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Tama opinnaytetyo tehtiin Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen dopingtestauslabora-
toriolle. Dopingtestauslaboratorio on Maailman antidopingtoimiston (WADA) akkredi-
toima laboratorio ja ainoa Suomessa. Dopingtestauksen tarkoituksena on ehkaista
dopingin kayttdéa ja havaita dopingrikkomukset. Dopingtestauksesta Suomessa vas-
taa Suomen urheilun eettinen keskus, joka suunnittelee testausprosessin ja suorittaa
naytteiden oton.

Opinnaytetyon tarkoituksena oli kehittda anabolisten steroidien estereiden seulonta-
menetelma humaaniseerumista nestekromatografi-tandemmassaspektrometrille.
Seulontamenetelman kehitykseen kuului naytteenkasittelyn optimointi ja analysointi-
menetelman kehitys LC-MS/MS-laitteelle. Tassa tyossa kaytettiin C8-kaanteisfaa-
sikolonnia, sahkdsumutusionisointia ja kolmoiskvadrupolia.

Naytteenkasittelyssa testattiin kolmea eri neste-nesteuutto-tekniikkaa, jotka olivat
metyylitertbutyylieetteri-uutto, heksaanietyyliasetaatti-uutto ja heksaani-etyyliase-
taatti-uutto ulossuolauksella. Testattiin myos valitun derivatisointitekniikan toimivuutta
ja selvitettiin optimaalinen liuotustilavuus.

Analyysimenetelmaan kehitettiin sopiva gradientti ja asetettiin virtausnopeus ja kolon-
nin lampatila. Automaattisella optimoinnilla valittiin jokaisen tutkitun yhdisteen lah-
toioni, kaksi tuoteionia ja tormaysenergiat.

Luotuun seulontamenetelmaan valittiin neste-nesteuutoksi MTBE-uutto, derivatisoin-
tireagenssiksi Girard’s P -derivatisointireagenssi ja naytteenkasittelyssa liuotustila-
vuudeksi valittiin 50 pl. Menetelmassa boldenoniundesylenaatti ei derivatisoitunut ja
kyseiselle yhdisteelle valittiin lahtdioniksi sen ei-derivatisoitu muoto. Muille yhdisteille
|6ydettiin sopivat I&hto- ja tuoteionit.

Avainsanat: dopingtestaus, seulontamenetelma, neste-nesteuutto,
nestekromatografiamassaspektrometria
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This study was carried out for the Doping Control Laboratory of the National Institute
for Health and Welfare. The Doping Control Laboratory is accredited by World Anti-
Doping Agency (WADA), and it is only doping control laboratory in Finland. The main
purpose of doping control is to prevent the use of doping and to detect anti-doping
rule violations. In Finland, the Finnish Center for Integrity in Sports (FINCIS) is re-
sponsible for doping control procedure, which includes planning testing procedures
and collecting samples.

The aim of this work was to develop screening method for esters of anabolic steroids
in human serum. The analysis was performed by liquid chromatography tandem
mass spectrometry (LC-MS/MS). The screening method development included opti-
mizing sample preparation and establish analysis method for LC-MS/MS. The study
was carried out using C8 reverse phase column, electro spray ionization and triple
quadrupole mass analyzer.

Three different liquid-liquid extraction techniques for sample preparation were tested.
Techniques were methyl tert-butyl ether extraction, hexane ethyl acetate extraction
and hexane ethyl acetate extraction with salting out. The chosen derivatization tech-
nique and optimum dissolving volume were tested.

A suitable gradient was developed for the analysis method and flow rate and column
temperature were set. The precursor ions, the two product ions and collision energy
for each studied compound were selected by automatic optimization.

For the created screening method, MTBE extraction was selected as the liquid-liquid
extraction, Girard’s P derivatization reagent as the derivatization reagent, and the fi-
nal dissolution volume of the sample preparation was chosen to be carried out to 50
Jl. Boldenone undecylenate was not derivatized and the non-derivatized form was
chosen as the precursor ion for that compound. Suitable precursor and product ions
were found for all the other compounds.

Keywords: doping control, screening method, liquid-liquid extraction,
liquid chromatography tandem mass spectrometry
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1 Johdanto

Opinnaytetyon tarkoituksena oli kehittda Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen
(THL) dopingtestauslaboratoriolle anabolisten steroidien estereiden seulonta-
menetelma humaaniseeruminaytteesta. THL:n dopingtestauslaboratorio on
Maailman antidopingtoimiston (WADA) akkreditoima ja ainoa Suomessa. Kysei-
nen menetelma on WADAnN suosittelema, ja siksi se pyrittiin saamaan kayttoon

myo6s Suomessa. [1.]

Analyysilaitteena tassa tyossa kaytettiin Agilentin nestekromatografi-tandem-
massaspektrometria (LC-MS/MS). Nestekromatografissa kaytettiin C8-kaanteis-
faasikolonnia. Massa-analysaattorina kaytettiin kolmoiskvadrupolia ja detekto-
rina elektronimonistinta. Seulontamenetelmassa mukana oli 14 anabolisten ste-
roidien esteria ja sisaisina standardeina oli testosteroni-d3, androstenedioni-d3
ja testosteroniundecanoaatti-d4. Lisaksi menetelmassa oli mukana testosteroni

ja androstenedioni kyseisten yhdisteiden kvantitointia varten.

Tarkoituksena oli kehittaa ja optimoida seulontamenetelman naytteen esikasit-
tely ja LC-MS-ajo-olosuhteet. Alkuperainen suunnitelma oli myds validoida seu-
lontamenetelma, mutta tata ei ehditty tekemaan. Testattiin erilaisia neste-neste-
liuotinuuttoja ja optimoitiin nestekromatografin gradientti, virtausnopeus ja ko-
lonnin lampdotila. Naytteen analysointimenetelmaan optimoitiin kullekin yhdis-
teelle kaksi siirtymaa ja tormaysenergiat. LC-MS-laitteelle luotiin seulontamene-

telma useiden valittujen reaktioiden seurantatekniikkaa (MRM) hyddyntaen.

2 Dopingtestaus
2.1 Maailman antidopingtoimisto, WADA

Maailman antidopingtoimisto (World Anti-Doping Agency, WADA) johtaa ja saa-
telee kansainvalista antidopingtoimintaa. WADA on perustettu vuonna 1999, ja

se on riippumaton toimija, jonka tavoitteena on dopingvapaa urheilu [2]. WADAN
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paatehtaviin kuuluu tieteellinen tutkimus, koulutus, antidopinglaboratorioiden ak-
kreditointi, antidopingohjelmien kehittaminen ja dopingvalvonta. WADA yllapitaa
antidopingsaannostoa (The World Anti-Doping Code), joka yhdenmukaistaa an-
tidopingsaannaot ja maaraykset urheiluorganisaatioiden ja viranomaisten kes-
kuudessa ympari maailmaa. Valtiot ovat sitoutuneet antidopingsaannoston peri-
aatteisiin ja tukemaan WADAnN toimintaa Unescon kansainvalisen antidopingso-

pimuksen kautta. [3; 4.]

Saannoston lisaksi WADA julkaisee ja yllapitaa kansainvalisia standardeja (In-
ternational Standard). Standardit asettavat ohjeita ja saantdja kattaen erilaisia
osa-alueita dopingvastaisesta tyosta. Keskeisempia standardeja ovat Kansain-
valinen laboratoriostandardi (The International Standard for Laboratories, ISL),
Kiellettyjen aineiden ja menetelmien lista (List of Prohibited Substances and
Methods) ja Kansainvalinen testaus- ja tutkintastandardi (The International
Standard for Testing and Investigations). Sadanndston ja standardien noudatta-
minen on pakollista kaikille sdanndston allekirjoittaneille. WADA julkaisee myos

useita teknisia dokumentteja ja ohjeita. [3; 5; 6; 7.]

2.1.1 Antidopingsaannosto

WADAnN antidopingsaannosto on ydinasiakirja, joka harmonisoi antidopingpolitii-
kan, -saannot ja -maaraykset maailmanlaajuisesti. Sen tarkoituksena on puolus-
taa urheilijoiden oikeutta osallistua dopingvapaaseen kilpailutoimintaan, edis-
taen samalla urheilijoiden terveytta, yhdenvertaisuutta ja reilua kilpailua. Saan-
nostod varmistaa yhdenmukaisen, koordinoidun ja tehokkaan antidopingohjel-
man. Kaikki dokumentin allekirjoittaneet sitoutuvat noudattamaan sita. Saan-
ndstd maarittelee dopingiksi yhden tai useamman saannon rikkomuksen. Saan-
torikkomuksia ovat muun muassa kielletyn aineen tai sen aineenvaihduntatuot-
teiden tai merkkiaineiden 16ytyminen urheilijalta otetussa naytteessa, kielletyn
aineen tai menetelman kaytto tai sen yritys, naytteenotosta kieltaytyminen tai
sen epaonnistuminen tai kiertdaminen, olinpaikkatietojen luovuttamisvelvollisee-

den rikkominen ja jonkin dopingvalvonnan osa-alueen manipulointi tai sen



yritys. Saannostd yhdessa kahdeksan kansainvalisen standardin kanssa edis-

taa yndenmukaista antidopingtoimintaa. [3.]

2.1.2 Kansainvalinen laboratoriostandardi

Kansainvalinen laboratoriostandardi on yksi WADAn julkaisemista pakollisista
kansainvalisista standardeista. Sen paatarkoitus on taata kaikkien WADAnN ak-
kreditoimien tai hyvaksymien laboratorioiden luotettavat ja yhdenvertaiset testi-
tulokset. ISL asettaa laatuvaatimuksia koskien mm. naytteiden sailyttamista,
naytteiden analyysiprosessia, kaytettyja laitteita ja tydskentelytapoja. ISL:ssa
maaritellaan myos akkreditointivaatimukset ja ulkoiseen ja sisaiseen laaduntark-
kailuun liittyvat asiat. Laadunvarmistusta tehdaan saannollisesti mm. laadunvar-

mistusnaytteilla. [5.]

2.1.3 Kiellettyjen aineiden ja menetelmien luettelo

Kiellettyjen aineiden ja menetelmien luettelossa maaritellaan kielletyt aineet ja
menetelmat kaikkina aikoina, kilpailuissa ja vain tietyissa lajeissa. Lista julkais-
taan vuosittain, ja se tulee voimaan kolmen kuukauden kuluttua sen julkaisusta
ilman mitaan erillisia toimenpiteita. Listan aineet on valittu listalle, koska niilla
voidaan parantaa suorituskykya tulevissa kilpailuissa tai peittaa kielletyn aineen
tai menetelman kaytto. Kaikkien WADAN saannoston allekirjoittaneiden on tu-
tustuttava kiellettyjen aineiden ja menetelmien luettelon uusimpaan versioon.

Taulukossa 1 on kooste kiellettyjen aineiden ja menetelmien luettelosta. [6.]

Taulukko 1. Kooste kiellettyjen aineiden ja menetelmien luettelosta 2022 [6].

. Ryhma Kielletyt aineet ja metodit kaikkina aikoina
SO Myyntiluvattomat ladkkeet
S1 Anaboliset aineet
S2 Peptidihormonit, kasvutekijat, vastaavat aineet ja mimeetit
S3 Bz-agonistit




. Ryhma Kielletyt aineet ja metodit kaikkina aikoina

S4 Hormoneihin ja aineenvaihduntaan vaikuttavat modulaattorit
S5 Diureetit ja peiteaineet
M1 Veren ja sen komponenttien manipulaation
M2 Kemiallinen ja fysikaalinen manipulaatio
M3 Geeni ja soludoping

11. Ryhma Kilpailun aikana kielletyt
S6 Piristeet
S7 Huumaavat kipuldakkeet
S8 Kannabinoidit
S9 Glukokortikoidit

L. Ryhma Tietyissa urheilulajeissa kielletyt aineet
P1 Beetasalpaajat

Kiellettyjen aineiden ja menetelmien luettelo on jaettu kolmeen paaryhmaan.
(taulukko 1). Ryhmaan | kuuluvat aineet ja menetelmat ovat kiellettyja kilpai-
luissa ja kilpailujen ulkopuolella. Myyntiluvattomat |adkkeet (S0) ovat aina kiel-
lettyja. Niitd ovat aineet, joita ei ole hyvaksytty ihmisen laakinnallisiin tarkoituk-
siin tai jotka ovat kehitysvaiheessa tai joiden tuotanto on lopetettu. SO-ryhmaan
kuuluvat myods muuntohuumeet ja aineet, jotka on hyvaksytty vain elainlaak-
keiksi. [6; 8.]

S1-ryhmaan kuuluvat anaboliset aineet on jaettu anabolis-androgeenisiin ste-
roideihin ja muihin anabolisiin aineisiin. Anabolis-androgeeniset steroidit ovat ih-
misessa luonnostaan esiintyvia miessukuhormonin tapaan vaikuttavia aineita,
mutta niiden ulkoinen kaytto on kielletty. Myos kemialliselta rakenteeltaan tai
biologisilta vaikutuksiltaan vastaavat aineet on kielletty. Anabolis-androgeenisiin

steroideihin kuuluu mm. testosteroni. [6; 8.]

Ryhmaan S2 kuuluvat punasolutuotantoa stimuloivat aineet aeytropoietiinit ja
erytropoieesia. Ryhmaan kuuluvat myds peptidihormonit ja niitéa vapauttavat ai-

neet, kasvutekijat ja kasvutekijamodulaattorit. [6.]
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Alaryhmassa S3 on B2-agonistit, jotka laajentavat hengitysteita rentouttaen niita
ymparoivia lihaksia. Suun kautta normaalia isommilla annoskoilla annosteltuna

niilld on anabolisia vaikutuksia lihaksiin, minka vuoksi ne ovat kiellettyja. [6; 8.]

Hormonit ja aineenvaihduntaan vaikuttavat modulaattorit kuuluvat alaryhmaan
S4. Metabolisilla modulaattoreilla saadaan fyysisen rasituksen kaltaisia hyodylli-
sia muutoksia ilman rasitusta. Insuliini kuuluu tahan ryhmaan, silla insuliinilla on
heikko anabolinen vaikutus lihaksiin. Tyypin 1 diabetespotilaille voidaan myon-

taa erivapaus insuliinin kayttoon. [6; 8.]

Diureetit ja peiteaineet on luokiteltu alaryhmaksi S5. Diureetit poistavat elimis-
tosta suolaa ja nestetta ja lisaavat virtsan eritysta, jolloin ne voivat vahentaa joi-
denkin dopingaineiden pitoisuutta virtsassa. Jotkin peiteaineet saavat aikaan
verenkierron nestemaaran kasvun, jolloin hemoglobiinipitoisuus laskee ja urhei-

lijan verinaytteen tulkittavuus voi heikentya. [6; 8.]

