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§ 1. Uvod 1

§ Sazetak

U zelji da postignu bolje rezultate, neki sportasi riskiraju zdravlje konzumirajuéi tvari za
poboljsanje izdrzljivosti i pojac¢anje snage i brzine. Tvari koje poboljsavaju ucinak sportasa i
lose djeluju na zdravlje nazivaju se doping sredstvima. Takve supstance suprotstavljaju se
sportskom duhu i zabranjene su na sportskim natjecanjima, a neka i izvan njih. U raznim
oblicima koriste se jo§ odavnina, a borba protiv njih zapocela je u drugoj polovici proslog
stolje¢a, kada je doSlo do nekoliko smrtnih slucajeva uzrokovanih koriStenjem tvari
neistrazenog djelovanja.

U okviru ovog zavrS$nog rada dan je pregled najvaznijih suvremenih analitickih metoda
za odredivanje doping sredstava koje se koriste u borbi protiv nesportskog i za zdravlje Stetnog
ponasanja. Osim analitickih metoda za odredivanje nedopuStenih tvari 1 naina priprave

uzoraka za analizu, dana je i njihova klasifikacija, u¢inak na zdravlje i nuspojave.
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§ 1. UVOD

Doping prema definiciji znaci podizanje psihofizickih sposobnosti i odgadanje umora
unoSenjem u organizam farmakoloskih sredstava ili fizioloskih supstanci u neprirodnim
koli¢inama ili onih koja su posve zabranjena, radi postizanja iznimnih sportskih rezultata.
Uzimati doping znaci uzimati sredstvo ili tvar s tim ciljem.

Kako bi postali jaci, brzi 1 izdrZljiviji na sportskim natjecanjima ljudi od davnina koriste
razne namirnice i napitke, kao §to su sirova jaja, alkohol, kofein 1 sl. Sportasi tako ugrozavaju
fair-play i svoje zdravlje. Testiranje na doping uvedeno je prvi puta 1968. godine, kada
zapocinje borba protiv koriStenja nedopustenih sredstava u sportu, a potaknulo ju je nekoliko
smrtnih slucajeva. Na Olimpijskim igrama u Miinchenu 1972. godine za detekciju stimulansa
u 2000 uzorka mokrace prvi puta je koriStena metoda plinske kromatografije, nakon Cega je
uslijedio razvoj analiti¢kih metoda za odredivanje nedopustenih sredstava u sportu.?

Doping kontrola prema definiciji ukljucuje analizu mokracée (rijede krvi), uglavnom
primjenom plinske kromatografije i spektrometrije masa, radi otkrivanja kemijskih supstancija
ili njihovih metabolita §to se uzimaju radi povecanja sportske (radne) sposobnosti. Godine
1966. Medunarodno biciklisticko udruzenje (Union Cycliste Internacionale, UCI) i
Medunarodna svjetska nogometna organizacija (Fédération Internationale de Football
Association, FIFA) uvode doping kontrole na svojim natjecanjima, a ubrzo nakon toga
sastavljen je 1 prvi popis zabranjenih sredstva, kojeg objavljuje Medunarodni olimpijski odbor
(MOO). 1970-ih godina na listu se stavljaju i anabolic¢ki steroidi, $to je dovelo do velikog broja
diskvalifikacija sportasa, osobito u sportovima koji zahtijevaju snagu. Osobito se za 80-te
godine vezu veliki skandali kada se osnivaju organizacije sa svrhom analize 1 sankcioniranja
onih za koje se uspostavi da su konzumirali zabranjene i nedopustene tvari. Godine 1999.
osnovana je Svjetska agencija za borbu protiv dopinga u sportu (engl. World Anti-Doping
Agency, WADA).

Prema MOO definicija dopinga je koristenje, uzimanje i davanje ljudskom organizmu
stranih tvari ili vecih koli¢ina tvari koje organizam sadrzi, s ciljem da na umjetan nacin
stimuliraju, odnosno povecaju natjecateljske sposobnosti sportasa, §to je u suprotnosti sa
sportskom etikom i fizi¢kim i mentalnim integritetom sporta$a.® Testiranja sportasa na doping
provode se u akreditiranim laboratorijima u skladu sa svjetskim kodeksom borbe protiv dopinga

1 medunarodnim standardom o testiranju koje preporu¢a WADA. Laboratoriji moraju
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ispunjavati posebne uvjete za provodenje analitickih odredivanja zabranjenih i nedopustenih
tvari propisane Medunarodnim standardom za laboratorije.

Za analizu koriste se ve¢inom uzorci mokrace, a ponekad i1 krvi. Danas postoje razliciti
analiticki postupci za otkrivanje velikog broja dosad poznatih nedopustenih i zabranjenih tvari,
no stalno se sintetiziraju nove, dizajnerske molekule koje se ponekad ne mogu detektirati
klasi¢nim analitickim metodama. U takvim se sluCajevima rezultati analize usporeduju s
bioloskom putovnicom (ABP, athlete biological passport), koja sadrzi definirane bioloske
parametre, hematoloske biomarkere 1 steroidne module, broj eritrocita, hemoglobin,
testosteron, androsteron itd. Bilo kakava promjena u bioloSkim parametrima ukazuje na moguce
koristenje doping sredstava.

Na Listi zabranjenih tvari mogu se naci i pojedini lijekovi koje sportasi koriste u slucaju
bolesti ili neke zdravstvene tegobe ali je propisana doza i na¢ina uzimanja potrebnog lijeka.
Postupak za odobrenje lijeka je vrlo dugotrajan i kompliciran, a razmatra ga posebno vijece.

Osim lijekova, sportasi moraju paziti i pri konzumiranju prehrambenih dodataka, koji
Cesto sadrze zabranjene tvari, bez da su posebno naznacCene. Osim toga, vecina takvih
prehrambenih dodataka se ne kontrolira strogo kao lijekovi, pa se Cesto niti ne zna §to sadrze.

Vecina zabranjenih sredstava klasificirana je u pojedine klase i1 ve¢ postoje preporucene
i referentne metode za njihovu analizu. Najveci problem pri analizi uzorka s doping tvarima su
novosintetizirane i jo$ neistrazene tvari za ¢iju analizu tek treba pronaci odgovarajuci analiticki
postupak. U okviru ovog rada navedene su klase zabranjenih doping sredstava i najvaznije

metode njihove analize.
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§ 2. ANALITICKE METODE ZA ODREPIVANJE
DOPINGA

2.1. SREDSTVA ZA DOPING
Doping je koriStenje, uzimanje i davanje ljudskom organizmu stranih tvari ili vecih koli¢ina
tvari koje organizam sadrzi, s ciljem povecanja natjecateljske sposobnosti sportasa na
nesportski nacin.

