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Resum

S’ha optimitzat i validat un métode analitic per a la deteccio de peptids petits en orina
humana. Els peptids petits estudiats sén de la familia de GHRPS, GHS, GnRH, altres
analits estudiats son agents dilirétics, factors del creixement i moduladors dels factors
de creixement i tots ells son consumits per alguns atletes ja que generen un efecte

ergogenic al cos.

El meétode de preparacid de mostra consisteix en una extraccido en fase solida amb
cartutxos OASIS WCX i la separacid i deteccid per cromatografia liquida acoblada a un
masses en tandem (LC-ESI-MS/MS), usant una columna Cig, (1.7 um de mida de
particula), amb fase mobil que conté de solvent A acetonitril amb 0.1% d’acid formic i
de solvent B aigua MilliQ amb 0.1% d’acid formic. El programa de gradient comenga
amb 5% de solvent A i va incrementant fins a 35% en 8 minuts, fins a 80% en el minut
10 i baixa fins a 5% en el seglient minut mantenint aquestes condicions fins al minut
15. La deteccid es va dur a terme amb ionitzacid per electroesprai en mode positiu
monitoritzant les dos millors transicions, i6 precursor-ié producte, especifiques per a

cada analit.

El metode va ser validat en termes recuperacido d’extraccid, precisié intra-assajos

(repetitibilitat) i limits de deteccié (LOD) amb LODs d’1 fins a 2 ng/ml.



Abstract

An analytical method for the detection of small peptides in human urine has been
developed and validated. Peptides included in the method belong to families of GHRPs,
GHS, GnRH, diuretic agents, growth factors and growth factor modulators, and they

are consumed by some athletes because of their ergogenic effect on the body.

The method consist of a solid phase extraction with OASIS WCX cartridges and a
separation by high-performance liquid chromatography-electrospray tandem mass
spectrometry (LC-ESI-MS/MS), with Cig column (1.7 um particle size), a mobile phase
containing acetonitrile with 0.1% formic acid as a solvent A and deionized water with

0.1% formic acid as a solvent B.

The gradient programm starts with 5% solvent A and increases until 35% in 8 minuts,
until 80% in the minut 10 and then decreases to 5% in the next minute and mantain
this conditions until minut 15. The detection was carried out with electrospray
ionization in positive mode monitorizing the two best precurssor ion — product ion

specific transitions for each analyte.

The methodology was validated in terms of extraction recovery, intra assay precision

(repeatability) and limits of detection (LOD) with LODs from 1 to 2 ng/ml.



1. Introduccié

1.1. El laboratori antidopatge de Catalunya

La Fundacio IMIM (Institut Hospital del Mar d’Investigacions Médiques) es troba en el
PRBB (Parc de Recerca Biomedica) de Barcelona. En aquesta fundacié existeixen
diversos departaments d’entre ells el de Neurociencies al qual pertany el Laboratori
d’Antidopatge de Catalunya. El treball s’ha realitzat en el grup de treball de LC-MS. La
principal funcid d’aquest laboratori és el control antidopatge en I'esport, per la qual
cosa s’analitzen mostres d’orina i de sang d’atletes i animals de competicid.

Aquest laboratori esta acreditat per la normativa ISO/IEC 17025 [1] i és un dels 32

laboratoris acreditats per la World Anti-Doping Agency (WADA) en el mén.

1.2. La llista de substancies prohibides de la WADA

La WADA publica anualment una llista de substancies i métodes prohibits a I'esport. En
la taula 1 estan descrites les substancies i métodes prohibits de la llista de la WADA [2]

2018.

Taula 1: substancies i métodes prohibits de la llista de la WADA 2018

Substancies prohibides Substancies prohibides | Substancies Meétodes prohibits
en competicio prohibides en

determinats esports

S1: agents anabolitzants S6: estimulants P1: Betabloquejants M1: manipulacié de

sang i de components
S2: hormones peptidiques, factors de | S7: narcotics o
sanguinis
creixement, substancies afines i mimetics

S8: cannabinoides
M2: manipulacio

S3: agonistes Beta-2 e
S9: glucocorticoides quimica i fisica

S4: moduladors hormonals i metabolics
M3: dopatge geneétic

S5: dilretics i agents emmascarants




En la llista estan incloses unes families de péptids petits (menors a 2kDa), produits a
I’hipotalem, els quals estan prohibits per la WADA degut als efectes ergogénics que
generen en el cos huma. En aquest treball s’analitzaran substancies pertanyents al
grup S2 i S5. La majoria d’aquests peptids son de comercialitzacid prohibida i els
esportistes els compren al mercat negre. Aquestes families de peptids sén les

seglients:

1. GHRP (péptids alliberadors d’hormones del creixement) [3]

Les GHRP sén una classe de péptids sintetics que no es troben en el cos huma. Estan
prohibits ja que, un cop administrats, actuen en I'hipotalem i en la glandula pituitaria
provocant [l'alliberament d’hormones del creixement les quals estimulen el

creixement, la reproduccio cel-lular i la regeneracié en humans i altres animals.