Kiellettyja menetelmia ovat veren ja sen komponenttien manipulaatio (M1), ku-
ten verensiirto, kemiallinen ja fysikaalinen manipulaatio (M2), kuten infuusiot el
suonen sisaiset nesteen siirrot. Myos geeni- ja soludoping on kielletty (M3). [6;
8.]

Ryhmaan Il kuuluvat aineet ovat kiellettyja kilpailun aikana eli urheilija voi kayt-
taa ryhmaan kuuluvia l1aakeaineita, mikali ei osallistu kilpailuihin. Alaryhmat S6—

S9 kuuluvat ryhmaan Il. [6.]

Piristeet (S6) vaikuttavat keskushermostossa nostaen vireystilaa ja vahentaen
vasymyksen tunnetta. Piristeita kaytetddan ADHD:n (deksamfetamiini), nuhan,
yskan ja allergioiden hoidossa (pseudoefedriini). Useita piristeita kaytetaan

myoOs huumausaineina, kuten amfetamiinia. [6; 8.]

Huumaavat kipulaakkeet kuuluvat ryhmaan S7. Huumaavia kipulaakkeita kayte-
taan vaikeuden kiputilojen hoidossa. Tunnetuin tallainen kipuladke on morfiini.
Urheilijaa huumaavan kipulaakkeen kayttd voi hyodyttaa vahentamalla vasy-

myksen tunnetta suorituksen aikana. [6; 8.]
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Kasviperaisen kannabiksen vaikuttavia aineita tai niiden synteettisia johdannai-
sia kutsutaan kannabinoideiksi ja niiden kaytto kilpailun aikana on kielletty, nii-
den mahdollisten suoritusta parantavien vaikutusten vuoksi. Kannabinoidit ovat

jaoteltu alaryhmaan S8. [6; 8.]

Alaryhmaan S9 kuuluu glukokortikoidit. Niitd kaytetddn mm. reumasairauksien
ja tulehduksellisten suolistosairauksien hoidossa. Glukokortikoidit saattavat pa-
rantaa elimiston rasituskestavyytta ja vahentaa vasymyksen tunnetta suorituk-
sen aikana. Taman vuoksi ne ovat kiellettyjen aineiden ja menetelmien listalla.
[6; 8.]

Paaryhmaan Il kuuluu vain tietyissa urheilulajeissa kiellettyja aineista. Alaryh-
maan P1 kuuluu beetasalpaajat. Beetasalpaajia kaytetaan verenpaineen ja se-
pelvaltimotaudin hoidossa, ja ne alentavat sydamen syketta, rauhoittavat kes-
kushermostoa ja vahentavat vapinaa. Beetasalpaajat ovat kiellettyja osassa ur-
heilulajeista vain kilpailuissa ja osassa seka kilpailuissa etta harjoituskaudella.
[6; 8.]

2.2 Dopingtestaus Suomessa

Kansallisella tasolla dopingvalvontaa suorittaa kussakin maassa jokin riippuma-
ton organisaatio noudattaen WADAnN kansainvalista testaus- ja tutkintastandar-
dia (International Standard for Testing and Investigations). Suomessa doping-
valvonnasta vastaa Suomen urheilun eettinen keskus (SUEK). SUEK perustet-
tiin 2016, ja se on vastuussa antidopingtoiminnan lisaksi kilpailumanipulaation
torjunnasta seka katsomoturvallisuuden ja -viihtyvyyden valtiosopimusten toi-
meenpanosta Suomessa. Vain WADA, SUEK ja kansainvaliset Igjiliitot tekevat
Suomessa dopingtesteja. Ulkomailla suomalaisille urheilijoille testeja voi tehda
myds kyseisen maan kansallinen antidopingorganisaatio. SUEK noudattaa li-
saksi ISO 9001 -laatujarjestelmaa. [7; 9; 10.]

Dopingtestit tehdaan virtsa- tai verinaytteesta tai molemmista. Suoritettavat do-

pinganalyysit riippuvat urheilijan urheilulajista ja siita, onko testi otettu



kilpailussa vai sen ulkopuolella. Antidopingsaanndoston piiriin kuuluvat urheilija
voidaan kutsua testiin missa ja milloin tahansa. Paaasiassa kilpailun ulkopuoli-
siin testeihin kutsutaan urheilijoita kohdennetusti tai arpomalla esimerkiksi tietyn
ryhman harjoituksissa olevista henkiloistd. SUEK tai muu testin tilannut antido-
pingorganisaatio on nimennyt urheilijan etukateen kuuluvaksi testauspooliin.
[11.]

Testauspooliin kuuluu antidopingorganisaation nimeamia huppu-urheilijoita,
jotka tayttavat tietyt SUEK:n tai kansainvalisen lajiliiton julkaisemat kriteerit.
Testauspooliin kuuluvilla henkildilla on yhteys- ja olinpaikkatietojen ilmoitusvel-
vollisuus, jotta tehokas ja tarkkaan ajoitettu dopingtestaus on mahdollista ilman
ennakkoilmoitusta. Testauspooleja on Suomessa kaksi: yksilourheilijoiden rekis-

terdity testauspooli ja joukkuelajien joukkuepooli. [12.]

3 Testosteroniesterit

Testosteroniesterit ovat testosteronin esteroityja johdannaisia, joita ihmisen eli-
misto ei pysty tuottamaan. Testosteroniesterit hajoavat elimistossa testostero-
niksi. Testosteronia kaytetaan laakinnallisiin tarkoituksiin, mutta se on myds yksi
yleisimmista dopingaineista sen lihasvoimaa ja harjoituskestavyytta kasvatta-
vien ominaisuuksien takia. Testosteronivalmisteita on mm. lihaksensisaisina in-
jektioina, implantteina ja tabletteina. Yleisin kayttomuoto on lihaksensisaiset in-
jektiot, joissa testosteroni on usein esterdityneessa muodossa, jotta se liukenee

paremmin injektiodljyyn. [13.]

Testosteroniesterit kuuluvat kiellettyjen aineiden ja menetelmien luettelon ana-
bolisten aineiden alaryhmaan S1 [6]. WADAnN vuoden 2020 tilastoista selviaa,
etta kaikista raportoiduista dopingaineldydoksista 47 % kuului anabolisten ainei-
den ryhmaan. Raportoitujen I0yddsten osalta se on selkeasti isoin alaryhma

seuraavan ollessa piristeet (S6) 15 %:n osuudella. [14.]

Testosteroniesteri-injektiot pistetaan lihakseen, josta ne kulkevat hitaasti veren-

kiertoon. Testosteroniesterien paastya verenkiertoon esteraasientsyymit
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aloittavat estereiden hajottamisen testosteroniksi. Veresta voidaan havaita alku-
peraista esteroitya johdannaista viela 4—11 paivan kuluttua testosteronijohdan-
naisen kayton jalkeen. Jos testosteroniesteria I0ytyy elimistosta, voidaan yksi-
selitteisesti vahvistaa dopingrikkomus. Tahan perustuu uusi seulontamene-
telma. [13; 15.]

Testosteronia ja sen muutamia metaboliitteja seulotaan rutiinianalyysilla virtsa-
naytteesta kaasukromatografi-massaspektrometrilla (GC-MS). Naytteen ste-
roidiprofiilia arvioidaan tiettyjen parametrien konsentraatioiden ja suhteiden
avulla. Poikkeamat tutkittujen parametrien suhteen varmistetaan isotooppisuh-
demassaspektrometrillda (IRMS), jolla voidaan erottaa synteettinen testosteroni
tai sen metaboliiteja endogeenisesta testosteronista. IRMS-analyysi on pitka ja

monivaiheinen prosessi, ja rinnakkainen menetelma on tarpeen. [13.]

Steroidiesterit koostuvat steroidien perusrakenteesta ja sivuketjusta. Sivuket-

juun kuuluu esteriryhma (R-COO-R) ja pitka hiilivetyketju. Esterit voidaan jakaa
kahteen ryhmaan yhdisteen sivuketjun pituuden mukaan. Nopeavaikutteisilla on
lyhyt sivuketju ja hitaammin vaikuttavilla pitka sivuketju. Taulukossa 2 on kaikki

tassa seulonnassa tutkittavat yhdisteet ja niiden rakenteet. [15.]

Taulukko 2. Tutkittujen testosteroniestereiden nimet ja rakenteet.
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Nandroloniundekanoaatti

Trenboloni asetaatti

Testosteroni asetaatti

o}

A~

o

Testosteronikaproaatti

o

o)
Testosteronisypionaatti

Testosteronidekanoaatti

o]

\/\/\)LE.

Testosteronienantaatti




Testosteronifenylpropionaatti

Testosteronipropionaatti

Testosteroniundekanoaatti
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Taulukkoon 3 on koottu kaikkien tutkittujen steroidiestereiden molekyylipainot ja

Girard-derivaattojen molekyylipainot (M+C7H7Ns3).
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Taulukko 3. Tutkittujen steroidiestereiden molekyylipainot ja Girard-derivaatan
molekyylipainot.

Yhdiste Molekyylipaino | Girard-derivaatan mo-
(g/mol) lekyylipaino (g/mol)
Nandrolonidekanoaatti 428,6 561,40
Nandrolonilauraatti 456,7 589,42
Nandroloniundekanoaatti 4427 575,40
Boldenoniundesylenaatti 4527 586,40
Trenboloni asetaatti 312,4 445,24
Testosteroni asetaatti 330,5 463,28
Testosteronikaproaatti 386,6 519,34
Testosteronisypionaatti 412,6 545,36
Testosteronidekanoaatti 4427 575,40
Testosteronienantaatti 400,6 534,37
Testosteroni-isokaproaatti 386,6 519,34
Testosteronifenylpropionaatti 420,6 553,33
Testosteronipropionaatti 3445 477,30
Testosteroniundekanoaatti 456,7 589,40

Seulontamenetelman yhdisteissa on kolme kahden yhdisteen paria, joilla on
sama massa (taulukko 3). Yhdisteet ovat nandrolonilauraatti ja testosteroniun-
dekanoaatti (456,7), testosteronikaproaatti ja testosteroni-isokaproaatti (386,6)
ja nandroloniundekanoaatti ja testosteronidekanoaatti (442,7). Yhdisteet ovat
rakenteellisesti erilaisia, joten niiden tuoteioni spektri on erilainen. Tassa seu-
lontamenetelmassa yhdisteet seulotaan kuitenkin samoilla tuoteioneilla. Jos
seulonnassa havaitaan pariin kuuluvia tuoteioneja, voidaan varmistaa kumpaa
yhdistetta nayte sisaltaa jatkoanalyysissa erilaisella gradientilla ja isommalla
maaralla tuoteioneja. Tavallisesti varmistusanalyysissa on kuusi tuoteionia, kun

seulonnassa niita on kaksi. Taulukkoon 4 on koottu sisaisten standardien ja
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testosteroni ja androstenedionin molekyylipainot ja Girard-derivaattojen mole-

kyylipainot.

Taulukko 4. Sisaisten standardien, testosteronin ja androstenedionin
molekyylipainot ja Girard-derivaattojen molekyylipainot.

Molekyyli- Girard-derivaatan
Yhdiste paino molekyylipaino

(g/mol) (g/mol)
ISTD testosteroniundekanoaatti-d4 460,39 593,45
ISTD testosteroni-d3 291,23 424,29
ISTD androstenedioni-d3 289,12 422,18
testosteroni 288,42 421,27
androstenedioni 286,41 419,25

4 Analysointitekniikat
4.1 Naytteen esikasittely

Naytematriisina on humaaniseerumi. Seerumi on ihmisen kokoveresta erotettu
0sa, joka ei sisalla soluja, fibrinogeeneja ja muita hyytymistekijoita [16]. Se on
tavallisesti keltaista tai punertavaa. Seerumi sisaltaa vetta jopa n. 95 %, ja
koostuu veden liséksi proteiineista, peptideistd (mm. entsyymit ja hormonit), ra-
vintoaineista, elektrolyyteista ja monista muista pienista molekyyleistd. Seerumi
kuljettaa mainittuja molekyyleja kaikkialle kehoa. Naytteen kasittelylla seeru-
mista saadaan eroteltua haluttuja yhdisteita helpommin analysoitavaan muo-
toon. Seuraavaksi esitellaan tassa tyossa kaytetyt tekniikat. [17.]
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4.1.1 Neste-nesteuutto

Neste-nesteuutto (Liquid-liquid extraction, LLE) on tekniikka, jolla erotellaan
naytteesta haluttu yhdiste tai tietynlainen ryhma yhdisteita toiseen nestefaasiin.
Tyypillisesti jonkinlainen uutto tarvitaan naytteen pudistamiseksi, konsentroi-
miseksi tai liottimen vaihdon vuoksi. Kromatografiaa varten naytteen on oltava
kokonaan liuenneena, jotta partikkelit eivat tuki kapillaareja tai kolonnia. [18, s.
170; 19, s. 604—-605.]

Neste-nesteuutossa tyypillisesti nesteet ovat vesipohjainen nayteliuos ja jokin
orgaaninen liuotin, riippuen siita millaisia yhdisteita halutaan uuttaa. Perusperi-
aate on, etta poolinen yhdiste liukenee pooliseen ja pooliton poolittomaan nes-
teeseen. Nayteliuos ja orgaaninen liuotin eivat saa liueta toisiinsa, tai niiden tu-
lee olla lahes liukenemattomia. Nesteet muodostavat kaksi erottuvaa kerrosta.
Alempi kerros on kahdesta nesteesta tiheampi (usein vesifaasi). Neste-nesteuu-
tossa nayteliuosta ja orgaanista liuotinta sekoitetaan voimakkaasti, jotta nestei-
den kosketuspinta-ala on mahdollisimman laaja ja yhdisteiden siirtyminen faa-

sista toiseen nopeutuu. [19, s. 604-605.]

4.1.2 Derivatisointi

Derivatisointi on kemiallinen tekniikka, jolla muutetaan alkuperainen tutkittava
yhdiste joksikin johdannaiseksi eli derivaataksi. Reaktiossa kaytetaan tavalli-
sesti derivatisointireagenssia eli yhdistetta, joka reagoi alkuperaisen yhdisteen
kanssa ja muodostaa uuden yhdisteen tutkitun yhdisteen kanssa. Derivatisoin-
nin avulla saadaan tutkittu yhdiste helpommin analysoitavaan muotoon. Deriva-
tisoinnilla yhdisteen polaarisuutta voidaan muuttaa tai yhdisteesta voidaan
tehda helpommin haihtuva. Myds yhdisteen lammodnkestavyytta voidaan muut-
taa tai liittaa yhdisteeseen funktionaalisia ryhmia, joilla saadaan korkeampi sig-
naali detektorilla. [20.]