Postoji jedanaest klasa zabranjenih tvari i tri zabranjene metode za pobolj$anje ucinka.
Neke tvari zabranjene su samo u vrijeme natjecanja, za neke je odredena koncentracija koja se
ne smije prekoraciti, neke su zabranjene u samo odredenim sportovima, a neke su zabranjene
uvijek. Da bi se odredena tvar nasla na listi zabranjenih tvari mora zadovoljavati barem dva od
tri kriterija: tvar poboljSava u¢inak sportasa, tvar je opasna po zdravlje sportasa i uzimanje tvari
narusava sportski duh. Sredstva za doping dijele se u Cetrnaest kategorija prikazanih u Tablici
1 po klasama.
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Tablica 1. Podjela sredstva za doping po klasama spojeva’

KLASA

PODGRUPA

SO

Neodredene tvari

S1

Anaboli¢ka sredstva

Anaboli¢ki androgeni steroidi (AAS)
a) egzogeni AAS

b) endogeni AAS i njihovi metaboliti i izomeri
kad su primijenjeni egzogeno

Druge anabolicke tvari

S2

Peptidni hormoni, ¢imbenici rasta,
sli¢ne tvari i tvari koje ih oponasaju

Eritropoetini (EPO) i tvari koje utje¢u na eritropoezu
(agonisti etitropoetinskih receptora, aktivatori hipoksijom
inducibilnih ¢imbenika (HIF), Gata inhibitori, inhibitori
transformirajuceg faktora rasta- (TGF-beta), agonisti nespecifi¢nih
receptora cjeljenja tkiva)

Peptidni hormoni i ¢imbenici koji djeluju na njihovo otpustanje
(korionski gonadotropin (CG) i luteniziraju¢i hormon (LH) i
¢imbenici koji djeluju na njihovo opustanje (samo kod muskih),
kortikotropini i ¢imbenici koji djeluju na njihovo otpustanje, hormon
rasta (GH), njegovi fragmenti i ¢imbenici koji djeluju na njegovo
otpustanje)

Cimbenici rasta i modulatori ¢imbenika rasta

S3

Beta-2-Agonisti

S4

Hormoni i modulatori metabolizma

Inhibitori aromataze
Selektivni modulatori estrogenih receptora (SERMs)
Druge antiestrogene tvari
Tvari koje sprjecavaju aktivaciju aktivinskog receptora I1B

Modulatori metabolzima

S5

Diuretici i maskirna sredstva

Maskirajuéi agensi
Diuretici

S6

Stimulansi

N RPN PO W N

Nespecificirani stimulansi
Specificirani stimulansi

S7

Narkotici

S8

Kanabinoidi

S9

Glukokoritkoidi

M1

Manipulacija krvlju i krvnim pripravcima

Primjena ili ponovno uvodenje u tijelo bilo koje koli¢ine autologne,
alogene (homologne) ili heterologne krvi ili pripravaka eritrocita bilo
kojeg porijekla u krvozilni sustav

Umjetno povecanje unosa, prijenosa ili opskrbe kisikom

Bilo koji oblik intravaskularne manipulacije krvlju ili sastavnim
dijelovima krvi fizikalnim ili kemijskim sredstvima

M2

Kemijska i fizik¢ka manipulacija

Neovlasteno manipuliranje ili pokus$aj neovlastenog manipuliranja
uzorcima sakupljenim tijekom dopinske kontrole
s ciljem promjene njihove intaktnosti i valjanosti

Intravenske nifuzije i/ili injekcije volumena veceg od 100 mL u
razdoblju od 12 sati, osim ako se opravdano daju tijekom bolni¢kog
lijeCenja, kirurskih ili klinickih dijagnosti¢kih postupaka

M3

GensKi i stani¢ni doping

Koristenje polimera nukleinskih kiselina
ili analoga nukleinskih kiselina
Koristenje tvari koje imaju utjecaj na gene, dizajnirane da mijenjaju
genomsku sekvencu i/ili transkripcijsku,
postranskripcijsku ili epigenetsku regulaciju ekspresije gena

Koristenje normalnih ili genski modificiranih stanica

P1

Beta-blokatori
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Za vecinu spojeva sa liste zabranjenih sredstava nije dokazano da imaju pozitivan ucinak na
sportasa. Slika 1. prikazuje raspodjelu ucestalosti detektiranih sredstava po klasama. Najcesce
detektirana sredstva kod sportaSa su anabolicka sredstva, diuretici te ostala maskirajuca
sredstva i stimulansi. Anabolicka sredstva koriste se za rast miSi¢a i snage, diuretici i
maskirajuca sredstva obi¢no za prikrivanje drugih doping sredstava, a stimulansi olakSavaju

napore.

0%
= ANABOLICKA SREDSTVA 0.30% 0,02% 0%

\

Slika 1. Prikaz ucestalosti detektiranih doping sredstava po klasama u 2017. godini.?

= DIURETICI | MASKIRNA SREDSTVA

= STIMULANSI

= HORMONI I METABOLICKI
MODULATORI

= GLUKOKORTIKOIDI

= KANABINOIDI

= BETA-2 AGONISTI

= PEPTIDNI HORMONI, HORMON RASTA |
SLICNA SREDSTVA

= NARKOTICI

= BETA-BLOKATORI

= KEMIJSKA I FIZICKA MANIPULACIJA

= ALKOHOL

= POBOLJSANJE PRIJENOSA KISIKA

Svaka klasa zabranjenih spojeva sadrzi podgrupu spojeva, koji svaki na odreden nacin djeluje
na organizam i izaziva nuspojave. Tvari koje su zabranjene za vrijeme i izvan natjecanja su:
neodredene tvari, anaboli¢ka sredstva, peptidni hormoni, ¢imbenici rasta, sli¢ne tvari i tvari
koje ih oponasaju, beta-2 agonisti, hormoni i modulatori metabolizma, diuretici i maskirajuca

sredstva.

2.1.1. NEODREDENE TVARI

Ova skupina obuhvaca sve farmakoloske tvari koje nisu odobrene za terapijsku upotrebu kod

ljudi od niti jednog drzavnog regulatornog zdravstvenog tijela. Sadrzi razlic¢ite tvari kao Sto su



§ 2. Analiticke metode za odredivanje dopinga 7

lijekovi u preklinickoj ili klini¢koj fazi razvoja, dizajnerske droge, tvari koje koriste veterinari
i sli¢no. Za te spojeve ne postoji dokaz da opcenito imaju pozitivan ucinak na ljude, pa tako niti
na sportase.

