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В настоящей работе представлена методика быстрого, чувствительного и селективного 
определения ряда синтетических аналогов рилизинг-гормона гонадотропина в моче чело-
века с использованием твердофазной экстракции и сверхпроизводительной жидкостной 
хроматографии в сочетании с тандемной масс-спектрометрией (СВЭЖХ-МС/МС). Опре-
делены и оптимизированы параметры, влияющие на пробоподготовку, хроматографи-
ческое разделение и МС/МС-детектирование. Последнее проводили в условиях электро-
распылительной ионизации с регистрацией положительно заряженных ионов в режиме 
мониторинга выбранных реакций. Для количественной оценки концентраций соединений 
в качестве внутреннего стандарта использовали леупролид-13С6. Предложенная методи-
ка была валидирована с учетом параметров специфичности, линейности (0.1–10 нг/мл), 
степени извлечения (52–98%), предела обнаружения (0.1 нг/мл), матричного эффекта и 
стабильности.
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In the present study, a rapid, sensitive, and selective method for determination of several synthetic 
analogues of gonadotropin-releasing hormone in human urine by solid-phase extraction and ultra-
performance liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS) was 
developed. Various parameters affecting sample preparation, LC separation, and MS/MS detection 
were investigated, and optimized conditions were identified. The UPLC-MS/MS system was equipped 
with an electrospray ion source operating in positive ion mode with selected reaction monitoring. 
Leuprolide-13С6 was used as internal standard for analytes quantitative assessment. The proposed 
method was validated considering the parameters specificity, linearity (0.1–10 ng/ml), recovery (52–
98%), limit of detection (0.1 ng/ml), matrix effects and stability.
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Введение

Анаболические стероиды (АС) относятся к наи-
более эффективному и доступному классу допинго-
вых препаратов, которые используются спортсменами 
для улучшения мышечных и силовых показателей. С 
начала 1970-х годов АС запрещены к использованию 
в спорте Международным Олимпийским Комитетом. 
Используемые антидопинговыми лабораториями со-
временные инструментальные методы чрезвычайно 
чувствительны и позволяют детектировать следовые 
количества синтетических андрогенов на протяже-
нии месяцев со времени их последнего приема. Вне-
дрение в практику персонифицированного подхода, 
основанного на мониторинге стероидного профиля, а 
также масс-спектрометрии изотопных соотношений 
углерода (С12/С13) позволило решить проблему дока-
зательного обнаружения допинга [1]. Тем не менее, 
несмотря на эффективную борьбу против использо-
вания эндогенных АС в спорте высших достижений, 
высокая активность андрогенов для получения пре-
имуществ в силовых видах спорта приводит к стре-
мительному развитию новых стратегий их исполь-
зования в обход установленных правил. Основной 
целью таких схем является стимулирование секре-
ции эндогенного тестостерона допинговыми агента-
ми, действующими опосредованным путем на ней-
рогуморальном уровне [2]. В связи с этим проблема 
употребления непрямого андрогенного допинга 
привлекла пристальное внимание мирового антидо-
пингового сообщества. В последних исследованиях 
были выявлены основные классы допинговых ве-
ществ, косвенно влияющих на выработку собствен-
ных андрогенов: тестостерона (Т), эпитестостерона 
(Е), дигидротестостерона (ДГТ) и других. К таким 
препаратам относят хорионический гонадотропин 
(ХГч), лютеинизирующий гормон (ЛГ) и его агони-
сты, блокаторы эстрогенов или ингибиторы аромата-
зы, а также рилизинг-гормон гонадотропина (гонадо-
либерин, гонадорелин, ГнРГ) и его аналоги [3].

Помимо потенциальных эргогенных преимуществ, 
ГнРГ и его аналоги также могут скрывать употребле-
ние экзогенного тестостерона или других натуральных 
андрогенов за счет маскировки изменений в специали-
зированных тестированиях (Т/Е, С12/С13-изотопные от-
ношения), а также могут участвовать в устранении 
негативных последствий приема андрогенов (напри-
мер, гинекомастия, гипосперматогенез, сексуальная 
дисфункция).

Агонисты ГнРГ являются суперактивными 
синтетическими производными эндогенного дека-
пептида гонадолиберина – основного регулятора 
репродуктивной системы. ГнРГ вырабатывается ги-
поталамусом и регулирует выработку гипофизарного 
ЛГ и секрецию тестостерона в тестикулах. Воздей-

ствие ГнРГ и его агонистов на гипоталамо-гипофи-
зарно-гонадальную ось носит двухфазный характер 
[4], это позволяет использовать их для достижения 
двух противоположных фармакологических эффек-
тов, характер которых зависит от режима введения. 
Кратковременное введение обеспечивает стимули-
рующий эффект на репродуктивную систему, а со-
здание стабильной концентрации в плазме крови 
– подавляющий. Таким образом, ГнРГ и его синтети-
ческие аналоги могут использоваться спортсменами 
в качестве допинговых и/или маскирующих агентов 
непосредственно для увеличения мышечной массы и 
силы или для восстановления уровня тестостерона 
после введения анаболических стероидных гормонов 
[5]. На сегодняшний момент гонадотропин наравне 
с его рилизинг-пептидами внесены в Запрещенный 
список ВАДА 2016 года.

