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Povzetek

Androgeni anaboli¢ni steroidi (AAS) so skupina najpogosteje zlorabljanih snovi v Sportu.
Zaradi Stevilnih nezelenih ucinkov je njihova uporaba v kliniéne namene omejena, tako da
jih danes najpogosteje sreCujemo v povezavi z dopingom. Tako kot v ve€ini drzav po svetu
tudi v Sloveniji spadajo med nelegalne snovi. V Kazenskem zakoniku je zapisano, da je
prepovedano proizvajati, predelovati, prodajati ali ponujati naprodaj, hraniti in prenasati
nedovoljene snovi v Sportu. Kljub temu so AAS relativno lahko dostopni na razlicnih
internetnih straneh. Vecina izdelkov, ki vsebujejo AAS in so ponujeni na internetnih
straneh, ni proizvedena v skladu z naceli dobre proizvodne prakse (GMP).

V okviru diplomske naloge smo Zzeleli razviti enostavno in hitro metodo, primerno za
dolocanje desetih izmed najpogosteje zlorabljanih AAS. Izdelke, ki naj bi vsebovali AAS,
smo analizirali z uporabo visokolocljivostne tekocCinske kromatografije (HPLC) z UV
detekcijo. Najprej smo optimizirali parametre nase metode ter postopek priprave vzorcev.
V nadaljevanju smo zeleli ugotoviti, kakSna je dostopnost izdelkov, ki naj bi vsebovali
AAS preko svetovnega spleta, ter preveriti njihovo kakovost v smislu istovetnosti in
vsebnosti deklarirane u€inkovine.

Preizkusili smo 11 vzorcev, ki naj bi vsebovali razlicne AAS. Metodo smo validirali v
skladu z ICH smernicami v smislu to¢nosti, ponovljivosti, linearnosti, ponovljivosti
injiciranja ter stabilnosti raztopin standardov. Pri osmih vzorcih smo ugotovili, da
vsebujejo deklarirano u¢inkovino, dva vzorca sta vsebovala drug AAS od deklariranega, en
vzorec pa ni vseboval nobenega AAS izmed tistih, za katere smo imeli standarde. Od
enajstih vzorcev je le en vzorec vseboval deklarirano koli¢ino u¢inkovine.

Nekateri vzorci niso imeli deklaracije, na kateri bi bile poleg uc¢inkovine navedene tudi
pomozne snovi, kar nam je povzroCalo teZave pri pripravi raztopin vzorcev. Imeli smo
tezave pri homogenizaciji in raztapljanju vzorcev. Posledica tega je, da za noben vzorec
nismo uspeli dokazati to¢nosti. Tako za noben vzorec ne moremo potrditi, da je vsebnost
ucinkovine, ki smo jo dolo¢ili, pravilna. Zaradi nezadostne koli¢ine vzorcev analiz nismo
mogli ponoviti.

Dokazali smo, da so izdelki, ki naj bi vsebovali AAS lahko dostopni na spletu. Nad temi
izdelki ni nobene kontrole in ni nujno, da sta kvalitativna in kvantitativna sestava taksni,

kot je deklarirano. Zato ti izdelki predstavljajo resno groznjo za zdravje uporabnikov.

III
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Seznam okrajSav

AAS Anaboli¢ni androgeni steroidi

DHEA Dehidroepiandrosteron

DHT Sa-dihidrotestosteron

E/T Razmerje epitestosteron/testosteron

FSH Folikle stimulizirajo¢i hormon

GC Plinska kromatografija

GMP Dobra proizvodna praksa (Good Manufacturing Practice)

HPLC Visokolocljivostna tekocCinska kromatografija (High Performance Liquid
Chromatography)

IRMS Masna spektrometrija razmerja izotopov (Isotope Ratio Mass
Spectrometry)

LC Tekocinska kromatografija (Liquid Chromatography)

LH Luteinizirajo¢i hormon

MOK Mednarodni olimpijski komite

MS Masna spektrometrija

MSTFA Metilsililtrifluoroocetna kislina

MSS Ministrstvo za olstvo in §port

NAK Nacionalna antidopinSka komisija

NDR Nemska demokrati¢na republika

Ol Olimpijske igre

OKS - ZSZ  Olimpijski komite Slovenije — ZdruZenje $portnih zvez

RIA Radioimunska analiza

RSD Relativna standardna deviacija

THG Tetrahidrogestrinon

TMS Trimetilsilil

WADA Svetovna anidopinska agencija (World Anti-Doping Agency)
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1. Uvod

V danaSnjem svetu je Sport postal velik posel, v katerem se obraca ogromno denarja.
Zaradi teh razlogov je marsikateri Sportnik zavestno pripravljen tvegati svoje zdravje za
uspeh. Anaboli¢ni androgeni steroidi (AAS) so snovi, ki pove€ujejo misicno maso in moc,
vendar imajo hkrati tudi veliko nevarnih neZelenih u¢inkov. Na listi prepovedanih snovi
Mednarodnega olimpijskega komiteja (MOK) so od aprila 1974 in so skupina najpogosteje

zlorabljanih nedovoljenih snovi. (1)

1.1. Doping

Obstaja ve¢ definicij dopinga. Prvo je leta 1963 sprejel Svet Evrope, ki definira doping kot
uporabo telesu tujih snovi z edinim namenom, da se umetno in na neposten nacin izboljsa
sposobnost Sportnika na tekmovanju. Poleg tega pomeni doping tudi razli¢ne fizioloske
ukrepe, ki izboljSajo dosezke Sportnika. (2)

Uradna slovenska definicija pravi, da je doping uporaba snovi ali postopkov, ki so
prepovedani s strani MOK-a in Nacionalne antidopinske komisije (NAK). MOK
opredeljuje doping kot uporabo, jemanje in vnasanje ali vbrizgavanje katerekoli snovi ali
postopka, prepovedanega s strani medicinske komisije MOK-a. (3) NajnovejSo definicijo
dopinga je postavila Svetovna antidopinSka agencija (WADA), ki doping definira kot
uporabo zvijace, bodisi snovi ali postopka, ki je potencialno nevarna za Sportnikovo
zdravje, oziroma je zmoZna izboljSati njegove sposobnosti; ali prisotnost prepovedane
snovi v Sportnikovem telesu ali dokaz o uporabi le-te ali dokaz o uporabi prepovedanega
postopka. (4)

Izraz doping je bil prvi¢ omenjen leta 1889 v angleskem slovarju, vendar so prvi poizkusi
izboljSanja Sportnikovih zmoznosti veliko starejSi. Prvotno je izraz doping (dope)
oznaceval pripravek, ki so ga dajali konjem in je vseboval opij. »Dope« je bil tudi izraz za
sredstvo, pripravljeno iz ostankov grozdja, ki so ga uporabljali Zulu vojaki. Sredstvo so
uporabljali za pove€anje hrabrosti v boju in pri verskih obredih. Po letu 1900 je izraz
»dope« pomenil uporabo nedovoljenih sredstev pri tekmovalnih konjih. (2)

Prvi primeri dopinga segajo Ze 5000 let nazaj. Kitajci so kot poZivilo uporabljali Ma
Huang (ekstrakt iz efedre). Indijski fizik Sutruta je leta 300 p.n.S. priporocal uZivanje

testisov pred bitkami za povecCanje agresivnosti. Enako so poceli tudi Huni. Znani so
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primeri uzivanja halucinogenih gob na anti¢nih olimpijskih igrah. Doping je bil na anti¢nih
olimpijskih igrah strogo prepovedan, vendar so bile sankcije redke.

O primerih dopinga v vmesnem Casu med anticnimi olimpijskimi igrami in modernim
¢asom je na voljo le malo podatkov. Znano je, da so Inki za izboljSanje Sportnih dosezkov
uzivali kokain in kofein. V 19. stoletju so kolesarji in ostali vzdrzljivostni Sportniki za
doseganje boljSih rezultatov uporabljali strihnin, kofein, kokain, alkohol, nitroglicerin ter
heroin. Te snovi so Sportniki uZivali posamezno ali v razliénih kombinacijah, kar se je
posledi¢no odrazilo tudi v Stevilnih smrtnih primerih. (2)

Leta 1960 je na olimpijskih igrah v Rimu zaradi uzivanja amfetaminov umrl danski kolesar
Knut Jensen. Prav tako je zaradi uzivanja amfetaminov v kombinaciji z alkoholom leta
1967 na Tour de France umrl britanski kolesar Tommy Simpson. Za omenjena Sportnika so
nedvoumno dokazali, da sta umrla zaradi dopinga. (5)

Poznani so Stevilni primeri nenadnih smrti pri Sportnikih, za katere obstajajo sumi, da so
posledica dopinga, vendar jih niso uspeli dokazati. Eden tak$nih primerov je nenadna smrt
ameriSke atletinje Florence Giffith-Joyner leta 1998. Mediji so za njeno smrt okrivili
doping, vendar je obdukcija pokazala, da je umrla naravne smrti (intrakranialna krvavitev),

kar pa ne izkljuCuje popolnoma moznosti zlorabe dopinga. (2)

1.1.1. Organizacije za boj proti dopingu

Leta 1928 je Mednarodna atletska zveza (IAAF) postala prva mednarodna Sportna
organizacija, ki je prepovedala uporabo pozivil v Sportu. Mnoge Sportne organizacije so ji
sledile, vendar so bile omejitve neucinkovite, saj ni bilo nobene kontrole. Leta 1963 je Svet
Evrope ustanovil komisijo za boj proti dopingu v Sportu. Leta 1965 sta Belgija in Francija
sprejeli protidopinsko zakonodajo. Leta 1966 sta Mednarodna kolesarska zveza (UCI) in
Mednarodna nogometna zveza (FIFA) priceli z dopinSkimi kontrolami. V naslednjih letih
so jima sledile Se druge mednarodne Sportne organizacije. Leta 1965 so zaceli izvajati
dopinske kontrole tudi v Jugoslaviji. Leta 1967 je MOK ustanovil prvo medicinsko
komisijo. Dopinske kontrole na olimpijskih igrah so uvedli leta 1968 na zimskih igrah v
Grenoblu ter na poletnih igrah v Ciudad de Mexicu. (2)

Prvi korak k mednarodni harmonizaciji boja proti dopingu je bila Evropska konvencija
proti dopingu v Sportu, ki jo je leta 1989 sprejel Svet Evrope. To konvencijo je Slovenija

ratificirala leta 1992 in se s tem zavezala k boju proti dopingu. Leta 1989 je v Reykjaviku
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Ministrski komite Sveta Evrope sprejel resolucijo o uvedbi kontrole dopinga brez
opozorila zunaj tekmovanj. Leta 1996 pa je bila v Sloveniji ustanovljena Nacionalna
antidopinska komisija (NAK). (6)

Leta 1998 je na Tour de France prislo do velikega dopinskega Skandala. Na francosko-
belgijski meji so pri maserju ekipe Festina odkrili ampule z eritropoetinom, ekipo pa so
kasneje diskvalificirali. (7) Na podlagi teh dogodkov je od 2. do 4. 2. 1999 v Lozani v
Svici potekala Svetovna konferenca o dopingu v Sportu. Sprejeta je bila Lozanska
deklaracija o dopingu v Sportu, na podlagi katere je bila 10. 11. 1999 ustanovljena WADA.
(2) Leta 2005 je bila sprejeta Mednarodna konvencija proti uporabi nedovoljenih snovi v
Sportu, ki jo je Slovenija ratificirala leta 2007.

Leta 2005 je NAK sprejela Svetovni kodeks proti dopingu, s ciljem, da bi delovala kot
neodvisna organizacija proti dopingu v Republiki Sloveniji. Leta 2009 sta Ministrstvo za
Solstvo in $port (MSS) in Olimpijski komite Slovenije — ZdruZenje $portnih zvez (OKS —
7Z87) na podlagi Mednarodne konvencije proti uporabi nedovoljenih snovi v $portu in
Svetovnega kodeksa proti dopingu sprejela dopolnjeni Protidopinski pravilnik NAK-a, ki v
Sloveniji celovito ureja namen, organizacijo in postopke kontrole dopinga na nacionalni

ravni. (3)

1.1.2. Lista prepovedanih snovi in postopkov 2011

WADA vsako leto objavi Listo prepovedanih snovi in postopkov. Sestavljena je iz treh
delov. V prvem delu so navedene snovi in postopki, ki so prepovedani na in izven
tekmovanja, v drugem delu snovi in postopki, ki so prepovedani le na tekmovanju, v
tretjem delu pa snovi in postopki, ki so prepovedani le v dolo¢enem Sportu. Spodaj so
navedeni razredi snovi in postopkov, ki so objavljeni v Listi prepovedanih snovi in

postopkov leta 2011. (3)

Snovi in postopki, ki so prepovedani ves Cas (na in izven tekmovanja)
Prepovedane snovi

e anaboli¢ni agensi

e peptidni hormoni, rastni dejavniki in sorodne snovi,

e beta-2-agonisti,

e antagonisti hormonov in modulatorji,
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e diuretiki in ostali maskirni agensi.

Prepovedani postopki
e povecevanje prenosa kisika,
e kemijska in fizicna manipulacija,

e genski doping.

Snovi ki so prepovedane na tekmovanju
e pozivila,

e narkotiki,

e kanabinoidi,

e glukokortikosteroidi.

Snovi, ki so prepovedane samo v dolocenih Sportih
e alkohol,

® Dbeta-blokatorji. (3)

Spodaj so navedeni anaboli¢ni agensi, ki so zajeti v Listi prepovedanih snovi in postopkov

v letu 2011.

AAS

Eksogeni AAS, vkljucno z: 1-androstendiol (Sa-androst-1-en-3f3,17p-diol), 1-androstendion
(5a-androst-1-en-3,17-dion), bolandiol (19-norandrostendiol), bolasteron, boldenon,
boldion (androsta-1,14-dien-3,17-dion), kalusteron, klostebol, danazol, (17a-etinil-17f-
hidroksiandrost-4-eno[2,3d]izoksazol), dehidroklormetiltestosteron, (4-kloro-17p-hidroksi-
17a-metilandrosta-1,4-dien-3-on), dezoksimetiltestosteron (17a-metil-5a-androst-2-en-
17B-ol), drostanolon, etilestrenol (19-nor-17a-pregnen-4-en-17-ol), fluoksimesteron,
formebolon, furazabol, (17B-hidroksi-17a-metil-Saandrostano[2,3-c]-furazan), gestrinon,
4-hidroksitestosteron,  (4,17B-dihidroksiandrost-4-en-3-on), mestanolon, mesterolon,
metenolon, metandienon, (17B-hidroksi-17a-metilandrosta-1,4-dien-3-on), metandriol,
metasteron (2a,17a-dimetil-5Sa-androstan-3-on-17-ol), metildienolon (17p-hidroksi-17a-
metilestra-4,9-dien-3-on), metil-1-testosteron (17B-hidroksi-17a-metil-5a-androst-1-en-3-
on), metilnortestosteron (17B-hidroksi-17-metilestr-4-en-3-on), metiltrienolon (17p3-

hidroksi-17a-metilestra-4,9,11-trien-3-on), metiltestosteron, miboleron, nandrolon, 19-
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norandrostendion (estr-4-en-3,17-dion), norboleton, norklostebol, oksabolon, oksandrolon,
oksimesteron, oksimetolon, prostanozol (17B-hidroksi-5a-androstano[3,2c]pirazol),
kinbolon, stanozolol, stenbolon, I-testosteron (17B-hidroksi-Sa-androst-1-en-3-on),
tetrahidrogestrinon (18a-homo-pregna-4,9,11-trien-17B-0l-3-on), trenbolon in ostale snovi

s podobno kemijsko zgradbo ali podobnim bioloskim u¢inkom.

Endogeni AAS, kadar so uporabljeni eksogeno: androstendiol (androst-5-en-3f3,17B-diol),
androstendion (androst-4-en-3,17-dion), dihidrotestosteron (17B-hidroksi-5a-androstan-3-
on), prasteron (dehidroepiandrosteron-DHEA), testosteron in 5a-androstan-3a,17a-diol ter
naslednji metaboliti in izomeri: Sa-androstan-3a,17a-diol, Sa-androstan-3f3,17a-diol, Sa-
androstan-3f3,17p-diol, Sa-androstan-3a,17a-diol, androst-4-en-3a,17a-diol, androst-4-en-
3a,17B-diol, androst-4-en-3f,17a-diol, androst-5-en-3a,17a-diol, androst-5-en-3a,17B-diol,
androst-5-en-3f3,17a-diol, 4-androstendiol (androst-4-en-3f3,17p-diol), S5-androstendion
(androst-5-en3,17-dion), epi-dihidrotestosteron, epitestosteron, 3a-hidroksi-Sa-androstan-

17-on, 3B-hidroksi-5a-androstan-17-on, 19-norandrosteron, 19-noretioholanolon.

Ostali anabolicni agensi vkljucujejo tudi naslednje in ne samo te: klenbuterol, selektivni

modulatorji androgenih receptorjev (SARM), tibolon, zeranol, zipaterol. (3)

Ker se nenehno pojavljajo nove snovi in postopki, s katerimi Zelijo Sportniki izboljSati
svoje dosezke, WADA Listo prepovedanih snovi in postopkov dopolnjuje tako pogosto,
kot je potrebno, vendar ne pogosteje kot vsako leto.

