Ako vitazit

v boji proti dopingu?

Od smrti Knuda E. Jensena az po sofistikované testovanie zakazanych latok na Slovensku

Olympijské hry v roku 1960 sa konali
v Rime. V cyklistickych pretekoch druzstiev
na 100 km sa jazdilo za neuveritelnej hortca-
vy, ktord dosiahla az 40°C. Jorgen B. Jorgen-
sen, jeden zo Stvor¢lenného dénskeho timu,
dostal ipal a odstapil uz v prvom kole prete-
kov. Tento incident si vynutil, aby zvy$ni traja
¢lenovia timu dokonéili preteky za kazdych
okolnosti.

Zivod pokracoval a Knud E. Jensen sa
zalal stazovat na intenzivne zdvraty. Dansky
tim si nemohol dovolit dalsie odstupenie, a tak
Niels Baunsee branil pidu Jensena, zatial ¢o
ho Vagn Bangsborg ochladzoval vodou.
Zdanlivo sa Jensenov stav zlepsil, no ked ho
Baunsee pustil, cyklista sa zratil a na dlazbe
jednej z najzndmejsich ulic Rima (Via Cris-
toforo Colomba) utrpel frakturu lebky.
Napriek prevozu do nemocnice a snahe leka-
rov tomuto zraneniu neskor podlahol.

Mohli za to horucava a fyzické vypitie?
Pravdepodobne. Pitva Knuda E. Jensena viak
preukézala dalsi faktor - ddnsky cyklista bol
pocas olympijského zavodu intoxikovany roz-
nymi litkami zo skupiny psychostimulancii.
Tréner dinskeho timu neskor priznal, Ze jeho
zverenci uzili pred $tartom ,,povzbudzujici
koktail“ obsahujici amfetaminy a liek Roni-
col, ktory rozsiruje cievy a zlepSuje prekrve-
nie kostrového svalstva.

Olympijské hry v Rime boli vobec prvym
$portovym podujatim, ktoré bolo vysiclané
takmer do celého sveta. Skuto¢nost, Ze tragic-
ky pad Knuda E. Jensena videli v priamom

prenose miliény divikov bola pre Medzina-
rodny olympijsky vybor neprijatelnd. Niekto-
ri veduci predstavitelia MOV, vritane Lorda

Burghleyho, ktory bol olympijskym vitazom

v behu na 400 m cez prekédzky v roku 1928,
varovali pred nebezpe¢nym zneuzivanim lie-
kov uz na zasadnuti vo Varsave v roku 1937,
ale ich varovania zostali bezvysledné. Avsak,
ked'sa v stavke ocitla povest olympijskych hier,
MOV musela reagovat. V roku 1961 bola pre-
to vytvorend tzv. Lekdrska komisia, ktorej

predsedal Sir Arthur Porrit.

Porrit a jeho kolegovia potrebovali niekol-
ko rokov, aby zmapovali celkovu situdciu zne-
uzivania liekov v §porte. AZ na zasadnuti
v Teherdne v roku 1967 predlozili MOV
névrh na zoznam zakdzanych latok ktory
zahfnal sympatomimetické aminy, stimulan-
ty centrdlneho nervového systému, narkotikd,
anxiolytika a antidepresiva, ako aj pravidla pre
testovanie tychto latok na olympijskych hrach.

Dnes poznidme podobny zoznam zakdza-
nych litok, ktory vydéva Svetové antidopin-
govd agentura. Tento zoznam sa neustéle roz-
Siruje o nové zakdzané latky a metédy, ktoré
maju (a.) potencidl zlepsit sportovy vykon a/
alebo (b.) predstavuju pre $portovcov skutoé-
né alebo potencidlne zdravotné riziko a/ale-
bo (c.) porusuju myslienku $portového ducha.
Sportovci sa v stcasnosti uzZ netestujd iba
na olympijskych hrach, ale doslova kdekolvek
a kedykolvek.

Stimulanty pouZzivané cyklistami v 60.
rokoch st nadalej populdrne, ¢o dokazuje ich
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Obréazok 1: Ins§trumentalna schéma SPE-UHPLC-MS/MS metddy pre analyzu klenbuterolu vo

vzorke ludského mocu.
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Casty vyskyt vo vzorkdch z dopingovej kontro-
ly sportovcov. Avsak, prvt priecku na neslév-
nej tabulke poruseni antidopingovych pravi-
diel uz niekolko rokov maju anabolické litky.
Prvé spravy o uzivani anabolickych latok
v $porte sa objavili uz pocas olympijskych hier
vroku 1952 v Helsinkdch a boli spojované so
§portoveami zo Sovietskeho zvizu. Neskor sa
anabolické litky rozsirili do USA, kde sa
dokonca stali oficidlnou sticastou pripravy
americkych vzpieracov na vrcholné podujatia.
Na olympidde v roku 1972 v Mnichove az
68% opytanych priznalo, Ze anabolické litky
vyuziva v réznych fizach §portovej pripravy.
MOV zaradil anabolické litky na Zoznam
zakdzanych latok azZ pomerne neskoro, a to
v roku 1983.