Для количественного и качественного определе-
ния веществ пептидной природы в допинг-контроле 
преимущественно используются следующие биомо-
лекулярные технологии: иммунохимические методы, 
изоэлектрическое фокусирование, гель-электрофо-
рез, жидкостная и газовая хроматография в сочета-
нии с масс-спектрометрией [6]. Иммунохимические 
методы используют с применением специфических 
антител, однако при анализе пептидов с массой до 
1000 Да получение антител достаточно проблема-
тично, в силу невысокого иммунного ответа при их 
выработке. Таким образом, альтернативой в данном 
случае является использование ВЭЖХ-МС, которая 
повышает эффективность и специфичность анализа, 
что позволяет проводить целенаправленное детек-
тирование соответствующих пептидных и белковых 
препаратов. В то же время ВЭЖХ-МС позволяет 
определять не только нативные молекулы, но и их 
метаболиты [7, 8].

Хотя существует метод определения ГнРГ в 
моче [8], нативный ГнРГ обладает кратковременной 
продолжительностью действия и поэтому может 
использоваться только для краткосрочного маски-
рующего действия, не оказывая эргогенный эффект 
[9]. Имеется большой потенциал для использования 
аналогов ГнРГ в качестве допинговых средств, но до 
сих пор не было никаких доказательств их использо-
вания элитными спортсменами, и пока не существу-
ет разработанных методов их обнаружения. В связи 
с этим разработка способа определения ГнРГ и его 
аналогов для целей допинг-контроля является акту-
альной задачей.

Впервые в данной работе представлена мето-
дика определения синтетических аналогов ГнРГ 
в моче с использованием сверхпроизводительной 
высокоэффективной жидкостной хроматографии 
в сочетании с тандемной масс-спектрометрией 
(СВЭЖХ-МС/МС). 
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Экспериментальная часть

Материалы и методы
В работе использовали сертифицированные стандартные материалы, синтезированные компанией Bachem, 

Швейцария:

№ 
п/п

Название
(обозначение аналога ГнРГ)

Аминокислотная 
последовательность Кат. номер Содержание основного 

компонента не менее

1
Рилизинг-гормон гонадотропина

(гонадолиберин, гонадорелин, рилизинг-
гормон лютеинизирущего гормона, LHRH)

Pyr-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-
Arg-Pro-Gly-NH2

H-4005 98.0%

2 Нафарелин
(Nafarelin, (D-2-Nal6)-LHRH)

Pyr-His-Trp-Ser-Tyr-D-2-Nal-
Leu-Arg-Pro-Gly-NH2

Н-6095.0001 97.7%

3 Дезлорелин (Deslorelin, (Des-Gly10, D-Trp6, 
Pro-NHEt9)-LHRH)

Pyr-His-Trp-Ser-Tyr-D-Trp-
Leu-Arg-Pro-NHEt H-4116.0005 88.1%

4 Фертирелин (Fertirelin, (Des-Gly10, Pro-NHEt9)-
LHRH)

Pyr-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-
Arg-Pro-NHEt H-4055.0005 99.3%

5 Леупролид
(Leuprolide, (Des-Gly10, D-Leu6, Pro-NHEt9)-LHRH)

Pyr-His-Trp-Ser-Tyr-D-Leu-
Leu-Arg-Pro-NHEt H-4060.0005 98.5%

6 Гистрелин
(Histrelin, (Des-Gly10, D-His(Bzl)6, Pro-NHEt9)-LHRH)

Pyr-His-Trp-Ser-Tyr-D-
His(Bzl)-Leu-Arg-Pro-NHEt H-9210.0005 99.3%

7 Гозерелин
(Goserelin,(D-Ser(tBu)6,Azagly10)-LHRH)

Pyr-His-Trp-Ser-Tyr-D-Ser(tBu)-
Leu-Arg-Pro-azaGly-NH2

H-6395.0005 88.6%;

8
Бусерелин

(Buserelin, (Des-Gly10,D-Ser(tBu)6, Pro-NHEt9)-
LHRH)

Pyr-His-Trp-Ser-Tyr-D-
Ser(tBu)-Leu-Arg-Pro-NHEt H-4224.0005 99.3%

9 Трипторелин
(Triptorelin, (D-Trp6)-LHRH)

Pyr-His-Trp-Ser-Tyr-D-Trp-
Leu-Arg-Pro-Gly-NH2

H-4075.0005 98.6%

10 Аларелин
(Alarelin, (Des-Gly10,D-Ala6, Pro-NHEt9)-LHRH)

Pyr-His-Trp-Ser-Tyr-D-Ala-
Leu-Arg-Pro-NHEt H-4070.0005 98.9%

11 Пефорелин
(Peforelin)

Pyr-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-
Lys-Pro-Gly-NH2

H-4258.0001 98.2%

12
Леупролид-13C

(Leuprolide-13C, (Des-Gly10,D-Leu6,
[¹³C6]Leu7,Pro-NHEt9)-LHRH)

Pyr-His-Trp-Ser-Tyr-D-Leu-
[¹³C6]Leu-Arg-Pro-NHEt H-6258.1000 95.1%

В работе использовали метанол и ацетонитрил 
фирмы Merck, Германия, концентрированную му-
равьиную кислоту фирмы Fluka, Германия и воду 
фирмы Fisher Chemical, Бельгия, все марки «для 
ВЭЖХ-МС». 30% водный раствор гидроксида аммо-
ния приобретен у Acros Organics, Бельгия.

Для извлечения синтетических аналогов ГнРГ 
использовали концентрирующие патроны для 
ТФЭ Oasis®WCX (60 мг × 3 мл, 30 мкм, кат. номер 
186002497) фирмы Waters Inc., США.

Оборудование
СВЭЖХ-МС/МС-анализ выполняли на жидкостном 

хроматографе модели Acquity UPLC (Waters Inc., США), 
оснащенном системой автоматического ввода образцов, 
модулем нагрева хроматографической колонки, дегаза-
тором, соединенным с масс-спектрометрическим детек-
тором модели TSQ Vantage (Thermo Scientific, США) с 
внешним источником электрораспылительной иони-
зации с нагреваемым потоком. Для сбора и обработки 
данных применяли программное обеспечение Xcalibur 
версии 2.2 (Thermo Scientific, США).