Nanjo uvrsti snovi in postopke, za katere obstajajo medicinski ali drugi znanstveni dokazi,
da ima neka snov ali postopek vpliv na izboljSanje Sportnikovih dosezkov, takojSen ali
kasnej$i Skodljiv vpliv na zdravje Sportnika, kr$i duh Sporta, ali pa sluzi kot kritje za
uporabo drugih nedovoljenih snovi in postopkov (t. 1. maskirni agensi). Analizne tehnike
za dokazovanje zlorabe dopinga se nenehno izpopolnjujejo. Zaradi tega se odvzeti vzorci
za dopinska testiranja hranijo in po potrebi testi ponovno izvedejo. Vzorci se hranijo osem

let in v tem Casu je mozno kaznovati Sportnika zaradi krSitve predpisov proti dopingu. (3)
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1.2. Androgeni anaboli¢ni steroidi (AAS)

Testosteron in njegovi derivati so moski spolni hormoni, ki nastajajo v cloveskem telesu in
so normalno prisotni pri vseh ljudeh. Vi§je koncentracije teh hormonov imajo moski. V
organizmu spodbujajo rast skeletnih miSic (anaboli¢ni ucinki) in razvoj moSkih spolnih
znakov (androgeni ucinki). (7)
Leta 1886 sta O. Zoth in F. Pregl naredila raziskavo o u¢inkih ekstrakta testisov na miSice.
Vase sta injicirala vodni ekstrakt bikovih testisov ter skozi serijo vaj merila moc¢ sredinca.
Njuna raziskava je potrdila, da se je izboljSala mo€ in vzdrzljivost miSic. To je bila prva
raziskava, ki je nakazovala, da imajo AAS pozitivne u¢inke na Sportne dosezke in moZznost
uporabe v te namene. (7)
Razvoj sinteznih AAS se je zacel v tridesetih letih prejSnjega stoletja, kmalu po izolaciji in
dolocitvi strukture testosterona. Testosteron je leta 1935 izoliral E. Lacqueur, A. Butenandt
pa je dolocil njegovo strukturo. Prvi je testosteron sintetiziral L. Ruzicka. Leta 1939 je
prejel Nobelovo nagrado za kemijo, in sicer za delo na spolnih hormonih. (8)
Ze od samega zaGetka razvoja sinteznih AAS so glavni cilji le-tega usmerjeni v:

e Jocitev anaboli¢nih od androgenih u¢inkov,

e doseganje Cim visje bioloske uporabnosti pri peroralni uporabi,

e zmanjSanje toksi¢nosti (zlasti hepatotoksicnoti) pri peroralni uporabi. (7)

1.2.1. Zloraba AAS v Sportu

AAS so skupina u¢inkovin, katere razvoj je ze vseskozi tesno povezan z njihovo zlorabo.
Zal je Ze kar nekaj ¢asa eden od ciljev tudi priprava derivatov z anaboli¢nimi uéinki,
katerih naj obstoje¢e metode dopinske kontrole ne bi zaznale. V poznih 40. letih prejSnjega
stoletja so AAS priceli uporabljati body-builderji, kmalu pa se je njihova uporaba razsirila
Se na druge Sporte (nogomet, plavanje, hokej, atletika, kolesarstvo, wrestling...). Skrb
zbujajoca pa je uporaba AAS med Sportniki v srednjih Solah in na fakultetah. (7)

Leta 1952 so na zimskih olimpijskih igrah (OI) v Oslu v garderobi nekega hitrostnega
drsalca nasli viale s testosteronom. Leta 1956 je na svetovnem prvenstvu v dviganju utezi
sovjetski zdravnik povedal svojemu ameriSkemu kolegu dr. Johnu Zieglerju o pozitivnih
ucinkih testosterona na zmoznost treniranja ter izboljSanja dosezkov Sportnikov. Takrat se
je Ziegler odlocil, da bo za svojo ekipo razvil nov anaboli¢ni steroid, ki bo imel manj

androgenih ucinkov. Rezultat tega je bil metandrostenolon, ki ga je razvil s pomocjo
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farmacevtskega podjetja Ciba. Ciba je nato Se naprej razvijala nove derivate z namenom
lo¢itve anaboli¢nih in androgenih u¢inkov. Do leta 1963 so razvili Ze Stevilne derivate
testosterona, med njimi fluoksimesteron, oksimetolon, nandrolon fenpropionat ter
stanozolol.

V 60. in 70. letih se je mo¢no povecalo Stevilo uporabnikov AAS, prav tako pa tudi nabor
komercialno dostopnih AAS. AmerisSke in britanske Sportne organizacije so se nekaj Casa
upirale priznanju u¢inkovitosti AAS. Tako je bilo Sele v 80. letih sprejeto dejstvo, da so
AAS sposobni izboljSati Sportne dosezke pod dolo¢enimi pogoji: Sportnik mora Ze pred
zaCetkom jemanja AAS intenzivno trenirati, med jemanjem AAS mora nadaljevati z
intenzivnim treningom, njegova prehrana mora vsebovati veliko beljakovin.

Glede na vrsto Sporta se odmerki AAS razlikujejo. Pri vzdrZljivostnih Sportih se AAS
uporabljajo v terapevtskih ali celo nizjih odmerkih, pri Sportih, pri katerih je zazeljena
vedja misiéna masa, pa se uporabljajo odmerki, ki mo¢no presegajo terapevtske. Sportniki
uporabljajo AAS za povecano zmoznost treniranja v ¢asu, ko ni tekmovanj. Obicajno jih
uporabljajo v ciklih, ki trajajo od 8-12 tednov. Tako Sportniki najprej 8-12 tednov jemljejo
AAS, temu sledi priblizno enako dolg cikel brez AAS. S tem naj bi dosegli bolj$i ucinek,

hkrati pa naj bi se izognili pozitivnemu rezultatu na doping testu. (7)

RazSirjenost uporabe AAS med vrhunskimi Sportniki

Najpogosteje zlorabljani AAS pri Sportnikih so testosteron, nandrolon, stanozolol,
metandienon, boldenon, metiltestosteron, metenolon ter drostanolon. Zaradi relativno
majhnega Stevila vrhunskih Sportnikov in pogostih testiranj je v javnosti pogosto prisotno
prepri¢anje, da je relativno lahko oceniti razSirjenost uporabe AAS med vrhunskimi
$portniki. Vendar pa je to prepri¢anje zmotno. Sportniki nodejo priznati uporabe AAS in
jo hocejo na razli¢ne nacine tudi prikriti. Za Sportnika in Sport, v katerem le-ta nastopa, ima
pozitiven rezultat dopinSke kontrole Stevilne negativne posledice: prepoved nastopanja,
finan¢ne posledice ter nacet ugled samega Sportnika in Sportne panoge. Obstajajo Stevilni
nacini za prikritje uporabe nedovoljenih substanc. Nekateri izmed njih so: uporaba
maskirnih sredstev (diuretiki, probenecid...), kateterizacija urina, zamenjava vzorca,
manipulacija z vzorcem...

Ze nakazan problem pri ugotavljanju pogostosti uporabe AAS pri $portnikih je rezim
jemanja: Sportniki pogosto jemljejo AAS v procesu treninga, z jemanjem pa prekinejo

dovolj zgodaj pred tekmovanjem, da je test negativen. To se je spremenilo z uvedbo
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testiranj izven tekmovanj. Vendar se je s tem pojavil nov problem: vse drzave ne izvajajo
testiranj izven tekmovanj v enaki meri. Problem je zlasti v drzavah tretjega sveta ter
drzavah v razvoju, ki imajo omejena finan¢na sredstva. (7)

Na Norveskem so med letoma 1977 in 1995 izvedli raziskavo o pogostosti uporabe
dopinga v Sportu. Izkazalo se je, da se s pogostostjo doping testov manjSa delez pozitivnih
vzorcev. (9)

AAS se pogosteje uporabljajo v Sportih, kjer je najpomembnejSa mo¢ (dvigovanje utezi,
rokoborba, wrestling..). Med Sportniki v teh Sportnih panogah velikokrat velja prepricanje,
da brez AAS ne morejo uspeti, vendar pa so AAS razsirjeni tudi v drugih Sportih. Veliko
primerov zlorabe AAS je tudi pri plavanju, kolesarstvu, teku na smuceh in atletiki.
Predvideva se, da je uporaba AAS pri vrhunskih Sportnikih zelo pogosta. Med letoma 1984
in 1988 naj bi vsaj 40 % zenske olimpijske ekipe ZDA za Seul 1988 uporabljalo AAS. Ta
podatek samo potrjuje pomembnost testiranj izven tekmovan;.

Scarpino je leta 1990 objavil raziskavo o uporabi dopinga med italijanskimi Sportniki, v
katero je bilo vklju€enih 1015 Sportnikov ter 216 trenerjev, zdravnikov in menedZerjev. 10
% Sportnikov je priznalo redno uporabo AAS. 62 % teh Sportnikov je priznalo, da so zaceli
z jemanjem AAS po pritiskih trenerjev in menedZerjev za izboljSanje rezultatov. 70 %
Sportnikov je priznalo, da je bil dostop do nedovoljenih substanc enostaven. (7)

Prvi dopinski testi za AAS so bili izvedeni leta 1976 na OI v Montrealu. Prvi Sportnik, ki je
bil ujet pri zlorabi AAS je bil nizozemski deseterobojec Eduard de Noorlander, ki je
najbolj$i rezultat v karieri dosegel z 9. mestom na OI leta 1968 v Ciudad de Mexicu.
Njemu so sledili Stevilni drugi Sportniki, ki so bili pozitivni na AAS. Verjetno
najodmevnejsi je primer kanadskega Sprinterja Bena Johnsona, ki je bil leta 1988 na OI v
Seulu pozitiven na AAS. (7) Pred tem je osvojil dve bronasti medalji na Ol leta 1984 v
Los Angelesu (100 m in Stafeta 4 X 100 m). Zaradi pozitivnega testa na stanozolol je bil
na Ol leta 1988 diskvalificiran, odvzeli so mu tudi svetovna rekorda, ki ju je postavil leta
1987 na svetovnem prvenstvu v Rimu ter na Ze omenjenih OI 1988. Po preteceni kazni
(dveletni prepovedi nastopanja) se je leta 1991 vrnil na tekmovanja, vendar nikoli ve¢ ni

dosegel tako odmevnih rezultatov. (10)
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Nekateri odmevnejsi primeri Sportnikov, ki so bili pozitivni na AAS so Se:

Lyudmila Enquist (atletika): AAS (1993) - svetovna prvakinja leta 1991 in 1993 v
teku na 100 m z ovirami, zlata medalja na OI 1996 v Atlanti

Vitalij Klicko (boks): AAS (1996) - trenutni svetovni prvak po verziji WBC v tezki
kategoriji, bil je tudi ze svetovni prvak po verziji WBO,

Petr Korda (tenis): nandrolon (1998) — zmagovalec Odprtega prvenstva Avstralije
leta 1998,

Dennis Mitchel (atletika): testosteron (1998), afera BALCO 2003 - dobitnik
bronaste medalje v teku na 100 m na OI leta 1992, zlate medalje na OI 1992 v
Barceloni (Stafeta ZDA 4 x 100 m), ter srebrne medalje na OI 1996 (Stafeta ZDA 4
X 100 m),

Dieter Baumann (atletika): nandrolon (1999) — dobitnik zlate medalje na OI 1992 v
Barceloni v teku na 5000 m, evropski prvak leta 1994 v teku na 5000 m in dobitnik
srebrne medalje na OI 1988 v teku na 5000 m,

Linford Christie (atletika): nandrolon (1999) - dobitnik srebrnih medalj na OI 1988
(100 m in Stafeta Velike Britanije 4 X 100 m) ter zlate medalje v teku na 100 m na
OI 1992, svetovni prvak v teku na 100 m leta 1993,

C. J. Hunter (atletika): nandrolon (2000), afera BALCO — svetovni prvak leta 1999,
dobitnik srebrne medalje v suvanju krogle na OI 2000 v Sydneyu, medaljo so mu
kasneje zaradi pozitivnega dopinSkega testa odvzeli,

Frank de Boer (nogomet): nandrolon (2001) — nogometa§ nizozemske
reprezentance, Ajaxa, Barcelone in Galatasaraya,

Stireyya Ayhan (atletika): goljufija pri dopinSkem testiranju (2001), stanozolol in
metandienon (2007) - dozivljenjska prepoved nastopanja zaradi drugega
dopinskega prestopka — evropska prvakinja v teku na 1500 m leta 2002,

Dwain Chambers (atletika): tetrahidrogestrinon (THG) (afera BALCO 2003) —
dobitnik bronaste medalje v teku na 100 m na evropskem prvenstvu leta 1999,
Marion Jones (atletika): THG (afera BALCO 2003) —na OI v Sydneyu je zmagala
v treh disciplinah (tek na 100 m, 200 m, Stafeta ZDA 4 X 400 m), v dveh
disciplinah je osvojila tretje mesto (skok v daljino, Stafeta 4 X 100 m), vendar je

bila nato zaradi dopinga diskvalificirana
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e Floyd Landis (kolesarstvo): testosteron (2006) — zmagovalec Tour de France 2006,

a so mu zmago kasneje odvzeli zaradi pozitivnega dopinskega testa. (10)

Na Zalost je doping prisoten tudi med slovenskimi Sportniki. Slovenija je v svetovnem vrhu
po Stevilu pozitivnih dopinSkih primerov na $tevilo vrhunskih $portnikov. Kljub temu, da
so AAS skupina najpogosteje zlorabljanih snovi v Sportu, pa so bili do sedaj slovenski
Sportniki, ki so padli na dopinSkem testu, v vecini primerov pozitivni na druge snovi. Na
AAS so bili pozitivni naslednji slovenski Sportniki:
o Hedvika Korosak (atletika): testosteron (1994) — drzavna dvoranska prvakinja v
troskoku 1994,
e Jgor Majcen (plavanje): nandrolon (1999) — 6. Mesto na 1500 m kravl na OI 1992,
3. na evropskem prvenstvu na 1500 m kravl leta 1999,
o Sandi Papez (kolesarstvo): testosteron (2000) — 15. mesto na OI 1988 v
kronometru,
e  Rusmin Dedi¢ (nogomet): testosteron (2003) — nogometa§ NK Rudar Velenje,
e Sasa Prokofjev (atletika): testosteron (2003) — Clanica Stafete 4 X 400 m na OI
2000,
o Primoz Skerbinek (alpsko smucanje): stanozolol (2003) — nekdanji slovenski
reprezentant v hitrih disciplinah,
e Bostjan Simunic (atletika): drostanolon (2006) — 37. mesto na OI 2004 v Atenah,
o Tomaz Nose (kolesarstvo): testosteron (2007) — drzavni prvak v cestni dirki 2006.

(10, 11)

Dopinski program v NemSki demokrati¢ni republiki (NDR)

Po zdruzitvi Nemcije leta 1989 so na dan prisli dokumenti, ki so razkrili, da so v Nemski
demokrati¢ni republiki (NDR) v 70. in 80. letih prejSnjega stoletja izvajali sistemati¢en
dopinski program. Vanj so bili vkljuceni politiki, visoki Sportni funkcionarji, trenerji,
zdravniki, farmacevti in ostali strokovnjaki ter farmacevtsko podjetje Jenapharm. V
program je bilo vklju€enih preko 10000 Sportnikov, med katerimi so posebno pozornost
namenjali mladim Sportnicam, za tajnost projekta pa so skrbeli tudi vohuni. Program so
zaceli izvajati leta 1966, s ciljem, da bi svojo drZzavo najbolje promovirali z doseganjem
vrhunskih rezultatov v Sportu. V ta namen so ustanovili posebne Sportne Sole za mlade

talente, kjer so izvajali dopinske programe. Tako so nekaterim Sportnicam ze pri enajstih

10
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letih zaceli dajati injekcije AAS pod pretvezo, da gre za vitamine. Zaradi izboljSanja
metod za kontrolo nedovoljenih snovi so leta 1974 uvedli Se sistematicno kontrolo
dopinga, da bi se izognili pozitivnim rezultatom dopinskih testov. Tako se je pogosto
dogajalo, da so Sportniki v zadnjem trenutku odpovedali nastop na tekmovanju. Zaradi
takSnega sistema od leta 1977 na dopinskih testih ni bilo nobenega pozitivnega Sportnika
iz NDR. Po razkritju dokumentov so se oglasili Stevilni Sportniki, ki so bili vkljuceni v
program. Vecina jih je priznala, da so uporabljali doping. Mnogi izmed teh Sportnikov
imajo Se danes tezave z zdravjem, predvsem zaradi uporabe AAS. Najbolj znan je primer
tekmovalke v suvanju krogle Heidi Krieger. Pri njej je zaradi sistemati¢nega jemanja
AAS prislo do ireverzibilnih sprememb sekundarnih spolnih znakov (maskulinizacije).

Zaradi tega je leta 1997 operativno spremenila spol in se danes imenuje Andreas Krieger.

(12)

1.2.2. Farmakologija AAS

Ucinki AAS so podobni u¢inkom testosterona. Testosteron in ostali androgeni hormoni so
lipofilne spojine z znacilnim steroidnim skeletom, ki je sestavljen iz treh Sestclenskih in

enega petclenskega ogljikovega obroca. (Slika 1).