2.1.2. ANABOLICKA SREDSTVA

Anabolicka sredstva najéesée su koristena sredstva za doping, a dijele se na anabolicke
androgene steroide (AAS) i ostale anabolicke tvari. Anaboli¢ki androgeni steroidi mogu biti
egzogeni i endogeni. Egzogeni su oni koje tijelo ne proizvodi prirodnim putem, dok endogene
tijelo moze samo proizvesti. Neka od zabranjenih anabolickih sredstava su androsteron,
testosteron, boldenon, zeranol, itd. Njihov anabolicki utjecaj zbog kojeg dolazi do povecane
apsorpcije proteina rezultiraju rastom misica, porastom snage, ubrzani oporavak, pa nije cudno
da su naj¢eSc¢e detektirani spojevi u doping analizi. Medutim, ova vrsta spojeva moze biti
izuzetno Stetna za zdravlje sportasa. Tako prekomjernom konzumacijom testosterona, jednog
od najpoznatijih anaboli¢kih androgenih steroida, moze do¢i do nuspojava kao $to su retencija
natrija, kalija, sulfata, fosfata i vode, agresivnost i povecani libido. Struktura testosterona i

ostalih anaboli¢kih androgenih steroida prikazana je na Slici 2.
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(d)

Slika 2. Molekularna struktura endogenih anaboli¢kih steroida (a) testosterona i (b) boldenona

te egzogenih anabolickih sredstava (c) klostebola i (d) stanozolola
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2.1.3. PEPTIDNI HORMONI, CIMBENICI RASTA, SLICNE TVARI I TVARI KOJE IH
OPONASAJU

U ovu grupu spojeva ubrajaju se eritropoetini (EPO) 1 tvari koje utjecu na eritropezu (aktivatori
hipoksijom inducibilnih ¢imbenika (HIF), GATA inhibitori, inhibitori transformirajuceg
faktora rasta-8 (TGF-beta), agonisti nespecifi¢nih receptora cijeljenja tkiva), peptidni hormoni
1 ¢imbenici koji djeluju na njihovo otpustanje (korionski gonadotropin i luteniziraju¢i hormon
1 ¢imbenici koji djeluju na njegovo izlucivanje, hormon rasta, njegovi metaboliti 1 ¢imbenici
koji djeluju na njegovo izlucivanje) te Cimbenici rasta 1 modulatori ¢imbenika rasta.
Najpoznatiji predstavnici ove skupine su eritropoetini (EPO), korionski gonadotropin (CG),
luteniziraju¢i hormon (LH) i hormon rasta. EPO inducira proizvodnju crvenih krvnih stanica,
Sto dovodi po povecanja volumena crvenih krvnih stanica, time raste kapacitet prijenosa kisika
1 povecava sposobnost tijela da se opire umoru, no bez uvjerljivih dokaza da poboljSava ucinak
sportasa. CG i1 LH povecavaju koli¢inu testosterona u krvi, pa se pretpostavlja da imaju slican
uc¢inak kao 1 anabolicki steroidi. Konzumiranjem hormona rasta, bez pouzdanog dokaza,
ocekuje se smanjenje udjela masnog tkiva, a povecanje misi¢nog, maksimalna potrosnja kisika
i izvrsna kardiovaskularna funkcija te smanjenje vremena oporavka. Nuspojave obuhvacaju niz
poremecaja, ovisno o tome koja se tvar uzima. Eritropoetin moZe uzrokovati visok krvni tlak,

infarkt ili moZzdani udar, a hormon rasta akromegaliju 1 razne metabolicke poremecaje.

2.1.4. BETA-2 AGONISTI

Ova skupina spojeva obi¢no se koristi pri lije¢enju astme zbog svojeg opustajuceg uc¢inka na
glatke miSic¢e pluca preko beta-2 receptora. Za njih je dokazano da poboljSavaju sportske
rezultate, ali samo u odredenim disciplinama. U ovoj skupini su salbutamol i tertbutanil, za koje
je definirana dopustena terapijska koncentracija koja se moZe na¢i u urinu kod sportaSa koji
imaju problema s astmom. Analiza ovih spojeva ponekad je zahtjevna jer dokazano moze doci
do neslaganja inhalirane i detektirane koncentracije ovih tvari u urinu zbog fizi¢ke aktivnosti
koja povecava koncentraciju tih tvari. U slu¢aju da se u urinu nade prekomjerna koli¢ina ovih
spojeva, provode se dodatne analize uzorka urina. Nuspojave se javljaju u obliku tremora i

tahikardije.
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(@)

OH

>kN OH

OH

(b)

Slika 3. Molekularna struktura beta-2 agonista (a) R- i S-sabutamola i (b)tertbutalina

2.1.5. HORMONI | MODULATORI METABOLIZMA

Inhibitori aromataze, selektivni modulatori estrogenih receptora (SERMs), druge antiestrogene
tvari, tvari koje sprjecavaju aktivaciju aktivinskog receptora IIB 1 modulatori metabolizma ¢ine
cetvrtu skupinu zabranjenih spojeva. Velina tvari iz ove skupine indirektno povecava
koncentraciju testosterona u krvi, tako da smanjuje koncentraciju estrogena. Pozitivan uéinak
ovih spojeva jo$ nije dokazan, a nuspojave su povezane s naruSenom koncentracijom hormona

u krvi.
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(@)

X
IS

(b)
Slika 4. Molekularne strukture (a) inhibitora aromataza anastrazola i (b) antiestrogenog

klomifena

2.1.6. DIURETICI I MASKIRNA SREDSTVA

Skupina spojeva sadrzi lijekove koji uzorkuju povecano izlucivanje tekucine iz tijela, a obi¢no
se koriste za lijeCenje hipertenzija i ostalih kardiovaskularnih poremecaja. Vrlo Cesto se
detektiraju u uzorcima urina sportasa. Dijele se prema mehanizmu djelovanja: inhibitori
uglji¢ne anhidraze, inhibitori Na*/K*/CI simportera, osmotski diuretici, inhibitori kanala Na*
bubreznog epitela i agonisti mineralokortikoidnog receptora. Krajnji rezultat koriStenja ovih
spojeva, bez obzira na mehanizam, je prekomjerno luéenje tekucine iz tijela, zbog ¢ega se mogu
koristiti u svrhu smanjenja teZine ili maskiranja drugih zabranjenih supstanci. Najcesce
nuspojave su poremecena ravnoteza elektrolita u krvi i dehidratacija. TeSko se otkrivaju u
urinskim uzorcima jer se u organizmu zadrzavaju samo 24-48 sati nakon uzimanja, a stvaraju

probleme i1 pri analizi ostalih sredstva jer povecavaju volumen urina, ¢ime se smanjuje
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koncentracija ostalih doping sredstava te se tako otezava njihova detekcija klasi¢nim

analitickim metodama.