СВЭЖХ-МСВР-анализ (сверхпроизводительная 
высокоэффективная жидкостная хроматография 
в сочетании с масс-спектрометрией высокого раз-
решения) выполняли на жидкостном хроматографе 
модели Acquity UPLC (Waters Inc., США) с системой 
автоматического ввода образцов, модулем нагрева 
хроматографической колонки, дегазатором, соеди-
ненным с масс-спектрометрическим детектором мо-
дели Exactive (Thermo Scientific, Германия) с внеш-
ним источником электрораспылительной ионизации 
с нагреваемым потоком. Для сбора и обработки дан-
ных применяли программное обеспечение Xcalibur 
версии 2.1 (Thermo Scientific, США).

Вспомогательное оборудование
Весы аналитические прецизионные (макс. 22 г, 

d = 0.001 мг, мин. 0.1 мг, e = 1 мг) модели XP26 фир-
мы Mettler-Toledo, Швейцария, использовали для 
взвешивания точных навесок сертифицированных 
референсных стандартов.

В работе использовали автоматические механи-
ческие одноканальные дозаторы переменного объема 
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(0.5–10, 20–200, 100–1000, 500–5000 и 1000–10000 
мкл) c погрешностью измерения не более ±1.5% мо-
дели Research plus фирмы Eppendorf, Германия.

Осаждение мелкодисперсных частиц проводили 
на центрифуге марки 5430 фирмы Eppendorf AG, Гер-
мания. Для упаривания использовали концентриру-
ющую станцию TurboVap®LV (Caliper LifeSciences, 
США), совмещенную с генератором азота Peak 
Scientific, Великобритания.

Хроматографические условия
Для хроматографического разделения веществ ис-

пользовали колонку Acquity UPLC BEH C18 (2.1 × 100 
мм, размер частиц 1.7 мкм), соединенную с предко-
лонкой Acquity UPLC BEH C18 (2.1 × 5 мм, размер 
частиц 1.7 мкм) фирмы Waters Inc., США. Суммарная 
скорость потока подвижных фаз составляла 0.3 мл/мин. 
Для понижения общего рабочего давления в систе-
ме использовали термостатирование колонки (60°С). 
Подвижная фаза представляла собой 0.1% раствор 
муравьиной кислоты в воде (А) и метаноле (В). Для 
разделения соединений использовали следующую 
программу градиентного элюирования: 0–0.5 мин – 
95% А, 3.0–4.5 мин – 5% А, 4.51–6.0 мин – 95% А. 
После введения образца система ввода пробы про-
мывалась смесью вода–метанол (90:10, об.%). Время 
анализа с учетом стабилизации системы перед вво-
дом следующего образца составляло 7 мин. Объем 
пробы – 10 мкл. 

Масс-спектрометрические условия
Масс-спектры синтетических аналогов ГнРГ по-

лучали методом СВЭЖХ-МСВР в условиях электро-
распылительной ионизации с нагреваемым потоком 
(ЭРИНП) в режиме полного сканирования (Full scan) 
в диапазоне масс 100–1800 Да с разрешением 50 000 
(на половине высоты) и точностью определения масс 
5 млн-1. Скорость сканирования 2 скан/с, максималь-
ное время удерживания ионов 500 мс. Условия иони-
зации: напряжение на капилляре +4 кВ, температура 
фокусирующего капилляра 370°С, скорость потока 
распыляющего газа азота 70 усл. ед., скорость потока 
вспомогательного газа азота 10 усл. ед., температура 
в камере ионизации 300°С.

Масс-спектры определяемых соединений при 
использовании СВЭЖХ-МС/МС получены в усло-
виях ЭРИНП: напряжение на капилляре +4 кВ; тем-
пература фокусирующего капилляра 370°С, скорость 
потока распыляющего газа азота 50 усл. ед.; скорость 
потока вспомогательного газа азота 20 усл. ед.; тем-
пература в камере ионизации 300°С. Ширина пропу-
скания ионов на первом квадруполе (Q1) и третьем 
квадруполе (Q3) составляла 0.7 Да, время задержки 
5 мс. В качестве газа-мишени использовали аргон 
(99.999%), давление аргона в камере соударения 
1.5 мТорр. Оптимизацию масс-спектрометрических 
параметров регистрации соединений проводили 

в автоматическом режиме, используя встроенный 
шприцевой насос. Масс-спектрометрическое детек-
тирование целевых соединений выполняли в режиме 
мониторинга селективных реакций (SRM).

Пробоподготовка образцов биожидкости человека
В вакуумный манифолд устанавливали патроны 

для ТФЭ Oasis®WCX, проводили их кондициониро-
вание 3 мл метанола и 3 мл воды, затем наносили 
1-3 мл образца мочи и добавляли 20 мкл раствора 
внутреннего стандарта (леупролид-13C6 0.1 нг/мкл). 
Картриджи промывали 2 мл свежеприготовленного 
5% раствора аммиака и 2 мл смеси ацетонитрил/вода 
(20/80, об.%), просушивали картриджи 3 мин. Сое-
динения элюировали 2 мл (2 × 1 мл) 5% раствора му-
равьиной кислоты в смеси ацетонитрил–вода (75:25, 
об.%). Элюат упаривали досуха в токе азота при тем-
пературе 45°С, сухой остаток перерастворяли в 100 
мкл 0.1% раствора муравьиной кислоты в воде.