Slika 1: Struktura testosterona, prikazano je ostevilcenje steroidnega skeleta

Biosinteza androgenih hormonov poteka v skorji nadledvicne zleze ter v testisih (pri
moskih) in jajénikih (pri Zenskah). Pri moSkih je normalna koncentracija testosterona v
krvi 3-10 ng/ml, pri Zenskah pa pod 0,1 ng/ml. Androgeni hormoni uravnavajo Stevilne
procese v telesu. Delujejo na miSice, kosti, jetra, moZgane, ledvice, lasne folikle, ter
eritropoezni, imunski in centralni zivéni sistem. Njihove ufinke v grobem delimo na
androgene in anboli¢ne. Androgeni uc¢inki so odgovorni za maskulinizacijo (razvoj moskih
spolnih znakov), anaboli¢ni u€inki pa so odgovorni za sintezo proteinov v miSicah in

kosteh ter retencijo (zastajanje) dusika v telesu. (7, 13)

11
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Androgeni ucinki so:

e razSiritev grla (posledica je globlji glas),

e porascenost po telesu,

e povecana aktivnost lojnic (lahko se pojavijo akne),

e ucinki na centralni Ziv€ni sistem (libido in agresivnost).
Anaboli¢ni ucinki so:

e rast skeletnih miSic in kosti,

e stimulacija eritropoeze,

e povecana koli¢ina 2,3-difosfoglicerata v eritrocitih,

e rast telesa v vi§ino se ustavi.

Pri moskem v puberteti pride do poveCane steroidogeneze oz. tvorbe moskih spolnih
hormonov, ki so kljuéni za reprodukcijo, pomembni pa so tudi pri ohranjanju misi¢ne in
kostne mase, imajo kognitivno funkcijo in dajejo obcutek dobrega pocutja. (7)
Najpomembnej$i androgeni hormon je testosteron. Biosintezo testosterona stimulira
luteinizirajo¢i hormon (LH), ki ga izlo¢a hipofiza. 95 % testosterona nastane v Leydigovih
celicah testisov. V skorji nadledvicne Zleze se sintetizira zelo majhna koli¢ina testosterona,
pac¢ pa tam nastajajo njegovi prekurzorji — prohormoni, ki imajo sami po sebi le Sibko
androgeno delovanje in se v nadaljevanju pretvorijo do mocnejSih androgenov (npr.
testosterona ter Sa-dihidrotestosterona (DHT)) (Slika 2). NajpomembnejSa prohormona sta
dehidroepiandrosteron (DHEA) ter androstendion. Pomemben pa je tudi androstendiol, ki
se lahko veZe tudi na estrogenski receptor.

Metabolizem testosterona sluzi kot osnova za vse sinteticne AAS. Encimi, ki sodelujejo v
procesu inaktivacije testosterona, so prav tako aktivni tudi pri ostalih AAS, seveda ¢e gre
za podobno strukturo. Glavni izloCeni metaboliti testosterona so: androsteron,
etioholanolon, epiandrosteron, DHT, 5a-androstan-3a,17B-diol, 5B-androstan-3a,17B-diol,
Sa-androstan-3B,17B-diol, ki sestavljajo osnovni profil pri dopinskem testiranju.

Testosteron se poleg tega lahko s pomocjo aromataze metabolizira do estradiola. (Slika 2)

(14)

12
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Slika 2: Glavne biotransformacije steroidnih spolnih hormonov (poenostavijen prikaz,

nekatere pretvorbe so reverzibilne)

Ucinki testosterona so na celi¢ni ravni kontrolirani tudi s pomoc¢jo encimov, ki ga
metabolizirajo. Testosteron se v tar¢nih tkivih (v kosteh, miSicah, centralnem Zivénem
sistemu) lahko direktno veZze na androgenski receptor, v drugih (npr. reproduktivnih
organih) je testosteron prohormon, ki se s pomocjo Sa-reduktaze pretvori v mocnejsi
androgen DHT. V adipoznem tkivu in mozganih se testosteron s pomocjo aromataze
pretvori v estrogen estradiol. (15)

V kosteh androgeni stimulirajo proliferacijo osteoblastov, sintezo proteinov matriksa ter
rastnega faktorja in citokinov, pomembna pa naj bi bila tudi aromatizacija do estrogenov.
V skeletnih miSicah ni zaznane Sa-reduktazne aktivnosti, torej je tam pomembna direktna
vezava testosterona na androgenski receptor. V miSicnem tkivu je zaznana aromatazna
aktivnost, vendar zaenkrat Se ni znano, ali je pretvorba androgenov do estrogenov v
miSi¢nem tkivu fizioloSko pomembna za njihove miotropne ucinke. Pri suprafizioloskih
koncentracijah androgenov je za njihove anboli¢ne ucinke poleg vezave na androgenske
receptorje pomembna tudi vezava na glukokortikoidne receptorje. Slednja povzroci
zmanjSan katabolizem proteinov.

Androgeni stimulirajo eritropoezo direktno in indirektno preko stimuliranja produkcije

eritropoetina. Poleg tega pa androgeni povecujejo koli¢ino 2,3-difosfoglicerata v
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eritrocitih, kar ima za posledico povecano sproscanje kisika v tkiva, s Cimer lahko
doseZemo vecjo vzdrzljivost. (16)

Ucinke jemanja AAS lahko razdelimo na akutne in kroni¢ne. Akutni uc€inki so: razvoj
sekundarnih spolnih znakov in dozorevanje spolnih organov (pri moskih v puberteti),
poveCanje miSi¢ne mase, retencija soli in vode, tanjSanje in potemnitev koze, aknavost,
poraS¢enost po telesu, glas postane globlji, obutek dobrega pocutja, povecanje libida,
povecanje agresivnosti, v visokih odmerkih maskulinizacija pri zenskah. Kroni¢ni uc¢inki
AAS so: neplodnost, edemi, ki so posledica retencije soli in vode, adenokarcinomi,
hipertenzija, ateroskleroza, poveCana nevarnost nastanka krvnih strdkov, zlatenica,

neoplazme in karcinomi jeter, ledvicno popus€anje, glomerulonefritis. (17)

1.2.3. Odnos med strukturo in delovanjem AAS

Namen strukturnih modifikacij testosterona, ki so predstavljene na sliki 3, je lolitev
androgenih in anaboli¢nih u€inkov AAS, izboljSanje bioloske uporabnosti pri peroralni
uporabi, zmanjS$anje toksi¢nosti ter podaljSanje delovanja.

Za loCevanje androgenih od anaboli¢nih u€inkov je zlasti pomembno, ali je molekula
substrat za Sa-reduktazo ali ne. To je posledica dejstva, da je Sa-reduktazna aktivnost
pomembna v reprodukcijskih organih, v miSi¢nem tkivu pa te aktivnosti prakticno ni.
Peroralno aktivnost AAS dosezemo z uvedbo 17a-alkilne skupine, s katero preprec¢imo
metabolizem prvega prehoda. Ta skupina steriéno prepreci oksidacijo 178-OH skupine.
Peroralno aktivnost AAS pa omogoci tudi uvedba metilne skupine na mesto C-1.

AAS, ki so namenjeni parenteralni uporabi, imajo pogosto 17B-OH skupino zaestreno. S
tem prepre¢imo hitro absorpcijo iz oljnega vehikla. Ko pride takSna spojina v krvni obtok,
hitro nastopi hidroliza estrov s pomocjo esteraz. S tem dobimo aktivno u¢inkovino.

S substitucijo C-19 metilne skupine z vodikom dobimo 19-nortestosteron (nandrolon).
Nandrolon se mo¢neje veze na androgenski receptor kot testosteron. Po pretvorbi s 5a-
reduktazo pa dobimo spojino, ki se Sibkeje veze na androgenski receptor kot metabolit
testosterona DHT. Posledica tega je, da ima nandrolon moc¢nejSo anaboli¢no ter SibkejSo
androgeno aktivnost kot testosteron. Locitev androgenih in anaboli¢nih u¢inkov pa lahko

doseZemo tudi z redukcijo 4-5 dvojne vezi. (15)
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Slika 3: Strukturna modifikacija testosterona za povecanje anabolicne aktivnosti (povzeto

po 15)

1.2.4. Klini¢na uporaba AAS

Prva uporaba AAS sega v Cas pred 2. svetovno vojno. Uporabljali naj bi jith nemski vojaki
za poveCanje vzdrzljivosti in agresivnosti. V 30. letih prejSnjega stoletja so AAS
uporabljali za zdravljenje hormonskih nepravilnosti pri moskih in Zenskah,
kardiovaskularnih obolenj in kot obliko antiestrogenskega zdravljenja raka dojk. V tistem
Casu so testosteron dajali homoseksualnim moskim v prepri€anju, da imajo previsoko
raven zenskih hormonov. (7)

Danes so klini¢no najpogosteje uporabljani AAS nandrolon, oksandrolon, oksimetolon in
stanozolol (slika 4). Vsi ti imajo moc¢nejSe anabolicno in SibkejSe androgeno delovanje.
Peroralno se uporabljajo oksandrolon, oksimetolon ter stanozolol, medtem ko se nandrolon
praviloma uporablja parenteralno, najpogosteje zaestren kot dekanoat in fenpropionat v

obliki oljnih injekcij. (16)
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Slika 4: Strukture klinicno najpogosteje uporabljanih AAS

AAS se uporabljajo za razli¢ne terapevtske namene. Lahko se uporabljajo za spreminjanje

ravni hormonov, lahko pa je namen njihove uporabe povecana sinteza proteinov. Tekom

njihove uporabe v terapevtske namene smo veliko izvedeli o njihovih ucinkih in nezelenih

ucinkih. Iz tega razloga se AAS ne uporabljajo ve¢ za zdravljenje nekaterih bolezni (npr.

psihi¢nih bolezni). Ker danes veliko vemo o njihovih neZelenih ucinkih, vedno pretehtamo

razmerje Skoda/korist za vsakega bolnika posebej. Danes se AAS uporabljajo za

zdravljenje napredovalih boleznih, pri katerih bolniki izgubljajo miSi¢no maso ter pri

bolnikih, pri katerih ostale terapije niso bile uspeSne. AAS se uporabljajo pri naslednjih

bolezenskih stanjih:

aplasticna anemija,

metastatski rak dojk,

hereditarni angioedem,

stimulacija sinteze plazmina z namenom zniZanja koncentracije fibrina (prevelika
koncentracija le-tega lahko povzroci trombozo),

Reynaud-ov sindrom ter nekatera druga kardiovaskularna obolenja,

povecanje sinteze proteinov po operacijah in dolgotrajnih porodih,

v nizkih odmerkih v kombinaciji z estrogeni za odpravljanje tezav v menopavzi,
ohranjanje sekundarnih spolnih znakov pri moskih, ki so jim odstranili testise,
zdravljenje zapoznele pubertete pri moskih,

zdravljenje impotence pri moskih,
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e ciroza,

e opekline,

e povecanje telesne mase pri bolnikih, ki so okuzeni s HIV,
e osteoporoza,

e kroniCna ledvi¢na bolezen,

e v oftalmoloskih pripravkih za zdravljenje rozenice. (7)

V Sloveniji sta registrirani dve zdravili z AAS: Androtop” gel v blazinici 25 mg in gel v
blazinici 50 mg ter Nebido® raztopina za injiciranje 1000mg/4 ml. Zdravili vsebujeta

testosteron in se uporabljata za nadomestno zdravljenje moskega hipogonadizma.(18)

1.2.5. NeZeleni uéinki AAS

AAS se zaradi Stevilnih nezelenih u¢inkov relativno redko uporabljajo v klinicne namene.
AAS izkazujejo ucinke na Stevilne organe. Najpogostejsi nezeleni u¢inki AAS so:

e reproduktivni,

e hepaticni,

e kardiovaskularni,

e hematoloski,

e cerebrovaskularni,

e muskuloskeletni,

e endokrinoloski,

e renalni,

e imunoloski,

e psiholoski.

NeZeleni u€inki so odvisni od trajanja jemanja ter odmerkov. Pri dolgotrajnem jemanju
visokih odmerkov AAS lahko pride do resnih in vcasih tudi ireverzibilnih nezelenih
u¢inkov. Pri moskih sta najpogostejSa neZelena ucinka zmanjSana plodnost in

ginekomastija, pri Zenskah in otrocih pa maskulinizacija. (19)
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NeZeleni ucinki na reproduktivne organe

Pri moSkih uporaba AAS povzro¢i zmanjSanje koncentracije LH in folikle
stimulizirajo¢ega hormona (FSH). Posledica tega je zmanjSana produkcija endogenega
testosterona, zmanjSana spermatogeneza ter atrofija testisov. Ginekomastija je posledica
pretvorbe AAS do estradiola in estrona. Ostali neZeleni u€inki na moske reproduktivne
organe so oligospermija ali azoospermija, hipertrofija prostate, karcinomi prostate,
impotenca, ter priapizem. Pri zenskah AAS povzrocajo motnje menstrualnega ciklusa ter
maskulinizacijo. Maskulinizacija se kaze kot hirzutizem, pojav aken, globlji glas,
hipertrofija klitorisa ter pleSavost. Nekateri od teh ucinkov so ireverzibilni. AAS
povzrocijo tudi atrofijo maternice in dojk. Posebno nevarni so za nosenice, saj so

teratogeni. (19)
NeZeleni ucinki na jetra

Pri Sportnikih, ki jemljejo AAS, se pogosto pojavijo poviSane koncentracije jetrnih
encimov (aspartat-aminotransferaze (AST)), alanin-aminotransferaze (ALT), laktat-
dehidrogenaze (LDH)). Pogosto imajo povisane te encime tudi dvigovalci utezi, ki naj ne
bi jemali AAS. Zaradi tega dejstva ne moremo z gotovostjo trditi, da so poviSane
koncentracije teh encimov posledica AAS. Jetrna disfunkcija se pogosteje pojavi pri
jemanju 17a- alkiliranih AAS. Ostali neZeleni u¢inki AAS na jetra so holestazna zlatenica,
benigni in maligni tumorji ter hepatitis. Karcinomi na jetrih se pogosteje pojavljajo pri

ljudeh, ki so jemali oksimetolon ali metiltestosteron. (19)

NeZeleni ucinki na kardiovaskularni, cerebrovaskularni in hematoloSki sistem

AAS vplivajo na profil lipidov v serumu. Lahko povzrocajo trombozo in zaplete, ki so
povezani s tem (kap, miokardni infarkt, izguba udov). Pogosto se pojavijo poviSane
koncentracije lipoproteina majhne gostote (LDL) ter zniZzane koncentracije lipoproteina
visoke gostote (HDL). To pomeni poviSano tveganje za koronarno arterijsko bolezen. Te
spremembe so lahko reverzibilne, ob dolgotrajnem jemanju AAS pa te spremembe
postanejo ireverzibilne. AAS zviSujejo Stevilo in maso eritrocitov ter hematokrit. Zaznana
je tudi povecana fibrinoliti¢na aktivnost ter poviSana koncentracija faktorjev koagulacije.
Smrtno nevaren neZeleni ucinek AAS je lahko moZganski edem. Jemanje AAS lahko
povzro¢i hipertenzijo, miokardni infarkt ter ireverzibilne spremembe miokarda,

najpogosteje hipertrofijo levega ventrikla. (19)
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NezZeleni uéinki na misice in kosti

AAS pri otrocih in pubertetnikih povzro€ijo prezgodnje prenehanje rasti v viSino in
posameznik ne doseZe takSne viSine, kot bi jo sicer. Pri Sportnikih, ki jemljejo AAS,
obstaja ve¢ja nevarnost za poSkodbe kit. Kita se ne okrepi toliko, kot se lahko miSica.
Zaradi jemanja AAS lahko Sportnik trenira ve€ in bolj intenzivno. Ker se miSice okrepijo,
le-te tak$en naéin treninga lahko zdrZijo, pri kitah pa velikokrat pride do poskodb. Ceprav
je nevarnost za poskodbe kit veliko vecja, pa pri Sportnikih, ki jemljejo AAS, obstaja tudi
pove€ana moznost za preobremenitve miSic ter s tem povezane poskodbe (nateg, natrganje

ter strganje misic). (19)
NezZeleni ucinki na endokrinoloski sistem

Pri moskih pred in med puberteto dolgotrajno jemanje AAS lahko povzro¢i pospeseno
dozorevanje ter kasneje nenormalnosti pri razvoju sekundarnih spolnih znakov. Jemanje
AAS povzroci aknavost (posledica androgene stimulacije lojnic), zmanjSano toleranco za
glukozo z inzulinsko rezistenco, znizanje koncentracije $¢itnicnih hormonov, alopecijo ter

Ze omenjeno ireverzibilno maskulinizacijo pri Zenskah. (19)

NezZeleni ucinki na ledvica

Dvigovalci utezi, ki ne jemljejo AAS, imajo zaradi pridobivanja miSi¢ne mase poviSano
koncentracijo kreatinina v serumu. Enak uc¢inek imajo tudi AAS, le-ti pa zviSujejo Se
koncentracijo se¢ninskega dusika v krvi (BUN) in koncentracijo se¢ne kisline v serumu.
Vsi ti u€inki so reverzibilni. Pri Sportnikih, ki jemljejo AAS, lahko pride do ledvi¢nega
popuscanja, ki je posledica rabdomiolize, poznani pa so tudi primeri glomerulonefritisa.

