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Souhrn

Cilem prace bylo vytv@ni citlivé metody na kvantifikaciit dopingovych latek
a nasledné pouziti na realném vzorku. Spojeni kapad chromatografie a hmotnostni
spektrometrie se ukazalo jako dobegeni.

Mezi nejdilezitéjSi ukoly patilo nalezeni dinné mobilni faze pro Ugpnou
separaci. Vysledek pro kolonu Discoveryglau oxidem zirkoriitym se skladal ze dvou
slozek: 5 mM — kysel. 3,5-dinitrobenzoova s 5 %t@uairilu (A) a acetonitril (B). Pouzita
eluce byla izokraticka v potru 70:30 A:B s pitokem 0,1 ml/min.

Kalibracni model se skladal z tipravenych roztok o koncentracich od 1 mg/l
az po 25 mg/l. Determigai koeficient linearity kvek se pohyboval od 0,988 pro
p-hydroxyamfetamin, 0,996 pro metafetamin az po 0,9@Befedrin. Meze detekce byly
0,77 mg/l pro efedrin, 1,04 mg/l pro metamfetamih, mg/l prop-hydroxyamfetamin.
Mez kvantifikace pro EPH byl 1,13 mg/l, pro MET 4 &g/l a pro PHA 2,80 mg/l.

Jako realny vzorek byly pouzity 4 rostliny druhypHhedra. D¥ z nich efedrin
obsahovaly (Ephedra Sinica a Ephedra Americanalylakantifikovan, u dalSi byl
detekovan, ale pod limitem kvantifikace (Ephedradiis) a u Ephedra Likiangensis byl
obsah efedrinu pod limitem detekce. U rodu Ephe8raica byl obsah stanoven
na 811,37 £55,41 ppm v1 g vzorku. U Ephedra Acaxa byl obsah efedrinu
78,00 = 3,66 ppm v 1 g vzorku.



Summary

The objective of this thesis is to create a simmpéthod for quantification of three
doping agents and use on a real sample. The hypbenaf liquid chromatography
and mass spectrometry was found as suitable solutio

The most important part was the founding of theerapive mobile phase for
separation. The result for column Discovery (fillesvith ZrO,;) consisted
5 mM - 3,5 dinitrobenzoic acid with 5 % of acetaoiét (A) and acetonitrile (B). Elution
was izocratic A:B 70:30 with flow rate 0.1 ml/min.

Calibration curve consisted of prepared solutisith concentrations from 1 mg/l
to 25 mg/l. Coefficient of determination was 0.988 p-hydroxyamphetamine, 0.996 for
metamphetamine and 0.998 for ephedrine. Limitsetéction were 0.77 mg/l for EPH,
1.04 mg/l for MET and 1.89 mg/l for PHA. Limits guantification were 1.13 mg/l for
EPH, 1.54 mg/l for MET and 2.80 mg/I for PHA.

There were 4 herbs Ephedra specie used as realesamiwo of them contained
ephedrine (Ephedra Sinica and Ephedra Americardh)tavas quantified. By the next one
(Ephedra Fragilis), the amount of ephedrine wadsated, but under the limit of detection
and by the last one (Ephedra Likiangensis), theusinof ephedrine was under the limit of
detection. Genus Ephedra Sinica contained 8115541 ppm in 1 g of herb. Ephedra
Americana contained 78.00 + 3.66 ppm in 1 g of herb
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1. UVOD

Spojeni kapalinové chromatografie a hmotnostnktspmetrie je dinnou metodou
na separaci a detekci nejen nizkomolekularnichk.latetomto @ipact byla pouzita
na vytvaeni kvantifika&niho modelu proit dopingové latky a zjighi obsahu jedné z nich
v rostlinném vzorku.

HPLC-MS je obeck pouzivana metoda pro detekci latekizrmych biologickych
materialecH. Jedna se naiklad o rostlinny material neboizné druhy potravinovych
dophkt. Samotnému steni vzdy pedchazi sjaky obecny postupifpravy vzorku.

Tato prace se zajima o kvantifikaci efedrinu.aJa&alny vzorek byly zajishy
4 rostliny druhu Ephedra. Tato rostlinginsky Ma Huang,cesky Chvojnik, pochézi
ptivodem z Asie a Severni Ameriky a natsvji existuje pes 50 druh. Obsahuje latky
ze skupiny efedriina dive byla vyuzivana v |ékatvi diky &inkam tchto latek.

Souwasti této prace je i vytveni kalibr&niho modelu proit dopingove latky.
Efedrin, metamfetamin g-hydroxyamfetamin. VSechnytitjsou zakdzané Stovou

antidopingovou agenturou a deldetekovatelné prdmetodou HPLC-MS.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Doping ve sportu

Jako prvni obdobi, kdy se celéswa vdejnost z&ala zajimat o dopingovou
stranku sportu, se daji ozfitaSedesata |éta minulého stoleti. V tuto dobu iséndan
Knut Jensen a brit Tommy Simpson, oba profesiorglnicni cyklisté. V jejich krvi byly
nalezeny stopy amfetamiid.Poté sedmito piipady z&ala zabyvat Sitova cyklisticka
organizace (UCI, Union Cycliste Internationale) wverila prvni komisi uéenou jen
pro boj s dopingem a to Lékskou komisi spadajici pod Mezinarodni Olympijskyboy
(I0C-MC, The International Olympic Commitee — Meai€ommission).

Jejim prvnim krokem bylo vytieni Seznamu zakazanych latek (the List).
Pavodni navrh byl, Ze by zde gy byt obsaZzeny pouze latky, které laboratanohly
aspesre detekovat. OvSem pogjil byly do Seznamu zakazanych latek dapiyi metody
a dalsi latky, na které stale IOC-MC nédtm nagfiklad transfuze krvé&> Dalsi zaleZitost
byla akreditace laborato k odhalovani dopingovych latek. V s@snosti ma
tuto zalezitost na starosti &wva antidopingova agentura (WADA, The World
Anti-Doping Agency) a na $i je 34 laboratti. Jedna z nich se nachazi v Praze.

WADA byla zaloZena v roce 1999. Mezi zakladticipy jejiho zaloZeni p#to:
sjednoceni antidopingovych pravidel vSecktevych federaci; zakaz pozivani ri&ad
anabolickych steroid nejen profesionalnimi sportovci, ale i amatérytoaz divodu
piedevsim vedlejSich ¢inka a vlivu na jejich povahu {p srd€&ni problémy nebo
agresivitd); vyvoj novych metod k analyzovani latek ve vzorcia v neposledniads
propagace ¢istého" sportu ve statni, ale i mezinarodniiesfépod jednou jedinou
organizaci.

Doping byl poté zadefinovan jako: ,poruSeni jedmaf vice antidopingovych
pravidel uvedenych veilancich 2.1 a? 2.8 Stového antidopingového kodexb.
Sportovec samdejm¢ nesmi mit zakazanou latku ani jeji metabolitle.tNesmi pouzit
nedovolenou metodu a ani odmitnout poskytnuti vzdskz dostatmé diveryhodného
zdiavodreni. Nesplrini pozadavi tykajicich se dostupnosti sportovce pro testowdinio
Soutz a to ¥etre nedodani pozadované informace o migbbytu je taktéz poruseni.
SamozZejm¢ je zakdzana i jakdkoliv manipulace se vzorkem wuedo

k nereprodukovatelnosti analytéi snaha o podvod v jakékoliv jinéasti dopingové



kontroly. | drZeni¢i obchodovani stmito latkami je zakazano. To vSe je obsazeno
ve Swtovém antidopingovém kodexu (WAC, The World Antifidog Code) a vede k jeho
porusenf. NejdileZitsjsi ¢asti je Seznam zakézanych latek (the Prohibitet), Lligery je
kazdy rok aktualizovan.

