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ANOTACE

Tato bakaldiskd prace je reSerSni a zabyva se vyuzitim extrakénich a chromatografickych
technik pii dopingové kontrole. Uvodni ¢ast prace je zaméfena na zakézané latky ve sportu
a jejich zneuziti, dalsi kapitoly pojednavaji o procesu odbéru vzorku, laboratofich, extrakci
a nasledné analyze. Cast prace je vénovana i chromatografickym technikam, které jsou

pti detekci zakazanych latek vyuzivany. V zavéru prace je vSe shrnuto v piehledné tabulce.
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kapalinova chromatografie, hmotnostni spektrometrie

TITLE

Use of extraction and chromatographic techniques in doping control

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with the use of extraction and chromatographic techniques in doping
control. The introductory part of the thesis is focused on the prohibited substances in sport
and its abuse, the next chapters deal with the process of sample consumption, laboratories,
extraction process and following analysis. Part of the work is devoted even to chromatographic
techniques that are used for the detection of banned substances. At the end of the work is given

clear comparison to the table.
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Seznam zkratek a znacek

AAF

AAS

ABP

ACN

BCO

BSTFA

CNS

DBS

DI-SPME

DK

DPS

DLLME

ELISA

EPO

GC-IRMS

GC-MS

HES

HOAc

Pozitivni dopingovy nalez (Adverse Analytical Finding)

Anabolické androgenni steroidy (Anabolic Androgenous Steroids)

Biologicky pas sportovce (Athlete's Biological Passport)

Acetonitril

Kvalifikovany komisaf pro odbér krve (Blood Collection Officer)

N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid

Centralni nervovy systém (Central Nervous System)

Sucha kapka krve (Dried Blood Spot)

Ptima SPME (Direct Immersion SPME)

Dopingova kontrola

Suché kapka plazmy (Dried Plasma Spot)

Disperzni mikroextrakce kapalina-kapalina (Dispersive Liquid-Liquid
Micro Extraction)

Epitestosteron

Stanoveni imunosorbentu spojené s enzymem (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay)
Erytropoetin (Erythropoietin)

Plynova chromatografie s vyuZitim hmotnostni spektrometrie
izotopickych pomérii (Gas Chromatography-Isotope Ratio Mass
Spectrometry)

Plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii (Gas
Chromatography-Mass spectrometry)

HydroxyethylSkrob (Hydroxyethylstarch)

Kyselina octova (Acetic acid)



HPLC

HS-SPME

ISTD

IUPAC

LC-HRMS

LC-MS

LLE

MALDI

MDA

MDMA

MeOH

MEPS

MRPL

MSTFA

MS/MS

SALLE

SFC

SFE

SPE

SPME

Vysokoucinné kapalinova chromatografie (High Performance Liquid
Chromatography)

Headspace SPME

Vnitini standard (Internal Standard)

Mezinarodni unie pro €istou a aplikovanou chemii (International Union of
Pure and Applied Chemistry)

Kapalinové chromatografie s vysokym rozliSenim (Liquid
Chromatography-High Resolution Mass Spectrometry)

Kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii (Liquid
Chromatography-Mass Spectrometry)

Extrakce kapalina-kapalina (Liquid-Liquid Extraction)

Matrici asistovana laserova desorpce/ionizace (Matrix Assisted Laser
Desorption/Ionization)

3,4-Methylendioxyamfetamin
3,4-Methylendioxymethamfetamin

Methanol

Mikroextrakce pomoci plnéného tuhého sorbentu (Microextraction by
Packed Sorbent)

Minimalni Groven pozadovaného vykonu (Minimum Required
Performance Level)

N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamid

Tandemovéa hmotnostni spektrometrie (Tandem Mass Spectrometry)

Extrakce kapalina-kapalina s vysolovacim efektem (Salting-out Liquid-
Liquid Extraction)

Chromatografie v nadkritické tekuting€ (Supercritical Fluid
Chromatography)

Extrakce nadkritickou tekutinou (Supercritical Fluid Extraction)
Extrakce tuhou fazi (Solid Phase Extraction)

Mikroextrakce tuhou fazi (Solid Phase Microextraction)



TBME

THC

TLC

TMCS

T™MS

TV

UHLPC

WADA

WADC

Testosteron

Terc-Butyl Methylether

Tetrahydrokanabinol

Chromatografie na tenké vrstvé (Thin Layer Chromatography)

Trimethylchlorsilan

Trimethylsilyl

Terapeuticka vyjimka

Ultra vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
(Ultra High Performance Liquid Chromatography)

Svétova antidopingova organizace (World Antidoping Agency)

Svétovy antidopingovy kodex (World Antidoping Code)

Seznam tabulek

Tabulka 1 - Porovnani analyz latek s dopingovym GCInKem..........ccceeverieneniiinieneniienienenne.



0 Uvod

Doping ma ve spolec¢nosti jiz dlouhodobou historii. Pfi dopingu jde o pouzivani latek
pro zlepSeni télesné ¢i psychické kondice. Vyraz doping je spojovéan nejcastéji s rustem svall
a sily, ale vycet prostfedkl, kterymi lze nedovolené zvySovat vykon, je velmi rozsahly. Poté,
co se sportovni soutézeni s touhou zvitézit stalo symbolem prestize, se 0 mnoho zvysil i tlak
na samotné sportovce, aby piekonavali své osobni rekordy. Tento problém se vSak netyka pouze
vrcholovych sportovell na mezinarodnich soutézich, ale i dospivajicich, ktefi se snazi
vyniknout. Pouzivani dopingu je zakdzano hlavné z divodu negativnich uc¢inki na zdravi, ale

jedna se 1 o eticky problém.

S rozmachem farmaceutického primyslu se zacaly uméle syntetizovat riznorodé latky
slibujici zvysSeni sportovniho vykonu. Zacaly se uzivat nizsi koncentrace latek a pouzivat
kladen stale vyssi diiraz na neustalé zlepSovani analytickych metod, které by byly schopny

detekovat i nepatrnd mnozstvi zakazanych substanci.

Ptedlozend prace pojednava jak o samotném vyctu skupin latek, které jsou ve sportu
zakézané, tak 1 o extrakénich a chromatografickych metodéach, jaké akreditované laboratoie

vyuZzivaji.
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1 Co je to doping

Doping je zptisob, jakym si sportovci nedovolené zvysuji svoji vykonnost. Uzivani
dopingu miize pomoci k nartstu svalové hmoty, lepsi regeneraci a také zmenseni pocitu bolesti.
Pod vlivem tlaku, slavy, penéz, trenért, rodict, ale také od sebe samych, d€laji sportovci Spatna
rozhodnuti a vystavuji se tak riziku, ze diive ¢i pozd¢ji budou odhaleni a potrestani v podobé

zastaveni sportovni kariéry [1].

Doping je definovan jako jev, pii némz dochazi k poruseni jednoho ¢i vice

antidopingovych pravidel. Tato pravidla vymezuje Svétovy antidopingovy kodex (WADC).

* Prokazani pfitomnosti jakéhokoliv mnozstvi zakazané latky uzité umysln€, neumysiné
¢1 z nedbalosti, nebo jejich metabolitd ¢i markert v téle sportovce.

*  Prokéazéni pouziti nebo pokus o pouziti zakdzané latky nebo metody, kdy uspésnost neni
rozhodujici.

* Vyhybani se dopingové kontrole nebo jeji odmitnuti, nedostaveni se k odbéru po vyzve
bez nalezitého divodu.

* Neinformovani o misté pobytu. Sportovci v registru pro testovani i mimo soutéz jsou
povinni informovat o svém aktudlnim misté pobytu tak, aby je bylo mozné zastihnout
i bez ptedchoziho oznameni.

* Podvadéni nebo pokus o podvadeéni v pribéhu dopingové kontroly. Podvadéni zahrnuje
také pokus o ovliviiovani komisafe nebo zastraSovani svédka.

* DrZeni zakézané latky nebo prostfedku pro zakazané metody. Jedna se o drZeni latky
zakézané celorocné, drZzeni latek zakdzanych pii soutézi je postihovano jen v obdobi
soutéze.

* Nelegalni obchodovani, vyroba, dovaZeni, vyvaZeni a manipulace se zakazanymi
latkami bez povoleni.

* Podani nebo pokus o podéani zakazané latky sportovci.

* Podileni se na asistovani, napomahani nebo navadéni k porusSeni antidopingovych
pravidel.

* Vyhledani nebo kontaktovani osoby na Cerné listiné Svétové antidopingové agentury
(WADA). Osoby na této listiné byly v minulosti potrestiny za poruSeni

antidopingovych pravidel zdkazem €innosti [2; 3].
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1.1 Pivod slova doping
Pivod slova doping neni jednoznacné znam. Jedna teorie uvadi, ze etymologie slova
pochazi ze 17. stoleti z Nového Amsterdamu, kdy kolonisté pili lektvar nazyvany ,doop°,

obsahujici smési bylin a kofinkti, na povzbuzeni [4].

Dalsi teorie uvadi, ze tento pojem byl pievzat od bilych pfistéhovalcti do Jizni Afriky,
tzv. Burl, kdy kofeny slova doping zasahuji do jihovychodni ¢asti Afriky. Obyvatelé
pfi ndbozenskych obiadech nebo kultovnich slavnostech pravdépodobné konzumovali silnou
palenku nazyvanou ,dop‘. Pojem byl poté pievzat Anglicany a v roce 1889 se slovo doping

objevilo v britském slovniku [3].

Dopingu se dfive Siroce vyuzivalo pfi koniskych zavodech, kdy se pro zlepSeni vykonu
koni podavala smés opia a narkotik [4]. V soucasné dobé¢ je na jedné strané€ sportovni doping,
ale v nékterych sportovnich disciplinach se testuji také prave zvitata, a to naptiklad jiz zminéni
kon¢ v jezdectvi, ve kterém je dulezit¢ doping kontrolovat, protoze podavané latky mohou
na jednu stranu zvySovat vykon zvifete, ale na druhou stranu zhorSovat jeho zdravotni stav.
Proto dopingova kontrola zvifat nema na cilové slouceniny 74dnd omezeni a seznam

zakazanych latek v jezdectvi v porovnani se seznamem vydavanym WADA je mnohem delsi

[5].

1.2 Pro¢ je doping zakazan

Hlavnim divodem, pro¢ je doping zakazan, je, ze sportovci poskytuje vyhody pied
soupefem, a to je vrozporu se zavodénim v duchu ,fair play“. DalSim divodem je jeho
Skodlivost, kdy vétSina dopingovych prostiedkd patii mezi medikamenty a jejich zneuziti

ve vysSich davkach mize trvale poskodit organismus a nasledné vést az ke smrti [6; 3].
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2 Skupiny zakazanych latek
Oznaceni skupin vychazi z anglickych nazvi, pro S jako ,,substances” neboli latky,
pro M jako ,,methods ““ neboli metody, a oznaceni P pro zakazané latky v urcitych sportech

vychézi z vyrazu ,, in particular sports ““ [7].

Tento seznam je kazdoroéné vydavan a aktualizovan spolecnosti WADA a tvofi
zakladni kdmen Svétového antidopingového kodexu. Seznam zakazanych latek pro dany

kalendaini rok je vzdy platny od 1. ledna do 31. prosince [8].

2.1 Latky a metody zakazané celoro¢né

Jsou déleny do nasledujicich skupin:

2.1.1 Neschvalené latky (S0)

Neschvalena latka je jakdkoli farmakologicka latka, kterd neni zahrnuta v Seznamu
zakéazanych latek, ale v soucasné dob¢ neni schvalena zddnym zdravotnim ufadem pro humanni
terapeutické pouziti. Jedna se o léky v preklinickém stadiu vyvoje, uméle vyrabéné drogy
a latky schvalené pouze pro veterinarni lé€bu. Tyto latky mohou byt potencidlné vyuzity

k dopingu [9].