Результаты и их обсуждение

Оптимизация хроматографических условий
Сорбенты, использующиеся для упаковки ана-

литических колонок, сильно влияют на разделение 
и чувствительность хроматографического метода. 
Разделение пептидных соединений осуществляют на 
различных типах неподвижной фазы. Так, при раз-
делении соединений методом обращенно-фазовой 
хроматографии чаще всего применяют сорбенты с 
привитыми С8- и С18-группами, нормально-фазовой 
хроматографии – сорбенты с привитыми CN- или 
фенильными группами [10]. Как правило, обращен-
ная фаза на основе силикагеля с пришитыми груп-
пами С18 считается золотым стандартом в пептидном 
анализе благодаря простоте и стабильности. Нане-
сение на силикагель, характеризующийся высокой 
механической прочностью и регулярной структурой 
пор, кремнийорганического слоя и последующая мо-
дификация функциональными группами позволяет 
избежать возникновения размытого фронта хромато-
графических пиков.

Запатентованный сорбент Bridged Ethyl Hybrid 
(BEH) аналитической колонки Acquity UPLC BEH 
C18 – гибридный сорбент второго поколения с этиль-
ными мостиками в каркасе – характеризуется высо-
кой селективностью и эффективностью разделения 
низкомолекулярных пептидных соединений, вклю-
ченных в группу S2 Запрещенного списка ВАДА, та-
ких как секретагоги гормона роста (GHRPs, Growth 
Hormone Releasing Peptides). Сорбент BEH является 
уникальным и сочетающим в себе лучшие свойства 
полимерных сорбентов и силикагельной матрицы 
[11]. За счет использования мелких частиц размером 
1.7 мкм достигается высокая эффективность разде-
ления соединений. Кроме того, три функциональных 
лиганда в структуре сорбента обеспечивают его ста-
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бильность от низких до высоких значений pH рас-
твора (от 1 до 12).

Разделение пептидных веществ в значительной 
степени зависит от кислотных добавок в подвижную 
фазу, к ним относятся трифторуксусная, уксусная и 
муравьиная кислоты, регулирующие рН раствора 
[12]. Кислотные добавки за счет формирования ион-
ных пар увеличивают гидрофобность соединений, 
что приводит к улучшению взаимодействия молекул 
определяемых соединений с гидрофобной непод-
вижной фазой, хроматографического разделения и, 
как следствие, более симметричным и узким пикам, 
имеющих форму распределения Гаусса.

На предприятии строго соблюдается процедура 
стандартизации разрабатываемых методик, основ-
ной целью которых является последующее внедре-
ние в производственную практику. В ФГБУ АДЦ в 
методиках определения допинговых соединений в 
моче человека методом СВЭЖХ-МС/МС в качестве 

неподвижной фазы используется аналитическая 
колонка Acquity UPLC BEH C18, а в качестве под-
вижной – 0.1% раствор муравьиной кислоты в воде 
и метаноле с градиентным элюированием. В связи с 
этим для гармонизации и унификации разрабатывае-
мой методики анализа рилизинг-гормона гонадотро-
пина и его синтетических аналогов в биологических 
жидкостях человека нами выбраны выше описанные 
условия хроматографического разделения.

На рис. 1 представлена хроматограмма опреде-
ляемых соединений. Видно, что хроматографические 
пики всех веществ симметричны и имеют форму рас-
пределения Гаусса. Времена удерживания увеличива-
ются в ряду: пефорелин (2.24 мин) < ГнРГ (2.42 мин) 
< гистрелин (2.57 мин) < фертирелин (2.59 мин) < 
аларелин (2.63 мин) < трипторелин (2.76 мин) < дез-
лорелин (2.83 мин) < гозерелин (2.84 мин) < леупро-
лид (2.86 мин) = леупролид-13C6 (2.86 мин) < бусере-
лин (2.91 мин) < нафарелин (3.01 мин).

Рис. 1. Масс-хроматограмма тестовой смеси ГнРГ и его синтетических аналогов 
(концентрация 1 нг/мкл каждого).
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В табл. 1 приведены структуры агонистов ГнРГ, 
а также времена их удерживания на обращенно-фазо-
вой колонке Acquity UPLC BEH C18, синим и красным 
маркером выделены сайты, влияющие на удерживание 
соединений на поверхности сорбента. Наименьшим 
временем удерживания обладает пефорелин – 2.15 мин, 
нативный ГнРГ и другие его синтетические агонисты 
имеют бóльшие времена удерживания. Основным от-
личием между ГнРГ и его агонистами является замена 
аминокислоты глицина в положении на другой ами-
нокислотный остаток в D-конфигурации. Включение 
D-изомерных аминокислот, в особенности с крупными 
гидрофобными остатками, увеличивает гидрофобность 
молекулы и, как следствие, время удерживания. Так, 
например, аларелин является аналогом леупролида и 
обладает малым структурным различием с ним: в леу-
пролиде D-аланин замещен на D-лейцин. Такая замена 
аминокислот приводит к увеличению времени удержи-
вания с 2.63мин у аларелина до 2.86 мин у леупролида.

Кроме того, гидрофобность молекулы может 
быть увеличена за счет модификации концевой 
группы. Так, у гозерелина, имеющего С-концевую 
структурную модификацию azaGly, время удержи-
вания составляет 2.84 мин, а у его аналога – бусе-
релина ацилирование С-концевой амидогруппы 
увеличивает гидрофобность, что приводит к по-
вышению времени удерживания на 0.07 мин (2.91 
мин). Структура трипторелина отличается от бусе-
релина дополнительным концевым глицинамидным 
фрагментом и заменой D-серина на D-триптофан в 
положении Р6, такая модификация молекулы приво-
дит к изменению времени удерживания на гибрид-
ном сорбенте на 0.15 мин. Таким образом, амино-
кислотная последовательность агонистов ГнРГ, в 
которой произведено замещение глицина в положе-
нии 6, а также модификации концевой группы увели-
чивают их гидрофобность, что приводит к увеличе-
нию времен удерживания.