O// OH

Cl

Iz

(b)

H,N N N NH,

(d)

Slika 5. Molekularne strukture diuretika: (a) acetazolamid, (b) furosemid, (c) manitol i

(d) triamteren
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Kategorije spojeva zabranjenih samo za vrijeme natjecanja Cine stimulansi, narkotici,

kanabinoidi i glukokortikoidi.

2.1.7. STIMULANSI

Treca najkoriStenija skupina na WADA-inoj listi dijeli se na nespecificirane i specificirane

stimulanse, a neki od njih prikazani su na slici 6.

NH,
(@)
7
o)
o)
0
o)
(b)
OH
Ty N & OH
-
OH
(c)

Slika 6. Molekularna struktura nespecificiranih stimulansa (a) amfetamina, (b) kokaina i

specificiranog stimulansa(c) R-adrenalina

U ovu grupu spojeva spadaju neka od najstarijih sredstava za doping, a najpoznatiji od njih je
kokain. Djeluju tako da prividno smanjuju bol i glad te tako olakSavaju sportasu napor tijekom
dugih 1 iscrpljujucih sportskih disciplina. Stimulansi djeluju na sredis$nji zZiv€ani sustav tako da

utjeu na koncentraciju neurotransmitera u mozgu, pretezno na dopamin i noradrenalin. Nije sa
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sigurnos¢u dokazano djeluju li stimulansi pozitivno ili ne, kojim mehanizmom, a dokazano je

samo da velike koli¢ine imaju znacajan utjecaj na zdravlje.

2.1.8. NARKOTICI

U ovu skupinu ubrajaju se snazni analgetici, od kojih je najpoznatiji morfin i njegovi analozi.
Djeluju na sredi$nji ziv€ani sustav stimuliranjem opoidnih receptora, pa dolazi do smanjenja
osjecaja boli. Za narkotike vezane su Ceste nuspojave poput mucnine 1 umirenja, koje

poniStavaju svaki moguci pozitivan ucinak ove klase spojeva.

OH

Slika 7. Molekularna struktura morfina, jednog od zabranjenih narkotika

2.1.9. KANABINOIDI

Ukljucuju prirodne (npr. hasi$, kanabis i marihuana) i sintetiCke kanabinoide (npr. A9-
tetrahidrokanabinol, naftoilindoli itd.). Ve¢ina ovih spojeva poznati su kao rekreacijska droga
koja ima umirujucée djelovanje, smanjuju stres i anksioznost, no i koncentraciju te zadrzavanje
pozornosti, Sto je nepozeljno za sportasSa. Medutim, neki od efekata kanabinoida mogu biti vrlo
korisni u nekim sportovima gdje je vazna opusStenost misica, pa se o djelovanju i koristenju ovih
spojeva na sportasa i dalje raspravlja. Ipak, smatra se da su Stetni za zdravlje, §to je jedan od

razloga zaSto se nalaze na WADA-inoj listi zabranjenih tvari.
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HO

Slika 8. Molekularna struktura A 9-tetrahidrokanabinola (THC)

2.1.10. GLUKOKORTIKOIDI

Glukokortikoidi povecavaju otpustanje dopamina, ¢ime se povecava dostupnost metabolic¢kih
supstrata koji miSi¢ima daju energiju. Ovakva ergogena aktivnost glukokortikoida
podrazumijeva ublazavanje iscrpljenosti, povecanje izdrzljivosti, smanjenje umora, pozitivan
utjecaj na raspolozenje, brzi oporavak, §to bi uvelike moglo pomo¢i sportaSima. Medutim
dugotrajno koriStenje ovih spojeva dovodi do osteoporoze, otpornosti na inzulin, hipertenzije,

arteroskleroze, itd. Neki od glukokortikoida prikazani su na Slici 9.



§ 2. Analiticke metode za odredivanje dopinga 16

(b)

Slika 9. Molekularna struktura glukokortikoida (a) deksametazona i (b) kortizona

Tvari zabranjene samo u pojedinim sportovima su beta-blokatori.
2.1.11.3-BLOKATORI

Ovi spojevi blokiraju norepinefrin i epinefrin i tako smanjuju broj otkucaja srca, dolazi do
Sirenja krvnih zila, ¢ime se smanjuje tlak, djeluju opustaju¢e na misic¢e i ublazavaju tremor.
Zbog toga su zabranjeni u sportovima kao Sto su automobilizam, biljar, golf, pikado,
streligarstvo i sli¢éno.” Ovi spojevi dokazano poboljsavaju u¢inak, no mogu imati i loSe ucinke,

npr. niski krvni tlak, oslabljena cirkulacija, zastoj srca, itd.
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Slika 10. Beta-blokatori (a) acebutolol, (b) bisoprolol i (c) timolol

Tri metode su zabranjene za i izvan natjecanja: Manipulacija krvlju i krvnim pripravcima,

Kemijska i fizicka manipulacija i Genetski 1 stani¢ni doping:

2.1.12.MANIPULACIJA KRVLJU | KRVNIM PRIPRAVCIMA

Zabranjena je primjena ili ponovno uvodenje u tijelo bilo koje koli¢ine autologne, alogene ili
heterogene krvi ili pripravaka eritrocita bilo kojeg podrijetla na krvozilni sustav, zatim umjetno
povecanje unosa, prijenosa ili opskrbe kisikom te bilo koji oblik intravaskularne manipulacije
krvlju ili sastavnim dijelovima krvi fizikalnim ili kemijskim sredstvima. Analiza manipulacije
krvi provodi se uz pomoc¢ bioloske putovnice koja sadrzi bioloske parametre, koji se mijenjaju

koriStenjem gore navedenih metoda.
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2.1.13. KEMIJSKA I FIZICKA MANIPULACIJA

Ove metode obuhvacéaju neovlasteno manipuliranje ili pokusaj neovlastenog manipuliranja
uzorcima sakupljenim tijekom dopinske kontrole s ciljem promjene njihove intaktnosti i
sati, osim ako se opravdano daju tijekom bolnickog lijecenja, kirurskih ili klini¢kih
dijagnostickih postupaka.” Ove metode ponekad se detektiraju i prikupljanjem dokaza izvan
laboratorija.

