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Резюме
Введение. Гестобутаноил – синтетический прегнановый стероид с гестагенной активностью имеет два метаболита (АМОЛ и мегестрола 
ацетат), обладающих собственной фармакологической активностью. Из этого следует необходимость детального изучения кинетики 
метаболитов. Рационально объединить исследование фармакокинетики гестобутаноила и его метаболитов: АМОЛа и мегестрола ацетата. 
Одновременное определение нескольких аналитов в сыворотке крови экспериментальных животных (крыс) возможно осуществить при 
помощи современных аналитических методов хромато-масс-спектрометрии.
Цель. Разработать аналитическую методику одновременного определения гестобутаноила и двух его метаболитов в биологической 
матрице (сыворотке крови крыс).
Материалы и методы. Для определения гестобутаноила и двух его метаболитов в биологической матрице использовали следующие 
методы: ГХ-МС, ВЭЖХ-ESI-МС, ВЭЖХ-ESI-МС с дериватизацией аналитов, ВЭЖХ-APCI-МС.
Результаты и обсуждение. При работе с ГХ-МС хроматографические пики гестобутаноила, АМОЛа и мегестрола ацетата сильно 
размывались и накладывались друг на друга, что, по-видимому, обусловлено термолабильностью веществ. От метода ГХ-МС отказались 
в пользу ВЭЖХ. Аналиты разделялись при помощи ВЭЖХ в градиентном режиме элюирования на колонке С18. Ионизация ESI не давала 
типичных протонированных ионов гестобутаноила и АМОЛа, а интенсивные сигналы их катионизированных ионов и ионов-фрагментов, 
которые наблюдались в спектрах АМОЛа и гестобутаноила, не могли обеспечить воспроизводимость спектров, поскольку условия их 
образования не подходят для рутинного анализа. Дериватизация аналитов с образованием оксимов и замещенных гидразонов не давала 
ожидаемых продуктов реакции для работы в ВЭЖХ-ESI-МС. APCI позволила убрать интенсивные катионизированные ионы из спектров 
гестобутаноила и АМОЛа и увеличить надежность метода. Методика ВЭЖХ-APCI-МС воспроизвелась на модельной сыворотке крови крыс.
Заключение. Разработана ВЭЖХ-МС-методика одновременного определения гестобутаноила, мегестрола ацетата и АМОЛа. Методика 
апробирована на модельной сыворотке крови крыс, содержащей все три аналита.
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Abstract
Introduction. Gestobutanoil is a synthetic pregnane steroid with gestagenic activity. Gestobutanoil has two pharmacologically active metabolites 
(AMOL and megestrol acetate). This implies the need for a detailed study of the kinetics of metabolites. It is rational to combine the study of the 
pharmacokinetics of gestobutanoil and its metabolites (AMOL and megestrol acetate). The simultaneous determination of several analytes in the 
rats’ serum can be carried out using chromatography-mass-spectrometry.
Aim. Development of an analytical method for the simultaneous determination of gestobutanoil and two its metabolites in a biomatrix (rat serum).
Materials and methods. The following methods were used to determine gestobutanoyl and two its metabolites in a biological matrix: GC-MS, HPLC-
ESI-MS, HPLC-ESI-MS with derivatization, HPLC-APCI-MS.
Results and discussion. When working with GC-MS, the chromatographic peaks of gestobutanoyl, AMOL, and megestrol acetate were strongly 
blurred and superimposed on each other, which is apparently due to the thermolability of the substances. The GC-MS method was abandoned 
in favor of HPLC. Analytes were separated by HPLC gradient elution on a C18 column. ESI ionization did not give typical protonated ions of 
gestobutanoyl and AMOL, and the intense signals of their cationized ions and fragment ions, which were observed in the spectra of AMOL and 
gestobutanoyl, could not ensure the reproducibility of the spectra, since the conditions of their formation are not suitable for routine analysis. 
Derivatization of analytes to form oximes and substituted hydrazones did not give the expected reaction products for HPLC-ESI-MS. APCI made it 
possible to remove intense cationized ions from the spectra of gestobutanoyl and AMOL and to increase the reliability of the method. The HPLC-
APCI-MS technique was reproduced on model rat blood serum.
Conclusion. An HPLC-MS method was developed for the simultaneous determination of gestobutanoyl, megestrol acetate, and AMOL. The 
technique was tested on a model rat blood serum containing all three analytes.
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ВВЕДЕНИЕ
Количественное определение эндогенных сте-