Kazda Narodni antidopingova organizac€R to je Antidopingovy vybofeské
republiky, ma moznost testovat vSechny sportovjei Zi zemi, statni fislusniky acleny
mistnich sportovnich organizdciDéale jsou je&t testy mimosouni, které probihaji
bez gedchoziho oznameni. Ty plati ovSem pouze pro spmetoktdi jsou uvedeni
v Registru pro testovani. A ti pak musi zasilabinface o svém pobytu dle Mezindrodniho
standardu pro testovaniid@posledni druh testovani je tzv. ,cilené“. Jedn® $estovani
nenahodné, kdy se vybiraji dsportovci s¥tové #idy ¢i ti s nahlym rapidnim zlepSenim
nebo sportovci trenéra, jehoz jinyégenec jiz ndl pozitivni test. Posledni testovani jsou

ti se zastavenoti pozastavenodinnosti®



2.2 Kapalinova chromatografie

Kapalinovd chromatografie je nejstarsi znama chtograficka technika
vynalezena Michailem Cvetem. a¥dni instrumentaci byla f@devSim papirova
chromatografie (PC, paper chromatography) a nasleédnkovrstva (TLC, thin layer
chromatographyj.Jejich princip je podobny, rozliduji se pouze istaarni fazi (SF), kdy
u PC je to celulosa a u TLC rapxid hlinity nebo silikagel. Poté vznikla kolono\v.C,
kdy principem separace byly interakce se stacidnézi a sila atmosférického tlaku.
Az v 70. letech 20. stoleti vznikla HPLC. Jeji zaklbyl v GC, od které se liSi velkymi
pracovnimi tlaky a interakcemi s mobilni fazi. Saepmeé jsou i rozdily v detekati dalSi
instrumentaci.

HPLC sestava se sklada ze zasobnikobilni faze, HPLC jednotky, kolony
a detektord. HPLC jednotka je nejdeZitsjsi ¢ast celého systému. Obsahujerpadla
mobilni faze a ty jsou dvou drtihna principu velkoobjemovéithacky; které se pouzivaji
pro kapilarni kolony, maji bezpulzni rezim, aletjezdlouha¥jSi vyména a promyvani
mobilni faze (MF); &erpadla s malym objemeginné ¢asti, které obsahuji dva #pé
ventily a pouZivaji se ngjxlad pro napiové kolony. DalSim krokem je eluce. Ta je
tvorena cerpadly spolu se stBovacimi ventily ve sigsovaci komee. Muze byt
izokraticka, kdy se slozeni MF ném, a nebo gradientova, rapbinarni, ternarni
¢i kvartérni dle pétu sloZzek. Nasleduje davkovani vzorku a u HPLC jde&i moznosti.
Prvni je manudkh presnou dgikackou (nap. znaky Hamilton) pomoci smiky
a Sesticestného ventilu nebo s vyuzitim ivmito prostoru. Smika Ize plnit bd’ ¢aste&né
a nebo peplnit, gicemz olkd moznosti maji sva pro a proti. Druhou moznostika&ani
jsou automatické autoinjectory.

Praimérné kolona pro HPLC systém je napva s délkou jednotek aZz desitek cm
a vnitnim ptimérem 4,6 mm s velikostfastic 5um.° Lze se také setkat s monolitickymi
kolonami vyplrnymi poréznimi polymery. Systémy v HPLC jsou dvaunli — separace
na polarnich fazich (NP, normal phase) a separacaepolarnich chemicky vazanych
fazich (RP, reversed phase) —¢&alik dalSich jako naipklad chromatografie na éni¢ich
iontd, chromatografie iontovych par gelovd permemi chromatografieci afinitni

chromatografie.



Z&kladnim principem NP-LC je adsorpce. MF je sm@olarni nez sorbent a tak
analyt sowZi o aktivni mista na povrchu adsorbentu s MF. Reteje pak vysledek
rozdilu interakci analytu s adsorbentem a MF s rdstiem, cozZ jsouipdevsim interakce
dipol-dip6l*® Diky tomu je tento druh chromatografie vhodny eparaci izomér
¢i latek s vice funénimi skupinami, naopakibec neseparuje homologickady, nap.
alkany.

Chromatografie na reverznich fazich (RP-LC) vyazsiné polarni mobilni faze
a nepolarni faze stacionarni, hagilikagelu s C8-C18 fazemi. Hnacim mechanismem
retence jsou hydrofébni interakce mezi molekulaodywv MF a analytem. To Ize popsat
dvémi dgji a to rozalovanim a adsorpcit? Rozdklovani zavisi na chemické afiit
analytu k mobilni ¢i stacionarni fazi. Analyt f¥e byt je& minoritné adsorbovan
na zbytkovy povrch stacionarni faze a timispit k retenci. Tento druh kapalinové
chromatografie je v s@asnosti jednim z nejvice vyuzivanym a je vyhodny geparaci
homolod.

Detektory kapalinové chromatografie mohou byt &tendy dle rgkolika vlastnosti,
nag. destruktivni¢i nedestruktivni nebo selektividi univerzaln® Mezi nejroz&fensjsi
detektory pai spektrofotometrické. Jedinou podminkou je zdenosit absorpce éni.
Selektivnim a velmi citlivym detektorem je fluomielty s podminkou vykazovani
fluorescence. V ogmém [Fipact je jeSE moznost derivatizace dodanim fluoforu
do vzorku. Velmi citlivymi selektivnimi detektorysgpu elektrochemické, kde secin
zmeéna proudu fi prichodu elektroaktivni latky. Podminkou je vodiva nhobfaze a dli
se dale na amperometrické a coulometrické.

Jeden ze zékladnich univerzalnich detekjerrefraktometricky. Jeho vyhodou je
vysoka dete&ni hranice, ovSem nelze pouzit s gradientem MMcRrem je zde rozdil
indexu lomu s¥tla mobilni faze a analytu, kazdého v jinérme cele. DalSim je vodivostni
detektor, kdy je intenzita signalu dana elektrickendivosti mezi d¥mi elektrodami.
Podobnym je bezkontaktni vodivostni detektor, kelpsuziva vysokofrekveéni stidavé
napsti.

DalSi moznosti detekce pro HPLC je tiilad detektor rozptylu s¥la s odp&enim
mobilni faze (ELSD, evaporative light scatteringed¢or), aerosolovy detektor nabitych
¢astic (CAD, charged aerosol detector) nebo radinokgt ¢i detektor optické otAvosti.

Posledni druh detekce je v on-line spojenich. HR&Anozno kombinovat giznymi



spektrometrickymi metodami, jako rfapatomova absoimi ¢i emisni spektroskopie
nebo hmotnostni spektrometrie.



2.3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analytickh metoda abmgkle Sirokym polem
pisobnosti - od rozboru potravin aZ po hledani Zivot Marsu.**** Diky svym
vynikajicim vlastnostem, naprychlosti, vysokeé citlivosti nebo velmi nizkymmiitim
detekce, se i v jedenadvacatém stakedi mezi pedni fyzikal-chemické metody.

Joseph John Thomsortegstavil swj prvni hmotnostni spektrometr v roce 1912.
Blokové schéma typu — vzorek — zdroj ibrt analyzator — detektor — zpracovani dat - je
ale stéle stejné. Zavé&d vzorku niize byt bd’ piimé a nebo ziznych analytickych
separanich metod. Naiiklad z chromatografie — kapalinova (LC, liquid achratography)
¢i plynova (GC, gas chromatography). Mezi dalSi nostn miZze patit kapilarni
elektroforéza (CE, capillar electrophoresis§i pratokova injekni analyza
(FIA, flow injection analysis).