2.1.2  Anabolické latky (S1)

Anabolické androgenni steroidy (AAS) jsou syntetické latky testosteronu, které jsou
upraveny tak, aby zajistily maximalni anabolicky ucinek. Tyto derivaty maji nékolik obecnych
ucinkl. Mezi né€ 1ze zatadit zvyseni koncentrace dusiku ve svalech, ktery podporuje rist svalové
hmoty a nabirdni na télesné vaze. Nartst svalové hmoty se zvySuje prostiednictvim svalové
hypertrofie a zvySenim poctu svalovych vldken. Déle inhibuji vazbu katabolickych
glukokortikoidll na sval, coz znemozni rozpad svalové hmoty, a v neposledni fadé maji AAS
vliv na agresivitu sportovce, ¢imZ je zvySena intenzita tréninku. V silovém tréninku AAS
zvySuji nariist svalové hmoty a celkovou silu, zatimco v aerobnim sportu nebylo prokazano

vyznamné zlepSeni [10]. Jsou zneuzivany zejména v kulturistice [11].

2.1.3 Peptidové hormony, riistové faktory a ptibuzné latky (S2)

Z této skupiny je nejcasteji pro dopingové ucely zneuzivan erytropoetin (EPO), hormon,
ktery se v téle produkuje pfirozené a ovlivitluje mnozstvi ¢ervenych krvinek. Jejich zvySeny
pocet ma vliv na rychlejsi regeneraci, vys$s$i vytrvalost a oddaleni Unavy. Dale sem patii

rustovy hormon (GH), ktery patfi mezi peptidové hormony a je také v té€le produkovan
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pfirozené. Byl sem zafazen i vzacny plyn xenon, jehoz pouZivani mize mit podobné Gcinky

jako EPO [12; 13].

2.1.4 Beta-2 agoniste (S3)

Beta-2 agonisté neboli B-adrenomimetika jsou latky stimulujici f-adrenergni receptory,
mezi jejich UCinky patii zvySeni a zrychleni srde¢nich kontrakci, zvyseni tonu cév, rozsireni
pradusek a zvyseni svalové kontrakce. V medicing se pouzivaji k 1€cb¢ astmatu, ve sportu diky
jejich ucinkim mohou byt zneuzity pro kratkodobé zvyseni sportovni vydrze a jsou zafazeny
mezi zakdzané latky. Jejich minimalni detekovatelnd hranice dle WADA ve vzorcich je

20 ng/ml [13; 5].

2.1.5 Hormonové a metabolické modulatory (S4)

Do této skupiny patii naptiklad peptidovy hormon inzulin, ktery je zneuzivan sportovci
pfedev§im pro své anabolické Uc€inky. V lékafstvi se pouzivd pii 1écbé hormondlnich
a metabolickych onemocnéni. Dale sem patii inhibitory aromatdzy, selektivni modulatory

estrogenovych receptori (SERMS) nebo myostatinové inhibitory [12; 13].

2.1.6 Diuretika a ostatni maskovaci latky (S5)

Diuretika jsou latky, které zvySuji tvorbu moci a stimuluji jeji vyssi vylu¢ovani ven
ztéla. Zaroven zvysSuji vylucovani sodiku, a proto jsou zneuZivany k rychlému ubytku
hmotnosti anebo k nafedéni moci, a tim zamaskovani jinych latek, jako jsou stimulanty nebo
anabolické steroidy [14]. V klinické praxi se pouzivaji na 1é¢bu riznych nemoci a syndromd,
jako je hypertenze, srde¢ni a ledvinové selhani, jaterni cirhdza, nebo ke snizeni UCinkl
zadrzovani vody nebo soli v téle [15]. Protoze zabraiiuji detekci dalSich dopingovych latek,
byly dle WADA zatfazeny na Seznam zakazanych latek jak v soutézi, tak mimo soutéz, i ptesto,

ze jejich role v navySeni vykonu je minimalni [14].

2.1.7 Manipulace s krvi a krevnimi komponentami (M1)

Krevni doping je vyuZivan zejména u vytrvalostnich sportovci, ktefi se timto zptisobem
snazi zvysit kapacitu kysliku v krvi. Toho lze dosdhnout rliznymi zplsoby, bud’ cestou
endogenni nebo exogenni. Exogenni zdroje zahrnuji pouZiti krevnich néhrazek, jako jsou
polymerované slouceniny hemoglobinu nebo emulze perfluorovanych uhlovodikii ¢i 1€k
efaproxiral. Mezi endogenni cesty patii krevni transfuze jak homologni (od jiné osoby),
tak autologni (vlastni krev). Do této skupiny je zafazeno 1 pouzivani erytropoetinu a sloucenin
stimulujicich jeho produkci. Samotny EPO podnécuje produkci cervenych krvinek a dle

WADA jsou zakazané vSechny formy zvyseného pienosu kysliku, tzn, Ze detekce téchto latek
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je povazovana za doping. Dnes diky biologickému pasu sportovce (ABP) 1ze spolehlivé dokazat
1 sofistikovanéj$i metody jako jsou mikrodavky vlastni krve (napt. 50 ml denn¢). Znamena to,
ze dojde k odebrani krve, jeji uschovani po dobu dvou az tfi mésicii a nasledné vraceni zpét,

jakmile télo kompenzuje jeji ztratu, ¢imz je zvySen celkovy objem krve [16; 17].

Zatimco u homologni krevni transfuze lze detekovat fenotypizaci erytrocytli pomoci
pratokové cytometrie, pro stanoveni autologni transfuze krve neni zadna pfima metoda, a proto
je stale nejlepsim feSenim ABP. Jedna se o nepfimou metodu dlouhodobé dokumentujici data

jedince, kterd miize potencidlné pomoci detekovat provadéné zmény v téle [18].

2.1.8 Chemicka a fyzikalni manipulace (M2)

Chemicka a fyzikalni manipulace zahrnuje podvadéni nebo pokus o podvod za Gcelem
porusit platnost a integritu odebraného vzorku pti dopingové kontrole, napiiklad zdaménou nebo
upravou vzorku. Zakazana je také nitrozilni infuze nebo injekce vice nez 100 ml za 12 hodin.

Chirurgické, nemocni¢ni zakroky, nebo legitimni diagnostické vySetfeni jsou povoleny [19].

2.1.9 Genovy doping (M3)

V poslednich letech bylo dosazeno velkého pokroku ve znalosti lidského genomu.
V medicing se zafina provadét genova terapie pii 1é¢bé pacientli. Cilem této terapie je podpora
endogenni syntézy chyb¢jicitho proteinu. Genovy neboli geneticky doping je spojen se
zavedenim transgenu nebo rekombinantniho proteinu do téla za ucelem exprese nebo jeji
modulace stavajiciho genu za ticelem zvySeni fyzické aktivity jedince. Geneticky material miize
byt do buitkky zaveden jak in vivo, tak ex vivo. In vivo metoda znamena piimé zavedeni genu
do lidského téla (ciloveé tkané nebo organu), kdezto pii nepifimé metod¢ ex vivo, jsou geny z téla
jedince odebrany, nalezit¢ upraveny, vyslechtény a po selekci nasledné vraceny zpét do téla

[20].

2.2 Latky zakazané pri soutézich
2.2.1 Stimulanty (S6)

Stimulanty centralniho nervového systému (CNS) jsou latky, které zvysuji hladinu
neuromediatort noradrenalinu a dopaminu v mozku. Timto u¢inkem se zvySuje psychologicky
efekt bdélosti, koncentrace, vy$§iho sebevédomi 1 agresivity. Je mnohem pravdépodobné;jsi,
ze budou zneuZity pfi soutéZi, ale mohou byt pouZity i pfi tréninku ke zvySeni jeho intenzity.
Pti samotném tréninku mimo sportovni soutéz jejich pouzivani zakazano neni. Do této skupiny

patii naptiklad amfetamin, efedrin nebo kokain [13].
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Tyto latky jsou zatfazeny na Seznamu zakézanych latek uz od 70. let. Pfi jejich detekci
je brano vuvahu, ze jsou v lidském téle minimalné metabolizovany a vylucuji se moci
v nezménéné forme. Stimulanty ve své molekule obsahuji atom dusiku a jsou snadno
ionizovatelné za podminek pouziti elektrosprejové ionizace. Tyto slouceniny se kvantifikuji
nejcasteji metodou ,,dilute and shoot“, kdy je vzorek nafedén, a takto bez dalsi upravy je
vstfikovan do chromatografu. Tato technika je dalezita pro primarni screening, avSak slozky
matrice moc¢i chromatograficky systém kontaminuji a mlze byt potieba Castéjsi vymeéna
jednotlivych casti chromatografického systému jako napiiklad kolona nebo castéjsi CiSténi

iontového zdroje [5].

Amfetaminy jsou latky regulované protidrogovou legislativou [21] a bylo jiz
syntetizovano mnoho jejich derivatd, napt. methamfetamin, methylendioxyamfetamin (MDA),
methylendioxymethamfetamin (MDMA, ,,extaze®). Vstiebavani amfetaminu probihd v tenkém
stieve a jeho plazmatickd koncentrace dosahuje maxima po jedné az dvou hodinach po poziti.
Absorpce je uplnd za cCtyfi hodiny a lze urychlit pozitim potravy. Hlavnimi metabolity
amfetaminu jsou p-hydroxy efedrin a p-hydroxy amfetamin. Amfetamin je poté ztéla
vylu¢ovan rendlni filtraci, kdy vylucovani amfetaminu je rychlejsi v kyselé moci. Pro jeho
detekci je moc¢ analyzovana na pfitomnost matetské slou¢eniny — amfetaminu. Po jedné davce
ho Ize v moc¢i detekovat po dobu 48 hodin, maximalni koncentrace je dosaZeno

v rozmezi 3 az 12 hodin po poZiti v zavislosti na jedinci [22].

Efedrin je alkaloid ziskany z kefe druhu Efedra, v ptfirod¢ se ptirozené vyskytuje
v 1é€ivych bylinach, naptiklad v rostliné Ephedra sinica, a je popularni sloZkou mnoha doplikt
stravy stimulujicich CNS. Jedn4 se o smiSené sympatomimetikum, piisobici jako stimulant CNS
zvySenim uvolnovani noradrenalinu ze sympatickych neuronti a stimulaci a a § receptorti. Tim
zvySuje srdecni frekvenci a zpisobuje zvysSeni krevniho tlaku. Uziti efedrinu spole¢né
s vitaminy, mineraly ¢i kofeinem podporuje jeho ergogenni ucinky. Zvysuje se sila, prodluzuje
se doba do vycerpani, termogenni vlastnosti zrychluji metabolismus a tim spalovani tuki
a nabirdni svalové hmoty. Pouzitim efedrinu samostatn¢ nebylo zlepSeni fyzického vykonu

prokazano [22; 23].

Efedrin lze také vyrabét chemickou syntézou, jeho struktura je podobné syntetickému
amfetaminu. Jeho piisobeni na CNS je mnohem slabsi, ale dlouhotrvajici. Vylu€uje se moci

téméef beze zmeny, jeho obvykly polocas eliminace je tii az Sest hodin v zavislosti na pH moci.
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ZvySenim pH se doba vyluCovani prodluzuje [22]. Efedrin je Svétovou antidopingovou

organizaci zakdzan, pokud je jeho koncentrace v moc¢i vyssi nez 10 pg/ml [24].