роидных гормонов или их синтетических аналогов в 
рамках фармакокинетических исследований требует  
определенной подготовки и технической базы. В ли-
тературе для анализа стероидных гормонов в ос-
новном встречаются иммунохимические методы и 
методы хроматографии в сочетании с различными 
способами детектирования, включая масс-спектро-
метрию  [1–4]. Стероидные гормоны являются про-
изводными циклопентанпергидрофенантрена, что 
придает их молекулам общие свойства липофиль-
ности и термолабильности. Впрочем, внутри группы 
стероидных гормонов физико-химические свойства 
могут различаться значительно за счет радикалов 
и функциональных групп, входящих в состав моле-
кул. Данная особенность приводит к необходимости 
скринингового подхода к разработке методики их 
анализа. Фармакокинетические исследования пред-
полагают рутинный анализ сложной биологической 
матрицы. Естественно, что разработка методики для 
подобных исследований направлена не только на со-
ответствие валидационным требованиям и требова-
ниям в отношении предела количественного опре-
деления, но и на достижение максимальной простоты 
проведения процедуры анализа.

В нашей работе аналитами были прегнановые сте-
роиды – производные 17-гидроксипрогестерона, об-
ладающие гестагенной активностью [5, 6]: гестобу- 
таноил (ГБ) и два его метаболита – мепрегенола аце-
тат (АМОЛ) и мегестрол ацетат (МА) [7, 8]. В иссле-
дованиях биологической активности гестобутаноил  
проявил гестагенный, контрацептивный и цитоста-
тический эффекты [5, 6, 9]. Метаболит МА обладает  
доказанной фармакологической активностью, приме- 
няется как гестагенное, противоопухолевое и анти- 
кахектическое средство при онкологических заболе-
ваниях и истощениях организма различного генеза, 
например СПИД, анорексия [10]. АМОЛ обладает гес- 
тагенной и контрацептивной активностью, что под-
тверждено в исследованиях на животных in vivo [6]. 
Структурно аналиты похожи (таблица 1). Разница со-
стоит в различных радикалах, содержащихся в 3-м по-
ложении стероидного ядра их молекул. 

Достоверную идентификацию и количествен-
ное определение аналитов мы предполагали полу-
чить при помощи хроматографического разделения 
и масс-детектирования. 

Целью настоящего исследования было разра-
ботать универсальную аналитическую методику одно-
временного определения гестобутаноила и двух его 
метаболитов в биологической матрице.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Субстанция 17α-ацетокси-3β-бутаноилокси-6- 

метилпрегна-4,6-диен-20-она (ГБ) серия 280917, чисто-
та ≥ 99,0 % (ВЭЖХ) и субстанция 17α-ацетокси-3β-гид- 
рокси-6-метилпрегна-4,6-диен-20-она (АМОЛ) – про-
дукт промежуточного синтеза субстанции ГБ, чисто-
та ≥ 99,0 % (ВЭЖХ) – предоставлены ФГАОУ ВО РНИМУ 
им.  Н. И.  Пирогова, НИЛ молекулярной фармаколо-
гии, руководитель – чл.-корр. РАН, д. м. н. Н.Л.  Шима- 
новский; субстанция 17α-гидрокси-6-метил-4,6-прегна- 
диен-3,20-дион-17-ацетата (МА) (Sigma, США).

Реактивы: Ацетонитрил LC/MS 99,9 % (Optima  
LС/MS, США); вода (Optima LС/MS, США); реактив Жи-
рара  Т 98 % (Sigma-Aldrich, США); гидроксиламина  
гидрохлорид 99 % (Sigma-Aldrich, США).