Kuvassa on 1 esitetty Girard’s P -derivatisointireagenssin ja testosteronin deri-

vatisointireaktio. Girard’s P -reagenssi valittiin, silla kyseista reagenssia on
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kaytetty validoiduissa steroidiestereiden seulontamenetelmissa. Girard’s P -de-
rivatisointireaktiossa yhdisteeseen sitoutuu [C7H7N3] -rakenne kuvassa 1 esite-

tylla tavalla. [21.]

l + SO*C 10 min
H'NH 1“ acetic acid
2 in methanol H

Girard P Regagent Testosterone
(GP)

(%

Kuva 1. Girard P -derivatisointireaktio [22].
4.2 Nestekromatografi-tandemmassaspektrometri

Nestekromatografi-tandemmassaspektrometrissa (LC-MS/MS) on yhdistetty
nestekromatografi ja tandemmassaspektrometri, jolloin LC:lla kromatografisesti
erotellut yhdisteet voidaan tunnistaa niiden massaspektrin perusteella. LC-
MS/MS-laitteiston naytteenkulun kaavakuva on kuvassa 2. Laitteisto koostuu
LC:sta, johon kuuluu injektori, pumppu ja kolonni, ja tandemmassaspektromet-
rista, joka koostuu ionilahteesta, massa-analysaattoreista, detektorista ja tieto-
koneesta. [18, s. 153.]

PR massa- . .

Kuva 2. LC-MS/MS-laitteiston kaaviokuva.
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4.2.1 Nestekromatografia

Nestekromatografia on fysikaalinen erotus- ja puhdistustekniikka. Erottelu ta-
pahtuu kromatografiakolonnissa tai -levylla. Nestekromatografia perustuu kah-
den toisiinsa liukenemattoman faasin, stationaarifaasin ja liikkkuvan faasin, vuo-
rovaikutukseen. Nayteyhdisteet kulkevat eteenpain liikkuvan faasin mukana ja
pidattyvat stationaarifaasissa, jolloin yhdisteiden valille muodostuu ajallisesti mi-
tattava ero. Voimakkaammin stationaarifaasiin sitoutuvat yhdisteet kulkevat hi-
taammin kolonnin lapi, kuin heikosti sitoutuvat yhdisteet. Erilaisia faaseja ja vuo-
rovaikutusmekanismeja on paljon. Esimerkiksi ionivaihtokromatografia on kolon-
nikromatografia, jossa erottelu perustuu nayteionin ja kolonnin valiseen varaus
eroon [18, s. 158]. Tassa tydssa kaytetaan kolonnikromatografioihin kuuluvaa
adsorptiokromatografiaa, jolloin liikkuva faasi on neste ja stationaarifaasi kiin-

teaa materiaalia sisaltava kolonni. [18, s. 140.]

Nestekromatografialaitteisto koostuu naytteensyottajasta, pumpusta, kolonnista
ja detektorista, ja komponentteja yhdistavista kapillaareista. Jos LC-laite on yh-
distetty massaspektrometriin, detektorin sijaan nayteliuos ohjataan erityisomi-
naisuuksin varustellulle ionilahteelle. LC-MS-laitteen ionilahteen tulee kyeta

poistamaan LC-ajoliuos naytteesta. LC:n rakenne nakyy kuvassa 3. [18, s. 153.]

HPLC: Coduemn
Packing Maierss I::hrm;_mr:‘;rum
i Poaics = Yieliow, 1ed, Bise
- e———
Injecior
AuloSamplir
Samplg Mandggaer : —
T
g : |
kL Computer Data Staton
Solvent o -

(Mobile Phasa) Samphe
Reseroir

Prump Deetector
Solvent Manager
Solvent Delivery System

Wiashe

Kuva 3. Nestekromatografin rakennekaavio [23].
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Naytteen tulee olla nestemaisessa muodossa, jotta se sopii analysoitavaksi
nestekromatografilla. Nayte injektoidaan liikkkuvaan faasiin monitieventtiilin
avulla ja yleensa automaattisella naytteensyottajalla. Isokaraattisessa ajossa
likkuvan faasin eli eluentin koostumus on koko ajon ajan sama. Gradienttiajo on

kyseessa, jos eluentin koostumusta muutetaan ajon aikana. [18, s. 171.]

Kromatografinen erottuminen tapahtuu kolonnissa. Kolonnit ovat tavallisesti 5—
20 cm pitkia terasputkia ja ne on pakattu stationaarifaasilla, joka on tavallisim-

min silikaa tai polymeeria. Stationaarifaasin partikkelikoot ovat yleensa 2—5 ym.
Pienempipartikkelisilla kolonneilla saavutetaan parempi resoluutio, eli erottumi-
nen, koska partikkeleiden aktiivinen pinta-ala on suurempi. Kolonni on sijoitettu
kolonniuuniin, jossa sen lampdtilaa voidaan kontrolloida. Kolonnin etupaahan

voidaan asettaa esikolonni, jonka tehtava on kerata naytteiden sisaltamat liuke-
nemattomat ja eluoitumattomat komponentit. Esikolonni pidentaa kolonnin kayt-

toikaa, ja se voidaan vaihtaa tarvittaessa. [18, s. 154-155; 23, s. 171.]

Kaanteisfaasikromatografiassa liikkuva faasi on poolisempaa kuin stationaari-
faasi. Stationaarifaasit ovat talldin poolittomia silika- tai polymeeripohjaisia ko-
lonneja, joihin on kemiallisesti sidottu hiilivetyketjuryhmia, kuten oktadekyyli-
(C18) ja oktyyliryhma (C8). Myds poolisempia ryhmia voidaan sitoa, kuten
syanoryhmia. Liikkuva faasi sisaltaa usein vetta ja jotain poolista liuotinta, kuten
metanolia tai asetonitriilid. Kaanteisfaasikromatografiassa naytteet eluoituvat
poolisuusjarjestyksessa, siten etta poolisimmat yhdisteet eluoituvat ensin. Pooli-
set yhdisteet sitoutuvat poolittomaan stationaarifaasiin lyhyemman aikaa kuin
poolittomat yhdisteet. [24, s. 174.]

4.2.2 Tandemmassaspektrometria

Tandemmassaspektrometrilla voidaan tunnistaa yhdisteita ja maarittaa niiden

pitoisuus naytteessa. Massaspektrometria perustuu varattujen hiukkasten kayt-
taytymiseen sahko- ja/tai magneettikentassa, jolloin ionit voidaan erotella toisis-
taan massa-varaus-suhteen perusteella. Tandemmassaspektrometriassa kayte-

tdan useampaa massa-analysaattoria perakkain, josta myos tandem-nimitys
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johtuu. Menetelmalla voidaan analysoida erilaisia orgaanisia ja epaorgaanisia

yhdisteita, kuten laakeaineita, proteiineja ja rasvoja. [24, s. 15, s. 116.]

Massaspektrometri koostuu ionilahteesta, massa-analysaattorista ja detekto-
rista. lonilahteessa naytteensyottajasta tai kromatografista tuleva nayte ionisoi-
daan ja saatetaan kaasufaasiin, jonka jalkeen ionit kulkevat vakuumissa ole-
vaan massa-analysaattori-komponenttiin. Massa-analysaattorissa ionit erotel-
laan niiden massa-varaussuhteen perusteella ja lopuksi ne havaitaan detekto-
rilla. [18, s. 153.]

lonilahteita on paljon erilaisia ja sen valinta riippuu naytteen ominaisuuksista.
LC-MS laitteistossa nayte on nesteena saapuessaan ionilahteelle, joten ionisaa-
tiota ennen ajoliuos on haihdutettava pois. Tahan on kehitetty erilaisia menetel-
mia, kuten sahkdsumutusionisaatio (Electrospray ionization, ESI) ja ilmanpai-

neinen kemiallinen ionisaatio. Tassa tyossa kaytetiin ESI-tekniikkaa. [24, s. 68.]

Massa-analysaattoreista yleisin on kvadrupolimassa-analysaattori, joka suodat-
taa ioneja niiden massa-varaus-suhteen perusteella. Kvadrupoli perustuu ionien
likeradan stabiiliuteen kvadrupolisauvojen valiin muodostetussa sahkdken-
tassa. Tassa tyossa kaytetaan kolmoiskvadrupolimassa-analysaattoria. [18,
s.125].

Sahkosumutusionisaatio

Sahkdsumutusionisaatio (Electrospray ionization, ESI) on pehmea ionisaa-
tiotekniikka, jolla nesteessa olevat naytemolekyylit ionisoidaan ja samalla ajo-
liuos haihdutetaan pois, jotta nayteionit saadaan kaasuksi [24, s. 71]. Kuvassa 4

ionisaatiotekniikan kaavakuva.
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Nebulizer gas Electrospray ions

\ Heated nitrogen drying gas
-5,000
Solvent spray_\_ﬂx H
4 Y

Dielectric capillary entrance l

Kuva 4. Sahkdsumutusionisaatio tekniikan kaavakuva [25].

Nayte pumpataan neulan Iapi ylhaalta alaspain kohti sumutuskammiota. Neu-
laan on johdettu n. 3-5 kV:n jannite, joka saa aikaan nesteessa olevien saman
polariteetin omaavien hiukkasten siirtymisen liuoksen pintaan muodostaen va-
rauksellisia aerosoleja. Sumutuskammiossa on kuivauskaasuna usein typpea
tai argonia. Kuivauskaasun avulla aerosoleista haihtuu ajoliuos ja varauksetto-
mat hiukkaset. Aerosolien varaustiheys nousee haihtumisen seurauksena, ja lo-
puksi sahkodinen poistovoima voittaa pintajannitteen ja aerosolit rajahtavat (ns.
Coulumbinen rajahdys) jattaen vain halutun varauksen omaavia nayteioneja jal-
jelle. Tama toistuu, kunnes kaikki ionit ovat kaasuna. Pooliset molekyylit tuotta-
vat paasaantoisesti protonoituneita molekyyleja ([M+H]"), mutta myds addukti-
ioneja saattaa esiintya. lonien muodostumisprosessi on kuvattu kuvassa 5. [24,
s. 71-73.]

Rayleigh Coulamb

Evaporation memmmp  |imit explosion Evaporation e Analyte ion
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Kuva 5. lonien muodostuminen ESl-ionisaatiossa [26].
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Kolmoiskvadrupoli

Kvadrupolit suodattavat ioneja perusten niiden liikerataan kvadrupolisauvojen
eli elektrodien muodostamassa sahkokentassa. Yhdessa kvadrupolissa kvadru-
polisauvoja on nelja ja ne on asetettu yhdensuuntaisesti kuvan 6 mukaisesti.
Vastakkaisiin sauvoihin on johdettu tasa- ja vaihtojannitteet elektronikentan
muodostamiseksi. lonin matkaan kvadrupolin lapi vaikuttaa sahkokentan jannit-
teet. Sahkokentan vaikutuksesta ionit varahtelevat niiden kulkusuuntaan nah-
den kohtisuoraan. Jos varahtelyn liikerata pysyy matalana, ioni lapaisee kvadru-
polin ja paatyy detektorille. Jos varahtelyn liikerata on liian suuri, ioni tormaa
kvadrupolisauvoihin eika saavuta detektoria. Nain tietyilla jannitteilla vain tietyn
massa-varaus-suhteen omaavat ionit paasevat koko sauvaston lapi detektorille.
Muuttamalla jannitteita voidaan saadella, minka m/z-arvon ionit detektoidaan.
[24,s. 27-31.]

Kolmoiskvadrupolissa kvadrupoleja on kolme kytkettyna perakkain, joista en-
simmainen (Q1) ja kolmas kvadrupoli (Q3) ovat tavallisia kvadrupoleja, ja toinen
kvadrupoli (Q2) on térmayskammio. Kolmoiskvadrupolin rakennekaavio on esi-
tetty kuvassa 6. Tormayskammioon johdetaan tormayskaasua, usein typpea tai
argonia, johon térmattyaan ionit hajoavat fragmenteiksi eli tuoteioneiksi. Q2 ei

suodata ioneja vaan kaikki ionit paasevat sen lapi Q3:een. [24, s. 32—-33.]

— C— ) II:)' C—— )
- — O —) )
— II:?rl — )

Q1 Q2 (CID) a3

Kuva 6. Kolmoiskvadrupolin kaavakuva [26, muokattu].

Kolmoiskvadrupolin pyyhkaisytekniikat, jotka tassa esitellaan, ovat tuoteioni-
pyyhkaisy, lahtdionipyyhkaisy, neutraalipalan lohkeamispyyhkaisy ja valittujen
reaktioiden seuranta (Selected reaction monitoring, SRM). Tuoteionipyyh-

kaisyssa Q1 on asetettu skannaamaan vain tietty ioni, joka kulkeutuu
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tormayskammioon ja hajoaa tuoteioneiksi, jonka jalkeen kaikkien syntynein tuo-
teionien massaspektri mitataan. Lahtdionipyyhkaisyssa Q1:n |api paasee kaikki
ionit, ja Q3 paastaa lavitse vain tiettyja tuoteioneja, joita tormayskammiossa on
muodostunut. Neutraalipalan lohkeamispyyhkaisyssa Q1 ja Q3 on asetettu
skannaamaan tiettyja massoja, joiden ero on vakio a. Talldin havaitaan ne ionit,
joista fragmentoinnin yhteydessa irtoaa neutraalipala, jonka massa on a. Valittu-
jen reaktioiden seurannassa Q1 skannaa vain yhta m/z-arvoa ja vain kyseisen
massan omaavat ionit paasevat tormayskammioon, minka jalkeen Q3 skannaa
vain tiettya tuoteionia. Jos valittujen reaktioiden seurannassa monitoroidaan
useaa ionia yhta aikaa, kyseessa on MRM-tekniikka (Multiple reaction monito-
ring). [24, s. 32-33.]

Elektronimonistin

Detektorina tassa tydssa kaytettiin elektronimonistinta (Secondary electron mul-
tipllier, SEM). Elektronimonistimen tarkoitus on vahvistaa ionien virta emittoi-
malla elektroneja. Kvadrupolilaitteissa tutkittavat negatiiviset ionit tormaavat
aluksi positiiviseen konversiodynodiin, josta irtoaa positiivisia ioneja. Positiiviset
ionit jatkavat kohti elektronimonistimen dynodia (katodi). Positiivisten ionien tor-
matessa dynodille, siita irtoaa elektroneja ja negatiivisia ioneja, jotka vuorostaan
kulkevat seuraavalle dynodille irrottaen lisaa elektroneja. Nain elektronien
maara kasvaa ja lopuksi kaikki elektronit saapuvat keraimelle, jossa virta havai-
taan. Elektronimonistin on yksi kaytetyimmista detektoreista kvadrupolilaitteissa.
[24,s.97.]