Kokain je ve své Cisté formée bily krystalicky prasek ziskavany z jihoamerické rostliny,
kterd se nazyva Erythroxylum coca neboli Cesky Kokainovnik pravy [25]. Kokain je
nejsilngj$im stimulantem pfirodniho plivodu na rozdil od amfetamind, které jsou Cisté
syntetického ptivodu. Kokain se jako stimulant uziva uz po tisice let, kdy Inkové odchazejici
do boje zvykali Koku, aby zamezili unavé. Kokain byl v historii pouzit ve velkém mnozstvi
1€kd, a dokonce ptidavan i do nealkoholickych napoja, napiiklad az do roku 1903 byl obsazen

v Coca-Cole [22; 26].

Jeho vysoce navykovy ucinek je zplsoben uvolnovanim dopaminu, jeho fyzické
projevy jsou zuzené krevni cévy, rozsifené zornicky, zvySena srdecni teplota a tepova
frekvence, zvySeny krevni tlak. ZvySuje také motorickou aktivitu a je silnym induktorem
euforie. Trvani téchto euforickych ucink jako hyperstimulace, snizena tinava a dusevni jasnost
zavisi na zplsobu podéni, kdy, ¢im je rychlejsi absorpce, tim intenzivnéjsi jsou ucinky, ale zato
krat$i doba trvani. Po vyprchanim u¢inkt se mohou dostavit az depresivni nalady, kdy zavisly
potfebuje uzivat vétsi davky proto, aby se alespoi citil normalné, a zavislost roste. Vyssi davky
kokainu mohou vést k podrazdénosti, neklidu, Gzkosti az paranoie. Dal$i komplikace zahrnuji
poruchy srde¢niho rytmu, zachvaty, bolesti hlavy, bficha a nevolnost. UZivani kokainu spolu
s alkoholem nebo anabolickymi steroidy je extrémné kardiotoxické a tyto praktiky zvySuji
pravdépodobnost nahl¢ zastavy srdce nebo zachvatu nasledovaného zastavou dychéani vedouci

ke smrti [22; 26].

Navzdory skodlivym vedlej$im u¢inkiim je kokain i nadale ve sportu zneuzivan, nebot’
pfi nizkych davkéch diky jeho stimula¢nimu ucinku na CNS umoZiiuje vysoky energeticky
vydej ve velké intenzité pii kratkodobé aktivité. Nicméné pfi dlouhodobém uzivani mize vést
k ¢asové dezorientaci, nespravnému usudku 1 ke ztrat€ energie, coZ ve finale sportovni vykon

snizuje [22].

Kokain lze koufit, Sfiupat, nebo podéavat injekéné. Pokud se kokainovy prasek vdechuje
nosem, je absorbovan do krevniho fecisté¢ skrz nosni tkdn€. K injekénimu podani se pouzije
jehla a droga se uvolni ptimo do krevniho fecisté, koufenim se vdechuje kokainovy kouf

do plic a jeho uvolnéni do krevniho fecisté je stejné rychlé jako pfi injekénim podani [22].

Malé mnozstvi kokainu se vyluuje v nezménéné podobe moci (cca 9,5-20 %). Takto

nezménény kokain muze byt detekovan po dobu od 24 az do 36 hodin v moc¢i. Dale se méni
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na dva hlavni metabolity, a to ekgonin methylester a benzoylekgonin. Tyto dva metabolity tvoii
cca 80-90 % vylucovaného kokainu. Pfiblizn€ 1-3 % tvofi ekgonin, norbenzoylekgonin,

norekgonin [26].

2.2.2 Narkotika (S7)
Narkotika jsou uzivana hlavné v bojovych sportech, protoze pomahaji zmirniovat bolest
spojenou se zranénimi. V dopingovych testech lze jejich piitomnost odhalit ze vzorku

moci [ 14]. Mezi narkotické latky fadime morfin, heroin, metadon, oxykodon a dalsi [13].

2.2.3 Kanabinoidy (S8)

Do této skupiny patii tetrahydrokanabinol (THC), aktivni latka ziskand z marihuany.
Ve sportu se zneuziva predevsim pro své uklidnujici ucinky, ¢imz snizuje predzavodni
nervozitu. Jeji nebezpeci tkvi v tom, Ze mlzZe vést k uZivani i silnéjSich drog. V téle se THC
metabolizuje a jeho derivat karboxy-THC se vylucuje moci i po n¢kolik mésict od uZiti

marihuany. OvSem piibuzna latka obsazena v konopi, kanabidiol, je povolena [12; 13].

2.2.4 Glukokortikosteroidy (S9)
Glukokortikosteroidy neboli zkracené glukokortikoidy jsou anabolické hormony se

steranovym jadrem s bo¢ni skupinou ethyl-hydroxylketonu umisténou na 17. uhliku. To ¢ini

wvewr

Nejsou zakazané za vSech okolnosti, ale pouze v soutézi [13]. Pokud ptevladaji
farmakologické tc¢inky téchto sloucenin, kde jsou stanovené relevantni trovné, je pfi nalezu
latky, nebo jejitho metabolitu ve vzorku pro dopingovou kontrolu, uplatnéna sankce.
Pti testovani téchto latek se ukazuje velkym pfislibem a ptidanou hodnotou pro dopingovou
kontrolu pouZziti alternativnich matric k moci a to, sucha kapka krve (DBS), sucha kapka plazmy
(DPS), sliny anebo vydechovany dech. Protoze po podani 1éku dosahuje koncentrace metabolitu
v mo¢i jinych hodnot nez v krvi, jevi se tato cesta jako vyhodnd pro spravnou interpretaci
vysledkli. Detekce zneuziti kortikoidii je obtiznd, vzhledem k jejich zplisobu podavani.
V soucasné¢ dobé také nejsou zohlednény razné relativni Uc¢innosti. Proto se odbér krve
pii metodé DBS zaroven s odbérem moci jevi jako cennéd volba pro analyzu a poskytnuti

komplexnéjsich informaci pro nasledné tizeni [28].
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2.3 Latky zakazané v urcitych sportech
2.3.1 Beta-blokatory (P1)

Do této skupiny patii latky jako propanolol, atenolol, acetobutolol, betaxolol, pindolol,
esmolol a dalsi. Tyto latky jsou zakdzany pouze v urCitych sportech pii soutézi, napiiklad

v golfu, Sipkach nebo lyzovani. Ve strelbé a lukostielbé jsou zakdzany i mimo soutéz [14; 13].

Jsou to latky, které snizuji srdeCni frekvenci a krevni tlak. Snizuji pocit nervozity,
uzkosti a jsou schopné stabilizovat motoricky vykon. Proto jsou zneuzivané hlavné v soutézich,

kde je zapotiebi koordinace, pevné ruce, pesnost a preciznost [29].
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3 Problematika suplementii a kontaminace potravin

Dle WADC je doping definovan jako poruseni jednoho ¢i vice antidopingovych
pravidel, které mimo jiné zahrnuji jak detekci zakdzané latky, tak jejich metaboliti v krvi nebo
moci sportovee [2]. Existuji vSak i piipady, kdy pozitivni dopingovy nalez (AAF) nemusi nutné
znamenat zamérné zneuziti zakazané latky. Mezi takovéto piipady patii poziti falSovanych
dopliikti stravy, zkazeného jidla nebo kontaminovanych 1éki. Dle politiky osobni
zodpovédnosti je kazdy sportovec osobné zodpovédny za vSechny latky, které se dostanou
do jeho téla nehled¢ na tmyslu [30]. Mozné disledky za poruSeni antidopingovych pravidel
zahrnuji nejen docasné, ale i trvalé pozastaveni ¢innosti, ztratu medaili, finan¢ni sankce, ztratu

sportovcovy reputace a zruseni sponzorstvi [1].

3.1 Dopliiky stravy a risk spojeny s jejich konzumaci

Dopln¢k stravy je definovan jako potravina, slozka potraviny, zivina, nebo
nepotravinarskéd sloucenina, kterd je pfijiména spole¢né s konzumovanou stravou za ucelem
zvySeni zdravi a vykonu sportovce. Dopliiky stravy jsou v dneSni dobé velmi oblibené zejména
proto, Ze jsou dostupné bez lékaiského piedpisu. Jejich uzivani mize byt pochopitelné
pro sportovce s nutriénim omezenim (napf. vegani) nebo za lékatskych okolnosti (diagnostika
nedostatku Zivin). U mnoha z nich vSak u¢inky na zdravi a vykon nejsou prokazany [31].

Proto by se mély uzivat pouze po konzultaci s 1ékafem nebo odbornikem na vyzivu [32].

Sportovci, ktefi uzivaji dopliiky stravy jsou vice nachylni k neimysinému dopingu.
Zatimco bezpecnost, Cistota a u¢innost 1€kt je dikladné kontrolovana, pro dopliiky stravy zadné
ptredpisy a kontroly kvality neexistuji. Hlavnim problémem je zde nepiesné oznaceni slozek,
které se v tobolce, prasSku, nebo pilulce vyskytuji [33]. Nekteré produkty obsahuji pouze malé
mnozstvi aktivni slozky nebo v hor§im ptipadé€ jsou obohacené o latky, které nejsou uvedeny
na etiketé a zvySujici vykon (miiZe se jednat o anabolické steroidy nebo stimulanty) [34]. MiizZe
se vyskytnout i1 kiizova kontaminace, jez je vysledkem nevhodné vycisténych nadob
pouzivanych k ptepravé ¢i skladovani surovin, zvlasté v piipadé, probiha-li ve stejné tovarné
vyroba 1 jinych ptipravki jako jsou naptiklad prohormony [34; 35]. I kdyz jsou poté vysledné
koncentrace zakazané latky tak nizké, aby mély potiebny fyziologicky efekt, mohou zptsobit

AAF [32].

3.2 Kontaminace potravin
Kromé¢ dopliikil stravy je i jidlo potencidlnim zdrojem neumyslného dopingu. V zemich

jako je Cina a Mexiko byl nelegalné pouZivan klenbuterol jako stimulator riistu v Zivo&isné
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vyrobé [36]. Ve vysledku bylo maso pozoruhodné libové, ale bylo kontaminovano zbytky
klenbuterolu, ktery miize predstavovat zdravotni rizika pro spottebitele a vést k AAF ve sportu.
Klenbuterol je beta-2 agonista, uziva se jako bronchodilatator u pacientii s astmatem, u zvifat
slouzi primarn¢ k 1éc¢bé chronické obstrukeni plicni nemoci. Protoze ma i1 anabolické ucinky

na kosterni svalstvo, na Seznamu zakazanych latek je zafazen mezi anabolické latky [36; 13].

V roce 2011 se mezi sportovei mexického narodniho fotbalového tymu vyskytlo pét
AAF pfi dopingové kontrole béhem mistrovstvi svéta ve fotbale FIFA v Mexiku. Celkem 208
obycejnych vzorki dopingové kontroly bylo analyzovdno vysoce citlivymi metodami
ve spojeni s hmotnostni spektrometrii. Z tohoto mnozstvi poskytlo AAF celkem 109 z nich,
cca 52 %. Pii podezieni na problém kontaminace potravin bylo zahajeno vySetfovani, kdy
v prub¢hu turnaje byly odebrany vzorky masa, ve kterych byl detekovan klenbuterol. Vzhledem
k dal$im rozsahlym dikazim naznacujicim kontaminaci masa jako nejpravdépodobnéjsiho
davodu vyskytu klenbuterolu v moci sportovctl, nebyl nakonec zaddny z nich sankcionovan

[37].

RozliSovani mezi netmyslnym pozitim klenbuterolu a dopingem zlstavad nadéle
vyzvou. Slibny pfistup predstavuje rozliSovani mezi enantiomery. Zatimco terapeuticky
klenbuterol je racemickd smés (+) a (-), zvifeci tkan je obohacend pouze jednim ze
stereoizomert [38]. Bylo zjisténo, Ze zatimco (+) se hromadi ve vepfové a kuteci tkdni,
enantiomer (-) zase v hovézi a jehné¢i. Proto druh pozitého masa mutze potencialné ovlivnit

pomeér enantiomert v lidské moci [39].