Testovanie zakdzanych litok je od prvého
ndvrhu na teherdnskej konferencii v roku 1967
hrou macky a mysi. Mohlo by sa dokonca nie-
kedy zdat, Ze je to mérny boj a prijemcovia
dopingu su stile o krok vpredu. Avsak
v poslednom desatro¢i doslo k enormnému
pokroku v oblasti analytickej chémie a v rdm-
ci nej v technoldgidch instrumentélnej analy-
zy,a preto mozeme dnes s hrdostou smelo tvr-
dit, Ze macka a my$ st minimalne po prvykrit
v histérii na rovnakej urovni. Antidopingové
laboratéria vyvinuli sofistikované rutinné
metédy na odhalenie anabolickych latok, pep-
tidovych horménov, rastovych faktorov, beta-
2 agonistov, hormonalnych a metabolickych
modulatorov, diuretik, stimulantov, narkotik,
kanabinoidov, glukokortikoidov, manipuldcie
s krvou alebo krvnymi zlozkami, fyzikdlnych
a chemickych manipulacii s vzorkami a géno-
vého a bunkového dopingu. D4 sa urobit este
viac, alebo moderné techniky indtrumentélne;j
analyzy uz dosiahli svoj vrchol?

Nepochybne, analytickd instrumentécia sa
stile dalej rozvija a vypracované laboratérne
metédy prekracuju stile nové limity.
Na druhej strane aj nové u¢inné molekuly,
zneuzivané §portovcami, mnohokrat umoz-
fiuju znizovat davky pod medzu ich stanove-
nia, alebo s $§portovcami vysadené v dosta-
to¢nom predstihu, aby neboli na sutazi
detekovatelné. Preto v nasej vedeckovy-
skumnej préci v Toxikologickom a antidopin-
govom centre Farmaceutickej fakulty Univer-
zity Komenského v Bratislave ukazujeme



riesenia, ako v rutinnych laboratéridch skoko-
vo zlepsit moZnosti monitoringu v situdcidch,
kedy su hladiny zakizanych latok vo vzorke
$portovca extrémne nizke. Mézeme si pred-
stavit, Ze hladand litka je ako drobnd
muchotravka dobre ukrytd v hustom a rozlah-
lom lese (plnom vysokych stromov a hustin,
ktoré predstavuju iény a molekuly prirodze-
ne sa vyskytujice v ludskom organizme),
na ktory sa pozerdme zhora. Ked chceme
muchotriavku nijst, musime teda odstranit
stromy aj hstiny a muchotrévku este aj dob-
re pohnojit $pecidlnym muchotravkovym
hnojivom, aby vyrastla do ¢o najvicsich roz-
merov a bola dobre viditelnd. V rei analytic-
kej procedury, ktora toto dokéze so zakdzanou
litkou pritomnou v zloZitej vzorke §portovca,
napriklad v mo¢i alebo krvi, ide o proces pre-
Cistenia (clean-up) a zakoncentrovania (con-
centration) analyzovanej latky vo vzorke.

V rutinnych antidopingovych laboratéri-
dch sa tradi¢ne pouziva na rozdelenie zlozi-
tych zmesi litok chromatograficka separacia
a na detekciu hladanej litky hmotnostnd
spektrometria. Separdcia rozdeli jednotlivé
latky v ¢ase, zatial o hmotnostnd spektromet-
ria na zaklade hmotnosti molekul. Castokrat
vSak ani takéto sofistikované delenie nie je
postacujuce kvoli zlozitosti biologického
materidlu (hluzovka vs. prales) a vzorku je
potrebné pred takouto analyzou upravit, naj-
Castejie extrakciou hladanej litky z biologic-
kého materidlu. Proces upravy vzorky sa rea-
lizuje takmer bez vynimky ako nezavisly krok,
pred samotnou analyzou. To viak vnasa cely
rad subjektivnych faktorov do takéhoto pro-
cesu ipravy (od manipuldcie s materidlom, cez
merania objemov a mnozstiev materidlu az
po izolaciu relevantnej frakcie upraveného
materidlu, sprevidzané kumuldciou nahod-
nych chyb diel¢ich procesov), zvySuje pozia-
davky na mnozstvo materidlu a ¢as jeho tpra-
vy. Vyrazne efektivnejsim sposobom, ktory sa
snazime demonstrovat ako vysokoobjektivnu
a spolahlivt alternativu predupravy vzorky
k tradi¢nému sposobu, je on-line integracia
instrumentédlneho predipravného kroku
s analytickym a detekénym krokom.