5 Kemikaalit ja reagenssit
5.1 Kemikaalit ja reagenssit
Tydssa kaytetyt kemikaalit ja reagenssit

o metanoli, HPLC-laatu, Honeywell Rieder-de Haen
J heksaani, Sigma-Aldrich, lot. 11184327 152
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o etyyliasetatti. VWR Chemicals, lot. 21E254014 1

J metyylitert-butyylieetteri (MTBE), lot. STBK1544 Sigma-Aldrich
o ammoniumformiaatti, Fluka, lot. LO350

o muurahaishappo, Honeywell, lot. 102426319

o Girard’s P reagent, Biosynth Carbosynth, lot. 236631501.

TyOssa kaytettiin myds seuraavia liuoksia, joita valmistettiin laboratoriossa:

o kaliumkarbonaatti K2CO3 20 %- kaliumvetykarbonaatti KHCO3 20 %.
KHCOs: Merck lot. A1464854110, K2CO3: Merck lot. A1045928713

o natriumkloridi (NaCl) kyllastetty, Merck tuote.nro.: 1.06404.5000 Iot.
K52211904119

. kaliumnatriumfosfaattipuskuri 0,8 mol/l pH 7,0: KH2PO4: Merck lot.
AM1206973912, Na2HPOa4: Supelco lot. F2170586135

o TMS-jodidi: Ammoniumjodidi lot. AO409537, 1,4-dithioerytritol lot.
SLCF0784, MSTFA lot. 0711-3, Macherey-Nagel.

Ty0Ossa tutkittujen testosteroniesterien valmistaja oli Streraloids.

5.2 Kaytetyt laitteet

Tassa tyossa kaytetyt laitteet ja ohjelmistot

o LC/MS/MS-laitteisto "Alma”
e nestekromatografi, Agilent Technologies 1290

e esikolonni, Agilent Zorbax Eclipse Plus C-18 21 x 5 mm, 1,8 ym
(tuotenro. 821725-901)

e kolonni, Agilent Zorbax XDB-C8; 2,1 x 50 mm; 3,5 ym (tuo-
tenro.971700-906)

e massaspektrometri, Agilent Technologies 6460
e sahkdsumutusionildhde (ESI)
¢ kolmoiskvadrupolianalysaattori, m/z 5-3000
J sentrifuugi, Sorvall RC 3BP, Sorvall
o ravistelulaite, Multitube Vortexer GS, Lab-tek Corporation Ltd.
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o haihdutinlaitteisto, TurboVap, Biotage

o lampdhaude, Dri-Blocj D8100/3, Tecne

o massHunter LC/MS Acquisition -ohjelma, Versio B08,02
. milli Q -vesi, tyyppi-1, Direct-Q 8 UV Remote.

6 Menetelman kehitys

Menetelman kehityksessa selvitettiin Girard’s P -derivatisointireagenssin toimi-
vuutta, kehitettiin gradientti, selvitettiin eri uuttoliuottimien toimivuutta ja sadadet-

tiin naytteenkasittelyn viimeinen liuotustilavuus.

Menetelman naytteenkasittelyn protokolla, jota sovellettiin tarpeen mukaan, oli

Seuraava

o Pipetoidaan 200 ul naytetta koeputkeen.

. Lisataan 20 ul ISTD-kayttoliuosta.

o Lisataan 3 ml uuttoliuotinta.

o Sekoitetaan 1 min multivorteksissa.

o Sentrifugoidaan 5 min noin 1000 g.

o Erotetaan orgaaninen faasi toiseen koeputkeen.

o Haihdutetaan kuiviin haihdutuslaitteistossa 45 C:ssa.
o Lisataan 20 ul Girard’s P -derivatisointireagenssia.

o Lisataan 10-prosenttista etikkahappoa metanolissa 180 pl.

Jokaisesta tutkitusta yhdisteesta tehtiin 1 mg/ml puhdasaineliuokset metanoliin
tai asetonitriilin menetelmankehitysta varten. Lisaksi kaikista tehtiin laimennok-
set 10 pg/ml metanoliin tai asetonitriilin Valmistettiin myods seosliuos kaikista
testosteroniestereista (10 ug/ml) metanoliin. Sisaisten standardien kayttdliuos
oli pitoisuudeltaan 50 ng/ml. A-ajoliuoksena kaytettiin samaa A-ajoliuosta kuin
laboratorion muissakin menetelmissa. Ajoliuokset valmistettiin vahintaan viikoit-
tain tai useammin tarpeen mukaan. A-ajoliuos sisalsi 2,5 mM ammoniumformi-
aattia ja 0,1-prosenttista muurahaishappoa vedessa. B-ajoliuos sisalsi 2,5 mM

ammoniumformiaattia ja 0,1-prosenttista muurahaishappoa metanolissa. Lisaksi
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valmistettiin laadunvarmistusnaytteet (quality control, QC). QC-naytteet valmis-

tettiin seerumiin kahdelle pitoisuustasolle 0,5 ng/ml ja 5 ng/ml.

6.1 Optimointi

Aluksi testattiin yhdisteiden ionisoitumista ja derivatisoitumista. Varsinainen io-

nien ja olosuhteiden optimointi tehtiin automaattisella Optimaizer-ohjelmalla.

Jokaista puhdasainelaimennosta (10 pug/ml) pipetoitiin 20 ul omiin koeputkiin ja
ne haihdutettiin kuiviin. Putkiin lisattiin 180 ul 10 %:sta etikkahappometanoliliu-
osta ja 20 pl Girard's P derivatisointiliuosta (1 mg/ml, H20:ssa). Putket inkuboi-
tiin 10 minuuttia 60 C’:n kuivahauteessa, jonka jalkeen naytteet siirrettiin sisa-

putkellisiin naytepulloihin. Jokainen nayte ajettiin lahtoionipyyhkaisylla taulukon

5 mukaisella gradientilla.

Taulukko 5. Lahtoionipyyhkaisyn gradienttiajo. Ajo-ohjelman aika ja ajoliuosten
A ja B koostumus.

Aika (min) A-ajoliuos (%) | B-ajoliuos (%)
0,0 100 0

1,5 100 0

5,0 50 50

10,0 0 100

Kuvassa 7 on yhdisteiden intensiteetit ajan suhteen. Suurimmalla osalla yhdis-
teista lahtoionin piikki nakyi hyvin. Kuvassa 7 keltaisella merkitty trenboloni ase-
taatin piikki oli kaksoispiikki ja huomattavasti matalampi intensiteetiltdan kuin

muiden. Boldenoniundesylenaatti ei tuottanut piikkia ollenkaan.
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Kuva 7. Lahtoioniajon kromatogrammi.

Massaspektrometrin parametrien optimointi suoritettiin automaattisella Optimi-
zer-ohjelmalla. Optimizer-ohjelmaan syétettiin kunkin yhdisteen Girard’s P -deri-
vaattamolekyylin kemiallinen rakennekaava (M+C7H7N3). Optimointi suoritettiin
ilman kolonnia derivatisoiduista naytteista. Optimizer antaa automaattisesti op-
timi 1ahtdionit (precursor ion), tuoteionit (product ion), ja térmaysenergiat (colli-

sion energy) kullekin yhdisteelle.

6.2 Uuttomenetelma

Eri uuttomenetelmien toimivuutta testattiin tutkituille yhdistelle ja kaytetylla mat-
riisilla eli seerumilla. Kokeiltavaksi valittiin kolme eri uuttoa: metyylitertbutyylieet-
teri-uutto (MTBE), heksaanietyyliasetaatti-uutto (Hex-EtAc) ja heksaanietyy-
liasetaatti-uutto ulossuolauksella (Hex-EtAc+suola). Uuttomenetelmia testattiin

saantoprosentin avulla ja jokainen uutto tehtiin kahtena rinnakkaisena.

Uuttotesteja varten valmistettiin seerumi-lisdysnayte (50 ng/ml) pipetoimalla 25
I steroidiestereiden seosliuosta (10 pg/ml) 5 ml:aan seerumipoolia. Seerumi-
pooli on usean humaaniseeruminaytteen seos. Lisaksi valmistettiin heksaa-
nietyyliasetaattiseos (70:30) ja kyllastettya natriumkloridia vedessa. Aluksi put-

kiin 1—6 pipetoitiin 200 pl seerumi-lisdysnaytetta ja lisaksi taulukon 6 mukaiset
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maarat muita liuoksia. Saantoputkiin 7—8 pipetoitiin seerumia, joka ei sisalla ste-

roidiestereita ja lisaksi taulukon 6 mukaiset liuokset.

Taulukko 6. Testatut uuttomenetelmat.

Putki Uuttoliuokset
1-2 3 ml MTBE
34 3 ml heksaanietyyliasetaatti 70:30
5 6 3 ml heksaanietyyliasetaatti 70:30
50 pl kyllastetty NaCl
7-8 3 ml heksaanietyyliasetaatti 70:30

Kaikkia putkia 1-8 vorteksoitiin 1 minuutti ja sentrifugoitiin 5 minuuttia (n. 1000
g). Taman jalkeen orgaaninen faasi erotettiin toiseen koeputkeen. Tassa vai-
heessa putkiin 7-8 lisattiin kumpaankin 1 ul steroidiestereiden seosliuosta (10
pg/ml). Kaikki putket haihdutettiin kuiviin haihdutuslaitteistossa 45 “C:ssa. Nayt-
teet derivatisoitiin lisaamalla 180 pl 10 %:sta etiikkahappo-metanoli-vesiliuosta
ja 20 pl Girard's P -derivatisointireagenssia (1 mg/ml, vedessa). Naytteet inku-

boitiin 10 minuuttia kuivahauteella ja siirrettiin sisaputkellisiin naytepulloihin.

Uuttotestit ajettiin taulukon 7 mukaisella gradientilla, jossa ajoaikaa on piden-
netty edelliseen verrattuna. Kolonnin lampdtila oli 55 astetta ja virtausnopeus oli
0,3 ml/min. Gradientin alussa ensimmaiset 2 minuuttia virtaus ohjattiin jattee-

seen, jotta derivatisointireagenssia ei paase massaspektrometriin.

Taulukko 7. Uuttotestin ajo-ohjelman aika ja ajoliuosten A ja B koostumus.

Aika (min) A-ajoliuos (%) | B-ajoliuos (%)
0 100 0
1,5 100 0
5 50 50
15 0 100
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6.3 Gradientti

Valmistettiin seosliuos (10 pg/ml), jolla testattiin erilaisia gradientteja. Taulu-
koissa 8 on gradientti 1 ja taulukossa 9 on gradientti 2. Kahta yhta suuren maa-
san omaavien yhdisteiden paria ei tassa vaiheessa viela ollut yhdistetty, joten
yhdisteet ovat erikseen nimettyina ja kullakin on oma kromatogrammi. Ainoa yh-
distetty pari on nandroloniundekanoaatti ja testosteronidekanoaatti. Muita ase-

tuksia ei muutettu.

Taulukko 8. Gradientti 1. Ajo-ohjelman aika ja ajoliuosten A ja B koostumus.

Aika (min) A-ajoliuos (%) | B-ajoliuos (%)
0 80 20
1,5 80 20
5 40 60
15 0 100

Taulukko 9. Gradientti 2. Ajo-ohjelman aika ja ajoliuosten A ja B koostumus.

Aika (min) A-ajoliuos (%) | B-ajoliuos (%)
0,0 100 0
1,5 100 0
5,0 50 50
15,0 0 100
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6.4 Liuotustilavuus

Uuttotestin piikkien intensiteetin mataluuden takia, testattiin derivatisointitilavuu-
den vaikutusta piikkien intensiteettiin QC-naytteilla. Kaytettiin aiemmin valmis-
tettuja QC-naytteita kahdella eri pitoisuustasolla: 5 ng/ml ja 0,5 ng/ml. Testatut
tilavuudet olivat 180, 100 ja 50 pl. Pienempia tilavuuksia testattiin kahdella rin-
nakkaisella koeputkella ja suurinta vain yhdella naytteella QC-naytteen maaran

vahyyden vuoksi.

Pipetoitiin kumpaakin pitoisuustasoa viiteen eri koeputkeen. Kaikkiin kymme-
neen koeputkeen pipetoitiin 20 pl ISTD-kayttdliuosta ja 3 ml MTBE:ta. Putket
vorteksoitiin ja sentrifugoitiin 5 minuuttia 1000 G:lla, jonka jalkeen orgaaninen
faasi erotettiin uuteen koeputkeen. Orgaaninen faasi haihdutettiin kuiviin haih-
dutuslaitteistossa 45 C°. Tama jalkeen yhteen tason 5 ng/ml putkeen ja yhteen
tason 0,5 ng/ml putkeen pipetoitiin 180 pl 10 %:sta etikkahappometanoliliuosta.
Kahteen kummaankin tason putkeen pipetoitiin 100 pl 10 %:sta etikkahappome-
tanoliliuosta ja kahteen kummankin tason putkeen 50 pl. Kaikkiin putkiin lisattiin
20 ul Girard’s P -derivatisointireagenssia ja kaikki putket inkuboitiin 10 minuuttia
60 C’:ssa. Kaikki naytteet pipetoitiin sisdputkellisiin naytepulloihin ja ajettiin ke-
hitetylla menetelmalla. Gradienttia muokattiin vield taulukon 10 mukaiseksi, jotta

yhdisteet saataisiin erottumaan paremmin toisistaan.

Taulukko 10. Muokattu gradientti. Ajo-ohjelman aika ja ajoliuosten A ja B koos-
tumus.