Оборудование: высокоэффективный жидкост-
ной хроматограф Ultimate 3000 (Dionex, Германия) 
с масс-детектором MicrOTOF-Q II (Bruker, Германия). 
В работе использовали два источника ионизации:  
ионизацию методом распыления в электрическом по-
ле (electrospray ionization, ESI) и химическую иониза-
цию при атмосферном давлении (atmospheric pressure 
chemical ionization, APCI). Газовый хромато-масс- 
спектрометр модели GCMS-QP2020 (Shimadzu Corp., 
Япония).

Для дериватизации готовили два раствора: раст- 
вор реактива Жирара Т и раствор гидроксиламина. 
Реактив Жирара Т готовили путем растворения 0,5  г 
реактива в смеси метанол : уксусная кислота (лед.) 
(9 : 1). Раствор выдерживали на ультразвуковой бане 
до полного растворения крупинок реактива. Раствор  
гидроксиламина гидрохлорида готовили путем раст- 
ворения 35 мг реактива в 3 мл воды, а затем к раст- 
вору добавляли 7 мл ацетонитрила.

Матричные растворы аналитов ГБ, МА и АМОЛа 
готовили в ацетонитриле в концентрации 0,1 мг/мл.  
Далее готовили два стандартных раствора – смесь 
аналитов в ацетонитриле. Стандартный раствор 1 с 
концентрацией АМОЛа 5000 нг/мл, ГБ 6000 нг/мл, МА 
25 000 нг/мл; стандартный раствор 2 с концентраци-
ями всех аналитов по 100 нг/мл. Для приготовления 
модельного образца к 180 мкл сыворотки добавляли 
20 мкл стандартного раствора 1 или 2 и перемешива-
ли. Пробоподготовка сыворотки заключалась в осаж-
дении белков двукратным объемом ацетонитрила.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

ГХ-МС

Разделение проводили на колонке SH-Rxi-5ms 
30  м × 0,25 мм × 0,25 мкм. Условия хроматографиро-
вания: газ-носитель – гелий с постоянным потоком  – 
1,5  мл/мин; анализ осуществлялся в градиентном ре-
жиме. Температура колонки +40  °С (изотерма 1 мин), 
+300 °С (изотерма 12 мин), скорость подъема темпера-
туры 15 °С/мин. Общее время анализа – 30,0 мин. Тем-

пература испарителя +280  °С; температура ионного 
источника +200  °С; температура интерфейса +280  °С; 
режим ввода пробы – без деления потока – 1 мин;  
напряжение на детекторе – 0,84 кВ; ток эмиссии  – 
60  мкА; объем вводимой пробы – 0,1 мкл. Детектиро-
вание осуществляли в режиме полного ионного тока 
(SCAN) в диапазоне 40 m/z – 600 Да, со скоростью ска-
нирования 1000 и результирующим временем 0,5 с.

На хроматограммах образцов присутствовали 
уширенные сигналы вместо пиков гауссовой фор-
мы, что, по-видимому, свидетельствует о термодест- 
рукции этих соединений в инжекторе газового 
хроматографа.

ВЭЖХ-МС с ионизацией распылением  
в электрическом поле

Были подобраны условия хроматографического 
разделения АМОЛа, МА и ГБ. Три аналита разделялись 
на хроматограмме и имели разные времена удержи-
вания при градиентном способе элюирования. Опти-
мизированные условия хроматографического разде-
ления следующие: время 0,0 → 8,0 → 8,2 → 14,0 → 
14,2 → 20,0 мин; вода 50 → 50 → 10 → 10 → 50 → 50 %; 
ацетонитрил 50 → 50 → 90 → 90 → 50 → 50 %; при 
скорости потока элюента 0,3 мл/мин на колонке 
Thermo Scientific Acclaim 300-С18, 2,1 × 150 мм, 3 мкм.

Условия детектирования: режим регистрации по-
ложительных ионов, температура источника 200  °С, 
напряжение на капилляре 4500 В, распыляющий 
(1,2 бар) и осушающий (5,0 л/мин) газ азот.