Таблица 1. Времена удерживания (RT) ГнРГ и его синтетических аналогов 
на аналитической колонке Acquity UPLC BEH C18

Соединение Аминокислотная последовательность RT, мин
Пефорелин Pyr-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH2 2.24

ГнРГ Pyr-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2 2.42

Гистрелин Pyr-His-Trp-Ser-Tyr-D-His(Bzl)-Leu-Arg-Pro-NHEt 2.57
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Таблица 1. Продолжение

Фертирелин Pyr-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-NHEt 2.59

Аларелин Pyr-His-Trp-Ser-Tyr-D-Ala-Leu-Arg-Pro-NHEt 2.63

Трипторелин Pyr-His-Trp-Ser-Tyr-D-Trp-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2 2.76

Дезлорелин Pyr-His-Trp-Ser-Tyr-D-Trp-Leu-Arg-Pro-NHEt 2.83

Гозерелин Pyr-His-Trp-Ser-Tyr-D-Ser(tBu)-Leu-Arg-Pro-azaGly-NH2 2.84
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Таблица 1. Окончание

Леупролид Pyr-His-Trp-Ser-Tyr-D-Leu-Leu-Arg-Pro-NHEt 2.86

Леупролид-13C Pyr-His-Trp-Ser-Tyr-D-Leu-[¹³C6]Leu-Arg-Pro-NHEt 2.86

Бусерелин Pyr-His-Trp-Ser-Tyr-D-Ser(tBu)-Leu-Arg-Pro-NHEt 2.91

Нафарелин Pyr-His-Trp-Ser-Tyr-D-2-Nal-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2 3.01

Оптимизация масс-спектрометрических параметров
Электрораспылительная ионизация (ЭРИ) по 

сравнению с химической ионизацией при атмосфер-
ном давлении является наиболее приемлемой для 
количественного масс-спектрометрического ана-
лиза пептидов благодаря своей простоте и высокой 
чувствительности. Тандемная масс-спектрометрия 
наиболее широко используется для определения 
отдельных компонентов в сложной многокомпо-
нентной смеси. В типичном МС/МС-эксперименте 

молекулярные ионы (ионы-прекурсоры) полипепти-
дов диссоциируют в газовой фазе. Наиболее рас-
пространенным методом ионной диссоциации явля-
ется столкновение заряженной молекулы пептида с 
молекулами инертного газа, таких как аргон, гелий 
или молекулярный азот. Эти столкновения приводят 
к возбуждению ионов вещества и последующей их 
фрагментации или диссоциации.

Образование многозарядных ионов молекулами 
пептидных соединений в условиях ЭРИ является от-
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личительной особенностью процесса их ионизации. 
Природа входящих в структуру пептида аминокислот – 
основной фактор, влияющий на распределение заряда в 
молекуле. В качестве ионов-прекурсоров пептидных 
соединений с молекулярным весом до 2 000 Да обыч-
но выбирают ионы [M+H]+ и [M+2H]2+, тогда как для 
пептидов с молекулярной массой 2 000-4 000 Да наи-
более предпочтительны ионы [M+3H]3+ и [M+4H]4+. 
Для обеспечения более высокой эффективности 
протонирования основных участков молекул це-
левых соединений используют подвижные фазы, 
рН которых находится в области кислых значений. 

Нами получены масс-спектры синтетических 
агонистов ГнРГ с применением метода СВЭЖХ-
МСВР с разрешением 50 000 на половине высоты 
и точностью измерения масс не менее 5 млн-1. В та-
ких условиях наблюдается высокая селективность и 
специфичность определения целевых соединений. 
При использовании МСВР одновременно регистри-
руются все образующиеся в ионном источнике ионы, 
а не только их незначительная часть, как в случае 

тандемной масс-спектрометрии. Необходимо под-
черкнуть, что метод СВЭЖХ-МСВР с орбитальной 
ионной ловушкой позволяет возвращаться к ранее 
полученным данным, то есть проводить ретроспек-
тивный анализ, а также идентифицировать метабо-
литы как в биологических жидкостях, так и в синте-
зированных в условиях in vitro.

Синтетические аналоги ГнРГ, являющиеся 
олигопептидами и имеющие в своей структуре лег-
ко протонирующиеся аминокислоты, эффективно 
ионизируются в условиях ЭРИНП, поэтому режим 
детектирования положительно заряженных ионов 
повышает чувствительность их определения. Все со-
единения образовывали протонированные молеку-
лы [M+H]+, однако их интенсивность была крайне 
низка, поскольку для пептидных веществ характер-
но образование многозарядных ионов. Протониро-
ванные молекулы ГнРГ и его синтетических ана-
логов идентифицировали по совпадению точных 
экспериментальных масс с расчетными значениями 
(табл. 2).

Таблица 2. Расчетные и экспериментальные значения точных масс 
протонированных молекул ГнРГ и его синтетических аналогов

Соединение Брутто-формула
Точная масса [M+H]+, Да

Δ, ppm
теор. эксп.