2.3.1. lonizace

Zakladni moznosti ionizace mameéda to tvorbu kation radikalu (N), ktery
vzniké vyrazenim elektronu, nebtjmutim protonu za vzniku iontu M M*.*°

lonizatni techniky jsou tvrdé a #ké. Do prvni kategorie piat ionizace
elektronem (EI, electron ionization). Zakladnimngipem je, Zze molekuly vzorku jsou
vystaveny proudu vysokoenergetickych elekirofrO eV), které z plynnych molekul
vytvaii molekulové ionty¢i fragmenty. Tato technika se pouziva v GC-MS azwa
vysoké fragmentace plynného anal{ftd’

Mezi  mekké ioniz&ni  techniky se ftadi chemicka ionizace
(ClI, chemical ionization). Je to metoda komplemeritdk El, dodavajici zbyvajici
informace o0 neznamé latce. Jako t@alplyn se nejastji pouziva methagi isobutan.

DalSi nekkou ioniz&ni technou je ionizace elektrosprejem (ESI, elegray
ionization), coz je druh ionizace za atmosférickdtaku (API, atmospheric pressure
ionization). Tato moznost obetie vyhodna pro vysokomolekularni latky, haproteiny.
Elektrosprej samotny je vytven diky silnému elektrostatickému poliigobicimu
na kapilaru, které je ziskano diky rozdilu potekicignezi kapilarou a protilezici
elektrodou. Na konci kapilary se t¥onaboj, ktery je dodan kapce, ktera se protahuje

se zvySovanym n&im a jakmile je pekratena sila povrchového n&p meéni swj



polokulovity tvar na tzv. Tayldiv kuZel, z kterého jsou dale uwiovdny menSi kapky.
Ty se mohou dale rozZbvat na vice menSich Zisledku odpgovani rozpousgdla.
Zarove se na jejim povrchu tvbelektricky naboj. Nabity molekulovy ion se pakoliwje

z povrchu kapky. OvSem wipact molekul okolo 5000 Da nenastava desorpce, nybrz
uvolnéni molekuly diky vyp#ovani rozpougdla, coz probihd uZz od tieni samotné
kapky_l5,18,19
DalSi druh ionizace je chemickd ionizace za atégragéého tlaku
(APCI, atmospheric pressure chemical ionizationgkk@ ioniz&ni technika. Analyt je
veden pimo do zmlZzovée a poté jsou kapky z&dty na teplotu, kdy nastava odpaani
rozpou&dla a vzorku v proudu plynu. DalSi krok je ionizaktera nastava v koronarnim
vyboiji. Pozitivni ionizace nastava segtji bud prijetim protonu nebo reakci s molekulou
plynu. V negativnim moédu je moznost tvorby novéuséminy, stejg jako v pozitivnim,
reakci s molekulou plynu a nebo vyraZenim protorfi** APCI se pouziva spise
pro polarni az meanpolarni latky a s elektrosprejem se navzajemitdgpl

100 000 ESI
Molekulova
hmotnost 10 000
1 000 APCI
nepolarni velmi polarni

Polarita latek
Obrazek 1: Volba ionizai techniky za atmosférického tlaku

v zavislosti na polaritlatky a jeji molekulové hmotnosti.

DalSi ioniz&ni techniky jsou najiklad bombardovani urychlenymi atondlyionty
(FAB/FIB, fast atom/ion bombardment). Nagtji se pouzivaji prvky argon, xenon
& cesium o energii 5 aZ 10 ke Dal$i moZnosti je samotna ionizagelesorpce laserem
(LDI, laser desorption ionization) nebo z&sti matrice (MALDI, matrix assisted LDI).
Druh& zmigna se vyuZiva iiedevsim pro relativhvelké molekuly - do 25 aZ 30 kBfa

- proteiny ¢i peptidy. Velmi pouzivané ionizai metody jsou jest fotoionizace



za atmosférického tlaku (APPI, atmospheric pressph®to ionization), termosprej
nebo nanoelektrosprej.

2.3.2. Analyzatory

Jakmile jsou v ionizatoru vytweny plynné ionty, jsou okaméiturychleny
elektrickym ¢i magnetickym polem do analyzatoru, ktery jednétliionty oddluje
dle jejich pongru hmotnosti ku naboji (m/Z). Kazdy analyzator pouziva nepatmdlisny
princip separace iotit Mohou byt rozdleny mezi analyzatory pulsni, kam pat
kvadrupdlovy, pilletovy a iontovy cyklotronovy analyzator. Druha pkwa se nazyva
spojita a paf sem magnetické analyzatory a kvadrupélové fiftry.

Prvni spektrometr vytueny Thomsonem v roce 1897%injako analyzator magnet,
z¢ehoz se vyvinuly moderni sektorové analyzatory.lekteickém poli probiha nejen
zrychleni iont,, ale i separace dle jejich kinetickych energiimsgnetickém poli jsou
ionty separovany diky velikosti ‘iz, coz odpovida z#mé velikosti magnetické
indukce®®

Dalsi analyzator je kvadrupdlovy analyzator. Digyé ces, vysoké rychlosti
snimani a p&u ionti prichazejicich z ionizatoru na detektor, ig&li mezi nejBznejsi
analyzatory. Slozeni tohotdiptroje je zetyi elektrodovych t§i. Zrychlené ionty putujici
z iontového zdroje jsou zde separovany dynamickigktieckym polem kvadrupélu podle
svych hodnot m/z. Tim pademugte (ve skenovacim maodu) pouze jedna hodnota m/z
prichazet do nasledného detektoru &igatly mezi analyzatory pulsh.

DalSim analyzatorem je iontova past. To jd@zani, které obeenvyuziva oscilani
elektrické pole k uchovani iaint Existuje 2D iontova past, ktera byla vyvinuta gz
a 3D iontova past,&kdy nazyvana jako kvadrupolové iontova past. Také@da z koncové
vstupni a vystupni elektrody a prstencovdedvé elektrody dohromady tiioi
kvadrupdlové pole. To ionty zachycuje ve svéiedi na stalych drahach. Naslede
hmotnostni spektrum ziskano diky @mam napti a frekvence a uvolmi nejdive iont
s niz§im m/z, které jsou vyraZzeny skrz elektrodydetektoru. Pouziva se jedtiidavek
helia jako inertniho plynu, ktery je pouzit pro @&béni = sniZeni gtu vzajemnych
interakci = zvySenidinnosti analyzatort®?*?*Vzhledem ke zfisobu funkce Ize provéd

MS", rekolikanasobné fragmentovani latky.



Prilétovy analyzéator (TOF, time of flight) ionty sepg podle jejich rychlosti
béhem jejich letu trubici poté, co jsou urychleny didem potencial. Pongr hmotnosti
ku naboji je zjistn zcasu letu ze zdroje iobtdo detektoru. Nespornou vyhodou TOF je
moznost detekovat rozsahlé steniny a tak se vyuziva spot€ s MALDI k identifikaci
latek s molekulovou hmotnostigs 30 kDd>2>%

Mezi moderni analyzatory pro hmotnosti spektroinepatii tzv. iontovy

cyklotronovy analyzator nebo orbitrap.

2.3.3. Detektory

Po analyzatoru ionty putuji do sekce, kde se rectétektor. Detekce iointje
obecr zaloZena na zakladejich nabojeci rychlosti’®?’ Mezi prvnimi detektory byla
napiklad fotograficka deska, kterd pracovala na ppadoho, Ze ionty se stejnym m/z
dorazi na stejné misto a to ztmavi.dTeZz je vSak tento druh detektoru zastaraly
a nepouziva se. DalSim podobnym je tzv. Faradg@pharek. Ten vyuziva jevu, kdy jsou
ionty uvnitt detektoru neutralizovany Buptijetim nebo odevzdanim elektronu, coz vede
k vytvoreni proudu, ktery je nasledlmesilen a zaznamenan.

