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1. UVOD

Dnes Zijeme v globalizovaném svété ,bez hranic” a nelze
vyloucit, Ze se ve svém osobnim nebo profesnim Zivo-
té, drive nebo pozdéji, setkate s anabolickymi steroidy.
RGzné ¢lanky na téma anabolickych steroidd a jejich po-
uzivani je dnes oblibené ve vSech dnesnich sdélovacich
a informacnich kanalech. Vrcholem pomyslného ledovce
jsou informace o zakdzaném pouzivani anabolickych ste-
roidd v oblasti vrcholového sportu ve spojeni s nepovole-
nym zvySovanim fyzickych sportovnich vykond.

Vyznamnou oblasti, o které se jiz tolik nemluvi a neinfor-
muje, je i uzitianabolickych steroidd ve spojeni se zakaza-
nymi praktikami v sektoru ZivociSné vyroby a zpracovani,
napriklad s aplikaci nepovolenych latek a léciv stimuluji-
cich rdst svalové hmoty pro Ucely vykrmu potravinovych
zvirat. Pouziti véech stimulatort rdstu véetné steroidnich
hormond s anabolickym Gcinkem je zakdzano v Evropské
unii od roku 1988 smérnici Rady 96/22/ES. Problematika
porudovani zdkazu uziti stimuldtord rlstu ve vykrmu je
stale vysoce aktualni napric celou EU, jak plyne z vysled-
kG poctu pozitivnich nalezl publikovanych v pravidelnych
technickych zpravach Evropského Uradu pro bezpec-
nost potravin (EFSA, 2021). V posledni dobé jsou znamé
predevsim pripady poruseni zdkazu zejména u prasat
(clenbuterol, testosteron, nortestosteron, boldenon),
u ryb (rekombinantni ristovy hormon) nebo nové u skotu
a prasat uziti prirodnich steroidd v . koktejlech”. Soucas-
né kontroly odhalovani nedovolenych praktik se dnes vy-
hradné spoléhaji na sledovani omezeného poctu rezidui
dobre znamych zakazanych latek s anabolickymi Gcinky
s pouzitim analytickych metod s cilenym stanovenim,
které jsou zalozeny na plynové a kapalinové chromato-
grafii spojené s hmotnostni spektrometrii. Tyto analytic-
ké techniky jsou pouZivany stejnym zpldsobem jiZ vice nez
30 let, ale pokud celi novym vyzvam a aktualnim poza-
davklm na bezpeénost potravin Zivocigného pdvodu, jsou
méné ucinné nebo i zcela neucinné. Jako priklady novych
vyzev lze uvést zejména uziti novych dosud neznamych
syntetickych preparatd pFipravenych na bazi steroidnich
hormond s chemicky pozménénou strukturou. Tyto syn-
tetické steroidni derivaty podporuji rlst svalové hmoty
mnohdy vyznamné ucinnéji ve srovnani s dobre znamymi
anabolickymi steroidy. Dalsi vyzvou jsou nové aplikace ve

formé ,koktejli” v neprokazatelnych nizkych koncentra-
cich jednotlivych zakazanych latek, avsak se synergic-
kym anabolickym efektem.

K odhalovani uziti téchto novych nepovolenych praktik
jsou v dnesni dobé naléhavé zapotrebi Ucinnéjsi alterna-
tivni zpUsoby chemickych analyz se zdmérem prokazovat
jejich sofistikované zneuzivani. V tomto ohledu se ukazuji
byt velmi perspektivhim smérem prokazovani zakazaného
uZziti stimuldtord ristu, které prinasi dnesni doba, analy-
tické pristupy a techniky na bazi ,omik” - metabolomika
a proteomika.



2. STEROIDNi HORMONY

2.1. Charakteristika a chemicka struktura steroidnich
hormont

Pod pojmem ,steroidy” si vétsina laické verejnosti pred-
stavi pouze anabolické steroidy a to hlavné v souvislos-
ti se sportovnim dopingem a aférami v profesionalnim
sportu nebo dale pripadné ve spojitosti s profesionalni
¢i amatérskou kulturistikou. Avsak steroidy maji mno-
hem Sirsi strukturu a Siroké farmakologické vlastnosti,
nez jen anabolicky a androgenni efekt. Jako steroidy se
oznacuji organické slouceniny s perhydrocyklopentano
fenanthrenovym jadrem, slozenym ze ¢ty kruhd: tFi kru-
hi se Sesti uhliky a jednoho kruhu s péti uhliky - gonan
(Obrazek 1) [1].

Jsou to alicyklické alkoholy, které maji lipofilni charakter
a jsou témeér nerozpustné ve vodném prostredi, pokud ne-
jsou ve formé esterl napfiklad s kyselinou sirovou nebo
ve formé glukuronidd konjugaci s kyselinou glukuronovou.
Vzdy se jednd o krystalické bezbarevné latky s vysokym
bodem varu. Nomenklatura této tridy organickych slouce-
nin se postupem doby stala sloZitou a nejednotnou, pro-
to vznikla potreba sjednotit pouzivané trivialni nazvoslovi
steroidd do jednotného a jednoznacného systému klasifi-
kace. Tento jednotny systém nomenklaturniho znaceni byl
zaveden Mezinarodni chemickou unii (International Union
of Pure and Applied Chemistry/IUPAC] a dnes je dopo-
ruceny v systematické nomenklature v aktualnim znéni
z roku 2010 (IUPAC, 2010) [2]. | pres tato mezinarodni do-
poruceni rada vyznamnych organizaci dodnes pouziva svou
vlastni nomenklaturu, napriklad firma Steraloids. Vybér
pouZiti nejlepsiho pojmenovani steroidd zavisi predevsim
na konkrétni situaci a radé daldich faktord. Pouziti pouze
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Obréazek 1 - Zakladni chemicka struktura steroidd.



Obrazek 2 - Zakladni chemicka struktura steroidd.

A - Cholestan (C27), B - Gonan (C17), C - Pregnan (C21], D - Androstan (C19) a E - Estran (C18])

doporuceného systematického nazvoslovi IUPAC mdZze udi-
nit text obtizné Citelny i pro Fadu odbornikd, ktefi ovsem
nemaji detailni znalosti nomenklatury nazvoslovi z organic-
ké chemie. A naopak pouzivani jen trividlnich nazva, které
nejsou jednotné, nemusi odbornému ani laickému Ctenari
poskytnout dostatek informaci. Kombinace systematic-
kych a trivialnich ndzvl se ¢asto pouziva jako pragmaticky
kompromis ve vétsiné odbornych textl. Tento pragmaticky
kompromis bude pouzivan i v této praci. Jako priklad riz-
nych zplsobl pojmenovani steroidd je mozZno napriklad
uvést nékteré moznosti pro testosteron:

Trivialni nazev: testosteron.

IUPAC systematicky nazev:
178-hydroxy-androst-4-en-3-one.
Nejcastéjsi obchodni nazev: Sustanon.

Steroidni molekula je prostorové usporadana tak, Ze vodiky
a substituenty sméruji nad nebo pod rovinu skeletu. Orien-
tacnim bodem pro vSechny substituenty je vodik, respektive
methylova skupina na uhliku C10, ktera lezi vzdy nad rovi-
nou skeletu. V orientaci na steroidnim skeletu mohou sub-
stituenty vycnivat nad nebo pod rovinou skeletu. Pokud sub-
stituenty vystupuji nad rovinu, jedna se o cis-konfiguraci;
pokud sméFuji pod rovinu, jedna se o trans-konfiguraci. Ve
vzorcich jsou cis-konfigurace oznaceny za pouziti plné cary
(nebo zvyraznény plnym klinem) av nazvu jsou pak oznaceny
feckym pismenem B. Substituenty v trans-konfiguraci jsou
znaceny ve vzorcich prerusovanou ¢arou a v nazvu steroidu
reckym pismenem a. V prirodé se nejcastéji objevuje jediné
mozné sepéti kruhd B a C a vétsinou i kruhd C a D, pricemz
u prirozenych steroidi jde vyhradné o trans-konfiguraci.
Bocni fetézec na uhliku C17 u aktivnich prirodnich steroidt
je vzdy v poloze B. Chybi-li methylova skupina na C10 nebo
C13, oznacCuji se steroidy v ndzvu predponou nor- a Cislem
chybéjiciho uhliku (napf. 19-nortestosteron, vice znamy
jako nandrolon). Ale pfiponou nor- mohou byt oznaceny rov-
néz steroidy vzniklé zGZenim nékterého kruhu steroidniho

skeletu, k nazvu se pak pripoji i velké pismeno oznacujici
prislusny kruh (napr. A-nor-5B8-androstan).

Za Ucelem prehlednosti v systematickém pojmenovani
steroidd v nomenklatufe IUPAC jsou polycyklické skele-
ty rozdéleny podle poctu uhlikd v skeletu do Sesti zaklad-
nich skupin. Ty se lidi v poctu a orientaci uhlikd, které se
pohybuji od 17 uhlikd (C17) gonan, pres 18 uhlikli (C18)
estran, 19 uhlikd (C19) androstan, 21 uhlikd (C21) pregnan,
24 uhlikd (C24) cholan az po 27 uhlikd (C27) cholestan (na
némz je zaloZen cholesterol). Rozsah steroidnich skeletd
pouzity v systematické nomenklatufe je znazornén dale
(Obrazek 2) [4]. Avsak dosud zadné zndmé prirozené ste-
roidy a jen velmi malo syntetickych steroidd je zaloZeno na
gonanovém skeletu. Naopak vSechny estrogeny a napriklad
i nejznaméjsi synteticky steroid nandrolon (19-nortestoste-
ron, 17B8-hydroxy-estr-4-en-3-on) je zaloZzen na estranovém
skeletu. Vétsina androgend je zaloZzena na androstanovém
skeletu a vétSina progesterond a kortikosteroidd je zalozena
na pregnanovém skeletu. Vétsina Zlucovych kyselin je zalo-
Zena na cholanovém skeletu a steroly, jako je cholesterol
jsou zaloZeny na cholestanovém skeletu. Toto systematické
rozdéleni steroidl koresponduje s jejich biologickymi uéinky
a podle toho je mozno je rozdélit do péti skupin na:

e glukokortikoidy - C-21 steroidy,

e mineralokortikoidy - C-21 steroidy,

e androgeny - C-19 steroidy,

e estrogeny - C-18 steroidy,

e gestageny - C-21 steroidy.

Z fyziologického hlediska zlazy endokrinniho systému Zivo-
Cichl secernuji do krve specifické latky regulujici ¢innost
jinych vzdalenych tkani a to stimulacné nebo inhibic¢né.
V roce 1905 E. H. Starling jako prvni pouzil pro tyto latky
oznaceni ,hormony”. Za hormony jsou tedy povaZova-
ny specifické latky se silnym fyziologickym Gcinkem, se-
cernované zvlasté uzplsobenymi tkanémi do krve Zivo-
CichG a pulsobici regulacné, stimulacné nebo inhibi¢né
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Obrazek 3 - Priklady Fady rdznych syntetickych androgenich anabolickych steroidd.

na cinnost jinych télnich organd [1]. Hormony obecné
jsou z téchto divodd predevsim fyziologickym pojmem.
Charakteristické znaky, které tyto chemicky casto vel-
mi odliSné latky spojuji do jedné skupiny, jsou dany mis-
tem jejich vzniku a jejich plsobenim, nikoliv tedy jejich
chemickym slozenim. Jedna se o fyziologicky a farmako-
logicky vyznamné latky [1, 5]. Mezi steroidni hormony se
stejnou chemickou strukturou, z pohledu fyziologického,
patfi predevsim pohlavni hormony (sexuélni), které se podle
dominantni biologické funkce dale déli na androgeny
(muzZské/saméi hormony), estrogeny a gestageny (Zenské/
samic¢i hormony). A déle pak hormony kdry nadledvin - kor-
tikosteroidy, které se dale déli podle fyziologické funkce na
glukokortikoidy a mineralokortikoidy.

Steroidni hormony mohou byt endogenni (pFirozené), které
jsou produkovany systémem vnitFni sekrece nebo exogen-
ni (syntetické), tj. chemicky identické se steroidnimi hor-
mony produkovanymi endokrinnimi Zlazami nebo i mirné
chemicky odliéné od endogennich. V pribéhu poslednich
Sedesati let byla nové vyvinuta (syntetizovana) a nasledné
vyrabéna Siroka skala syntetickych anabolickych - andro-
gennich steroidd (AAS), estrogent, gestagent a kortikoste-
roidd s hlavnim cilem posilit jejich vybrané farmaceutické
vlastnosti. Chemické zmény, které byly aplikovany na vét-
dinu steroidnich skeletd, zahrnuji alkylace (za Gc¢elem vy-
tvoreni vice oradlné aktivni verze), esterifikace (prodlouzeni
trvani uéinku pro intramuskularni aplikace), acetylace (pro
zvydeni absorpce) a halogenace (pro zvySeni potence) [5].
Dalsi chemické Upravy steroidniho skeletu, konkrétné pro
AAS, se prevazné tykaji pridani dvojné vazby do polohy C1,
zavedeni pyrazolové skupiny na kruhu A (stanazolol], nebo
odstranéni methyl skupiny v poloze C19 [nortestosteron,
znaméjsi jako nandrolon).
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VSechny tyto zmény byly pouzity cilené, aby se zvysil
anabolicky efekt nad androgennim efektem a zaroven
se inhibovala jejich preména na estrogeny a zabra-
nilo se hydrogenaci. Podobné zmény byly navrzeny
i u glukokortikoidl s cilem pokusit se maximalizo-
vat glukokortikoidni efekt nad mineralokortikoidnim
Ucinkem. Prikladem syntetickych hormonalnich pre-
paratl jsou napfiklad: nandrolon (19-nortestosteron,
178-hydroxy-estr-4-en-3-on), boldenon (17B-hydroxy-
-androst-1,4-dien-3-on), methyltestosteron (17B8-hyd-
roxy-17a-methylandrost-4-ene-3-one), norclostebol
(4-chloro-17B-hydroxyestr-4-en-3-one)adalsi(Obrazek3).

Era intenzivnich vyzkum@ steroidnich hormon@ zacina
v 30. letech minulého stoleti. Prvni z nich - estron - byl
izolovan z moci v roce 1929, tedy v dobé, kdy stale ne-
byla zndma chemicka struktura skeletu. Kratce na to
byl z moci izolovan dalsi estrogenni hormon - estriol.
AZ v roce 1935 byl z folikularni tekutiny ovarii ziskan
konecné vlastni estrogenni hormon - estradiol. V roce
1927 byl podan dikaz o pritomnosti androgenu v ex-
traktech bycich varlat, ale prvni krystalicky androgen
- androsteron - byl izolovan z moci aZz v roce 1931 (z 15
000 L moci bylo pripraveno pouze 15 mg krystalické lat-
ky). Aazvroce 1935 byl kone¢né izolovan z bycich varlat
vlastni androgenni hormon v krystalickém stavu - tes-
tosteron. V roce 1928 byla prokazana ucinna latka v ex-
traktech Zlutych télisek vajecnik(, vyvolavajici gestacéni
zmeény v déloze, a predbézné nazvana progestin. Vlastni
progesteron byl izolovan z moci téhotnych Zen kratce na
to v roce 1929.V roce 1930 byl pFipraven z kiry nadled-
vin tcinny extrakt nazvany kortin a z néj o nékolik let
pozdéji, v roce 1934, byly izolovany Cisté korové hormo-
ny - kortikosteroidy [1].
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Obréazek 4 - Schéma steroidogeneze. Jsou zde uvedeny enzymy podilejici se na tvorbé steroidnich hormond, jejich substraty,
umisténi a produkty, a dale hlavni skupiny steroidnich hormond vzniklych uvedenou biosyntézou (Prevzato z [86]).

