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Uvod

Selektivni  modulatory androgenniho  receptoru
(SARM) jsou nizkomolekularni latky vyvijené od 90. let
20. stoleti jako alternativa k testosteronové terapii'. Na-
vzdory slibnym anabolickym G¢inkiim vsak tyto latky ne-
prokéazaly dostatecny piinos v 1éCb€é a jsou spojovany
s riziky jako potlaceni pfirozené produkce testosteronu
nebo zvysené riziko kardiovaskularnich onemocnéni’. Pro
své hormonalni G¢inky jsou navic zakazany Svétovou anti-
dopingovou agenturou a jejich prodej a distribuce je
v mnoha statech, véetné Ceské republiky, nezakonna.
I presto jsou SARM casto zneuzivany neprofesionalnimi
sportovci®, zejména diky jejich snadné dostupnosti v nele-
galnich internetovych obchodech, kde se prodavaji jako
potravinové dopliiky ve formé tablet nebo kapsli.

Predkladana prace se zabyva vyvojem rychlé kvalita-
tivni a semikvantitativni metody pro analyzu SARM
v téchto preparatech pomoci hmotnostni spektrometrie
s ambientni ionizaci (AMS). Tato metoda umoznuje méte-
ni za atmosférického tlaku, ¢asto s minimalni pfipravou
vzorku, a umoZiiuje tak rychlou detekei nelegalnich latek®.
Ve spojeni s vhodnym analyzatorem by pak metoda mohla
byt vyuzita v pienosnych zafizenich, napiiklad policii ne-
bo celnimi organy pfimo v misté zachytu. Cilem prace je
optimalizovat podminky analyzy pomoci ionizace dielek-
trickym bariérovym polem a vysledky porovnat s tradi¢ni
LC-UV-MS analyzou.

Experimentalni ¢ast
V praci byly analyzovany vybrané latky ze skupiny

SARM, konkrétné ostarin, ligandrol, cardarin, YK-11,
ibutamoren, andarin a radarin; jako vnitfni standardy byly

pouZity ostarin-d, a propranolol. Nejprve byla zaznamena-
na MS' a MS? spektra viech analytd, poté byl optimalizo-
véan postup pfi zavedeni vzorku do ambientniho iontového
zdroje. Funk¢nost metody byla poté ovéfena s pomoci
dvanécti potravinovych doplika s deklarovanym obsahem
SARM. Priiprava vzorku zahrnovala rozpusténi tablety
nebo obsahu tobolky v methanolu, filtraci a fedéni ultracis-
tou vodou s pfidavkem ostarinu-ds. Obdobnym zplisobem
byla pfipravena externi kalibracni fada s pouZzitim stearanu
hofecnatého jako reprezentativni matrice. Vysledné rozto-
ky byly nejprve analyzovany pomoci LC-UV-MS, poté
byly obohaceny o dalsi vnitini standard propranolol
a analyzovany pomoci AMS.

LC-UV-MS analyza byla provedena pomoci kapali-
nového chromatografu s UV detektorem a hmotnostnim
spektrometrem typu trojity kvadrupol, pracujicim v MRM
modu. Separace byla provedena na koloné Poroshell 120
EC-C18 a pouzita byla gradientova eluce s dobou trvani
12 min. Pro AMS analyzu byl pouzit ambientni iontovy
zdroj Sicrit®, vybaveny modulem pro mikroextrakci na
tuhé fazi (GC/SPME) a spojeny s hmotnostnim spektrome-
trem Orbitrap Exploris 120. Davkovéani vzorku probihalo
pomoci mikrostfikacky, kterd byla kratce ponofena
do roztoku vzorku a poté vloZena na dobu pfiblizné 5 s do
GC/SPME modulu, ohfivaného a neustale proplachované-
ho dusikem. Po tuto dobu byl zaznamenavan celkovy sig-
nal iontd (angl. total ion chromatogram, TIC). Fragmen-
taéni mechanismy zkoumanych latek byly ovéfovany pro-
gramem Mass Frontier 8.0.

Vysledky a diskuse

Cilem ptedkladané prace je vyvoj rychlé metody am-
bientni ionizace, ktera nevyzaduje chromatografickou se-
paraci a kterd by mohla byt vyuzita 1 ve spojeni
s pfenosnym hmotnostnim spektrometrem, napf. typu ion-
tové pasti. Pro ucely identifikace byla vytvofena interni
knihovna MS? spekter (obr. 1), kde byly zaznamenany
typické fragmenty jednotlivych SARM, na zaklad¢ kterych
by bylo mozné latku identifikovat i s pouzitim analyzatoru
s nizkym rozliSenim.

Nasledovala analyza pfipravenych roztoki. Nejprve
byla provedena kvalitativni analyza dat pomoci AMS. Ze
ziskanych dat TIC byly extrahovany zaznamy pro specific-
ké m/z jednotlivych analytii s pfesnosti 5 ppm. Pfitomnost
analytu byla hodnocena jako pozitivni v pfipadé, kdy byl
v okamziku davkovani vzorku zaznamenan pik o Sifce
ptiblizné€ 5 s, kterd odpovidala dobé davkovani vzorku do
zdroje (obr. 2, vlevo). Ziskané kvalitativni vysledky byly
porovnany s meéfenim pomoci LC-UV-MS, ve kterych
byla pfitomnost analytu hodnocena na zakladé retencnich
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Obr. 1. MS? spektrum protonované molekuly cardarinu (m/z = 454) s navrhovanymi strukturami charakteristickych fragmenti.
Meéteno v pozitivnim modu, rozsah skenu 50-600 m/z, normalizovana kolizni energie v HCD cele NCE = 30, rozliseni 120 000 pro hypo-
tetickou hodnotu m/z 200. Charakteristickymi fragmenty cardarinu jsou ionty o m/z =257, 256, 188 a 85

¢astt MRM piechodu. Pii porovnani vysledki byla pozoro-
vana dobra shoda; z celkového poctu 84 signald, tj.
12 vzorkil a 7 analytd, se 78 (93 %) signali kvalitativné
shodovalo, 4 (5 %) signaly byly pomoci AMS vyhodnoce-
ny jako fale$né pozitivni a 2 (2 %) signély jako falesn¢
negativni.