AAS pospesijo razvoj karcinomov, pogosti so Wilm-ovi tumorji. (19)

Imunoloski neZeleni ucinki ter infekcije povezane 7 jemanjem AAS

Znani so primeri okuzb s hepatitisom B in C ter virusom HIV, ker si je ve¢ uporabnikov
injiciralo AAS z isto iglo. Problem pri AAS, ki se uporabljajo parenteralno, so tudi
infekcije, ki nastanejo zaradi veCkratne uporabe iste igle, pa ¢eprav jo uporablja samo en
uporabnik. Zaradi ¢rnega trga z AAS pripravki pogosto niso izdelani v skladu z dobro
proizvodno prakso (GMP) in niso podvrZeni kontroli kakovosti. Zaradi tega lahko pride do

infekcij. (19)
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PsiholoSki neZeleni ucinki

Psiholoski neZeleni u¢inki AAS so razdrazljivost, agresivnost, evforija, depresija, nihanja
razpoloZenja, spremenjen libido ter v€asih celo psihoze. AAS lahko povzro€ajo odvisnost,
pri nenadnem prenehanju jemanja pa abstinencni sindrom. Pri abstinenénem sindromu se
pojavijo znaki centralne noradrenergicne hiperaktivnosti: anksioznost, razdraZljivost,
nespecnost, vroCinski oblivi, potenje, mrzlica, anoreksija, mialgija, slabost, bruhanje,
piloerekcija, tahikardija ter hipertenzija. Lahko se pojavi tudi depresija in hrepenenje po

AAS. Za neZelene ucinke so Se posebej dovzetni pubertetniki. (19)

1.2.6. Detekcija AAS

Testosteron ter ostali AAS se izloCajo pretezno z urinom in sicer v veliki vecini v obliki
glukuronidov. Le majhen delez AAS se i1zloCi v prosti obliki ali v obliki sulfata. Zaradi
tega ter enostavnega in neinvazivnega pridobivanja vzorca, se doping testi na AAS izvajajo
na urinskih vzorcih. Pri doping kontrolah se vzorci razdelijo na dva enaka dela: vzorec A
in vzorec B. Testira se vzorec A. Ce je vzorec A pozitiven, ima $portnik pravico zahtevati
Se analizo vzorca B.

Pri doping testih dokazujemo AAS v prosti obliki. Ker je v urinu velika ve¢ina AAS v
obliki glukuronidov, uporabimo za dekonjugacijo B-glukuronidazo. Dekonjugirani steroid
nato ekstrahiraramo z ekstrakcijo tekoce-tekoCe ali ekstrakcijo trdno-tekoce. Ekstrakciji
sledi analiza vzorca s sklopljeno metodo tekocCinske kromatografije in tandemske masne
spektrometrije (LC-MS/MS) ali s sklopljeno metodo plinske kromatografije in tandemske
masne spektroskopije (GC-MS/MS). Za doseganje hlapnosti in izboljSanj obcutljivosti
moramo pred GC analizo spojine derivatizirati. Obicajno tvorimo trimetilsililne (TMS)
derivate AAS. Kot reagent za derivatizacijo se najveCkrat  uporablja

metilsililtrifluoroocetna kislina (MSTFA). (20)
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Endogeni steroidi

PoviSana koncentracija testosterona ter eksogeni vnos AAS povzro¢i zmanjSano
produkcijo LH v telesu. V 70. letih prej$njega stoletja je Raymond Brooks na podlagi tega
poizkus$al razviti indirektno metodo za ugotavljanje zlorabe AAS pri Sportnikih. V ta
namen je izvedel posebno raziskavo. Pri desetih moskih prostovoljcih je preuceval vpliv
testosterona na razmerje testosteron/LH. Prostovoljcem so injicirali 250 mg zaestrenega
testosterona ter jim nato izmerili koncentracijo prostega testosterona ter celotni testosteron
po hidrolizi z B-glukuronidazo. Pri vseh prostovoljcih se je razmerje testosteron/LH moc¢no
povisalo. Ta metoda se kasneje zaradi prevelikih individualnih razlik ni ve¢ uporabljala za
indirektno ugotavljanje zlorabe AAS pri Sportnikih. (21)

V zaletku 80. let prejSnjega stoletja je Manfred Donike razvil metodo za ugotavljanje
zlorabe AAS, pri kateri je za detekcijo uporabil sklopljeno metodo plinske kromatografije
in masne spektrometrije (GC/MS). Metoda temelji na merjenju razmerja glukuroniziran
testosteron v urinu/epitestosteron (T/E). Ta metoda je izpodrinila radioimunsko analizo
(RIA-0) in je v rutinski uporabi Se danes.

Epitestosteron je naravno prisoten epimer testosterona. Pri ¢loveku nastaja iz testosterona
ter androstendiona. Eksogeni testosteron se ne pretvori v epitestosteron, kar izkoriscajo za
dokazovanje zlorabe testosterona pri Sportnikih.

Za cloveka je znacilno konstantno razmerje T/E v urinu. Referen¢na vrednost za to
razmerje je 1,1-1,5. V zgodnjih 80. letih prejSnjega stoletja je Medicinska komisija MOK-a
sprejela, da je vrednost T/E nad 6 rezultat eksogenega vnosa testosterona. Leta 1992 je
Medicinska komisija MOK-a spremenila definicijo. Vrednost T/E nad 6 je rezultat
eksogenega vnosa testosterona, razen ¢e ni dokazano, da je razmerje povisano zaradi
fizioloSkih in patofizioloskih sprememb. Ni pa bilo natanéno doloceno, katere so
spremembe, zaradi katerih se razmerje lahko povisa. Sportniki, osumljeni zlorabe
testosterona, so navajali najrazlicnejSe razloge za poviSano razmerje T/E. Naslednji
problem tega razmerja je ta, da so Sportniki zaceli zlorabljati tudi druge AAS, posluzevali
pa so se tudi testosterona s podaljSanim sprosSc¢anjem, pri katerem so koncentracije
testosterona v krvi in urinu mnogo nizje. Zaradi teh dejstev so sklenili, da poviSano
razmerje T/E ni dovolj, da bi nekoga obtozili zlorabe dopinga. Poleg merjenja razmerja
T/E so uvedli §e merjenje razmerja androsteron/etioholanolon, androsteron/testosteron, Sa-
androstan-3a,17p-diol/5B-ansrostan-30,17p-diol ~ ter  epitestosterona,  androsterona,

etioholanolona ter DHEA. Za vse parametre so dolo¢ili referencne vrednosti.
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Konec 90. let prejSnjega stoletja je WADA za dokazovanje eksogenega vnosa AAS pri
Sportnikih uvedla masno spektrometrijo razmerja izotopov (IRMS), s katero detektiramo
izvor AAS v urinu. Detekcija temelji na razli¢énem razmerju C/”C v endogenih in
eksogenith AAS. Danes WADA zahteva, da se pri vseh vzorcih, pri katerih je vrednost T/E
nad 4, koncentracija testosterona ali epitestostosterona nad 200 ng/ml, koncentracija
androsterona ali etioholanolona nad 10000 ng/ml ali koncentracija DHEA nad 100 ng/ml,
izvede Se analiza z GC, sklopljena s sezigno masno spektrometrijo razmerja izotopov
(GC/C/IRMS). Pri vseh vrednostih se uposteva ekvivalent glukuronizirane oblike steroida,
ter specificna teza 1,020.

V vzorcu najprej hidroliziramo glukuronid s pomocjo B-glukuronidaze, sledi separacija s
tekoCinsko kromatografijo visoke lo¢ljivosti (HPLC) ter derivatizacija z MSTFA. Sledi
GC/C/IRMS analiza vzorca. Poleg razmerja *C/'?C pa se za odkrivanje izvora AAS

uporablja tudi analiza razmerja *H/'H. (22)

Eksogeni AAS

Za detekcijo eksogenih steroidov se uporabljata metodi GC-MS/MS ter LC-MS/MS.
Zahtevana meja detekcije za AAS in njihove metabolite je 10 ng/ml, razen za
metandienon, metiltestestosteron ter stanozolol in njihove metabolite, kjer je meja
detekcije 2 ng/ml. Kot dodatek zgoraj omenjenim metodam ter za odkrivanje novih, Se
nepoznanith AAS, se uporablja celi¢ni sistem transferiran s plazmidom, ki nosi gen za
ekspresijo androgenega receptorja (androgen receptor reporter gene sistem). Metoda
prepozna vse molekule, ki imajo afiniteto do androgenega receptorja. Prednost te metode

je, da nam ni treba poznati strukture AAS. (21)

1.2.7. Legalni status AAS

Legalni status AAS se razlikuje od drzave do drzave. V Sloveniji status AAS opredeljuje
Kazenski zakonik. Zakonik se dotakne AAS v 186. In 187. ¢lenu. Tam je zapisano, da je
prepovedano proizvajati, predelovati, prodajati ali ponujati naprodaj, hraniti in prenasati
nedovoljene snovi v Sportu. (23)

V razvitih drZzavah (Avstralija, Argentina, Brazilija, Kanada, Velika Britanija, ZDA,
Slovenija,...) so AAS kontrolirane snovi, ki spadajo med ilegalne snovi, razen Ce se

uporabljajo v zdravstvene namene. V nekaterih drzavah, npr. v Mehiki in na Tajskem pa so
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AAS legalni. V drzavah, kjer so AAS ilegalne snovi, je razvit ¢rni trg. VeCina AAS v
Evropi izvira iz drzav Evropske unije in Rusije, AAS pa pridejo v Evropo tudi iz Tajske,
Turcije, Egipta, Indije in Pakistana. V ZDA pa veCina AAS na ¢rnem trgu izvira iz
Mehike, Rusije, Romunije in Gréije. (15)

V ZDA so bili od leta 1996 do leta 2005 prohormoni testosterona in nandrolona na voljo na
trgu prehranskih dopolnil. Leta 2005 je Akt o kontroli AAS tudi prohormone uvrstil v
razred III kontroliranih snovi. Snovi v tem razdredu je prepovedano proizvajati,
predelovati, prodajati, ponujati na prodaj, hraniti in prenasati. Za posedovanje snovi iz tega
razreda je zagroZena kazen do sedem let zapora. (24)

V Veliki Britaniji je legalni status AAS opredeljen v Aktu o zlorabi drog. AAS spadajo v
razred IV, skupino 2 kontroliranih snovi. V isto skupino spadata Se klenbuterol in humani
rastni hormon. AAS so dovoljeni, ¢e se uporabljajo v medicinske namene. Prepovedano je
posedovati, predelovati, prodajati, ponujati na prodaj, hraniti in prenasati AAS v
nemedicinske namene. (15)

Ceprav je prodaja in proizvodnja AAS v nemedicinske namene prepovedana v mnogih
drzavah po svetu, pa so AAS relativno lahko dostopni na internetu. Obstaja zelo veliko
internetnih strani, ki ponujajo AAS. Na nekaterih internetnih straneh so objavljena INN
imena ucinkovin, najveckrat pa so imena u¢inkovin »zamaskirana« in je tezje prepoznati,
da gre za AAS. Velikokrat so v opisih pripravkov napisane netoCne in zavajajoce
informacije o u€inkovanju pripravkov. Problem teh internetnih pripravkov je tudi, da niso
izdelani v skladu z GMP. Pripravkov, ponujenih na internetnih straneh, navadno nih¢e ne
kontrolira. Vprasljiva je vsebnost uCinkovine in njena Cistota, zgodi pa se tudi, da
pripravek sploh ne vsebuje deklarirane ucinkovine, ali pa vsebuje kakSno drugo
uc¢inkovino, ki ni deklarirana. Danes se za identifikacijo in dolo¢anje vsebnosti u€inkovin v

izdelkih, ki vsebujejo AAS, najpogosteje uporablja HPLC. (5)
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1.3. Visokolo¢ljivostna teko¢inska kromatografija (HPLC)

Kromatografija je separacijski proces. Kromatografska analiza je postopek, kjer najpre;j
lo¢imo posamezne komponente vzorca in jih nato zaznamo z ustreznim detektorjem s
ciljem kvalitativne in/ali kvantitativne dolocCitve. V praksi zelimo z optimizacijo vseh
parametrov in komponent kromatografskega sistema doseci ¢im boljSo lo€ljivost v ¢im
krajSem casu. Posamezne sestavine vzorca se lo¢ijo med seboj na osnovi razli¢nih
fizikalnih in kemijskih interakcij s stacionarno in mobilno fazo. Molekule stalno prehajajo
med mobilno in stacionarno fazo, pri Cemer se premikajo le v mobilni fazi, v stacionarni
fazi pa (skoraj) mirujejo.

Pri tekoc€inski kromatografiji je mobilna faza tekocina, stacionarna faza je obi€ajno trdna
porozna ali imobilizirana snov. Komponente vzorca se lo¢ijo na koloni in se nato lo¢eno
eluirajo iz kolone. Tam jih zaznamo z detektorjem. Signali so podani kot kromatografski
vrhovi. Povr§ina pod kromatografskim vrhom je proporcionalna koncentraciji komponente
v vzorcu. Na ta na¢in dobimo podatke o kvantitativni sestavi vzorca.

HPLC je kolonska kromatografija, pri kateri za stacionarno fazo uporabimo zelo majhne
delce (od 2,7 pm do 10 pm). Ce Zelimo, da bo pretok skozi kolono od 0,5 do 5 ml/min,
moramo mobilno fazo potiskati skozi kolono z visokotlacno ¢rpalko. Znacilnost HPLC je
hitra in dobra locljivost. Shema HPLC sistema je prikazana na sliki 5.

Pri HPLC lahko na koloni potekajo razli¢ni separacijski procesi:

e adsorpcija (npr. na silikagel pri normalnofazni kromatografiji),

porazdelitev (npr. med C18 reverzno in mobilno fazo),

e ionska izmenjava,

e Jlocitev na podlagi velikosti molekul (gelska filtracija).
Pri normalnofazni kromatografiji imamo polarno stacionarno fazo in nepolarno mobilno
fazo. Tu imamo velike teZave zaradi hlapnosti topil, ki sestavljajo mobilno fazo. Zaradi
tega se sestava mobilne faze med delom spreminja, kar vodi v slabSo ponovljivost. Na
lo¢ljivost pri tej metodi veliko bolj vpliva izbira stacionarne faze kot mobilne faze.
Uporaba te metode je obicajno omejena na zelo nepolarne spojine, velikokrat pa se
uporablja tudi za kiralno kromatografijo. Za bolj polarne spojine je bolje uporabiti

reverznofazno HPLC.
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Pri reverznofazni HPLC imamo nepolarno stacionarno fazo in polarno stacionarno fazo.
Vrstni red eluiranja komponent je obraten kot pri normalnofazni HPLC. Za reverznofazno

HPLC je znacilna vecja specifi¢nost kot pri normalnofazni HPLC. (25)

1-rezervoar za mobilno fazo, 2-razplinjevalec, 3-meSalec gradienta, 4-prostor za meSanje
mobilne faze, 5-Crpalka, 6-injektor v t.i. »inject« poziciji, 6'-injektor v t.i. »load« poziciji,
7-vzorcevalna zanka, 8-predkolona, 9-kolona, 10- detektor, 11-sistem za obdelavo

podatkov
Slika 5: Shema HPLC sistema (26)

1.3.1. Validacija HPLC metode

Validacija je sistematicen, dokumentiran postopek, ki z visoko stopnjo sigurnosti
zagotavlja, da bo specifi¢en proces stalno potekal v skladu s predpisanimi specifikacijami
in tako ustrezal namenu uporabe. Z validacijo zagotovimo kakovost, zanesljivost in
doslednost rezultatov HPLC metode. (27) ICH doloca naslednje parametre validacije:
toCnost, natancnost, selektivnost oz. specificnost, linearnost, obmoc¢je metode, mejo

detekcije, mejo kvantifikacije, robustnost.

Toénost

Toc¢nost je merilo, s katerim pokazemo, da z uporabo dolo¢ene analitske metode dobimo
pravilne (to¢ne) rezultate. Izrazamo jo lahko kot % prekrivanja (recovery) med koli¢ino
standarda izraCunano iz rezultatov testa in znano dodano koli¢ino standarda ali pa kot %

odstopanja dobljene od dodane vrednosti (bias). (28)
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Natancnost
Natancnost je ujemanje rezultatov analize opravljenih na ve¢ paralelkah istega vzorca.
Obicajno se izraza z relativno standardno deviacijo (RSD). Ce se zahteva, da je RSD <2 %

je potrebnih pet ponovitev, za RSD, ki so ve¢je od 2 %, pa je potrebnih Sest ponovitev.
(28)

Selektivnost

Selektivnost metode dolo¢imo s primerjavo rezultatov analize konkretnih vzorcev
(vsebujejo pomozne snovi, sorodne snovi, razpadne produkte) ter rezultatov analize Ciste

substance brez matriksa. Izraza se kot razlika v rezultatih med obema vrstama vzorcev.

(28)

Linearnost

Z metodo najmanjsih kvadratov dolo¢imo regresijsko premico odvisnosti testnih rezultatov
od koncentracije preiskovane snovi. Naklon regresijske premice in njegova varianca sta
matemati¢na parametra linearnosti, medtem ko je odsek na y-osi merilo za morebitno
sistemati¢éno napako metode. Linearnost obi¢ajno dolo¢amo v intervalu 50 % do 150 %

nominalne koncentracije analita. Interval obsega vsaj 5 tock. (28)

Obmocdje metode

Obmocje je definirano z intervalom med spodnjo in zgornjo koncentracijo preiskovane
snovi, ki je smiseln in za katerega dokaZzemo ustrezno to¢nost, natan¢nost in linearnost.