2.2 Biosyntéza steroidniho skeletu

Zivocisné organismy (zvifata, lidé) nejsou odkazany na pri-
jem exogennich steroidd, ale jsou schopny provadét Gplnou
syntézu steroidl z jednoduchych latek a v pripadé zdra-
vych organizmd touto biosyntézou plné pokryt vlastni fy-
ziologickou potrebu. Zakladnim pochodem biogenese ste-
roidnich hormond (steroidogenese) je predevsim vystavba
zakladniho steroidniho skeletu, tedy preména molekuly
.volného" cholesterolu na pregnenolon (Obrazek 4). Cho-
lesterol nebo pregnenolon jsou oznacovany za prekursory
véech steroidni hormon [6, 91. K preméné pregnenolonu
na stroidni hormony dochazi v endoplazmatickém retiku-
lu, mitochondriich a v cytoplazmé. Steroidni hormony jsou
produkovany gonadami (varlata/testes, vajecniky/ovaria),
nadledvinami, placentou, ale také napriklad i v mozku [7].

Vlastni biosyntéza steroidnich hormonl z pregnenolonu
probihd postupné v nékolika krocich za nezbytné Ucasti
rady enzymd, jak je vidét z Obrazku 4. Biosyntéza steroid-
nich hormond je regulovana uUstredni ¢asti endokrinniho
systému - hypotalamus-hypofyza.V hypotalamu se tvorire-
gulacni hormony, které reguluji sekreci adenohypofyzar-
nich hormond: jsou to liberiny, které plsobi stimulacné,
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a statiny, které plsobi inhibiéné. Predni lalok hypofyzy
- adeno-hypofyza nasledné produkuje tropni hormony,
které ridi tvorbu steroidnich hormona. Mezi adenohypo-
fyzarni hormony (tropni hormony, tropiny) patfi (adreno)
kortikotropin (ACTH), ktery reguluje tvorbu kortikoste-
roidd v kdre nadledvin (glandulae suprarenales); lute-
otropin (luteinizacni hormon, LH), ktery reguluje tvorbu
androgend v samdich varlatech a tvorbu progesteronu
v corpus luteum (Zluté télisko) ve vajecnicich; a foliku-
lotropin (folikuly stimulujici hormon, FSH), ktery regu-
luje rast folikuld@ v samicich vajecnicich a tvorbu estro-
genl, rovnéz plsobi na spermatogenezi ve varlatech
a dale produkci estrogenl konverzi z testosteronu [8].
Pro Uplnost vykladu je potreba dodat, Ze tropnich hor-
monU produkovanych adenohypofyzou je mnohem vice,
napriklad: tyreotropin, somatotropin, laktotropin, mela-
notropin.

Navic je znama celad Fada dalSich biosyntéz, napriklad:
prima konverze progesteronu na testosteronacetat
a dehydroepiandrosteronu na testosteron [9]. Nebo pfri
nadorech varlat, vychazejicich z jejich vmezerenych bu-
nék, byla zjisténa dalsi cesta biosyntézy androgend z kor-
tisolu a z 21- deoxykortisolu pres adrenosteron [9].



2.3 Metabolismus steroidnich hormonu

Metabolismus steroidnich hormond v organizmu, ve tkanich
nebo jednotlivych bunkach predstavuje dnes velmi rozsahly
obor vyzkumu i praktickych klinickych aplikaci, predevsim
v humanni mediciné. Na prelomu tisicileti byly jiZ poznatky
v oblasti metabolism0 rdznych organickych sloucenin tak
rozsahlé, Ze byly postupné definovany a zaroven se vycleni-
ly nové védni obory - Genomika, Proteomika a jako posled-
ni Metabolomika, obecné nazyvané jako ,,omiky". Zakladim
metabolomiky a pouzivanym technikdm metabolomiky bude
vénovana rozsahla kapitola 4 se zamérenim na steroidni hor-
mony - androgeny.

Metabolismus androgend, estrogend, gestagent a kortikoidd
spolu velmi Uzce souvisi a vzajemné se ovliviiuji. Obecné mu-
Zeme fici, Ze inaktivace steroidnich hormon je asto spojena
s oxidaci, hydroxylaci nebo redukci jejich molekul, dale s eli-
minaci dvojné vazby v kruhu A nebo s odstépenim bocniho
Fetézce. Casto se tyto pochody kombinuiji a steroidni hormon
je prevadén za Gcasti nékolika soubort enzymu v celou fadu
méné aktivnich aZ neaktivnich steroidl a konjugatd. Konjuga-
ce probiha predevsim na uhliku C3 s kyselinou glukuronovou
nebo s kyselinou sirovou za tvorby 3-glukuronidu nebo 3-sul-
fatu, ¢imz dochazi ke zvyseni jejich rozpustnosti ve vodé oproti
plvodni témér nerozpustnosti, a tim snaze se vylou¢i z organi-
zmu predevsim moci[1, 3, 4]. Ke konjugaci dochazi z prevazné
Casti v jatrech za Ucasti souboru jaternich enzymd, méné pak
v ledvinach. Priblizné 70 % konjugovanych steroidd se vyloudi
moci, 20 % ve stolici a zbytek kdzi [7]. Avsak faktory fidici miru
anabolismu a katabolismu steroidnich hormond v zvifecich
organismech jsou dodnes malo zndmé a malo popsané.

Celkova rychlost absorpce aplikované davky hormonu mdze
byt ovliviiovana Fadou faktort, napf. technikou davkovani, ve-
likosti davky, nebo pritomnosti sekundarnich anabolik v dav-
ce. Pritomnost a koncentrace rezidui hormonalné Ucinnych
latek v Zivocisnych tkanich zavisi na stupni jejich metabolis-
mu a vylucovani. Rezidua se béZné nachazeji ve svalech, tuku,
ledvinach, jatrech a v mléku, stejné tak ale v télnich teku-
tinach (krev, moc, zlué) a vykalech. Obecné lze Fici, Ze kon-
centrace rezidui ma tendenci byt vySsi v télnich tekutinach
a vykalech, neZ ve tkanich [1, 7].
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2.4 Biologické ucinky steroidnich hormon

Steroidni hormony nejsou ukladany v endokrinnich Zla-
zach, ale jakmile je dokoncena jejich steroidogenese, jsou
okamzité secernovany do krevniho obéhu a transportovany
k cilovym tkanim. Steroidni hormony projevuji své biolo-
gické Ucinky prostfednictvim intracelularniho nukleadrniho
receptoru. Zjednodusené receno, androgeny, estrogeny,
gluko- a mineralokortikoidy diky svému lipofilnimu charak-
teru snadno prochazeji buné¢nou membranou a vstupuji do
cytoplazmy, kde se vazi na intracelularni receptory, které
jsou bud v cytoplazmé, nebo v jadre cilovych bunék. Kom-
plex hormon-receptor je dopravovan k jadru bunky a zde
se vaze na hormon-responzivni element, coZ je specificka
sekvence DNA, &imz dojde k aktivaci nebo represi genu.
V pripadé aktivace genl dochazi ndsledné k transkripci ge-
netické informace na mRNA, ¢imz je aktivovana proteosyn-
téza a zacne vznikat specificky protein, ktery opét indukuje
urcité fyziologické efekty s prislusnou biologickou odpovédi
[1, 6, 8]. U anabolickych steroidl je to primarné aktivace
proteosyntézy a nasledna produkce specifickych proteind ve
svalovych tkanich a z toho plynouci stimulace narlstu svalo-
vé hmoty - anabolicky efekt. VSechny publikované studie se
shoduji na tom, Ze anabolické steroidy zvySuji svalovou hy-
pertrofii a syntézu bilkovin, metabolizuji tukové zasoby a ze-
siluji odezvu v pripadé, kdy jsou AAS kombinovany s fyzickou
silovou aktivitou. Obecné tedy aplikace steroidd vede ke zvy-
deni rychlosti ristu netukové hmoty. Na histologické Grovni
se ve svalu zvétSuje primeér a plocha svalovych vldken a do-
chazi k vyraznému narlstu podilu rychlych nizkooxidacnich
vlaken [32-34]. Zvyseni télesné hmotnosti je umocnéno za-
drzovanim dusiku a Cistym prirGistkem bilkovin. Anabolic-
ké steroidy proto zvysuji zadrzovani dusiku v téle. Naopak
vysoké davky AAS mohou zpUsobit degenerativni zmény ve
svalu, které mohou vést ke ztraté funkce svall a jejich trva-
lému poskozeni, jako je rozpad svalovych vlaken, bunécna
infiltrace, vakuolizace, otoky a poskozeni mitochondrii [106].
Dobrym prikladem anabolického efektu mohou byt nase
vysledky z pokust na prasatech, které souhlasi s vysledky
vySe zminénych studii. Po aplikaci testosteronu a nandrolon
dekanolatu doslo ve svaloviné prasat ke zménam v podobé
zvétéeni priméru a plochy svalovych vlaken a zvy$eného
mnozstvi vaziva (endomysia) mezi svalovymi vlakny (Obr. 5).



Obrazek 5 - Histologicky Fez svalovymi vldkny prasete z kontrolni skupiny bez anabolickych steroidl (C), ze skupiny po podani
testosteronu (T), a ze skupiny po podani nandrolonu (N). Po aplikaci AAS doslo ke zvétdeni priméru a plochy svalovych vlaken
a nardstu mnozstvi endomysia mezi svalovymi vlakny ve svalu prasat. U nandrolonu byl U¢inek steroidl jesté silnéjsi.

Mnohem méné je znamy Ucinek anabolickych steroidd
na muzsky reprodukcni systém. AAS ovliviuji genitalie,
zejména u muzd, zcela jinym zplsobem ne? svaly. Cetné
studie ukéazaly, Ze AAS nezpUsobuji jejich rdst, ale naopak
zde maji silny toxicky a degenerativni dopad [35-39]. Apli-
kace anabolik ma vliv pfedevéim na varlata, kde zpUsobuje
poruchy spermatogeneze, degeneraci epitelu a celkovou
dezorganizaci anatomickeé a histologické struktury. Mem-
brany semenotvornych tubuld jsou deformovany, vrstvy
zarodecného epitelu uvnitf tubuld jsou sniZeny stejné jako
pocet a pohyblivost spermii [37]. Intersticialni prostory
bunék a celkovy anabolicky prijem ma inhibicni Ucinek na
osu hypotalamus-hypofyza-varlata, coz vede ke snizeni
prirozené produkce endogenniho testosteronu. Dochazi
také k poskozeni dalsich gonad a zvétseni prostaty [38,39].
D& se fici, ze v koneéném ddsledku maji AAS podobné
Ucinky jako chemicka kastrace. Kromé vyse uvedenych
tkani, ve kterych je projev AAS nejintenzivnéji studovan,
ovliviuji anabolické steroidy i dalsi Zivocisné tkané v téle.
VétSinou se jedna o vyrazné degenerativni zmény a de-
zorganizaci histologické struktury. Nejvice jsou popsany
negativni vlivy na srdec¢ni sval, ledviny, jatra a kosti. Vice
informaci o vlivu AAS na ZivociSné tkané je uvedeno napri-
klad v prehledovém ¢lanku autort Skoupa K. et al. (2022)
[65].

V literature jsou uvadény i dali zplsoby projevl Géink{
anabolickych steroidd, jako napfiklad primé ovlivnéni
centralni nervové soustavy CNS [10]. Vzhledem k tomu,
Ze steroidy obecné zasahuji do exprese gend a nasledné
transkripce, nastupuji jejich Ucinky ve srovnani s ostatni-
mi hormony pomaleji, ale zato déle pretrvavaji [10, 11].

Zakladni prehled prevazujicich fyziologickych uéinkl

steroidnich hormont [7, 81:

e androgeny - hlavni predstavitel: testosteron, zajistuji vy-
voj muzského typu genitalu u plodu, v puberté u muzi na-
vozuji predevdim rust reprodukéni tkané (penisu, varlat,
nadvarlat semennych vacku a prostaty — androgenni Gci-
nek), zajistuji neruseny pribéh spermatogeneze, zaro-
vef plsobi na vyvoj sekundarnich pohlavnich znakd (rdst
vlasd, chlupt, voust) a rozsireni hrtanu, ktery prohlubuje
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vy$ku hlasu jedince (maskulinizacni efekt), a vyznamné
ovliviiuji syntézu proteind, kterd vede k vytvareni vétsiho
objemu svalové hmoty (anabolicky Uéinek). Testosteron
dale zvysuje objem kostni hmoty a ovliviuje ukladani
kalcia a ukonceni rdstu kosti, stimuluje produkci erytro-
poetinu a tim i erytropoézu, spolu s inhibinem ovliviiuje
pres negativni zpétnou vazbu produkci gonadoliberinu
a gonadotropinu, a udrzuje a zvySuje libido sexualis.
estrogeny-hlavnipredstavitel: estradiol, podporujivyvoj
a prokrvovani samicich pohlavnich organd (proliferace
déloznisliznice, proliferace epitelu vejcovodui), zplsobu-
ji indukci projevi fije, dale pak stimulaci epidermalnich
mitdz, zvydeni produkce protilatek (protektivni ucinky),
inhibici supresorovych T-bunék a spolu s gestageny
se podileji na regulaci menstruacniho cyklu.
gestageny - hlavni predstavitel: progesteron, hlavnim
Ucinkem je priprava na téhotenstvi a jeho udrzeni, kdy
v déloze odpovidaji za progestacni zmény endometria,
snizuji hustotu estrogennich receptort v endometriu,
snizuji drazdivost myometria a jeho citlivost k plso-
beni oxytocinu, odpovidaji za cyklické zmény délozniho
kréku, stimuluji vyvoj mlécné zlazy, podporuji sekre-
ci mlécné zlazy béhem laktace, stimuluji respiracni
~centrum”, zabranuji ovulaci tim, Ze inhibuji sekreci
LH a potencuji inhibi¢ni Géinek estrogend, a stimuluji
motilitu spermii v pohlavnim systému samice. Dale pU-
sobi imunosupresivné, maji castecnou glukokortikoidni
aktivitu, mohou mit v zavislosti na davce i androgenni
nebo antiandrogenni Gcinek, vazi se totiz na androgen-
ni receptory.

glukokortikoidy - hlavni predstavitel: kortizol a kor-
tikosteron, maji velmi Siroké pdsobeni, hlavni Ucinek
spociva v plsobeni na metabolismus sacharidt (glukot-
ropni aktivita), lipidG (lipolyticky Géinek]), a dale proteind
(katabolicky, antianabolicky ucinek] kdy zvySuji odbou-
ravani proteinl a snizuji jejich syntézu.
mineralokortikoidy - hlavni predstavitel: aldosteron,
jejich hlavni efekt spociva v regulaci rovnovahy elek-
trolytd (homeostéaza elektrolytu), to je poméru sodiku
a drasliku i distribuci vody v tkanich, tedy stimulu-
ji tubularni resorpci sodiku a zvysuji exkreci drasliku
moci, s retenci natria je spojena i retence vody a exkre-
ce kalia je doprovazena vylucovanim protond (H*).