2.1.14. GENETSKI I STANICNI DOPING

Od 2016. zabranjeno je koriStenje polimera nukleinskih kiselina ili analoga nukleinskih
kiselina, koriStenje tvari koje imaju ucinak na gene, dizajnirane da mijenjaju genomsku
sekvencu i/ili transkripciju, posttranskripciju ili epigentesku regulaciju ekspresije gena te
koristenje normalnih ili genski modificiranih stanica. Genski doping razvio se unatrag zadnjih
20 godina, razvija se izuzetno brzo, a djeluje na razne proteine — potice se rast Kostiju,

keratocita, krvnih Zila itd. Detektira se analizom uzoraka krvi. *3

2.2. ANALITICKI POSTUPAK

U kontroli dopinga sam analiti¢ki postupak je vrlo zahtjevan. Analit je u kompleksnoj matrici
uzorka, najcesce urina ili krvi, koji se sastoje od spojeva s razli¢itim fizi¢ko-kemijskim
svojstvima. AnalitiCke metode moraju biti specifine, selektivne i osjetljive, koli¢ina uzoraka
je ograni¢ena. Analiticki postupak obuhvaca probir i potvrdu analize. U prvom dijelu postupka
koriste se metode za detekciju $to veceg broja tvari u uzorku. Vazno je da se u ovom dijelu ne
detektiraju lazno-pozitivni rezultati. Ako se detektira sumnjiva tvar, koriste se specifi¢nije i

preciznije analiticke metode potvrde.

2.2.1. POSTUPAK

Uzorak se prikuplja na stanicama za doping kontrolu i razdvoji na dva dijela, otprilike 2/3 u
bocicu A i ostatak u bocicu B. Pozeljno je ohladiti uzorak na temperaturu manju od 5 °C i

spremiti u hladan spremnik s ledom, zatim u elektri¢ni frizider, u kojem se odrzava niska
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temperatura kako ne bi doslo do razvoja mikroorganizama, za koje je urin vrlo pogodan medij.®
Nepazljivo postupanje s prikupljenim uzorkom moze, kasnije u analizi, donijeti krive rezultate.
Prikupljeni uzorak moze se pravilnim skladiStenjem cuvati i do 10 godina, Sto pomaze u
detekciji tvari poput dizajnerskih molekula koje su u trenutku analize nepoznate, ali razvojem
analitickih tehnika analiziraju se novim analitickim postupcima. Postupak analitiCke strategije
za analizu doping sredstava koja se provodi u antidopinskom laboratoriju prikazan je na
Slici 11.
ANALITICKE TEHNIKE

UZORAK URINA/KRVI E—— LIESSPESLE PP

GC-MS(/MS), LC-MS(/MS),
imunoesej, elektroforeza

NEGATIVAN REZULTAT > IZVJESCE PRELIMINARNIANALITICKI IZRAZ
GC-MS(/MS), LC-MS(/MS), GC-
IRMS(/MS), imunoesej,
elektroforeza
NEGATIVAN REZULTAT -> I1ZVJESCE NEPOVOLIAN ANALITICKI IZRAZ-> 1ZVIESCE

GC-MS(/MS), LC-MS(/MS), GC-C-
IRMS, imunoesej, elektroforeza

NEGATIVAN REZULTAT - 1ZVJESCE 5 o
NEPOVOLIAN ANALITICKI 1ZRAZ-> 1ZVIESCE

Slika 11. Prikaz analiti¢ke strategije za analizu doping sredstava koja se provodi u
antidopinskom laboratoriju®

Kada stigne u akreditirani antidopinski laboratorij, uzorak iz bocice A se pripravlja za
daljnju analizu instrumentnim analiti¢kim metodama (ekstrahira, razrjeduje ili talozi), a ukoliko
se zele detektirati neki peptid ili protein, koriste se imunokemijske metode.

Slijedi probir, u kojem je cilj detektirati $to vise tvari sa zabranjene liste. Uglavnom se
koriste imunokemijske metode ili spregnute tehnike, plinska ili teku¢inska kromatografija sa
spektrometrom masa kao detektorom. Moze se reéi da je ovaj dio analize najvazniji jer tvari
koje se ne pronadu u ovoj fazi ¢esto ostanu nedetektirane.

Ukoliko se u prvom dijelu analize detektira zabranjena tvar provodi se potvrdna analiza
uzorka u kojoj se koriste analiticke metode ciljano za detektirane zabranjene tvari. Analiza se
provodi na uzorku iz boc¢ice A. Ovisno o kemijskoj strukturi, metabolizmu i izlucivanju

detektirane tvari odreduje se strategija za ponovnu analizu uzorka. Tekucinska i plinska
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kromatografija sa spektrometrom masa kao detektorom (eng. Gas chromatography-mass
spectrometry, GC-MS; liquid chromatography-mass spectrometry, LC-MS) ili tandemska
spektrometrija masa (MS/MS) te matricom potpomognuta laserska ionizacija uz desorpciju
laserskim zracenjem spektrometrija masa (eng. Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization,
MALDI-MS) koristi se za analizu razli¢itih molekula (proteini, ugljikohidrati, peptidi...), a za
analizu ciljanih proteina i peptida koriste se imunokemijske metode i izoelektricno fokusiranje.
Ukoliko se i u ovom koraku analize detektira zabranjena tvar, analiza se ponavlja, no ovaj put
na uzorku iz bocice B. Analiticke metode i metode priprave uzorka za analizu dopinga po
klasama spojeva prikazane su u Tablici 2.

Ekstrakcijske tehnike koriste se u pripremi uzorka za detekciju vecine zabranjenih klasa:
anabolickih sredstava, beta-2-agonista, hormonskih antagonista i modulatora, diuretika i ostalih
maskirajucih sredstava, stimulansa, narkotika, kanabinoida, glukokortikoida i beta-blokatora.
Imunoafinitetna kromatografija koristi se u pripravi uzorka za detekciju pojedinih peptidnih
hormona, koriontskog gonadotropina i luteniziraju¢eg hormona, inzulina 1 kortikotropina.
Izoelektricno fokusiranje moze se koristiti za u pripremi uzorka za detekciju sredstava koja
stimuliraju eritropoezu. Razrijedenje uzorka se koristi pri analizi manjih molekula: beta-2-
agonista, hormonskih antagonista i modulatora, stimulansa i narkotika te beta-blokatora. Beta-
blokatori, narkotici, hormonski antagonisti i modulatori, beta-2 agonisti i anaboli¢ke tvari za

analizu se mogu pripremiti hidrolizom uzorka.
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Tablica 2. Analiticke metode i metode priprave uzorka za analizu dopinga®