OvSem nejastjSimi sokasnymi detektory, se kterymi se setkdme v hmotmnostn
spektrometrii, jsou ffistroje na bazi elektronovych nas&biTam ionty pichazeji na prvni
konverzni dynodu, ze které vyrazeji elektrony, &tgrozdji sekundarg na dalSich
dynodach emituji dalsi elektrony. Ty jsou urychloya vedeny elektrickym n&pm mezi
dynodami na konec elektrondsédi kde se nachédzi anoda spolu s konektory, které

nejastji vedou do poitacse >’

2.4 HPLC-MS

Spojeni kapalinové chromatografie (LC, liquid ahaiography) a hmotnostni
spektrometrie (MS, mass spectrometry) seidfka zdalo byt méhvhodné. MS pdebuje
vzorek v plynném stavu a LC se pouziva prackesté slodeniny, na které neni vhodna
plynova chromatografie. Stim spojeny problém bylv vrozpoustdla. Z analytu
se neodp@valo a tak byly pdeba velké pitoky, které se&ko ionizovaly. To viesil
bud’ ckli¢ toku a nebo moderni ionigai techniky, jako nap TSP (thermospray), ESI,
APCI & APPI, 1528
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2.5 Dopingové latky

Uziti dopingové latky je jedno zosmi moznych Eani S¥tového
antidopingovéhoradu® Tyto latky se mohou dogla dostat temi moznymi zpsoby.
Za prvé pijmuti za snahou o zvySeni sportovniho vykonu, mahé zmisobem gjaké
rekre&ni drogy a nebo posledni moZnost a to v I&kpotravnim dopiku.?® Dopingové
latky jsou rozdleny mezi ty, které jsou zakazany stéle, kadime i nepovolené metody
zvySeni vykonu, a ty, které pouzehem zavod.*® Dale je$t mezi rekolik kategorii podle
jejich vlastnosti, kam jsou azeny. Nafpiklad stimulanty, steroidy, proteiny, diuretika

¢i beta blokatory.

2.5.1. Zakazané ve vSech fipadech — Anabolické latky

Tato skupina rize byt dale rozglena mezi anabolické androgenni steroidy, to jsou

endogenni a exogenni latky (samy séle tvari / netvdi) a dalSi anabolické latky.

2.5.1.1.Testosteron

Anabolické steroidy jsou syntetické derivaty pranéto latky - testosteron je
steroidni hormon tvdci se v lidskémde z cholesterold! Bshem Zivota maizné &inky
na lidské &lo - nag. vyvin sekundarnich pohlavnich zriakebo zvySeny nést svalove
hmoty>? Dostat do &la testosteron lze dmi zpisoby. Oralg a injeléns. FYi prijeti
této latky orald se nésledh metabolituje na &Sinou neaktivni latky. Diky tomu
se pouziva metabolit testosteronu - dihydrotestosie ktery ma w¥tSi afinitu
k androgennim reception, prpadré testosteron undecancdt’ Nejcastjsi odwstyi
sportu, kde se tato latka pouziva jsou silové ggakio napiklad vzpiranii kulturistika.

Primarni moznost detekce této latky vdinge poner testosteronu a jeho
metabolitu, epitestosteronu (T/E)fijRutim exogenniho testosteronu se zvySi hladina
testosteronu v mio, ovSsem ne epitestosterontiitnz se zvysi posr T/E. Mezni hranice je
pro pongr T/E 4.0 a stanovuje setkolika technikami. WADA preferuje volbu GC-MS,
ovdem byly vyvinuty i dalsi techniky, jak ho zj@vat® Jednou z nich je HPLC-MS
s analyzatorem doby letu, kterou opublikoval Damacé.P., et. af® Jeji vyhodou je
zkraceni doby analyzy na necelych patnact minefp&ani limitu detekce a zjednodusSeni

piipravy vzorku. Chromatograficky systém se v tomftdpack skladal z mobilni faze
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destilované vody s 0,1% kyseliny mrage(A) a methanolu s 0,1% té samé kyseliny (B).
Pratok 350ul/min a nasledujici gradient: nac&ku 75% A a 25% B, po nadavkovani
vzorku linearni pechod az na 95% B¢hem 9-ti minut, zdrzeni se na 95% B 1,5 min
a nasledanavrat na 75% Adnem 0,5 min.

Po zjiSéni vysSiho porfru T/E nasleduje hmotnostni spektrometrie, hledajic
izotopovy pondr (IRMS, isotope ratio mass spectrometry), konkrgtoner 2*C/*°C, ktery
potvrdi ¢i vyvrati nalez exogenniho testosterafiyjiného steroidu, ktery obsahuje ngn
13c3® Bylo zjistno, Ze celkovy testosteron v lidskénslet je sodtem v&ech
nahromadnych, kteréslovak piijme z potravy’® Oviem synteticky se tato latka vyrabi
pouze z jedné rostliny, kterA ma tento gomayrazré nizSi. K této metotl se WADA
uchyluje i v gipadt, kdy je v ma@i nalezena vysoka koncentrace stetipikiteré indikuji
piitomnost zakazané latky nebo jsou jejimi metabolioncentrace testosteronu
¢i epitestosteronu nesmirgsahnout 200 ng/ml, androsteronu a etiocholanalénuag/I
a DHEA (dehydroepiandrosteron) 100 ng/ml.

Existuje ovSem spousta dalSich metod, jak detakimshosteron. Jednou z nich je
test na ketoconazol, co? je latka, kterd snizuj® jeladinu®® Dalsi moZnosti jsou testy
na hormony, fedevsim ty, které uviliji gonadotropin a hormony luteiniga *%° Ty
jsou ¢asto ozné&ovany jako prekurzory testosteronu, jsou ale i sdai@ zakazany jako
dopingové latky vdle sportovceé® Déle je detekce testosteronu a jeho éstepzna
v plasng a ve vlasech pomoci GC-M3* A posledni moZnosti jsouizné imunologické

testy zaloZené najilad na kapilarni elektroforéZé.

2.5.1.2.Dalsi anabolika

DalSimi anabolickymi zakdzanymi latkami jsou td9—norsteroidy, ¥ele s latkou
nandrolon (19-nortestosteron). Je to i latkaiitiose v lidském &de, ovSem v nizké
koncentraci, jeji mezni limit je 1 ng/rffi.Na jeji detekovani se pouZiva obvykla metoda
a to giprava vzorku mé a nasledna GC-MS fipadré pro potvrzeni exogennihaipodu
GC-IRMS. Metodu GC-MS v tomto fjpact publikoval jiz Ward R.J. se zji&tim,

Ze anabolické steroidy, jako strukténelmi podobné latky, jsou identifikovatelné stajno
metodou a to GC-M& Nandrolon je, co se & dopingu, zodpasny za fist svalové

hmoty a urychleni regenerace po zmin¢i operaci** Do tsla se niize oviem dostat
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i nechtné a to v podob raznych potravinovych dopka a to uz v mnozstvi mikrograim
které jsou nasledndetekovateln&

2.5.2. Zakazané ve vSech fipadech — Peptidové hormony a proteiny

Peptidové hormony a proteiny maji stejnou struktyako endogenni latky
v lidském ¢le, jsou €Zko detekovatelné &sto navic zvysujidinnek jinych dopingovych

latek, napiklad steroid.*’

2.5.2.1.Ristové hormony

Lidsky ristovy hormon (hGH, human growth hormone) je latkaZzend
ze 191 aminokyselin o molekulové hmotnosti 22 kDdpowdna za st svalové hmoty
a snizovani desného tuku. Jeji stanoveni zd&nge mozné jen diky velmi citlivym
imunodiagnostickym tesin, protoZe koncentrace v ®ioje cca 100x — 1000x mensi
neZ v krvi*’ Na detekci tistovych hormo v krvi se pouZivaji dva Zgoby. Nepimy, kdy
se mohou naléztizné zavislé faktory jako néjlad IGF-1 (insulin-like growth factor)
nebo markery — osteocalcin. Této metody se vyuptedlevSim diky delSi debzivota
téchto latek, na rozdil od samotnydlstovych hormoa, které ji maji velmi kratkou. DalSi
cesta je fimy zpisob. Bylo zjis¢no, Ze pi dopingu pomoci exogennichistovych
hormoru v lidském &le stoupne pouze hladina n&$i formy, v porovnéni s ostatnimi, a to
té o molekulové hmotnosti 22 kJaA.Oviem samotné endogenfistové hormony jsou
nalézany ve vice formach — modifikovany monomemwtnosti 20 kD& kyselé a vice
fragmentované formy. A tak se v oficialnim testumpei imunoanalyzy #&fi pomner
22 kDa formy a vSech zbylych. Tyto testy jsou ovS&mso¥ omezeny do 36 hodin

po posledni injekci.