2. GHS (secretagogues d’hormones del creixement) [4]

Les GHS sén una classe de drogues que actuen com a secretagogues, és a dir,
indueixen la secrecié d’hormones del creixement. La principal aplicacié clinica és pel
tractament de la deficiencia de I'hormona del creixement. Aquestes drogues son
també venudes al mercat negre com si fossin esteroides anabolics (variacions
sintétiques de la hormona masculina testosterona) per tal de modificar i moldejar el

cos i per aquest motiu estan prohibides.

3. GnRH (hormones alliberadores de gonadotropines) [5]

Les GnRH soén les hormones alliberadores de gonadotropines: hormona luteinitzant,
hormona estimulant de foliculs i gonadotropina corionica humana. Estan prohibides
degut a que incrementen la produccié de testosterona produint un efecte anabolic en

els teixits musculars.

4. Agents emmascarants i dilirétics [6]

S’analitza la substancia Desmopressin la qual actua limitant la quantitat d’aigua que és
eliminada en la orina, és a dir, és un antidilirétic i per aquesta propietat pot actuar com
agent emmascarant d’altres substancies que I'atleta hagi pogut prendre i per aquesta

rad esta prohibit.



5. Factors del creixement i moduladors dels factors de creixement [7]

S’analitza la substancia TB 500 la qual és un péptid sintetic d’una regié activa de la

Timosina Beta-4. Esta prohibida degut a que millora la recuperacido de lesions,

regeneracio de musculs, tendons, lligaments i pell després dels esforcos i promou la

creacié de noves cel-lules sanguinies i musculars amb la finalitat que I'esportista

conservi el seu rendiment.

En la taula 2 estan descrits cada un dels peptids petits que s’analitzen al laboratori

antidopatge junt amb la informacié sobre a quina familia pertanyen, la seqiiencia de

I'aminoacid, la férmula molecular [8] i la massa monoisotopica [9].

Taula 2: Substancies de naturalesa peptidica analitzades al Laboratori d’Antidopatge

Analit Seqiiéncia aminoacid Férmula Massa
molecular monoisotopica (Da)
GHRP
GHRP-1 H-Ala-His-D-2-Nal-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NH, Cs1HeaN1205 954.5
GHRP-1 2-4 OH H-His-D-B-Nal-Ala-OH CyoHysNsO, 424.2
GHRP-1 2-7 OH His-(D-B-Nal)-Ala-Trp-(D-Phe)- Lys-OH CygHs6N 1007 443.2
GHRP-2 (D-Ala)-(D-B-Nal)-Ala-Trp-(D-Phe)-Lys-NH, CysHssNgOg 817.4
GHRP-2 1-3 OH (D-Ala)-(D-B-Nal)-Ala-NH, CioH23N30, 357.2
GHRP-4 (D-Trp)-Ala-Trp-(D-Phe)-NH, C34H37N;04 607.3
GHRP-4 D4 (ISTD) (D-Trp)-D-4-Ala-Trp-(D-Phe)-NH, CsH33DaN;0,  612.7
GHRP-5 Tyr-(D-Trp)-Ala-Trp-(D-Phe)-NH, Cy3H46Ng06 770.4
GHRP-6 His-(D-Trp)-Ala-Trp-(D-Phe)-Lys-NH, Cy6Hs6N 1,06 872.4
Hexarelin His-(D-Mrp)-Ala-Trp-(D-Phe)-Lys-NH, Ca7HsgN1,06 886.5
Hexarelin 1-3 OH His-(D-Mrp)-Ala-OH Cy1H26Ng0, 427.2
GHS
Ipamorelin Aib-His-(D-2-Nal)-(D-Phe)- Lys-NH, C3gHagNgOs 711.4
Ipamorelin 1-4 OH Aib-His-(D-B-Nal)-(D-Phe)-OH C3,H36N605 585.3
Anamorelin No té composicié peptidica C31H43NG05 546.3
Ibutamoren No té composicid peptidica Cy7H36N,05S 528.2
Alexamorelin H-Ala-His-D-Trp(2-Me)-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NH, CsoHg3N1307 958.1
Alexamorelin 3-6 OH  (D-Mrp)-Ala-Trp-(D-Phe) CisH3sNgOs 623.3
Tabimorelin No té composicié peptidica C3,H4oN,405 528.7