KLASA PS IZ%RRE&A ANALITICKE METODE
SO Neodredene tvari
S1 Anaboli¢ka sredstva LE, SPE, H
1. Anaboli¢ki androgeni steroidi (AAS) LLE, SPE, H ﬁﬁgf_gﬁ%g)ﬂfg%%tgﬁ%ﬁ%ﬁ%
Egzogeni AAS LLE, SPE, H GC-MS, Gcé“ﬂjs_g'_\f;,)\h's‘c"\"s(/ MS),
Endogeni AAS UHPLC-MS,\-/II\ngI('/AI\gg)],cl;/IIEALDI-TOF-
2. Druga anall¢ka sredstva GC-MS, LC-MS(/MS)
$2 Peptidni hormoni, ¢imbenici rasta,
sli¢ne tvari i tvari koje ih oponaSaju
1. Sredstva koja stimuliraju eritropoezu IAF, IEF CE-ESI-TOF/MS, MALDI-TOF
2 Korionski gonadotropinvi lutenizirajuci hormon IAF
za muskarce
3. Inzulin IAS
4, Kortikotropini IAF Lcrigf,i_(msng:'_F’lec_b“ﬁ/rgf)
5. Hormon rasta, ¢imbenik rasta nalik inzulinu-1 IAF nano-UHPLC-LTQ-Orbitrap,IAS
S3 Beta-2 agonisti LLE, SPE, H, DS GC-MS, LC-MS(/MS), UHPLC-MS(/MS)
sS4 Hormoni i modulatori metabolizma
1. Inhibitori aromataze LLE, DS, H LC-MS(/MS), UHPLC-MS(/MS)
2. Selektivni modulatori estrogenskih receptora LLE, DS, H LC-MS(/MS)
3. Druga antiestrogenska sredstva LLE, DS, H GC-MS, UHPLC-MS(/MS)
4. Tvari koje modificiraju funkciju miostatina
GC-MS, LC-MS(/MS), UHPLC-
S5 Diuretici i maskirna sredstva LLE, SPE, DS MS(/MS),
MALDI-TOF
S6 Stimulansi
Nespecificirani LLE, SPE, DS GC-MS, LC-MS(/MS), LC-MS(/MS)
Specificirani LLE, SPE, DS GC-MS, LC-MS(/MS), LC-MS(/MS)
S7 Narkotici LLE, SPE, DS, H GC-MS, LC-MS(/MS), LC-MS(/MS)
S8 Kanabinoidi LLE, SPE, IAS GC-MS, LC-MS(/MS), LC-MS(/MS)
S9 Glukokoritkoidi LLE, SPE, H LC-MS(/MS), UHPLC-MS(/MS)
M1  Manipulacija krvlju i krvnim pripravcima
1. Krvni doping FC
2 Umjetno poveéanjelgiré?lfgh]prijenosa ili opskrbe GC-MS, UHPLC-MS(/MS), CE-ESI-TOF
Bilo koji oblik intravaskularne manipulacije
3. krvlju ili sastavnim dijelovima krvi fizikalnim
ili kemijskim sredstvima
M2 Kemijska i fizicka manipulacija
M3 GensKi i stani¢ni doping
P1 Beta-blokatori LLE, SPE, DS,H GC-MS, LC-MS(/MS), UHPLC-MS(/MS)
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2.3. ANALITICKE METODE KOJE SE KORISTE ZA ODREPIVANJE
DOPINGA

2.3.1. PRIPRAVA UZORKA U DOPING KONTROLI

Priprava uzorka vrlo je vazna za uspjeSnu analizu. Kada je uzorak urin najéeSce se koriste
tekucinsko-tekuc¢inska ekstrakcija (eng. Liquid-liquid extraction, LLE), ekstrakcija na ¢vrstoj
fazi (eng. Solid-phase extraction, SPE), razrjedenje (eng. Dilute-and-shoot, DS) i taloZenje
proteina (eng. Protein purification, PP). U slucaju uzoraka Krvi, koriste se kolone za afinitetnu
kromatografiju i uredaji za razdvajanje proteina. Cesto se kod priprave seruma i krvne plazme
proteini taloze uz dodatak acetonitrila.

Ekstrakcija je analiticka metoda odvajanja koja se temelji na razli¢itoj topljivosti tvari
izmedu dvije faze koja se medusobno ne mijeSaju. U tekuéinsko-tekuc¢inskoj kromatografiji
analit se otapa najceSc¢e u organskom otapalu. Otapalo se ne smije mijeSati s vodom da ne dode
stvaranja emulzije. Uc¢inkovitost odvajanja povecava se viSestrukim izvodenjem postupka. U
doping kontroli se zbog svoje jednostavnosti, ufinkovitosti i male cijene ¢esto koristi.
Nedostaci LLE su velike koli¢ine volumena uzorka, ne moze se automatizirati i ponekad nije
dovoljno ucinkovita i selektivna. U kromatografiji na ¢vrstoj fazi analit se propusta kroz ¢vrstu
fazu na membrani ili u koloni, na kojoj se veze i zatim ispere s drugim otapalom. Prednosti ove
metode obzirom na ekstrakciju tekuce-tekuce je veca selektivnost, mogucénost automatizacije i
manji volumen uzorka.

Za izolaciju proteina koriste se imunokemijske metode koje se temelje na reakciji
antigena i antitijela. Vrlo su jednostavne, specifi¢ne i osjetljive. Imunoafinitetna kromatografija
temelji se na propustanju uzorka kroz kolonu sa specificnim antitijelima za neki protein.
Prolaskom kroz kolonu Zeljeni protein se veze na antitijelo, zaostaje u koloni, dok ostale tvari
prolaze kroz kolonu. Prednosti ove metode su to §to se ne mijenja strukturu analita, a problem
moze biti otezano eluiranje vezanog proteina s kolone zbog velike specifi¢nosti vezanja
antitijela i proteina. Ova metoda se u doping analizi krvi, plazme ili urina najvise koristi za
detektiranje peptidnih hormona i sli¢nih analita.

Izoelektricno fokusiranje vrsta je elektroforeze koja se koristi za odjeljivanje proteina, a
temelji se na razli¢itim vrijednostima izoelektri¢nih tocaka proteina u gradijentu pH. Proteini
imaju i pozitivno i negativno nabijene skupine (amfoliti), ¢iji naboj ovisi o pH. Izoelektri¢na

tocka je ona pri kojoj je neto-naboj amfolita jednak nuli. Protein ¢e se u gradijentu pH gibati do
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one tocke u kojoj je pH jednak izoelektri¢noj tocki i tako dolazi do razdvajanja komponenti

smjese. Nepoznate tvari se zatim detektiraju pomocu referentnih spojeva.

2.3.2. ANALITICKE METODE U KONTROLI DOPINGA

U laboratorijima za antidoping metoda za analizu cesto se dijele na dvije vrste metoda,
kemijske i bioloske. Kemijske metode analize podrazumijevaju tehnike razdvajanja i analize, a
bioloske imunoloske testove.