2.5.2.2.EPO
Erythropoietin (EPO) je glykoprotein o molekulovénotnosti 30400 -gnol™.
V lidském ¢€le je produkovan jfedevSim ledvinami, ale v malém mnoZstvi i jatry
a mozkem. Jeho produkce je ovima mnozstvim kysliku v tkanichfipiz§im mnoZstvi
se tvdi EPO, které je vedeno k recepior do kostni ¢eng, kde jsou tvéeny erythrocyty.
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Az se hladinacervenych krvinek dostane na svoji Urdyeerythropoietin se festane
tvorit.*® Proto je EPO pouZivanigdevsim cyklisty a sportovci ve vytrvalostnich
disciplinach, ktd se snazi zvySit mnozst&rvenych krvinek.

Nepiima metoda detekce je zaloZzena na sekundarnichersatktéto latky v krvi
a to napiklad hodnoty hematokritu nebo o retikulocyt.*® Ptimé stanoveni ma zéaklad
v rizné glykosylaci endogenni a exogenni foffhA tak se daji elektroforéZrseparovat
diky svému tiznému naboji. OvSem musi se tak stat do 24 hodipgsbedni injekci,
jakmile je casova prodleva &si nez 3 dny, ugsnost detekce je na hranici 50%. Byla
ovSem vyvinuta jestjedna metoda (Lasne F.) a to separace pomoceldaeké fokusace
(IEF, isoelectric focusatiorff. Ta vyuZziva faktu, Ze rekombinovany lidsky erythoiggin
(rHUEPO) je meéa acidicky nez endogenni a tak je mozné od sebe&lodd mizné

druhy - alfa, beta i omega EPO.

2.5.3. Zakazané ve vSech fipadech — Diuretika

DalSi moznost, jak zabranit dokazani dopingu v Kivmoci, je kryti zakdzané
latky. Ktomu se pouZivaji dva druhy latek. Diukati coZ jsou latky, které zvySuji
odvodréni organismu, a maskovaci latky, které mohou naréiSizatajit gritomnost
speficické latky nebo sniZit jeji koncentrali.

VSechny tyto latky jsou k nalezeni v Seznamu zak@zh latek a mezi nejznéjsi
pati albumin, maskovaci latka, a mezi diuretika skapthiazidi. Jsou to heterogenni
latky o relativié nizké molekulové hmotnosti a tak se daji detekowvatcti pomoci
chromatografickych a spektrometrickych technik. 8G-1ze ale pouzit pouze wipad
derivatizace® Dalsi moZnosti je LC-MS, kterou publikoval Devenke, et al** Pritok
pii separaci byl 0,3 ml/min a mobilni faze jsou 1%skwyctova (A) a acetonitril (B).
Gradient z&ina na 85% A po 2 minuty, poté&hem 10-ti minut se line&éndostane
na 45% A, pak &hem 8 minut na 35% A a nakonec skoktzpa 85% A a 10 minut

na uvedeni do rovnovahy.

2.5.4. Zakazané ve vSech fipadech — Beta-2 blokatory

Beta-2 blokatory jsou latky, které se pouZzivajekerstvi nap. na I&bu astma
¢i bronchitidy. Na lidskédo pisobi podob# jako anabolika a toistem svalové hmoty.
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Tyto latky s nizkou molekularni hmotnosti se defiekunoci napiklad pomoci GC-M%.
Limity detekce (LOD, limit of detection) jsou od30ng/ml pro salbutamol az po 5,0 ng/ml
pro clenbuterol. Dalsi moznosti je kapalinova chatrgrafie s vodivostni detekci, jak
publikoval Shen S., et &f. Tato technika ma LOD 2,0 ng/ml pro salbutamol &0 X@/ml
pro clenbuterol. Vyhodou je rychlos&ieni a to 8 minut.

2.5.5. Zakazané ve vSech fipadech — Zakazané metody zvySeni vykonu

Do této kategorie p#ttii metody: zvySeni fgnosu kysliku, chemicka a fyzicka
manipulace se vzorkem a genovy dopihg.

Zvyseni obsahu kysliku ve svalech a tim padenchejiykonnost je mozno vice
zpasoby. Spanek v kyslikovém startii trénink ve vysokych nadniskych vyskach
zakazané nejsou, ovSem transfuze krve je. VSedbmtama je metoda ziskani vlastni
okyslicené krve a nasledné infuzéed vykonem. Toto jetkko detekovatelné, ale igsto
je. Bylo zjis&no, Ze hem skladovani klesa hladina 2,3-difosfoglycePatDetekce cizi
krve je jednodussi, nebmbsahuje mnohem vice antigenez jen A, B, Rh a 0 a tak je
velmi mald prav8podobnost, Ze by dva jedinciéintyto hodnoty stejné. Délka Zivota
cervenych krvinek je 3 aZz 4 gwice a tak se tato krevni transfuze da pomoci flow
cytometrie dote detekovat?

Mezi fyzikalni a chemické metody patpredevsim iizné podvody — za#meni
masi nebo jeji poskozerif. A posledni zakdzanou metodou je genovy dopiriyoéni
snahou této techniky bylodéni chudokrevnosti pomoci erythropoietinu, kterj\igadan
do burgk v lidském &le.>*
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2.5.6. Zak&zané pouze Bhem soutzZi a zavodi — Stimulanty

Stimulanty jsou obeen latky, které psobi na centralni nervovy systém

(CNS, central nervous system). Teniza €lo ovlivnit mnoha rozknymi zpisoby
- nag. zménou nalady, zvy$enou Bdsti & pohybovou &innosti®> Mnoho z nich jsou
latky v €le se tvdici a tak byly vytvéeny hranéni limity detekované v mi, kdy uz je
latka povaZovana za dopingovou a kdy za endog@nriro stimulant cathin
(norpseudoefedrin) to je mg/ml, pro efedrin a metylefedrin 1@g/ml. Nalezeni
jakkéhokoliv jiného zakdzaného stimulantu winaznamena poruSeni &ového
antidopingového kodexu. Ov&em existuji i stimularikteré jsou povolen®. Napiklad

pseudoefedrirti kofein. Jsou ale na seznamu latek, které jsouitm@mvany ohleda

mozZnosti zneuZziti jako dopingu.