Масс-спектрометрическое детектирование анали-
тов выявило особенности их ионизации при распыле-
нии в электрическом поле (таблица 1). ГБ не образовы-
вал ионов типа [M + H]+, характерных для ионизации 
при распылении в электрическом поле (ESI). В спект- 
ре ГБ (рисунок 1) обнаруживались продукты фраг-
ментации молекулы и катионизированные ионы ти- 
па [M + Na]+, [M + K]+. Для количественного определе-
ния необходимо использовать наиболее интенсив-
ный ион, воспроизводимо и надежно отображающий 
содержание аналита в пробе. Работа с катионизиро-
ванными ионами редко может соответствовать это-
му требованию, поскольку использовать стандарти-
зованную по содержанию катионов подвижную фазу  
в рутинном анализе без ущерба для оборудования  
затруднительно. Добавки солей в подвижную фазу 
могут привести к загрязнению камер детектора. Из-
за нестабильности образования катионизированных 
ионов может страдать воспроизводимость спектра в 
целом.

АМОЛ, как и ГБ, подвергался фрагментации в 
источнике ионизации с образованием целого спектра 
ионов, в том числе катионизированных, и интенсив-
ного фрагмента m/z 309,2. Такой же фрагмент имелся 
в спектре ГБ. В спектрах МА, единственного из трех 
аналитов, регистрировался характерный для ESI  
интенсивный основной ион типа [M + H]+ m/z 385,2.
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Детектирование ГБ при помощи ВЭЖХ-ESI-МС по-
казало: в спектрах ГБ и АМОЛ нет типичных для ESI 
ионов типа [M + H]+, что затруднило выбор целевого  
иона. Кроме того, данные молекулы легко фрагмен-
тировались в источнике ионизации, хотя распыление  
в электрическом поле относится к мягким спосо-
бам ионизации и редко приводит к появлению спект- 
ра фрагментации. Основным недостатком данного 
метода было затруднение с выбором целевого иона,  
интенсивность которого надежно выражала бы коли-
чественное содержание аналита в пробе.

ВЭЖХ-МС с дериватизацией аналитов

Дериватизация аналитов возможна по их метил-
кетоновым группам, содержащимся у всех аналитов  
в 17-м положении стероидного ядра молекулы, путем 
проведения реакции образования оксимов и гидразо-
нов. Также МА имеет карбонильную группу в 3-м по-
ложении, которая может участвовать в данном типе 
реакций. В качестве дериватизирующих веществ ис-
пользовали два реактива: гидроксиламина гидрохло-
рид и реактив Жирара Т. Дериватизацию проводили 

Рисунок 1. Масс-спектры аналитов при ионизации в ESI: 

А – ГБ; Б – АМОЛ; В – МА

Figure 1. The ESI Mass spectra of analytes: 

A – GB; B – AMOL; C – MA

Таблица 1. Аналиты и их ионы в различных типах детекторов

Table 1. Analytes and their ions in different types of detectors

Название
Name

Гестобутаноил (ГБ)
Gestobutanoil (GB)

Меперегенола ацетат (АМОЛ)
Meperegenol acetate (AMOL)

Мегестрола ацетат (МА)
Megestrol acetate (MA)

Структурная формула
Structural formula
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Брутто формула
Gross formula

C28H40O5 C24H34O4 C24H32O4

Молекулярная масса
Molecular mass

456,3 386,3 384,2

Ионы при ионизации в ESI
Ions upon ionization in ESI

[M + Na]+ m/z 479,3
[M + K]+ 495,2
Ион-фрагмент 309,2
Ion fragment 309.2

[M + Na]+ m/z 409,3
[M + K]+ 425,2
Ион-фрагмент 309,2
Ion fragment 309.2

[M + H]+ 385,2
Ион-фрагмент 325,2
Ion fragment 325.2

Ионы при ионизации в APCI
Ions upon ionization in APCI

Ион-фрагмент 309,2
Ion fragment 309.2

Ион-фрагмент 309,2
Ion fragment 309.2

[M + H]+ 385,2
Ион-фрагмент 325,2
Ion fragment 325.2
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путем смешения раствора аналита и раствора гидрок-
силамина гидрохлорида или раствора реактива Жи-
рара Т в соотношении 1 : 1. Дериватизацию проводили 
при нагревании до 60 °С в течение 30 мин.