ГнРГ C55H74N16O14 1183.5643 1183.5618 -2.13
Дезлорелин C64H83N17O12 1282.6479 1282.6456 -1.86
Фертирелин C55H76N16O12 1153.5901 1153.5872 -2.51
Леупролид C59H84N16O12 1209.6527 1209.6486 -3.42
Гистрелин C66H86N18O12 1323.6745 1323.6695 -3.81
Гозерелин C59H84N18O14 1269.6488 1269.4410 -3.64
Бусерелин C60H86N16O13 1239.6633 1239.6606 -2.18
Пефорелин C59H74N18O14 1258.5632 1258.5604 -2.22
Трипторелин C64H82N18O13 1311.6381 1311.6344 -2.86
Аларелин C56H78N16O12 1167.6058 1167.6024 -2.90
Леупролид-13С6 C53

13C6H84N16O12 1215.6725 1215.6690 -2.88
Нафарелин C66H83N17O13 1322.6429 1322.6398 -2.34

На рис. 2 и 3 в качестве примеров представлены 
масс-спектры дезлорелина и фертирелина, получен-
ные методом СВЭЖХ-МСВР в условиях ЭРИНП в 
режиме полного сканирования с регистрацией по-
ложительных ионов. В этих условиях дезлорелин и 
фертирелин образуют протонированные молекулы 
[M+H]+ с m/z 1282.6456 и 1153.5872 и двухзарядные 
ионы [M+2H]2+ с m/z 641.8260 и 577.2972, соответ-
ственно. Интенсивности ионов [M+H]+ состави-
ли менее 5% относительно интенсивности ионов 
[M+2H]2+. Анализ масс-спектров других целевых со-
единений, полученных в режиме полного сканирова-
ния ионного тока, показал, что у всех анализируемых 
соединений наиболее интенсивными молекулярными 

ионами являются двухзарядные ионы [M+2H]2+, это 
объясняется наличием дополнительных ионогенных 
функциональных групп на С-конце (NH2-группа), а 
также наличием в структуре основных аминокислот.

Исключение составляет гистрелин, в состав ко-
торого входит пиразольная группа, наличие которой 
обусловливает дополнительное протонирование ис-
ходной молекулы и, таким образом, наиболее интен-
сивным ионом-прекурсором является ион с зарядом 
+3 (рис. 4). В масс-спектре гистрелина, полученно-
го в условиях ЭРИНП с регистрацией положитель-
ных ионов, присутствует также двухзарядный ион 
[M+2H]2+ с m/z 662.3, обладающий меньшей интен-
сивностью.
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Рис. 2. Масс-спектр дезлорелина, полученный методом СВЭЖХ-МСВР 
в условиях ЭРИНП с регистрацией полного ионного тока.

Рис. 3. Масс-спектр фертирелина, полученный методом СВЭЖХ-МСВР 
в условиях ЭРИНП с регистрацией полного ионного тока.
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Рис. 4. Масс-спектр гистрелина, полученный методом СВЭЖХ-МСВР 
в условиях ЭРИНП с регистрацией полного ионного тока.

После выявления наиболее интенсивных ионов-пре-
курсоров ГнРГ и его синтетических аналогов, образую-
щихся при использовании ЭРИНП, изучен процесс их 
фрагментации в условиях диссоциации, индуцированной 
соударениями, с целью выбора наиболее интенсивных и 
характеристичных ионов-продуктов. Тип ионов-продук-
тов, наблюдаемых в МС/МС-спектрах, зависит от первич-
ной последовательности аминокислот и степени прото-
нирования пептида. Номенклатура образующихся ионов 
была впервые предложена P. Roepstorff и J. Fohlman [13] 
и позже дополнена R.S. Johnson c соавторами [14]. Осо-
бенности диссоциации, активированной соударениями, 
соединений с пептидной структурой подробно описаны 
в работе [15]. Если при разрыве пептидных связей про-
исходит удерживание заряда на N-концевом фрагменте, 
ион-продукт классифицируется как А, B или C, а если 
заряд локализован на С-концевом фрагменте, то ион-про-
дукт обозначается как X, Y или Z, при этом нижний ин-
декс указывает на количество остатков в фрагменте.

На рис. 5 представлены масс-спектры нафарели-
на и леупролида, полученные в условиях тандемной 
масс-спектрометрии при фрагментации двухзарядных 
ионов-прекурсоров, образующихся в условиях ЭРИНП, 
с m/z 661.9 и 605.3, соответственно. Так как главными 
отличиями между ГнРГ и его агонистами являются за-
мена глицина в положении Р6 на другой аминокислот-
ный остаток и/или модификация концевой группы (то 
есть левые части их структур идентичны), то во всех 
масс-спектрах присутствуют ионы-продукты с m/z 221.2 
и 249.1 – фрагменты a2 и b2, соответственно. Кроме того, 

все МС/МС-спектры содержали ион-продукт с m/z 
159.1, соответствующий иммонийному иону Trp3.

Далее проводили выбор ионов-продуктов, обла-
дающих наибольшей интенсивностью и специфич-
ностью, а также осуществляли оптимизацию условий 
масс-спектрального определения. Важным параметром, 
влияющим на интенсивность ионов-прекурсоров, явля-
ется амплитуда радиочастоты S-образной линзы, а для 
ионов-продуктов – энергия соударения в ячейке стол-
кновений. Настройку оптики масс-спектрометра 
выполняли в автоматическом режиме непрерывным 
прямым вводом во внешний источник ионизации 
растворов определяемых соединений (10 нг/мкл) с 
помощью встроенного шприцевого насоса со ско-
ростью 5-10 мкл/мин. На рис. 6 представлены гра-
фики влияния амплитуды радиочастоты S-образной 
линзы на интенсивность сигнала двухзарядного иона 
дезлорелина с m/z 641.88 и энергии столкновения на 
интенсивность образующихся в камере соударений ио-
нов-продуктов.