Metédy, ktoré v rimci vyskumnej price
Toxikologického a antidopingového centra
navrhujeme ako inovativne a plne aplikova-
telné v rutinnych antidopingovych laboraté-
ridch, predstavuju tandem on-line prepoje-
nych krokov (i) preddpravy vzorky
(na principe extrakcie na pevnej fize, Solid
phase extraction, SPE), (ii) analytickej sepa-
racie vysokoucinnou kvapalinovou chroma-
tografiou (HPLC, vratane ultra rychleho
a t¢inného rezimu, UHPLC) a (iii) hmot-

nostnej detekcie (mass spectrometry, MS, vra-
tane tandemovych konfiguricii MS/MS
poskytujucich informaciu o chemickej §truk-
ture analyzovanej litky). Tento multidimen-
ziondlny pristup s vysokou ortogonalitou diel-
¢ich krokov umoziuje bezkonkurenénu
reprodukovatelnost a objektivitu analyz. Pre-
nos zelanej frakcie obsahujicej hladanu latku
z komplexnej matrice do analytického chro-
matografického stupiia pre jej findlnu separé-
ciu je riadeny automaticky elektronickym pre-
pinanim viaccestnych ventilov spdjajicich
jednotlivé dimenzie SPE-UHPLC. Systém
naviac umoznuje davkovanie velkych objemov
vzoriek (tisicky pl) s minimalizdciou strat ana-
lytu a zlepsenim medzi detekcie a kvantifikd-
cie o niekolko dekadickych poriadkov
v porovnani s tradi¢nymi spésobmi analyzy
(SPE-UHPLC vs. UHPLC). A to je teda
nase rieSenie, ktoré pontkame pre dosahova-
nie novych vitazstiev v boji proti dopingu.
Vypracovali sme niekolko inovativnych
SPE-UHPLC-MS/MS metéd, ktoré sa

uplatnia v monitorovani oxandrolonu alebo

]
« Analytical
| Standard

w Clenbuterol
1 (277.0 — 203.0)

(277.0 — 203.0)

bl |

klenbuterolu v mo¢i $portovcov, dalsie opti-
malizované metédy sme pripravili pre nastu-
pujuce latky skupiny SARMs (selektivne
modulitory androgénnych receptorov). Tym-
to spésobom dokdzeme detegovat zneuziva-
nie vybranych anabolickych litok v predfie—
nom ¢asovom horizonte (rddovo az niekolko
tyzdnov po ich vysadeni). Navrhnutymi met6-
dami napriklad dokdZeme detegovat mnoz-
stvd oxandrolénu alebo klenbuterolu na urov-
ni pikogramov v 1 mililitri vzorky, ¢o je
porovnatelné s hmotnostou DNA v jadre
bunky. ,Odtlacok anabolickych latok hladd-
me okrem vzoriek §portovcov aj vo vzorkéch
pripravkov pre $portovcov zakupenych
z verejne dostupnych internetovych stranok.
V sucasnosti hladdme v takychto pripravkoch
zakdzané latky zo skupiny SARMs. Kapsuly
alebo tablety, ktoré su dostupné na internete,
obsahuju totiz ¢asto 10 az 150 ndsobne vyssie
mnozstvo SARMs v porovnani s ddvkami tes-
tovanymi v klinickych $tadidch, a potencial-
ne aj dalSie toxické necistoty (napr. z necerti-
fikovanej syntézy) v stopovych mnozstvach.
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Obrazok 2: Clean-up efekt on-line SPE Upravy biologickej vzorky. llustrativne chromatografické

zaznamy ziskané z analyzy (A) analytického $tandardu klenbuterolu a (B) interného Standardu

klenbuterolu (klenbuterol d-9) vo vzorke ludského mocu pri koncentracii blizkej tzv. medzi
stanovenia (LOQ = 0,1 ng/ml) za podmienok UHPLC-MS/MS alebo SPE-UHPLC-MS/MS

metody.
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