Analit Seqiiéncia aminoacid Férmula Massa
molecular monoisotopica (Da)

GnRH

Buserelin H-Pyr-His-Trp-Ser-Tyr-D-Ser(tBu)-Leu-Arg-Pro- CooHggN16013 1238.7
NHEt

Gonadorelin H-Pyr-His-Trp-D-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH,  CssHy5N17043 1181.3

Leuprolerin H-Pyr-His-Trp-Ser-Tyr-D-Leu-Leu-Arg-Pro-NHEt CsoHgaN 16015 1208.6

Histrelin H-Pyr-His-Trp-Ser-Tyr-D-His(1-Bn)-Leu-Arg-Pro- CeeHggN13012 1323.5
NHEt

Agents emmascarant i dilirétics

Desmopressin deamino-Cys(1)-Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys(1)-Pro-D- CaeHeaN1401,S, 1068.4
Arg-Gly-NH,

Felypressin H-Cys(1)-Phe-Phe-GIn-Asn-Cys(1)-Pro-Lys-Gly- CasHgsN1304:S,  1040.2
NH,

Factors del creixement i moduladors dels factors de creixement

TB 500 N-Ac-Leu-Lys-Lys-Thr-Glu-Thr-GlIn C3gHesN10014 888.5

Abreviacions: Mrp = 2-metil triptofan, Aib = acid aminoisobutiric, Nal = naftilalanina

2.

Objectius

Incorporar i validar, sota normatives de qualitat ISO/IEC 17025 i sota els

requisits de la WADA, nous analits al metode de deteccié i confirmacio de

peptids petits en orina humana per LC-MS/MS.

Optimitzar les condicions de deteccié per LC-MS/MS.



3. Metodologia

3.1. Productes quimics i reactius

Els patrons usats van ser GHRP-2, GHRP-6, Hexarelin i Ipamorelin (Peptide Sciences);
GHRP-4, GHRP-5 i el patrd intern GHRP-4 D4 (UPF); Hexarelin 1-3 OH, Ipamorelin 1-4
OH i GHRP-1 2-4 OH (Auspep); Anamorelin, Tabimorelin, Leuprolerin i I'Histrelin
(Toronto Research Chemicals); Ibutamoren (Sigma-Aldrich); Buserelin i Gonadorelin

(European Pharmacopeia) i TB-500 (WADA).

Tots els solvents i reactius usats en la preparacié de les mostres van ser de qualitat
analitica i son els seglients: acid acétic, fosfat potassic, metanol comprats a Merck
(Darmstadt, Alemanya) i acid formic comprat a Honeywell (Morristown, Estats Units).
L'aigua ultrapura va ser obtinguda usant un sistema de purificacid Milli-Q de Millipore
Iberica (Barcelona, Espanya). Els cartutxos de la SPE sén de mode mixte OASIS WCX (60

mg, 60 um de particules, 30cc) comprats a Waters (Milford, Estats Units).

Els solvents usats en la separacié cromatografica van ser acid formic de qualitat LC-MS
comprat a Sigma-Aldrich (St Louis, Estats Units) i acetonitril de qualitat LC comprat a

Merck (Darmstadt, Alemanya).

3.2. Mostres d’orina, solucions stock i solucions de treball

Les solucions stock dels compostos de la taula 2 i el patrd intern GHRP-4 D4 es van
preparar en aigua al 2% d’acid acétic a concentracions d’1mg/ml. A partir d’aquestes,
les solucions de treball es van preparar a concentracions de 0.1, 1, i 10 pug/ml de patré
diluint amb aigua al 2% d’acid acetic excepte el Leuprolerin que es dilueix amb

metanol. Totes les solucions es van emmagatzemar a -202C.

Com a blanc d’orina (BLOR) s’usen 2 ml d’orina, d’un voluntari sa, sense fortificar i
com a mostra control (ORE) 2 ml d’orina fortificada amb els patrons la qual es prepara

el mateix dia de I'extraccid amb les concentracions finals indicades a la taula 3.



Taula 3: concentracid final de cada patré a I’ORE

Patré Concentracié Patré Concentracio
final (ng/ml) final (ng/ml)

GHRP-2 0.5 GHRP-21-30H 0.5

GHRP-5 10 Alexamorelin 10

GHRP-1 5 TB 500 2

GHRP-6 10 Ibutamorem 2

Ipamorelin 10 Anamorelin 2

Hexarelin 5 Buserelin 2

Desmopressin 5 Gonadorelin 2

GHRP-4 1 Leuprolerin 2

Les mostres d’orina per a analitzar provenen d’esportistes d’elit els quals la seva
organitzacié o federacio esportiva els exigeix fer un control d’antidopatge.
Les mostres d’orina per a la validacid van ser obtingudes a partir de voluntaris sans

gue no prenien cap tipus de medicacio.