U Tablici 2. prikazane su tehnike koriStene za analizu za razliCite klase spojeva.
Kromatografske metode spregnute s masenom spektrometrijom uglavnom se koriste za
odredivanje malih do srednjih molekula — anaboli¢kih sredstava,>*!2 inzulina,* hormona
rasta,'®’ ¢imbenika rasta nalik inzulinu-1,'® beta-2 agonista,?’ hormonskih antagonista i
modulatora,® diuretika i drugih maskiraju¢ih sredstva,'*3% krvnog dopinga,’®
stimulansa,*®182426.27 narkotika,?*?” kanabinoida,'®?°2?! glukokortikoida?>? i beta-blokatora?’.
Imunokemijske metode koriste se za odredivanje ve¢ih molekula proteina i1 peptida koja vezu
na specifi¢an nadin.'® Imunoesej Kkoristi se za detektiranje korionski gonadotropin i
lutenizirajuéi hormon za muskarce, hormon rasta, ¢imbenik rasta nalik na inzulin-1.13

Za molekule manje mase obi¢no se koriste plinska ili teku¢inska kromatografija sa
spektrometrom masa kao detektorom, a imunoloski testovi kao S$to su: imunoafinitet (eng.
Immunoaffinity, IAF) i imunoesej (eng. Immunoassay, IAS) i izoelektri¢no fokusiranje (eng.
Isoelectric focusing, IEF) koriste se za analizu ve¢ih molekula, peptida i proteina.

Za otkrivanje prisutnosti ili koncentracije pojedinacnih antitijela u bioloskim
tekuc¢inama metode koje se temelje na hemaglutinacijskim reakcijama, imunodifuziji i ponekad
imunofluorescenciji, zamjenjuju se manje zahtjevnim testovima temeljenim na tehnikama
imunoblota ili enzimskom imunotestu (engl. Enzyme Immunoassay, EIA), koji ima Siroku
primjenu. Imunokemijske metode koriste se za procis¢avanje uzoraka u odredivanju peptidnih
hormona.*

Neke od analiti¢kih metoda koje se koriste za detekciju dopinga u uzorcima urina ili krvi
su: plinska kromatografija, masena spektrometrija (eng. Gas chromatography-mass
spectroscopy, GC-MS) ;— tekuéinska kromatografija s dvojnom spektrometrijom masa (eng.
Liquid chromatography-mass spectroscopy, LC-MS(/MS)); matricom pomognuta laserska
desorpcija/ionizacija uz analizator vremena leta (eng. Matrix-assisted laser

desorption/ionisation-Time of flight, MALDI-TOF); kapilarna elektroforeza — ionizacija
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rasprSenjem Uz analizator vremena leta s masenom spektrometrijom (eng. Capillary
electrophoresis-Electrospry ionisation-Time of flight/Mass spectrometry, CE-ESI-TOF/MS);
tekuc¢inska kromatografija ultravisoke djelotvornosti s dvojnom spektrometrijom masa (eng.

Ultra-high-pressure liquid chromatography-Mass spectrometry, UHPLC-MS(/MS)).

2.3.3. KROMATOGRAFIJA

Kromatografija je metoda odjeljivanja u kojoj se tvari smjese razdvajaju na svoje komponente
izmedu dvije faze, od kojih je jedna pokretna (mobilna), druga nepokretna (stacionarna). Temelj
razdiobe je razli€ita brzina gibanja analita u mobilnoj fazi kroz stacionarnu fazu. Koristi se za
odjeljivanje sastojaka smjese, identifikaciju i kvantitativnu analizu. Ovisno o tome u kojim su
agregatnim stanjima mobilna i stacionarna faza, razlikujemo nekoliko vrsta kromatografije. Za
doping analizu najvaznije su: plinska kromatrografija (eng. Gas chromatography, GC),
tekucinska kromatografija (eng. Liquid chromatography, LC) i tekucinska kromatografija
visoke djelotvornosti (eng. Ultra-high-pressure liquid chromatography, UHPLC).

Plinska kromatografija je tehnika u kojoj je mobilna faza plin. Koristi se pri
kvantitativnoj i kvalitativnoj analizi hlapljivih spojeva. Analit se upari i mijesa s plinom
nosiocem te prenosi kroz kolonu. Ako je mobilna faza tekucina, govorimo o tekucinskoj
kromatografiji, koja se koristi u analizi nehlapljivih spojeva. Kod metode UHPLC za
odjeljivanje se Kkoriste stupci s visokim razluCivanjem, a vrijeme trajanja postupka
kromatografskog razdvajanja smjese je puno krace. Tekuc¢a mobilna faza se prolazi kroz uske,
dugacke kolone ispunjene matriksom od vrlo finih zrna koja se ne sabijaju pod utjecajem
visokog tlaka. Primjenom vrlo visokog tlaka, ¢ak i do 35 MPa, uvelike se smanjuje vrijeme
odjeljivanja. Prednosti ove tehnike su visoko razluivanje, brzina, visoka osjetljivost i
mogucénost automatizacije.

Jedna od prvih metoda za analizu dopinga bila je plinska kromatografija sa
spektrometrom masa i ionizacijom brzim elektronima ili kemijskom ionizacijom. Kod
navedenih metoda ionizacije proces ionizacije obi¢no ukljucuje prijenos velike koli¢ine
energije molekuli, pri ¢emu dolazi do fragmentacije §to se u nekim sluc¢ajevima pokazalo kao
nedostatak metode. Metode u kojima se predaje viSe energije, jace fragmentiraju molekulu, pa
se takve metode nece koristiti kod molekula koje se vrlo lako raspadaju ili u slucajevima kada
je potreban signal molekulskog iona. Bez obzira nato i dalje se koriste za detektiranje odredenih

molekulskih iona ili fragmenata, kao standardi se koriste izotopski analozi, §to metodu Cini
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osjetljivom 1 dobrom za kvantitativno odredivanje spojeva. Problemi nastaju pri odredivanju
termicki nestabilnih i konjugiranih spojeva, za koje je potrebno provesti dodatne metode
dekonjugacije kako bi se osigurala ciljana analiza pojedinih spojeva. Za povecanje rezolucije
odredenih analita i uklanjanje interferentnih spojeva koriste se dvije kolone za plinsku
kromatografiju (GC/GC) od kojih je prva duza i uglavnom sadrzi manje polarnu stacionarnu
fazu od druge, krace kolone. Ova metoda Cesto se spreze s analizatorom vremena leta (engl.
Time-of-flight, TOF) koji ubrzava ione elektri¢nim pulsevima. Ovakva metoda odli¢na je za
drugi korak analize, potvrdu, medutim losa je za odredivanje koli¢ine detektiranih spojeva.
Selektivnost plinske kromatografije moze se povecati sprezanjem sa Spektrometrom masa
visoke rezolucije ili koristenjem tandemske spektometrije masa MS/MS. Takve metode imaju
Siroku uporabu u doping analizi.