В отличие от низкомолекулярных соединений, со-
единения пептидной структуры в условиях ЭРИНП 
образуют многозарядные ионы, поэтому в условиях 
диссоциации, индуцированной соударениями, для них 
характерно образование ионов-продуктов, имеющих 
отношение массы к заряду больше, чем у иона-прекур-
сора. Необходимо отметить, что такие ионные перехо-
ды являются очень специфичными и характеристич-
ными. Так, например, при фрагментации двухзарядных 
ионов-прекурсоров фертирелина (m/z 577.40) и гозерелина 
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Рис. 5. Масс-спектры нафарелина (а) и леупролида (б), полученные методом СВЭЖХ-МС/МС 
с ЭРИНП при фрагментации двухзарядных ионов-прекурсоров 

с m/z 661.9 и 605.3, соответственно, при ЭС 20 эВ.
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Рис. 6. Оптимизация амплитуды радиочастоты S-образной линзы с целью повышения интенсивности 
детектирования двухзарядного иона дезлорелина с m/z 641.88 (а) и автоматический выбор ионов-продуктов, 

образующихся при его фрагментации в условиях диссоциации, индуцированной соударениями (б).

Рис. 7. Автоматический выбор ионов-продуктов, образующихся при фрагментации двухзарядного 
иона фертирелина с m/z 577.40 в условиях диссоциации, индуцированной соударениями (а), 

и оптимизация амплитуды радиочастоты S-образной линзы для иона-продукта с m/z 719.20 (б).

Рис. 8. Автоматический выбор ионов-продуктов, образующихся при фрагментации двухзарядного 
иона гозерелина с m/z 635.40 в условиях диссоциации, индуцированной соударениями (а), 

и оптимизация амплитуды радиочастоты S-образной линзы для иона-продукта c m/z 779.40 (б).

(m/z 635.40), наряду с ионами-продуктами, имеющими m/z 
меньше такового у выбранного иона-прекурсора, образу-
ются ионы-продукты с большим значением m/z  – 719.20 и 
779.40, соответственно (рис. 7, 8). Оптимизацию условий 
детектирования ионов-продуктов с бóльшим значением 
отношения массы к заряду также проводили в автомати-
ческом режиме.

Для каждого соединения выбрано по три характе-
ристичных перехода, обладающих наибольшей интен-
сивностью сигнала. В табл. 3 представлены выбран-
ные масс-спектрометрические условия определения 
целевых соединений методом СВЭЖХ-МС/МС в ус-
ловиях ЭРИНП в режиме мониторинга выбранных 
реакций.
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Таблица 3. Параметры масс-спектрометрического определения ГнРГ 
и его синтетических агонистов

Соединение Ион Ион, m/z ЭС, эВ S-линза, эВ
прекурсор продукт

Пефорелин [M+2H]2+ 630.3

172.1 25

126249.2 34

110.1 50

Гистрелин [M+3H]3+ 441.9
91.1 51

110200.2 30
538.3 16

Фертирелин [M+2H]2+ 577.4
719.2 22

140249.2 26
110.1 47

Аларелин [M+2H]2+ 584.4
249.2 27

100221.2 33
733.6 23

Трипторелин [M+2H]2+ 656.4
249.2 31

120221.2 37
1063.5 24

Дезлорелин [M+2H]2+ 641.9
249.2 31

115159.2 40
299.3 19

Гозерелин [M+2H]2+ 635.4
249.2 31

127607.5 16
779.4 23

Леупролид [M+2H]2+ 605.4
249.2 30

140176.1 47
775.23 23

Леупролид-13С [M+2H]2+ 608.4
249.2 28

100221.2 33
917.5 14

Бусерелин [M+2H]2+ 620.5
592.5 16

130249.1 26
176.2 49

Нафарелин [M+2H]2+ 662.4
249.2 35

160170.1 51
176.2 51

ГнРГ [M+2H]2+ 591.7
221.1 33

110249.1 25
176.1 44

Оптимизация процедуры извлечения ГнРГ 
и его агонистов из мочи человека

Хотя масс-спектрометрия является эффек-
тивным методом селективного определения со-
единений пептидной природы в сложных биоло-
гических матрицах, пробоподготовка, тем не менее, 
является неотъемлемой частью аналитического про-
цесса. В случае игнорирования необходимых этапов 
пробоподготовки значительное количество компо-
нентов матрицы может привести к контаминации и 

подавлению ионизации в источнике.
Наиболее распространенными способами извле-

чения пептидов из биожидкостей являются преципи-
тация белков [16, 17] и/или твердофазная экстракция 
(ТФЭ) [8, 18], но наиболее предпочтительным является 
последний. Использование ТФЭ обеспечивает макси-
мальную степень извлечения соединений пептидной 
природы и концентрирование целевых соединений для 
достижения низких пределов обнаружения, уменьшает 
эффект компонентов матрицы, характеризуется высо-
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кой воспроизводимостью и высокой избирательностью 
сорбции. В аналитическом обзоре показано, что сор-
бент на основе полимерного силикагеля с пришитыми 
неполярными С18-группами широко применяется для 
выделения пептидов из биожидкостей. Использование 
картриджей Oasis®HLB позволяет достичь удовлетво-
рительной степени извлечения и селективности экс-
тракции синтетических аналогов ГнРГ. 

Полимерный сорбент Oasis®HLB представляет со-
бой сополимер двух мономеров гидрофильного N-ви-
нилпирролидона и липофильного дивинилбензола. Он 
характеризуется высокой воспроизводимостью, ста-
бильностью во всем диапазоне рН (0–14) и высокой сте-
пенью извлечения целевых соединений. Уникальным 
свойством этого сорбента является способность сорби-
ровать на своей поверхности как неполярные вещества, 
так и полярные. В качестве альтернативы рассматрива-
ли полимерный сорбент Oasis®WCX, представляющий 
собой полимер со смешанной обращенно-фазовой и 
катионообменной функциональностью, разработанный 
для селективного выделения соединений с сильными 
основными свойствами и четвертичных аминов. Для 
сорбента Oasis®WCX характерен смешанный механизм 
адсорбции, который осуществляется за счет ионообмен-
ного механизма и обращенно-фазового взаимодействия 
соединения с поверхностью сорбента.