3. ANDROGENY
3.1. Obecna charakteristika androgent

Androgeny se tvori predevsim v muZzskych pohlavnich
zlazach (varlatech), v mensi mire i v zenskych pohlav-
nich zlazach (vajecnicich], a v mensi mire u obou pohlavi
v nadledvinach v korové interrendlni tkani [1]. Pisobeni
androgenl neni soustifedéno pouze na pohlavni orgény
a rozmnozovani, ale ovliviuji i druhotné pohlavni znaky
a ostatni cilové tkdné organizmu, predevSim svalstvo
a kosti, kde podporuji syntézu proteind. Tento jejich ana-
bolicky ucinek je vyznamnym faktorem, a proto byvaji
androgeny nékdy v literatufe oznacovany také jako ana-
bolické androgenni steroidy - AAS, zkracené anabolické
steroidy [7]. Mezi androgeny patfi predevsim androsteron
(3a-hydroxy-5a-androstan-17-on), androstenolon zna-
ten-17-on, DHEA), a testosteron (178-hydroxy-androst-
-4-en-3-one) (Obrazek 6).

Prvni androgen androsteron izoloval z moci Butenandt
v r. 1931. V r. 1934 byl androsteron syntetizovan L. Ru-
Zi¢kou (narodil se v dnesnim Chorvatsku, mésté Vukovar,
ale mél ceské rodice, zdroj Wikipedia). Z moci byl izolo-
van i dalsi androgen androstenolon (dehydroepiandros-
teron). Hlavni androgen, testosteron, byl izolovan r. 1935
Laquerem, ktery ze 100 kg bycich varlat ziskal pouze 10
mg krystalického testosteronu, jehoz strukturu vyresili
kratce nato pomoci parcialni syntézy Butenandt a Ruzic-
ka [1, 5]. Dalsi androgeny byly izolovany z moci nebo tkani
rGznych organl. Jde o metabolity testosteronu nebo me-
ziprodukty biosyntézy steroidl. Prvni synteticky andro-
gen, 178 - methyltestosteron, pripravil parcialni syntézou
RuZzicka v roce 1935. 17B - methyltestosteron po oralnim
podani svou aktivitou vyznamné predcil dosud zndmé an-
drogenni hormony a je mozno ho dnes oznacit za prvni
AAS. Nasledné bylo pracovano na syntézach dalSich rdz-
nych chemickych obdob a analogd AAS [1].

H

androsteron

androstenolon

OH
CHj3

CHjy

testosteron

Obréazek 6 - Hlavni predstavitelé androgend.
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3.2 Testosteron

nem z androgend je testosteron, ktery se tvori primarné
v Leydigovych bunkach nachazejicich se v intersticialni
(vmezeFené) tkani ve varlatech (testes) [7]. Biosyntéza
testosteronu v bunkach je primo rizend adenohypofy-
zarnim gonadotropnim luteinizaénim hormonem (LH)
a touto biosyntézou jsou produkovany dva zakladni izo-
mery testosteronu: 178-testosteron, ktery je biologicky
vyznamné vice aktivni, a 17a-testosteron (epitestoste-
ron), ktery témér nevykazuje biologickou aktivitu.

Vytvoreny testosteron je z Leydigovych bunék nasledné
secernovan do krevniho obéhu a krvi je transportovan
k vlastnim receptordm v cilovych organech. Testosteron
se v krvi (plazmé) vyskytuje jako volny nebo vazany. Vol-
ného testosteronu je v plazmé priblizné 2 % z celkového
mnozstvi a je biologicky aktivni. Vazany testosteron, pri-
blizné 98 % z celkového mnozZstvi, se prioritné vaze na
specificky protein beta-globulin, ktery se nazyva pohlav-
ni hormon vazajici globulin (sex hormone-binding globu-
lin / SHBG), a z mensi ¢asti se vaze také na albumin (asi
3%).[7,10, 11, 12]. Vyhodou vazaného testosteronu je, ze
vazbou s SHBG je chranén proti inaktivaci v jatrech, a tim
slouzi organizmu jako zasobni hormon.
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3.3. Metabolismus testosteronu

Metabolismus testosteronu ve tkanich nebo jednotlivych
bunkach dnes predstavuje, stejné tak jako ostatnich steroid-
nich hormond v organizmu, velmi rozsahly vyzkum v Fadé
védnich obord, predevsim vSak v humanni medicing, toxiko-
logii, farmakologii a souhrnné v ,mladém” védnim oboru -
metabolomice.

Metabolomicka inaktivace a degradace testosteronu v lid-
ském téle probihd v hlavni mire v jatrech a v mensi mire
i v ledvinach. Tyto mechanismy inaktivace a degradace tes-
tosteronu probihaji za G¢asti specifickych enzymd, které se
katalytickym plsobenim podileji na diléich preménach jeho
steroidni molekuly [12]. Inaktivace a degradace testosteronu
zahrnuje cely komplex vzajemné se ovliviujicich a psobicich
chemickych reakci a premén (Obrazek 9), napf.: pridani dvou
vodik{ (eliminace) na dvojnou vazbu v kruhu A nebo na keto-
novou skupinu; odstranéni atomd vodiku (oxidace) z hydroxy-
lové skupiny; nebo pridani hydroxylové skupiny (hydroxylace)
na vazebné uhliky ve steroidni molekule. Tyto chemické pre-
mény byvaji souhrnné oznacovany jako metabolomicka faze .,
kdy dochazi ke konjugaci molekuly testosteronu reakci s ky-
selinou sirovou nebo kyselinou glukuronovou s hydroxylovou
skupinou nebo ketoskupinou na steroidnim skeletu, a vy-
tvofeni testosteron sulfatl a glukuronidd a to predevéim na
uhliku C3. Konjugace a eliminace molekuly testosteronu
se nékdy v literature oznacuje jako metabolomicka faze .
VSechny tyto pochody se kombinuji a testosteron je prevadén
za Ucasti specifickych souborl enzymd, napriklad jaternich
enzym, v celou Fadu méné aktivnich az neaktivnich steroid(
a konjugatd. Konjugaty, metabolity testosteronu (sulfaty
a glukuronidy), jsou dobre rozpustné ve vodném prostredi
a proto jsou snadno vylucovany predevsim moci z organizmu.

V nékterych cilovych tkanich (kize, sval, jatra) a v zavislosti
na pritomnosti specifickych enzyma, napfiklad 5a-reduktasy,
se testosteron mdze nasledné redukovat na 5a-dihydrotes-
tosteron (DHT) nebo se za pfitomnosti enzymu aromatasy
maZe testosteron ¢astecné konvertovat (aromatizace A kru-
hu) v jatrech na estradiol (Obrazek 4). Aktivni metabolit DHT
nasledné vykazuje vyznamné vyssi androgenni aktivitu nez
pdvodni testosteron.



V metabolomice spojené s humanni medicinou jsou
dnes procesy probihajici v specifickych metabolomic-
kych drahach podrobné zkoumany a velmi exaktné
popsany, publikovany a je mozno je i pro konkrétni
latky rychle vyhledat v metabolomickych databazich
publikovanych na internetu. Jednou z nejvyuzivangj-
Sich databazi je napriklad databaze METLIN, kterou
zabezpecCuje a servisuje The Scripps Research In-
stitute, San Diego, USA [13]. Na rozdil od humanni
oblasti jsou metabolomické procesy, napriklad pro
testosteron, mnohem méné prostudovany a popsany
ve veterinarni mediciné. Nicméné se predpoklada, ze
metabolomické drahy jsou u vyssich obratlovcl (skot,
prase, ovce, kan) priblizné stejné jako u lidi a rozdilné
jsou predevsim koncentrace hormond a z nich vznika-
jicich metabolitd v rGznych matricich a to predevdim
v ddsledku odlidnych enzymovych systémd, které se
podileji na metabolismu steroid( obecné. V pokusech
in vivo bylo zjisténo, Ze po implantaci tkané testes do
mesenteria jater nastava u pokusnych zvirat rychla
atrofie sekundarnich pohlavnich organd, kdezto po
implantaci do ledvin nebyly tyto zmény pozorova-
ny. Destrukce testosteronu byla zjiSténa také primo
pFi inkubaci s rozmélnénymi jatry pokusnych zvirat,
zvlasté pak za pritomnosti kysliku a analyzované
metabolity odpovidaly lidskym metabolitdm [1, 12].

Zajimava je situace u nejznaméjsiho AAS nandrolo-
nu (19-nortestosteronu), ktery byl léta povaZovan za
vyhradné synteticky, exogenni anabolicky steroid.
DUkaz jeho endogenniho plvodu jako sekundarniho
metabolitu testosteronu byl prvné podan ve veteri-
narni mediciné, kdy byl v roce 1980 prvné izolovan
jako pFirozeny hormon u hfebcd [14], a ndsledné pak
u kaneckl v roce 1988 [15]. Nasledné byl potvrzen
jeho pFirozeny vyskyt i v radé dalsich védeckych studii
u dalsich potravinovych zvirat a to ve spojeni se spe-
cifickymi podminkami jeho mozného vzniku, napfri-
klad fyziologického stresu [16]. V humanni mediciné
byl prokazan jeho prirozeny vyskyt az nasledné a byl
publikovan autory Dehennin et al. [17]. Obdobna situ-
ace je i u dalsiho vyznamného anabolického steroidu
boldenonu.
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3.4. Prirozeny vyskyt testosteronu v ZivociSném materialu

Pro vSechny steroidy cirkulujici v plazmé a tkanich (ne-
vztahuje se vSak na jatra a ledviny) plati obecné pravidlo,
Ze obsahuji relativné vysoké koncentrace nezménénych
"materskych” steroidd, zatimco exkreéni produkty, jako
je moc, zlu¢ nebo vykaly, obsahuji relativné vyssi koncen-
trace metabolitd.

Endogenni testosteron u skotu

Testosteron a pribuzné steroidy jako epitestosteron,
androstendion a DHEA, jsou vSudypritomné mezi obéma
pohlavimi véech druhi savcd, takze rozdily mezi riznymi
skupinami zvifat jsou Casto Cisté v koncentracich obsa-
hi jednotlivych steroidd. Z publikovanych Gdaji vyplyva
(priblizné 300 publikovanych védeckych ¢lankl pro rizna
zvirata), Ze podle priblizného poradi absolutnich koncen-
traci 178-testosteronu u skotu v rdznych matricich mize

srst > moC = tuk = vykaly = ledviny > plasma > jatra
sval. Pro 17a izomer testosteronu, epitestosteron, je po-
radi nasledovné: moc > vykaly > plasma > sval > srst (pro
obsah v tuku, jatrech nebo ledvindch nebyla nalezena
7adna data). Z hlediska absolutnich hodnot, testosteron
a epitestosteron byly pritomny ve stejnych koncentracich
ve svalu a plazmé, pficemz koncentrace testosteronu byla
priblizné o Fad (10 x) vy$&i ve chlupech a srsti, epitesto-
steron byl pak priblizné o rad (10 x) vy$si v moci a stolici.

Z aktualni literarni reserse pro tuto praci bylo zjisté-
no, ze primérné rozsahy plazmové/sérové koncentrace
17B-testosteronu jsou priblizné 10 x vySsi u zdravych do-
spélych bykl ve srovnani s kravami (reSersi nebyla na-
lezena z&dné data pro voly). Rozmezi pramérnych kon-
centraci testosteronu v moci byly priblizné trikrat vyssi
u zdravych a zralych samcl vzhledem k samicim [(ne-
byla nalezena z4dna data pro voly). Z rozsahl prdmér-
nych koncentraci testosteronu ve svalu bylo zjiSténo, Ze
koncentrace je priblizné 10 x vy$i u dospélych samcu
ve srovnani se samicemi nebo voly, i kdyZ epitestosteron
mél podobné koncentradni hladiny u bykd a vold. Pro
rozsahy primeérnych koncentraci testosteronu v jatrech



a ledvinach byly zjistény priblizné 10 x vyssi hladiny u do-
spélych samcl ve srovnani se samicemi (redersi nebyly
nalezeny zadné (daje pro androgeny u voll nebo epites-
tosteronu u obou pohlavi). Pro rozsahy primérnych kon-
centraci testosteronu v chlupech byly zjistény priblizné
trikrat vyséi hladiny u zralych dospélych samcl oproti
samicim a volim (nejsou publikovany Udaje pro epites-
tosteron).

Rada studii hodnotila i vliv véku na koncentraci testoste-
ronu v plazmé/séru u samcu a to v rGzném stari jedinc.
RGzné experimentalni podminky, jako napfiklad priprava
matrice urcené k analyze, odliSnost podminek, prikterych
byla zvirata studovana, a rovnéz nedostatecna standar-
dizace pri vykazovani nejistoty méreni, vSak bohuzel ne-
umoznily korektni srovnani. Vysledky z nejzajimavéjsSich
studii jsou shrnuty nize.

Autori E. T. Bagu et al. [18] prokazali, ze primérné kon-
centrace testosteronu v séru u 4 tydny starych by¢kd byly
kolem 0,7 ng ml"'. Koncentrace vzrostla na 1,0 ng ml"
okolo 20. tydne, klesla zpét na 0,4 ng ml" v 28. tydnu,
a znovu vzrostla z téchto nizkych hodnot na 1,1 ng ml™
v 32. tydnu Zivota. Autorfi této studie také poukazali na
dalsi studie, které rovnéz uvadély vyznamny pokles
v koncentraci testosteronu mezi 20. a 32. tydnem véku
bycka.

Dalsi studie [19] uvadi, Ze primérné koncentrace tes-
tosteronu v séru by¢kd byly 1,8 ng ml ve 26. tydnu véku,
dale se zvySily na 8 ng ml've 43. tydnu, a nasledné kles-
ly na 6,5 ng ml" po 52. tydnu. Ve stejné studii je dale
uvedena koncentrace androstendionu v séru bykd, ktera
byla 0,45 ng ml'v 17. tydnu a klesla na 0,25 ng ml" v 52.
tydnu.

Naproti tomu, studie [20] prokéazala, Ze zatimco maximal-
ni koncentrace testosteronu v plazmé dospélych bykd (ve
studii neni presné uveden vék) byly 5,8 a 0,97 ng ml™" pro
nekonjugovany a konjugovany testosteron v uvedeném
poradi; pro epitestosteron naopak byly zjistény koncen-
trace s hodnotami 0,97 a 1,8 ng ml" pro nekonjugovany
a konjugovany v daném poradi.
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Tabulka 1 - Rozhodovaci limity pro 17B-testosteron v séru skotu.

Pohlavi/vék zvirete

Rozhodovaci limit pro sérum

(ng mL")
Samice (ne gravidni) 0,5
Samec (< 6 mésict) 10
Samec (> 6 mésict) 30

Poznamka: Uvedené koncentracni limity obsahu testostero-
nu v plazmé skotu byly plné prevedeny do doporuceni evrop-
skych komunitnich laboratori CRL: EURL Guidance on Mini-
mum Method Performance Requirements [MMPRs] for Specific
Pharmacologically Active Substances in Specific Animal Matrices
(2022) [71].

Nejvice informaci v jediné studii o vlivu véku, byly publi-
kovany autory C. J. M. Arts et al. [21]. Median plazmatic-
ké koncentrace testosteronu u 15 tydnl starych bycku byl
0,8 ng ml" a nasledné se zvySil na 1,3 ng ml" v 28. tydnu.
Koncentrace epitestosteronu vyjadirenda medidanem se vsak
vyrazné snizila ze 7,1 ng ml' v 15. tydnu, na 0,8 ng ml"
v 28. tydnu. Stejna studie uvadi i median koncentrace tes-
tosteronu v moci, kdy z hodnoty 1,0 ng ml' v 15. tydnu
doslo k narustu na 3,7 ng ml" v 28. tydnu. Tito autori dale
uvadéji, ze koncentrace epitestosteronu v moci se ne-
méni s vékem a pohybovala se na dUrovni 40 a 41 ng ml
v 15. a 28. tydnu véku.