3.3. Preparacio de les mostres

Tot el material emprat durant la preparacié de les mostres sempre cal que sigui de
baixa unié. A 2 ml de mostres s’addicionen 5 pul de GHRP-4 D4 com a patré intern
(ISTD) i 1 ml de tampé fosfat potassic 0.1 M, pH = 7 i es vortegen uns 10 segons. Es
comprova amb tires de pH que aquest estigui entre 6-7.5. Es centrifuga tot durant 10

minuts a 4350 rpm.

Es carreguen les mostres en cartutxos OASIS WCX, previament acondicionats amb 1 ml
de metanol i 1 ml d’aigua MilliQ. El cartutx es renta amb 3 ml d’aigua MilliQ i 1 ml de
solucié metanol/aigua 50:50. Els analits s’elueixen amb elucié manual amb una solucid
de 3 ml de metanol amb 5% d’acid formic. S’evapora I’eluat en un speedvac durant 2h
fins a un volum d’uns 100 ul i el residu es reconstituit amb 50 pl d’aigua MilliQ amb 2%
d’acid acetic. Es vortegen les mostres i es centrifuguen durant 10 minuts a 4350 rpm.

Es transfereix el contingut de cada mostra a microvials de 0.2 ml de polipropile, els
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quals estan dins dels vials de cromatografia liquida de 2 ml, i es carreguen a

I’autosampler del LC-MS/MS.

3.4. Condicions de LC-MS/MS

Les analisis de LC-MS/MS es van dur a terme usant un espectrometre de masses de
triple quadrupol (Xevo TQ XS) amb ionitzacié electroesprai (ESI) (Waters Associates,
Milford, MA, USA) acoblat préeviament a un cromatograf de liquids d’alta eficacia
(UPLC) (Acquity, Waters Associates) per a la separacié comatografica. El gas de conus i
de desolvatacio va ser nitrogen. El flux de desolvatacio va ser de 1200 L/h i el flux del
gas del conus 150 L/h. La temperatura de desolvatacié del nitrogen va ser 6002C i la
temperatura de la font 1502C. L’Argd es va utilizar com a gas de col:lisio. La ionitzacio

per electroesprai va ser en mode positiu a un voltatge de capil-lar de 2.5 kV.

La deteccié va ser en mode de monitoritzacid de reaccions multiples (MRM). Els
parametres de ESI (voltatge de conus i energia de col-lisid) van ser optimitzats per a
cada analit per infusié directa de solucions patré d’1 pg/ml a I'espectrometre de
masses a un flux de 10 pl/min. Per adquirir i processar les dades es va utilitzar el

software MassLynx (Waters Corporation, Milford, MA, USA).

La separacié cromatografica es va dur a terme en el cromatograf de liquids Waters
Acquity UPLC system amb columna Acquity BEH Cig (100 mm x 2.1 mm, 1.7 um de
mida de particula) (Waters Corporation, Milford, MA, USA). La temperatura del forn es
manté constant a 452C. La fase mobil consisteix en acetonitril al 0.1% d’acid formic
(solvent A) i aigua MilliQ amb 0.1% d’acid formic (solvent B). El flux és de 0.6 ml/min
amb les seglients condicions de gradent: 5% de solvent A incrementant fins a 35% A
en 8 min, augmentant fins a 80% A en 2 min, baixant fins a 5% A en 1 min i mantenint
les condicions inicials durant 4 min. El temps total d’analisi és de 15 min i el volum de

mostra injectat de 10 pl.

El voltatge de conus, les transicions caracteristiques de cada analit i les energies de

col-lisié de cada analit estan detallades a la taula 4.
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Taula 4: condicions de LC-MS/MS per a cada analit