Dal$im a zaroven nejstarSim pfipadem neumyslného dopingu je narkoticky morfin.
Po konzumaci komeréné dostupnych kolacti obsahujicich mak byla provedena kvantitativni
analyza morfinu a kodeinu. Nékolik vzorkd moci obsahovalo morfin s koncentracemi vysSimi
neZ 1 pug/ml a maximalni hodnoty byly detekovany piiblizné na hladin€ 10 pg/ml. Pfi detekci
tohoto alkaloidu plati mezni hodnota 1 pg/ml, kterou stanovil Mezinarodni olympijsky vybor.
Proto by vrcholovi sportovci mohli vykazovat AAF po konzumaci produkt obsahujicich méak

[40].
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4 Pribéh dopingové kontroly

Dopingova kontrola (DK) miize byt provedena jak v prubehu soutéze, tak mimo ni. DK
je souhrnné oznaceni pro jednotlivé kroky zahrnujici rozhodnuti o provedeni testu, odbér
vzorku, laboratorni analyzu, oznameni vysledku, a v pfipad¢ pozitivniho nélezu také

odpovidajici postih [41].

Zpravidla se testuji vitézové ¢i medailisté soutéze, popiipade je sportovec vybran
nahodnym losem [42]. Kdo bude ke kontrole vybran, uruje dopingovy komisar, ktery ma také
pravo DK provadét. Vybrany sportovec, jenz je ke kontrole vyzvan dopingovym komisafem,
nebo jeho asistentem, po potvrzeni pfijeti vyzvy podpisem na formuldf, ma povinnost se
neprodlen¢ dostavit do mistnosti dopingové kontroly. Po dohodé s dopingovym komisafem je

mozné povolit odklad, napiiklad z divodu pokracovani v soutézi [43].

4.1 Odbér moci

Sportovec si vybere odbérovou nadobku a pod pifimym dohledem dopingového
komisate stejného pohlavi na toaleté¢ naplni nddobku vzorkem moci tak, aby dopingovy
komisat, nebo jeho asistent jasné vidél, odkud vzorek opousti télo [41]. Komisaf ma za ukol
zamezit podvodné manipulaci se vzorkem, ktera by vedla k poruSeni antidopingovych pravidel
[2]. Sportovec odevzdd vzorek moci o obsahu minimalné 90 ml. Odevzdany vzorek rozdéli
na dvé c¢asti, do lahvicky A naléva alesponn 60 ml a do lahvicky B zbylych minimélné 30 ml.

Posléze ob¢ zapeceti [42].

Dopingovy komisaf ze zbytku vzorku urcuje refraktometrem hustotu moc¢i, ktera musi
odpovidat limitu stanovenym WADA. Limit je stanoven na 1,005 g/ml. Pokud je vSak
sportovec schopen poskytnout objem moci vy$$i nez 150 ml, snizi se limit hustoty
na 1,003 g/ml [44]. Nakonec sportovec vyplituje poZadované udaje do protokolu (identifikacni
udaje, kody lahvicek, uzivané Iéky) a stvrdi podpisem [42; 43].

4.2 Odbér krve

Vybrany sportovec pro dopingovou kontrolu mize byt také testovan ze vzorku krve.
Odbér krve provadi kvalifikovany komisaf pro odbér krve (BCO) [45]. Samotny odbér je
provadén zpravidla z loketni Zily, ale nékdy je nutné provést odbér z Zily jiné. Pokud se
nepovede odebrat pozadované mnozstvi krve (dva vzorky po 5 ml), je mozné provést vpich

maximalné¢ trikrat [42].
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Sportovec je povinen vybrat si odbérové zkumavky, jehlu a kontejnery (A, B)
s peceticim uzavérem, do kterych se vlozi naplnéné zkumavky. VSe zkontroluje, aby c¢iselné
kody na kontejnerech, zkumavkach, byly vSude stejné. Zbylé samolepici kody nakonec vlepi

do jednoho originalniho protokolu a tfech kopii, protokol podepise [42].

4.3 Laboratore dopingové kontroly

Jedna se o specializované akreditované laboratote, zfizované WADA, z nichZ jedna byla
i v Praze do roku 2011 [46]. Celkovy pocet akreditovanych laboratoti ke dni 2. 5. 2021
je 30 [47]. Tato laboratorni zatizeni musi spliiovat velmi piisné podminky na ziskani akreditace,
ktera se kazdym rokem obnovuje. Za splnéni kritérii a zplsobilost laboratofe zodpovida
Lékarska komise Mezinarodniho olympijského vyboru a jeji subkomise pro biochemii
a doping [48]. K analyzovani vzorku se pouziva analytickych instrumentalnich metod, jako je
plynova a kapalinova chromatografie spojend s hmotnostnimi detektory (GC-MS, LC-MS).
Tyto metody jsou tradi¢né vyuzivany k detekci malych molekul, jako jsou naptiklad steroidy,
diuretika a nékteré hormony. Vétsi biomolekuly, jako jsou proteiny, se bézn¢ analyzuji pomoci
gelové elektroforézy [16]. VSechny laboratore WADA musi dosahovat pozadované urovné

detekce, specifity a selektivity [27].

Existuje minimalni uroven pozadovaného vykonu (MRPL) definovana dle WADA,
kterou musi laboratofe spliiovat pii testovani na pritomnost zak4zané latky nebo jejiho
metabolitu. Je to povinny analyticky parametr technické vykonnosti, jehoZ cilem je sjednotit
analyticky vykon metod pouZivanych k detekci bezprahovych latek. MRPL je minimalni
koncentrace zakazané latky, nebo metody, kterou musi byt laboratofe schopny spolehlivé
detekovat v kaZzdodenni rutinni ¢innosti. Hodnoty MRPL jsou stanoveny dle metabolismu,
stability a farmakokinetiky zakdzané latky. TudiZ latky s dlouhodobym uc¢inkem, jako jsou
exogenni AAS, budou mit niz§i hodnoty MRPL (5 ng/ml) nez latky, které jsou uZivany kratce
pied soutéZi pro jejich ergogenni ucinek, naptiklad stimulanty (100 ng/ml) [49].

V antidopingovych testech se vyuzivd chromatografickych metod spojenych
s hmotnostni spektrometrii, imunochemickych metod, a je dilezitd také analyza krevnich
elementt. Historicky prvni metodou pro stanoveni dopingu byla chromatografie na tenké
vrstveé, hodné vyuzivana je také plynova chromatografie a v soucasné dob¢ se univerzalni
metodou pro analyzu skoro vétSiny zakazanych sloucenin stala vysoko U€innd kapalinova

chromatografie s hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS) [5].
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4.3.1 Screening a analyza vzorku

Vzorek je zaslan do akreditované laboratoie WADA, kde je proveden pocatecni
screening, kdy je nejprve analyzovan vzorek ,,A“ a vzorek ,B“ je bezpecné¢ ulozen.
Pfi screeningu se stanovi jedna nebo vice skupin zakdzanych latek. V piipad¢€ pozitivniho
nalezu ve vzorku ,,A“, dojde k pozastaveni ¢innosti, které musi byt ulozeno. Mezitim je
provedena potvrzovaci analyza, s piihlédnutim k vlastnostem slouCeniny, kterd ma byt
pii dopingové kontrole stanovena. Jestlize nasledna analyza vzorku ,,B* potvrdi AAF vzorku
,»A“ antidopingovéa organizace zahajuje disciplinarni fizeni a vyhodnoceni trestu. Pokud se
naslednd analyza vzorku ,,B“ nepotvrdi, neprovadi se zadné dalsi kroky a dojde ke zruSeni

pozastaveni ¢innosti [41].

Pro samotnou dopingovou analyzu se pouzivaji standardni referen¢ni vzorky sloucenin,
jako jsou syntetické analogy moci a krve se zakdzanou latkou. Tento postup vyznamné
zjednoduSuje identifikaci latek. Dle statistik WADA se ro¢né analyzuje 200 000 az 270 000
vzorki biologickych tekutin sportovci [5].

4.3.2 Vysledky analyzy

O vysledku analyzy je sportovec pisemné informovan [46]. Vysledky jsou znamy
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muze byt tato lhita, jez zavisi na dob¢ zpracovani analyz v laboratofti, piekroc¢ena [50].

4.4 Biologicky pas sportovce

ABP je nastroj WADA pro boj s dopingem ve sportu. PouZiti latek stimulujicich
erytropoézu, autologni transfuze krve nebo manipulace s moci je velmi Spatn€ detekovatelna
tradicnimi metodami. Analyza tohoto dopingu je obtizna, Spatn¢ proveditelnd a ma svoje limity.
Proto byl popsan adaptivni model pro monitorovani krevniho profilu jedince, jehoz hodnoty

jsou pravidelné kontrolovany [14].

4.5 Terapeuticka vyjimka
Terapeuticka vyjimka (TV) je prostfedkem, kdy je sportovec na ptedpis od lékaie
opravnén uzivat zakazanou latku, z odiivodnéného zdravotniho stavu. Udéleni terapeutické

vyjimky musi spliovat urcita pravidla [51].
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5 Priprava vzorku a extrakce

v

Priprava vzorku pro dopingovou kontrolu by méla byt co nejuniverzalnéjsi, jelikoz je
souCasn¢ sledovano velké mnozstvi nelegalnich latek formou prvotniho screeningu.
Tzv. neselektivni postup ,,dilute and shoot* je uzivan u ionizovatelnych sloucenin, které
nejsou prili§ metabolizovany, jako jsou narkotika, diuretika nebo stimulanty. Takovyto postup

je rychly a levny, avSak mez detekce jednotlivych analyti je vzhledem k nafedéni snizena [52].

Metoda ,,dilute and shoot* nékdy zahrnuje i centrifugaci a filtraci vzorku. Tento postup
je vhodny predevsim pro detekci opioidli, amfetamint nebo kanabinoid v moci. Pii analyze
vzorku krve postup spociva v nafedéni vzorku acetonitrilem (ACN) a nésledném srazeni

bilkovin, michani, centrifugaci, odpafeni do sucha a znovurozpusténi v ACN [53].

U sledovani anabolickych androgennich steroidii a jejich metabolitd je preduprava
vzorku nezbytnd. K odstranéni hlavnich interferenci je vyuzivana extrakéni metoda
kapalina-kapalina (LLE). U této extrakce jsou vyuzivana zejména rozpoustédla jako je
terc-butyl methylether, diethylether a n-pentan. Nevyhodou této techniky je obecné nevhodnost
pro latky obsahujicich ve své sloucening polérni skupinu a soucasné pfi této extrakei je potiebny
relativné velky objem vzorku. LLE pfti zasaditém pH je vyuzivana zejména pro slouceniny jako
jsou pravé endogenni a exogenni steroidy. Pti paralelni extrakci zasaditych a kyselych latek

pro screening jsou nutné dv¢ paralelni extrakce pti rizném pH [52].

Kromé vzorku moci je moZné k doplnéni informaci vyuzit 1 krev. Nejjednodussi
upravou vzorku krve je sraZeni bilkovin, déle pak postupy LLE, extrakce tuhou fazi (SPE),
stejné jako pro vzorek moci s naslednou analyzou GC-MS ¢i LC-MS. Modernéjsi technikou je
metoda suché kapky krve (DBS). Pfi metod¢ suché kapky krve je odbér vzorku méné invazivni
nez konvencni odbér krve, a to proto, Ze spociva pouze ve sbéru nékolika mikrolitrii plné krve
na absorpcni papir. Avsak stale ma své nevyhody, zejména kvili relativné vysokym limitim
detekce a také kvali moznému zkresleni vysledkli zavisicich na viskozité¢ krve a podilu

hematokritu [52; 54].