Relativné méné studii bylo vénovano vlivu véku na koncen-
traci testosteronu u krav. Nakada et al. [22] ve své praci
uvedli, Ze koncentrace testosteronu v plazmé jalovic ihned
po narozeni byla 0,075 ng ml”, pak se jesté snizila a pohy-
bovala se v rozmezi hodnot 0,015 a 0,021 ng ml' v obdobi
mezi narozenim a pubertou. Primérna doba (+/- smérodat-
na chyba) véku jalovic do obdobi puberty byla 43,3 (+/-1,3)
tydnd.

JiZ citovana studie [21] uvedla také hladiny koncentraci tes-
tosteronu v zavislosti na véku pro samice. Median plazma-
tické koncentrace testosteronu u samic byl nizsi nez LOD
(limit detekce pouZité analytické metody v publikaci) a to
v 15.1 28. tydnu véku, zatimco median plazmatického epi-
testosteronu byl mensinez LOD v 15. tydnu, a poté se zvysil
na 0,2 ng ml"v 28. tydnu. Median koncentrace testosteronu
v mociv 15. tydnu byl nizsi nez LOD a nasledné se zvysil na
1,17 ng ml'v 28. tydnu. Median koncentrace epitestosteronu
v mociv 15. a 28. tydnu byl 6 a 17 ng ml', v tomto poradi.

Jedna z vyznamnych védeckych praci byla studie autord
H. Dobson et al. [23], ktera uvadi, Ze koncentrace testoste-
ronu v plazmé byla vyjimecné vysoka po velmi kratkou dobu
v pribéhu pozdni lutedlni faze fyziologického samiciho
estralniho cyklu a to vySSinez 1,8 ng ml . VSechny ostatni
rozsahy koncentraci testosteronu zjisténé a uvedené témito
autory jsou v souladu s ostatnimi studiemi, takze pokud se
jedna o skutecny, védecky ovéritelny jev, mohlo by to mit
vazny negativni vliv na platnost stavajiciho rozhodovaciho
limitu EU (viz. Tabulka 1) pro krévy.



Zadné studie véak neporovnavaly koncentrace testos-
teronu eventudlné souvisejicich prekurzord/metabo-
lit u podobnych plemen za riznych podminek, napf.:
zplsob ustdjeni, rizné lokality a zemé, rdznd krmiva
a rlzna denni davka krmiva, denni ¢i sezénni vlivy na
koncentrace testosteronu nebo souvisejici prekurzory/
metabolity.

R. J. Heitzman v roce 1994 navrhl a doporucil pro kon-
centraci testosteronu v plazmé skotu na zakladé pohlavi,
véku a pFipadné gravidity rozhodovaci limity (Tabulka 1)
[24].

Endogenni testosteron u prasat

V soucasné odborné literature se obecné uvadi, ze roz-
sahy primérné plazmatické/sérové koncentrace priro-
zeného testosteronu u kancd jsou 7x az 50x vy$si, nez ty
pozorované u kastrovanych kanec¢kd, zatimco koncent-
race u prasnicek/prasnic byly zjistény asi pétkrat nizsi
nez u kancl. Detailngjsi poznatky jsou uvedeny v nékoli-
ka nasledujicich védeckych studiich.

Nejrozsahlejsi studie zavislosti koncentraci steroidd na
véku byla provedena v plazmé kancl (Yorkshirské ple-
meno) autory F. Schwarzenberger et al. v roce 1993 [25].
Pred tim, nez budou popséany vysledky, je dileZité upo-
zornit na to, ze koncentrace nahlasené v této studii se
zdaji byt mnohem vyssi, nez uvadéji jini autori. A dale tito
autori uvedli, Ze steroidy byly témér vyhradné pritomny
v plazmé ve formé sulfatovych konjugatd. Androstendion
a DHEA-sulfat byly méreny primo, zatimco jiné steroidy
byly méreny po extrakci a konjugaty byly rozstépeny ky-
selinou sirovou. Koncentrace testosteronu po narozeni
byla asi 1 ng mLl" pro obé formy, volny i konjugovany, pak
dosahla priblizné 3 ng ml" az do Ctvrtého mésice véku.
Koncentrace obou forem pak klesla zpét na priblizné
1 ng ml' v patém mésici, nasledné se opét zvysila a to
v pripadé volného testosteronu na asi 3 ng ml' v Sestém
mésici a v pripadé, Ze se jednalo o konjugat testosteron-
-sulfatu na priblizné 6 ng ml" v sedmém meésici véku.
Koncentrace volného a sulfatovaného testosteronu
se mirné snizila po sedmém mésici véku. Koncentrace

18

volného androstenedionu, kopirovaly testosteron tak, ze
koncentrace po porodu byla asi 6 ng ml?', zvysila se na
24 ng ml" v pribéhu jednoho mésice, a pak klesla na
priblizné 6 ng ml" po dobu péti mésicli. Koncentrace se
pak opét zvysila na asi 18 ng ml' v Sestém meésici, a poté
se postupné opét snizovala priblizné na troven 9 ng ml™
v osmém meésici. Pro DHEA-sulfat (autori uvadéji, ze
< 10 % celkové koncentrace tohoto steroidu bylo pritom-
no v nekonjugované formé) byl pribéh zmén koncentraci
opét podobny trendu testosteronu tak, Ze koncentrace
po porodu byla asi 3 ng ml’, po jednom mésici se zvysila
na priblizné 80 ng ml', a nasledné se snizila na priblizné
15 ng mU" v patém meésici. V Sestém mésici se zvysila
na priblizné 80 ng ml', aby pak nasledné klesla na asi
60 ng ml" v osmém meésici véku. Pro 5a-androstandiol-
-sulfat (autori uvadéji, ze < 10 % celkové koncentrace
tohoto steroidu bylo pritomno v nekonjugované formé)
byl pribéh zmén koncentraci opét podobny testostero-
nu; koncentrace po porodu byla asi 3 ng ml”', zvysila se
na priblizné 12 ng ml"" na konci prvniho mésice, a poté
klesla na priblizné 3 az 6 ng ml' v prdbéhu péti mésicd.
Koncentrace se opétovné zvysila v sedmém mésici na
priblizné 35 ng ml " a nasledoval jen velmi mirny pokles
do konce osmého mésice. V zavéru studie bylo receno,
Ze koncentrace vybranych steroidd vyvrcholila nejdfive
za jeden mésic po porodu, poté klesala po dobu pFiblizné
péti ndsledujicich mésicl a znovu rostla v $estém az os-
mém meésici véku (u nékterych mirné klesa po sedmém
mésici). Pofadi absolutnich hodnot stanovenych kon-
centraci steroidd v plazmé kancd bylo uvedeno nasle-
dovné: DHEA sulfat > 5a-androstan-38,17B8-diol-sulfat
> androstendion > testosteron sulfat.

Autori C. S. Park et al. [26] studovali zmény koncentrace
testosteronu v séru kancd plemen Duroc oproti Yorkshire
(Large White] Zijicich v severni ¢asti zemé Jizni Korea
v prubéhu roku - jaro, léto, podzim a zima. Primérna
koncentrace testosteronu u kancd plemene Duroc bé-
hem jara, léta, podzimu a zimy byla 3,1; 0,73; 1,3a 1,4 ng
ml' v tomto poradi, zatimco u plemene Yorkshire byla
primérna koncentrace 5,1; 2,6; 2,5 a 2,6 ng ml”', Kon-
centrace testosteronu u kancd plemene Yorkshire byly
vyznamné vy$si (p < 0,05) nez u kancl plemene Duroc



Tabulka 2 - Publikované endogenni koncetrace
178 - testosteronu v plazmé prasat, kaneckd.

Plemeno staFi (1-20 tydnt) stafi (32 - 48 tydnl) literarni
ng ml-' ng ml-! zdroj
Yorkshire 1-3 1-3 [25]
Duroc - 0,73 -3,1 [26]
Yorkshire - 25-51 [26]
Meishan 1-2 55-17 [27]
E)I/llfridm' B 4.0 271
Duroc - 2.8 [28]

ve vSech fazich roku. Koncentrace testosteronu byly vys-
Si u vSech plemen na jare v porovnani se zbytkem roku
(p < 0,05).

AutoriS. A. Mc Cord et al. [27] studovali koncentrace tes-
tosteronu v plazmé novorozenych kancd plemen Meishan
a Bilé hybridni. Koncentrace testosteronu, s hodnotami
v rozmezi od asi 1 do 2 ng ml™" po narozeni, nebyly vy-
znamné odlidné (p < 0,05) u Meishan a Bilych hybridnich
kancl. Nicméné koncentrace testosteronu u obou ple-
men vrcholila 14 dnl po porodu na koncentraci kolem 5,5
a 7ng ml' u Meishan a Bila kompozitni. Koncentrace pak
klesla na troven 4 ng ml™" u obou plemen priblizné od 25.
dne po porodu, déle vSak jiZz nebyla sledovana.

S. Walker et al. [28] studovali plazmatické koncentrace
testosteronu kancl plemene Duroc, ktefi byli predmé-
tem rizeného vybéru na zakladé vysoké koncentrace tes-
tosteronu po dobu vice nez 10 generaci a to oproti kont-
rolni skuping, ktera nebyla takto selektovana. Primérna
koncentrace testosteronu u dospélych kancd vybranych
po 10-ti generacich byla 49 ng ml™" a byla vyznamné vyssi
(p < 0,01) nez kontrolni skupina dospélych kancl s pra-
meérnou koncentraci testosteronu 2,8 ng ml'.

Zadné dalsi informace o vlivu gravidity, stravy, podmin-
kach chovu, ustajeni nebo zemépisnych faktorech na
koncentrace testosteronu nebyly nalezeny. Vyse uvedena
zjisténi v této kapitole pro testosteron v plazmé prasat
(kancd) jsou pro vétsi prehlednost a snadnéjéi orientaci
uvedena v nasledujici tabulce (Tabulka 2).
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3.5 Vztah mezi chemickou strukturou testosteronu
a farmakologickymi Géinky [5,10,12]

Testosteron je od samého pocatku, kdy byl ziskan parci-
alni syntézou, prvni synteticky preparat (L. RuZi¢ka, 1935)
a je predmétem velkého zajmu organickych chemikd s ci-
lem modifikovat a upravit jeho chemickou strukturu tak,
aby jeho biologické Ucinky byly efektivnéjsi. Samotny tes-
tosteron, ktery ma polarni skupiny v poradi 3-on-17-ol, je
aktivnéjsi nez ostatni androgeny s opacnym usporadanim
3-0l-17-on (androsteron, androstenolon). Velmi ddlezita
je také konfigurace hydroxylovych skupin na uhliku C17
a u derivatd na uhliku C3. Isomer testosteronu s hydroxy-
lovou skupinou v poloze 178 je vyznamné aktivnéjsi nez
jeho 17a-epimer (epitestosteron), naopak derivéaty s hyd-
roxylovou skupinou v poloze 3a jsou Gcinnéjsi nez v polo-
ze 3B. Samotny testosteron je pomérné malo peroralné
ucinny, ale jeho alkylaci na uhliku C17 byl prFipraven
peroralné vysoce androgenné ucinny 17a-methyltestoste-
ron a peroralni androgenni aktivita byla jesté zvySena sub-
stituci dalSi methylovou skupinou do polohy 78, napriklad
u kalusteronu. Naopak u stejné slouceniny, bolasteronu
s methylovou skupinou v poloze 7a, prevazuje znacné ana-
bolicka aktivita.

Prolongace (prodlouzeni] U¢inku testosteronu se dosahuje
jeho esterifikaci hydroxylové skupiny nizsimi i vySSimi mast-
nymi kyselinami, bud’ samostatnymi nebo substituovanymi,
napr. kyselinou propionovou, isomaselnou, enanthovou,
cyklopentylpropionovou, dekanovou, undekanovou atd. Far-
makokinetika plsobeni esterd testosteronu je pak zavisla
narozpustnostiesterGyv lipidech a predevsim rychlostijejich
hydrolyzy. Estery testosteronu se aplikuji vyhradné injekéné
atointramuskularné(i.m.)nebointravendézné (i.v.). Napriklad
methyltestosteron se vSak aplikuje predevsim peroralné
(p.o.) a to u muzd k substituéni terapii androgeny, pfi ste-
rilité, hypogenitalismu, muzském klimakteriu apod.; u zen
pak pri vybranych pripadech dysfunkcniho délozniho kr-
vaceni, v urcitych pripadech také v pripadé metastazuji-
ci rakoviny mlécné zlazy a tézkych postmenopauzalnich
osteopordzach. Estery testosteronu jsou indikovany také
u chorobnych stavl vyZzadujicich podporu anabolismu té-
lesnych bilkovin (aplasticka anémie) [5].
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Obrazek 7 - Syntetické mozZnosti obmény molekuly testosteronu na AAS (prevzato z [10]).

Specifickou skupinou latek odvozenych od testostero-
nu jsou syntetické anabolické androgenni steroidy - AAS
(anabolické steroidy, anabolika, atd.), které jsou odvoze-
ny prevazné od 17a-methyltestosteronu, 19-nortestos-
teronu a dihydrotestosteronu. Mensi chemické obmény
jejich molekuly (Obrazek 7) maji za nasledek zménu an-
drogenniho ucinku, ktery vede k vystupnovani anabolické
aktivity na Ukor androgenni, a to az o nékolik Fadu. AAS
maji biologickou schopnost v organismu zadrzovat dusik
tim, Ze zpomaluji odbouravani bilkovin, a zaroven aktivi-
zuji a stimuluji jejich biosyntézu, ¢imZ podporuji rdst tka-
ni, predevéim svald. Jejich Gcinek je synergicky, napfi-
klad s rastovym hormonem (STH/GH). Nékteré hormony
naopak plsobi antagonisticky, napf. glukokortikoidy.

Anabolické vlastnosti testosteronu objevil uz v roce 1935
Kochakian, ale pouZiti pfirozenych androgend jako ana-
bolik vSak v této dobé neprichazelo v Gvahu pro jejich vy-
sokou androgenni a nizkou anabolickou Ucinnost. Teprve
pozdéji, v 50. a 60. letech minulého stoleti, byl vyzkum
androgen( smérovan i na ziskani syntetickych sloucenin
s vysokou anabolickou ucinnosti, u nichZ by naopak an-
drogenni aktivita byla maximalné potlacena. Napriklad
silny anabolicky ucinek 19-nortestosteronu byl objeven
az v roce 1953 Horschbergerem. Jak se rozsirovaly po-
znatky o Ucincich AAS a zvySoval se pocet novych jesté
acinnéjdich preparatl, zacaly se objevovat také prvni
zpravy o zneuziti AAS a to prvné v profesionalnim spor-
tu (kulturisti, vzpéradi, atleti). Situace s dopingem spo-
jenym s AAS se stala postupné neudrzitelnd. Doslova
Sokem pro sportovni verejnost se stala anonymni anke-
ta provadéna béhem olympiady v Mnichové v roce 1972.
Z témér deseti tisic sportovcd, ktefi se ankety zGc¢astnili,
jich pFiblizné 85 % priznalo uzivani AAS. V roce 1975 byly
AAS pridany na seznam latek zakazanych Mezinarodnim
olympijskym vyborem. Vysledky ankety na vyse zminova-
nych olympijskych hrach vedly k rdznému opatreni Me-
zinarodniho olympijského vyboru, ktery v roce 1976 na
olympiadé v Montrealu zavedl prvni systematické kontro-
ly na AAS [29, 30]. Od té doby Citad seznam sportovcl pro-
kazatelné pozitivhé testovanych na néktera z anabolik
stovky a tisice jmen sportovcl. Jedno z nich véak nebu-
de nikdy zapomenuto a to jméno kanadského sprintera
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Bena Johnsona, ktery se stal pravym symbolem éry AAS
a jehoz dopingovy skandal doslova otrasl olympiddou
v Soulu v roce 1988. Od té doby se zneuziti AAS postupné
zacalo Sirit i do dalSich oblasti lidské Cinnosti, napriklad
do zemédélské produkce zivocisSnych potravin.