IzraZa se v istih enotah kot rezultat. (28)

Meja detekcije

Meja detekcije je parameter limitnih testov. To je najmanjSa koncentracija analizirane
snovi v vzorcu, ki se z doloeno metodo Se lahko zazna, vendar ne nujno tudi kvantificira.

IzraZa se kot koncentracija analizirane snovi v vzorcu. (28)

Meja kvantifikacije

Meja kvantifikacije je najmanjSa koncentracija analizirane snovi v vzorcu, ki jo z doloceno
metodo Se lahko kvantificiramo z ustrezno tocnostjo in natancnostjo. Izraza se kot

koncentracija analizirane snovi v vzorcu. (28)
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Robustnost

Robustnost je definirana s stopnjo reproducibilnosti rezultatov dobljenih z analizo istih
vzorcev pri razliénih pogojih (razli€nih laboratorijih). Izrazi se kot odsotnost vpliva
instrumenta in okolja na analitske rezultate. Robustnost metode dolo¢amo z izvajanjem
analize homogenih vzorcev pri razli¢nih laboratorijskih pogojih, na razlicnih aparaturah, v
razli¢nih laboratorijih, ki pa so e vedno v okviru specificiranih pogojev za to metodo ter

medsebojno primerjavo tako dobljenih rezultatov. (28)
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2. Namen dela

AAS so skupina zelo pogosto zlorabljanih snovi v $portu. Z razvojem analitskih tehnik za
detekcijo AAS se je njihova uporaba sicer zmanjsala, vendar so Se zmeraj med najveckrat
zlorabljanimi snovmi pri vrhunskih Sportnikih. Najbolj pogosto se jih posluzujejo
Sportniki, ki se ukvarjajo s Sporti, v katerih pride do izraza mo¢ (bodybuilding, dvigovanje
utezi, rokoborba). Zelo pogosto pa jih zlorabljajo tudi atleti ter kolesarji.

Na Zalost AAS ne upprabljajo samo vrhunski Sportniki. V Zelji po »¢im lepSem« telesu jih
pogosto zlorabljajo tudi rekreativni uporabniki fitnesa. Ker so AAS nelegalne snovi, se je
razvil ¢rni trg za njthovo distribucijo. Obstaja pa tudi zelo veliko internetnih strani, kjer
ponujajo AAS. Problem internetnih ponudnikov je ta, da najveckrat ne upostevajo pravil
dobre proizvodnje prakse. Tako nikoli ne vemo, ali izdelek, ki je naprodaj na internetni
strani, resni¢no vsebuje u¢inkovino, ki je deklarirana, vsebuje deklarirani odmerek in ali ne
vsebuje Se kak$nih necistot. Problem interneta pa je tudi ta, da so AAS zelo lahko dostopni.
Izdelke ponujene na razliénih internetnih straneh lahko kupi vsak ne glede na starost in
zdravstveno stanje.

V okviru diplomske naloge bomo razvili (enostavno) HPLC metodo, ki bo omogocila
identifikacijo in doloCitev vsebnosti nekaterih najpogosteje uporabljanih AAS. Metodo
bomo validirali in z njo preverili, v kolik§ni meri izdelki, ki jih na razli¢nih internetnih
straneh ponujajo kot AAS, ustrezajo deklaracijam v smislu kvalitativne in kvantitativne

sestave.
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3. Materiali in metode

3.1. Materiali

3.1.1. Standardi

Dusa Cahuk

Tabela I: Standardi

St. Ime (CAS) Priozvajalec MM Struktura

standarda (stopnja Cistote) (g/mol)

Standard 1 Testosteron Acros Organics 288,42
(58-22-0) (=297,0 %)

Standard 2 Trans- Acros Organics 288,42
dehidroepiandrosteron | (> 99 %)
(DHEA)
(53-43-0)

Standard 3 Trans-androsteron Fluka Analytical 290,45
(482-29-8) (=297,0 %)

Standard 4 17a-metiltestosteron Aldrich Chemistry | 302,45
(58-18-4) (=297,0 %)

Standard 5 Androstanolon Fluka Analytical 290,45
(521-18-6) (=99 %)

Standard 6 Androsten-3,17-dion Fluka Analytical 286,41
(63-05-8) (>299,1 %)

Standard 7 Metandienon Aldrich Chemistry | 300,15
(63-05-8) (=99 %)
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Standard 8 Nandrolon Aldrich Chemistry | 274,4 Me OH

(434-22-0) (=990 %)
Standard 9 Stanozolol TCI (> 98 %) 328,49

(10418-03-8)
Standard 10 | Oksimetolon TCI (=98 %) 332,48

(434-07-1) . ‘Me

Me
HO™ ™
@)

3.1.2. Topila

e bidestilirana voda: ultra Cista voda pridobljena z aparatom MIlli Q Advantage A10

Ultrapure Water Purification System (Mlllipore, Bedford, ZDA) na Fakulteti za

farmacijo, Ljubljana

e metanol: CH;0OH, HPLC Gradient Grade, J.T. Baker

e acetonitril: CH3;CN, HPLC Gradient Grade, Fisher Scientific

3.1.3. Vzorci
Tabela II: Vzorci
St. Ime Deklarirana (domneven) Slika
Vzorca | izdelka uinkovina Proizvajalec
Vzorec 1 | DHEA DHEA (100 mg) Ultimate
kapsule Nutrition
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Vzorec 2 | DHEA DHEA (50 mg) Natrol
tablete
Vzorec 3 | Formadrol | Trans-androsteron LG Sciences
Extreme (deklaracija nejasna)
kapsule
Vzorec 4 | Methycaps | 17a-metiltestosteron | Extreme —— s
kapsule (25 mg) Pharmaceuticals =
pesid o Srolion]|
Exp. Date: 10/2014 10 cope
k
Vzorec 5 | Methacaps | Metandienon (10 mg) | Extreme
kapsule Pharmaceuticals
o T
Exp, Date: 10/2014 ¥ i 00 cape
LA s
| =8
' ; HH
e | 2
Vzorec 6 | Anabol Metandienon (5 mg) | British
tablete Dispensary e

pes: O
Exp. Date: 18/01/2013

AHABOL TABLETE

'/
4 N
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Vzorec 7 | Danabol Metandienon (10 mg) | British

X r—wol— -
tablete Dispensary
= l Danabol DS
- 4 pes: JO
Exp. Date: 27/10/2014
o
DANABEL 05
- k
Vzorec 8 | Stanocaps | Stanozolol (10 mg) Extreme | f e
kapsule Pharmaceuticals = .
Vzorec 9 | Azolol Stanozolol (5 mg) British = T
tablete Dispensary =
Vzorec | Oxycaps Oksimetolon (25 mg) | Extreme ; — —
10 kapsule Pharmaceuticals — % T
res O f 23 100 capa
Exp. Date: 11/2014 | ;:;

I en |
=B
=T 2|z
S< Bt
o= Els

|

Vzorec | Androlic Oksimetolon (50 mg) | Body Research —————
11 tablete

Im‘llnnuv
*

* Slike s spletne strani prodajalca (www.steroidshop.eu)
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3.2. Aparature

e Aparatura za HPLC: Agilent 1100 sistem s 4-kanalno c¢rpalko, avtomatskim
vzorCevalnikom i MWD (Multi Wavelenght Detector) detektorjem (Agilent
Technologies, Santa Clara, ZDA)

e Kolona: Phenomenex Kinetex C18, 2,6 um, 100 % 4,6 mm (Phenomenex inc., Torrance,
ZDA)

e Ultrazvoéna kadi¢ka: Sonis 4 (Iskra, Pio d.o0.0., Sentjernej, Slovenija)

e Analitska tehtnica: AG 245 (Mettler Toledo International inc., Greifensee, Svica)

e Centrifuga: Centric 150 (Tehtnica Zelezniki d.o.o, Zelezniki, Slovenija)

3.3. Metode

3.3.1. Postopki priprave raztopin standardov
3.3.1.1. Priprava raztopin posameznih standardov za identifikacijo ucinkovin

Natan¢no zatehtamo  ustrezno koli¢ino standarda, ga s pomoc¢jo 100 % MeOH
kvantitativno prenesemo v ustrezno volumetri¢no bucko, dodamo cca. 3/4 volumna 100 %
MeOH in raztopimo s pomocjo ultrazvoka. Ohladimo na sobno temperaturo, dopolnimo s
100 % MeOH do oznake in dobro premeSamo. Tako pripravljeno raztopino kvantitativno

red¢imo do Zelene koncentracije s 60 % MeOH.

Standardi 1, 2, 4, 6, 7 in 8

Pripravimo raztopine standardov s koncentracijami 0,1 mg/ml v 60 % MeOH.
Standarda 3 in 5

Pripravimo raztopini standardov s koncentracijo 1 mg/ml v 60 % MeOH.
Standarda 9 in 10

Pripravimo raztopini standardov s koncentracijo 0,05 mg/ml v 60 % MeOH.

3.3.1.2. Priprava raztopin zmesi standardov za preverjanje locCljivosti

Pripravimo §tiri zmesi standardov v 60 % MeOH. Koncentracije posameznih standardov so

podane v tabeli III.
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Tabela III: Koncentracija standardov v zmesi

St. 1 St. 2 St.3 St. 4 St. 5 St. 6 St. 7 St. 8 St. 9 St. 10
(mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml)
Zmes | (,] 0,1 1 0,1 1 0,1 0,1 0,1 0 0
1
Zmes | (0,01 0,01 0,1 0,01 0,1 0,01 0,01 0,01 0 0
2
Zmes | (),001 | 0,001 | 0,001 | 0,001 | 0,001 | 0,001 | 0,001 | 0,001 0 0
3
Zmes 0,1 0,1 1 0,1 1 0,1 0,1 0,1 0,05 0,05
4

3.3.1.3. Priprava raztopine standarda 2 za optimizacijo raztapljanja

Natanéno zatehtamo pribliZzno 25 mg standarda 2, ga s pomocjo 100 % MeOH
kvantitativno prenesemo v 50,0 ml bucko, dodamo cca. 3/4 volumna 100 % MeOH in
raztopimo s pomocjo ultrazvoka. Ohladimo sobno temperaturo, dopolnimo s 100 % MeOH
do oznake in dobro premesamo. Tako pripravljeno raztopino kvantitativno red¢imo s 50 %

MeOH do koncentracije 0,1 /ml.

3.3.1.4. Priprava raztopin standardov za test stabilnosti raztopin standardov

Preverjamo stabilnost standardov po 24 h. Po 24 urah pripravimo sveze standarde in z
njimi dolo¢imo koncentracijo v raztopinah prejSnjega dne. Natancno zatehtamo ustrezno
koli¢ino standarda, ga s pomocjo 100 % MeOH kvantitativno prenesemo v ustrezno
volumetri¢no bucko, dodamo cca. 3/4 volumna 100 % MeOH in raztopimo s pomocjo
ultrazvoka. Ohladimo na sobno temperaturo, dopolnimo s 100 % MeOH do oznake in
dobro premeSamo. Tako pripravljeno raztopino kvantitativno red¢imo do Zelene
koncentracije s 60 % MeOH.

Koncentracija standardov 1, 2, 4, 6, 7 in 8 je bila 0,1 mg/ml, standardov 3 in § 0,5 mg/ml,
standardov 9 in 10 pa 0,05 mg/ml.
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3.3.1.5 Priprava raztopin standardov za test linearnosti raztopin standardov

Standardi 1, 2, 4, 6, 7, 8

Natan¢no zatehtamo 25 mg standarda, ga s pomoc¢jo 100 % MeOH kvantitativho
prenesemo v 25,0 ml bucko, dodamo cca. 3/4 volumna 100 % MeOH in raztopimo s
pomoc¢jo ultrazvoka. Ohladimo na sobno temperaturo, dopolnimo s 100 % MeOH do
oznake in dobro premeSamo. Tako pripravljene raztopine kvantitativno red¢imo do zelene

koncentracije s 60 % MeOH kot je opisano v tabeli I'V.
Standarda 3 in 5

Natan¢no zatehtamo 125 mg standarda, ga s pomocjo 100 % MeOH kvantitativno
prenesemo v 25,0 ml bucko, dodamo cca. 3/4 volumna 100 % MeOH in raztopimo s
pomoc¢jo ultrazvoka. Ohladimo na sobno temperaturo, dopolnimo s 100 % MeOH do
oznake in dobro premesSamo. Tako pripravljeni raztopini kvantitativno red¢imo do Zelenih

koncentracij s 60 % MeOH kot je opisano v tabeli I'V.
Standarda 9 in 10

Natan¢no zatehtamo 25 mg standarda, ga s pomoc¢jo 100 % MeOH kvantitativho
prenesemo v 50,0 ml bucko, dodamo cca. 3/4 volumna 100 % MeOH in raztopimo s
pomoc¢jo ultrazvoka. Ohladimo na sobno temperaturo, dopolnimo s 100 % MeOH do
oznake in dobro premeSamo. Tako pripravljeni raztopini kvantitativno red¢imo do Zelenih

koncentracij s 60 % MeOH kot je opisano v tabeli I'V.

Tabela 1V: Redcenje osnovne raztopine za preizkus linearnosti

Raztopina Redcenje osnovne raztopine
Linearnost 1 1 ml/20 ml
Linearnost 2 4 ml/ 50 ml
Linearnost 3 2 ml/ 20 ml
Linearnost 4 6 ml/ 50 ml
Linearnost 5 3 ml/ 20 ml
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3.3.1.6. Priprava raztopin standardov za dolocanje vsebnosti ucinkovin v vzorcih

Natan¢no zatehtamo  ustrezno koli¢ino standarda, ga s pomocjo 100 % MeOH
kvantitativno prenesemo v ustrezno volumetricno bucko, dodamo cca. 3/4 volumna 100 %
MeOH in raztopimo s pomocjo ultrazvoka. Ohladimo na sobno temperaturo, dopolnimo s
100 % MeOH do oznake in dobro premeSamo. Tako pripravljeno raztopino kvantitativno
red¢imo do zelene koncentracije s 60 % MeOH. Koncentracija raztopin standarda 3 je bila

0,5 mg/ml, standardov 4 in 7 0,1 mg/ml, standardov 9 in 10 pa 0,05 mg/ml.

3.3.2. Postopki priprave raztopin vzorcev
3.3.2.1. Priprava raztopine vzorca 2 za optimizacijo raztapljanja

Stehtamo, zdrobimo in homogeniziramo 2 tableti vzorca 2. Natan¢no zatehtamo 10 mg
tabletnega prahu, ga s pomocjo zacetnega topila prenesemo v 20,0 ml buc¢ko, dodamo cca.
3/4 volumna zacetnega topila in raztopimo s pomocjo ultrazvoka. Ohladimo na sobno
temperaturo, dopolnimo z zacetnim topilom do oznake in dobro premeSamo. Tako
pripravljeno raztopino s topilom za red¢enje kvantitativno red¢imo do koncentracije 0,1

mg/ml. Topila in ¢as raztapljanja v ultrazvo¢ni kadi€ki so navedeni v tabeli V.

Tabela V: Topila in cas raztapljanja pri pripravi raztopin vzorcev za kontrolo

raztapljanja

Zacetno topilo Topilo za red¢enje | Cas raztapljanja v

ultrazvo¢ni kadicki

Postopek 1 60 % MeOH 60% MeOH 10 min
Postopek 2 60 % MeOH 60% MeOH 20 min
Postopek 3 100 % MeOH 50% MeOH 20 min
Postopek 4 100 % MeOH 50% MeOH 10 min
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3.3.2.2. Priprava raztopin vzorcey za identifikacijo ucinkovin v vzorcih

Vzorci l, 2, 4, 10in 11

Vsebino 1 kapsule vzorcev 1, 4 in 10 ter 1 tableto vzorcev 2 in 11 damo v 100,0 ml bucko,
dodamo priblizno 90 ml 60% MeOH in 20 minut raztapljamo s pomoc¢jo ultrazvoka.
Ohladimo na sobno temperaturo, dopolnimo s 60 % MeOH do oznake in dobro
premeSamo. Nato raztopino 5 min centrifugiramo pri 5000 obratih/ minuto. To raztopino

nato red¢imo 5,0 ml /50,0 ml.
Vzorci 5, 6, 7, 8in 9

Delamo enako kot zgoraj, le da na zacetku kapsule vzorca S in 8 ter tablete vzorca 6, 7 in 9

raztapljamo v 50,0 ml bucki namesto v 100,0 ml bucki.

Vzorec 3

Vsebino 1 kapsule vzorca 3 damo v 25,0 ml buc¢ko, dodamo priblizno 20 ml 60% MeOH in
20 minut raztapljamo s pomoc¢jo ultrazvoka. Ohladimo na sobno temperaturo, dopolnimo s
60 % MeOH do oznake in dobro premeSamo. Nato raztopino 5 min centrifugiramo pri

5000 obratih/ minuto.

