Analyza vzoriek

Definicia

Sportovcom sa pocas i mimo sut’aze odoberaju vzorky mocu
a krvi, ktoré sa v akreditovanych antidopingovych
laboratéridch nésledne testuju na zakézané latky. Na tento
ucel sa pouzivaju rozne analytické metody.

Uvod

Odobraté vzorky mocu sa do laboratoria posielaju v dvoch
zapecCatenych nadobach (vzorka A a vzorka B). V laboratoriu
sa vzorka B zmrazi a vzorka A sa analyzuje. Ak sa analyzou
preukaze, ze vzorka A je pozitivna, SportoveC ma pravo
poziadat’ o analyzu vzorky B. Pocas analyzy svojej vzorky
moze byt pritomny v laboratdriu, aby skontroloval, ¢i je
povodné zapecCatenie vzorky nepoSkodené. Ak analyza
vzorky B potvrdi vysledok vzorky A, ide 0 pozitivny
dopingovy test. Urcité zakazané latky st lepSie
detegovatel'né v Kkrvi, a preto sa Sportovcom v niektorych
$portoch odoberaju aj vzorky Krvi.

Skriningové a identifika¢né metédy

Na testovanie vzorieck mocu a krvi sa pouzivaji rdzne
skriningové a identifikaéné analytické metody. Najprv sa
vykonava vSeobecné testovanie vzorky (skrining), a ak
vysledok nie je jednozna¢ne negativny, vykonavaju sa d’alSie
analytické identifikacné testy. Ak bola vo vzorke detegovana
jedna alebo viac dopingovych latok (zakézané latky a/alebo
ich transformacné produkty, tzv. metabolity), ide o pozitivnu
vzorku. V zaciatkoch antidopingovej analyzy (okolo 1970)
boli metddy detekcie relativne jednoduché. V dnesnej dobe
sa na analyzu vzoriek vyzaduju sofistikované a finan¢ne
nakladné analytické pristroje.
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Vzorka krvi. (Image: iStock
Photo/robeo)

Vzorka mocu. (Image:
iStock Photo/robeo)
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Prehl’ad analytickych metod

Vzorky, ktoré laboratorium dostane je potrebné pred
samotnou analyzou najprv upravit. Pocas tohto procesu sa
latky a/alebo ich metabolity z mocu izoluju. Izolované latky
st ¢iastocne podrobené derivatizacii, ¢o z nich robi prchavé
a dostatoéne stabilné na to, aby sa mohli plynovou
chromatografiou oddelit’.

Na detekciu zakazanych latok pouzivaju antidopingové
laboratoria rozne analytické metody. Niektoré triedy
zakazanych latok mozno vo vzorkach detegovat’” pomocou
jednoduchych analytickych metéd. V mnohych pripadoch je
vSak na analyzu vzoriek potrebné pouzit niekolko
zlozitejSich procesov.

Vzorky sa najcastejSie analyzuju pomocou tychto dvoch
krokov:

1. V chromatografickom procese sa jednotlivé
chemické zluCeniny zo zmesi izoluju (plynova
chromatografia - GC, kvapalinova chromatografia -
LC).

2. Potom nasleduje hmotnostna spektrometricka
identifikacia (MS). Hmotnostné spektrum kazdej
konkrétnej latky je jedinecné.

Okrem MS sa na identifikéciu jednotlivych latok pouzivaju
aj d’alsie (napriklad imunologické) metody.
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Hmotnostny spektrometer. (Image:
Antidoping Switzerland, LAD)

Plynovy chromatograf. (Image:
Antidoping Switzerland, LAD)



Plynova chromatografia s hmotnostnym spektrometrom
(GC-MYS)

Vzorky su najéastejSie pozitivne na anabolikd, stimulanty
a kanabinoidy. Pritomnost’ tychto latok sa zistuje najméi
pomocou plynovej chromatografie s ndslednou hmotnostnou
spektrometriou.

