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LC-HRMS dans l’antidopage

• Est-il permis d'utiliser la spectrométrie de masse à haute résolution dans
l'analyse antidopage?

• La spectrométrie de masse à haute résolution est-elle couramment
utilisée dans l’analyse antidopage ?

• La spectrométrie de masse à haute résolution a-t-elle complètement
remplacé les instruments à triple quadripôle ?

• Pour quelles applications la spectrométrie de masse à haute résolution
est-elle utilisée dans l’analyse antidopage ?



Accreditation
- ISO/IEC 17025
- AMA

Les laboratoires accrédités par l’AMA



Les règles de l’AMA pour l’utilisation de la spectrométrie de masse



Les règles de l’AMA pour l’utilisation de la spectrométrie de masse



LC-HRMS dans l’antidopage

• Est-il permis d'utiliser la spectrométrie de masse à haute résolution dans
l'analyse antidopage?

• La spectrométrie de masse à haute résolution est-elle couramment
utilisée dans l’analyse antidopage ?

• La spectrométrie de masse à haute résolution a-t-elle complètement
remplacé les instruments à triple quadripôle ?

• Pour quelles applications la spectrométrie de masse à haute résolution
est-elle utilisée dans l’analyse antidopage ?



Confirmatory procedure (CP)
Méthodes de confirmation

Echantillons 
négatives

Echantillons suspects 

• Tous les 
échantillons

• (20000/an au LAD)

Initial testing procedure (ITP)
Screening

Screening ou confirmation: quelle est 
la charge majeure pour un laboratoire?

Statistiques 2022 - AMA (1-2% du total)



GC-NPD

GC-MS
HPLC

LC-MS 
Glucocorticoïdes, 

diurétiques

GC-C-IRMS

Stéroïdes 
endogènes

LC-MS/MS

LC-HRMS

LC-MS/MS
“Comprehensive 

screening”

LC-HRMS

LC-MS/MS
Screening 
(peptides)

LC- HRMS

LC-MS/MS
(DBS, IGF-1)

GC-NPD

GC-MS

HPLC

LC-MS

GC-C-IRMS

LC-MS/MS

1972-1976 1988-19921984 1994-1998 2004-2008 2012 2016 2020-2024

Evolution des techniques GC et LC dans l’antidopage

LC-HRMS



2004 - la LC devient un équipement standard dans les laboratoires

Ionisation difficile 
en GC-MS

Substances 
polaires



2008 - la MS à haute-résolution fait ses débuts dans l'antidopage 



2008 - la MS à haute-résolution fait ses débuts dans l'antidopage 



• Acquisition full scan : la méthode d’acquisition devient “untargeted”

- Acquisition de données brutes sans nécessité d’une connaissance préalable 
des composés cibles

- La sélection des analytes se fait au moment du traitement des données

Il est très simple d'ajouter des nouveaux 
composés à la méthode

(aucune modification de la méthode 
d’acquisition) 

Analyse rétrospective 

(traitement des données précédemment 
acquises pour rechercher de nouveaux 

composés)

Screening par LC-HRMS - avantages
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détectionIonisation

Total ion chromatogram (TIC)

Acquisition : full scan

Full scan - trop de pics dans le TIC…

RT: 0.00 - 15.00 SM: 7G
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Exemple: Analyse du stanozolol 
m/z : 329.2587, RT: 7.02 min

Urine 
négative

Contrôle 
positif
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RT: 0.00 - 15.00 SM: 7G
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Total ion chromatogram (TIC)

6.82-6.88 , 7.13-7.22 NL: 5.03E6
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14APR2021_Val_d1_003 #2719-2738 RT: 7.00-7.04 AV: 10 NL: 7.28E7
T: FTMS + p ESI Full ms [100.0000-1000.0000]
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Screening par LC-HRMS



6.82-6.88 , 7.13-7.22 NL: 5.03E6
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14APR2021_Val_d1_003 #2719-2738 RT: 7.00-7.04 AV: 10 NL: 7.28E7
T: FTMS + p ESI Full ms [100.0000-1000.0000]
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Extracted ion chromatogram (XIC) 
m/z range ± 0.5 Da (328.7587 – 329.7587)

Chromatogramme

Spectre de masse
à 7.02 min

m/z du stanozolol

Screening par LC-HRMS
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6.82-6.88 , 7.13-7.22 NL: 5.03E6
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100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000
m/z

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

R
e

la
tiv

e
 A

bu
n

d
a

n
ce

288.16002
z=1

358.29597
z=1

199.98851
z=1158.96180

z=?