Prevazna vétsina vysoce anabolicky Ucinnych sloucenin
byla postupné ziskana obménou molekuly 17a-methyl-
testosteronu a dihydrotestosteronu (Obréazek 7). Napf.
zavedenim dalsi dvojné vazby do polohy 1(2) v molekule
17a-methyltestosteronu byl syntetizovan methandienon
(17B-hydroxy-17a-methyl-1,4-androstadien-3-on,  Di-
anabol), jehoZ anabolicky Gcinek prevazuje nad andro-
gennim v poméru 3 : 1. Vyhodna se ukazala i substituce
fluorem v poloze 9a a hydroxylovou skupinou v poloze 118,
kdy ma ziskany fluoxymesteron (9a-fluor-118, 178-di-
hydroxy-17a-methyl-4-androsten-3-on, Halotestin,
Ultrandren) pFiblizné 20x vy$si anabolicky U¢inek nez pu-
vodni methyltestosteron. Od methyltestosteronu je odvo-
zen i oxymesteron (4,17B-dihydroxy-17a-methyl-3-oxo-
-4-androsten, Oranabol).

Z derivatd DHT jsou pro vysoky p.o. anabolicky Uci-
nek .v praxi” nejvyuzivanéjsi preparaty oxymetholon
(17B-hydroxy-2-hydroxymethylen-17a-methyl-5a-
-androstan-3-on, Androyd, Anapolon]), mesterolon
(178-hydroxy-1a-methyl-5a-androstan-3-on, Proviron,
Mestoranum), a stanazolol (17a-methyl-5a-androstano
[3,2-c]-pyrazol-178-ol, Stromba).

Pro chemickou modifikaci molekuly 19-nortestosteronu
je nejcastéji vyuzivana esterifikace v poloze 178, obdob-
né jako estery u samotného testosteronu, nejvice se po-
uzivaji estery s kyselinou fenylpropionovou (Durabolin,
Superanabolon) a dekanovou (Deca-Durabolin, Turina-
bol-Depot).

Syntetické obmény zakladniho skeletu molekuly testos-
teronu, jak bylo popsano vyse na vybranych pripadech,
jsou velmi variabilni a tim padem je dnes rozsah syn-
tetickych preparatd AAS velmi Siroky a lakavy pro fadu
dalSich, novych a neznamych modifikaci na kterych se
neustale pracuje na rdznych Urovnich vyvoje.



3.6. Farmakokinetika anabolickych steroidd
u potravinovych zvirat

V humanni mediciné existuje velké mnozstvi studii po-
pisujicich podrobné farmakokinetiku (PK) steroidnich
hormond po administrativni aplikaci a jeho naslednou
metabolizaci a eliminaci. Ve vétsiné téchto publikaci
jsou uvedena kompletni farmakokineticka data, vcetné
farmakokinetickych krivek pro studované pripady. Na-
priklad pro androgenni anabolicky steroid (AAS) testos-
teron jsou velmi rozsahle zpracovana a popsana farma-
kokinetickéd data v radé studii v knize autord Behre et
al. [12]. Autori v knize uvadéji, ze samotny testosteron
se po oralni aplikaci velmi rychle v lidském organizmu
metabolizuje a inaktivuje v jatrech, maximalni koncent-
race Cmax je dosazena asi po 4 h od podani a po 18 h je
testosteron zcela metabolizovan. Z tohoto zavéru je pa-
trné, Ze farmakologické vyuziti samotného testosteronu
neni prilis efektivni. V klinické praxi se nejcastéji vyuziva-
ji pFedevéim jeho estery pro prodlouZeni doby plsobeni
(tzv. prolongaci Gcinku), pripadné derivaty testosteronu,
napr. 17a-methyltestosteron pro oralni aplikace. Z téch-
to dlvodd celd Fada vyrobcd LéCivych pripravki s testos-
teronem vétdinou kombinuje rdzné estery tak, aby jeho
ucinnost prodlouzily a zefektivnily. PFikladem takovych
vyrobkd mohou byt dva nejzndméjsi preparaty Testos-
teron Depot 100 vyrabi firma Schering AG a kombinuje
dva estery, 17B-testosteron propionat a 17B-testosteron
enanteat. LéCivy pripravek Sustanon 250 vyrabi nizozem-
ska firma N. V. Organon a kombinuje v ném dokonce CtyFi
estery, 17B-testosteron propionat (30 mg ml™"), 178-tes-
tosteron phenylpropionat (60 mg ml'), 178-testosteron
isokapronat (60 mg ml'), a 17B-testosteron dekanoat
(100 mg ml"). Tento éivy pipravek je v Ceské republice
schvalen a registrovan pod registracnim Cislem CZ Reg.
56/357/91-C. Registraéni dokumentace v SPC (Souhrnu
Udajl o pFipravku, 2014) pro Sustanon 250 injekéni v ka-
pitole Farmakokinetické vlastnosti v odstavci Adsorpce
uvadi: jednotliva davka pripravku vede ke zvySeni celko-
vé plazmatické hladiny testosteronu s maximem hodnot
priblizné 70 nmol L' (C__), které je dosazeno priblizné
za 24 - 48 hodin [t__ ) po podani [32]. Plazmatické hladiny
testosteronu se vrati k dolni hranici normalniho rozmezi
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u muzd priblizné za 21 dnl. Testosteron je nasledné
metabolizovan na dihydrotestosteron a estradiol, které
se dale metabolizuji fyziologickymi cestami. Eliminace
probiha hlavné modive formé konjugatl etiocholanolonu
a androsteronu.

Odlisna situace je ovSem ve veterinarni mediciné. Obecné
je pUsobeni steroidnich hormont (véetné testosteronul)
v organismu po jejich aplikaci, sledovani hladin hormo-
nl a jejich metabolitl v krvi a jejich rozlozeni v tkanich
v souvislosti s humanni medicinou velmi dobre prostudo-
vano a publikovano pouze na pokusnych zviratech (mys,
krysa). Pomérné rozsahle je prostudovana situace véet-
né farmakokinetiky po aplikaci zakdzanych AAS v souvis-
losti s dopingem u zavodnich koni. Ale naprosto odlisna
situace existuje u hospodarsky chovanych potravinovych
zvirat (skot, prasata, ovce, dribez), kde farmakokine-
ticka data a krivky po aplikaci AAS jsou pouze Castecné
a ojedinéle publikovany v rozmezi poslednich tficeti let.
Dosud publikované studie na potravinovych zvifatech se
tykaji predevsim zakazanych aplikaci AAS (nandrolon,
boldenon, atd.) a jejich kombinaci v souvislosti s bezpec-
nosti potravinového retézce a zakazem podavani téchto
latek v zemich EU. VSechny tyto studie primarné popisuji
predevsim eliminacni faze PK, tedy analytické stanoveni
koncentracnich hladin rdznych AAS a jejich pFipadnych
metabolitld v modi, plazmé nebo v rdznych tkanich (sval,
jatra).

Dobra znalost zakladnich farmakokinetickych dat a ca-
sovych pribéhd PK kFivek je zcela zdsadnim predpokla-
dem pro Gcinné kontroly a prokazovani pripadného zne-
uzivani AAS u potravinovych zvirat a sou¢asné nezbytnou
podminkou pro vyzkum a vyvoj novych analytickych me-
todik. Pravé tyto dvody vedly k tomu, Ze byly na VUVeLu
Brno postupné provedeny experimentalni farmakokine-
tické studie s vybranymi AAS na prasatech. Prikladem
muZe byt experiment provedeny s [éCivym hormonalnim
pripravkem Sustanon 250 obsahujicim ¢étyfi rdzné este-
ry testosteronu. Pribéhy farmakokinetickych kFivek pro
kastrované kance i prasnice byly totozné, jak je mozno
vidét na nasledujicim grafu (obr. 8). Maximalni koncent-
race Cmax (29,31 ng ml™" = 102 nmol L' pro kastrované
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Obrazek 8 - Farmakokinetické krivky obsahu 178-testosteronu v plazmé prasat po i.m. aplikaci 0,6 ml
pripravku Sustanon 250 inj., body na kfivce predstavuji namérené koncentrace volného testosteronu
v plazmé.

kanecky, 31,73 ng ml"' = 110 nmol L™ pro prasni¢ky] bylo
dosazeno tmax po 24 hodinach od aplikace. Plazmatické
hladiny testosteronu se vratily k prdmérnym hodnotam
endogenniho testosteronu u kastrovanych kancd i pras-
ni¢ek priblizné za 10 az 14 dnG. Stanovené koncentrace
endogenniho volného 17B-testosteronu v plazmé kastro-
vanych kaneckd plemene hybrid Large White/Ceské bilé
(50/50) byly pred aplikaci hormonéalniho pripravku v roz-
mezi 0,55 az 2,58 ng ml" (prdmér = 1,56 ng ml"'). Stano-
vené koncentrace endogenniho volného 17B-testostero-
nu v plazmé prasnicek byly pod hodnotou meze detekce
(<LOD) analytické metody.

V nasledujicich experimentech byly na modelovém or-
ganismu prasete ovéreny PK parametry dvou velmi zna-
mych a ¢asto pouzivanych AAS - nandrolon (nor-testos-
teron) a stanazolol. Pribéhy PK krivek byly do znacné
miry totozné s PK testosteronu a namérené parametry
rovnéz, zejména Cmax (29,31 ng ml™' = 102 nmol L' pro
nandrolon, 31,73 ng ml" = 110 nmol L pro stanazo-
lol) a odpovidajici hodnoty tmax byly podobné v rozmezi
24 - 48 h. Plazmatické hladiny obou AAS byly priblizné po
12 az 14 dnech experimentalné analytickymi metodami
rovnéz neprokazatelné.
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4. BEZPECNOST POTRAVIN A ANABOLICKE STEROIDY
4.1. Chemicka rezidua v potravinach Zivoéisného plvodu

Vyznamnym aspektem bezpecnosti potravin jsou cizo-
rodé latky (.xenobiotika“) a jejich pritomnost ve formé
rezidui v rdznych potravinach. V poslednich desetiletich
vyrazné pribylo védeckych informaci o celé radé poten-
cialné toxickych, chemickych latek (anorganickych nebo
organickych) pronikajicich do potravnich fetézcd. A stale
nova rizika spojenad s témito latkami jsou odhalovana
a to v ddsledku prudkého rozvoje stale citlivéjsi analy-
tické techniky a také v disledku nardstajiciho mnoZstvi
vystupl z rozsahlych toxikologickych studii. Tyto cizorodé
kontaminujici latky se dostavaji do potravin Zivoc¢isného
plvodu v disledku bezprostfedni (promyslené i nepro-
myslené) lidské ¢innostiv prdbéhu odchovu zviFat (krmi-
vo, veterinarni léciva), technologického zpracovani (za-
staralé technologie, znecisténi technologickych zarizeni),
skladovani (z obalovych materiald) a dopravy, nebo v du-
sledku znecisténi Zivotniho prostredi, napr. chemickymi
prvky jako jsou tézké kovy nebo organické latky jako PCB,
dioxiny. Kontaminujici chemické latky mohou byt tedy
charakterizovany podle rady rozlicnych kritérii. Autofi
M. O Keeffe et al. [40] uvadéji ve své praci dvé zakladni,
charakteristické déleni: podle plvodu a podle chemické-
ho sloZeni. Rozdéleni chemickych kontaminantl potravin
podle plvodu je prehledné uvedeno v nasledujici tabulce,
véetné prikladd (Tabulka 3). Kontaminanty, tedy cizorodé
latky v potravinach, mohou byt rozdéleny také z pohledu
chemického do dvou zakladnich skupin: na anorganické
a na organické. Anorganické kontaminanty jsou napfri-
klad .tézké kovy” (olovo, rtut, kadmium a arzén), které

pochazeji primarné z Zivotniho prostredi a kde existuje
celd rada védeckych publikaci vlivu znecisténi Zivotni-
ho prostfedi na kontaminaci potravin Zivocisného pu-
vodu. Napfiklad autoFi Ruprich J., Drapal J., Stastny K.
[41] ve své praci informuji o kontaminaci hovézich tkani
(jatra, ledvina, sval) kadmiem a jeho zdravotnim vlivu na
konzumenty. Organickymi cizorodymi latkami v potravi-
nach Zivocéisného plvodu mohou byt napfiklad rezidua
cizorodych latek po aplikaci veterinarnich LéCiv (antibio-
tika, antikokcidikal, rezidua cizorodych ,.zakdzanych” la-
tek (hormonalni pfipravky pro stimulaci rdstu, néktera
antibiotika - chloramfenikol, nitrofurany), nebo jiz vyse
zminéna rezidua kontaminantl riznych pesticidd. | zde
existuje v posledni dobé rada védeckych publikaci, které
upozoriuji na rlzna rizika jejich vlivu na zdravi lidi, pro-
toZe trendem dnesni doby je konzumace Cerstvych, neza-
vadnych a bezpecnych potravin.

Samotné informace o problémech v oblasti chemické
bezpecnosti potravin byvaji ponékud Uzce zamérené,
specializované a z celkového pohledu ponékud roz-
tristéné, a pokud jsou vnimany izolované od ostatnich
aspektl (souvisejicich napriklad s nutri¢ni hodnotou
potravin, se specifickymi dietarnimi potfebami urcitych
skupin konzumentd apod.), pak mohou vyznamné zkres-
lit skutecnou zavaznost situace, pripadnych rizik a vést
k nespravnému pochopeni, k nespravnym interpretacim
a rozhodnutim.

Prokazovani a stanovovani chemickych rezidui cizoro-
dych latek v potravnich retézcich a obecné potravinach,

Tabulka 3 - Kategorie chemickych kontaminantl podle plvodu, které se mohou vyskytovat v potravinach.