Aika (min) A-ajoliuos (%) B-ajoliuos (%)

0 80 20
1,5 80 20
2 40 60

15 0 100




28
7 Tulokset

7.1 Optimointi

Taulukkoon 11 on koottu saadut lahtoionit, tuoteionit ja tormaysenergiat, jotka
tallennettiin seulontamenetelmaan. Boldenoniundesylenaatti, jonka piikkia ei en-
simmaisessa testissa nakynyt, ei antanut automaattisella optimoinnillakaan kuin
heikon intensiteetin. Sen lahtdioniksi valittiin alkuperainen derivatisoitumaton
ioni, jolla saatiin hyvat intensiteetit automaattisella optimoinnilla. Kolmella parilla
yhdisteitd on sama massa. Parit ovat nandrolonilauraatti ja testosteroniunde-
kanoaatti (590,4), testosteronikaproaatti ja testosteroni-isokaproaatti (520,4),
nandroloniundekanoaatti ja testosteronidekanoaatti. Optimointiraportti on liit-

teessa 1.
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Taulukko 11. Tutkituille yhdisteille valitut Iahtoionit, tuoteionit ja tormaysenergiat

. Lahtoioni I Tormaysenergiat
Yhdiste [M+H]* Tuoteionit (V)

483,3 38

Nandrolonidekanoaatti 562,4
455,0 40
Nandrolonilauraatti/ 511,3 38

590,4
Testosteroniundekanoaatti 163,1 58
Nandroloniundekanoaatti/ 576.4 497,3 42
Testosteronidekanoaatti ’ 469,3 38
149,2 18

Boldenoniundesylenaatti 453,3
99,2 22
367,2 26

Trenboloni asetaatti 446,2
2641 38
385,2 30

Testosteroni asetaatti 464,3
151,0 50
Testosteronikaproaatti/ 520.4 441,2 34
Testosteroni-isokaproaatti ’ 151,0 50
467.,4 38

Testosteronisypionaatti 546,4
439,0 40
455,3 34

Testosteronienantaatti 534,4
427,0 36
475,4 34

Testosteronifenylpropionaatti 554,3
105,0 60
) ] ) 399,2 30

Testosteronipropionaatti 478,3
151,0 46
343,2 30

Testosteroni 4223
163,0 42
342,2 30

Androstenedioni 420,3
313,2 30
346,2 34

ISTD testosteroni-d3 425,3
151,1 46
344,2 30

ISTD androstenedioni-d3 423,2
154,2 42
ISTD testosteroniundekanoaatti-d4 504 5 515,4 42
’ 152,0 54
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Tarkastellaan uuttojen onnistumista muutamien esimerkkiyhdisteiden avulla.

Yhdisteiden saannot olivat hyvin erilaisia. Liitteessa 2 on kaikkien yhdisteiden

saantoprosentit. Taulukkoon 12 on koottu viiden yhdisteen kahdesta rinnakkai-

sesta mittauksesta lasketut saantoprosentit. Rinnakkaiset mittauksen olivat kes-

kenaan melko erilaisia.

Taulukko 12. Viiden yhdisteen uuttotestin saantoprosentit uuttomenetelmilla.

Uutto Androstene- | Testosteroni xgztﬁstg“zg'_' Testosteroni- Nandrolo-
dioni-d3 asetaatti ylprop sypionaatti nidekanoaatti
naatti
Retentio- 5.01 8,17 10,5 11,7 12,7
aika (min)
MTBE
(saanto-%) 110,0 100,7 54,6 34,1 18,0
Hex-etac
o 95,3 94,5 70,4 37,6 12,6
(saanto-%)
Hex-etac+
suola 96,2 88,6 63,4 35,2 18,2

(saanto-%)

Tulosten perusteella valittiin sopiva uuttomenetelma. Androstenedionin ja testo-

steroni asetaatin saantoprosentit olivat sadan prosentin luokkaa MTBE-uutossa

ja molemmissa versioissa heksaani-etyyliasetaattiuuttoja prosentit ylsivat yli 85

%:n. Testosteronifenylpropionaatin suurin saantoprosentti oli heksaanietyyliase-

taatti uutossa (70,4 %). Testosteronisypionaatin prosentit olivat hyvin Iahella toi-

siaan kaikissa kolmessa uutossa. Saantoprosentit olivat vain hieman yli 30.

Kaikista heikoimmat saantoprosentit olivat nandrolonidekanoaattilla. Nandrolo-

nidekanoaattin saannot olivat vain alle 20 %, parhaan ollessa hex-etac + suola,

mutta ero MTBE uuttoon oli vain 0,2 %. Kokonaisuutta tarkastellessa yhdisteista

kuudella oli paras saantoprosentti MTBE-uutolla ja samoin kuudella yhdisteella

heksaanietyyliasetaatti-uutolla. Yhdisteet jakautuivat siten, etta ensin eluoitu-

neilla yhdisteilla MTBE-uutto oli paras ja keskivaiheilla eluoituivat Hex-EtAc-
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uutolla parhaan tuloksen saavuttaneet. Myohemmin eluoituneilla yhdisteilla oli
pienet saannot ja parhaana uuttona toimi Hex-EtAc + suola -uutto. Talla perus-
teella Hex-EtAc + suola karsittiin pois ja vertailtiin kahta jaljelle jaanytta uuttoa.
Nyt parhaat saantoprosentit MTBE-uutolla saavutti 12 yhdistetta ja Hex-EtAc-
uutolla 6 yhdistetta. Testosteroniestereiden seulontamenetelmaan valittiin
MTBE-uutto.

7.3 Gradientti

Kaikkien tutkittujen yhdisteiden ionikromatogrammit ovat liitteessa 3. Tassa esi-
tetaan testosteroni asetaatin, nandroloniundekanoaatin ja testosteronide-
kanoaatin ionikromatogrammit ja kaikkien tutkittujen yhdisteiden retentioajat.
Kuvassa 8 ja 9 on testosteroni asetaatin ionikromatogrammit molemmilla gra-
dienteilla. Gradientilla 1 (kuva 8) retentioaika on 6,59 ja gradientilla 2 (kuva 9)
retentioaika on 8,043. Molemmilla gradienteilla piikit ovat melko symmetrisia ja

molemmat ionit tuottavat piikit.

seos_slhu?l_2 3 [testosterone acetste gl
x103 (4643 -> 385.2 Area=H127171 RT=6.550
74643 -5 151.0 Area=1445370 Ratic=28Z RT=65_

Kuva 8. Testosteroni asetaatin ionikromatogrammit gradientilla 1.
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D04 g-seos] [testosterone acetate g
x103 |464 3 -> 3852 Area=h54 1644 RT=8043
464,31 -> 1570 Area=1378575 Rafio=285 RT=8,043

Kuva 9. Testosteroni asetaatin ionikromatogrammit gradientilla 2.

Nandroloniundekanoaatin ja testosteronidekanoaatin yhdistetty piikki on selke-
asti kaksoispiikki kummallakin gradientilla (kuvat 10 ja 11). Tama oli odotettua ja
todettiin, etta kaksoispiikit eivat vaikuta seulontaan, silla yhdisteet voidaan erot-

taa varmistusmenetelmalla toisistaan.

sens_zlku20_2 s [Nandrolone undecanoatetestosterone d
x10 3515764 -» 4573 Area=42508680 RT=12,002
545764 <= 57,2 Area=1318§93 Rato=23.2 RT=12.0..

4,54

0.5

T T T T I I T T I
T2 ATA IR TTR 32 122> 174 126 128

Kuva 10. Nandroloniundekanoaatin ja testosteronidekanoaatin ionikromato-
grammit gradientilla 1.



104 g-secs 1 [Mandrolone undecanoate/testasterons decanoate] D
x105 |576,4 -> 497 3 Area=4817614 RT=13.080
55 BTG4 -» 572 Area=1388614 Ratpo=28 B RT=13,090

F
454

A

354
14
254
24
1.5
14
0,54

| T | | I I T T | T
122 124 TFR 128 12 337 734 136 13" 14

Kuva 11. Nandroloniundekanoaatin ja testosteronidekanoaatin ionikromato-
grammit gradientilla 2.

Taulukkoon 13 on koottu yhdisteiden retentioajat kummallakin gradientilla.
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Taulukko 13. Kaikkien yhdisteiden retentioajat gradienteilla 1 ja 2.

Retentioaika (min)

Retentioaika (min)

Yhdiste gradientilla 1 gradientilla 2
ISTD testosteroni-d4 4,969 5,562
testosteroni 4,985 5,592
ISTD androstenedioni-d3 5,120 5,633
androstenedioni 5,028 5,649
testosteroni asetaatti 6,590 8,043
testosteronipropionaatti 7,323 8,946
testosteronifenylpropinate 8,857 10,480
testosteronikaproaatti 9,382 10,934
testosteroni-isokaproaatti 9,382 10,934
testosteronienantaatti 10,129 11,569
testosteronisypionaatti 10,270 11,695
testosteronidekanoaatti 11,510 12,696
nandroloniundekanoaatti/ 12,003 13,090
testosteronidekanoaatti

ISTD testosteroniundekanoaatti- | 12,296 13,299
d4

testosteroniundekanoaatti 12,270 13,314
nandrolonilauraatti 12,453 13,455
boldenoniundesylenaatti 13,478 14,269
trenboloni asetaatti 13,789 10,063

Gradienttien valilla ei ollut huomattavaa eroa yhdisteiden erotuksen suhteen.

Gradientilla 1 yhdisteet erottuvat hieman tasaisemmin, kun gradientilla kaksi yh-

disteet painottuvat gradientin loppupaahan. Gradientti 1 valittiin testosteronies-

tereiden seulontamenetelmaan.
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7.4 Liuotustilavuus

Tassa esitetaan testosteronipropionaatti esimerkkiyhdisteena tilavuuden vaiku-
tuksesta piikin intensiteettiin. Kaikilla yhdisteilla kummallakin tasolla saatiin sa-
mansuuntaiset tulokset ja kaikki ionikromatogrammit ovat liitteessa 4. Taulu-
kossa 14 on testosteronipropionaatin 399,2 m/z-arvon tuoteionien piikkien pinta-

alat pitoisuustasolla 0,5 ng/ml.

Taulukko 14. Testosteronipropionaatin tuoteionin (399,2 m/z) piikkien pinta-alat
kullakin liuotustilavuudella.

Liuotustilavuus Testosteronipropionaatti
(ml) 399,2 m/z (pinta-ala)

180 375

100 1070

50 3478

Piikkien pinta-ala kasvaa tilavuuden pienentyessa. 50 pl on riittava tilavuus
naytteen injektointiin laitteella. Kuvissa 13—-18 on testosteronipropionaatin kro-
matogrammit tasolla 0,5 ng/ml kultakin liuotustilavuudelta. Piikit ovat symmetri-
sia ja selkeita. Steroidiestereiden seulontamenetelmaan muutettiin liuotustila-

vuudeksi 50 pl.

QC 05_180 [testosterone propionate g]
w10 244783 > 399 2 Area=375 RT=4765
478.3 ->151.0 Area=103 Ratiog?3,1 RT=4.755

Kuva 12. Testosteronipropionaatin ionikromatogrammit pitoisuudella 0,5 ja tila-
vuudella 180 pl.
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QC 05_1D0_= [testostercne propionate g]
x102478.3 -> 399.2 Area=1070 RT=4.755
24783 -> 151.0 Area=240 Ratio22.5 RT=4.742

1.8
15
1.4
1.24

14
0.8
0.6-

Kuva 13. Testosteronipropionaatin ionikromatogrammi pitoisuudella 0,5 ng/ml ja
tilavuudella 100 pl.

QAC 0550 a [testosterone propicnate g
x102 4783 -» 3992 Area=3478 AT=4,755
554783 -> 1510 Area=731 Ratiog22.7 RT=4742
5
45

Kuva 14. Testosteronipropionaatin ionikromatogrammit pitoisuudella 0,5 ja tila-
vuudella 50 pl.
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8 Yhteenveto

Tassa opinnaytetydssa kehitettiin anabolisten steroidiestereiden LC-MS/MS-
seulontamenetelma. Tyohon kuului naytteenkasittelyn testaus, optimointi ja

MRM-menetelman luominen THL:n dopingtestauslaboratorioon.

Seulontamenetelman naytteen kasittelyyn valittiin neste-nesteuutoksi MTBE-
uutto ja derivatisointitekniikaksi Girard’s P -derivatisointi. Liuotustilavuutta tes-
tattiin ja tilavuudeksi valittiin 50 pl. MRM-analysointimenetelmaan valittiin kaikille
yhdisteille 1ahtoionit, kaksi tuoteionia ja tormaysenergiat. Menetelmaan luotiin
my0Os sopiva gradienttiajo. Onnistuttiin kehittamaan sopiva seulontamenetelma,

ja luotu menetelma soveltuu validoitavaksi THL:n dopingtestauslaboratorioon.

Tyon aikana testattiin myos toista derivatisointireagenssia ja muita gradient-
tiajoaja. Naita ei tassa tydssa kayda lapi. Testattiin myds virtausnopeuden nos-
tamista ja eri kolonnia, mutta tulokset eivat olleet paremmat ja kyseiset testit ja-
tetdan tassa tyossa kasittelematta. Naytteen esikasittelyn faasien erotusvaihe
suoritettiin tassa tyossa kasin pipetoimalla. Kyseista vaihetta voitaisiin tulevai-
suudessa tehostaa erityisesti tydtehokkuuden kannalta esimerkiksi kuivajaan
avulla, jolloin vesifaasi jaatyy ja orgaaninen faasi voidaan kaataa uuteen put-

keen. Muutos lyhentaisi esikasittelyyn kuluvaa aikaa.
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; Agilent Technologies

Instrument Information

Project Name Do+ _3
Instrument Name Alma
Instrument Model GE4604

Compound Name Formula Mass Sample Position
nandrolone decancale g C35H5103N3 561.39 1
Method Name

CriMassHurer Meatheds\ Optimainth Optimointi_POS 100%B.m

Polarity Pasitive lon Source ALS ESI
Precursor lon Fragmentor

5624 70

Product lon Collision Energy Abundance
4833 38 20998

1518 14 2787

96.8 34 329

3253 18 169

89.4 ] 1138

133 22 1025
Compound Name Formula Mass Sampla Position
nandrolone laurate g C3TH5503N3 589.42 2
Mathod Name

CAMassHunterMelhods! OptimainthOptimointi POS 100%B.m

Polarity Pasilive lon Source AJS ESI
Precursor lon Fragmentor

590.43 70

Product lon Collision Energy Abundance
5114 38 56800

7.3 ] 17831
4834 46 14442

802 48 9983

952 GO 5957

162.9 54 3811
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2.(7)
Mandrolone undecanoale g CI6H5303M3 575.41 3
Method Mame
CiMassHunteriMethods\Optimointl Optimointi_ POS 100%8.m
Polarity Positive lon Source AJSESI
576.42 70
4873 38 183451
57.2 60 45242
469.3 42 26281
802 42 18437
5.1 58 17243
1351 58 189942

Boldenone undecylenate g CITHS5103N3 585.39 4
Method Mame

CiMazsHunteriMethods\OptimointhOptimeinti POS 100%B.m

Polarity Paositive lon Source AJS ESI

586.4 142

&2 54 1710
A023 26 132
Jzaz 26 136
106.8 50 452

renbolene acatale g CZTH3103N3 44524 5
Meathod Name

CMassHunleMethods\OptimainthOplimeinti POS 100%B.m

Polarity Positive lon Source AJSESI

446.25 106

2641 38 48439
3672 26 46256
3382 3o 14009
2511 46 17508
3242 34 BSST
802 42 2136
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Iesiosterone acslate g CARHITOAM i | ]
Mieihod Name
CiMassHumerMethods\OptimaindtOptimoint_POE 100%8.m
Polarity Powtre lom Source A5 ES
464 29 by
aa52 k| Fanr. ]
1629 42 4542
T4 14 551
135 £4 4201
181 &0 TH5A
447 6 14 2506

tesinshernne capoate g CIA4R03M3 G168 by
Mothod Hame

CiMassHunterMethods\Optimain®OptimointPOS 100%8.m

Polarity Positree lom Source A5 ESI

o] Fy i

Production  CollsionEnergy  Abundance
4413 a4 150805

181.1 46 v

163 i 45121

135 il a6l

B a5 12070

123 &0 21ra2

IEsiDhernne Cypionae g G4 TOANMA B 5 a
Mothod Hame
CiMassHumerMethods\Opbimoing/Optimoint POS 100%E8 m