239.16469
z=1

329.25960
z=1

427.16114
z=1

575.31291
z=1

277.14418
z=1

382.29622
z=1

299.20134
z=1

536.37857
z=1

467.15370
z=?

626.35507
z=1

745.50606
z=?

789.53226
z=?

859.17506
z=?

906.54694
z=?

700.17592
z=?

997.29401
z=?

Extracted ion chromatogram (XIC) 
m/z range ± 1000 ppm (328.9294 – 329.5880)

Chromatogramme

Spectre de masse
à 7.02 min

m/z du stanozolol

Screening par LC-HRMS
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Extracted ion chromatogram (XIC) 
m/z range ± 100 ppm (329.2258 – 329.2916)

Chromatogramme

Spectre de masse
à 7.02 min

m/z du stanozolol

Screening par LC-HRMS
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14APR2021_Val_d1_003 #2719-2738 RT: 7.00-7.04 AV: 10 NL: 7.28E7
T: FTMS + p ESI Full ms [100.0000-1000.0000]
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Extracted ion chromatogram (XIC) 
m/z range ± 10 ppm (329.2554 – 329.2620)

Chromatogramme

Spectre de masse
à 7.02 min

m/z du stanozolol

Screening par LC-HRMS
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Stanozolol
2 ng/mL
in urine

Extracted ion chromatogram (XIC) 
m/z range ± 10 ppm (329.2554 – 329.2620) 

m/z du stanozolol

Screening par LC-HRMS



GC-NPD

GC-MS
HPLC

LC-MS 
Glucocorticoïdes, 

diurétiques

GC-C-IRMS

Stéroïdes 
endogènes

LC-MS/MS

LC-HRMS
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Screening 
(peptides)
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LC-MS/MS
(DBS, IGF-1)
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LC-MS/MS

1972-1976 1988-19921984 1994-1998 2004-2008 2012 2016 2020-2024

Evolution des techniques GC et LC dans l’antidopage

LC-HRMS



 Hydrolyse enzymatique

 SPE MCX, 60mg

 UPLC (10 min)

 Full scan (+/-) et AIF

HRMS (Thermo Exactive) 

Les petits peptides ne sont pas inclus

2012-2016 – HRMS – «comprehensive screening»

 Hydrolyse enzymatique

 SPE MCX, 60 mg

 Ajout d’une aliquote d’échantillon 
supplémentaire (10 µL) après extraction pour 
pour obtenir l'analyse des composés qui ne 
sont pas extraits

 UPLC (10 min)

 Full scan (+/-) et AIF + Full-MS/MS2

HRMS (Thermo Q-Exactive) 



Aliquotage
Hydrolyse 

enzimatique
Extraction 

SPE 
Evaporation

Analyse
LC-HRMS

Screening par LC-HRMS

SPE SCX Full scan (+/-)
AIF

MS/MS 

Full scan (+/-)
AIF 

Small 
peptides

SPE WCX 
(small peptides)

Full scan (+)
MS/MS 2025



Est-ce que la résolution 
(et la séparation chromatographique) est utile pour les petites molécules?

Screening par LC-HRMS – full scan



Est-ce que la résolution (et la séparation chromatographique) est utile 
pour les petites molécules?

Screening par LC-HRMS – full scan
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Est-ce que la résolution (et la séparation chromatographique) est utile 
pour les petites molécules?

