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Sterydy anaboliczno-androgenne (SAA), to grupa naturalnych"'-.‘

i syntetycznych zwigzkow, ktore nasladujg dziatanie endogennego"-.‘
testosteronu. Pobudzajq receptory androgenowe, przyczyniajac sie |

z jednej strony do wzrostu masy i sity miesniowej, a z drugiej do
redukcji tkanki ttuszczowej. Chociaz stosowanie SAA w sporcie jest
zakazane, nadal sg one najbardziej naduzywang klasg Srodkéw
dopingujacych. Materiatem do badan, pod katem obecnosci SAA
jest mocz - wykazujacy silne efekty matrycowe, ktére mogq
prowadzi¢ do =zafatszowania wynikow. W celu przezwyciezenia
problemdéw wynikajacych z niewystarczajgcej specyficznosci analiz
na urzadzeniach niskiej rozdzielczosci, do opracowania czutej i
selektywnej metody oznaczenia 28 SAA w moczu wykorzystano
spektrometr mas wysokiej rozdzielczosci ZenoTOF 7600 .

Materialy i metody

Schemat postepowania z probami badanymi przedstawiono na
rysunku (Rysynek 1). Proby analizowano z wykorzystaniem
spektrometru mas ZenoTOF 7600 (Sciex) sprzezonego z
chromatografem cieczowym ExionAC (Sciex). Parametry metody
LC-MS/MS przedstawiono w tabeli 1.

Homogenna prébka moczu (1 mL)

l

Wzbogacenie mieszning analitow (proba kalibracyjna)
oraz dodanie standardu wewnetrznego

l

Trawienie (enzym B-glukuronidaza)
czas: 1 godz, temp. 70°C

l

Ekstrakcja do fazy statej (SPE)
na kolumienkach CUNAX226 (UCT)

l

Odparowanie zebranego eluatu
(koncentrator Ultravap Levante)

l

Rozpuszczenie pozostatosci po odparowaniu

l

Analiza celowana LC-HR-MS/MS (MRMhr)

l

Opracowanie wynikow — analiza ilosciowa
i jakosciowa (potweirdzajaca)

Rysunek 1. Schemat przedstawiajacy sposob postepowania z probami moczu

Tabela 1. Parametry metody LC-MS/MS.

Parametr metody Zastosowana wartos¢
Chromatograf cieczowy ExionAC (Sciex)

Kolumna chromatograficzna Kinetex 2.6 um XB-C18 100 A
Fazy ruchome A:H20
Y B: ACN/MetOH (1:1 v/v)

Objetos¢ nastrzyku 10 pL

Czas trwania analizy 12 min

ZenoTOF 7600 (Sciex)

Zrédto jonow Turbo V™ |on Source (ESI)

 [IEEET Dodatnia
Ml Tryb skanowania MRMhr
M Tryb fragmentagiji CID oraz EAD

Wyniki

W metodzie MS/MS zastosowano dwa tryby fragmentaciji:

« CID (Collision-induced dissociation) — powszechnie stosowana technika fragmentacji
« EAD (Electron activated dissociation) — alternatywny sposdb fragmentacji umozliwiajacy uzyskanie bardziej
rozbudowanego widma fragmentacyjnego, a tym samym dostarczajgcego unikalnych jonow fragmentacyjnych

zwiekszajacych specyficznos¢ metody.
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— .Spectrum from 20220726_spike_mocz_EAD.wiff2 (sample 4) - mocz 10...0 - 334) from 5.235 to 5.375 min Precursor: 329.3 Da, CE: 58.0]
@ Library Spectrurn: Stanazolol EAD , CE=5820
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Rysunek 2. Schemat przedstawiajacy mechanizm fragmentacji technikg CID | EAD oraz widmo MS/MS uzyskane przy wykorzystaniu obu"‘-“
| rodzajow fragmentacji na przyktadzie Stanazololu. ‘