2.5.6.1.Amfetamin

Amfetamin je heterogenni latka o hmotnosti 135aj/rktera se tive pouZzivala
v [ékarstvi na I€bu narkolepsie, akutni spavosti. Je také prekumzomenoha jinych
latek - nap. metamfetaminu, parahydroxyamfetaminéi methylamfetaminu, které
se detekuji pomoci stejnych metod jako amfetamport®dvci ho zneuzivaji iepdevsim
diky rychlé mobilizaci CNS a produkci noradrenaliiu

Na detekci této latky s nizkou molekulovou hmothesnaii se pouziva fedevsim
GC-MS>® Na oficialni potvrzeni nalezeni amfetaminu jefpba jak reteiniho ¢asu
z chromatografie, tak udaj z hmotnostniho speki@D pro detekci amfetaminu touto
metodou, kterou publikoval van Thuyne W. et al.e 30 ng/ml s reteémim ¢asem
4,95 min. Podobnou moZnosti je LC-MS dle Anderrsbhaet al’’ Je preferovana diky
jednodussi ppraw vzorku a lepSimu LOD - 0,6 ng/ml. Vipadt této metody byla
pouzita kolona C18 sdmi mobilnimi fazemi: 25 mM kyselina mravéin
s 1% acetonitrilu (A) a stejna kyselina, jen s 9@&etonitrilu (B). Piitok 0,3 ml/min
a gradient z&al s 9% B, ktery lineagvzrostl na 20% B #hem 4 minut. Poté za dalSi
3minuty az na 100%. DalSim moznym ugpbem detekce v mib je pomoci
imunologickych test®® Amfetamin Ize zjiovat i vkrvi a to diky elektroforéznim

metodam, nap elektroforéze s detekci pomoci diodového pole.

16



2.5.6.2. Efedrin

Efedrin je latka, ktera ma na lidskélat vliv jako déle trvajici adrenalin.tiBobi
aktivné na kardiovaskularni systém a hiepo deaktivuje alfa a beta adrenoreceptory.
Efedrin se doda casto dostane i diky potravinovym dlhm ¢i Iékaim vyrobenym
z rostliny Ephedra (Ma Huang).

Efedrin je pouze jedna latka ze skupiny efedriBem pai jeSt pseudoefedrin,
norefedrin, methylefedrin a norpseudoefedrin, zngaky cathin. Jsou to vSechno opticky
aktivni latky a prvni d¥ z &chto ¢tyi nejsou zakazané dikdastému lékskému vyuZziti.
Detekce spg&iva opit v chromatografickych metodachivwdni metodou byla plynova
chromatografie s termoionizaim (NP) detektorefff Detekovanou koncentraci
pro efedrin byly v tomto ifjpadt 4 pg/ml s opakovatelnosti 6,0. Ale diky dluhotrvajicim
piipravdm vzorku byla vyvinuta i rychla a citlivd mda pouzivajici GC-M$:
Na derivatizaci vzorku byl pouzit anhydrid kyselipgntafluoropropionové a celkova doba
jednoho mdfeni byla cca 6 minut. Separace vice latek — skupamfetamird
a efedriri - prokehla do i minut s LOD od 1,5 ng/ml az po 6,25 ng/ml.

Byly vyvinuty ale i dalSi metody zaloZené na kapaté chromatografii. Jednou
z moznosti je HPLC se spektrofotometrickym UV deeém®? Zde byly vyzkouseny
vzorky jak s plasmou, tak s &g ovSem se Spatnymi vysledky. DalStZa byt spojeni
LC-MS, jak publikoval Deventer K., et &. To bylo vyzkou$eno s C8 kolonami
a chromatografickym systémem skladajicim se z 2ilmich fazi: voda/acetonitril (98/2)
s 0,1% kyseliny octové (A) a 0,01% kyselina trifloctova (B). V tomto fipact byla
pouzita izokraticka eluce siiokem 0,4 mil/min. Celkovy¢as ngieni jednoho vzorku byl
16 min. Jednou z dalSich moznosti je pouziti kapiladnové elektroforézy (CZE) s LIF
(laser-induced fluorescence) detektof¥nPred samotnou separaci je nutna extrakce
vzorku a jeho derivatizace. Vzorky stimulard koncentraci 22 ng/ml jsou detekovatelné
touto metodou €asem ndreni 10 min. Vyhodou je prévtato kratka doba a nizka cena

zaizeni.

2.5.6.3.Kokain

Kokain je znamy jako rekréni droga, oviem je to i zakadzany stimulantsdbi
na CNS a kardiovaskularni systém zvySenim tepieankino tlaku. V lidskémeéte kokain
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metabolituje na &kolik latek v zavislosti na Zisobu poZziti a latkach, které byly pozivany
spolé&né — nap. alkohol. VSechny tyto metabolity¢etns pivodniho kokainu, mohou byt
detekovany v m&d pomoci LC-MS, jak zjistil Langman L.J, et &l.Chromatograficky
systém se v tomtoripadt skladal z dvou mobilnich fazi: 20 mM — mragan amonny (A)

a methanol/acetonitril (50/50) (B). Nastavenyiatpk byl 270 pl/min a dosaZeny
LOD 1,0 ng/ml. Alternativnim zjsobem detekce je néklad pouziti extrakce na pevné
fazi a nasledné iontové mobilni spektrometfi@etekeni limity se pohybuji od 4 ng/ml
do 10 ng/ml v zavislosti na metabolitGas samotné spektrometrie je 20 s, ctihgsi

velmi rychlou metodu na detekci kokainu.

2.5.7. Zakazané pouze Bhem sougzi a zavodi — Narkotika

Narkotika jsou latky velmi podobné stimulant a jsou také stegndetekovatelné.
Zakladem je oft plynova chromatografie, ta uz s termoionizanim detektorem
nebo s hmotnostnim spektrometrem, ktery se poudigapotvrzeni, protoZze je geba
jak sretenini ¢as, tak i spektrum z M3. Mezi nejznanysi narkotika paf morfin, ktery
se dive pouzival v lékistvi a je obsaZzen wkolika drogach. Jeho LOD pomoci GC-NP
nebo GC-MS je v tomtoifpads 50 ng/ml>® Dalsi zndmou latkou je heroin, zndmé droga
rychle tvdici zavislost. LOD pro tuto metodu je 200 ngAhle ale i vyvinuta metoda
LC-MS na detekci 18 druhnarkotik v m@i, véetné téchto dvou dosahujici LOD od

0,5 ng/ml aZ po 20 ng/ml.

2.5.8. Zakazané pouze Bhem soutzi a zavoad — DalSi latky

Posledni skupiny zakazanych latek jsou kanabinaidyukokortikosteroidy. Mezi
nejznangjSi kanabinoidy pdt hasiS a marihuana. Pro tyto latky jsou znarnedevsim
kvalitativni testy a aZz poté se zjie kvantita. Imunologické testyi tenkovrstva
chromatografie (TLC, thin layer chromatography)woi ¢i vyvrati ndlez kanabinoidu.
Pro kvantitu se 1ive pouzit metoda, kterd zahrnuje extrakci na pdamé a LC-MS
s detektorem doby letu (TOEY.Mobilni faze této techniky se skladala z 5 mM +aoc
amonného v 0,1% kyselinmraverti (A) a acetonitrilu (B). Ritok byl v tomto pipad

nastaven na 0,3 ml/min a gradientinal na 10% B, vzrostl na 40% Bhem 10-ti minut,
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75% B v 13,75 min a 80% dase 16 minut. Hranice WADA pro karboxy-THC
(tetrahydrocannabinol) v nibje 15 ng/mi*®

Glukokortikosteroidy maji protizé&tivé (cinky a jejich syntetické analogy jsou
zakazany, mezi nejzn&msi pati kortizol. Jedna z detékich moznosti je LC-MS
s ionizaci elektrosprejeffi. V zavislosti na strukiie glukokortikosteroidu jsou detaki

limity od 5 ng/ml do 20 ng/ml.