Screening par LC-HRMS – full scan

3’OH Stanozolol
2 ng/mL

dans l’ urine

Spectre de masse à
6.9 min

Chromatogramme
XIC à m/z 345.2537 ± 5 ppm

345.2376  
-46.4750 ppm

Acquisition à 35,000 FWHM
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T: FTMS + p ESI Full ms [100.00-1000.00]
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Est-ce que la résolution (et la séparation chromatographique) est utile 
pour les petites molécules?

Screening par LC-HRMS – full scan

3’OH Stanozolol
2 ng/mL

dans l’ urine

Spectre de masse à
6.9 min

Chromatogramme
XIC à m/z 345.2537 ± 5 ppm

345.2381  
-45.0606 ppm

Acquisition à 70,000 FWHM

345.2541 
1.3471 ppm



Est-ce que la haute résolution est utile pour les petits peptides et les 
composés multichargés?

Screening par LC-HRMS – full scan



Urine 1 Urine 2 Urine 3 Urine 4 Urine 5

Négatives

GHRP-1
2 ng/mL

LC-HRMS – détection de peptides

GHRP-1 : Ala-His-(D-β-Nal)-Ala-Trp-(D-Phe)-Lys-NH2
MW: 955.1 g/mol 

m/z = 319.1694 
[M+3H]3+



Urine 1 Urine 2 Urine 3 Urine 4 Urine 5

LC-HRMS – détection de peptides

T: FTMS + p ESI Full ms [100.0000-1000.0000]
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z=3

319.50334
z=3

319.83697
z=3318.17235

z=? 320.11306
z=1

320.25917
z=?

240314_U2_UC3_100_CO065 #959-963 RT: 2.38-2.39 AV: 3 NL: 9.54E5
T: FTMS + p ESI Full ms [100.0000-1000.0000]
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318.17309

319.23113
320.00894 320.17047

320.24251

319.1690 

319.1684 

319.5033

0.33
Négatives

GHRP-1
2 ng/mL

GHRP-1 : Ala-His-(D-β-Nal)-Ala-Trp-(D-Phe)-Lys-NH2
MW: 955.1 g/mol 

m/z = 319.1694 
[M+3H]3+



LC-HRMS – détection de peptides

GHRP-1 : (Ala-His-(D-β-Nal)-Ala-Trp-(D-Phe)-Lys-NH2)
m/z = 319.1694 

[M+3H]3+

Urine 1 Urine 2 Urine 3 Urine 4 Urine 5

Négatives

GHRP-1
2 ng/mL

m/z = 319.5039
[M+3H]3+

13C



Bottom-up 
(Digestion triptyque suivie de l'analyse de l'un 

ou des deux peptides obtenus (T1-T2))

IGF-1

•  70 acides aminés, mw 7.6 kDa

•  Composé endogène

•  Stimule la synthèse des protéines et 
 inhibe la dégradation protéique

•  Utilisée comme agente dopante pour 
 stimuler l’anabolisme musculaire

•  Monitoré dans le cadre du passeport 
 endocrinien comme biomarqueur de 
 la prise de l’hormone de la croissance

Deux approches analytiques

Analyse de l’IGF-1 – bottom up

Top down 
(Analyse de l’IGF-1 intact)



Analyse de l’IGF-1 – bottom-up – étude inter laboratoire



Analyse de l’IGF-1 – bottom-up – étude inter laboratoire

Bottom-up 



Analyse de l’IGF-1 – top-down – étude inter laboratoire



Analyse de l’IGF-1 – top-down – étude inter laboratoire

Bottom-up 

Top down 



Time (min)

LOQ = 25 ng/mL

Linéarité: 
25-1000 ng/mL

Quantification de l’IGF-1 intact au LAD: LC-HRMS (SIM)



Création 
de la méthode 

d’acquisition MS

Analyse
LC-MS/MS

Data 
processing

Création du rapport 
analytique 

(chromatogrammes)

HRMS: targeted ou untargeted?