Ve vsech oblastech dopingové analyzy byl zaznamenan velky pokrok jako je zvySena
analytickd komplexnost, citlivost a rychlejs$i doba samotné analyzy. Ukézalo se vSak, Ze tyto
pokroky vytvareji nové vyzvy v oblasti interpretace vysledka. Jsou detekovéna i stopova
mnozstvi zakazanych latek, které mohou pochazet z kontaminovanych doplnkt stravy nebo
jako produkty transformace metabolismu schvalenych 1éki. Také zmény hormonalnich hladin

jedince nebo zména metabolismu v disledku zdravotniho stavu, mohou byt problémem.
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Vyhodnoceni rozdilu mezi netimyslnou expozici zakdzanou latkou a imyslnym dopingem
na zaklad¢ vysledku analyzy jednotlivého vzorku je velmi slozité, a je tieba dalSich podpirnych

informaci [28].

V analytické chemii je extrakce definovéana jako prenos analytu z jedné faze do faze
jiné, ve které jsou nasledné analyty analyzovany. Z pivodniho vzorku je stanovovany analyt
izolovan a v idealnim ptipadé¢ je oddélen od matricovych slozek vzorku. Rozhrani mezi fazemi
vznikd plsobenim mezimolekularnich sil zahrnujicich hydrofobni, disperzni, dipolové,
vodikové vazby a iontové interakce [55]. Vzorkem je nejcastéji kapalina a analyt mize byt
pteveden do dalsi kapaliny, diky lep$i rozpustnosti v ni, anebo sorbovan na tuhou fazi. Z tohoto
postupu jsou potom odvozeny nazvy technik Upravy vzorku jako je jiz vySe zminénd extrakce
kapalina-kapalina (LLE), extrakce na tuhou fazi (SPE), extrakce nadkritickou tekutinou (SFE),
apod. [56; 52].

Pro méfeni vyuzivajicich chromatografickych technik je extrakéni krok upravy vzorku
dalezity zejména proto, Ze extrakce zlepSuje kompatibilitu vzorku s pfistrojem, odstrafiuje
interference a znecCiSténi analytického pfistroje [55]. Extrakce je také dulezita pro

zakoncentrovani vzorku, ¢imz je nasledné snizena mez detekce a kvantifikace [55].

Za matrice pro rutinni dopingovou kontrolu jsou povazovany mo¢ a krev (sérum,
plazma, plnd krev). Odbér vzorku moci je neinvazivni, oproti tomu odbér vzorku krve je
invazivnim zasahem do téla s omezenym objemem pro analyzu. Z téchto divodi je stdle mnoho
dopingovych kontrol provadéno z moci, avSak procento krevnich analyz se neustdle zvySuje

[52].

5.1 Extrakce kapalina-kapalina

Extrakce kapalina-kapalina (LLE) je jednou z nejpouZivanéjSich metod extrakce
analytd diky své jednoduchosti a velkému poctu extrahovanych sloucenin. Je to jednoducha
a velmi rychla technika, pfi niZ 1ze dosdhnout oddéleni jak polarni faze od nepolarni, tak déleni

polarnich slou€enin dle jejich povahy na kyselé, zasadité a neutralni [56].

Samotna LLE je zaloZena na rozdilné rozpustnosti analytli mezi dvéma nemisitelnymi
kapalnymi fdzemi, roztokem vzorku a vybranym rozpoustédlem. Obvykle jsou zde vyZadovany
kroky jako je protfepavani a nasledné fazové rozdéleni smési. Jako extrakéni rozpoustédla jsou
vyuzivany napft. diethylether, n-pentan, anebo ferc-butylmethylether (TBME) hlavné vzhledem

k jejich vlastnostem, jako je nemisitelnost s vodnou fazi a vysoka extrak¢ni Gi€innost [53].
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Lze také pouzit acetonitril (ACN) vzhledem k jeho nizké koextrakci nepolarnich
interferentl jako jsou mastné slouceniny. Iontova sila vodné faze se zvysuje pfidanim soli
a koncentrovanych pufrt, tim se zvysi vytéznost analytu v acetonitrilové fazi. Technika je
znama pod pojmem extrakce kapalina-kapalina s vysolovacim efektem (SALLE) a lze vyuzit
pro analyzu psychoaktivnich latek z moci. LLE v kombinaci s technikou LC-MS je tak vhodna

pro multianalytové stanoveni neznamych latek z té€lnich tekutin [53].

Pti extrakci kapalinou se ve vétSiné piipadl ziska extrakt, ktery musi byt vysuSen,

a zakoncentrovan, aby se pii chromatografické analyze dosahlo potiebné citlivosti [56].

5.2 Extrakce nadkritickou tekutinou

Pti SFE se témét vyhradné jako nadkriticka tekutina pouziva oxid uhliéity (COy).
Obecné CO7 jakoZto nadkritickd tekutina ma v né€kterych parametrech vlastnosti jak kapaliny,
tak 1 plynu. Jeho nizka viskozita je velmi blizka plynu, za to jeho hustota je blizkd hustoté
kapaliny. Kombinace téchto vlastnosti umoziuje vysokou extrakéni u€innost a rozpustnost

analytt [56; 57].

5.3 Mikroextrakéni techniky

Mikroextrakce je extrak¢ni technika, definovdna dle Mezindrodni unie pro Cistou
a aplikovanou chemii (IUPAC), pti které je extrak¢ni fdze v podstatné mensim objemu, nez je
objem vzorku. Extrakéni faze obvykle neptevySuje objem 100 ul [58]. Mikroextrakéni metody
nabizeji mnohé vyhody, jakoZto kratkou dobu samotné extrakce, malou spotiebu ¢inidla,
minimalni poZadovany objem vzorku a moZnost automatizace. Existuje mnoho typl
mikroextrakénich technik jako naptiklad disperzni mikroextrakce kapalina-kapalina (DLLME),
mikroextrakce pomoci plnéného tuhého sorbentu (MEPS) a mikroextrakce tuhou fazi (SPME)
[53].

5.3.1 Disperzni mikroextrakce kapalina-kapalina

Disperzni mikroextrakce kapalina-kapalina (DLLME) je zaloZena na tvorbé¢ zakaleného
roztoku pfidanim smési extraktivnich a disperznich rozpoustédel do vodného vzorku. Je to
velmi citlivd metoda a lze stanovit vice analytii diky vysoké univerzalnosti pouzitych
rozpoustédel [53]. Provadi se rychlym vstfikovdinim malého mnoZstvi organického
rozpoustédla nemisitelného s vodou jako extrakénim Einidlem a disperznim rozpoustédlem
misitelnym s vodou do vodného roztoku. Takto vytvoiena smes zpisobuje tvorbu jemnych
kapicek, roztok je timto zakalen. Kapicky jsou dispergovany ve vodné fazi a vytvaii tak velkou

vymeénnou plochu, ¢imZ je umoznéna rychla a efektivni extrakce [59].
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5.3.2 Mikroextrakce pomoci plnéného tuhého sorbentu

Dalsi mikroextrakéni technikou je mikroextrakce pomoci plnéného tuhého sorbentu
(MEPS). Metoda MEPS je zalozena na technice extrakce tuhou fazi (SPE), kdy je na konec
jehly vlozené do poloautomatické injekéni stiikacky vlozeno nékolik miligramii sorbentu.
Technika je vyuZzivdna zvlasté pro analyzu ordlnich tekutin a v nich napfiklad obsazenych
syntetickych kanabinoidii nebo katecholamini a metanefrini. Obvykly objem vzorku se
pohybuje v rozmezi 50 az 300 ul a samotnému stanoveni obvykle pfedchazi centrifugace. Poté
nasleduje analyza pomoci LC-MS. V kapalinové chromatografii jsou vyuzivany sorbenty C8
nebo C18. Tyto sorbenty se 1i$i v po¢tu uhlikl na alkylovém fetézci. C8 obsahuje osm atomt
uhlikl, zatimco C18 obsahuje atoma uhlikid celkem osmnact. Tyto fetézce jsou navazané
na oxid kiemicity. Oktadecylové fetézce jsou obvykle vice hydrofobni, a proto jsou kolony
oznacené C18 vyhodnéjsi pro separaci vysokomolekuldrnich sloucenin jako jsou mastné
kyseliny s dlouhym fetézcem. Pro malé organické slouceniny je dostacujici kolona oktylového

fetézce, znacena C8 [53; 60; 61].

5.3.3 Mikroextrakce tuhou fazi

Mikroextrakce tuhou fazi (SPME) je technika, pfi které je do jednoho kroku spojena
extrakce 1 vzorkovani. Principem této metody je sorpce analytu na stacionarni fazi pokryvajici
kfemenné vlakno, které je umisténo uvnitt kovové jehly. Povlak vldken je vystaven matrici
vzorku po predem stanovenou dobu, coz vede k adsorpci analytu na jeho povrch. Provedeni
extrakce je mozné dvéma zpusoby a to, headspace SPME, oznacovana zkratkou HS-SPME,
a vyuziva extrakci analytd z prostoru nad vzorkem v uzaviené nadob¢. Proto je vhodna zejména
pro analyzu tékavych latek. Druhym zpisobem je pifimad SPME, oznacovéana zkratkou
DI-SPME, pfi niZ dochazi k ponofeni vldkna pfimo do vzorku. DI-SPME metoda je vhodna
predevsim pro latky ve stavu kapalném. Ustaleni rovnovahy probiha krat$i dobu u techniky
HS-SPME, protoze molekuly v plynném skupenstvi se pohybuji rychleji nez ve skupenstvi
kapalném [62; 63].

Vyuziti metody SPME ve spojeni s GC-MS je vhodné pro simultdnni stanoveni
navykovych latek ze slin, jako je kokain, THC, MDMA anebo amfetamin. Pfed vlastni extrakci
s vyuzitim SPME je bezprostiedné upraveno pH pomoci 20 pl 0,1M NaOH. Pro zvySeni
ucinnosti extrakce je jesté ke vzorku pridano 30-50 mg chloridu sodného. Vzorek obsahuje také
deuterované vnitini standardy (amfetamin-ds, MDMA-ds, kokain-d;, THC-d3). Pfi pouZiti

techniky HS-SPME je hermeticky uzaviena zkumavka se vzorkem umisténa do vodni 14zné
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na 60 °C, aby byla zvySena t¢kavost analytu. V1akno je poté vystaveno plynné fazi v horni ¢asti

zkumavky. Poté je vzorek z vlakna injikovan do GC prostoru pro analyzu [64].

5.4 Extrakce tuhou fazi

Metoda extrakce tuhou fazi (SPE) je jednoduchd a relativné nenaro¢na na technické
vybaveni. Je snadno automatizovatelna a spliuje pozadavky jako je ispora prace a Casu, vysoka
navratnost vzorku a minimalni interference s pouzitymi materialy. Vyhodou je i cena a moznost
sterilniho provedeni. Podstatou této metody jsou kolonky, které umoziuji izolaci analytu
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jez umoziuje kvantifikaci sloZzek stanovovaného analytu [56].

SPE byla vroce 2012 uspésné zafazena jako rutinni strategie piipravy vzorku
pfi dopingové kontrole béhem Olympijskych her v Londyné [65]. Tato metoda byla vyuZita
pro extrakce mnoha riznych latek vcetné AAS, beta-2 agonistd, diuretik, narkotik,

glukokortikoidtl nebo beta-blokatorti [52].

SPE je nejcastéjSi metodou €isténi vzorkl pfed instrumentalnim stanovenim. V dne$ni
dobé je platnou a uznavanou technikou pii detekci nelegalnich latek z biologickych tekutin.
Postup pfi extrakci tuhou fazi zahrnuje Ctyti kroky, a to upravu vzorku, naddvkovani vzorku
na SPE kolonku, resp. sorbent, promyvani a vyluhovéani. Analyty jsou zachyceny z kapalné faze
na tuhém sorbentu, nasledné promyti tuhé fize vhodnym rozpousStédlem nebo kombinaci
vhodnych rozpoustédel slouzi k odstranéni zadrzenych matricovych sloucenin a poslednim

krokem celého SPE procesu je uvolnéni (vyluhovani) analyti vhodnym rozpoustédlem [53].