Kategorie Priklady

(a) Prirodni Prirodni komponenty v potravinach
Prirodni kontaminanty v potravinach

fytoestrogeny, glykoalkaloidy
mykotoxiny, fytotoxiny, vodni biotoxiny

(b) Syntetické Zemédélské chemikalie

Veterinarni léCiva

Potravinova aditiva

Chemikalie z oball

Chemikalie z technologickych procest
Kontaminanty z Ziv. prostredi

pesticidy, hnojiva

antibiotika, anthelmintika, stimulatory ristu
konzervanty, antioxidanty

monomery vinylu, oligomery

nitroaminy, polycyclické aromaty (PAH)
dioxiny, polychlorované bifenyly (PCB)
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je z pohledu analytické chemie stopova analyza, ktera
musi byt velmi citliva a specificka. Jako stopu oznacu-
jeme slozku, jejiz malé mnozstvi - ,reziduum” - se vy-
skytuje v jiném materialu, ktery oznacujeme jako matrici
[42]. Neexistuje vSeobecné platny nézor, jaky koncent-
racni obsah opraviuje k pouziti terminu ,stopova sloz-
ka" - reziduum cizorodé latky. Jesté pred 40 lety tak byla
oznacovana sloucenina, jejiz obsah byl na drovni 0,1 %.
Se stoupajici citlivosti analytickych metod se mez detek-
ce a mez kvantifikace posunuly o nékolik Fadd k nizéim
koncentracim. Dnes mluvime o stopové analyze tehdy,
kdy obsahy rezidui stanovované latky jsou bézné na Urov-
ni ppb (part per bilion, pg kg™ = ng g™').
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4.2 Pouziti steroidl v produkei potravin Zivoéisného
puvodu

Vzhledem k rostouci velikosti svétové populace a stoupa-
jici trzni sile obyvatel dochazi k vyraznému nardstu po-
ptavky po mase jako jedné ze zakladnich slozek ve vyzivé
Clovéka. Nejvice se celosvétové produkuje maso dribe-
Zi, nasleduje maso veprové a az na tretim misté je maso
hovézi a tato produkce se v kazdém roce zvysuje zhruba
02 %.V roce 2014 celkova produkce masa ve svété podle
Gdaji United States Department of Agriculture (USDA)
[43], Foreign Agricultural Service z Fijna 2015 vzrostla
proti roku 2013 0 1,02 % (tj. 0 4,077 mil. t), na 256,861 mil.
tun. Nejvétsi podil na tomto zvySeni mél mezirocni na-
rlst vyroby dribeziho masa o 1,03 % (tj. 0 2,055 mil. tun)
na 86,549 mil. tun. Rovnéz produkce veprového masa se
podle predpokladu zvysila a to 0 1,02 % (tj. o 1,743 mil.
tun) na rekordnich 110,566 mil. tun. Naproti tomu své-
tova produkce hovéziho masa se mezirocné témeér ne-
zménila (nardst pouze 0 0,1 %) na 59,746 mil. tun (USDA
- FAS, 2015). Z absolutnich hodnot je patrné, Ze nejvétsi
produkce celosvétové pripada na veprové maso.

Nejvétsim producentem masa na svété je dnes Cina,
nasleduji USA, Indie, Brazilie a EU (Némecko, Francie,
Nizozemi a Dansko]. Soucasné je primérna spotreba
masa na jednoho obyvatele Zemé asi 32,5 kg za rok, tato
spotreba je vSak Umérné zavisla na stupni rozvoje jed-
notlivych zemi, napfiklad v prdmyslovych zemich byla
tato spotreba vycislena na Uroven 66,5 kg, v rozvojovych
ekonomikach to bylo 24,7 kg a v nejchudsich statech své-
ta to bylo jen 7,4 kg na osobu a rok 2016 (Kamenik, 2018).
V Ceské republice spotfeba masa od roku 1990 postup-
né klesa a napriklad v roce 2017 Cinila spotreba masa
v primeéru 80,3 kg/rok na jednoho obyvatele. A spotre-
ba veprového masa tvori priblizné 52,7% (42,3 kg) podil
z této celkové spotieby masa v CR dle statistiky Ceského
statistického dfadu (CSU, 2018) [44].

Podle Gdaji FAO (Food and Agriculture Organization of the
United Nations, 2014) [45] se predpoklada, ze v prdbéhu
nasledujicich 40 let bude nutné globalni produkci masa
dale zvysit tak, aby bylo mozné udrzet krok s nardstem



poCtu obyvatelstva na planeté. Tento trend zvySovani
spotreby masa se z globalniho hlediska tykad predevsim
asijskych statd, ale i rozvojovych zemi, kde se s rostouci
ekonomikou zvySuje také kupni sila obyvatelstva. Situa-
ce v jednotlivych ekonomicky vyspélych statech Evropské
unie (EU) je zasadné odlisna. Produkce a spotreba masa
je jiz radu let stabilizovana a producenti masa se dnes
prioritné zaméruji na ekonomickou efektivitu primyslo-
vé vyroby masa a s tim spojené snizovani financnich na-
kladl a jejich konkurenceschopnosti, nez na zasadni na-
vy$ovani objemU produkce masa. Z pohledu spotrebitele
se odpovédné kontrolni a regulacni organy na Urovni EU
a navazné v jednotlivych ¢lenskych zemich unie prioritné
zameéruji na kvalitu a bezpecnost vyrabénych potravin,
ale i potravin, véetné masa, dovazenych ze zemi mimo
jednotny trh EU.

Jednim z velmi efektivnich a ladkavych prostfedkd zvy-
dovani vyroby masa je obecné pouZiti riznych stimu-
latord rdstu ve fazi vykrmu potravinovych zvifat. Rada
vyznamnych svétovych producentl tuto moznost inten-
zivné vyuziva, predevsim v zemich mimo EU, kde nejsou
tyto latky zakazany. Druhym vyznamnym faktorem je,
Ze tyto syntetické stimulatory ristu v poslednich letech
vyznamneé zlevnily a diky tomu se jejich vyuZiti v zemé-
délské produkci masa stalo ekonomicky vyhodné. Diky
rozsiteni produkce predeviim v Ciné, Indii a Jihoafrické
republice se staly i vice dostupné. Této situace vyuzivaji
vyrobci v fadé zemi na celém svété, kde tyto prostredky
nejsou zakazany, ani nijak regulovany, jedna se prede-
vs§im o USA, Kanadu, Australii, Japonsko, Cinu, Brazilii
a Argentinu.

V zemich EU jsou jiz vice nez 25 let tyto syntetické stimu-
latory rdstu zakazany pouzivat ve vykrmu hospodarskych
zvirat. Tomuto zadkazu podléhaji i dovozy masa ze tretich
zemi mimo EU, kde by privykrmu byly pouZzity pouzity tyto
zakazané pripravky. Samozrejmé tento postup EU vyvo-
lava velkou nevoli vyznamnych exportérd masa mimo EU
a predevséim USA vede Fadu Ufednich sport v této oblas-
ti s EU. Nakonec EU pod tlakem povolila import masa
z USA, ale jen pokud mé certifikaci, ze zvifatm nebyly
androgenni anabolické steroidy podany [46].
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4.3 Historie zavedeni zakazu pouzivani anabolickych
steroidi v EU z pohledu legislativy

Bezpecnost potravin je zakladnim principem evropské
potravinové politiky, kterad zarucuje ochranu zdravi spo-
trebiteld. Na zakladé tohoto principu zakazala legislativa
EU smérnici 81/602/EEC, vydanou v roce 1981 (Council
Directive 81/602/EEC), uZiti vybranych hormonalné Gcin-
nych latek. Jednalo se nejprve o diethylstilbestrol a dalsi
stilbeny a tyreostatické latky. Nasledné v roce 1988 EU
zakazala smérnici 88/146/EHS uzivani dalich 6 hormo-
nl pro podporu rdstu hospodarskych zvifat a to testos-
teronu, estradiolu, progesteronu, zeranolu, trenbolonu
(acetatu) a melengestrolu (acetdtu) [50]. Vydanim téchto
smérnic se uzavfela prvni legislativni etapa zakazd .ne-
terapeutického™ pouzivani anabolickych latek v chovech
hospodarskych zvifat, tak i import masa ze zvirat jimi
oSetrenych do zemi EU (zakaz importu vesel v platnost
1. 1. 1989). Evropska Unie se takto rozhodla na zakladé
obav spotrebitell ohledné bezpecnosti a zdravotni neza-
vadnosti potravin.

Druha etapa legislativniho procesu evropské potravinové
politiky, kterd zarucuje ochranu zdravi spotfebiteld, za-
Caladne 9. brezna 1995, kdy Evropsky parlament zddraz-
nil naléhavou potrebu jednotného a Gcinného monitoro-
vaciho systému ve Spolecenstvi a pozadal clenské staty
o posileni kontroly a sledovani s ohledem na pouziti ne-
dovolenych latek. Nasledné dne 29. dubna roku 1996 vy-
dala Rada dvé zdsadni smérnice a to 96/22/EC (Smérnice
Rady 96/22/ES) a 96/23/EC (Council Directive 96/23/EC),
které zrudily predchozi smérnice (v pripadé 96/22/ES jsou
to smérnice: 81/602/EHS, 88/146/EHS a 88/299/EHS:
u 96/23/ES se jedna o: 85/358/EHS a 86/469/EHS a roz-
hodnuti 89/187/EHS a 91/664/EHS) a ustanovily legisla-
tivni rémec pro Uredni kontrolu rezidui v potravinach zi-
vocidného plvodu [51, 52].

Smérnice 96/22/EC v platném znéni zakazuje uziti
beta-agonistl a vyjmenovanych latek, které maji hormonalni
nebo tyreostatické Ucinky. Tato smérnice ovsem umoz-
nuje uziti urcitych, Evropskou Radou schvalenych, veteri-
narnich lé¢iv obsahujicich hormony (napf. 178-estradiol,



testosteron, progesteron a jejich derivaty) vyhradné pro
terapeutické Ucely. Umoznuje tedy podavat hospodar-
skym zvifatdm veterinarni léCiva s estrogennim, gest-
agennim nebo androgennim Ucinkem pro zootechnické
Ucely predevsim v pripadé ,synchronizace” rije. Maso
nebo produkty ze zvirat, kterym byly podany tyto latky,
sméji byt uvadény na trh pro lidskou spotrebu, pokud
byla dotyCna zvirata oSetfena veterinarnimi lécivy vyho-
vujicimi pozadavkim smérnice a pokud byly dodrZeny
ochranné Lhity pred porazkou zvifete. V roce 2008 Evrop-
sky parlament a Rada potvrdily dosavadni zakaz pouziti
hormonalnich latek pro podporu ristu u hospodarskych
zvirat a navic novelou smérnice Evropského parlamentu
a Rady 2008/97/ES (2008] zcela zakazaly jakékoliv pouZiti
178-estradiolu u hospodéarskych zvifat z toho dlvodu, Ze
je povazovan za karcinogen s ucinkem tvorby i podpory
nadordl, a Ze v soucasnosti dostupné (daje neumoziu-
ji kvantitativni odhad rizika pro lidské zdravi. Smérnice
96/23/EC stanovuje opatreni, které clenskym statim EU
uklada povinnost monitorovat latky a jejich rezidua u zvi-
rat i ve zvifecich produktech. VSechny clenské staty si
tak maji zavést plan pro monitorovani a detekci skupin
rezidui nebo latek podle druhu zvirete.

Nové vydané Narizeni Evropského parlamentu a Rady
2017/625 [69] o Grednich kontrolach rusi plvodni smér-
nici 96/23/EC platnou od roku 1996 k datu 14. prosin-
ce 2022, avsak stanovuje prechodnou dobu, po které
maji prislusné organy nadale provadét Uredni kontroly
nezbytné ke zjiSténi pritomnosti latek a skupin rezidui
uvedenych v priloze | smérnice 96/23/ES v souladu s pri-
lohami II, lll a IV uvedené smérnice. Nova legislativa,
formou narizeni, vztahujici se ke kontrole (monitorovani)
rezidui a kontaminant(, je v soucasné dobé v legislativ-
nim procesu. Druha, stézejni Smérnice Rady 96/22/EC
z roku 1996, plati nadale.

Do ceského pravniho radu byla plné implementovana
prislusna legislativa EU v podobé zakona ¢. 166/1999
Sb. (Shirka zakond, 57/1999) o veterinarni péci ve zné-
ni pozdéjdich predpist a vyhlasky ¢. 291/2003 Sb. (Sbir-
ka zakond, 98/2003), o zékazu podavani nékterych (a-
tek zvifatim, jejichZ produkty jsou urceny k vyzivé lidi,
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a o sledovani (monitoringu) pritomnosti nepovolenych
latek, rezidui a latek kontaminujicich, pro néz by Zivo-
¢isné produkty mohly byt Skodlivé pro zdravi lidi, u zvirat
a v jejich produktech. Zakon o veterinarni péci uvadi, ze
doplikové latky a léCivé pripravky, které maji hormonal-
ni, tyreostaticky nebo beta-adrenergni Gcinek, nesmi
byt volné uvadény do obéhu a podavany zvifatlm, jejichz
produkty jsou urceny k vyzivé lidi. Lze podavat jen Lé-
Civé pripravky, které byly vyrobeny a uvedeny do obéhu
v souladu s veterinarnim zakonem a zakonem o lécivech
(Zakon ¢. 378/2007 Sb.). V pfipadé potravinovych zvirat
mohou byt pouZita pouze takova lécCiva, kterd obsahuji
farmakologicky aktivni latky, u kterych probéhlo klad-
né toxikologické hodnoceni za Ucelem stanoveni jejich
maximalniho limitu rezidui (MLR) a jsou uvedeny v se-
znamu povolenych latek. Chovatel mlze uvadét na trh
pouze zvirata, kterym nebyly podavany nepovolené nebo
zakazané latky nebo pripravky a u kterych byly dodrze-
ny stanovené ochranné Lhdty u povolenych veterinarnich
LéCivych pripravkd.

| pres prisny legislativni zakaz a na néj navazujici dobre
propracovany systém kontrolnich mechanismd monito-
ringu rezidui téchto zakdzanych latek v potravinach Zzi-
vocidného pdvodu v jednotlivych statech Evropské unie
dochdzi neustale k nelegalnim pokusim tyto zakazané
stimuldtory rdstu zneuzivat. Tuto skutecnost dokazuji
i poCty pozitivnich nalezl (non-compliant) v ramci cile-
ného monitoringu na steroidy (latky skupiny A3). V roce
2019 bylo celkové analyzovano 44 297 vzorkd na steroidy
v rdmci celé EU a z toho bylo nevyhovujicich vzorkd 244
(0,55 % z celkového poctu testovanych vzorkd). U skotu
130 (0,51 %) nevyhovujicich vzork(, u prasat 49 (0,49 %)
nevyhovujicich vzorkd, u ovci 54 (5,23 %) nevyhovujicich
vzork{ a u dribeze 11 (0,18%) nevyhovujicich vzorkd, tak
jak uvadi Evropska agentura pro bezpecnost potravin
(European Food Safety Authority, EFSA] ve své technické
zpravé z roku 2021 [58]. Vzdy se jednalo o dobre znamé
AAS, u skotu se jednalo o nalezy anabolickych steroid(:
nandrolonu, boldenonu, 17B8-testosteronu a progeste-
ronu. U prasat se jednalo o nalezy téchto anabolickych
steroidd: nandrolonu, boldenonu, trenbolonu, 17B-tes-
tosteronu a normethandrolonu.



4.4 Jak je to s pouzivanim anabolickych steroidl
ve vykrmu jinde ve svété?

Legislativni opatreni souvisejici s pouzivani anabolickych
latek ve vykrmu se nyni napric staty a kontinenty velice
li$i a tyto rozdily jsou ¢astym dlvodem mezistatnich ob-
chodnich konfliktl a soudnich spord, coz vede az k likvi-
daci a znehodnoceni tun zabaveného masa.