MS/MS (triple quadripôle)

Création 
de la méthode 

d’acquisition MS

Analyse
LC-HRMS

Data 
processing

Création du rapport 
analytique 

(chromatogrammes)

MS à haute résolution



Investigation sur l’adultération des échantillons

- Profile stéroïdien non mesurable (GC-MS)

- Absence du cortisol et cortisone (LC-MS)

Analyse supplémentaire pour le recherche de markers urinaires

Analyse LC-MS/MS (triple quadrupôle) 
pour la recherche de markers urinaires typiques 

- urée
- acide urique
- urobiline
- créatinine
- phénylalanine
- tryptophane
- phenylacetylglutamine
- 3-methylhistidine

Échantillon urinaire analysé avec les méthodes de screening de routine



Recherche de markers urinaires – LC-MS/MS

Urine négative Échantillon suspect

100 µL urine 
dilution

UHPLC-MS/MS
HSS t3
ESI (+/-)



RT: 0.00 - 10.00 SM: 9G
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1.36

2.72

3.45

2.93

1.77
0.54

NL: 2.49E9
Base Peak F: 
FTMS + p ESI Full 
ms 
[100.0000-
1000.0000]  MS 
250521_for_GT03

NL: 3.65E9
Base Peak F: 
FTMS - p ESI Full 
ms 
[100.0000-
1000.0000]  MS 
250521_for_GT03

RT: 0.00 - 10.00 SM: 9G
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NL: 8.10E8
Base Peak F: 
FTMS + p ESI Full 
ms 
[100.0000-
1000.0000]  MS 
250521_for_gt04

NL: 1.68E9
Base Peak F: 
FTMS - p ESI Full 
ms 
[100.0000-
1000.0000]  MS 
250521_for_gt04

Base peak (+)

Base peak (-)

Base peak (+)

Base peak (-)

Analyse HRMS full scan – «profil» de l’échantillon 

Urine négative

Échantillon suspect

• « profil » diffèrent

• absence de pics principaux 
des échantillons urinaires

• présence de trois pics qui 
sont normalement absents 
ou plus faibles dans les 
autres échantillons 
urinaires

UHPLC-HRMS 
Full scan, ESI (+/-)

C18 CSH 



RT: 0.00 - 10.00 SM: 9G

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 10.0
D3-testosterone

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100
0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

R
e
la

tiv
e
 A

bu
nd

an
ce

1.73

1.57

0.31 8.16

0.39

0.52

0.60

0.39

2.06

NL: 8.10E8
Base Peak F: 
FTMS + p ESI Full 
ms 
[100.0000-
1000.0000]  MS 
250521_for_gt04

NL: 1.68E9
Base Peak F: 
FTMS - p ESI Full 
ms 
[100.0000-
1000.0000]  MS 
250521_for_gt04

Base peak (+)

Base peak (-)

Analyse LC-HRMS – identification des substances

Échantillon suspect

m/z 195.0875
Caféine

m/z 161.9854
Acésulfame K

m/z 295.1286
Aspartame



RT: 0.00 - 10.00 SM: 9G
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NL: 8.10E8
Base Peak F: 
FTMS + p ESI Full 
ms 
[100.0000-
1000.0000]  MS 
250521_for_gt04

NL: 1.68E9
Base Peak F: 
FTMS - p ESI Full 
ms 
[100.0000-
1000.0000]  MS 
250521_for_gt04

Base peak (+)

Base peak (-)

Analyse LC-HRMS – identification des substances

Échantillon suspect

m/z 195.0875
Caféine

m/z 161.9854
Acésulfame K

m/z 295.1286
Aspartame

acquisition MS/HRMS

L'aspartame est complètement métabolisé et 
n'est pas excrété dans l'urine

Biological fate of low-calorie sweeteners. 
Magnuson BA et al. 
Nutr Rev. 2016 Nov;74(11):670-689. 



Base peak (+)

Base peak (-)

m/z acesulfame K

m/z caffeine

m/z aspartame

Analyse LC-HRMS – identification d’adultération d’urine

« Energy drink » 
2GoÉchantillon suspect

Base peak (+)

Base peak (-)

m/z acesulfame K

m/z caffeine

m/z aspartame

« Energy drink » 
E-drink

Base peak (+)

Base peak (-)

m/z acesulfame K

m/z caffeine

m/z aspartame



LC-HRMS dans l’antidopage

• Est-il permis d'utiliser la spectrométrie de masse à haute résolution dans l'analyse
antidopage?