Analit TR (min) TRR (min)  Precurssor (m/z)  Producte (m/z) CV (V) CE (Ev)
GHRP-1 4.8 0.73 478 406.2 30 20
GHRP-1 4.8 0.73 478 209 30 20
GHRP-1 2-4 OH 2.78 0.43 424.2 3351 20 15
GHRP-1 2-4 OH 2.78 0.43 424.2 287.2 20 15
GHRP-2 6 0.91 410 550 20 15
GHRP-2 6 0.91 410 170 20 20
GHRP-2 1-3 OH 4.4 0.67 358 170 20 15
GHRP-2 1-3 OH 4.4 0.67 358 241 20 15
GHRP-2 1-3 OH 4.4 0.67 358 269 20 10
GHRP-4 6.08 1.04 608 351 20 20
GHRP-4 6.08 1.04 608 444 20 20
GHRP-4 D4 (ISTD) 6.6 1 612.2 350.9 25 20
GHRP-4 D4 (ISTD) 6.6 1 612.2 448.4 25 20
GHRP-5 7.4 1.13 771 351 20 30
GHRP-5 7.4 1.13 771 421 20 30
GHRP-5 7.4 1.13 771 754 20 30
GHRP-6 3.8 0.59 437.5 129 20 20
GHRP-6 3.8 0.59 437.5 395.3 20 20
GHRP-6 3.8 0.59 437.5 324 20 20
Hexarelin 4.3 0.66 444.68 129.2 30 15
Hexarelin 4.3 0.66 444.68 110 30 15
Hexarelin 4.3 0.66 444.68 338 30 20
Hexarelin 4.3 0.66 444.68 248 30 20
Hexarelin 1-3 OH 1.78 0.27 427.4 310.2 20 20
Hexarelin 1-3 OH 1.78 0.27 427 273 20 20
Histrelin 4.08 0.62 442 221 30 15
Histrelin 4.08 0.62 442 538 30 15
Ipamorelin 2.8 0.42 357 129 20 15
Ipamorelin 2.8 0.42 357 223 20 15
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Analit TR (min) TRR (min)  Precurssor (m/z)  Producte (m/z) CV (V) CE(Ev)
Ipamorelin 2.8 0.42 712 223 20 30
Ipamorelin 1-4 OH 4.58 0.70 585 223 20 25
Ipamorelin 1-4 OH 4,58 0.70 585 166 20 25
Anamorelin 8.5 13 547 276.2 25 20
Anamorelin 8.5 1.3 547 174 25 30
Ibutamoren 7.5 1.14 529 267 30 20
Ibutamoren 7.5 1.14 529 263.3 30 20
Alexamorelin 4.1 0.63 480 209 30 20
Alexamorelin 4.1 0.63 480 813 30 20
Alexamorelin 4.1 0.63 480 550 30 20
Alexamorelin 3-6 OH  7.04 1.1 623 352 20 20
Alexamorelin 3-6 OH  7.04 1.1 623 335 20 20
Buserelin 6 0.91 620.5 2213 30 25
Buserelin 6 0.91 620.5 249.1 30 25
Buserelin 6 0.91 620.5 592.4 30 15
Gonadorelin 3.6 0.55 591.9 498.2 35 25
Gonadorelin 3.6 0.55 591.9 249.1 35 25
Leuprolerin 5.6 0.86 605.5 299.3 35 25
Leuprolerin 5.6 0.86 605.5 248.9 35 25
Desmopressin 4.1 0.63 535 120 25 20
Desmopressin 4.1 0.63 535 328 25 20
Felypressin 3.15 0.48 521 300 25 15
Felypressin 3.15 0.48 521 129 25 15
TB 500 11 0.17 445 359 30 20
TB 500 1.1 0.17 446 84 20 25
TB 500 11 0.17 446 147.1 30 25
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3.5. Validacio del métode

Aquest procediment experimental va ser validat seguint els parametres d’acord amb la
norma UNE-EN ISO/IEC 17025:2017 i els requisits de la WADA. D’aquesta manera el
metode va ser validat en termes de recuperacido d’extraccid, precisid intra-assajos

(repetitibilitat) i limits de deteccio (LOD).

Per tal d’avaluar la repetitibilitat es van analitzar 6 replicats de blanc d’orina fortificats
amb els patrons a concentracié inferior (control inferiror, Cl) i 6 replicats a
concentracié superior (control superior, CS) , el doble que la concentracié inferior,

aproximadamenr, el mateix dia.

Per avaluar el rendiment d’extraccid, es van analitzar 6 replicats d’orina de control
superior (carregats a l'inici de I'extraccid) sotmeses al procediment normal d’extraccié i
6 replicats amb I'extraccié prévia de la matriu (patrons addicionants després de I'elucié

de I'extraccid).
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4. Resultats

4.1. Cromatogrames dels analits analitzats al metode

A la figura 1 es mostren els cromatogrames d’un blanc d’orina carregat només amb el

ISTD i a la figura 2 els cromatogrames d’un blanc d’orina carregat amb els patrons dels

peptids petits.