Soucasnd situace v Americe

Food and Drug Administration (FDA) ve Spojenych sta-
tech schvalila od 50. let 20. stoleti radu steroidnich pri-
pravkd pro vykrm skotu a ovci. Mezi povolené latky patfi
prirodni testosteron, estrogen, progesteron a nékteré
jejich syntetické derivaty. VSechny tyto latky se aplikuji
za UCelem zvy$eni rychlosti rdstu zviFat a vy$$i G¢innosti
premény krmiva na maso. Nové latky schvaluje FDA vzdy
az poté, co studie prokazou, Ze potraviny z takto oSetre-
nych zvirat jsou pro spotrebitele bezpecné a nepoSkozuji
oSetfené zvire ani zivotni prostredi. Bezpecna hladina
pro lidskou spotrebu je takova, u které se na zakladé roz-
sahlych védeckych studii neocekava, ze by méla na clo-
véka Skodlivé ucinky. Hormony se nejcastéji aplikuji jako
kozni implantaty ze zadni Casti ucha zvifete a usi se pfi
porazce odstranuji. Odhaduje se, Ze az 90 % skotu ve vy-
krmu v USA ma alespon jeden anabolicky implantat, zad-
ny typ implantatu vsak neni schvalen pro pouziti u dojnic,
prasat nebo dribeze. Podobné zakony plati i v Kanadg,
kde se omezené mnozstvi steroidnich hormond pouziva
ve vykrmu skotu.

Soucasna situace v Asii

V Ciné byla aktualni verze Nafizeni o podavani veteri-
narnich Léciv prijata v roce 2004. Postupem c¢asu Minis-
terstvo zemédélstvi Ciny pridava podplrna nafizeni pro
volné prodejné veterinarni léCivé pripravky a normy pro
pouziti veterinarnich léciv u hovéziho a mlécného skotu,
prasat, ovci, slepic a kralikd. Kazdy rok probihad povinné
sledovani a kontrola pouzivani veterinarnich pripravka,
vCetné anabolickych latek. Vétsina soucasnych MRL je
odvozena od norem USA, vétSinou jsou ale méné strikt-
ni a aktualizuji se velice pomalu. Podobny pristup a si-
tuace plati pro vétSinu ostatnich asijskych zemi, kromé
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Japonska, kde jsou predpisy prisnéjsi. Studie v Japonsku
vSak ¢asto naznacuji, Ze sledovani zneuzivani steroid( ve
vykrmnach na malych podnicich a farmach je vénovana
mala nebo zadna pozornost, a proto je procento zneuzi-
vani stale pomérné vysoké.

Soucasna situace v Australii

V Australii je pouzivani steroidnich hormonalnich pFi-
pravk( Castec¢né povoleno, pouze Tasmanie zakazala
jejich pouzivani v roce 2000. Na pouzivani hormonalnich
pripravkl dohliZi Australsky Grad pro pesticidy a veteri-
narni medicinu (APVMA), ktery uvadi, Ze pouziti hormo-
nalnich stimulatort rdstu je bezpecdné, pokud se aplikuji
podle pokynl na etiketé. Australie méa také program vy-
krm zviFat bez hormond, ktery produkuje maso pro ev-
ropsky trh.

Soucasna situace v Africe

V Africe jsou nékteré hormony, jako je testosteron,
estradiol, progesteron, zearanol a trenbolon, schvaleny
k podpore rlstu skotu. Vétdina africkych zemi méa zakony
upravujici pouzivani anabolik u zvirat uréenych k produk-
ci potravin, ale nema kompetentni organy k provadeéni
analyz rezidui téchto latek, zejména kvali nedostatku vy-
$koleného personalu nebo nedostatku finanénich zdrojd
a odbornych laboratofi.



4.5 Problematika dokazovani anabolickych steroidd
v potravinach

Soucasné kontroly a odhalovani nelegalnich praktik
v Urednich laboratorich EU se dnes obvykle spoléhaji na
monitorovani omezeného poctu rezidui ve vybranych ma-
tricich s cilenou detekci a stanovenim (tzv. target analy-
za) vybranych zakazanych latek steroidd s anabolickymi
ucinky metodami zalozenymi na plynové chromatografii
(GC) nebo kapalinové chromatografii (LC) (viz. Tabulka 5)
ve spojeni s hmotnostni spektrometrii [MS/MS). Tyto dvé
analytické metody jsou jiz vice nez 15 let stale povazova-
ny za nejmodernéjsi a nejvhodnéjsSi analytické nastroje
pro provadéni konfirmacnich analyz, detekci a kvantifika-
ci dle Rozhodnuti Komise 2002/657/ES [59] a Provadécim
narizenim komise CIR (EU) 2021/808 [70].

Dnes majoritni analytickd technika LC-MS/MS zalozena
na cileném stanoveni prfedem znamych analytd, v na-
dem pripadé rezidui anabolickych steroidd, je dostateéné
specificka pro identifikaci a i vysoce citliva pro kvantifi-
kaci. Ale jeji nevyhoda spociva predevSim v tom, Ze ana-
lytik, ktery s touto technikou pracuje, musi dopfedu znat
chemickou molekulovou strukturu stanovovaného ana-
lytu (musi védét, ktery steroid bude stanovovat, zjedno-
dusené receno), dale musi pro tento analyzovany analyt
mit fyzicky vysoce Cisty analyticky standard pro detekci
a porovnani, a dale musi mit nejlépe izotopicky znace-
ny interni standard, napriklad s Deuteriem. Bez znalos-
ti ,co mam” detekovat a stanovovat v prislusné matri-
ci je hmotnostni detektor MS/MS, nejcastéji typu triple
quadrupol (oznacovany taky jako QQQ), prakticky ..slepy™.
Jinymi slovy, Zadnou jinou latku, ktera by byla pFfitomna
v analyzovaném vzorku a méla velmi podobnou chemic-
kou strukturu a stejné biologické Ucinky jako anabolic-
ké steroidy, ale méla rozdilnou molekulovou hmotnost
(napF. m/z bylo > nebo < o 1 Dalton), by tento typ hmot-
nostniho detektoru nedokazal detekovat. Seznam ste-
roidd ze skupiny A3 zakazanych latek [52] a k nim dopo-
rucené detekcni limity v prfedepsanych matricich, které
musi spliovat konfirmacni analytické metody, vydaly Ev-
ropské referencni laboratore v pokynu EURL Guidance
on Minimum Method Performance Requirements (MM-
PRs) for Specific Pharmacologically Active Substances
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in Specific Animal Matrices z roku 2022 [71] pro narod-
ni referencni laboratore. Pres skutecnost, Ze jsou dnes
nejCastéji pouzivané hmotnostni spektrometry MS/MS
vysoce citlivé (Fadové pg az fg v nastriku) a s rezervou
spliiuji doporucené detekéni limity, tak i s citlivosti mGze
byt v uritych pripadech problém. Mize se tak stat napf.
je-li vzorek odebran prilis dlouhou dobu po podani lat-
ky, pak koncentrace rezidui steroidd mohou byt jiz pfilis
nizké a klesnout tak pod limity instrumentalni citlivosti,
¢imzZ nebude v tomto pripadé zneuziti AAS detekovano.
Odborné znalosti téchto Casovych period pro jednotlivé
anabolické steroidy, u jednotlivych zvirat a v kombinaci
se zplUsobem jejich aplikace, nejsou doposud nikde v li-
teratufe publikovany (u léCivych veterindrnich pripravkd
se tato doba nazyva ochranna lhita a musi byt u véech
registrovanych veterinarnich lé¢iv stanovena).

Podle schopnosti detekovat a tim prokazovat zneuZziva-
ni AAS soucasnymi analytickymi metodami LC-MS/MS
a GC-MS/MS mohou byt jednotlivé anabolické steroidy
klasifikovany do jedné ze tfi Sirokych kategorii:

.Exogenni” steroidy - jedna se o .klasické” steroidy,
které jsou dobre zndmé na trhu, jako je napriklad stano-
zolol. Tyto steroidy obsahuji syntetické chemické struk-
tury, které jsou dobre znamé a prirozené se nevyskytuji-
ci. Detekce této tridy anabolickych steroidl je pomérné
jednoducha, protoze cCisté kvalitativni demonstrace pfFi-
tomnosti téchto syntetickych steroidl v analyzovaném
vzorku je vSe, co je pozadovano za potrebné pro ucely
jejich zjisténi a jako prikaz jejich zneuZiti.

~Endogenni” steroidy - jsou také znamé steroidy, které
jsou uvadény na trh jako syntetické preparaty a jejich
chemické struktury jsou identické endogennim ste-
roiddm, které mohou prirozené existovat, jako je napfi-
klad testosteron. Detekce zneuziti téchto "endogennich”

ganismech prirozené v koncentracnich hladinach, které
nejsou dostatecné a statisticky signifikantné znamy
u zvirat, a pak prostd kvalitativni demonstrace jejich
pritomnosti ve vzorku neni nedostatecnd pro rozhod-
nuti a pravni prlkaznost jejich zneuziti. U nékterych



endogennich steroidd, jako je testosteron, progesteron
a estradiol, je dobre znamo, Ze jsou vSudypritomné mezi
savci. Ale klasifikace anabolickych steroidl jako "endo-
genni” neni Uplné jasné ohranicena, protoze existuji né-
které steroidy, které mohou byt povazovany za "semi-en-
dogenni”. Toto oznaceni znamena, Ze anabolicky steroid
byl plvodné povazovan za Cisté synteticky, ale postupem
Casu byl prokazan i jeho prirozeny endogenni vyskyt
v organizmu, ale pouze u nékterych konkrétnich situaci,
u nékterych druhd zvirat nebo v konkrétnim Case, napfi-
klad 19-nortestosteron (nandrolon). Analytické instru-
mentalni citlivosti pro odhalovani anabolickych steroidl
vyrazné vzrostly v poslednim pribéhu let, coz ma za na-
sledek fakt Ze stale vice a vice sloucenin je podezrelych
jako "endogenni” nebo "semi-endogenni” z dGvodu jejich
odhaleni jiz v nizkych koncentracich.

,Designer” steroidy (nové syntetizované) - drive v lite-
rature uvadéné jako unmarketed steroidy, které obsahu-
ji syntetické struktury u kterych se predpoklada, ze se
prirozené vyskytuji, ale jejich chemické struktury ne-
jsou dobFe zndmé. Pouziti designér steroidd se poprvé
dostalo do pozornosti odborné verejnosti v roce 2003,
kdy trenér americkych sprinter nadel pouZitou injek¢-
ni strikacku obsahujici novy steroid tetrahydrogestrinon
(THG) a predal ji Grednikim U.S. Anti-dopingové agen-
tury (USADAJ. To vyustilo v diskvalifikaci nékolika atle-
td poté, kdy byl ndsledné v jejich kontrolnich vzorcich
tento novy steroid identifikovan (napr. Marion Jones),
jak uvedli ve své publikaci autori D. H. Catlin et al. [72].
Designer steroidy maji chemické struktury zalozené na
produktech uvadénych na trh drive, ale s drobnymi che-
mickymi Upravami v jejich strukture, které je ¢ini nezjis-
titelné pro vSechny pouzivané cilené hmotnostni spek-
trometrické postupy. V pripadé THG, jehoz struktura je
zaloZena na gestrinonu (13-ethyl-17alpha-hydroxy-18,19
dinorpregna-4,9,11-trien-20-yn-3-one) ale s plné nasy-
cenym postrannim 17-alkyl retézcem, je nasledné rela-
tivni molekulova hmotnost THG o 4 atomové hmotnostni
jednotky (u) vy$3i nez u samotného gestrinonu. Designer
steroidy jsou syntetizovany bud zamérné, aby se vyhnu-
ly detekci, nebo jak se zda ¢astéjsi z divodu, ktery jim
umozni byt volné a de facto legalné uvadény na trh, tj.
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napfiklad prostfednictvim internetu zédkaznikdm v né-
kterych zemich, protoze jejich struktury zde nespadaji do
oblasti plsobnosti pravnich predpisQ, které brani legal-
nimu prodeji definovanych steroidnich produktd.

A na zavér k vy$e uvedenym endogennim steroidim je
nutno zminit jesté jednu poznamku a to k poméru obsa-
hu testosteronu ku epitestosteronu (T/E) v modi, kdy bylo
zjisténo, Ze je tento pomér dobrym ukazatelem zneuziva-
ni testosteronu ve sportovnim dopingu u lidi a zavodnich
koni. Nicméné R. Angeletti et al. [85] ukazal, Ze je méné
pouzitelny u skotu a jinych zvirat, protoZze metabolismus
neni Uplné stejny jako u lidi, pravdépodobné v disledku
relativné vysoké enzymové aktivity 17a-hydroxylazy.

Velmi diskutovanym aspektem mozného ucinného brané-
ni detekce pouZiti anabolickych steroid( v odborné verej-
nosti jsou dnes i nové zplsoby pouZiti aplikace, jako napf.
podavani koktejld" se synergickym biologickym efektem,
ale s nizkymi koncentracemi, které jsou treba i pod limi-
tem detekce jednotlivych, dobre znamych a detekovatel-
nych zakazanych steroidd. Tento zpUsob aplikace koktejld
vyzaduje rozsahle odborné znalosti, ale jeho odborné uziti
je pak velmi obtizné analyticky prokazatelné.

Kvéem vySe popsanym negativnim problémim s deteko-
vanim a dokazovanim AAS je mozno priradit dnes jesté
jeden vyznamny aspekt. Ceny, za které se tyto preparaty
dnes prodavaji na ¢erném trhu, jsou vyznamné nizsi a to
az radové, nez tomu bylo jesté v 90. letech. Jejich synte-
ticka vyroba je pomérné snadna a levna diky Cing, Indii
a Jihoafrické republice, odkud jsou dodavany do celého
svéta. A jejich dostupnost je, diky internetu a volnému
celosvétovému obchodu ,bez hranic”, mimoradné vy-
soka i kdekoli v Evropské unii. Jako priklad mohou po-
slouzit informace uvedené v posledni dobé v publikacich
vydanych laboratoremi OMCL (Official Medicines Control
Laboratories) v Reportu z roku 2018: Market Surveillan-
ce of Suspected Illegal Products, MSSIP003: Illegal Ana-
bolic Steroids [73] a ve védeckém ¢lanku autord Tircova
B. a kol. (2018) [74]. V Reportu laboratori OMCL je uve-
deno, Ze v ramci specialni akce zamérené na anabolické
steroidy bylo ziskano v 16 zemich EU 1600 vzorkl AAS,



pri¢emz 88 % vzorkld pochazelo z ilegalnich obchodnich
siti, u 12 % vzorku se vibec nepodafilo zjistit zdroj a pou-
ze 0,06% vzork( AAS pochézelo z legalni distribuce. Ve
vzorcich byly prokdzany dobre znamé AAS: testosteron,
nandrolon, stanozolon, trembolon, boldenon, methan-
dienon, drostanolon a oxymetholon. V druhé publikaci
autori uvadéji, ze béhem kratké doby (4 mésict) bylo zis-
kano celkem 358 produktd AAS od uZivateld v CR a na
Slovensku. Produkty AAS vyrabélo 48 ruznych vyrobc,
z nichZ 19 bylo od farmaceutickych spolecnosti a 29 jich
s nejvétsi pravdépodobnosti vyrobily ilegalni laboratore.
Produkty AAS byly ziskany dobrovolné, vétSinou od kultu-
ristd a ¢len( fitness center. Oba uvedené priklady aktu-
alné velmi dobre dokumentuji snadnost dostupnosti AAS
ve vSech zemich EU.
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5. ZPUSOBY PROKAZOVANI POUZITi ANABOLICKYCH STEROIDU

5.1 Prehled analytickych metod pouzivanych pro
stanoveni anabolickych steroidl

Za UcCelem prosazovani zakazu pouzivani zakazanych
hormonalnich preparatd a jinych stimulator?d ristu v po-
travinarské vyrobé ve statech Evropské unie, bylo vyda-
no prvné v roce 2002 Rozhodnuti Komise 2002/657/EC,
kterym se provadi smérnice Rady 96/23/ES, pokud jde
o provadéni analytickych metod a interpretaci vysled-
ka [59]. V roce 2021 bylo toto rozhodnuti komise z roku
2002 nahrazeno Provadécim narizenim komise CIR (EU)
2021/808 [70]. V téchto dokumentech vzhledem k po-
kroku, ke kterému doslo v analytické chemii od prijeti
smérnice 96/23/ES v roce 1996, byla koncepce rutinnich
a referencnich metod nahrazena pristupem, ktery je za-
loZen na vymezeni pracovnich kritérii a postupd validace
pro screeningové a potvrzovaci (konfirmacni) analytické
metody, s hlavnim cilem stanovit spolecna kritéria pro
interpretaci vysledkd zkousek ziskanych UFednimi labo-
ratoremi EU. Rozhodnuti stanovuje velmi striktni pravi-
dla pro konfirmacni metody pro organicka rezidua nebo
kontaminujici latky, které musi poskytovat jednoznacné
informace o chemické strukture stanovovaného a proka-
zovaného analytu. Tomuto zasadnimu pozadavku vyhovi
pouze analytické metody zalozené na chromatografické
separaci a spektrometrické hmotnostni detekci. Pro lat-
ky skupiny A, kam patfi i steroidy (skupina A3), a latky
skupiny B je mozZno pouzit pro konfirmacni stanoveni jen
analytické metody kapalinové chromatografie (LC) nebo
plynové chromatografie (GC) ve spojeni s hmotnostnim
spektrometrem (MS]). Prakticky vSechny publikace vyda-
né po roce 2002 a tykajici se stanoveni rezidui zakaza-
nych latek v bezpecnosti potravin jsou validovany s odka-
zem na vy$e uvedené Rozhodnuti komise (2002/657/EC),
dle principl a pozadavk( uvedenych v tomto nafize-
ni, praktickym prikladem muze byt publikace autorl
A. Cirkva a K. Stastny pro analytické stanoveni thyte-
rostatik metodou LC-MS/MS [60].