B 37

&=

4574 K| SFal
151 42 1653
a2 ¥ ] 240
ana 14 &4
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Compound Name  Formula  Mas  SamplePosion
testosterons decancate g CIBHSI03MS e -]
Method Hama
CoiMassHunterMethoes\Optimaing\Optimeint POS 100%8m
Falarity Positive lon Source #dS ESI

BG.a2 o]

4473 a4 11228
B3 dfi 1TET
azrra 14 113
X114 14 142

tesiosterone =nathate g CIAATOINS 8348 10
Maothod Mame

C-Mass HunterMethods\OptmaoingtOptimoint_POS 100%8 m

Paolarity Positree lon Source A5 ESI
£34.37 i)

4553 a4 2513
1514 42 [Tax ]l

&7Aa 18 g [n - F3

1311 &a a5

5 14 24T

aa difi i ]

testosterons isccaproate g CIAH4803M3 818,35 1
Method Mama

CiMassHunterMethods\Optimang Optimoint_POS 100%8 m

Polarity Positve lon Source A5 ESI
B0.36 i)

4412 a4 HEAET
151 &0 ne )
153 ] goar2
B2 L] 44138
135 1] 45041
123 B4 asnay
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testosterons CASH430AN3 853,33 12
phemyipropionats g
Method Name
CiMass HumerMethods\OptmansOptimoin._POS 100%E8.m
Polarity Positive lon Source A5 ESI
£54.34 ]
4754 4 12478
105 &0 4743
08 14 Fa-|

&2 18 i §|

tesiosterone popionale g C2EHIS0ANI 4773 13
hothod Name

C-Mass HumerMathods\Optimani\Optimoint POS 100%E8 m

4781 )]

8.2 aq HEa4z
163 af Eh ]

151 48 B2

135 L] 47047

123 | AF066

120 &0 41280

|
_E
§

E
]

CiMass HumerMethods\OptmanS'Optimoint_POS 100%8 m
lon Source

f
E
:

Bl 43 M

Production  CollsionEmergy  Abundamce
&11.3 kel | ER52

1511 B EX3E2

1634 . | L

1244 i 14668

B2 a8 10823

1351 i} 15566
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ISTD tesstosismns CATHATOADIMA B4 45 18
undecancate-od g
Method Name
Crikass Humerbethods\O pimang Optimomt._ POS 100%8 m
Polarity Postive lon Sourcs A5 ESI
B a6 T
LT ] 42 T2
15 By EXIPE
1841 [ bt
T3 Ba 17308
12 5 GTET
124 = 163486
IETD resfostemns-dl g CAHI020AA 43422 i []
Method Name
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4253 1T
g 2 aa 0z
163 4 100178
1511 i S0
1209 1] TR
135 L] EE
1231 B Bl

|
|

17

51
]

ig
:

; f

E

:

B
B
i

ELBAEE



Liite 1

7(7)
Compound Name  Formala  Mass  SamplePosion
Androsienedione g CAEHABOMA 42127 18
Method Mame
CoiMassHunter Methods\OptimaingOptimoint. POS 100%8 m
Palarity Poztive lon Source A5 ESI

B
u
|

2559 &0

Tesiosierone g CAEHIIOIMA A8 19
Mothod Hame

CikMassHunter Methods\OptimoingtOptimointl POS 100%8 m

Polarity Pogitive lon Source A5 ESL
42027 1]

a72 18 1438
1372 14 B45

. K 1a 1374
o] 14 am
x4 18 133
1113 M 1108

I;llﬂ:hml.n:bqhni GCaoH4a03 457 33 |
fethod Name

C-iMass Hunterbsthods O phmainsOptimoint POS 100%8 m

Polarity Positve lon Source AJS ESL

34 i

14932 L
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Uuttotestin tulokset

Taulukko 1. Uuttotestien tulokset.

ISTD testosterone-d3 Results

ISTD androstenediona-d3 Results

Testosterone Results

Name RT Area Area ka o RT Area |Areaka Fo RT Area Areaka| %
MTBE a 5,00| 402822( 39407,1| 111,02 501 52410( 50040 | 1100 5013 45195( 44333 (1106
MTBE b 5,00| 385321 5,00 47669 5,013 43471
hex-etacl a 500]| 30903 4| 337596 951 501 306AT( 43356 | 953 5,013 34858 36180 | 903
hex-etacl b 501]| 366158 501| 47054 5013 37502
hex-etaci+suola a 5,00 31374 332096 938 500| 42363|43756| 962 5,013 33924 | 35534 | 896
hex-eatci+suola b 5,00 35218 5,00 45148 5013 37843
100%-saanto a 501]| 28573.2( 35496,6| 100 5M 30657 45458 | 100 5013 32148 40083 | 100
100%-=aanto b 500] 424201 501 51338 5013 48017
Androstenadions Results Trenbolone acetate Results testosterone acetate g Results
RT Area area ka Y RT Area |Areaka Fa RT Area Areaka| %
MTBE a 5014| 63411,7| 610073 | 109,2 7311 22796(179,15| 876 817 104630 101616 | 101
MTBE b 5,014 58603 7311 130,34 817 98602
hex-etacl a 5014| 47T173,6| 52841 8| 946 7311 156,20| 1888 | s28 a81m BE283| 95334 | 945
hex-etacl b 5,014 58510 7,325 22361 817 102385
hex-staci+suola a 5,028| 497276| 502027| B899 7,325 15538183 46| 837 81mM B7423( 89341 | BBG
hex-eatci+suola b 5,014| 506777 7311 20753 81 91260
100%-=aanto a 5,014 48872 | 55869,1| 100,0 731 165,17 | 204 55| 1000 817 B2631( 100883 | 100
100%-=aanto b 5,014| 628662 7297 24394 8171 115136
testastarone propionate g Results testastarone phenylpropionate g Resytestosterone caproate g Results
RT Area Area ka o RT Area |Areaka F RT Area areaka | %
MTBE a 9,03| 18B068| 181577 | 93,13 | 10,5235 226085 21504 | 54,629 | 10,98157 | 117039,9) 111443 | 49,7
MTBE b 9,03] 175087 10,5235 203994 10,99158 | 105845,3
hex-etacl a 9,03| 172255( 181437 | 93,06 | 10,5235 280484 | 27716 | 70,41 | 10,99157| 1470892 | 143530 | &4
hex-etaci b 9,03] 190619 10,5235| 273834 10,89157| 1395870,2
hex-etaci+suola a 9,03| 16646G( 169856 | 871 | 10,5235 24695.8| 24987 | 63,479 | 10,99158| 126284 B| 127019 | 56,7
hex-eatci+suola b 9,03] 173246 10,5235 25279 10,99157| 1277526
100%-=aanto a 9,03| 160753( 194873 | 100 | 10,5235 331323| 38363 | 100 | 10,99157| 185135,9)| 224108 | 100
100%-=aanto b 9,03] 228183 10,5235| 45594.5 10,89157 | 259080,3
testostarone isocaproate g Results testostarone enathate g Results testosterone cypionate g Results
RT Area Area ka % RT Area |area ka F RT Area areaka| %
MTBE a 10,992 1201892 113755 | 49,893 ) 116118 34B76.6| 33282 | 341 | 11,72382| 16619,9| 15586 | 33.9
MTBE b 10,982 107318 11,6118| 317071 11,72382| 145512
hex-etact a 10,952| 150458 146358 | 64,193 | 11 5877| 399918 36760 | 376 | 11,72382| 18121,1| 16614 | 36.2
hex-etac1 b 10,952 142259 116118| 335283 11,72382| 151074
hex-etaci+suolaa | 10.992| 131534| 130172 | 57,084 | 11 5877 347204 34385 | 352 | 11,72382| 159577 15894 | 346
hex-eatci+suola b | 10,992| 128811 11,5877 340406 11,72382| 158311
100%-saanto a 10,992 190587 227996 | 100 | 115877 82102( 97673 | 100 11,7239 389062 2| 45539 | 100
100%-saanto b 10,992| 265394 11,5977 113244 11,72382| 52816,3

Liite 2
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Boldenone undecylenate Resulis nandrolone decanoate g Results Mandralone undecanoate’
testosterone decanoate Results
RT Area | areaka o RT Area area ka % RT Area |area ka H
MTEBE a 12,5817 20,147] 20,14 [ 2991 12,72442| 16191| 1556653 18,0 1312| 16263| 15513 | 16.1
MTBE b 12,65228| 20,124 12,72442| 14939 1312| 14762
hex-etacl a 12.6805| 11,041 982 | 1459 1272442 13269| 10883.9 126 1312] 12744 10203 | 1086
hex-etacl b 12,55347| 8,597 12,72442| B4898.5 13,12 76622
hex-etaci+sucla a | 12,60993| 19,668| 18,74 | 27,84 | 12,72442| 16213 157621 182 13,12| 16017 15802 | 164
hex-eatci+sunla b | 12,73695| 17,818 12,72442] 1531 13,12| 15587
100%-saanto a 12,72283| 29.861| 67,32 | 100 12,7244 7T3814| 854130 100 13,12| B3156| 96583 | 100
100%-saanto b 1265227 104,784 12,72442| 98012 13,12 110010
ISTD testosterone undecanoate-dd g R{testosterone undecanoate g Results Mandrolone laurate Results
RT Area | Area ka ] RT Area area ka % RT Area

MTEBE a 13,32742| 4574.86| 43594 | 156 13,3282 16773| 157410 | 154804 | 1347| 25066| 23934 | 14 656
MTBE b 13,32742| 414395 13,3282 14708 1347 22801
hax-etaci a 13,32742| 3488,53| 2797,43 | 10,01 13,3282| 12256 97310 |9.56992| 1347| 1BBGG| 14963 | 91629
hax-etaci b 13,32742 2096,32 13,32a2 T206 1347 11061
hex-etaci+suola a | 13,32743| 4772,05| 46B8,71 | 16,78 | 13,32822| 17328 166874 | 164111 13.47| 25897) 25638 | 15,699
hex-eatci+sunla b | 13,32742| 460537 13,3282 16047 13.47| 25378
100%-saanto a 13,3274| 24539,6( 27946,3 | 100 13,3282| 8B418| 1016833 | 100 13,47 142708| 163304 100
100%-saanto b 13,32742| 31353 13,3282] 114949 13,47| 183900




Liite 3
1(2)
Gradienttitestin ionikromatogrammit

Gradientti 1

s D e 2] ecs,_si 2 Tesiarecee] seca i35 FSTD creasnesone 1) s S0 e s seca k2023 estoercoe pgicnse 3.
Pyt - 3 ATt 8 K0T{EEA3 2 3443 rea=1288503 RI-8012 ATes 0 X108 J£783 2 1982 AewaeB 72288 R1-7323
b 25} 7 s 23> as R T s e €737 151, emacZ3i(63 Raiocdd 1RTS71
2 22 18 5
22 2 3 03
2 1 16 o8-
18 18- 14 - o7
1% 1
1 1s. " . -
12 12 %
1 1 a 04
0a: us.
06 a8 2 -
04 as '
02 - Ly
B 8 s o 78 s s s 7a A ' Y da b 6> ge fegn I 72 7a " foan d o da fe da b a2
a20_2_b ISTD sstosierore-<1] s su20 2 b [Tesioeiroee] secm_slkuZl_2 b ST secrosinedone—<1 s _skuZ2 2 b e ostercre s l coca_slkuZl2 b esioeiroes proponste sl
10 37425.3 -5 3462 Aren 1586510 AT 363 a10 % 4223 -5 3412 hrena 1705613 ATt 930 110378233 -5 348 2 Seea 140003 RTE 012 A10 34643 5 3852 dreneB2681 14 AT<6.608 105 [878.3 -3 390 2 Seeaaf3003A RT.7 137
fefassam 2623 T 2452830 108 3 - 1510 v 1673163 Fabonze. AT 3 1510 denen ZIRE7 a1 RT=73..
4
= 22 &
k1 -
12 18- -
u 18-
1 frf % .
12 12
1 Fl o8- 3
g: 0z [ 3
us.
04 0a- Lo 1.
02 02 L
£5 28 A5 5 5 5 5 Aa F 62 6a goan 7 72 7e " G gn ¥ 7 9‘ 9‘ B k7
520_2 8 pesiceersee chenyoroprnate ] o it 2 2 e aprose ol ses_skud0 2 8 hetostzrone, secs_skuZl 2 a Becisierons scahate 20,2 s fssoimone se0s_3iu20 2 s randrckore decewose ol
m: 3 478 4 Aream2681337 RT-8,057 105, m,t»;uilntmhlx‘ﬁumd.ﬁl o --»m:m..nnmsm 2182 AT0? [S38 5 45,3 renSETEG RT-10,123 10554645 4674 -u..mcmrn 0270 103 [5E24 -» 483 3 AreamtdB2051 AT=11 510
3815503 > 150 b VR FabchORT=88- | o204 2750 Asonzs § T-01 0 5 s 7 RabonZs 3 RT=9.3. o 2 0 oo Faimegna et | o 0 5 0 e ke 1oL AT
o3, ’
s = . I
07 g 6 35 &
1 5 > ar
16 r
25
as. 05 " 5
04 04 3 - 2
03- 03 2 15 15
2 02 T 1
ot 0. L 05 L LS
" o v = T T T m S - g g gy T g o e g g e e s e o g gy
T a2 fsdndn 3 8204 W5 AR 8 92 94 95 8 T W2 25 87 4 o7 ds 8k 53 hoadz % th 1204 s 18 1 s 95 a5 T 02 MeME 1A T e 11 2ifarferls b U2 ds
‘seos_alku2(_2_b estesterone phenyipropicnms o] ‘se0s_siini20_2_b [teststercne caprosse o ‘se0s_nkud)_2_b hesmaterone isocaproste o] 20} 2_b pesrostesone erathate o secs_sikou)_2_b lessasercre cypionms o] '3203_niui20_2_b [nendralone decancme o]
T s T 4108 | 204> 8411 fnea=11663687 AT-4296 108 [SE04-» 4412 Area- 1174108 RT-4206 un:Jmu 4553 femne58910 RT-10.128 V103 SIEA -» 7.4 Area- M3 RT- 10284 0% |5E24-» 43 Area~iSEZS14 RT11 510
i Senan 251745 FiopondfS RTaBE. 5204+ 1630 reasCSTRESE Romoe?S 5 TS 15204 - 1510 dree Fioed5 4 ATe53 55344 > 1511 et 3500 Ron 3 ATy |68 510 dcomriopd1 o Jam AT
1s. 05
1
A : K “
07
a 5 3 35
3
25
5. & a 25
bt 3 2
03 2 15 18-
02 1 1.
o 1 05 1.
T fofe fpin 1 o2 5 W A0 32 94 g5 aa a2 A5 0 1 92 8s a5 44 h 02 da_d5 98_h 1210 306 308 11 o35 _an_b 102 We 06 88T Wn T l2i0116 118 B 3214
vmos a2l 2 2 Maboore | nace_stu 2. i || ae ki 2 uraie] seceal Pt et ] sece ikl 33 acatate|
X105575.4-> 1573 AvesmiSOOSE0 RT 1203 *T0XHE > 15t Ao GRS - 11250 20040 S eSS 1220 108504 113 A5 T 12453 B 292 e 102 [ U > e et 1378
55764 5 577 feaa-TIIBEEY Aaion282RT-120 2 a5 2 s 556 e fio-130AT-12. (]S04 93 eyt RabeetaRT-124 B eyt i R 8482 > 1212 drend3S g ZEA
s 12 as- 1 5 7-
- 15 s 7 i
as. 1 pos % :
5 12 a5 5
25- 1 o *
2 o2 o
18- 5. 03 »
1 04 02 2
15 02 o 1
12 arte1fn 12 12 Fa1ds dn 1arferln f) W2 daderds i faals n‘n 12 133 174 198 IR 1 176 178 11 117 114 1 cdn e ds Aoz da s odn f oo dands
‘se0s_piki2l 2 b Plandroone 4 veon w2 cHleGisl | aeon SR D [ealoalecns inSacaeoss i " ) 021 Poanoes sndecyecate a0 | vaca_SI20_2_b [Tarklens e
HOHETE L3 1573 e 2T T 12000 108052 5154 e 677172288 ot Js »sn:nu-samsnr-rm 0L 113 e a1 12453 a0t ls&s—aasazb—-ﬁmunr-m'u X102 83> 284 ArcamidB5 RTS11750
5 > 572 dewae 06 Aato=298AT=120. 25544 > 1420 Area. Ranemt? SRT=122 !&h.) 1631 Arem=119030 0= 19,8 AT 1 [590.4 > 573 Area=1951462 Ratiom18 SRT=174. 09 4833 o 7852 e 846.2 -> 1222, 306 R
i v
s 18- i@ 0 2
p i i t 7
15 4 a7 [
: 5 e " .
25 ¥ as-
2 . o it *
1 15 03 o3 i
1 0 02 02 5
15 w o o h
12 Hatie iR 2 192 174138 UR e 1fg 118 1 192 134138 198 1 176138 1 1o vle g 1in L 1dp t 1ds e g vin & ol ddasds