Было установлено, что методика, используемая  
для ВЭЖХ-разделения аналитов, не подходит для 
разделения их дериватизированных молекул, по-
скольку в данных условиях они практически не 
удерживались на колонке. Для разделения дерива-
тизированных аналитов использовали следующий 
градиентный режим: время 0,0 → 8,0 → 8,2 → 14,0 → 
14,2 → 20,0 мин; вода 80 → 80 → 10 → 10 → 80 → 80 %; 
ацетонитрил 20 → 20 → 90 → 90 → 20 → 20 %; при 
скорости потока элюента 0,3 мл/мин на колонке Ther-
mo Scientific Acclaim 300-С18, 2,1 × 150 мм, 3  мкм.  
Ионизация аналитов проводилась при помощи ESI. 
На основании расчетов после дериватизации с гид- 
роксиламином мы могли бы ожидать появление в 
спектрах следующих ионов: МА с гидроксиламином 
[M + H]+ m/z  400,2; АМОЛ с гидроксиламином [M + H]+ 
m/z 402,2; ГБ с гидроксиламином [M + H]+ m/z 472,2. 
Но это предположение было верным лишь для МА. 
АМОЛ и ГБ не имели собственных специфичных ионов 
(рисунок 2). При этом в спектрах АМОЛа и ГБ после де-
риватизации обнаруживались некоторые количест- 
ва ионов m/z 400,2. Также была проведена деривати-
зация с реактивом Жирара Т. Ожидаемые ионы дери-
ватов: МА m/z 498,2; АМОЛ m/z 501,2; ГБ m/z 572,2. В 
эксперименте с реактивом Жирара Т подтвердились 
результаты эксперимента с гидроксиламином. Только 
на хроматограмме дериватизированного МА была об-
наружена ожидаемая масса 498,2 (рисунок 2). Анали-

ты ГБ и АМОЛ также имели на хроматограммах пики с 
массой 498,2.

Наличие одинаковых ионов в спектрах продуктов 
дериватизации ГБ, АМОЛа и МА указывает на невоз-
можность дериватизации молекул по метилкетоновым 
группам в 17-м положении циклопентанпергидрофе-
нантрена. Взаимодействие дериватизирующих аген-
тов с МА, АМОЛом и ГБ, по-видимому, происходило 
через заместители у третьего атома углерода цикло- 
пентанпергидрофенантрена. У ГБ гидроксильная груп-
па в 3-м положении защищена сложноэфирной свя-
зью, гидролиз которой в данных условиях был мини-
мален, поскольку хроматограммы ГБ по выделенным  
ионам m/z 400,2 и 498,3 (рисунок 2) имеют неболь-
шую интенсивность по сравнению с АМОЛом. Про-
веденный эксперимент показал, что дериватизация 
гидроксиламином и реактивом Жирара Т в данных 
условиях не подходит для одновременного опреде-
ления ГБ, АМОЛа и МА в одной пробе.

ВЭЖХ-МС с химическим способом ионизации

Условия детектирования: режим регистрации по-
ложительных ионов, температура источника 210  °С, 
температура испарителя 400  °С, напряжение на ка-
пилляре 4000 В, коронный разряд 4000 нA, распыляю-
щий (2,5 бар) и осушающий (4,5 л/мин) газ азот. Хрома- 
тографический режим такой же, как для ВЭЖХ-ESI-МС.

Спектры веществ в APCI, так же как и ESI-спект- 
ры, могут содержать протонированные ионы анали-
тов, но катионизированные ионы там практически не 
образуются. Данная особенность была подтвержде-
на экспериментально. ГБ, АМОЛ и МА при ионизации 
в APCI имели практически те же спектры, что и в ESI,  
но ионы типа [M + Na]+ и [M + K]+ отсутствовали (таб- 
лица 1). Спектры аналитов при ионизации в APCI 
представлены на рисунке 3.