. Mass | Frag...| RT |lsotope| Lib _ ) |
Index Sample Name  Y]|Sample T._ T c“:a";":“t Coﬁcc:ﬁlr E"P;’;t“'v Area v“"Tti‘:““:"' 5:’::“3? U... Y| Formula T P’:::'"v Ervor.. | Mass.. | Confi...| ConfiL. | Confi.. :t":,l':s Er':lﬁ__ ﬂi"::__v lraryHit T :'2::2’ c::::.v ﬂ:‘“ 7
, 5 ng/ml Standard Stanazolol 5.00 5.16 1913e5 [5.47 0.01 C21H32N... | 329.259 329.2584 | -1.0 95.0751 | Stanazolol EAD | 97.7 86.841 |19
42 [10ng/ml Standard Stanazolol 10.00 5.16 313565 5.7 0.00 C21H32M... | 329.259 v v v | v | v 320258  -0.3 95.0764 | Stanazolol EAD  95.9 94867 0.7
71| blank mocz (2x wods) Unknown | Stanazolol N/A 5.16 13583 5.25 0.09 C21H32N.. | 320.259 ® ® v ° ® 3292111 | -1448 950836  NoMatch 0.0 4584 Infinity
100 | mocz10 ng/ml (2xwods)  Unknown | Stanazolol N/A 5,16 1.936¢5 516 0.00 C21H32N.. | 320.259 v v v | v | v 32002588 0.1 950758 | Stanazolol EAD 987 95654 553
129 | mocz 10 ng/ml (1x woda 1... Unknown | Stanazolol N/A 5.16 228065 5.16 0.01 C21H32N... | 320.259 v A v | v | v 320258 -04 95,0750 | Stanazolol EAD 987 87.069 35
Rysunek 3. Potwierdzenie tozsamosci analitu w roztworach oraz probie matrycowej na przyktadzie Stanazololu.
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Rysunek 4. Chromatogram prezentujacy rozdziat 28 sterydow anabolicznych [st¢zenie 50 ng/mL] w metodzie LC-MS/MS z wykorzystaniem systemu

ZenoTOF 7600.

v A @
L Acceptable Marginal Unacceptable Combined Score
Apply Qualitative Rule . P ) g . P i
Difference Difference Difference Weight (%)
v Mass Error (ppm) < 5 < 10 »= 10 20
v Fragment Mass Error (ppm) < 10 < 20 r= 20 20
. . ) (@ Error %
= 20 - :
v Error in Retention Time < 2.5 < 20 > 2 3 ) Absolute |
v % Difference Isotope Ratio < 10 < 20 == 20 5
v Library Hit Score = 70 = 50 <= 50 50
Formula Finder Score e 50 > 20 <= 20 20

Rysunek 5. Parametry skladajace si¢ na wielopoziomowe potwierdzenie obecnosci analitu w
probie. Na koncowy wynik jakosciowy (combined score) wptywa 5 kryteriow 0 roznych wagach
decyzyjnych — kluczowym parametrem w prezentowane] metodzie jest uzyskane widmo
feagmentacyjne, ktore odpowiada za 50% uzyskanych punktow.

Tabela 2 Limit detekcji uzyskany dla poszczegdlnych analitow w prébach matrycowych.

Limit detekcji | Stosunek sygnatu do szumu
[ng/mL] [S/N]

6-hydroxymethandienone 5.00 26.2
3-hydroxystanozolol 0.05 33,5
4beta-hydroxystanozolol 0.01 6.3
17-alpha-trenbolone 5.00 68
16-beta-hydroxystanozolol 0.01 16.3
Oxandrolone 5.00 42.3
Methandienone 0.50 20.8
Testosterone™ - -

Epitestosterone” - -
Turinabol 0.01 7.4

5-alpha-dihydrotestosterone™ - -
Stanazolol 0.01 13.2
19-norandrosterone 1.00 4.7
Trenbolone acetate 1.00 9.3
Oxymetholone 50.00 45.8
Methenolone acetate 0.01 15.6
Testosterone propionate 0.01 7.2
Nandrolone phenylpropionate 0.05 5.9
Testosterone phenylpropionate 0.10 19.5
Drostanolone propionate 0.10 9.2

Testosterone caproate-isocaproate 0.05 68.4

Testosterone enanthate 0.05 5.9
Testosterone cypionate 0.05 39.9
Methenolone enanthate 0.10 9.8
Boldenone undecylate 0.05 7.1
Drostalonone enanthate 0.50 8.5
Testosterone decanoate 0.10 17.8
Testosterone undecaonate 0.50 14.9

*zwiagzki endogenne, brak mozliwos$ci wyznaczenia rzeczywistego LOD przy zastosowanej matrycy

Podsumowanie

Opracowana metoda LC-MS/MS charakteryzuje sie nie tylko wysokg

czutoscia,

ale poprzez zastosowanie urzgdzenia HR-MS/MS oferuje

dodatkowe elementy potwierdzajgace obecnos¢ zwigzku, takie jak defekt
masy dla jonow prekursorowych i fragmentacyjnych, rozktad izotopowy

czy porownanie badanego widma MS/MS z bibliotekg widm MS/MS.
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