Data ziskana z analyzy kalibra¢ni zavislosti byla dale
pouzita pro kvantitativni vyhodnoceni. Vyuziti AMS pro
kvantifikaci je omezené®, nebot’ tato metoda vykazuje
vyS$$i variabilitu signalu v zavislosti na slozeni vzorku
nebo okolnich podminkéch.
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Tato prace zkouma vyuziti propranololu jako vnitini-
ho standardu pro korekci kolisajiciho signalu. Po integraci
piku analytu a vnitiniho standardu byla pro kazdy analyt
sestavena normalizovand kalibra¢ni zévislost (obr. 2, vpra-
vo), pomoci které byl stanoven obsah jednotlivych SARM
v piipravku. Porovndni vysledkli s tradicni LC-UV-MS
analyzou ukazalo rdznou miru shody (obr. 3), tento fakt je
pfedmétem dalsiho zkoumani. U mnoha piipravka byl také
pozorovan vyznamny rozdil mezi naméfenym obsahem
a hodnotou deklarovanou vyrobcem (obr. 3, vyznaceno
ervend). Toto pozorovani potvrzuji i predchozi studie’,
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Obr. 2. Kvalitativni a kvantitativni analyza ligandrolu: extrahovany zaznam signalu pro m/z 339,0932 v rozpoustédle (vlevo naho-
¥e) a v Kalibraénim roztoku o koncentraci 10 pg mI™' (vlevo dole); zdznam odpovida tiem konsekutivnim nastiikiim roztoku do GC/
SPME modulu. Integraci pikii kalibra¢nich roztoku byla ziskdna kalibra¢ni zavislost pro ligandrol (vpravo); normalizovano na
vnitini standard propranolol, vynesen pramér a smérodatna odchylka pro n =3



Czech Chem. Soc. Symp. Ser. 23, 1-20 (2025)

Cena Karla Stulika 2025

25 } —— 15 35
—_— ? _— -
@20 | @ T 2%
g S 225 |
15 F o 20
£ £ £
£ 10} ° N
s AR % 10 t
o gL @ X
o o S 5}

1
0 0 0

LC-UV-MS AMS

LC-UV-MS  AMS

LC-UV-MS  AMS

Obr. 3. Vybrané vysledky stanoveni obsahu pomoci dvou metod pro analyt ostarin ve vzorku 1 (vlevo), ligandrol ve vzorku 3
(uprostired) a MK677 ve vzorku 5 (vpravo). Cervenou linii je vyznacen obsah deklarovany vyrobcem

divodem muize byt absence kontrolnich mechanismi, kte-
ré by zajiSt'ovaly kvalitu téchto produkti.

Ackoliv ve srovnani s referenéni LC-UV-MS analy-
zou vykazovala metoda AMS horsi linearitu odezvy (R >
0,9 versus R* > 0,99) a vysokou variabilitu signalu (s, az
92 %), je nutné vyzdvihnout vyznamné kratsi dobu analy-
zy. Zatimco analyza jednoho vzorku pomoci LC-UV-MS
trvala 12 min, pomoci AMS byla provedena pfiblizné za
5 s. Metoda AMS tedy mtize byt uzitecna pro semikvanti-
tativni analyzu, kdy je cilem rychlé zjiSténi pfitomnosti
latky nad urcitym prahem, naptiklad v kontextu toxikolo-
gickych nebo legislativnich limitd.

Zavér

V této praci byly studovany vybrané SARM pomoci
pfenosného ambientniho zdroje Sicrit®. Metoda ukazala
vysokou shodu s referenéni LC-UV-MS metodou (93 %
spravné identifikovanych signaltl) a vyrazné krat$i dobu
analyzy (5 s oproti 12 min). Pfestoze ma ambientni ioniza-
ce omezeni v kvantitativni analyze, jeji rychlost a jednodu-
chost z ni ¢ini uzite¢ny nastroj pro semikvantitativni scree-
ning s vyuzitim v terénu, naptiklad pro potiteby policie
nebo celni spravy.
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(“ Department of Analytical Chemistry, University of
Chemistry and Technology in Prague, Prague, Czech
Republic, " Institute of Microbiology of the Czech
Academy of Sciences, Prague, Czech Republic): Ambient
Ionization Mass Spectrometry for Analysis of Selective
Androgen Receptor Modulators

Ambient ionization mass spectrometry (AMS)
enables sample analysis in its native state with minimal
preparation. This study explores the use of a commercial
Sicrit® ion source, based on dielectric barrier discharge
ionization, for detecting selective androgen receptor
modulators (SARM) in dietary supplements, commonly
abused for muscle mass enhancement. Tablets and
capsules were dissolved in methanol and analyzed directly
using the Sicrit® source coupled to an Orbitrap Exploris
120 mass spectrometer in positive mode. For confirmation,
samples were also analyzed by LC-UV-MS. While LC-UV-
MS provided superior quantitative analysis, AMS
demonstrated strong qualitative agreement, indicating its
potential for rapid screening of illegal anabolic substances
in dietary supplements.
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