ISTD GHRP 4

F31:MRM of 2 channels,ES+
612.2 > 448.4
100 1.915e+007
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400 450

GHRP1
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ANAMORELIN
8.84
3470.65
3.47e3

Yo

min

8.00 10.00

TB 500 Ipamorelin S_Gonadorelin
F16:MBM of 3 channels,ES+ F5:MRM of 3 channels,ES+ F26:MRM of 2 channels,ES+
446 > 1471 357> 129 591.9> 2491
100 8.668e+003 100 - 2.48 4.391e+004 100 6.614e+003
N\ '
4 1 3. OD 3.26
* % V b 25‘ F/ 3.70
AL W3
min min
0.50 1.00 2.00 3.00
Hexarelin Alexamorelin GHRP6
F13:MRBM of 4 channels, ES+ F18:MRM of 3 channels, ES+ F11:MRM of 3 channels,ES+
44468 > 120.2 480 > 209 4375 > 129
00 139104004  qgp- 384 6.327e+004 0, GHRP63.8492+004
1 . 3.88
89
3, 89 Alexamorelin 4505 63
"ﬂ"ﬂ F/ 4.82.4.93 . 4113.38 4.60e3
o 3 %
% V "wum V ’f 4.11e3

449 508

; 0 min
400 450 4.00 4.50 4.00 5.00
S Leuprorelin S Buserelin GHRP2
F27:MRM of 2 channels,ES+ F32:MRBM of 3 channels,ES+ F8:MRM of 2 channels,ES+
605.5>248.9 62055924 410> 170
1007 542, 5. ’153 6.822e+003 100 2.38%+004 100 597 3.968e+004
2 i 6.05 N %
13 \|,| N\’\)ﬁ' 598 [,
\ W\N V
% %5.20 Yer
08 6.57

0 min 0 min
500 550 6.00 550 6.00 650 6.00 6.50
GHRP4 IBUTAMOREN GHRP5
F29:MRM of 2 channels,ES+ F22:MRM of 2 channels,ES+ F40:MRM of 4 channels,ES+
608 > 444 529 > 267 771 > 421
100 8_%6 81332;301:‘.te+t3l0.'.3 100 L 6.953e+003 100 a7 ?08 54559+003
| \
6.19 | gm p f/ fr " \ A \\/
% 2 % %
min 0 min i} min

6.00 6.50 7.00 700 750 800 7.00 7.50 8.00

Figura 1: cromatogrames d’un blanc d’orina carregat amb el ISTD
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Figura 2: cromatogrames d’un blanc d’orina carregat amb els patrons dels péptids petits

4.2,

Optimitzacions de les condicions de I’espectrometria de masses

Per tal d’incorporar al métode d’analisi els analits I[pamorelin 1-4 OH, Hexarelin 1-3 OH,

GHRP-1 2-4 OH, Alexamorelin 3-6 OH, Histrelin i Felypressin, s’han d’estudiar i

optimitzar els parametres instrumentals del ESI-MS/MS. Primer de tot, es preparen

aliquotes d’aquests patrons de concentracié d’1 pug/ml i aliquotes de blancs d’orina

fortificats amb concentracions dels patrons de 2 ng/ml. S’infusionen directament els
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patrons a I'espectrometre de masses i s'obtenen els espectres de masses en scan i els

espectres de masses d’ions producte de cadascun.

Primer es van adquirir les dades en mode Full-Scan per identificar i seleccionar els ions
precursors més abundants. Aquests ions corresponen a les carregues dominants de
I'analit. Experimentalment, es modifiquen les condicions de voltatge de conus i
d’energia de collisié per tal d’obtenir els espectres de masses d’ions producte i valorar
quins son els ions producte més abundants. Es trien les transicions optimes a incloure
en el métode MRM i s’injecten els patrons purs amb el gradent cromatografic del
metode per identificar el temps de retencid. Paral-lelament s’extreuen una mostra
blanc i una mostra carregada amb els analits a incorporar per verificar de nou el temps

de retencid i la senyal obtinguda després d’un procediment d’extraccid.

S’analitzen els cromatogrames del patrd sol i el d’orina fortificada i es busquen dos
transicions i0 pare — i0 fill que apareguin en els dos experiments, que donin bona
senyal al detector i que no tinguin pics interferents propers a la zona on apareix el pic

de I'analit.

A continuacié es mostra a la figura 3 els espectres de masses dels ions producte dels

analits incorporats al meétode analitic.