В качестве целевых ионов для АМОЛа и ГБ выбра-
ли ионы-фрагменты с m/z 309,2, МА регистрировали 
в виде протонированной молекулы [M + H+] m/z 385,2.

Метод APCI-МС не требовал специальных усло-
вий для ионизации веществ и позволил избавиться 
от катионизироанных ионов в спектрах ГБ и АМОЛа. 
При этом для работы с APCI подошла та же методика 
ВЭЖХ-разделения с теми же элюентами. Хроматог- 
рамма стандартного раствора 1 со смесью анали-
тов, разбавленного в 30 раз ацетнирилом, пред-
ставлена на рисунке 4. Три аналита имели разные 
времена удерживания: tR АМОЛа составило 8,2 мин; 
МА – 10,2 мин; ГБ – 16,2 мин. 

Анализ сыворотки крови крыс

Апробация разработанной методики ВЭЖХ-APCI-
МС была проведена на биоматрице – сыворотке кро-
ви интактных крыс. Были исследованы такие валида-
ционные параметры, как специфичность и нижний 
предел количественного определения (НПКО). Были 

Рисунок 2. Наложенные хроматограммы продуктов дери-
ватизации с А – гидроксиламином: по выделенным ионам 
m/z  400,2; Б – с реактивом Жирара Т по выделенным ионам 
m/z 498,3. На хроматограммах отмечены пики дериватов, по-
лученные в индивидуальных растворах веществ МА, АМОЛ 
и ГБ

Figure 2. Overlaid chromatograms of derivatization products with 
A – hydroxylamine: for ions m/z 400.2; B – with Girard’s reagent 
T for ions m/z 498.3. The chromatograms show the derivatization 
products peaks in individual solutions of the substances MA, 
AMOL and GB
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проанализированы три пробы: интактная сыворотка и 
сыворотка крови с добавками стандартных растворов 
1 и 2. Хроматограммы представлены на рисунке 4.

Сыворотка крови с добавкой стандартного раст- 
вора 1 показала воспроизведение времен удержива-
ния аналитов по сравнению с хроматограммой стан-
дартного раствора (рисунок 4, А, Б). В интактной 
сыворотке крови крыс не обнаружили эндогенных 
веществ, мешающих определению аналитов (рисунок 
4, В). Сыворотка с добавкой стандартного раствора 2 
(рисунок 4, Г) показала наличие трех пиков аналитов. 
Отношение S/N для НПКО должно составлять не ме-
нее 5/1. На рисунке 4, Г для ГБ, АМОЛа и МА отноше-
ния S/N составили более 5.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Аналиты ГБ, АМОЛ и МА показали свою термола-

бильность в анализе при помощи газовой хроматог- 
рафии. Газовая хроматография приводила к невозмож-
ности разделения и детектирования аналитов. При 
помощи ВЭЖХ аналиты легко разделялись в гради-
ентном режиме элюирования на колонке с привитой 
фазой С18. Были рассмотрены различные варианты 
масс-детектирования аналитов после хроматографи-
ческого разделения. Ионизация при распылении в 
электрическом поле (ESI) показала наличие интенсив-
ных сигналов катионизированных ионов в спектрах 
ГБ и АМОЛа и отсутствие типичных для ESI прото-
нированных ионов, что затруднило выбор целевого  
иона. Была изучена возможность дериватизации мо-
лекул аналитов с целью повышения их способности 
к ионизации. Предложенная реакция образования  
оксимов и гидразонов с гидроксиламином и реак-

тивом Жирара Т не дала ожидаемых продуктов ре-
акции АМОЛа и ГБ. Наиболее стабильным и удобным 
способом детектирования был определен способ хи-
мической ионизации, при котором у ГБ и АМОЛа в 
спектрах отсутствовали катионизированные ионы. 