VétSina latek je metabolismem v té€le pfeménéna a moc¢i vyloucena v konjugované
form¢g, vétSinou s glukuronovymi nebo sulfatovymi skupinami, vzniklymi ve druhé féazi
biotransformace. Prvnim krokem extrakce vzorku moci je tedy enzymaticka hydrolyza pomoci
enzymu B-glukuronidazy a arylsulfatazy. Nasledné je vzorek zfedén pufrem a naddvkovan
do SPE kolonky. SPE kolonky jsou komer¢né dostupné a pro vétSinu standartnich analytt jsou
popsany dodavatelem postupy pro jednotlivé aplikace. V posledni dobé prevazuji
zautomatizované postupy systémi SPE s pouzitim 96 jamkovych desticek jako pouzdra
sorbentu pro kvantitativni screening metabolitl zakdzanych latek v moci 1 dalSich biologickych
tekutinach. Nésledné analytické stanoveni po extrakci tuhou fazi se provadi hlavné pomoci

LC-MS a GC-MS [53].
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6 Chromatografické metody

Plynova a kapalinova chromatografie je ve spousté piipadi pouzivana v kombinaci
s hmotnostni spektrometrii, ktera slouzi jako detektor zmiflovanych technik. Hmotnostni
spektrometrie (MS) je fyzikalné-chemicka metoda slouzici k ur€ovani hmot volnych molekul
a jejich casti, kter¢ je tfeba pievést na kladné nebo zaporné ionty. Hmotnostni spektrometr je
iontoveé optické zafizeni, které tyto ionty bud’ vytvofi nebo je emituje do plynného stavu.
Z plynné smési iontd, molekul nebo jejich nenabitych fragmentd separuje nabité Castice. Ziska
se zdznam, tzv. hmotnostni spektrum, které je charakteristické pro kazdou danou latku.
Organicka hmotnostni spektrometrie je velmi univerzalni analyticka metoda pro charakterizaci

latek jako jsou proteiny, lipidy, steroidy, i pro analyzu drog [66].

Identifikace analytu je provedena na zdkladé¢ hmotnostnich spektralnich informaci.
MS je zlatym standardem pro dopingovou kontrolu. Jednoduchy kvadrupdl (Q), trojity
kvadrupdl (QqQ) a kvadrupdlova iontova past (QTrap) jsou nejcastéji vyuzivané detektory
v laboratofich pro rutinni dopingovou kontrolu, protoze nabizi vhodnou specifitu a citlivost

[52].

6.1 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC) je hojné¢ vyuZivanou metodou pro identifikaci
a kvantifikaci dopingovych latek. Pii pouZiti GC je velmi Casto potfebna derivatizace, ktera
zajisti, aby 1 latky, které bez derivatizace jsou netékave, byly dostatecné t€kave a bylo je mozné
analyzovat za pouZiti plynového chromatografu. Soucasn€é s moZznosti vlastni analyzy
jednotlivych analytl byva zlepSena i citlivost detekce. Tyto postupy mohou byt nakladné
i Casové narocné, avSak GC stile zlstava standardni metodou pro potvrzeni zneuziti
anabolickych steroidl, protoze AAS se vylucuji z moci v riznych koncentracich, ve formé
metabolitil a izomerd, které se obtizn¢ oddéluji. GC je ¢asto spojena s hmotnostni spektrometrii

s rychlym sbérem dat [52].

V GC-MS je vzorek nejprve pieveden do plynného skupenstvi ve vyhiivaném
nastfikovém prostoru a poté je zaveden na pocatek kolony. Na koloné jsou separovany
jednotlivé slozky vzorku, které jsou zavedeny do iontového zdroje hmotnostniho spektrometru.
Kvalitativni (MS spektrum) a kvantitativni (intenzita iontd) informace jsou ziskany

vyhodnocenim chromatogramu a jednotlivych pika [66].
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6.1.1 Detekce anabolickych androgennich steroidi

Obecné steroidy konjugované s glukuronidem jsou pied extrakci zhydrolyzovany
1 ml 0,8 M roztoku difosfore¢nanu sodné¢ho a 50 pl glukuronidézy. Takto pfipravené vzorky
jsou inkubovany pfi teploté 50 °C po dobu 1,5 hodiny. Po upravé pH jsou steroidy extrahovany
do diethyletheru. Organicka faze je pfevedena do nové zkumavky a nasledné odpatena v proudu
dusiku. Do zkumavky je piidano derivatizac¢ni Cinidlo, smés je promichana a pfenesena
do lahvicek. Vzorky jsou inkubovany pii 60 °C po dobu 15 min, aby doslo k silylaci vSech
hydroxylovych a keto skupin steroidii pomoci trimethylsilylu (TMS). Po derivatizaci jsou
vzorky nadavkovéany do plynového chromatografu [67]. Dalsi postupy riznych typt extrakei
s naslednou detekci jednotlivych zakdzanych latek s dopingovym ucinkem jsou shrnuté

v zaveéru prace do Tabulky 1.

6.1.2 Analyza kanabinoidl z moci

Pomoci plynové chromatografie, které pfedchazi extrakce kapalinou lze stanovit
tetrahydrokanabinol (THC) ze vzorku moci, jehoz pouzivani je ve sportu pii soutézi
zakéazéano [13]. THC je sloucenina obsazena v konopi, jeZ je povazovana za psychoaktivni latku
a je jednou z nejuzivanégjSich nelegalnich drog na svété. Identifikace a kvantifikace této latky
v biologickych vzorcich je slozitd zejména proto, Ze jeho koncentrace v té€lnich tekutinach
dosahuje pouze nizkych hodnot. A9-tetrahydrokanabinol (A9-THC) podléha biotransformaci
v jatrech a méni se na nékolik vedlejSich produktt. Jednim z nich je 11-hydroxy-A-9-THC,
ktery miize byt oxidovdn na kyselinu 11-nor-A-9-tetrahydrokanabinol-9-karboxylovou
(A-9-THC-COOH). Ta je konjugovana s kyselinou glukuronovou a je vylu€ovdna moci.
A-9-THC-COOH je hlavni produkt biotransformace, ktery lze detekovat v moci, krvi,

1 ve vlasech [68].

Extrakce vzorku moci spociva v ptidani ke 2 ml vzorku 50 ng/ml vnitiniho standardu
(ISTD) v podobé A9-THC-COOH-d; a 10% NaOH. Smés je pienesena do propylenovych
zkumavek a je inkubovéna pii 60 °C po dobu 20 min, aby doslo k hydrolyze. Krok hydrolyzy
je provadén proto, ze vice nez 80 % THC-COOH vyluovaného moci je konjugovéano

s kyselinou glukuronovou [68].

Po hydrolyze jsou zkumavky vyndany a vychlazeny na pokojovou teplotu.
Poté jsou do zkumavek pfidany 2 ml deionizované vody, 2 ml 10% kyseliny octové
a 8 ml extrak¢niho rozpoustédla slozeného z n-hexanu a ethylacetatu. Tato smés je promichdna

a nasledné zcentrifugovana. Supernatant je pfenesen do kuZzelovych sklenénych zkumavek
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a pti 50 °C na vodni 1azni je odpafen do sucha. K vysuSenému zbytku je pro derivatizaci piidan
N, O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid (BSTFA) a 1% trimethylchlorsilan (TMCS) a vzorek
je inkubovan. Smés je znovu zcentrifugovana, nasledné je prenesena do lahvicek a 1 pl

vzniklého roztoku je davkovan do syst¢ému GC-MS [68].

6.1.3 Detekce kokainu a jeho derivati

Pti zneuziti kokainu ve sportu pii soutézi je popsana extrakéni technika MEPS
s naslednou analyzou pomoci plynové chromatografie. Ve vzorku moci jsou detekovany jeho
dva hlavni metabolity, a to methylester ekgoninu a benzoylekgonin, které jsou vylucovany
moci, ve které jsou v mnohem vyssi koncentraci nez v krvi [69]. Samotny proces extrakéni
techniky MEPS se sklada ze ¢tyt krok, a to z odbéru vzorku, promyvani, eluce a nasledného
¢isténi sorbentu. Vlastni pfiprava vzorku moci pro detekci je takova, ze je odebrano 200 pl
vzorku, ktery je natedén 100 pl pufru fosfore¢nanu draselného obohaceného o 20 ul pracovniho
roztoku vnitiniho standardu (kokain-ds, ekgonin methylester-d; a benzoylekgonin-ds
v methanolu). Smés je zhomogenizovana protfepanim. Nasledné je sorbent promyt methanolem
a kyselinou mravenci. Analyty jsou ze sorbentu uvolnény 100 pl 1% hydroxidu amonného
v methanolu. Extrakt je pfeveden do zkumavky a v proudu dusiku je odpatfen do sucha. Takto
vzniklé suché extrakty jsou zderivatizovany derivatiza¢nimi ¢inidly (MSTFA s 5% TMCS)
v uzaviené¢ zkumavce v mikrovinné troubé. Tyto zderivatizované extrakty jsou pifeneseny
do lahvicky autosampleru a 2 pl vysledného roztoku jsou dédvkovany do systému GC-MS.
Po kazdé extrakci je sorbent promyt postupné¢ amoniakem v methanolu, acetonitrilem,

kyselinou mravenci a nakonec 2-propanolem [69].

6.1.4 Analyza THC v plazmé
Pomoci techniky MEPS s néslednou detekci plynovou chromatografii 1ze stanovit THC
1 v lidské plazmé [70]. Jak pfirodni, tak syntetické kanabinoidy jsou zafazeny na Seznamu

zakazanych latek pii soutézi [13].

Analyza derivati THC v plazmé se provadi proto, Ze jejich koncentrace v plazmé je
kviili nizkému rozdélovacimu koeficientu latky do ¢ervenych krvinek dvojnasobna oproti plné
krvi. Derivaty nachézejici se v plazmatické slozce krve jsou navazany na lipoproteiny.
Metabolismus THC generuje dva hlavni metabolity, a to 11-hydroxy-A9-tetrahydrokanabinol
(11-OH-THC) a 11-nor-9-karboxy-A9-tetrahydrocannbinol (THC-COOH) [70].

Ptiprava vzorku spocivé ve vysraZeni proteintl acetonitrilem a centrifugaci. Supernatant

je prenesen do sklenéné zkumavky a odpatfen v proudu dusiku pii laboratorni teploté. Takto
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pfedupravené vzorky plazmy jsou zfedény 5 ml 0,1M pufru fosfore¢nanu draselné¢ho
a obohaceny vnitinim standardem (A9-THC-ds;, 11-OH-THC-d3, THC-COOH-d3). Vznikla
sm¢s je promichdna. Sorbent MEPS je kondiciovan methanolem a kyselinou mravenci ve vode¢.
Endogenni interference jsou odstranény ze sorbentu 100 pl 3% kyseliny octové ve vodé a poté
5% vodnym methanolem. Zadrzené analyty ze sorbentu jsou eluovany hydroxidem amonnym
v methanolu s naslednym odpaienim v proudu dusiku do sucha. Vysusené extrakty jsou
zderivatizovany za pouziti 65 pul MSTFA s 5% TMCS a 2 pl vysledného roztoku jsou
davkovany do systému GC-MS [70].