3.3.2.3. Priprava raztopin vzorcev za dolocanje vsebnosti ucinkovin v vzorcih

Vzorci l, 4, 5, 8in 10

Stehtamo ustrezno Stevilo kapsul, jih spraznimo, speremo z MeOH, posuSimo ter stehtamo.
V bucko nato dodamo ustrezno koli¢ino homogenizirane vsebine kapsul in pripravimo
raztopine ustreznih koncentracij v 60% MeOH. Vzorce raztapljamo 20 min s pomocjo
ultrazvoka ter jih nato 5 min centrifugiramo pri 5000 obratih/min. Stevilo uporabljenih

kapsul in kon¢ne koncentracije raztopin vzorcev so podane v tabeli VI. Delamo v treh

paralelah.
Tabela VI: Priprava raztopin vzorcev 1, 4, 5, 8, in 10
Vzorec 1 Vzorec 4 Vzorec 5 Vzorec 8 Vzorec 10
St. kapsul 3 5 6 9 8

Koncentracija | 0,5 mg/ml 0,1 mg/ml 0,1 mg/ml | 0,05 mg/ml | 0,05 mg/ml

raztopine
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Vzorci 2, 6, 7, 9in 11

Stehtamo, zdrobimo in homogeniziramo ustrezno Stevilo tablet. V ustrezno volumetricno
bucko natehtamo ustrezno koli¢ino tabletnega prahu ter dodamo 2 ml vode ter pocakamo 5
min, da prah tablet nabrekne. Nato dodamo 3/4 volumna 60 % MeOH in 20 min
raztapljamo s pomocjo ultrazvoka. Ohladimo na sobno temperaturo, dopolnimo s 60 %
MeOH do oznake in 5 min centrifugiramo pri 5000 obratih/min. Stevilo uporabljenih tablet

in koncentracije raztopin vzorcev so podane v Tabeli VII. Delamo v treh paralelah.

Tabela VII: Priprava raztopin vzorcev 2, 6, 7, 9, in 11

Vzorec 2 Vzorec 6 Vzorec 7 Vzorec 9 Vzorec 11
St. tablet 3 5 5 5 2
Koncntracija | 0,5 mg/ml 0,1 mg/ml 0,1 mg/ml | 0,05 mg/ml | 0,05 mg/ml
raztopine

3.3.3. Postopki priprave raztopin vzorcev z dodatkom standardov

Vzorec 1
Pripravimo raztopino standarda 2 v 60 % MeOH s koncentracijo 1,25 mg/ml. 5,0 ml in
10,0 ml te raztopine dodamo ustrezni koli¢ini vsebine kapsul vzorca 1 in raztopino

pripravimo po enakem postopku kot za dolo¢anje vsebnosti. Delamo v treh paralelah.

Vzorec 4
Pripravimo raztopino standarda 4 v 60 % MeOH s koncentracijo 1 mg/ml. 2,0 ml in 5,0 ml
te raztopine dodamo ustrezni koli€ini vsebine kapsul vzorca 4 in raztopino pripravimo po

enakem postopku kot za dolo¢anje vsebnosti. Delamo v treh paralelah.

Vzorec 5
Pripravimo raztopino standarda 7 v 60 % MeOH s koncentracijo 0,5 mg/ml. 2,0 ml in 5,0
ml te raztopine dodamo ustrezni koli¢ini vsebine kapsul vzorca 5 in raztopino pripravimo

po enakem postopku kot za dolo¢anje vsebnosti. Delamo v treh paralelah.
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Vzorec 11
K ustrezni koli¢ini tabletnega prahu vzorca 11 dodamo priblizno 5 mg in 10 mg natan¢no
natehtanega standarda 10 in raztopino pripravimo po enakem postopku kot za doloCanje

vsebnosti. Delamo v treh paralelah.

3.3.4. HPLC metode

HPLC metoda A (izokratska)

Kolona: Phenomenex Kinetex C18, 2.6 um, 100 x 4,6 mm
Mobilna faza: 25 % MeOH, 25 % MeCN, 50 % H,O
Pretok mobilne faze: 1,6 ml/min

Volumen injiciranja 20 pl

Temperatura kolone: 30°C

Valovne dolzine detekcije: 220 nm, 242 nm, 296 nm

To metodo smo uporabili za analizo standardov 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, in 8 ter analizo vzorcev
1,2,3,4,5,6in 7.

HPLC metoda B (gradientna)

Kolona: Phenomenex Kinetex C18, 2.6 um, 100 x 4,6 mm
Volumen injiciranja 20 pl

Temperatura kolone: 30°C

Valovne dolzine detekcije: 220 nm, 242 nm, 296 nm

Tabela VIII: Sestava mobilne faze in pretok pri HPLC metodi B

Cas (min) | % MeOH | % MeCN | % H,O | Pretok (ml/min)
0 25 25 50 1,6
6,0 25 25 50 1,6
6,5 35 35 30 1,6
15,0 35 35 30 1,6
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HPLC metoda C (gradientna)

Mobilna faza MeOH in H,O; gradient iz 40 % na 100 % MeOH v 15 min
Kolona: Phenomenex Kinetex C18, 2.6 um, 100 X 4,6 mm

Volu men injiciranja 20 pl

Temperatura kolone: 30°C

Valovne dolzine detekcije: 220 nm, 242 nm, 296 nm

HPLC metoda D (gradientna)

Mobilna faza MeCN in H,O; gradient iz 40 % na 100 % MeCN v 15 min
Kolona: Phenomenex Kinetex C18, 2.6 pm, 100 X 4,6 mm

Volu men injiciranja 20 pl

Temperatura kolone: 30°C

Valovne dolzine detekcije: 220 nm, 242 nm, 296 nm

3.3.5. Dolo¢anje vsebnosti u¢inkovin v vzorcih

Vsebnost u€inkovin v vzorcih [mg/tableto oz. mg/kapsulo] smo izracunali s pomocjo enacb
1,2 1in 3.

AUCyz X Cse XM XV X f
AUCst XMy,

Enacéba 1: vsebnost =

AUC,; = povrsina pod krivuljo raztopine vzorca [mAUs]
AUCq = povrsina pod krivuljo raztopine vzorca [mAUs]
cs¢ = koncentracija standarda [mg/ml]

m, = povprecna masa tablete oz. kapsule [mg]

m,, = masa vzorca [mg]

V = volumen kon¢ne raztopine vzorca [ml]

f = faktor red¢enja

Mgt XWst

Enacba 2: cy, = Vr

mg = masa standarda [mg]

Wy = stopnja Cistote standarda

& . vsebnostizmerjena
Enadba 3: % vsebnosti= —————
VsebHOStdeklarirana
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3.3.6. To¢nost metode

Toc¢nost metode smo izra¢unali s pomocjo enacb 4, 5 in 6.

v AUCy, Xcgt XV Xf
Enacba 4: vsebnost = —2———
AUCgt
v my, Xvsebnost
Enacba 5: my,; = vsebnost — ”Tt
t

vsebnost; = povprecna vsebnost u¢inkovine v tableti oz. kapsuli
my, = dolo¢ena masa standarda
myoq = masa zatehte standarda

my, = masa zatehte vzorca

W v m
Enacba 6. to¢nost = —4°L

Mdod
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4. Rezultati in razprava
4.1. Optimizacija HPLC metode

V zaletnem delu eksperimentalnega dela smo imeli na voljo standarde 1-8. Kasneje smo
imeli na voljo Se standarda 9 in 10. V prvem delu nasega dela smo tako preizkusili ve¢
metod, z namenom doseci ¢im boljSo loc¢ljivost. Pri tem smo izhajali iz rezultatov,
predhodno pridobljenih na Katedri za farmacevtsko kemijo na FFA (diplomsko delo
Gregorja Novaka, rezultati Se niso objavljeni). Ti rezultati kazejo, da je optimalna
kombinacija za medsebojno locbo standardov 1-8 sestava mobilne faze 25 % MeOH, 25 %
MeCN in 50 % H,O ter kolona Kinetex (Phenomenex inc.) z 2,6 um C-18 delci.

Na zacetku smo spreminjali volumen injiciranja in temperaturo kolone. Volumen
injiciranja je sorazmeren s povriino pod krivuljo. Stevilo teoretskih podov in simetri¢nost
sta nekoliko bolj$a pri manjs$ih volumnih injiciranja, vendar takrat za kvantitativno analizo
potrebujemo visje koncentracije analita. Na locCljivost pa volumen injiciranja ne vpliva
bistveno. Pri naSem delu smo uporabili relativno visoke koncentracije nekaterih spojin, saj
le-te slabo absorbirajo v UV obmocju (standardi 2, 3 in §; vzorca 1in 2). Zaradi tega smo
izbrali metodo z ve¢jim volumnom injiciranja (20 pl).

S poviSevanjem temperature na koloni (do 40° C) se retencijski ¢asi skrajSajo, zmanjsa se
Stevilo teoretskih podov, simetricnost je vecja, loCljivost pa slabSa. Zaradi slabsSe
ucinkovitosti in loc¢ljivosti smo se odlocili, da bomo vzorce analizirali z metodo, ki bo
imela niZjo temperaturo na koloni (30°C).

Po teh preizkusih smo se odloCili za HPLC metodo A. Na sliki 6 so prikazani
kromatogrami zmesi 1 pri valovnih dolZinah 220 nm, 242 nm in 296 nm. Iz slik je
razvidno, pri katerih valovnih dolZzinah posamezne spojine najbolje absorbirajo.
Kromatograme posameznih raztopin standardov in raztopin vzorcev smo nato snemali pri
valovni dolzini, pri kateri najbolje absorbirajo.

Kasneje, ko smo dobili e standarda 9 in 10 smo preizkusili Se tri dodatne metode z vi§jim
delezem organskih topil. Ker sta obe spojini izrazito bolj nepolarni kot ostale ze prej
uporabljene ucinkovine, smo se odlo¢ili, da namesto izokratske metode uporabimo
gradientno metodo, ter na ta nacin skrajSamo Cas analize. Po preizkuSanju ve¢ metod z
razlicno sestavo mobilne faze smo se odlocili za HPLC metodo B. Na sliki 7 so prikazani

kromatogrami zmesi 4 pri valovnih dolZinah 220 nm, 242 nm in 296 nm
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Slika 6 a: Kromatogrami zmesi 1 posneti pri 220 nm (zgoraj, 242 nm (na sredini) in 296
nm (spodaj). Vsi kromatogrami so prikazani v istem merilu.
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Slika 6 b: Kromatogrami zmesi 1 posneti pri 220 nm (zgoraj, 242 nm (na sredini) in 296
nm (spodaj). Vsak kromatogram je prikazan v polni povecavi.
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MWD1 A, Sig=220,8 Ref=380,80 (JC_DC\25051102.D)
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Slika 7 a: Kromatogrami zmesi 4 posneti pri 220 nm (zgoraj, 242 nm (na sredini) in 296

nm (spodaj). Vsi kromatogrami so prikazani v istem merilu.
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Slika 7 b: Kromatogrami zmesi 4 posneti pri 220 nm (zgoraj, 242 nm (na sredini) in 296

nm (spodaj). Vsak kromatogram je prikazan v polni povecavi.

44



Diplomska naloga

4.2. Optimizacija priprave raztopin vzorcev

Pri pripravi raztopin vzorcev se je pojavil problem raztapljanja vzorcev. Na raztopini
vzorca 2 smo preizkusili vpliv topila (100% MeOH ali 60 % MeOH) in Casa raztapljanja v
ultrazvoc¢ni kadicki na raztapljanje vzorcev. Opis postopkov je podan v tabeli V na strani

36. Vsebnost DHEA v vzorcu smo izra¢unali s pomocjo enacb 1 in 2. Rezultati so podani v

tabeli [X.

Tabela IX: Vsebnost DHEA v vzorcu 2

Postopek Vsebnost (mg)
Postopek 1 45,55
Postopek 2 46,20
Postopek 3 45,09
Postopek 4 44,29

Iz rezultatov je razvidno, da je bolje, da kot topilo uporabimo 60 % MeOH in da je Cas

raztapljanja v ultrazvo¢ni kadicki daljsi (20 min). TakSne pogoje smo uporabili pri pripravi

raztopin vseh vzorcev.
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4.3. Stabilnost raztopin standardov

Stabilnost raztopin standardov po 24 h pri sobni temperaturi smo dokazali za vse raztopine
standardov, saj je razlika vsebnosti med zacetno vrednostjo in vrednostjo po 24 h <2,0 %.

Rezultati so podani v tabeli X.

Tabela X: Stabilnost raztopin standardov po 24 urah

Standard % ucinkovine v raztopini | %  ufinkovine v | razlika med zacetno
standarda relativno glede | raztopini standarda | in kon¢no vrednostjo
na zacetno vrednost (t=0h) | relativno glede na | (%)

zacetno vrednost
(t=24h)

Standard 1 100,0 98,66 1,34

Standard 2 100,0 98,45 1,55

Standard 3 100,0 101,27 1,27

Standard 4 100,0 100,56 0,56

Standard 5 100,0 98,51 1,49

Standard 6 100,0 100,35 0,35

Standard 7 100,0 101,39 1,39

Standard 8 100,0 101,99 1,99

Standard 9 100,0 101,99 1,99

Standard 10 100,0 101,30 1,30
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4.4. Linearnost

Dusa Cahuk

Preverjali smo odvisnost povrSine pod krivuljo (AUC) od koncentracije. Preizkus smo

naredili s petimi standardnimi raztopinami v obmo¢ju med 50 % in 150 % delovne

koncentracije.

Raztopina standarda 2

Delovna koncentracija = 0,1 mg/ ml.

Tabela XI: Podatki za preizkus
linearnosti raztopine standarda 2

c¢[mg/ml] | AUC[mAUs]
0,0495 35,390
0,0495 35,408
0,0792 55,650
0,0792 55,468
0,0792 55,173
0,0990 66,732
0,0990 66,436
0,0990 66,550
0,1188 79,173
0,1188 78,885
0,1188 79,076
0,1485 98,884
0,1485 98,590
0,1485 98,717

120
100 y = 632,74x + 4,4162
R?=0,9992
80

AUC (mAUSs) 60

40
20
0
0 0,05 0,1 0,15 0,2
¢ (mg/ml)

Slika 8: Graficni prikaz linearnosti za raztopino standarda 2

Korelacijski koeficient je >0,99. Dokazali smo linearnost v koncentracijskem obmocju od

0,0495 mg/ml do 0,1485 mg/ml (49,5 do 148,5 % delovne koncentracije). Metoda je

linearna in primerna za dolo€anje vsebnosti DHEA v vzorcih.
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Raztopina standarda 3

Delovna koncentracija = 0,5 mg/ ml.

Tabela XII: Podatki za preizkus
linearnosti raztopine standarda 3

c¢[mg/ml] | AUC|mAUs]
0,230 24,077 80
0,230 24,294 20 y=108,28x + 0,0378
0,368 40,116 60 R?=0,9990
0,368 40,120 50
0,368 40,196
0,461 50,746 AUC (mAUs) 40
0,461 50,624 30
0,461 50,702 20
0,553 59,700 10
0,553 59,806 0
0,553 59,792 0 0,2 0,4 0,6 08
0,691 74,319 ¢ (mg/ml)
0,691 74,671
0,691 74,561 Slika 9: Graficni prikaz linearnosti za raztopino standarda 3

Korelacijski koeficient je >0,99. Dokazali smo linearnost v koncentracijskem obmocju od
0,230 mg/ml do 0,691 mg/ml (46,0 do 138,2 % delovne koncentracije). Metoda je linearna

in primerna za dolo¢anje vsebnosti trans-androsterona v vzorcih.
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Raztopina standarda 4

Delovna koncentracija = 0,1 mg/ ml.

Tabela XIII: Podatki za preizkus
linearnosti raztopine standarda 4

c¢[mg/ml] | AUC|mAUs] €000
00511 1701,372 y =33751x + 37,179
0,0511 1698,948 5000 R2 = 0,9990
0,0811 2802,028
0,0811 2809,395 4000
0,0811 2799,10 AUC (mAUs) 3000
0,1022 3524,707
0,1022 3531,972 2000
0,1022 3524,561 1000
0,1227 4184,548
0,1227 4175316 0
0,1227 4177,781 0 0,05 01 0,15 0,2
0,1534 5182,435 ¢ (mg/ml)
0,1534 5189,732
0,1534 5183,649 Slika 10: Graficni prikaz linearnosti za raztopino standarda 4

Korelacijski koeficient je >0,99. Dokazali smo linearnost v koncentracijskem obmocju od
0,0511 mg/ml do 0,1534 mg/ml (51,1 do 153,4 % delovne koncentracije). Metoda je

linearna in primerna za dolo€anje vsebnosti 1 7a-metiltestosterona v vzorcih.

49



Diplomska naloga Dusa Cahuk

Raztopina standarda 5

Delovna koncentracija = 0,5 mg/ ml

Tabela X1V: Podatki za preizkus
linearnosti raztopine standarda 5

c¢[mg/ml] | AUC[mAUs]

0,248 30,978 120

0,248 30,735 100 y = 136,25x - 2,5722

0,397 51,056 R?=0,9986

0,397 51,359 80

0,397 52,249

0.497 65.333 AUC (mAUs) 60

0,497 65,433 40

0,497 65,132

0,596 78,989 20

0,596 80,568 0

0,596 77,685 0 0,2 0,4 0,6 0,8
0,745 99,63 ¢ (mg/ml)

0,745 97,32

0,745 98,624 | Slika 11: Graficni prikaz linearnosti za raztopino standarda 5

Korelacijski koeficient je >0,99. Dokazali smo linearnost v koncentracijskem obmocju od
0,248 mg/ml do 0,745 mg/ml (49,6 do 149,0 % delovne koncentracije). Metoda je linearna

in primerna za dolo¢anje vsebnosti androstanolona v vzorcih.
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Raztopina standarda 6

Delovna koncentracija = 0,1 mg/ ml.