Gradientti 2

Liite 3
2 (2)

D8 rseca’ PSTD esosterane-<3) D04 raecat Testosirone] Dt rseca FSTD andrcsissedione-d2] D04 gasan Peosteradions] 004 -secx stoatercne aceae
X343 263 demr-2i26 8 X108 [4223-5 W12 dewned 21036 RT-5552 AOSJEY > WA TN RIEER) TS0 3> 3412 mwbeiE 1284 AT=5548 X103 [464; 5041
] S et 5237 LD et 23 T8 214223 5 083 denemié 3J6203 £72 naanias oz T8 505 46433 1510 wmaw 878578 FghonZh § RTa043
25 25 2 3 .
28 28 1 Bt} 5
. 3 1% 2 v
s 1 4 175
E 15 12 1 &
125 128 1 125 5
B 1 o5 i
078 oS o8 s 2
15 05 04 05 5
s 025 02 08
i Ef ds se sn b A i _f> fi 8k B8 R A2 4 43 & 83 %4 S 8%k g2 ds ' Aa_% 9> Ru 8% 8RR A2 64| 73 1475 78 Ry da_f8_fn_A
e el D04 gaeua2 Testessrena] D g-secaz JETD [FrpEe g e— D06 2002 parcaten sceme )
A19¥]428.3-2 3962 Jrea-2007501 RI=5 1020232 0 T2 T 352 B el Lol 10762033 1.2 Meman2023682 AT-5645 X103 |4643 -3 362 Avoa=TIRI18 AT-.043
] 53 T et . 27562232 1820 227 RT=5552 224835 4053 eveet | T i RTS8 BH1643 > 151,0frees 900136 RgonZB.3 RT=E.043
25 2 2 i
2. 8 225 &
2 % 2
13 14 13 5
13- 12 5. #
125 1 128
1 05 1 -
0. o8 an z
[ oe 05 5
3 0z 05 ¢
PRI P ) E_f2 4 Ak 8 fa An_% 8> Ru Bk ®A & @2 £a | I3 74 75 78 B> de #R #3 A
D04 s | iosierone ropcnsie o D08 g I 1002 grmoe hesostercne pher rosiorate o] pesostarne capeoste D grsecs pestcntrone sccarasie l
10517835 302 e 0165002 RT-3845 1034452 5 4204 deenc3BEI6 AT-0E 10 [554.3 5 4754 Aven- 308212 AT-110480 105520145 6411 drena 12622068 AT-10,834 X1 |04 5 4412 drean 12918824 AT-10.804
1247832 1610 Arwanz212845 Rpond81 AT-8546 el I TR et R 110008 3 Tals 11| e g2 83 RT-108
i r i i
. 1
¥ 18- as- 03
- . i i
o b 25- or o7
06 25 as- I
X 5 ! as. 15
o is 151 a 0
03 + oz- 03
02 g 02 2.
o1 s L o o
T > #e fx #n 4 52 32 8e an 9 ge 4 88 i > w4 g s Sk 102 e w5 1A B 7 T 12 18 ws g 112 1e s 1y W2 e 5 a1 13 e 18 A
s propcnse ol 04 g-0s2 [Trenbelons scete] 004 gsses? forgicnate 1008 5-vecn2 esiserone caprose. 034 s e el
006 J6783-> T2 e 10462574 RT4540 103484625 4234 demme20Ta8 10 [E54.3-> 4754 freae 375858 AT=10.80 X108 5204 8411 frene 2815764 RT=10.834 10 5]520.4-> 412 freas T208TIR AT=10.9¢8
12147835 1510 Ares-2843617 P01 AT-8.845 e R e g w006y 4508803 1080 182573 2R1-10.80 1o 208 1630 dren-i08 TRT-i08 128204 2 151 0 Araa-3341748 a5 RT-10.848
0 22 . ; 7
1 2 1
15 as-
¥ 18 13
08 16 3 ﬂ: 0g.
o 14 25 L 07
o5 12 5 05
05 1 s os.
o4 08 15 o [
o 06 1 a2 03
02 az. 02
o u @ uw o
T & d: ds an 1 a8 2w 4 ® > we 1k ols 9 9 b > e we wa 192 T Nz s s dn 1 fr s 102 0 e wia 1h 11z e 118 108
o0t erathie 5l v [esiostarne cypmnate ol grseca1 fandeckone decanaate o 004 rseca Ianrclore undecemoselestoeirone decancsel rsmox (ST tesistercne sdecamosie-¢¢ o).
iy u:sﬁ)hn-suxm AT-11568 10 {546 45 4674 Area 871354 AT 11,635 05524 23 eeadIERB18 - 2606 03 [ 7S hrm SRR 1025045 5 5154 dneac 628982 AT-13.298
s{saan 1811 5634 151 3 i1 15 Rmscol 1 RT12655 ga T4 BRI 2945 5 1520 tomand07540 Rt S AT-11288
s i . B 1@
: o 8. 1%
[ # L
8 1. e *
5 5 . 12
4 2. 25 i
3 2 3 0
2 * 15 a5
! T 1 04
1 as- o5 os. o2
—— T — . T T — T —— T — T T — T L
a1 _ii2 1 1ls le_13_vz v An_h 12 s i 1ls 2Dz e 1k e -h P i35 98Ttz s te 22 s 36 _i3n_t 13z ide idn de T Fa_ide da_th vz s e ids_ta idz
romcad pesiosieons ensthae ypensie oo S0 tesoomrcne
TS {53483 4553 den-COA2808 RT-11568 10554545 4674 eea280IT3 AT-11,635 T HEL 4 8 e LA 12638 103 4 7S T 11080 10 5845 5 5154 dneac643068 AT-13.208
09 JE344 1911 Aeman 1872231 oo RTT1 285 5 ]8464 > 1510 Area-tetaze TRT-TE 9624 5 1513 Arnamt3ts Ao 1 RT- 1255 P E ea 57588 R 03 RT-T3.80 L] T szt g R 288
5 18
o 1
2 ”
5 1
25 L
z o8
15, as
1 L
os. oz
s 1 > 1l 176 l8 2 3z s B 7 s 116 1l 77 Je s s B 132 3s ide Fn b e ds ide 22 s 36 Jn B ids ds de A Fs de da B > s e dn b dp
D04 g-seos [ISTD testosterone undecanoate-dé ol D04 g-se0s | [testosterone undecanoate o] D04 g-se0s 1 [Nandrolone laurate] /D0 g-seos [boldenone undecylenate e deri |
%10 55985 -> 5164 Ares=1626952 RT=13,299 x10% |590.4 > £11,3 Area=5682181 RT=13,314 <10 |590,4 > 511, Area=10053099 RT=13,455 1D+ [#533 > 2692 Area=449528 AT=14,
/5345 > 1520 Ares~B07540 Ratip~296 RT-12.299 175904 > 163.1 Area=T184020 Ratio=30 8 RT-13200 178047573 Mres-i582492 R 14533 - 143.2 Area=253230 Ratio=57y RT=14,269
18 i 1 “
15 08 23 5
14 08 08 %
5 o7 07.
3 08 06 4.
05- 05
o8 04 04 .
a5 03 03 2
04 0z 02 3
0z o1 21
e 16 1ln > s s f_ad> " e dx 0 147 6 r_ 2 13> e e s 147 e e tdn ta 1d> e 1ds 1
D0é g-seos2 [ISTD testosterone undecanoate-d4 g} D04 g-se0s? [iestosterone undecanoate ol D04 g-se052 [Nandrolone laurate] D04 g-se0s? [boldenone undecylenate ci deri]
%105 [594.5 -> 51,4 Area=1683065 RT-13, x105{590.4 -3 5113 Area=5919434 A 1055904 > 511,2 Area=10238422 RT- 10 +42533 > 2692 Area=£81368 RT=14,069
,[5388 120 reatiazsis 125504 -> 162.1 Area=1717710 Rat 1.2-{580.4 > 57.3 Arca=1617908 Raljp=15,5 RT=13.455 2583 1492 Area=285553 atio=53y3 T=14.269
114 11
18 1 1 7
18 08 08 5
14 08 08
12 07 07 5
1 08 06 .
05 05
g‘g 04 04 3.
5 03 23 2
04 02 02 X
02 o1 24
e e s i e e " e ds by de de e e 1dy e Jz 1 e s s d4 d) e ade e




Liite 4
1(3)

Tilavuustestien ionikromatogrammit

0 05_ 180 ISTD estostrene 23] G0 05_120 [Testostscne] 0 170 snsbessenacine &3] G0 05_180 [rdrcatenedicne] € 05_180 [Trerbelone scetie]
C102{1253-> 1452 1078 RT=3.080 102 [422.3- 1432 AreanSE AT=2062 428.3-3 3442 dreaml 338 RT=374 1774203 1412 Aream212 RTS2076 107 ]45:2-3 3672 Arsamt] RT=1581
i s Raio=d1,1 RT-2047 1422 > 1630 frea=272 Raomd1 7 RT=3.062 4223 > 1642 Apea=225 Rasion17,1 RT=2074 842032 551 Argp~68 Raia=27 5 AT-1.985 g ]/462 2641 Area-28 a1 AT-085¢
b i
F: 18
N 2
0 i
12 12 18
‘ 3 14
12
o 12 3
1}
0§ (13 08

5 43 44 s 36 37 3

727 1 3133 333 Faga 1 ah
GC 08_100_a ST testoster
XIg2]453 2 462 dwa-i108 RT-1080
5{4253-> 1511 Raio=30,0 RT-1.060
5]

100_s [ISTO secrostanedions43]
4233+ 3843 Area=2085 RT-307¢
1423.3-> 1542 Aman756 Raion15.7 RT=1074

R T R

TR L D e e T T

100_b JSTO ancrossenedione43] 0T 05_100_b Jndrcateneions]
423.3-> 384 2 Area=3751 RT=207¢ X107 [4203->341.2 Area=633 RT=2.076
423351842, Ratiom18.2 RT=307 1842035 55,1 Argpe76 Raio=12. | RT-2.969

Fa s 1 31 3> 35 4 3 38 7 3w #a 75 1 31 32 33 94 35 38 37 AR Fa s A 3147 333435 A6 37 Jn s L Ja7a & a1 A7 3134 35 I8 a7 A da L
G 05_183 pestosierone scetate 5| (GC 08_150 pestosterone propenate o] acs] aci acos ] "
107 12643 > 352 eea=3S8 RT4071 1034783 > 3392 feea=375 R4 769 00" {5764 2572 Aveae 237 RT=L78 580.4-> 57 AreaT1 T=5638 10725232 1482 Area=20 RT=6.05¢
8516643 1510 dreast Rabion 3 R4 078 147835 1510 e 108 1RT-4755 Ratio=l RT-6.111 5904 - 5113 reant 15752 |#523 > 2692 feeaet Ratong 3