6.1.5 Analyza stimulanti

Stimulanty, které sdileji stejnou chemickou strukturu fenylethylaminu, jsou jednou
ze tiid stimulanti na trhu, a to konkrétné methamfetamin nebo MDMA. Tyto latky jsou
zakéazané pti soutézi [59] [13]. Lze je detekovat v moci nebo v krvi pomoci extrakéni metody
DLLME s naslednou separaci GC. Princip Gpravy vzorku moci spoc¢iva v tom, Ze jsou 2 ml
odebran¢ho vzorku obohaceny o 10 pl deuterovaného vnitiniho standardu (mefedron-ds) tak,
aby vysledna koncentrace roztoku byla 50 ng/ml. Poté je pfidano 200 pl 0,2M NaOH,
obsahujici 20 mg/ml NaCl, a 500 ul MeOH [59].

Vzorek krve je pfipraven tak, Ze 2 ml vzorku jsou obohaceny roztokem vnitiniho
standardu tak, aby byla ziskana vysledna koncentrace vzorku 50 ng/ml. Poté jsou ze vzorku
vysrazeny bilkoviny 2 ml MeOH a po vysraZzeni nasleduje centrifugace. Ciry supernatant je
pfeveden do zkumavky s 1 ml vody a je pfidan 1 ml 0,2M NaOH s 10 mg/ml NaCl, aby bylo
dosazeno pH vyssiho nez 9 [59].

Takto upravené roztoky jsou derivatizovany piidanim 20 pl hexylformiatu
a protiepavany po dobu 30 sekund. Pro dosaZeni tvorby zakaleného roztoku je do vzorku moci
ptidano 350 pl smési chloroformu a methanolu, do vzorku krve je to 700 pl. Vzorky jsou poté
zcentrifugovany, jemné kapicky extrakéni faze jsou na dn€ zkumavky. Tato faze infranatantu

je ptenesena do lahvicky a cca 1 pl je pfimo nadavkovan do systému GC-MS [59].

6.1.6 Rozliseni plivodu anabolickych androgennich steroidi

Anabolické androgenni steroidy jsou zafazeny do prvni skupiny na Seznamu
zakazanych latek a jejich zneuzivani je zakdzdno Svétovou antidopingovou organizaci [13].
VétSina latek vcetné anabolickych androgennich steroidd se v lidském téle metabolizuje
ve dvou fazich. V prvni fazi se sloucenina ptemeéni na polarné;si derivaty, ve druhé fazi dochazi

ke konjugaci s kyselinou sirovou nebo glukuronovou a vytvoii se sulfokonjugaty anebo
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glukuronidy. Sulfaty tvofi pfiblizné 5 % zcelkového mnozstvi steroidii a v bézné
antidopingové kontrole nejsou hodnoceny. Pouze malé mnozstvi je vyluCovdno moci
v nezméneéné podobé [5]. Nasledné l1ze zneuziti AAS vyhodnotit méfenim zmén koncentraci
v plazmé a jejich hladiny v moci. Po peroralnim nebo intramuskularnim podani jsou v plazmé
zvySené glukuronidované metabolity jako je androsteron nebo S5-dihydrotestosteron [14].
Stanoveni steroidii komplikuje jejich nizka polarita, t€¢kavost, i jejich Siroké koncentracni

rozmezi v mo¢i [5].

Pti dopingové kontrole je indikatorem pro zneuziti AAS pomér koncentraci testosteronu
a jeho neaktivniho epimeru, epitestosteronu. V roce 1993 Lékaiska komise Mezinarodniho
olympijského  vyboru stanovila hranici podezieni na doping pii poméru
testosteron/epitestosteron (T/E) v moci vys§Sim nez 6:1. WADA v roce 2005 tuto hranici snizila
na prahovou hodnotu 4:1 [71]. Podani exogenniho testosteronu neovliviiuje mnozstvi
endogenniho epitestosteronu. Vysoky pomér T/E zna¢i moznost dopingu. Stanoveni
koncentraci dal$ich endogennich sloucenin anabolickych steroidii, véetné testosteronu a jeho
metabolitli, se nazyva steroidni profil a slouzi k charakterizaci metabolismu a hormonélniho
pozadi. Stanoveni steroidniho profilu je provadéno jako pocateéni screening vzorku moci a je
potvrzeno pomoci plynového chromatografu, ktery je ptipojen k hmotnostnimu spektrometru
pfes pyrolyzni jednotku, kde jsou veskeré analyty spaleny na uhlik a vodu, a je méfen pomér

izotopt uhliku. Nésledné vyhodnoceni zavisi na poméru izotopti '*C/!2C [5].

6.1.7 Detekce xenonu z moci

Dalsi vhodné pouziti GC je pro detekci xenonu ze vzorku moci. Vzacny plyn xenon
je zafazen na Seznamu zakizanych latek jako faktor indukujici hypoxii. Pfiprava vzorku
pro analyzu spociva v obohaceni 1 ml moc¢i o 100 mikrolitrGi vnitiniho standardu (1,8 umol
vodného roztoku ISTD — cyklohexanon-ds). Tato smés je promichana po dobu péti sekund
a lahvicka je inkubovana pii 70 °C 20 minut. Po dokonceni inkubace je 5 pl plynné faze z horni
¢asti zkumavky nasttiknuto do GC-MS s trojitym kvadrupdlem. Detekéni limit metody

je 0,5 nmol/ml [72; 13].

6.2 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie s obracenymi fazemi se stacionarni fazi CI18 je
pti dopingové kontrole nejpouzivanéjsi technikou pro analyzu biologickych vzorkl. Protoze
uprava vzorku pfed samotnou analyzou je rychld a jednoduchd, je tato metoda vhodna pro

prikaz poléarnich tékavych sloucenin bez nutnosti derivatizace [52].
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6.2.1 Analyza anabolickych steroida

Dalsim moznym postupem pro analyzu steroidd a jejich strukturnich analyta
pro dopingovou analyzu bez faleSn¢ negativnich i faleSn¢ pozitivnich vysledkt je s vyuzitim
LC-MS/MS. Vzorek jako takovy je slozen ze 2 ml moc¢i a 1 ml 0,2M fosfatového pufru,
pro dosazeni pH 7,a methyltestosteronu jako vnitfniho standardu. Tento roztok je hydrolyzovan
po dobu 2 hodin pfi teploté 55 °C s 50 ul B-glukuronidazy z Escherichia coli. Smés je poté
extrahovana pifidanim 4 ml ferc-butyl methyletheru (TBME) a je 5 minut tfepana. Takto
ptfipravena smés je odstfedéna, organicka vrstva je odd€lena a odpaiena do sucha. Tento suchy
zbytek je rozpustén ve 150 ul smési vody (10mM HCOONH4; 0,05% HCOOH) a MeOH
v objemovém poméru 75:25. 10 pl takto pfipravené¢ho vzorku je pouzito pro LC-MS/MS
analyzu [73].

S vyuzitim LC-IRMS je mozné rozliSit pivod analytu na zakladé¢ poméri izotopt
vodiku nebo uhliku mezi endogenné syntetizovanym analytem a jeho exogennim analogem.

Tato technika se zejména vyuziva u analytl jako je testosteron, nandrolon, boldenon atd. [28].

6.2.2 Detekce zneuziti inzulinu

Inzulinu podobny ristovy faktor I (IGF-I) je jednofetézcovy peptid, tvofeny
ze 70 aminokyselin s molekulovou hmotnosti 7,6 kDa obsahujici tfi disulfidické mustky, které
tvofi tercialni strukturu. IGF-I je svoji strukturou podobny inzulinu a je schopny se vazat
na inzulinovy receptor. Je hlavnim medidtorem rastového hormonu (GH), vylu¢ovaného
z pfedni hypofyzy. Rekombinantni lidsky inzulinu podobny rlstovy faktor I (rhIGF-I) je
odvozeny bud’ od kvasinek, nebo E. coli, a tyto modifikace mohou mit mnohonéasobné vyssi

ucinnost [74].

IGF-I je cirkulujici peptidovy hormon, jehoZ produkce je ovliviiovana produkci GH
z hypofyzy. ZvySené hodnoty IGF-I maji anabolicky ucinek, miiZze byt zneuZit sportovci

jak samotny GH, IGF-I, tak jeho syntetické analogy [13; 75].

Pro detekci zneuziti inzulinu ve sportu pii dopingové kontrole je vhodna kvantifikace
IGF-I ze séra pomoci kapalinové chromatografie spojené s hmotnostni spektrometrii s vysokym

rozliSenim (LC-HRMS). Dlouhodobé¢ sledovani IGF-I je vhodné i k doplnéni ABP [75].

Pokud sportovec nema diagnostikovany diabetes mellitus, neterapeutické pouzivani
inzulinu je ve sportu zakazano [13; 76]. V dopingové analyze nelze jasn¢ zaznamenat zneuziti
inzulinu pomoci imunotestu. Pouzivaji se rizné chromatograficko-hmotnostné spektrometrické

metody, které rozliSuji mezi lidskym inzulinem, modifikovanym syntetickym a zvifecim
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inzulinem pomoci méteni metabolitli v séru, plazmé nebo moci. Dopingové analyza inzulinu
ma stale sva omezeni [76]. Stdle neexistuje mezinarodné uznavany test pro detekci zneuzivani
rekombinantniho lidského ristového faktoru podobnému inzulinu I (rhIGF-I) ve sportu.

Stejnych ucinkt 1ze dosdhnout praveé i exogenné podavanym GH [74].

Ptiprava vzorku séra pro detekci za pomoci LC-HRMS zahrnuje vysrazeni bilkovin
organickymi rozpoustédly misitelnymi s vodou jako je okyseleny acetonitril 2% kyselinou
octovou a smés také obsahuje izotopem znadeny vnitini standard (IGF-1-N'%). Pfidanim
vnitiniho standardu ke smési jsou spojeny tfi kroky do jednoho. Kyselina octova je nezbytna
pro disociaci IGF-I od jeho vazebnych proteinii a kyselé¢ labilni podjednotky. Smeés je
pfipravena ve zkumavce jiZ obsahujici hovézi sérovy albumin (BSA), aby nedoslo
k nespecifické adsorpci vnitiniho standardu na jeji povrch. IGF-I je kvantitativné zadrzen, proto
nejsou dalsi kroky jako je odpafeni a rekonstituce vzorku nutné. Vysrdzend smés, kterd
obsahuje 75 % ACN a 25 % H>O obsahujici 2% HOAc, je obohacena o IGF-I, 60 pl této smeési
je pfiddno k30 pl vzorku séra. Nasledné¢ je smés promichdna, zcentrifugovana, 75 pl

supernatantu je preneseno do lahvicky a 60 pl je ddvkovéano do systému LC-HRMS [75].

Pro rozliSeni riznych typl inzulinu je pouzivdna hmotnostni spektrometrie. Inzuliny Ize
extrahovat pomoci extrakce tuhou fazi a po zakoncentrovani je mozné analyzovat pomoci
kapalinové chromatografie standemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS). Vyssi
Cistoty analytll je mozno dosdhnout multidimenzionalni kapalinovou chromatografii nebo
izolaci cilovych analytii za pomoci imunoafinitni extrakce. Tento postup nasledné umoznuje

pouziti laserové desorpce/ionizace pomoci matrice (MALDI) [76].

6.2.3 Detekce psychoaktivnich substanci

Ultra vysokoucinna kapalinové chromatografie (UHPLC) je pro analyzu dopingovych
latek velmi vhodna, jelikoZ je moZné dosdhnout screeningu az 200 zak4zanych latek za dobu
10 az 20 minut. UHPLC lze pouzit pro detekci psychoaktivnich drog jako naptiklad opioidd,
amfetaminil, kokainu nebo kanabinoidli v oralni tekutiné Toto vybaveni pouzivd mnoho

akreditovanych laboratofi [65].