Апробация методики ВЭЖХ-APCI-МС на сыворот-
ке крови крыс показала, что разработанная методи-
ка пригодна для одновременного определения трех 
аналитов ГБ, АМОЛа и МА в данной биоматрице.

ЛИТЕРАТУРА
1.	 Fülöp I., Vari C.-E., Miklos A., Imre S. LC-MS/MS ESI methods for the 

determination of oestrogens and androgens in biological matrix – 
a minireview. Farmacia. 2017;65(4):485–493.

2.	 Liu Q., Chi Q., Fan R.-T., Tian H.-D., Wang X. Quantitative-Profi- 
ling Method of Serum Steroid Hormones by Hydroxylamine-Deri-
vatization HPLC–MS. Natural Products and Bioprospecting. 
2019;9:201–208.

3.	 Shackleton C. Clinical steroid mass spectrometry: a 45-year history 
culminating in HPLC-MS/MS becoming an essential tool for 
patient diagnosis. J Steroid Biochem Mol Biol. 2010;121(3–5):481–
490. DOI: 10.1016/j.jsbmb.2010.02.017.

4.	 Taylor A. E., Keevil B., Huhtaniemi I. T. Mass spectrometry 
and immunoassay: how to measure steroid hormones today 
and tomorrow. Eur J Endocrinol. 2015;173(2):D1–12. DOI: 10.1530/
EJE-15-0338.

5.	 Sheina N. I., Parshin V. A., Kolesnikova V. V., Myalina L. I., Sazono-
va  L. P., Fedotcheva T. A., Shimanovskii N. L. Generative function 
of female rats upon intragastric administration of tablets of the 
new steroid drug gestobutanoil. Pharmaceutical Chemistry Journal. 
2020;54:439–443. DOI: 10.1007/s11094-020-02219-6.

6.	 Zeinalov O. A., Yaderets V. V., Stytsenko T. S., Petrosyan M. A., 
Andryushina V. A. Synthesis and biological activity of synthetic 
17α-hydroxyprogesterone derivatives. Pharmaceutical Chemistry 
Journal. 2012;46: 203–206.

7.	 Stepanova E. S., Makarenkova L. M., Chistyakov V. V., Rybakov Y. L., 
Gukasov V. M., Fedotcheva T. A., Parshin V. A., Votyakov  V. A., 
Shimanovskii N. L. HPLC-MS method for simultaneous quantitative 
determination of an innovative russian gestagen and its 
metabolites in rat and rabbit blood sera. Pharmaceutical Chemistry 
Journal. 2019;52(12):1016–1020. DOI: 10.1007/s11094-019-01944-x.

Рисунок 3. Масс-спектры аналитов при ионизации в APCI: 

А – ГБ; Б – АМОЛ; В – МА

Figure 3. Mass spectra of analytes during ionization in APCI: 

A – GB; B – AMOL; C – MA

Доклинические и клинические исследования
Preclinical and clinical study



118 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2021. Т. 10, № 2
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2021. V. 10, No. 2

8.	 Stepanova E. S., Makarenkova L. M., Chistyakov V. V., Fedotche-
va  T. A., Parshin V. A., Shimanovsky N. L. Metabolism of Gestobu-
tanoil, a Novel Drug of Progestin Group. Sovremennye tehnologii v 
medicine. 2019;11(3):48–53. DOI: 10.17691/stm2019.11.3.06.

9.	 Семейкин А. В., Федотчева Т. А., Свешникова Е. Д., Шилов Б. В., 
Смирнов А. С., Шимановский Н. Л. Цитостатическая активность 
и энергия лиганд-рецепторного взаимодействия нового оте-
чественного гестагена гестобутаноила и его метаболитов. Хи-
мико-фармацевтический журнал. 2020;54(11):3–8.

10.	 Schindler A. E., Campagnoli C., Druckmann R., Huber J., Pasqua-
lini  J. R., Schweppe K. W., Thijssen J. H. Н. Classification and phar-
macology of progestins. Maturitas. 2008;61(1–2):171-80. DOI: 
10.1016/j.maturitas.2008.11.013.