Kvapalinova chromatografia S hmotnostnym
spektrometrom (LC-MS)

Kvapalinova chromatografia (LC) ako separacnd metoda
stale viac nahradza plynovu chromatografiu (GC). Vyhodou
je moznost’ vynechat’ pomerne drahé sposoby upravy vzoriek
(napr. derivatizacia). Testovanie vzoriek na pritomnost
diuretik, beta-blokatorov, glukokortikoidov, @SARM,
peptidovych hormonov, génového dopingu a d’alsich sa
Vv sucasnosti vykonava pomocou vysokoucinnej kvapalinovej
chromatografie v spojeni s hmotnostnou spektrometriou.
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GC-MS pre nekonjugované dopingové latky

Niektoré zakazané dopingové latky sa z organizmu vylucuju
nezmenené (tj. nemetabolizuju sa), teda si nekonjugované.
Medzi také latky patria napriklad niektoré narkotika
a stimulanty. Zo vzoriek mo¢u sa pomocou organického
rozpustadla extrahuju a nasledne sa identifikuju plynovou
chromatografiou (GC) v spojeni s hmotnostnym
spektrometrom (MS), ¢i detektorom pre dusik.

Amfetamin

Perordlne podavany amfetamin prechadza do mocu
Vv prevazne nekonjugovanej forme. Priprava vzorky na jeho
detekciu je preto relativne jednoducha. Amfetamin sa zo
vzorky mocu extrahuje organickym rozpustadlom za
alkalickych podmienok a potom Sa za pomoci plynovej
chromatografie v spojeni s hmotnostnou spektrometriou
priamo identifikuje. Pre spol'ahlivejsiu detekciu amfetaminu
a potvrdenie jeho pritomnosti vo vzorke je pred
uskutocnenim separacie plynovou chromatografiou vhodna
derivatizacia.

GC-MS pre konjugované a neprchavé dopingové
latky

Urcité latky sa analyzuju tazsie, ¢i uz kvoli ich chemickym
vlastnostiam alebo preto, Ze v tele vytvaraju s inymi latkami
konjugaty. Ak sa pouzité zakdzané latky vylucuju vo forme
konjugatov, vyzaduju sa sofistikovanejSie analytické postupy
a metddy. V takomto pripade je pred uskutocnenim GC-MS
analyzy potrebné konjugaty rozlozit' procesom nazyvanym
hydrolyza.

Neprchavé alebo nestabilné latky, (napr. niektoré anabolika)
je potrebné pred analyzou upravit' tzv. derivatizaciou.
V tomto procese sa molekuly modifikuji takym sposobom,
aby sa nasledne mohli 'ahko previest do plynného stavu,
v ktorom zostanu stabilné pocas plynovej chromatografie.
Takto upravené vzorky sa podrobia GC-MS, ¢im sa
identifikuju urcité zakazané latky a/alebo ich metabolity.
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Anabolika

Metoda detekcie anabolik bola vyvinutd uz v roku 1975,
pricom do dnesného dna zostala takmer nezmenena.
Anabolika st v moci pritomné bud’ vo vol'nej forme alebo vo
forme glukuronidovych ¢i sulfatovych konjugatov. Niektoré
anabolikd sa v tele transformuji (metabolizuju), a v moci
teda nie su v povodnej forme.

V prvom kroku pripravy vzorky sa vsetky anabolické
substancie a ich metabolity hydrolyzuji enzymovym
roztokom, aby sa premenili na volna formu. Dalej su ich
volné hydroxylové (alkoholové) skupiny chranené, aby boli
dostato¢ne stabilné pre nasledny separacny proces plynovej
chromatografie (derivatizacia). Po separacii plynovou
chromatografiou st anabolikd detegované pomocou
hmotnostnej spektrometrie.