Tabela XV: Podatki za preizkus
linearnosti raztopine standarda 6

c¢[mg/ml] | AUC|mAUs]

0,0478 1648,897 6000

0,0478 1647,278 5000 y = 36845x - 120,62

0,0765 2713,794 R?=0,9997

0,0765 2714,617 4000

0,0765 2709,656 AUC (mAUs)

0,0956 3367,009 3000

0,0956 3364,207 2000

0,0956 3362,087

0,1148 4128,527 1000

0,1148 4119,180 0

0,1148 4114,125 0 0,05 0,1 0,15 0,2
0,1434 5175,712 ¢ (mg/ml)

0,1434 5161,610

0,1434 5170,463 Slika 12: Graficni prikaz linearnosti za raztopino standarda 6

Korelacijski koeficient je >0,99. Dokazali smo linearnost v koncentracijskem obmocju od
0,0478 mg/ml do 0,1434 mg/ml (47,8 do 143,4,0 % delovne koncentracije). Metoda je

linearna in primerna za dolo€anje vsebnosti androsten-3,17-diona v vzorcih.
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Raztopina standarda 7

Delovna koncentracija = 0,1 mg/ ml.

Tabela XVI: Podatki za preizkus
linearnosti raztopine standarda 7

c¢[mg/ml] | AUC[mAUs]
0,0469 1403,479 5000
0,0469 1404,185 4500 y=33362x - 134,05
0,0750 2388,463 ‘3“5)22 R?=0,9997
0,0750 2390,649 3000
0,0750 2388,933 AUC (mAUZ500
0,0937 2988,083 2000
0,0937 | 2987,439 1500
0,0937 2985,510 1000
0,1125 3640,304 500
0,1125 3635,031 0
0,1125 3636,977 0,00 0,05 0,10 0,15
0,1406 4545,538 ¢ (mg/ml)
0,1406 4546,251
0,1406 4528,163 Slika 13: Graficni prikaz linearnosti za raztopino standarda 7

Korelacijski koeficient je >0,99. Dokazali smo linearnost v koncentracijskem obmocju od
0,0469 mg/ml do 0,1406 mg/ml (46,9 do 140,6 % delovne koncentracije). Metoda je

linearna in primerna za dolo€anje vsebnosti metandienona v vzorcih.
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Raztopina standarda 8

Delovna koncentracija = 0,1 mg/ ml.

Tabela XVII: Podatki za preizkus
linearnosti raztopine standarda 8

c[mg/ml] | AUC|mAUs]| 7000
0,0520 2011,972 £000 y = 41811x - 157,64
0,0520 2011,306
0,0833 3350,432 >000
0,0833 3349,775 4000
0,0833 3344439 [AUCtmA)
0,1041 4229,16
0,1041 4220,116 2000
0,1041 4193,01 1000
0,1249 4975,011 0
0,1249 4984,781 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20
0,1249 5009,664 ¢ (mg/ml)
0,1561 6417,07
0,1561 6401,225
0,1561 6396,384 Slika 14: Graficni prikaz linearnosti za raztopino standarda 8

Korelacijski koeficient je >0,99. Dokazali smo linearnost v koncentracijskem obmocju od
0,0520 mg/ml do 0,1561 mg/ml (52,0 do 156,1 % delovne koncentracije). Metoda je

linearna in primerna za dolo€anje vsebnosti nandrolona v vzorcih.

53



Diplomska naloga Dusa Cahuk

Raztopina standarda 9

Delovna koncentracija = 0,05 mg/ ml.

Tabela XVIII: Podatki za preizkus
linearnosti raztopine standarda 9

c¢[mg/ml] | AUC[mAUs]
0,0250 221,888 700,0
0,0250 222,370 600.0 y = 8845,5x - 0,7482
0,0401 353,743 ’ R?=0,9996
0,0401 353,241 500,0
0,0401 351,297 AuCmA®d o
0,0501 441,422 300,0
0,0501 437,899
0,0501 438,742 200,0
0,0601 535,623 100,0
0,0601 534,710 00
0,0601 534,320 0,00 0,02 0,04 0,06 0,08
0,0751 664,917 ¢ (mg/ml)
0,0751 661,909
0,0751 661,061 Slika 15: Graficni prikaz linearnosti za raztopino standarda 9

Korelacijski koeficient je >0,99. Dokazali smo linearnost v koncentracijskem obmocju od
0,0250 mg/ml do 0,0751 mg/ml (50,0 do 150,2 % delovne koncentracije). Metoda je

linearna in primerna za dolo€anje vsebnosti stanozolola v vzorcih.
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Raztopina standarda 10

Delovna koncentracija = 0,05 mg/ ml.

Tabela XIX: Podatki za preizkus
linearnosti raztopine standarda 10

c¢[mg/ml] | AUC[mAUs]
0,0246 334,262 1200
0,0246 330,059 1000 y = 13200x + 11,654
0,0394 540,716 R?=0,9991
0,0394 539,488 800
0,0394 540,173 AUC (051600
0,0493 660,842
0,0493 660,055 400
0,0493 656,392 200
0,0591 788,187
0,0591 790,352 0
0,0591 782,853 0 0,02 0,04 0,06 0,08
0,0739 985,658 ¢ (mg/ml)
0,0739 983,194
0,0739 999,801 Slika 16: Graficni prikaz linearnosti za raztopino standarda 10

Korelacijski koeficient je >0,99. Dokazali smo linearnost v koncentracijskem obmocju od
0,0246 mg/ml do 0,0739 mg/ml (49,2 do 147,8 % delovne koncentracije). Metoda je

linearna in primerna za dolo€anje vsebnosti oksimetolona v vzorcih.

4.5. Identifikacija ucinkovin v vzorcih

Na internetnih straneh smo poiskali izdelke, ki imajo deklarirane AAS. Na mnogih straneh
ponujajo tovrstne izdelke, vendar je velikokrat tezko prepoznati, katero ucinkovino
vsebujejo, saj so imena AAS »zamaskirana«. NaroCili smo enajst izdelkov, ki naj bi
vsebovali AAS. Vzorci 1, 2 in 3 so prispeli v embalaZi, kakrSna je prikazana na internetnih
straneh. Na vseh je bila oznaCeno ime pripravka ter vsebinska sestava in ime u¢inkovine,
imena pomoZznih snovi, proizvajalec, datum proizvodnje in rok uporabnosti. Podatki so se
ujemali s tistimi na internetnih straneh v primeru vzorcev 1 in 2. Za vzorec 3 je bilo na

internetni strani www.proteini.si navedeno, da naj bi vseboval trans-androsteron. Izdelek je

prispel v embalazi, katere slika je objavljena na omenjeni strani in je imel deklaracijo, na

kateri pa ni bilo navedeno, da vsebuje trans-androsteron.
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Vzorce 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 in 11 smo narocCili na internetni strani www.steroidshop.eu.

Izdelki niso prispeli v embalazi, kakrSna je objavljena na omenjeni strani. Tam je bilo
mogoce narociti poljubno Stevilo tablet oz. kapsul. Na internetni strani je bila poleg imena
izdelka in uc¢inkovine, ki naj bi jo izdelek vseboval, objavljena tudi slika pripravka v
embalazi. Kljub temu smo vzorce prejeli v plasticnih vreckah, na katerih je bilo navedeno
ime vzorca, Stevilo kapsul oz. tablet ter rok uporabe. Nismo pa prejeli nobene deklaracije z
imenom in koli¢insko sestavo ucinkovin in pomoZnih snovi. Prav tako ni bil nikjer
naveden proizvajalec in datum proizvodnje.

Tablete so bile Zivih barv (rumene, modre, roza, vijoli€ne in zelene) ter razli€nih oblik
(krogci, trikotnicki, srcki), nekatere so imele na hrbtni strani motiv morskega konjicka. 1z
tega lahko sklepamo, da naroceni tablete niso bile proizvedene v farmacevtskem podjetju,
ampak jih je nekdo naredil na »domaci« tabletirki. Tablete so mo¢no spominjale na tablete,
ki jih najdemo na broSurah, ki opozarjajo na prepovedane droge (npr. ecstasy). Kapsule
vseh vzorcev so bile na videz enake (zelatinske kapsule- en del je bil moder, drugi bel). Na
Skatli, v kateri so nasi vzorci prispeli, pa je bil kot posiljatelj] naveden neki moski iz
Bratislave in ne farmacevtsko podjetje ali ime internetne strani, kjer smo vzorce narocili. Iz
vsega tega lahko sklepamo na to, da izdelki, naroCeni na tej internetni strani niso
proizvedeni v skladu z GMP in da ni nujno, da vsebujejo deklarirane ucinkovine v
ustreznih odmerkih.

Najprej smo s pomoc¢jo HPLC-ja izvedli identifikacijo u€inkovin v vzorcih. Posneli smo
kromatograme raztopin standardov deklariranih uc¢inkovin, nato pa Se kromatograme
raztopin vzorcev ter jih primerjali. Identifikacijo u€inkovin v vzorcih 1, 2, 3, 4, 5, 6 in 7
smo izvedli s pomoc¢jo HPLC metode A, v vzorcih 8,9, 10 in 11 s pomo¢jo HPLC metode

B, identifikacijo u¢inkovine v vzorcu 3 pa smo izvedli s pomo¢jo HPLC metod B, C in D.
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DHEA

DHEA naj bi vsebovala vzorca 1 in 2. To smo potrdili s HPLC metodo A. (slika 17)

Dusa Cahuk

MWDT A, Sig=220,8 Ref=380,80 (JC_DC\24021109.D)
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Slika 17 a: Kromatogram raztopine standarda 2 (c=0,1 mg/ml)
MWDT A, Sig=220,8 Ref=380,80 (JC_DC\24021156.D)
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Slika 17 b: Kromatogram raztopine vzorca 1 (c=0,1 mg/ml)
MWD1 A, Sig=220,8 Ref=380,80 (JC_DC\01031107.D)
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Slika 17 c: Kromatogram raztopine vzorca 2 (c=0,1 mg/ml)
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Trans-androsteron

Na internetni strani (www.proteini.si) je bilo navedeno, da vzorec 3 vsebuje trans-
androsteron. Ko smo prejeli naro¢ene kapsule, na deklaraciji ni bilo navedeno, da izdelek
vsebuje to ucCinkovino. Najprej smo posneli kromatogram raztopine standarda 3 in
raztopine vzorca 3 s pomocjo HPLC metode B. Vzorec 3 vsebuje rastlinske ekstrakte in na
kromatogramu raztopine vzorca 3 je bilo prisotno veliko Stevilo kromatografskih vrhov,
kar je oteZevalo samo identifikacijo u€inkovine v vzorcu. S pomoc¢jo HPLC metode B
nismo mogli nedvoumno potrditi, da vzorec vsebuje trans-androsteron, zato smo raztopino
vzorca analizirali e s pomoc¢jo HPLC metod C in D. S pomoc¢jo HPLC metode C smo

nedvoumno dokazali, da vzorec ne vsebuje trans-androsterona. (slika 18)

MWD1 C, Sig=296,16 Ref=380,80 (JC_DC\16061110.D)

2
c
I

16

— Trans-androsteron

Slika 18 a: Kromatogram raztopine standarda 3 (c=0,1 mg/ml) (HPLC metoda C)

MWD1 C, Sig=296,16 Ref=380,80 (JC_DC\16061112.D)

Slika 18 b : Kromatogram raztopine vzorca 3 (HPLC metoda C)
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17a-metiltestosteron

17a-metiltestosteron naj bi vseboval vzorec 4. To smo s HPLC metodo A tudi potrdili.

(slika 19)

MWD1 B, Sig=242,16 Ref=380,80 (JC_DC\26051106.D)

mAU
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6007:
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Slika 19 a: Kromatogram raztopine standarda 4 (c =0,1mg/ml)

MWD1 B, Sig=242,16 Ref=380,80 (JC_DC\26051109.D)

600; 17a-metiltestosteron

5.266

Slika 19 b: Kromatogram raztopine vzorca 4 (c=0,1 mg/ml)
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Metandienon

Dusa Cahuk

Metandienon naj bi vsebovali vzorci 5, 6 in 7. Z naSo metodo smo potrdili, da vzorec 5

vsebuje metandienon, vzorca 6 in 7 pa ne. Dokazali smo, da tablete vzorcev 6 in 7

vsebujejo 17a-metiltestosteron. (slika 20)

mAU |

800~
600~
400+

200

MWD1 B, Sig=242,16 Ref=380,80 (JC_DC\27051118.D)

Metandienon
3.555

mir|

Slika 20 a: Kromatogram raztopine standarda 7 (c=0,1 mg/ml)

MWD1 B, Sig=242,16 Ref=380,80 (JC_DC\27051124.D)

sooé
700%
sooé
500%
400%
300%
zooé

100

Metandienon

3.562

Slika 20 b : Kromatogram raztopine vzorca 5 (c=0,1 mg/ml)

min|
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1004
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MWD1 B, Sig=242,16 Ref=380,80 (JC_DC\27051104.D)

17 a-metiltestosteron
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0
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Slika 20 c: Kromatogram raztopine vzorca 6 (c=0,1 mg/ml)
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MWD1 B, Sig=242,16 Ref=380,80 (JC_DC\27051111.D)

600
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400
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200

100

> 17a-metiltestosteron

Stanozolol

Slika 20 d: Kromatogram raztopine vzorca 7 (c=0,1 mg/ml)

Stanozolol naj bi vsebovala vzorca 8 in 9. To smo potrdili s HPLC metodo B. (slika 21)

mAU
175%
150%
125%
100%
75
50%

25

0]

MWD1 A, Sig=220,8 Ref=380,80 (JC_DC\13061110.D)

Stanozolol
9.205

0

Slika 21 a: Kromatogram raztopine standarda 9 (c=0,05 mg/ml)

mAU
175
150
125
100
75
50

25

MWD1 A, Sig=220,8 Ref=380,80 (JC_DC\13061115.D)

Stanozolol
9.206

Slika 21 b: Kromatogram raztopine vzorca 8 (¢ = 0,05 mg/ml)
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MWD1 A, Sig=220,8 Ref=380,80 (JC_DC\13061118.D)
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Slika 21 c: Kromatogram raztopine vzorca 9 (c=0,05 mg/ml)

Oksimetolon

Oksimetolon naj bi vsebovala vzorca 10 in 11. To smo potrdili s HPLC metodo B. (slika
22)

MWD?1 C, Sig=296,16 Ref=380,80 (JC_DC\13061102.D)

mAU ]

80| Oksimetolon

10.206
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Slika 22 a: Kromatogram raztopine standarda 10 (c=0,05 mg/ml)

MWD1 C, Sig=296,16 Ref=380,80 (JC_DC\13061108.D)
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Slika 22 b: Kromatogram raztopine vzorca 10 (c=0,05 mg/ml)
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MWD1 C, Sig=296,16 Ref=380,80 (JC_DC\12061108.D)
mAU ]|
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Slika 22 c: Kromatogram raztopine vzorca 11 (c= 0,05 g/ml)

4.6. Dolo¢anje vsebnosti u¢inkovin v vzorcih in ponovljivost metode

Vzorec 1

Pripravili smo 3 raztopine vzorca 1 z delovno koncentracijo 0,1 mg/ml in jih injicirali
trikrat zapored. S pomoc¢jo HPLC metode A ter enacbe 1 in enacbe 2 smo dolocili vsebnost
DHEA v vzorcu. Izracunali smo tudi RSD, ki je merilo ponovljivosti metode. S pomocjo

Enacbe 3 smo izracunali % vsebnostt DHEA v vzorcu 1 glede na deklarirano vsebnsost.

Tabela XX: Vzorec 1- vsebnost DHEA in ponovljivost metode

Vzorec Vsebnost (mg)
la 87,54
b 90,79
1 89,26
vsebnost 89,20
S 1,626
RSD % 1,823
% vsebnosti 89,20

Ponovljivost metode je ustrezna (RSD <2 %). Vsebnost DHEA ni ustrezna (< 95,0 %).

Vzorec 2

Pripravili smo 2 raztopini vzorca 2 z delovno koncentracijo 0,1 mg/ml in ju injicirali
dvakrat zapored. S pomoc¢jo HPLC metode A ter enacbe 1 in enacbe 2 smo dolocili
vsebnost DHEA v vzorcu. S pomoc¢jo enacbe 3 smo izracunali % vsebnosti DHEA v

vzorcu 2 glede na deklarirano vsebnost.
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Tabela XXI: Vzorec 2-vsebnost DHEA

Vzorec Vsebnost (mg)
2a 47,81
2b 44,59
vsebnost 46,20
% vsebnosti 92,40

Vsebnost DHEA ni ustrezna (< 95,0 %).

Vzorec 4

Pripravili smo 3 raztopine vzorca 4 z delovno koncentracijo 0,1 mg/ml in jih injicirali
trikrat zapored. S pomoc¢jo HPLC metode A ter enacbe 1 in enacbe 2 smo dolocili vsebnost
170-metiltestosterona v vzorcu. Izracunali smo tudi RSD, ki je merilo ponovljivosti
metode. S pomocjo enacbe 3 smo izraunali % vsebnosti 17a-metiltestosterona v vzorcu 4

glede na deklarirano vsebnost.

Tabela XXI: Vzorec 4-vsebnost 17a-metiltestosterona in ponovljivost metode

Vzorec Vsebnost (mg)
4a 21,15
4b 23,59
4c 22,34
vsebnost 22,36
S 1,220
RSD % 5,457
% vsebnosti 89,44

Ponovljivost metode ni ustrezna (RSD > 2 %). Vsebnost 17a-metiltestosterona ni ustrezna

(< 95,0 %).

