivatives of significant in doping control 
AAS was developed using human recombinant CYP3A4 enzyme system and parameters for synthetic 
AAS and their metabolites detection were selected using high-performance liquid chromatography mass 
spectrometry (HPLC-MS/MS).

Keywords: human recombinant CYP3A4, synthetic anabolic-androgenic steroids, metabolites, liquid 
chromatography-mass spectrometry.
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СВОБОДНЫЕ АМИНОКИСЛОТЫ В МИКРОБНО-ТКАНЕВОМ 
КОМПЛЕКСЕ И ПЕЙЕРОВЫХ БЛЯШКАХ ПОСЛЕ КУРСОВОГО 
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г. Гродно, Республика Беларусь

Реферат. Экзогенное пероральное введение триптофана посредством воздействия на клетки 
кишечника (энтерохромофинные, эндокриные, клетки иммунной системы и др.), а также катаболи-
зируясь микробиотой может оказывать влияние на гомеостаз не только в желудочно-кишечном 
тракте, но всего организма. Целью исследования явился анализ спектра свободных аминокислот и 
их азотосодержащих метаболитов в микробно-тканевом комплексе и пейеровых бляшках крыс после 
курсового введения триптофана. Животным внутрижелудочно вводили триптофан в дозе 40 мг/кг 
массы в течение 10 дней. 

В результате исследования установлено, что курсовое внутрижелудочное введение триптофана 
не приводит к изменению структуры пула свободных аминокислот в микробно-тканевом комплексе 
тонкого кишечника и пейеровых бляшках крыс, что свидетельствует о сохранении аминокислотного 
баланса. Тем не менее, в микробно-тканевом комплексе тонкого кишечника снижались концентра-