• La spectrométrie de masse à haute résolution est-elle couramment utilisée dans
l’analyse antidopage ?

• La spectrométrie de masse à haute résolution a-t-elle complètement remplacé les
instruments à triple quadripôle ?

• Pour quelles applications la spectrométrie de masse à haute résolution est-elle
utilisée dans l’analyse antidopage ?



GC-NPD

GC-MS
HPLC

LC-MS 
Glucocorticoïdes, 

diurétiques

GC-C-IRMS

Stéroïdes 
endogènes

LC-MS/MS

LC-HRMS

LC-MS/MS
“Comprehensive 

screening”

LC-HRMS

LC-MS/MS
Screening 
(peptides)

LC-HRMS

LC-MS/MS
(DBS, IGF-1)

GC-NPD

GC-MS

HPLC

LC-MS

GC-C-IRMS

LC-MS/MS

1972-1976 1988-19921984 1994-1998 2004-2008 2012 2016 2020-2024

Evolution des techniques GC et LC dans l’antidopage

LC-HRMS



MS et HRMS à Tokyo 2020

Screening petits composés

Screening des agents anabolisants

IGF-1

Insulines et «large peptides»

Screening petits peptides (GHRP)

DBS

Confirmations

Confirmations



MS et HRMS à Paris 2024

https://www.thermofisher.com/blog/analyteguru/inside-laboratoire-anti-dopage-francais-ladf-an-interview-with-director-dr-magnus-ericsson/

Screening

GC-MS/MS UHPLC-HRMS 



Stéroïdes endogènes 
et exogènes

Hydrolyse 
enzymatique
LLE TBME

GC-MS 
GC-MS/MS

Stimulants, 
diurétiques, etc.

Dilution

UHPLC-MS/MS
BEH C18 
ESI (+/-)

Dérivatisation

Préparation 
des 

échantillons

Analyse

Urine

Composés conjugués,
petits peptides

Hydrolyse 
enzymatique

SPE WCX

UHPLC-HRMS 
(Full scan + PRM)

C18 CSH 
ESI (+)

Sérum DBS

Sang

Stéroïdes endogènes et 
exogènes, esters

SLE

UHPLC-MS/MS
BEH C18 

ESI (+)

(Dérivatisation
pour les esters)

IGF-1

Precipitation 
des proteines

UHPLC-HRMS 
(SIM)

C18 CSH 
ESI (+)

Stéroïdes exogènes,
composés divers, 

esters

UHPLC-MS/MS
BEH C18 
ESI (+/-)

UHPLC-HRMS 
(PRM)

BEH C18 
ESI (+)

Extraction 
avec MeOH

(Dérivatisation
pour les esters)

Méthodes de screening chromatographique au LAD



LC-HRMS dans l’antidopage

• Est-il permis d'utiliser la spectrométrie de masse à haute résolution dans l'analyse antidopage?

• La spectrométrie de masse à haute résolution est-elle couramment utilisée dans l’analyse
antidopage ?

• La spectrométrie de masse à haute résolution a-t-elle complètement remplacé les instruments à
triple quadripôle ?

• Pour quelles applications la spectrométrie de masse à haute résolution est-elle utilisée dans
l’analyse antidopage ?

Oui, il n’y a pas des règles spécifiques et chaque laboratoire peut choisir entre MS et HRMS

Oui, depuis 2010-2012, les laboratoires ont commencé à inclure la HRMS dans leur
portefeuille et elle est aujourd'hui couramment utilisée dans l’anti-dopage

Surtout pour le screening et pour les grosses molécules, mais chaque laboratoire utilise
la HRMS ou la MS en fonction de ses préférences et de ses choix analytiques

Non, les deux techniques sont toujours utilisées



Merci!