Z5-{576.4 > 497.1 Armant
7 25045 16271 v R

H 4o e kD B da dg A% LA da gk e | PO %2 _ns 78 @ &2 A5 &3
GC 05_100_» [essostercne acetse (G 05_108,_3 hesstercne pepicnste gl ), Nandsclone srcecancstetesssatrone cecancate] ) Nanceclone fsurse e (G 05_100,3 ockencne =
10248435 352 deeesTH RT=d T4 1024783 > 3582 deeas TOTD AT =4 755 5764572 feces71Z RTSS018 107 [5504-2 573 ree 151 FT=5555 2107 [#523 > 182 daeas 3 RT=001
¥ 26 RT=407¢ 217832 1910 aveae240 Raiioge2 s T4 722 {5764 4873 reae7 Raiiom RRT-6.125 2523 - 389. Avaaet Faliongy AT
15: 18 &
18
13 15
12
- 1
i 12
03
0 .
ar- o8-
as: ﬁ
= o e as.
A5 _da 38 8143 1 T 4> 4y dn dn K % i % 43_da
GC 02_100_b lewostarons acetme | (GC 08_100_b Desrcatacna pegicnate 5| ac secanoamten i oo 2 cylacate o o |
10245435 5. fres-30 RTo4 074 10747835 5592 demaa1 14D R4 755 576.4 - 57.2 e ATt 3TE 41074513 > 1492 dreas 134 FT6.014
4543 19110 drm 163 Rtionf 11 AT=d 074 2247835 15110 resn2i2 Fsiof?1.2 ATk 783 £75.4 > 457.3 Arme Rio=RT=d 91 285332682 dresa Raton} 5 Rrens7e
s
18
15
14
12
1
o8-
05-
——
45 3 " I 5 & &b b &5 R K7 _fs_#5 g%
GO 100 Besioserore crpionse sl w_ G 05120 Inacroloms decanosle ol ]
101 JS54.35 475 Awaebz AT=6 357 546 4 > 7.4 semp=DAO RT-E545. X101 520.8 > 4472 eS8 AT=7.015 X102{~534.4 > 4553 eay=2003 RT-5.435 24> 433 A R |
55473 1050 Avene22 R 5 T 384 $5{545.4 - 1510 Aeeme s RTo6, 388 =204 3 151 0 dremat13 FLEL 534 4 151 1 Arema 163 Foont | T35 552 > 1513 drenad i AT <3565
53 15, . 552 4 > 6.8 rmen2S Aion3s 8 ATo5.726
52 [
5 75 |
5 7. i
43 &5
3 5 [ ¢
ar 55 f
48 5 1 4 & 3
* s -
8% A8 57 @2 A% R & §i a5 An J 1o Je 7h 7n 97 82 3% _sa W id> we 3 363
[estossecone shenypropiorate. —0 QC 05_100_n jrancrolone decancate o]
33 754 JoenaZ20 AT 11 2103152045 4412 Arema7 8 A7 028
7816843 1080 rmamhd Racngf 1 BT=5:357 1175204 3 1810 Armant? 38T 5348 > 1811 Areomdd Fgy=03 ATo2.408

Sk f8 k67 a1 Gr 4R 72 ) &2 da i ) & i dx dx ] 1 &5 d: gk 9n b dy wa 4 g% 9% b Wy wa '
G 15_100_b pestosierone pheny propionate gl GC 08, 100_b estosterone oypionste gl 0C 05_100_b randrolone decarcate

101 {5843 > £78.4 Amae288 RTo6.4T1 1035464 > 4674 Aeae1278 AT-£.588 21035204 > $41.2 Arna=r5 AT=1.042 (75344 - 4853 AreaekT21 RT=5.436 )
16543 > 105.0 fream RT3 546 4 > 1570 Armam22 Ratic= Ty RT-6545 11752082 1510 Arean172 Radgee. 1 AT 45|53 2 61,1 Area=250 kot RT-2.555

1
03 [ §
g—; 0ss- p | 4

o [ o &

i -
L b do de dn 3 5 4 £2 81 s gh 7 A _an L o7 da d da th id>

S5 % k&2 du fs sn 3 72




x102.| 7534 4 -> 455 3 Area=2008 RT=3,435

5 5344 -> 1511 Area=163 Raflo=8.1 RT=8.555

Qco

x107

5_180 [nandrolone decanoste g
5624 -> 483 3 Area=B5 RT=5,726

562.4 -> 1519 Area=4 Ratio=4,3 RT=9.566
5624 -3

5,84 96.8 Area=20 Ratio=33.8 RT=0.726

Liite 4
2 (3)

QC 05_180 [ISTD tesiosterone undecanoste-d4 g]
158453 5154 frea=193 RT=10,713
1594,5-> 152.0 Area=51 Ratio=3}, 7 RT=10,687

*107

554
54|
52
5]
424
4-67
\ T T T T T T T T T T T T
2% g2 4 97 94 98 am 10 107 4 # & 92 94 9r gz 0 02 e 9% 1 102 104 108 WE 11 12 1
G 15_100_a [iestasterone snathate of QC 05_100_a [nandrolone decanoate gl G 05_100_5 [ISTD testosterons undecancate-d4 ol
1027534 4 -> 465 3 firea=5557 RT=8,435 10 1{562.4 -> 483 3 Area=189 RT=8,700 1025845 - 516 4 Area=433 RT=10,700
545244 > 151,1 Ares=44 Ratip=0 8 RT=5,408 §,.8-|562.4 -> 151 8 Ares=3 Ratio=1§ RT=3.700 10515945+ 152.0 Are==165 Ratio=}7,5 RT=10,700
15 : 565624 -> 86,8 Area= Ratio= RT i
: 544
s 52|
354 (&
3 524
“ En
E 524
154 54
1 484
054 464 eyl
T T T T T T T T T A S YR T T
86 Az A A% & 97 94 9R gm0 107 a4 a8 107 104 0R WNA 11117 114
QC 05_100_b [nandrolone desanoate o GC 05_100_b [ISTD testosterone undecanoate-d4 gl
10275344 > 4553 Area=5721 101 |562.4 -5 4833 Area=189 RT=8,713 <102 | 534 5> 515.4 Area=53D RT=10,700
45538421511 Area=280 Refy 5624 > 151 8 Ares=3 Ratio=1,§ RT=8.713 7584 5.-> 162,0 Are==158 Ratio=f7 4 RT=10,700
Y 562 4 -> 36,8 Ares=47 Ratio=230 RT=9.726 114
354 Iy
3 03
25 0.84
2 074
154 054
14
054
054 - A
T T T T T T T T T T T T T
86 AR A 897 44 9F 98 10 107 04 An & a5 o4 ok on b 10> 0z 98 0107 N4 A WA 11 112 114
GE R BETD b GCTAS s Tl GC05 5 b GE S50 biTeblons scsion]
103 053 5563 v B T30 b 25 303 dee- 10T 3062 AT e 19 TS e e 473 s
R et penaa e 0 2623 2 1650 i e Pesont e a2 epoi ooz ATaa68 i3 3501 o388 Pt 2 57
% 18
1
12
- iz
o 3
5 =
. us

7828 ! 132 137 28 AR A7 38 8 4
[STD tess
4 303 e P T
478 Ratio=124 RT<1047

x102
42835 1511
&

78 2%
3 57D tesmatere

425,35 386.2 Arennd 101 AT=3.060

142632 1511 fyea=1208 Ralice75 4 RT-1060.

R
0 Tesmater

acsim
02
7{a23- 1630

7878 1 2127 913638 3 27 3430 4

R EEE

3e 75 3% 17.an 18 1

BT
2 =m :34’294»-!2 4 T-3.062

2190 Rtio=30.€ RT<3,062

T 32 33 4% 15 46 7

103 4223 > 3.2 dresnddB3 RT=3062

wa=1218 Rareond7.2 RT=3.060

F# 75 1 2112 13 28 18 36 27 30 39 4

Th A 3122 33 12 A% 16 A7 0 A8 L

cstermtione-
3442 a1 7 .
Yo At AT 74

05,

a‘a 75 1 41 47 3% 74 5 T5 27 A8 %

R 7% 3137 3332 35 26 37 AR a9 L
2 STD
42233 342 d=5173 AT 3074

4223 > 154 2 2pea-820 Ratio=18.2 RT-3074

2%
Qe 100,
0t

T e T

7879 X 7 5 31 34 a5 AR a7
05 101 » Pescseasion

Fada d A a8 ie AT AR Ae 4

7879 1 11 22 11 74 38 3637 38 78



Li

ite 4

3 (3)

QL 05_5C_a [esiosierone progicnate QCoss QC o8 50 il Q€ 05_50_a [lesicsturcne | -
102 17835 3532 Area<MTE RT=2 ] mﬁ-aﬂsu—mwr-ﬁ.m 4107 513> 1492 dreants AT-5.967
5547035 1910 eee51 7 AT 12 4113w AT-8712 4523 > 2632 Avwne16 Ry 2 AT-51028
" 1858045 1681 drencs i T8 622
e 18
.
15
3
25
2
15
1
kBl s f A
4 = dei] 5
02 [576.4 - 57.0 Arean1252 RT-5018. 310774523 5 1482 feeamiT ATE014 sl |
B{E73-> 1510 frmae 084 R 5 ATt 742 575,85 £67.3 e Rnfion 1115052692 fvene2 Rl T804 76455435 1050 dresetty 1ATE
: 15
z 1 14
& 13
0 1
> i
4 o8 1
o7 as-
2 s
2 05- ar-
as:
i 0 as.
T & 4> 4 ds dn B W 43 4% F5 g s 8 52 #R AR
QC 5 180 fesmaiarcos popeete of 80 Mprarckoes sl Matobeons soceceoate] G 5 180 osnons wncecylerale i 340 | G £ 700 beatoswions chanyrogscraie
102]478,3-3 1992 Lresd013 AT, [ <5764 -2 57,2 dresad1 1 RTa5,045 590.4 -» 57,3 Aremed53 RTa5,712 10 145135 1402 Aeemadd) AT 060 210775543 -5 475,6 drena17 RT6 384
55]4783-> 1510 ires=325 Rebo 123 RTod 742 575 free3 Raion] JRToS 550 ¢ > 51 3 roemd o= ART-5738 534503 2692 fewae R J5]P843> 1082 et RTe6387
5
55
5
15
i
18- X
3
25
2.
15
;
a
'A“—;"‘Jg‘ulﬁys 4 £3 48 4R 4 A2 8e __R& SR R _82 Re GR KR 7 77
esiostercne propicnte 5| 2 [Nanrclane undecanosielestasierone. G5 1002 Plendroions el sesmsierone indecanomel | 2 1< T = fesiostercne pherypropionete ol
10347833 3552 Aeean S1B ATod 725 57843 512 reams 78 RT-5.18 75504 - 57 5543 475.4 frean5i2
783> 1510 res-37s AT 75 575.4 2873 reand RTas 05t Fywe 5725 55475 1050 trmae285 Ratge 364 T8 200
25 o3 0.4 > 1631 Srese Faion
25 045.
= "
5 i
= oss.
o o] A
[ 2
025 bt Al
T R T T M T, T T T T T T ' . A T
I b da Js dn & &5 da Ak A7 da 45 dn 5 A5 d4 €k A S5 SR R B> K4 RE GR 7 72 |w
< >
GC 05, 50_3 [eaioaterone cypionate 5| 105_50_a [esiosterone S sl vk L ' FSTO iestosierone undocancaleo4 g| §
1075454 -» 4672 AreneZ50] RT-6522 g B e T 103 ["5344-> 4553 free=6114 RT=5.408 fE045 > 5154 frene215 AT= 1066
15,8464 1910 MeweSt Fbond AT 522 285204 1510 veweT3 Ration28.8 AT=7.002 5304 > 1571 Aa=378 RRions.1 AT-3528 2 ]8> 1920 Moaess o4 AT10587
7.
3 67
[
28 625
5
z 57
55
15 525
i .
- ARy TIA disth
LT T W A2 fs e en 1 72 T4 75 7w do_da 3 o5 da dn 4a i 82 s Fo] PRETRE TR W -rh ar_1h_i2 06 86 0R 12 118
QC05 50| cypronate oo aecanoae © QC 05 50_b JISTD testostercne undecarcale-
546.4 -» 57,8 Aren=1830 T 1075204 -> 4412 Areon 185D RT=7002 534,4-> 4553 dreo= 10083 RT=8.529 5624 -> 4811 reo<Z50 RT-2606 1103 JE845 > 5158 deenmsTO AT 1067
6.6 > 1510 o116 22182045 1510 denemtth T RT-669 4344 > 161.1 Men=308 Raliogh 0 AT-3.542 5624-> 1919wt Rahom 110529455 152 et 130 Raioge?.2 AT=10.700
5624 1> 6. reoe 10 Fatica JA RT8.550 f
0%
03
.88
8.
078
7.
085
0§
055
05
£ f1 fF FR 72 #5847 32 an_th_12 104 105 W8Ttz 0i "
festcatercra eracae 1 acs 1@ GC 5 120 1STD estcatercrs wdecanoase-o4 ol
|53 4 -5 455, 1 Arens1220 AT 528 =102 [E84 5 -5 515.4 ArensS'12 AT« 10,687
761, treamd ]34 19 e fhor 2 T8 - 8545 > 1820 157 & AT-T05E
= 2z 12-
18 2 1
1% 18 th
14 18 |
12 14 0.
12 o
4 1 0.7-
xy s o8-
8- e Y - b’
> f4_ a5 o0 _J 72 74 75 7n Ao an B > da de da i 15’ nh A a7 4% 45 88 o _n_i2 de de fe 1 ilz ile !
e ] 12C5100_a frandrions decancaieg| eaiosierone ncecarcaie-4
T T —— e e 102 [562.4->-4513 Aecex31E7 RT=3506 10375845 > 5158 drene771 AT=106E7
66,6 5 1870 Aemn=27 Rt RT-5532 504 o0 bemei s Peso g 147 65534 > 1511 Armaeta Rigio=16,9 AT-3585 5624-> 1919wt Ranom 1848545 5 152.0 ewae262 Rt & RT-10700
& 2 25.|5824 > 68 domna7 Pt JT-0 571 14
7 55 5 13
¥ 12
‘ % i
5 !‘ 1
i i 2 0s.
3 25 15 o8
2 2 o
15 ¥ 0%
1 ‘ i os
62 84 g6 _fn T4 76 78 A5 aa_8 [ an da A2 s s f .

a2 e 45 a8 102 14 "




	1 Johdanto
	2 Dopingtestaus
	2.1 Maailman antidopingtoimisto, WADA
	2.1.1 Antidopingsäännöstö
	2.1.2 Kansainvälinen laboratoriostandardi
	2.1.3 Kiellettyjen aineiden ja menetelmien luettelo

	2.2 Dopingtestaus Suomessa

	3 Testosteroniesterit
	4 Analysointitekniikat
	4.1 Näytteen esikäsittely
	4.1.1 Neste-nesteuutto
	4.1.2 Derivatisointi

	4.2 Nestekromatografi-tandemmassaspektrometri
	4.2.1 Nestekromatografia
	4.2.2 Tandemmassaspektrometria


	5 Kemikaalit ja reagenssit
	5.1 Kemikaalit ja reagenssit
	5.2 Käytetyt laitteet

	6 Menetelmän kehitys
	6.1 Optimointi
	6.2 Uuttomenetelmä
	6.3 Gradientti
	6.4  Liuotustilavuus

	7 Tulokset
	7.1 Optimointi
	7.2 Uuttotesti
	7.3 Gradientti
	7.4 Liuotustilavuus

	8 Yhteenveto
	Lähteet
	Uuttotestin tulokset
	Gradienttitestin ionikromatogrammit
	Tilavuustestien ionikromatogrammit