Specidlne detekéné metody pre bioidentické
latky

Osobitnou vyzvou je detekcia dopingovych latok, ktoré
organizmus prirodzene produkuje v identickej chemickej
forme. V takychto pripadoch nestaci len identifikovat’ danu
latku vo vzorke, pretoze ta je pritomna vo svojej prirodzenej
forme v kazdej vzorke. Na vyrieSenie tohto problému bolo
potrebné vyvinut’ sofistikovanejSie detekéné metdody, ktoré
st obzvlast' dolezité pri detekcii dopingu hormonalnymi
latkami, ako je pohlavny hormon testosteron, l'udsky rastovy
hormoén (hGH) alebo erytropoetin (EPO).

e Testosteron

Detekcia bioidentického steroidného hormonu testosteronu
je relativne obtiaZzna, pretoZe synteticky a prirodzeny
testosteron su vel'mi podobné v strukture i velkosti. Od roku
1984 bolo ucelné wurcit pomer medzi testosteronom
a chemicky podobnym steroidnym horménom -
epitestosteronom vylucovanym mocom. Vysledkom tejto
analyzy je pomer testosteron/epitestosteron (pomer T/E),
ktory je charakteristicky pre kazdého jednotlivca.
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Pomer T/E

U muzov je prirodzeny pomer T/E priblizne 1 az 2; u zien je
tento pomer nizsi. Po podani testosterénu su v moci pritomné
zvySené mnozstva testosteronu, zatial C¢o mnoZzstvo
epitestosteronu zostava nezmenené. Vysledkom je zvysenie
pomeru T/E. Ak sa zisti, ze vo vzorke mocu Sportovca (muza)
je pomer T/E vacsi ako Styri, uskutociiuju sa d’alSie analyzy,
ako napriklad porovnanie s pomermi T/E predchadzajucich
alebo nasledujucich vzoriek (dlhodobé stadie). Tento postup
je vsak casovo naro¢ny a drahy.

Priama detekcia syntetického testosterénu pomocou
IRMS

Nevyhodou stanovenia pomeru T/E je skuto¢nost, Ze po
podani malych mnozstiev testosteronu sa T/E rychlo
normalizuje. Pomer klesne pod prah podozrenia (T/E = 4)
v priebehu niekolkych hodin. NovSia metdéda umoziuje
detegovat’  synteticky testosteron priamo pomocou
hmotnostnej spektrometrie izotopového pomeru (IRMS).
Tato metdéda sa pouziva na stanovenie pomeru izotopov
uhlika, pomocou ¢oho je mozné rozlisit prirodzeny
testosteron od syntetického. Pouzitie IRMS na detekciu
zakdzanych dopingovych latok schvalil MOV zaciatkom
roka 1999.
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Obrazok A) pomer T/E v prirodzenom rozsahu (muzi).
Obrazok B) ukazuje napadne zvyseny pomer T/E.



e Rastovy hormon (hGH)

Synteticky hGH a prirodzeny T'udsky hGH st vo svojej
peptidovej Struktare - sekvencii aminokyselin identické
na 100%. Jedna z moznych detekénych metdd je zalozena
na odlis$nej distribucii izoforiem prirodzeného a synteticky
produkovaného hGH (izoformova metoda). Dalsia, novsia
metoda detekcie meria dva biomarkery, ktorych hodnoty st
po externom podani hGH neprirodzené zvysene.

Metoda merania molekulovej hmotnosti izoforiem

Izoformou proteinu je prakticky identicky variant proteinu
s mierne odliSnym tvarom alebo velkost'ou. V prirodzenom
hGH ma hlavnd izoforma molekulovia hmotnost’ 22 000
(22 kD). V organizme mozno merat” koncentra¢ny pomer
jednotlivych izoforiem rastového hormonu (22 kD, 20 kD
alalebo 17 kD) na zaklade ich molekulovej hmotnosti.
Synteticky produkovany hGH ma molekulovi hmotnost’
22 kD a po jeho podani sa teda zvySuje len frakcia 22 kD,
zatial' ¢o frakcie 20 kD a 17 kD zostavaju viac-menej
konstantné. To umoziiuje rozlisit' externe podany hGH
(pre ucely dopingu) a hGH produkovany organizmom. Ak
dochadza k prirodzenej stimulécii produkcie hGH napriklad
fyzickym cvicenim, produkuju sa vsetky izoformy hGH,
pri¢om ich relativne pomery ostavaji zachované.