Alexamorelin 3-6 OH Felypressin GHRP-1 2-4 OH
CV 20 CE 20 Daughters of 623ES+ CV 25 CE 15 Daughters of 521ES+ CV 20 CE 15 Daughters of 424ES+
» 20 o1
10 i 10H 1000 e
5 eyl
# ) T 512 #
19 a8 1 [— 10 27 18
m\l 2 413 foee) [ gngl a7 | a7
- 63 76|27 . 25 1
(A R— EB]"I .i'l‘- : ‘m'E]I.mrz 0 '1! T N e NPT [+ 9P i | o
00 20 300 400 50 800 100 200 30 400 500 60O 100 200 D0 400 500 00
Hexarelin 1-3 OH Ipamorelin 1-4 OH Histrelin
CV 20 CE 20 Daughters of 427E5+ v 20 CE 25 Daughters of 585ES+ CV 30 CE 15 Daughters of 442ES+
b
g 110 ™ T il T
= 30 165
. 26 5 5 58
8
731% - l 21 28 s
e o o 35 33 =00 110 ] =5
Okl J "'l & ‘ prereperreperen b L |‘ .?mT'j.| plecn Be T8 % e '.11’3.412.“}.' frobbrrreeeren miz
0 20 A0 40 0 A0 00 200 300 400 500 60O 00 200 300 400 500 600

Figura 3: espectres de massa dels nous analits incorporats al métode analitic
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4.3, Validacions del meétode

En la validacié del metode s’han avaluat els parametres del limit de deteccid, la

recuperacié de I'extraccio i la repetitibilitat.

La repetitibilitat s’expressa com el percentatge de la divisié de la desviacid estandard i
la mitjana dels valors de les ratios d’arees de patrd i patré intern en els diferents

replicats (n=6).

La recuperacio de I'extraccio s’expressa com el percentatge de la divisié de la ratio de
I’area del control superior sotmes al procediment normal d’extraccid i l'area del patrd
intern entre el promig de la ratio de les arees dels patrons amb extraccié de les

matrius i les arees del patré intern.

A Patro sense extraccio matriu/A ISTD)
x 100

%% Rendi text 6 =
% Rendiment extraccié 7 (A Patré extraccié matriu/ ISTD)

El coeficient de variacido CV s’expressa com el percentatge de la ratio entre la desviacid

estandard i la mitjana dels valors del rendiment d’extraccio en els diferents replicats.
]

o(Rendiment extraccio)
% CV = = : — %100
X(Rendiment extraccid)
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Els resultats es mostren a la taula 5.

Taula 5: resultats dels parametres de la validacid

Patro LOD CI Repetitibilitat Cl (& Repetitibilitat CS  Rendiment %CV
(ng/ml) (n=6) (%RSD) (ng/ml) (n=6) (%RSD) extraccié (%)

Alexamorelin 1 12.8 5 6.5 52.6 6.5
Alexamorelin3-6 OH 1 12.9 2 16.4 38.0 16.4
Desmopressin 1 4.3 2 10.8 84.4 10.8
Felypressin 2 4.5 5 6.4 56.9 6.4
GHRP-1 2-4 OH 2 2.9 5 5.0 59.5 5.0
GHRP-1 2-7 OH 1 8.5 2 2.7 52.8 2.7
Hexarelin 1-3 OH 1 23.0 2 19.8 14.5 19.8
Histrelin 2 3.2 5 5.1 99.5 5.1
Ipamorelin 1-4 OH 2 19.3 5 13.0 48.0 13.0
Tabimorelin 1 7.1 5 1.3 - -

En quant a la repetitibilitat, es pot observar que hi ha bons % RSD (menors a 25 %) en

el control superior i bons resultats en el control inferior. De manera general hi ha

%RSD més elevats per als patrons amb les concentracions més petites tant en els

controls inferiors com en els superiors.

En quant als rendiments d’extraccid, superen el 50% (excepte per Hexarelin 1-3 OH i

Alexamorelin 3-6 OH). No s’ha pogut calcular el rendiment d’extraccié del Tabimorelin.

En les figures 4 i 5 es mostren els cromatogrames dels blancs d’orina carregats a

concentracions d’1-2 ng/ml (controls inferiors), carregats a 2-5 ng/ml (controls

superiors) i del blanc d’orina obtinguts durant la validacié.
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Figura 4: cromatogrames del control inferior, control superior i del blanc d’orina
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Figura 5: cromatogrames del control inferior, control superior i del blanc d’orina




5. Discussio

5.1. Comparacio dels resultats amb els requisits de la WADA

S’han comparat els limits de deteccié aconseguits pel Laboratori d’Antidopatge de
Catalunya enfront dels limits de deteccio requerits per la WADA [10]. Els requisits de la
WADA posen com a limit de deteccié 2 ng/ml per a les substancies GHRP, GHS, GnRH,
factors del creixement i moduladors dels factors de creixement, els agents
emmascarants i diliretics. Tots aquests requisits es compleixen ja que els limits de

deteccio al laboratori estan per sota tal i com esta indicat a la taula 5.

5.2. Comparacio dels resultats amb altres grups

S’han comparat els limits de deteccié aconseguits pel Laboratori d’Antidopatge de
Catalunya, taula 3 i taula 5, enfront dels aconseguits per onze grups de treball, taula 6,
trobats a la bibliografia els quals usen LC-MS/MS amb ionitzacié amb electroesprai i

mode MRM.