2.5.9. Latky zakdzané pouze v #kterych sportech

Tato skupina zahrnuje pouze ¢diatky. Alkohol a beta blokatory. Alkohol je
zakazan pouzetpzavodech ve sportovnich o#tvich jako napiklad automobilovych
¢i motocyklovych zavodech, karate, letectiiimodernim gtiboji. Stanovuje se z krve
a hranice od WADA je 0,1 mg/ml. Beta blokatory jdaktéZ zakazany jencbem soutzi

a to v mnoha sportech — rfafetectvi, lukostelbs, zapasui golfu.®
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Instrumentace

Praktické&tast byla provedena s vyuzitim kapalinového chrografo System Gold
(Beckman, USA) a LCQ hmotnostniho spektrometrunsoiou pasti (Thermo Electron,
USA) s ionizaci elektrosprejem. Kolona byla &a Supelco (Discovery, Zr-Carbon
15cm x 2,1 mm x 3um, Bellefonte, PA, USA). # zpracovani rostlin rodu Ephedra byla
pouzita centrifuga zia&y Denverlinstrument (Denverinstrument Company, USA)

Obrazek 2: Spojeni kapalinového chromatografu Bexkima hmotnostniho spektrometru Thermo Finnigan.

(Katedra Analytické chemie, Univerzita Palackéhtmribuc)
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3.2 Chemikalie

Presné navazky latek byly rozp&sdy ve snmdsi voda:methanol (1:1) na zasobni
roztok o koncentraci 1 mg/ml. (voda - Millipore, e Purification Systems, Direct UV,
18,2 MQ-cn?; methanol — Biosolve, 99,5 %.). Jednalo se o lagfgdrin, metamfetamin
a parahydroxyamfetamin (kvalita p.a., Ustav Soudnitékastvi, Fakultni Nemocnice
Univerzity Palackého, Olomouc)iiPy néstik byl proveden se vzorkem o koncentraci
100 mg/l. Na mobilni fazi byly pouzZity tyto latkyacetonitril (Merck, 99,9 %),
kyselina 3,5-dinitrobenzoova (Fluka, 98 %) a vosldl{pore, Water Purification Systems,
Direct UV, 18,2 MX-cn?). F¥i hledani optimalnich podminek separace bylysjestuzity:
kyselina trifluoroctova (Fluka, 99 %) a kyselinaptafluoromaselna (Fluka 99,5 %).

Pro experimentalridst byly zaji&ny rostliny Ephedra Sinica, Ephedra Americana,
Ephedra Fragilis a Ephedra Likiangensis z KatedotaBiky, Univerzita Palackého,

Olomouc.

OH
“CHjs
CHj
Obrazek 3: Efedrin ((R,S)-2-(methylamino)-1-fengpan-1-ol)

“CHj
CHg

Obrazek 4: Metamfetamin ((S)-N-methyl-1-fenylprogzamin)
NH,

CHj4
HO

Obréazek 5p-Hydroxyamfetamin (4-(2-aminopropyl)fenol)
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3.3 Metoda

Nastaveni kapalinové chromatografie bylo stgkem 0,1 ml/min a izokratick&
eluce v ponsru A:B 70:30. Mobilni faze A byla 5 mM - kyseling53dinitrobenzoova
s 5% cetonitrilu a B acetonitril.  Hmotnostni  spektetr obsahoval ionizaci
elektrosprejem v pozitivnim moédu a tato nastavemeplota vyltivané kapilary byla
studovana od 100 °C do 200 °C a na z&khagkledki byla vybrana teplota 175 °C; vliv
priaitoku zmlzovaciho plynu na kvaliziskaného hmotnostniho spektra byl studovan od
40 do 100 jednotek a bylo vybrano 80 jednotek;étiapa sprejovaci kapité bylo
studovano od 5,0 do 6,5 kV a vybrano bylo 5,6 k¥pti na vstupni kapii@ bylo
nastaveno pomoci automatického ¢laigd jez je sowasti gisluSného programového

vybaveni a bylo nastaveno na 10 V.

3.4 Pracovni postup

Z pripravenych zésobnich roztibkefedrinu (EPH), metamfetaminu (MET)
a parahydroxyamfetaminu (PHA) o koncentraci 1 gllylptipraveny kalibr&ni roztoky
ve snesi voda:methanol (1:1) o koncentracich latek 1 m@/Img/l, 5 mg/l, 10 mg/l
a25mg/l. Ty byly nasledn davkovany gikackou Hamilton do kapalinového
chromatografu.

Pfiprava vzork rostlin rodu Ephedra (Ephedra Sinica, Ephedra Acaea,
Ephedra Fragilis a Ephedra Likiangensis) se sk#adabzeteni 300 mg rostliny wéci
misce a pevedeni do 20 ml methanolu. Poté byly vzorky 30unmultrazvuku a pak
se Zfiltrovaly. Poté se vzorky vysuSilyipp0 °C a kvantitativé se gevedly do 1 ml

mobilni faze. Na z&¥r byly vzorky umisiny do centrifugy (10000 ot./min) na 20 minut.

3.5 Pouzité programové vybaveni

Zakladni statistické zpracovani dat bylo realizevdpomoci programu Microsoft

Excel 2003, ostatni vy@ty byly provedeny programem QC.Expert (2.7).
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Vyvoj HPLC metody

Kapalinova chromatografie je technika, ktera sejeatatky ze smsi a givadi
do detektoru. V této praci byla pouzita technikaerenich fazi (RP-LC). Mobilni faze
byla polarijSi nez stacionarni, kterou byl oxid zirkeity. Hledani optimélni mobilni faze
zatalo se systémem A = deionizované voda a B = methB&fidzokratické eluci se latky
neseparovaly zivodu stejnych rete@mich ¢adi, coz byl nejastjSi problém i u dalSich
mobilnich fazi. Byl tedy zkouSen &St gradient, ovSem bez lepSich vyslédiDalSi
moznosti bylo upraveni pH a tdigénim 0,5 % kyseliny mravéndo vody. Separace
téchto ti latek (EPH, MET a PHA) stdle nenastidvala a taka gvolena kyselina
heptafluoromaselna o koncentraci 10 mmol/l jak@lsdoA. Bohuzel ani ip izokratické
¢i gradientové eluci nebyly latky stale separovaBalSi volbou byla 0,1 % kyselina
trifluoroctové jako sloZzka A a jako sloZzka B statethanol. Tato mobilni faze byla také
nevhodn&. Posledni Zmou byl gechod na sloZku B acetonitril a jako sloZzka A byla
pouzita kyselina 3,5 - dinitrobenzoova o koncents&ammol/l obsahujici 5 % acetonitrilu.
Eluce byla pouzita izokratickd a to v pém A:B 70:30 s pitokem 0,1 ml/min.Cas
jednoho mdteni se pohyboval kolem 15-ti minut, coZ je podohfas ve srovnani
s Deventerem (2009), ktery stejnou metodou sephrpeaze skupinu efednin Jako
mobilni fazi v jeho pipact byl pouzit 2 % acetonitril s 0,1 % kyseliny octcagako druha
slozka byla 0,01 % kyselina trifluoroctové&asem nsteni 16 minuf?

Dal$i podobnou metodu publikoval Trujillo (2008)Mobilni faze v jejich pipads
obsahovala octan amonny, kyselinu octovou, acetoaitvodu v pondru 3,8 g octanu
na 30 ml acetonitrilu, 20 ml kyseliny octové a 500 vody. V jejich gipad probihala

separace pouze skupiny efedranretekni ¢as posledniho z nich byl 23 minut.
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Obrazek 6: Chromatogram separovanéssriii latek o koncentraci 2 mgl/l.

Sledované ionty sy m/z = 148 [EPH-HO+H]', m/z = 150 [MET+H]
am/z =107 [PHA-CHCHs-NH,+H]". Tyto ionty byly vybrany pro kvantifikani (ely
diky své nejvySsi intenzit Jejich identifikace byla zaloZena nejen na zaklaghto

poneria naboje ku hmotnosti, ale téZ na zakladntrenych fragmentaich spekter.