Tekucinska kromatografija uglavnom se spreze s tandemskom spektrometrijom masa, a
kao tehnike ionizacije Kkoriste se ionizacija brzim elektronima, kemijska ionizacija
atmosferskim tlakom i fotoionizacija atmosferskim tlakom. lonizacija elektrorasprsenjem (ESI)
najéeSca je metoda ionizacije zbog toga Sto je visoko osjetljiva i omogucuje ionizaciju polarnih
spojeva. Pri ionizaciji ESI mogu nastati problemi uzrokovani efektom matriksa, pa dolazi do
gubitka analita. Prednost ove metode je brza i jednostavna priprema uzorka, direktno
odredivanje s polarnim i nehlapljivim analitima bez potrebe za uklanjanjem vode, soli,
dekonjugacije i derivatizacije. Koristi se za analizu veéine klasa spojeva. Ova metoda je bolja
od plinske zato $to ne zahtjeva komplicirane pripreme uzorka i krace traje. Vrlo je vazna u
detekciji metabolita doping sredstva, gdje se koriste polarnije stacionarne faze i polarne
organske mobilne faze.

Jo§ bolju rezoluciju ima UHPLC. Najveca prednost ove metode je brzina, $to je vrlo
bitno u doping analizi gdje se rezultati o¢ekuju 24-48 sati nakon prikupljanja uzorka. Spreze se

uglavnom s analizatorom vremena leta (eng. Time of flight, TOF).

2.3.4. SPEKTROMETRIJA MASA

Spektrometrijom masa molekule analita se ioniziraju, nastali ioni razdvajaju i detektiraju na
temelju njihove mase i naboja (omjer m/z). lonizacija brzim elektronima (eng. Electron
ionisation, El), ionizacija elektrorasprSenjem (eng. Electrospray ionisation, ESI) i ionizacija
potpomognuta matricom uz desorpciju laserskim zracenjem (eng. Matrix-assisted laser

desorption/ionisation, MALDI) su tehnike ionizacije u kojima se analit prevodi u plinsku fazu.
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Za lako hlapljive i termostabilne molekule, Kkoristi se ionizacija brzim elektronima. Blage
tehnike ESI i MALDI su izvrsne tehnike za analizu biomolekula, $to uvelike koristi u doping
analizi. Ionizacija elektrorasprsenjem jedna je od najblazih tehnika za prijenos iona iz otopine
u plinsku fazu, a od posebne je vaznosti za odredivanje velikih biomolekula. lonizacija
potpomognuta matricom uz desorpciju laserskim zracenjem koristi se za prevodenje cvrste u
plinsku fazu, §to uglavnom daje jednostruko nabijene ione. Problem ovih metoda je matriks
koji oneciScava analit. Analizator vremena leta (eng. Time of flight, TOF) se koristi za analizu
mase, a temelji se na razlicitoj brzini iona kroz cijev bez utjecaja magnetskog polja. loni se
ubrzavaju elektropulsevima, tako da svi imaju istu kinetiCku energiju, pa lakSe Cestice prije
dolaze do detektora. Temelji se na razli¢itom vremenu leta Cestica kroz cijev. Problem ove
metode je slabija rezolucija.

Maseni spektrometri koji se koriste u doping analizi mogu se podijeliti na one niske i
visoke rezolucije. Niskorezolutni kvadrupol (eng. Qudrupole mass analysator, Q), linearna
ionska stupica (eng. Linear ion trap, LIT) i kvadrupolna ionska stupica (eng. Quadrupole ion
kvadrupol i analizator vremena leta (eng. Quadrupole and time of flight analysator, QTOF) i
Fourirer transformirajuca-ion ciklotron rezonancija (eng. Fourier-transform ion cyclotron
resonance, FT-ICR). Postoje razne referentne molekule i identifikacijski kriteriji. Sprezanjem
UHPLC-a s metodama visoke rezolucije dobiju se to¢ne i precizne metode.

Proteini i peptidi uglavnom se analiziraju metodom izoelektri¢énog fokusiranja. Ovo je
vrlo osjetljiva i selektivna metoda za odredivanje velikih molekula koje se nalaze u vrlo malim
koli¢inama u urinskim uzorcima. Koriste se referentni uzorci i usporeduju se mase. Korisne
metode su i nano-UHPLC-MS/MS i kapilarna elektroforeza spregnuta s analizatorom vremena
leta i spektrometrijom masa (eng. Capillary zone electrophoresis-time of flight analysator-mass
spectrometry, CZE-TOF-MS).

2.3.5. ELEKTROFOREZA

Kapilarna elektroforeza je tehnika za odjeljivanje koja se temelji na razli¢itoj brzini ¢estica koje
se gibaju kroz otapalo pod djelovanjem elektricnog polja. Provodi se u vrlo tankim kapilarnim
cjevCicama , vrlo je brza, moze se automatizirati i ostro odjeljuje komponente smjese. Koristi

se uglavnom u analiti¢ke smjese za odijeljivanje malih koli¢ina uzoraka.
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2.4, Zakljucak

Prema literaturnim navodima doping ukljucuje: prisutnost zabranjenih sredstava ili njihovih
markera ili metabolita u uzorku krvi ili urina sportasa, koristenje ili spremnost na koristenje
zabranjene metode, pokusaj varanja ili krivotvorenje bilo kojeg dijela procesa u kontroli
dopinga, posjedovanje i prometovanje s bilo kojom zabranjenom supstancijom ili zabranjenom
metodom, propisivanje ili pokusaj propisivanja zabranjene supstance bilo kojem sportasu,
pomaganje, ohrabrivanje, asistiranje, prikrivanje ili bilo koji drugi nacin koji ukljucuje povredu
antidoping-pravila ili pokusaj povrede pravila.*

Popis zabranjenih sredstava podijeljen je u jedanaest klasa zabranjenih spojeva i tri
metode koje se Kkoriste za poboljsanje ucinka sportasa. Male molekule uglavnom se
procisc¢avaju i analiziraju kromatografskim metodama sa spektrometrom masa kao detektorom.
Proteini i peptidi se najcesc¢e detektiraju imunokemijskim metodama, koje su vrlo specifi¢ne i
ucinkovite u doping analizi.

U cijelom postupku doping kontrole vrlo je vazno Cuvanje uzorka. Naime nove,
dizajnerske molekule stalno se sintetiziraju, pa je bitno da analiticke metode prate, obicno
ilegalan razvoj takvih spojeva i traze najbolje analiticke postupke za njihovu detekciju.
Oc¢uvanjem uzorka moguce je detektirati molekule za koje nisu postojale metode u vrijeme
analize.

Razvoj znanosti 1 konstanto unaprjedivanje analitickih metoda mogu detektirati sve vise
doping sredstava i na taj nacin Stite sportasa od Stetnih utjecaja naj¢eSce beskorisnih doping

sredstava i od varanja na sportskim natjecanjima, na kojima je ipak najbitniji fair-play.
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