Нами проведен сравнительный анализ степеней из-
влечения ГнРГ и его синтетических агонистов из мочи, 
полученных с применением концентрирующих патро-
нов Oasis®HLB и Oasis®WCX, последний рекомендован 
фирмой-производителем для выделения соединений 
пептидной природы из матрицы [19]. При использова-
нии сорбента Oasis®WCX наблюдали более эффектив-
ное извлечение определяемых соединений из матрицы, 
это связано с наличием в структуре ГнРГ и его супераго-
нистов аминокислот гистидина и аргинина, обладающих 
основными свойствами, а также триптофана, лейцина и 
пролина, которые являются неполярными аминокисло-
тами. Следовательно, целевые соединения способны 
удерживаться на поверхности сорбента за счет смешан-
ного механизма взаимодействия, что приводит к уве-
личению степеней их извлечения (рис. 9). Кроме того, 
промывка картриджа после нанесения образца 5% рас-
твором гидроксида аммония позволяет удалить поляр-
ные мешающие компоненты биологической матрицы, 
а последующая промывка смесью ацетонитрил – вода 
(20/80, об.%) – соединения, имеющие меньшее сродство 
к сорбенту. Таким образом, использование двухстадийной 
промывки перед этапом элюции целевых соединений с 
поверхности сорбента позволяет получить более чистый 
элюат, что очень важно для дальнейшего масс-спектроме-
трического детектирования пептидных молекул.

Рис. 9. Влияние типа сорбента на извлечение ГнРГ и его агонистов из мочи.

Анализ участков масс-хроматограмм, соответству-
ющих временам удерживания целевых соединений в 
пределах одной минуты (±5%), показал, что на всех по-
лученных масс-хроматограммах на указанных участках 
отсутствовали интерферирующие пики компонентов 
матрицы с отношением сигнал/шум, более или равным 
3:1 (рис. 10, 11). Все выбранные переходы характеризу-
ются высокой селективностью и специфичностью, по-
скольку в этих условиях интерференция с эндогенными 
соединениями мочи минимальна.

Разработанная методика определения ГнРГ и 
его синтетических агонистов в моче человека мето-
дом СВЭЖХ-МС/МС была валидирована. Для всех 
соединений определены следующие параметры: 

минимально определяемая концентрация, эффект 
подавления ионизации компонентами матрицы и 
степень извлечения из мочи. Степень извлечения 
рассчитывали как отношение интенсивностей сиг-
налов, полученных при анализе экстрактов образ-
цов мочи с добавкой определяемого соединения до 
и после проведения всех стадий пробоподготовки, 
выраженное в процентах. Для установления мини-
мально определяемой концентрации анализировали 
пять образцов мочи с добавкой соединений на пяти 
разных концентрационных уровнях: 0.05, 0.1, 0.5, 2 и 
5 нг/мл. Основные метрологические характеристики 
методики определения ГнРГ и его агонистов в моче 
представлены в табл. 4.
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Рис. 10. Масс-хроматограммы экстракта образца синтетической мочи, 
полученные методом СВЭЖХ-МС/МС в SRM-режиме (скрининговая распечатка).
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Рис. 11. Масс-хроматограммы экстракта внешнего образца контроля качества, содержащего по 2 нг/мл ГнРГ 
и его агонистов, полученные методом СВЭЖХ-МС/МС в SRM-режиме (скрининговая распечатка).
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Таблица 4. Метрологические характеристики методики определения ГнРГ 
и его синтетических агонистов в моче методом СВЭЖХ-МС/МС (n=5)

Соединение Степень извлечения, % Предел обнаружения, нг/мл
Эффект матрицы, %

Усиление Подавление
Пефорелин 52.6 ± 4.8 0.5 45.4 ± 17.9 –
Нафарелин 77.1 ± 10.3 0.5 117.9 ± 19.7 –
Дезлорелин 96.0 ± 6.6 0.1 125.9 ± 23.2 –
Фертирелин 91.1 ± 15.8 0.1 3.1 ± 17.1 –
Леупролид 93.9 ± 13.4 0.5 230.3 ± 39.7 –
Гистрелин 85.7 ± 10.9 0.5 15.3 ± 24.0 –
Гозерелин 100.7 ± 13.4 0.1 354.4 ± 58.7 –
Бусерелин 106.9 ± 11.4 0.1 253.9 ± 78.2 –

Трипторелин 98.5 ± 12.9 0.5 50.8 ± 10.9 –
Аларелин 94.8 ± 11.4 0.5 – 1.8 ± 10.5

ГнРГ 96.8 ± 12.5 0.1 12.1 ± 17.3 –

Выводы

В данной работе представлена методика 
масс-спектрометрического детектирования супераго-
нистов ГнРГ, которые потенциально могут использо-
ваться спортсменами в качестве допинга. Проведена 
оптимизация хроматографических и масс-спектро-
метрических условий определения изучаемых сое-
динений. Пределы обнаружения ГнРГ и его синтети-
ческих агонистов варьировались от 0.01 до 0.1 нг/мл. 

Данный способ может использоваться для определе-
ния ГнРГ и его аналогов в биологических жидкостях 
человека в целях антидопингового контроля.

Работа выполнена при финансовой поддержке Ми-
нистерства спорта Российской Федерации в рамках 
государственного контракта № 396 от 14.07.2016 г. 
«Разработка методики анализа рилизинг гормона лю-
теинизирующего гормона и его синтетических анало-
гов в биологических жидкостях человека».
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