Uprava vzorku spo¢iva v odbéru 0,5 ml oralni tekutiny do sklenéné zkumavky, nasledné
je ptidano 10 pl vnitiniho standartu, smés je zfedéna 1 ml vody, zamichana a zcentrifugovana,
aby byla odstranéna slizovitd ¢ast, kterd zlistdva na dné. Supernatant je davkovan do systému

UHPLC-MS/MS v mnozstvi 2 pl [77].
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6.2.4 Detekce a rozliSeni ptivodu klenbuterolu

V chromatografii v nadkritické tekutin¢ (SFC) je pouzivana tekutina, obvykle CO;
smisend s MeOH, ktera je pod tlakem zahiivana na sviij kriticky bod. Takovato tekutina poté
vykazuje hustotu podobnou kapaliné a difuzivitu a viskozitu blizkou plynu. Tyto vlastnosti
umoziiuji dobrou rozpustnost a rychly transport analyti v chromatografickém systému
bez vytvoreni vysokého tlaku. Tato metoda lze vyuzit pii testovani dopingovych latek, jako

jsou narkotika, stimulanty, diuretika a beta-blokatory [52].

Pomoci SFC spojené s tandemovou hmotnostni spektrometrii (SFC-MS/MS) Ize
kvantitativné stanovit klenbuterolové izomery. Protoze se za poslednich 10 let objevuji piipady
netmyslného dopingu klenbuterolu po poziti kontaminovanych masnych vyrobki, je tieba
rozlisit mezi zdmérnym uzivanim farmaceutického pfipravku a neimyslnou konzumaci masa
s obsahem klenbuterolu z diivodu naslednych sankci. K tomu slouzi stanoveni poméru
enantiomerl v moci, kdy ptipravky pouzivané pro 1é€bu astmatu obsahuji racemickou smés
a pomeér enantiomerti v moc¢i je shodny s 1ékem. Pomér enantiomert v mase se 1i$i, protoze se

jeden akumuluje v mase zvifete kvili svym farmakokinetickym vlastnostem [5; 38; 78].

6.3 Chromatografie na tenké vrstvé

Chromatografie na tenké vrstvé neboli tenkovrstvd chromatografie (TLC) je forma
kapalinové chromatografie. Jedna se nejjednodussi a nejlevngjsi typ chromatografie, protoze
nezahrnuje naro¢né technické vybaveni a vzorky 1ze oddélit jiz v jednom béhu. Jako stacionarni
faze zde slouzi tenka vrstva chromatografického materialu, ktery je pfipevnén na ploché
sklenéné, kovové nebo plastové podlozce. Po separaci se vzorky vizualné detekuji jako
samostatné odd¢lené prouzky. Vzorek je obvykle po rozpusténi ve vhodném tékavém
rozpoustédle s malou elucni silou aplikovan na TLC desku, nejlépe s miniméalnim kontaktem,
aby nedoslo k poruseni stacionarni faze. Jsou nanaSeny mensi objemy vzorku radéji nékolikrat
nez jednou s velkym objemem, a mezi kazdou aplikaci je tfeba, aby deska uschla. Ac¢koli lze
kvalitativni detekci provést pravé pomoci TLC, je nutné potvrzeni a stanoveni latky s nizkym

detek¢nim limitem pomoci pfesnéjsi chromatografické techniky [79].

6.3.1 Screening hydroxyethylskrobu

TLC muze slouzit jako dopliikovd metoda pro screening hydroxyethylskrobu (HES)
a redukci vzorkii pfed samotnou analyzou pomoci GC-MS [80]. Umély HES je synteticky
vyrobeny koloid odvozeny od amylopektinu z kukuti¢ného Skrobu a je pouzivan jako expandér

objemu plazmy v I¢kafstvi. Je tvofen z jednotek glukdzy a jeho odstranéni z obehu probiha
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prevazné rendlni exkreci. Mimo lékatstvi mize dojit k jeho zneuziti pro dopingové ucely [80].
Je zatfazen na Seznamu zakdzanych latek jako diuretikum a maskovaci latka, protoze je
vyuzivan k maskovani dopingu rekombinantnim erytropoetinem (rEPO) [81]. HES je
zneuzivam vytrvalostnimi sportovci, jako jsou atleti, kviili vyhodam jako jiz zminéné zvyseni
objemu plazmy, které brani dehydrataci a snizeni vykonu. Dalsi vyhodou je zlepSeni

mikrocirkulace, kterd vede ke zlepsSeni pfenosu kysliku z krve do tkan¢ [82].

Metoda pro screening je zalozena na kyselé hydrolyze HES a nésledné detekci derivata
glukézy a hydroxyethylglukdzy Benediktovou reakci. Reakce spociva v redukci siranu
médnatého (CuSOs) pomoci glukézy nebo jejich derivati na oxid médny (Cu20), ktery

poskytuje cihlové ¢ervenou srazeninu [80].

Ptiprava vzorku pro Benediktovu reakci spo¢ivd v umisténi 25 pl vzorku moci
do sklenéné zkumavky ziedénym desetkrat destilovanou vodou. Je ptidano 100 pl 3M HCI
ke zfedénym vzorkim i kontroldm. Zkumavky jsou umistény do vrouci vody na 60 minut
apo ochlazeni je pfebytek kyseliny zneutralizovan 3M NaOH. Dale je pfidan 1 ml Benediktova
¢inidla obsahujici siran médnaty, uhli¢itan sodny a cirat sodny do vSech roztokti a zkumavky
jsou umistény do vrouci vody na 8 minut. Po vyjmuti a ochlazeni je vyhodnocena vysledna
barva srazeniny. Pro vizualizaci chromatografického profilu hydrolyzy HES je provedena TLC.
Hydrolyzat vzorku moci je nanesen na chromatografickou desku. Jsou pfidany hydrolyzaty
slepého vzorku mo¢i, HES roztok, HES pozitivni mo¢, amidovy a glukoézovy roztok jako
kontrola. Pozitivni vzorky na HES lze poté rozeznat dle jejich charakteristického vzoru, ¢imz
mohou byt negativni vzorky eliminovany a pocet vzorkll potiebnych pro GC-MS analyzu je

takto snizen [80].
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7 Metoda suché kapky krve

Pouziti metody suché kapky krve (DBS) pro antidopingové ucely by mohlo vyrazné
zvysit pocet krevnich analyz, protoze metoda eliminuje invazivitu, snizuje naklady na ptepravu
a skladovani, a neni zde potieba odborného personalu. Tato metoda spociva v naneseni kapky
krve odebrané vpichem do prstu nebo paty na specificky filtracni papir. Zaschlé skvrny
nevyzaduji okamzité zpracovani, Ize je takto odeslat a skladovat na pozd¢ji. Nevyhody zahrnuji

maly objem odebraného vzorku, rusici podil hematokritu a pozadované suseni [83].

Po naneseni vzorku skvrny plné krve na filtratni papir je kruh z filtracniho papiru
ptenesen do zkumavky. Do ni je pfidan 1 ml pufru obsahujici protedzové inhibitory, zkumavka
je protiepana a inkubovéana pti laboratorni teploté 4 hodiny za mirného michani. Vznikly extrakt
je ptenesen do odstiedivé filtraéni jednotky a je zcentrifugovan. Poté je vyménén pufr
za 1 ml Tris-HCI obsahujici protedzové inhibitory a je provedena dalsi centrifugace. Objem
zbyvajici nad filtrem je pfenesen do ELISA jamek potazenych protilatkou anti-EPO. Zachycené
proteiny jsou separovany pomoci gelové elektroforézy s 10% polyakrylamidovymi gely a je
proveden Western blot. Metoda je vhodnd pro kvalitativni detekci rekombinantniho
erytropoetinu, nového proteinu stimulujici erytropoézu a kontinudlni aktivatoru receptoru

erytropoetinu v jedné ususené kapce krve [83].
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Tabulka 1 - Porovnani analyz latek s dopingovym ucinkem

Latka AAS AAS THC THC Kokain MDMA“ MDMA“ Inzulin Opioidy HES
,,Extaze ,Extaze
Matrice mo¢ mo¢ mo¢ plazma mo¢ mo¢ krev sérum Orah.“ mo¢
tekutina
dilate 1 p o ediktov
Extrakce LLE LLE LLE MEPS MEPS DLLME DLLME SPE and koo
shoot
1 ml 0,2M
fosfatového pufru, , ziedéni H2O,
ISTD, hydrolyza hydrolyza srazeni proteinlt 100 pl pufru obohaceni obohaceni 100 pl
ISTD + 10% K5POq,
, 50 ul ACN, 5 ml o010 pul 010 pl . 3M HCI,
hydrolyza 1 NaOH, +20 pul , , srazeni .
B-glukuronidézy, 0,1M pufr deuterovaného | deuterovaného , . neutralizace
1 ml NaH2PO4 2 ml H20, ISTD, Y bilkovin ACN 10 pl .
extrakce TBME, K3POs4, ISTD, , ISTD, 200 ul ISTD, srazeni , piebytku
+50 ul ik s 2 ml 10% e promyti . . okyselenym ISTD,
Postup 1. rozpusténi ve kondicionace 0,2M NaOH bilkovin 2 ml 3M NaOH,
glukuronidazy, - CH3;COOH MeOH + v s 2% 1 ml
150 pl smési vody v MeOH s 20 mg/ml MeOH, ptidani 1 ml
extrakce do 8 ml HCOOH, CH3COOH, H>O .
diethyletheru (10mM rozpousiedla | 2HEOOH. 1 e 100 i NaCl ImlH0+ | 1orn HoAc Benediktova
HCOONHz4 (n-hexan eluce NH4OH 1% NH«OH a 500 pul 1 ml NaOH > ’ ¢inidla (CuSOq,
a 0,05% HCOOH) v MeOH o e MeOH pH>9 NaxCO;3, citrat
a EtOAc) v MeOH .
a MeOH sodny)
v pomé&ru 75:25
20 pl 20 pl
Derivatizace T™S BSTFA, MSTEA, MSTEA, heX};g%H;lllam, heX};lg?)Hilam,
- o, [ o, - - -
1% TMCS 3% TMCS 3% TMCS smési CHCl3 smési CHCl; +
+ MeOH MeOH
UHPLC-
Detekce GC-MS LC-MS GC-MS GC-MS GC-MS GC-MS GC-MS LC-HRMS MS TLC
Zdroj [67] [73] [68] [70] [69] [59] [59] [75] [77] [80]




8 Zavér

Tato literarni reSerSe byla zamétena na latky zneuzivané ve sportovnim odvétvi a jejich
detekci v télnich tekutindch. Byly zde vyjmenovany a popsany jednotlivé skupiny zakdzanych
latek, at’ uz to byly latky zakézané celorocné, pouze pii soutézich anebo latky zakdzané jen
v urcitych sportech. Dale zde byla zminéna problematika konzumace kontaminovanych

potravin ¢i dopliika stravy pro dopingovou kontrolu.

V této praci je popsan pribéh samotné dopingové kontroly od vybéru sportovce,
pies odbér vzorku, az po samotnou analyzu v laboratotfi. Kazdy krok je provadén dle striktné

definovanych pravidel, které musi byt dodrZeny jak komisafi, tak samotnymi sportovci.

Byly zde uvedeny postupy analyz konkrétnich latek s dopingovym tc¢inkem, které ¢asto
vyzaduji specifickou upravu odebraného vzorku, extrakei, hydrolyzu, derivatizaci a naslednou
separaci bud’ pomoci plynového, anebo kapalinového chromatografu. Detekce se zpravidla
provadi na hmotnostnim spektrometru, ¢imz je zvySena citlivost stanoveni pozadované

substance.

V soucasné dob¢ se techniky neustdle zlepSuji a je zaznamenan velky pokrok
ve schopnosti detekovat i velmi nizké koncentrace analytu. Paralelné se také vyvijeji
sofistikovanéj$i moZnosti metod dopingu ve snaze prekonat soupeie s vidinou vitézstvi a slavy.
Neustavajici dohled antidopingovych organizaci nad sportovci v blizké budoucnosti

pravdépodobné nezmizi.
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