Novsia biomarkerova metoda

Dalgia, nov§ia metéda detekcie hGH je znama ako
biomarkerova metdda. Biomarkery st molekuly, ktoré mézu
byt’ stanovené v krvi alebo v inych telesnych tekutinach,
a zaroven umoznuju vyvodit’ zavery o fyziologickom stave
organizmu. Pri tejto nepriamej metdode detekcie hGH sa
pomocou imunoanalyzy stanovia koncentracie dvoch
biomarkerov rastového hormoénu: inzulinového rastového
faktora 1 (IGF-1) a N-terminalneho prokolagénového
peptidu typu Il (P-11I-NP). Namerané koncentracie IGF-1
a P-IlI-NP st dosadené do Specifického matematického
vzorca na vypocet takzvaného skore GH-2000. Prahové
hodnoty tohto skore boli validované. Hodnota presahujuca
prahovu hodnotu Vv zavislosti od pohlavia sa povazuje za
pozitivny test na rastovy hormon.

Struktra  Pudského  rastového
horménu (hGH). (Obrazok: iStock
Photo / Martin McCarthy)



e erytropoetin

EPO sa v moci deteguje pomocou metody izoelektrickej
fokusacie. Medzi syntetickym a prirodzenym EPO je rozdiel
v bo¢nych retazcoch cukornych zloziek viazanych na dusik
asparaginu alebo na kyslik serinu. Odlisna je aj ch
rozpustnost’ a elektricky naboj st vo vodnom roztoku
s premenlivym pH.

Postup detekcie EPO

Vzorka mocu sa najskdr koncentruje (dialyzou alebo
ultracentrifugaciou). V nasledujuicom kroku sa aplikuje
na gél s gradientom kyslosti. Potom sa pod elektrickym
napitim EPO, ktory ma v alkalickej oblasti zaporny naboj
pohybuje smerom ku kladnému po6lu - do miesta svojho
izoelektrického bodu. Na tomto mieste sa fokusuje
(sustred’uje), pretoze v tomto bode sa jeho celkovy naboj
vynuluje. Synteticky vyrabany EPO je menej kysly ako
prirodzeny EPO, a za danych podmienok na rozdiel
prirodzeného EPO nemigruje k pozitivnemu poélu gélu.
Novsia forma syntetického EPO, ktory je kyslejsi
a dlhodobejsie posobiaci (darbepoetin alfa alebo NESP) ako
prirodzeny EPO migruje od negativneho k pozitivnemu p6lu
na gély d’alej nez prirodzeny EPO. Pouzitim imunologickych
metdd moze byt EPO na gély viditel'ny.

Problémy s detekciou EPO

Kvoli kratkym polcasom a tzv. mikrodavkam je doping EPO
detegovatelny len vel'mi kratko po podani. V stcasnosti sa
zvySuje pouzivanie variantov EPO (tzv. "biosimilarnych"),
ktoré st vel'mi podobné prirodzenému EPO, ¢im sa stazuje
ich detekcia vo vzorkach.
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Nepriama detekcia zakazanych latok a metod na
zaklade biologického pasu

Niektoré zakézané latky a metody (napr. krvny doping) si na
priamu detekciu v moci alebo krvi vyzaduju vel'mi nakladné
postupy. Na overovanie dopingovych priestupkov vedci
preto vyvijaji nepriame detekéné metddy v dlhodobych
profiloch (biologicky pas Sportovca). Cielom je priebezne
monitorovat’ ur¢ité parametre v ramci Krvného, steroidného
a endokrinologického profilu. Tieto parametre umoziuja
odbornikom  rozpoznat® neprirodzené¢ zmeny alebo
prevysenia jednotlivych prahovych hodnét.

Nepriame metddy detekcie sa moézu pouzit na zacatie
disciplinarneho konania proti $portovcovi aj ked’ vzorka A
a B nie je pozitivna. V cyklistike a atletike sa na zaklade
tychto metéd usvedCilo uz niekol’ko S$portovcov
pouzivajucich zakdzané latky alebo metéody. V prvom
pripade nepriamej detekcie dala disciplindrna komisia pre
dopingové pripady Svajéiarského olympijského vyboru
Stéphane Jolyovi zakaz ¢innosti na dva roky.
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Horny obrazok zobrazuje profil krvi s normalnymi
hodnotami a dolny obrazok =zobrazuje profil krvi
s abnormalnymi hodnotami. (Zdroj: Antidoping Switzerland,
2013)