La majoria dels grups de treball tenen limits de deteccid entre 0.10 i 1 ng/ml excepte el
laboratori 9 i laboratori 11 que son els que els tenen més baixos entre 0.002 i 0.01

ng/ml degut a una major sensibilitat de I'equip.

El Laboratori Antidopatge té limits de deteccido més baixos per al GHRP-2 1-3 OH que el
laboratori 5 i el mateix LOD que el laboratori 4.
El Laboratori Antidopatge té el mateix valor de LOD per al GHRP-2 que el laboratori 3

aixi com el mateix LOD de GHRP-4 que el laboratori 5.
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Taula 6: limits de deteccid dels péptids petits d’altres grups de treball

Substancia Lab 1 [11] Lab 2 [12] Lab3[13] Lab4][14] Lab 5 [15] Lab 6 [16] Lab 7 [17] Lab 8 [18] Lab9[19] Lab10[20] Lab11[21]
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/mi) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
GHRP
GHRP-1 0.50 0.50 0.50 0.50 - 0.50 0.20 0.20 0.01 - 0.01
GHRP-1 2-7 OH - - 0.50 - - - - - - - -
GHRP-2 0.20 0.10 0.50 0.20 - 0.20 0.05 0.05 0.005 - 0.002
GHRP-2 1-3 OH 0.25 0.10 0.20 0.50 1 - - 0.20 - - 0.005
GHRP-4 0.20 0.20 0.20 0.50 1 0.20 - 0.05 0.005 - 0.005
GHRP-5 0.25 0.20 0.50 0.20 1 0.25 - 0.10 0.005 - 0.005
GHRP-6 0.30 0.50 0.50 1 - 0.30 0.10 0.10 0.005 - 0.01
Hexarelin 0.30 0.50 0.20 0.50 - 0.30 0.20 0.20 0.01 - 0.01
Hexarelin 1-3 OH - - 0.20 - - - 0.20 0.20 - - -
Alexamorelin 0.25 - 1 0.50 - 0.25 - 0.50 0.025 - 0.01
Alexamorelin 3-6 OH - - 0.20 - 0.10 - - - - - -
GHS
Ipamorelin 0.25 0.20 0.10 0.50 - 0.25 0.20 0.05 0.01 - 0.01
Ipamorelin 1-4 OH - - - - - - 0.20 0.20 - - -
Anamorelin - 0.20 0.05 0.20 0.10 - - - - - -
lbutamorem - - 0.10 0.10 - - - - - - -
GnRH
Buserelin - 0.05 - 0.20 0.50 - - - - 0.10 -
Leuprolerin - 0.05 - 0.20 0.50 - - - - 0.50 -
Histrelin - - - - - - - - - 0.50 -
Agents emmascarants i dilirétics
Desmopressin - 0.05 - 0.50 0.50 - - 0.10 - - -
Felypressin - 0.20 - 0.20 - - - - - - -

N
w



6. Conclusions

El metode analitic realitzat, permet una bona deteccié de 25 péptids petits (taula 1) en
mostres d’orina humana després d’una extraccié en fase solida amb cartutxos WCX

d’intercanvi ionic i posterior analisi LC-MS/MS.

S’han incorporat al metode analitic els seglients analits: Ipamorelin 1-4 OH, Hexarelin

1-3 OH, GHRP-1 2-4 OH, Alexamorelin 3-6 OH, Histrelin i Felypressin.

Ha estat possible la validacid de tots els analits incorporats juntament amb el
Desmopressin, I’Alexamorelin i el Tabimorelin en termes de limits de deteccid,
repetitibilitat i recuperacié d’extraccio. Els limits de deteccid assolits son entre 1-2

ng/ml i estan per sota dels requerits per la WADA tal com indica la taula 5.
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Agraiments

Vull agrair a tot el personal de I'Institut Hospital del Mar d’Investigacions Mediques per
haver-me oferit I'oportunitat de treballar amb ells. He pogut veure el dia a dia d'un
laboratori antidopatge, tot el procediment de treballar sota normatives de qualitat de
I'acreditacié ENAC i sota els requisits de la WADA, el seguiment de la cadena de
custodia de les mostres aixi com realitzar optimitzacions i posar a punt metodes
d’analisis. Juntament amb I'equip del Laboratori Antidopatge, he tingut I'ocasié Unica
de col-laborar en les analisis de mostres de la competicié dels “Jocs del Mediterrani

Tarragona 2018”.

Tot plegat m’ha permés complementar els meus estudis del grau de quimica i del
master aixi com aprofundir en coneixements tant de bioquimica com de quimica

forense.
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