4.2 Vyvoj kvantifika ¢ni metody

Kalibratni body pro miteni byly vyvijeny vrozmezi koncentraci od 1 mgll

az po 25 mg/l. Kazdy bod byl zden tikrat a pamér ploch piki byl vynesen do grafu.
Ztéchto bodi byla spgitana data pro vSechnyii tseparované latky — efedrin,
metamfetamin @-hydroxyamfetamin. Mez detekce pro EPH byla koneast 0,767 mgl/l,
pro MET 1,040 mg/l a pro PHA 1,890 mg/l. Mez kvéikéice byla ve stejném padi

1,134 mg/l, 1,538 mg/l a 2,795 mg/l. V porovnamuslikaci Deventera et. al. (2009)

se kvantifik&ni limit snizil (LOQ 5 mg/l), nebd v jejich publikaci byl jako limit
kvantifikace pouZit kalibréni bod s pijatelnou reprodukovatelnosti.V dalsim pipads
(Trujillo, 2003) byla mez detekce 0,5 mil.
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Kalibratni pfimka je dana s#mnici a absolutnintlenem a to pro kazdou latku
takto:
e Efedrin: y = 19780424x + 65869052
* Metamfetamin: y = 2791542x + 17652729
e p-hydroxyamfetamin: y = 4532889x + 55187269

Vysoké hodnoty sirnic dokazuji, Ze je tato metoda velmi citlivd. Meauhou
stranu ale vysoké hodnoty absolutnédéni poukazuji na velky Sum a mozny p&iovy
efekt kolony.

Relativni smrodatné odchylky se pro smmici pohybovaly od 2,6 % (EPH) az po
6,4 % (PHA). U absolutnickilena byly zaznamenany tyto odchylky od 6,5 % (PHA)
po 9,6 % (EPH). Determitini koeficient R kalibrasnich gimek byl pro EPH 0,998,
coz je vysSi nez publikoval Deventer (2009) s wiséen 0,962, ktery pro kalibeai
piimku pouZil body v rozmezi koncentraci od 5 do 29I Pro dal$i latky byl R MET
0,996 a PHA 0,988.

Latka EPH MET PHA
Mez detekce (mg/l) 0,767 1,040 1,890 Metoda dle
Mez kvantifikace (mg/l) 1,134 1,538 2,795 ISO 11843-2
Smérnice 19780424 2791542 4532889
Smér, odchylka 514845 98578 290824
Rel, smér, odchylka (%) 2,60 3,53 6,42
Absolutni €len 65869052 17652729 | 55187269
Smér, odchylka 6326520 1211345 3573709
Rel, smér, odchylka (%) 9,60 6,86 6,48
Determina €ni koeficient 0,998 0,996 0,988 (Excel)

Tabulka 1: Vysledky z #feni kalibr&ni piimky.




Zavislost velikosti plochy piku na koncentraci
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Obrazek 8: Spektrum efedrinu ze&ino koncentraci 10 mg/l.
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Obrazek 10: Spektrumprhydroxyamfetaminu ze s#ai o koncentraci 10 mg/l.
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4.3 Piiprava a méreni realného vzorku

Redlné vzorky, rostliny rodu Ephedra, byly z#i§t z Katedry Botaniky,
Prirodowdecké Fakulty, Univerzity Olomouc. Poskytnuty bydyuhy Ephedra Sinica,
Ephedra Americana, Ephedra Fragilis a Ephedra hgeasis.

Kazdy z gipravenych vzorik byl desetkrat ieden, tikrat zméten a vysledna

zpramérovana plocha vztazena na 1 ml dosazena do katibpeimky.

Druh Koncentrace (mg/l) | Smér. odchylka | Rel. smér. odchylka (%)
Ephedra Sinica 73,00 4,99 6,84
Ephedra Americana 7,02 0,33 4,70

Ephedra Fragilis

Ephedra Likiangensis

Tabulka 2: Realné vzorky a jejich hmotnostni korize.

Druh Obsah efedrinu v 1 g (ppm) Smér. odchylka | Rel. smér. odchylka (%)
Ephedra Sinica 811,37 55,41 6,83
Ephedra Americana 78,00 3,66 4,69

Ephedra Fragilis

Ephedra Likiangensis -

Tabulka 3: Redlné vzorky a obsah dané latky v 1 g.

Po dosazeni do kalibmai primky bylo zjiS€no, Ze vzorek Ephedra Sinica
obsahoval koncentraci efedrinu 73,00 + 4,99 mgdhdtlra Americana 7,02 + 0,33 mg/l.
Druh Ephedra Fragilis obsahovala koncentraci efiegrovSsem v hodnétpod limitem
kvantifikace. U druhu Ephedra Likiangensis byla ¢@mrace efedrinu pod limitem
detekce.

Hmotnostni spektra nazt@vala jest pritomnost dalSich latek ze skupiny efedrin

a to norefedrinu a pseudoefedrinu diky jejich molekym hmotnostem.
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Obrazek 11: Spektrum ziskandémerovanim piku pro m/z = 166. (lon efedrinu pro vZoEphedra Sinica.)
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5. ZAVER

Spojeni dvou analytickych metod, kapalinové chromeafie a hmotnostni
spektrometrie, se stalo moderniménaym postupem na separaci a detekci latek. Nejinak
tomu bylo i vtéto praci, kdy byly separovanii nizkomolekularni latky. Efedrin,
metamfetamin @-hydroxyamfetamin.

Optimalni mobilni faze se skladala z5 mM — kyseli3,5-dinitrobenzoové
obsahujici 5 % acetonitrilu a acetonitrilu samotméBeparace probihala do 15-ti minut
s retenimi ¢asy cca 8,5 min pro EPH, 9,5 min pro PHA a 14,5 pnonMET.

Kalibracni model byl vytvéen na pipadnou kvantifikaci &hto latek. Pro
demonstréni &ely aplikaniho potencidlu navrhnutych method bylo kvantifikoo
mnozstvi efedrinu ve 4 vybranych rodech Ephedry.

Ve dvou z nich byl kvantifikovan obsah efedrinugphedra Fragilis byl detekovan,
ale pod limitem kvantifikace a u druhu Ephedra aigensis byl obsah efedrinu
pod limitem detekce. Druh Ephedra Sinical mbsah efedrinu 811,37 £ 55,41 ppm v 1g
rostlinného vzorku. Ephedra Americana obsahovalad78 3,66 ppm v 1 g vzorku.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

UCl The Union Cycliste Internazionale
I0C The International Olympic Commitee

IOC-MC The International Olympic Commitee — Medi€ammission

IAAF International Amateur Athletic Federation
WADA The World Anti-Doping Agency

WAC The World Anti-Doping Code

NP normal phase

RP reverse phase

LC liquid chromatography

M™ kation radikal

MH"* molekulovy ion

El electron ionization

Cl chemical ionization

ESI electrospray ionization

API atmospheric pressure ionization

APCI atmospheric pressure chemical ionization
APPI atmospheric pressure photo ionization
TSP thermospray

MALDI matrix assisted laser desorption / ionization
FAB fast atom bombardment

FIB fast ion bombardment

m/z mass to charge ratio

TOF time of flight

MS mass spectrometry

LC liquid chromatography

GC gas chromatography

IRMS isotope ratio mass spectrometry

hGH human growth hormone

rhGH recombinant human growth hormone
EPO erythropoietin
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rHUEPO recombinant human erythropoietin

IEF Isoelectric focusation

CNS central nervous system

CZE capillary zone electrophoresis
LIF laser induced fluorescence
EPH ephedrine

MET metamphetamine

PHA p-hydroxyamphetamine
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