REFERENCES
1.	 Fülöp I., Vari C.-E., Miklos A., Imre S. LC-MS/MS ESI methods for the 

determination of oestrogens and androgens in biological matrix – 
a minireview. Farmacia. 2017;65(4):485–493.

2.	 Liu Q., Chi Q., Fan R.-T., Tian H.-D., Wang X. Quantitative-Profi- 
ling Method of Serum Steroid Hormones by Hydroxylamine-Deri-
vatization HPLC–MS. Natural Products and Bioprospecting. 
2019;9:201–208.

3.	 Shackleton C. Clinical steroid mass spectrometry: a 45-year history 
culminating in HPLC-MS/MS becoming an essential tool for 
patient diagnosis. J Steroid Biochem Mol Biol. 2010;121(3–5):481–
490. DOI: 10.1016/j.jsbmb.2010.02.017.

4.	 Taylor A. E., Keevil B., Huhtaniemi I. T. Mass spectrometry 
and immunoassay: how to measure steroid hormones today 
and tomorrow. Eur J Endocrinol. 2015;173(2):D1–12. DOI: 10.1530/
EJE-15-0338.

5.	 Sheina N. I., Parshin V. A., Kolesnikova V. V., Myalina L. I., Sazono-
va  L. P., Fedotcheva T. A., Shimanovskii N. L. Generative function 
of female rats upon intragastric administration of tablets of the 
new steroid drug gestobutanoil. Pharmaceutical Chemistry Journal. 
2020;54:439–443. DOI: 10.1007/s11094-020-02219-6.

6.	 Zeinalov O. A., Yaderets V. V., Stytsenko T. S., Petrosyan M. A., 
Andryushina V. A. Synthesis and biological activity of synthetic 
17α-hydroxyprogesterone derivatives. Pharmaceutical Chemistry 
Journal. 2012;46: 203–206.

7.	 Stepanova E. S., Makarenkova L. M., Chistyakov V. V., Rybakov Y. L., 
Gukasov V. M., Fedotcheva T. A., Parshin V. A., Votyakov  V. A., 
Shimanovskii N. L. HPLC-MS method for simultaneous quantitative 
determination of an innovative russian gestagen and its 
metabolites in rat and rabbit blood sera. Pharmaceutical Chemistry 
Journal. 2019;52(12):1016–1020. DOI: 10.1007/s11094-019-01944-x.

8.	 Stepanova E. S., Makarenkova L. M., Chistyakov V. V., Fedotche-
va  T. A., Parshin V. A., Shimanovsky N. L. Metabolism of Gestobu-
tanoil, a Novel Drug of Progestin Group. Sovremennye tehnologii v 
medicine. 2019;11(3):48–53. DOI: 10.17691/stm2019.11.3.06.

9.	 Semeikin A. V., Fedotcheva T. A., Sveshnikova E. D., Shilov  B. V., 
Smirnov A. S., Shimanovsky N. L. Cytostatic activity and ligand-re-
ceptor interaction energy of the new gestagen drug gestobu-
tanoil and its metabolites. Khimiko-Farmatsevticheskii Zhurnal = 
Pharmaceutical Chemistry Journal. 2020;54(11):3–8. (In Russ.)

10.	 Schindler A. E., Campagnoli C., Druckmann R., Huber J., Pasqua-
lini  J. R., Schweppe K. W., Thijssen J. H. Н. Classification and phar-
macology of progestins. Maturitas. 2008;61(1–2):171-80. DOI: 
10.1016/j.maturitas.2008.11.013.

Рисунок 4. Хроматограммы: 

А – стандартного раствора 1, разведенного в 30 раз ацетонитрилом; Б – сыворотки крови с добавкой стандартного раствора 1;  
В – интактной сыворотки крови; Г – сыворотки крови с добавкой стандартного раствора 2 

Figure 4. Chromatograms: 

A – standard solution 1, diluted 30 times with acetonitrile; B – blood serum with the addition of standard solution 1; C – intact blood 
serum; D – blood serum supplemented with standard solution 2
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