Vzorec 5

Pripravili smo 3 raztopine vzorca 5 z delovno koncentracijo 0,1 mg/ml in jih injicirali
trikrat zapored. S pomoc¢jo HPLC metode A ter enacbe 1 in enacbe 2 smo dolocili vsebnost
metandienona v vzorcu. Izracunali smo tudi RSD, ki je merilo ponovljivosti metode. S
pomocjo enatbe 3 smo izracunali % vsebnosti metandienona v vzorcu 5 glede na

deklarirano vsebnost.
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Tabela XXII: Vzorec 5 - vsebnost metandienona in ponovljivost metode

Vzorec Vsebnost (mg)
Sa 8,24
5b 9,68
S5c 8,63
vsebnost 8,85
S 0,745
RSD % 8,42
% vsebnosti 88,50

Ponovljivost metode ni zadostna (RSD > 2 %). Vsebnost metandienona ni ustrezna (< 95,0

%).

Vzorec 6

Pripravili smo 3 raztopine vzorca 6 z delovno koncentracijo 0,1 mg/ml in jih injicirali

trikrat zapored. S pomoc¢jo HPLC metode A ter enacbe 1 in enacbe 2 smo dolocili vsebnost

170-metiltestosterona v vzorcu. Izracunali smo tudi RSD, ki je merilo ponovljivosti

metode.

Tabela XXIII: Vzorec 6 - vsebnost 17a-metiltestosterona in ponovljivost metode

Vzorec Vsebnost (mg)
6a 1,92
6b 1,94
6¢c 1,88
vsebnost 1,91
S 0,031
RSD % 1,60

Ponovljivost metode je ustrezna (RSD < 2 %). Vzorec ne vsebuje deklarirane ucinkovine

(metandienona), temve¢ 17a-metiltestosteron.
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Vzorec 7

Pripravili smo 3 raztopine vzorca 7 z delovno koncentracijo 0,1 mg/ml in jih injicirali
trikrat zapored. S pomoc¢jo HPLC metode A ter enacbe 1 in enacbe 2 smo dolocili vsebnost
170-metiltestosterona v vzorcu. IzraCunali smo tudi RSD, ki je merilo ponovljivosti

metode.

Tabela XX1V: Vzorec 7 - vsebnost 17a-metiltestosterona in ponovljivost metode

Vzorec Vsebnost (mg)
1 1,68
2 1,65
3 1,69
vsebnost 1,67
S 0,021
RSD % 1,24

Ponovljivost metode je ustrezna (RSD < 2 %). Vzorec ne vsebuje deklarirane ucinkovine

(metandienona), temve¢ 17a-metiltestosteron.

Vzorec 8

Pripravili smo raztopino vzorca 8 z delovno koncentracijo 0,05 mg/ml in jo injicirali
dvakrat zapored. S pomoc¢jo HPLC metode B ter enacbe 1 in enacbe 2 smo dolocili
vsebnost stanozolola v vzorcu. S pomoc¢jo enacbe 3 smo izraCunali % vsebnosti
stanozolola v vzorcu 8 glede na deklarirano vsebnost.

Vsebnost = 8,35 mg

% vsebnosti = 83,50 %

Vsebnost stanozolola ni ustrezna (< 95 %).

Vzorec 9

Pripravili smo 3 raztopine vzorca 9 z delovno koncentracijo 0,05 mg/ml in jih injicirali
dvakrat zapored. S pomoc¢jo HPLC metode B ter enaCbe 1 in enacbe 2 smo dolocili
vsebnost stanozolola v vzorcu. Izraunali smo tudi RSD, ki je merilo ponovljivosti metode.
S pomocjo enacbe 3 smo izracunali % vsebnosti stanozolola v vzorcu 9 glede na

deklarirano vsebnost.
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Tabela XXV: Vzorec 9 - vsebnost stanozolola in ponovljivost metode

Vzorec Vsebnost (mg)
1 5,26
2 5,29
3 5,11
vsebnost 5,22
S 0,096
RSD % 1,85
% vsebnosti 104,40

Ponovljivost metode je ustrezna (RSD <2 %). Vsebnost stanozolola je ustrezna (med 95,0

% in 105,0 %).

Vzorec 10

Pripravili smo raztopino vzorca 10 z delovno koncentracijo 0,05 mg/ml in jo injicirali
dvakrat zapored. S pomoc¢jo HPLC metode B ter enacbe 1 in enacbe 2 smo dolocili
vsebnost oksimetolona v vzorcu. S pomocjo enacbe 3 smo izracunali % vsebnosti
oksimetolona v vzorcu 10 glede na deklarirano vsebnost.

Vsebnost=21,85 mg

% vsebnosti=87,40

Vsebnost oksimetolona ni ustrezna (< 95 %).

Vzorec 11

Pripravili smo 3 raztopine vzorca 11 z delovno koncentracijo 0,05 mg/ml in jih injicirali
dvakrat zapored. S pomoc¢jo HPLC metode B ter enacbe 1 in enacbe 2 smo dolocili
vsebnost oksimetolona v vzorcu. Izraunali smo tudi RSD, ki je merilo ponovljivosti
metode. S pomocjo enacbe 3 smo izraCunali % vsebnosti oksimetolona v vzorcu 11 glede

na deklarirano vsebnost.
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Tabela XXVI: Vzorec 1- vsebnost oksimetolona in ponovljivost metode

Vzorec Vsebnost (mg)
1 15,47
2 15,31
3 15,40
vsebnost 15,40
S 0,0800
RSD % 0,521
% vsebnosti 30,79

Ponovljivost metode je ustrezna (RSD < 2 %). Vsebnost oksimetolona ni ustrezna (< 95,0

%).

Vsebnost u¢inkovine smo doloc¢ali v vzorcih 1, 2,4,5,6,7,8,9,10 in 11. Vzorca 6 in 7 sta
namesto metandienona, ki je bil deklariran, vsebovala 17a-metiltestosteron. Pri teh dveh
vzorcih smo s pomo¢jo HPLC metode A dolo¢ili vsebnost 17a-metiltestosterona v vzorcu,
nismo pa mogli doloCiti % vsebnosti, saj vzorca vsebujeta u¢inkovino, ki ni deklarirana.
Vsebnost u¢inkovine je bila ustrezna (med 95,0 % in 105,0 %) le v vzorcu 9, v vseh ostalih
vzorcih je bila vsebnost u¢inkovine prenizka.

Ponovljivost metode ni bila ustrezna pri raztopinah vzorcev 4 in 5. Razlog za to je lahko
nezadostna homogenizacija prahu iz kapsul. Pred zaCetkom priprave raztopin vzorcev smo
predpostavili, da je v kapsulah homogen prah, vsebnost u¢inkovine pa je enaka v vseh
kapsulah. Zaradi tega prahu iz kapsul nismo stresli v terilnico in ga homogenizirali, temvec
smo kapsule le spraznili v steklene viale in nato iz njih natehtali ustrezno koli¢ino prahu.
Drugi (manj verjeten) vzrok bi lahko bilo nepopolno raztapljanje u¢inkovine pri pripravi

raztopin vzorcev.
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4.6. Ponovljivost injiciranja

Pripravili smo raztopine standardov z delovnimi koncentracijami enakimi kot pri
doloCanju vsebnosti u€inkovin v vzorcih in jih injicirali Sestkrat zapored. Izraunali smo

RSD. Rezultati so podani v tabeli XVII.

Tabela XXVII: Rezultati testivanja ponovljivosti injiciranja za raztopine standardov

AUC (mAUs)
Raztopina l.inj. | 2.inj. | 3. inj 4. inj 5.inj. | 6.inj. AUC s RSD
standarda (mAU (%)
s)

Standard 2 | 62,443 | 62,022 | 62,168 | 62,031 62,828 | 62,677 | 62,362 | 0,34 | 0,549

Standard 4 | 3314,3 | 3320,7 | 3314,8 | 3318,2 | 3315,7 | 3326,9 | 3318,4 | 4,79 | 0,144

Standard 7 | 3214,4 | 3214,5 | 3216,7 | 3210,8 | 3269,1 | 3271,9 | 3232,9 | 29,2 | 0,903

Standard 9 | 416,98 | 418,22 | 416,85 | 417,56 | 417,23 | 417,54 | 417,23 | 0,65 | 0,157

Standard 10 | 559,32 | 570,45 | 566,96 | 566,766 | 568,33 | 577,33 | 568,33 | 6,54 | 1,150

Ponovljivost sistema za vse raztopine standardov je ustrezna (RSD < 2 %). Kromatografski

sistem je natancen.
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4.7. Toénost

Raztopina vzorca 1

Raztopini vzorca 1 smo dodali priblizno 25 % in 50 % standarda 2 glede na delovno
koncentracijo raztopine vzorca (0,1 mg/ml) Pripravili smo po tri vzorce z enako
koncentracijo in jih injicirali trikrat. Izra¢unali smo to¢nost s pomocjo enacbe 3, enacbe 4

ter enaCbe 5 in RSD.

Tabela XXXII: Tocnost raztopine vzorca 1 (dodatek 25% standarda 2)

Tocnost
Vzorec mg, (M) Mgoq (ME) (%)
lc 6,26 6,11 102,5
1d 6,10 6,11 99,8
le 6,35 6,13 103,6
Totnost 102,0
S 1,93
RSD % 1,89

Tabela XXIII: Tocnost raztopine vzorca 1 (dodatek 50% standarda 2)

Tocnost
Vzorec Mge (M) | Mgeq (ML) (%)
1f 12,58 12,28 102,4
lg 11,10 12,10 91,7
lh 11,96 12,22 97,9
Tocnost 97,4
S 5,37
RSD % 5,52
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Raztopina vzorca 4

Raztopini vzorca 4 smo dodali priblizno 20 % in 50 % standarda 4 glede na delovno
koncentracijo raztopine vzorca (0,1 mg/ml) Pripravili smo po tri vzorce z enako

koncentracijo in jih injicirali trikrat. Izracunali smo to¢nost s pomocjo enacbe 3, enacbe 4

ter enaCbe 5 in RSD.

Tabela XXXIV: Tocnost raztopine vzorca 4 (dodatek 20% standarda 4)

Tocnost

Vzorec Mgo (ME) [ Mgoa (M) (%)
4¢ 1,95 1,99 98,0
4d 2,14 1,99 107,5
4e 1,31 2,49 52,6
Tocnost 86,0
S 29,35
RSD % 34,11

Tabela XXXV: Tocnost raztopine vzorca 4 (dodatek 50% standarda 4)

Tocnost

Vzorec Myo (ME) | Mgoa (M) (%)
4f 4,90 4,98 98,4
4¢g 5,20 4,98 104,4

4 h 5,08 4,98 102,0
Totnost 101,6
S 3,03
RSD % 2,98
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Raztopina vzorca 5

Raztopini vzorca 5 smo dodali priblizno 20 % in 50 % standarda 7 glede na delovno
koncentracijo raztopine vzorca (0,1 mg/ml) Pripravili smo po tri vzorce z enako
koncentracijo in jih injicirali trikrat. Izracunali smo to¢nost s pomocjo enacbe 3, enacbe 4

ter ena¢be 5 in RSD .

Tabela XXXVI: Tocnost raztopine vzorca § (dodatek 20% standarda 7)

Mygod

Vzorec Mgor (ME) (mg) Tocnost (%)

1 1,69 1 169,0

2 0,96 1 96,0

3 1,42 1 142,0
Tocnost 135,7

] 36,91
RSD % 27,21

Tabela XXXVII: Tocnost raztopine vzorca 5 (dodatek 50% standarda 7)

Tocnost

Vzorec Mmyo1 (M) | Mgoq (ML) (%)

1 2,81 2,49 112,9

2 2,89 2,49 116,1

3 3,73 2,49 149,8
Totnost 126,2

S 20,47
RSD % 16,21

Metoda ni to¢na. Odstotki prekrivanja(recovery) niso znotraj mej 100% + 2%.
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Raztopina vzorca 11

Raztopini vzorca 11 smo dodali priblizno 25 % in 50 % standarda 10 glede na delovno
koncentracijo raztopine vzorca (0,05 mg/ml) Pripravili smo po tri vzorce z enako
koncentracijo in jih injicirali dvakrat. Izracunali smo to€nost s pomocjo enacbe 3, enacbe 4

ter enaCbe 5 in RSD.

Tabela XXXVIII: Tocnost raztopine vzorca 11 (dodatek 25% standarda 10)

Vzorec Mgor (ME) Mgoq (Mg) | To¢nost (%)
11d 4,26 5,01 85,0
Ile 4,66 4,82 96,7
11f 4,82 4,63 104,1

Tocnost 95,3

S 9,62

RSD % 10,09

Tabela XXXIX: Tocnost raztopine vzorca 11 (dodatek 50% standarda 10)

Vzorec mge (ME) | mgeq (mg) | Toénost (%)

1 9,91 9,78 101,33

2 9,46 10,25 92,30

3 10,25 9,77 104,91
Tocnost 99,51

S 6,50
RSD % 6,54

Metoda ni to¢na. Odstotki prekrivanja (recovery) niso znotraj mej 100% + 2%.

Iz rezultatov eksperimentalnega dela je razvidno, da metoda ni to¢na. Razloge za to lahko
i8¢emo predvsem v neustrezni homogenizaciji vzorcev ali pa v nepopolnem raztapljanju
ucinkovine v topilu. Glede na to, da smo v okviru eksperimentalnega dela optimizirali
raztapljanje, je bolj verjeten razlog za neustrezno to€nost nezadostna homogenizacija

vzorca. Ker toc¢nosti metode nismo uspeli potrditi, ne moremo trditi, da so vsebnosti
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uc¢inkovin v vzorcih, ki smo jih dolo¢ili, prave. Analize bi bilo smiselno ponoviti, vendar

nam je za to zal zmanjkalo vzorcev.
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5. Sklep

Na internetnih straneh smo pregledali ponudbo izdelkov, ki vsebujejo AAS. Ker so AAS v
veCini drzav nelegalne snovi, so na internetnih straneh velikokrat uporabljena
»zamaskirana« imena u¢inkovin. Na razli¢nih internetnih straneh smo narocili 11 izdelkov,
ki so imeli kot u¢inkovine deklarirane najpogosteje zlorabljane AAS.

Preden smo se s pomoc¢jo HPLC-ja lotili analize vzorcev smo izvedli optimizacijo in
validacijo metode s standardi. Za dosego ¢im boljSe loc¢ljivosti, smo spreminjali volumen
injiciranja in temperaturo kolone. Izkazalo se je, da je najboljSa loc¢ljivost pri metodi, pri
kateri je volumen injiciranja 20 pl, temperatura kolone pa 30° C. Locljivost je bila ustrezna
za identifikacijo uc¢inkovin v vzorcih. Ker sta bila standarda 9 in 10 izrazito bolj nepolarna
kot ostali standardi, smo za analizo vzorcev, ki vsebujejo stanozolol in oksimetolon (vzorci
8,9, 10 in 11), uporabili gradientno metodo in s tem skrajsali ¢as analize.

V okviru validacije HPLC metode smo izvedli test stabilnosti raztopin standardov po 24 h,
preizkus linearnosti raztopin standardov in ponovljivost injiciranja za raztopine standardov.
Za vse raztopine standardov smo dokazali stabilnost po 24 h in linearnost od 50 do 150 %
delovne koncentracije ter ponovljivost injiciranja. Pred analizo vzorcev smo preizkusili vec¢
razlicnih postopkov priprave raztopin vzorcev. Za najboljSega se je izkazal postopek, pri
katerem smo vzorec 20 minut raztapljali s pomocjo ultrazvoka v 60 % MeOH.

Z izbrano metodo smo izvedli identifikacijo in dolo¢anje vsebnosti u¢inkovin v vzorcih.
Preizkusili smo tudi ponovljivost in to¢nost metode. Dokazali smo, da dva vzorca nista
vsebovala deklarirane ucinkovine (namesto deklariranega metandienona sta vsebovala
170-metiltestosteron), ostalih devet vzorcev pa je vsebovalo deklarirano ucinkovino.
Vsebnost ucinkovine je bila ustrezna le pri enem vzorcu. Tezave smo imeli s
ponovljivostjo in tocnostjo metode. Ponovljivost metode ni bila ustrezna pri treh
raztopinah vzorcev, to¢nost pa ni bila ustrezna pri nobeni raztopini vzorca. Najverjetnejsi
vzrok je bila neustrezna homogenizacija vzorcev. Zal tega nismo mogli potrditi s
ponovitvijo analiz, saj nismo imeli zadostne koli¢ine vzorcev. Tako ne moremo z
gotovostjo trditi, da so vsebnosti u¢inkovin, ki smo jih dolocili, pravilne.

V okviru diplomske naloge smo dokazali, da so izdelki, ki vsebujejo AAS, lahko dostopni
na internetnih straneh, kljub temu, da so v ve€ini drzav nelegalni. Izdelki ponujeni na
internetnih straneh velikokrat ne ustrezajo deklaracijam. Lahko se zgodi, da naro¢nik ne

dobi izdelka proizvajalca, ki je naveden, ampak izdelek »domace« proizvodnje. Dokazali
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smo tudi, da je HPLC primerna metoda za identifikacijo AAS v izdelkih, ki imajo
deklarirane AAS.
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