Hlavnim pozitivhim prinosem tohoto Rozhodnuti komise
(2002/657/EC) bylo, Ze sjednotilo analytickou metodiku
vCetné analytickych technik na priblizné stejnou Uroven
ve véech Ufednich kontrolnich laboratorich statd EU
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v oblasti kontroly hospodarskych zvifat a potravin Zivo-
¢idného pdvodu. Velmi pFinosné bylo rovnéZ zavedeni
pozadavku na jednotné hodnoceni a interpretaci vy-
sledkd, proto mohou byt tyto ziskdvané cenné informa-
ce o vysledcich kontroly objektivné porovnavany v ramci
celé EU. Nové platné Provadéci narizeni komise CIR (EU)
2021/808 puvodni rozhodnuti jesté vice precizuje a pri-
marneé dopliuje o kvalifikacni kritéria pro nové analytické
instrumenty, predevSim hmotnostni spektrometry s vy-
sokym rozlienim (HR-MS).



5.2 Cilené analytické instrumentalni metody pro
stanoveni steroidi v potravinach

V minulosti, od Sedesatych let minulého stoleti, byly vyvi-
nuty a jsou popsany v literature rady analytickych metod
pro stanoveni steroidd v rdznych biologickych matricich
(krev, mo¢, sval, jatra, ledviny, chlupy). Nejcastéji se pro-
vadélo stanoveni steroidl v biologickych matricich pomo-
ci radioimunologickych metod (RIA) [61], imunologickych
metod (ELISA) [62] a pomoci tenkovrstvé chromatografie
(TLC) s UV detektorem nebo fluorescenénim detektorem
[63]. V pribéhu poslednich Ctyriceti let ale doslo k radé
zasadnich zmén a k vyznamnému pokroku v metodologii
rezidualni analyzy zakdzanych steroidd v matricich zis-
kanych od Zivych hospodarskych zvifat a v potravinach
Zivoc¢idného plvodu. Nejvyznamnéjsiho pokroku bylo be-
zesporu dosazeno v analytické instrumentalni technice,
ale zadsadni zmény probéhly i v preparaci vzorkd urce-
nych k analyze a to predevsim zmensenim pozadované-
ho mnozstvi (hmotnosti/objemu) vzorku, nasledné , mi-
niaturizaci” celého procesu pripravy vzorku k analyze,
mensSimi objemy rozpoustédel, vyznamné zmensenim
analytickych separacnich kolon, atd. Tyto zmény plynou
predevsim z radové vyssich citlivosti a vysoké specific-
nosti dnes pouzivané analytické instrumentalni techniky.

S rychlym rozvojem analytické instrumentalni techniky
v 90. letech a na prelomu stoleti a s nastupem hmotnostni
spektrometrie (MS) ve spojeni s plynovou (GC) nebo poz-
déji kapalinovou chromatografickou separaci (LC) byly
vSechny drive pouzivané analytické metody velmi rychle
nahrazeny témito dvéma dominantnimi analytickymi me-
todami v rezidualni analyze potravin, jak uvadi Mc Kinney
ve své publikaci [64]. PFiblizné do roku 1995 byly prevaz-
né pouzivany GC-MS techniky, ale po tomto datu nasta-
va velmi intenzivni rozvoj LC-MS technik a na prelomu
stoleti jiz jasné dominuji analytické techniky na zakladé
LC, presnéji HPLC ve spojeni s hmotnostnimi spektro-
metry Fazenymi do tandemu, tzv. triple-quadrupoly pro
rezidualni analyzu steroidnich hormond a ostatnich
zakazanych latek. Schopnosti modernich hmotnost-
nich detektorl provadét experimenty MS2 (MS/MS,
triple-Q) az MSn (iontové pasti) z nich délaji zvlasté vhodné
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analyzatory pro jejich jednoznacnou identifikaci a to
vzhledem k jejich vysoké selektivité. Tyto moderni hmot-
nostni spektrometry ve spojeni s LC (High Performance
- HPLC, ultra-kapalinova chromatografie - UPLC) spliiuji
i vSechny dnesni vysoké naroky na pozadovanou citlivost
detekce a kvantifikaci rezidui pro konfirmacni analyzy.
Obecny posun od GC-MS k LC-MS a nasledné LC-MS/MS
metodam za poslednich deset let byl tak zasadni, ze GC-
-MS je dnes v kontrolnich laboratofich zcela minoritné
pouzivany systém pro analyzu rezidui zakazanych latek.
Prehledné clanky tykajici se analytickych metod pouzi-
vanych pro rezidudlni analyzu steroidnich hormond lze
najit v publikacich autorl Stolker et al. [66] a Kinsell
et al. [68]. Velmi podrobny prehledny ¢lanek o soudas-
né analytické strategii pro detekci zakdzanych steroidd
v bezpecnosti potravin v pomérné nedavné dobé vydali
autori Scarth et al. [67].



5.3 Nové analytickeé pristupy k prokazovani anabolickych
steroidl na bazi metabolomiky a proteomiky

Dnes majoritni analyticka technika LC-MS/MS zalozena
na cileném stanoveni pfedem znadmych analytl, v nadem
pripadé rezidui anabolickych steroidd, je dostatedné spe-
cifickd pro identifikaci a i vysoce citlivd pro kvantifikaci.
Ale jeji nevyhoda spociva predevsim v tom, Ze analytik,
ktery s touto technikou pracuje, musi dopredu znat che-
mickou molekulovou strukturu stanovovaného analytu
(musi védét, ktery steroid bude stanovovat, zjednodusené
receno), dale musi mit pro tuto cilené analyzovanou latku
fyzicky vysoce Cisty analyticky standard pro detekci a po-
rovnani a dale musi mit nejlépe izotopicky znaceny interni
standard, napriklad s deuteriem. Bez znalosti ,,co mam”
detekovat a stanovovat v prislusné matrici, je hmotnostni
detektor MS/MS prakticky ,.slepy”. Jinymi slovy, Zadnou
jinou latku, kterd by byla pritomna v analyzovaném vzor-
ku a méla velmi podobnou chemickou strukturu a stejné
biologické Ucinky jako anabolické steroidy, ale méla by
rozdilnou molekulovou hmotnost, by tento typ hmotnost-
niho spektrometru nedokéazal viibec detekovat.

Velmi diskutovanym aspektem dalSiho mozného ucin-
ného branéni detekce pouZiti anabolickych steroidl
v odborné vefejnosti jsou dnes i nové zplsoby pouZiti
aplikace, jako napf. podavani ,koktejld” se synergickym
biologickym efektem, ale s nizkymi koncentracemi, tre-
ba i pod limitem detekce jednotlivych, dobfe znamych
a detekovatelnych zakazanych steroidl. Tento zpdsob ap-
likace koktejld vyzaduje rozsadhle odborné znalosti, ale
jeho odborné uziti je pak velmi obtizné analyticky proka-
zatelné (Lone, 1997 [48]).

K reSeni dokazovani téchto nepovolenych praktik s ana-
bolickymi androgennimi steroidy je naléhavé zapotrebi
vyvinout na zakladé védeckého poznani nové alternativni
zplsoby detekce tohoto zneuzivani. Dnes novym a velmi
slibnym smérem k prokazovani zakazaného pouziti sti-
mulatorl rustu, véetné anabolickych steroidd, jsou pri-
stupy zaloZeny na bazi metabolomiky a proteomiky s vy-
uzitim novych hmotnostnich spektrometrd s vysokym
rozliSenim.

33

Metabolomika a proteomika patfi do rychle se rozvijeji-
cich obord “omik" (omics) vyzkumu, které se zaméruji na
komplexni analyzu metabolomu (nizkomolekularni latky
o molekulové hmotnosti do 1000 Daltond) nebo proteo-
mu (vysokomolekuldrni latky - proteiny) za konkrétniho
fyziologického nebo vyvojového stadia organismu, tkané
Ci bunky a odrazi tak aktualni stav funkci, ktery je ale
vzdy vysoce dynamicky. Oba védni obory jsou pomérné
mladé, napriklad metabolomika byla prvné komplexné
definovana v praci Fiehn (2002) [75]: Metabolomics - the
link between genotypes and phenotypes. Obecnym prin-
cipem metabolomiky a proteomiky je charakterizovat
biologické vzorky na zadkladé zméreného chemického
nebo proteomického profilu (profiling), tj. chemického,
proteomického podpisu nebo zndméji otisku prstu ,fin-
gerprintingu” (Villas-Bdas et al. [76]). Az do nedavné
doby byla vétsina praci z metabolomiky a proteomiky za-
mérena predevSim na klinické nebo farmaceutické apli-
kace, jako napriklad vyvoj léciv, hodnoceni léCiv, klinicka
toxikologie, klinicka chemie, virologie, vyzkum rakoviny
nebo védy o vyZivé. Metabolomika si prvné v pribéhu let
2004 az 2009, ruku v ruce s rozvojem vhodné instrumen-
talni analytické techniky, nachazi cestu i do profesional-
niho sportovniho dopingu a odtud k dopingu zavodnich
koni, napr. studie Teale et al. [77] a nasledné s moznosti
vyuziti téchto principd pri kontrole zakazanych anabolic-
kych praktik pFi zneuziti steroidnich hormona.

Vyuziti metabolomickych a proteomickych postupd, pre-
devsim necilenych technik, pro problematickou detekci
anabolickych postupl v pFipadé uziti anabolickych syn-
tetickych analogl endogennich steroidnich hormond,
pouZziti novych ,designer” syntetickych xenobiotickych
stimulatorG rdstu a novych zplsobl aplikace, jako je
napfiklad podavani koktejld s nizkymi davkami, bylo
prvné navrzeno v nékolika védeckych studiich spolecné
se zplsobem, jak tuto situaci v budoucnu Uspésné fe-
Sit. Moznosti pouziti metabolomickych technik byly prv-
né publikovany ve tfech soubornych védeckych ¢lancich
v letech 2010-2012 dvou védeckych skupin, které se této
problematice bezpecnosti potravin a zneuzivani anabo-
lickych androgennich steroidd dlouhodobé vénuji (Scarth
et al. [78]; Pinel et al. 2010 [79]; 2011 [80] a 2012 [81]).



Tabulka 4 - Prehled vyznamnych védeckych ¢lankd od roku 2009 do 2020 s vyuzitim metabolomickych postupl pro prikaz pouZiti
zakazanych latek ve vykrmu hospodarskych zvifat (Poz.: TQ - tripleQ, Orbitrap - MS s vysokym rozliSenim).

Author Nielen Stolker Anizan a kol. Dervilly-Pinel Courant Lega a kol. Kwok Peng a kol. Kaabia a kol.
a kol. a kol. (2010) a kol. (2012) a kol. (2017) a kol. (2017) (2018)
(2006) (2009) (2012) (2017)
Zivodigny druh krava krava krava krava krava krava kan prase krava
Pocet N zvirat 6 20 2 24 10 38 55 10 6
v experimentu
N zvirat
v kontrolni - 5 0 12 5 16 - 5 0
skupiné
N zvirat
v oSetrené 6 15 2 12 5 22 - 5 6
skupiné
moc, krev,
Matrice vzorku chlupy chtupy. moc¢ moc¢ ledvina jatra, chlupy sérum mo¢
plasma ledviny,
sval, Zluc
. estradiol,
testosteron | testosteron estradiol
. . trenbolon trenbolon .
Podavana ester, ester, . 3-benzoat, ractopamin boldenon
iv o is ! androstenedion acetat, acetat, - .
ucinna latka boldenon estradiol nandrolon . hydrochlorid undecylenat
17B-estradiol zeranol,
undecylenat benzoat laureat ester
zearalenon
LC/GC separace HPLC UPLC, GC UPLC HPLC, UPLC HPLC HPLC UHPLC HPLC UHPLC
popa anatyzy 25 7,5 (UPLC) 165 30, 40 14 - 20 25 32
Typ MS TQ TQ TQ Orbitrap, ToF Orbitrap TQ Orbitrap Orbitrap Orbitrap
TSQ
LTQ-Orbitrap Quantum
Micromass | g attro (Thermo LTQ-Orbitra vlra 1 geyactive | QExactive QExactive
Model MS Quattro ) XEVO Scientific) P (Thermo
; . Premier (Thermo S (Thermo (Thermo Plus (Thermo
(vyrobce] ultima (Waters) (Waters) ¥ Scientific) | SEeMificl | g ientific) | Scientific) Scientific)
(Waters) LCT Premier +
ToF (Waters) API-4000
(AB Sciex)
Statistické . . PCA OPLS. t-test Mann- QN:ZAL . PCA, OPLS-DA, | PCA, studentiv
hodnoceni Htes Whitney U test taeste ANOVA, t test test
Metabolomicka - . - . - - . - -
Target Target Profiling Fingerprinting | Fingerprinting Target Profiling Fingerprinting Profiling

strategie

Postupné od roku 2009 skutecné nékolik védeckych
studii prokazalo, Ze metabolomické postupy na zakladé
necileného fingerprintingu vzorkd moci s vyuzitim hmot-
nostni spektrometrie s vysokym rozliSenim dokazi rozli-
Sovat skupiny zvirat, které byly vystaveny plsobeni ana-
bolickych androgennich steroidd od skupiny kontrolnich
zvirat, kde nebyly tyto latky aplikovany a jsou souhrnné
uvedeny v tabulce 4.
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5.4 Metabolomické a proteomické techniky a metodiky

Metabolomika, jak jiz bylo FeCeno, predstavuje smér vé-
deckého badani, ktery zahrnuje pomérné Sirokou oblast
zkoumani napfi¢ raznymi védnimi disciplinami, plynouci
z biologické rozmanitosti nasi planety - od experimentd
mikrobiologickych, pres rostlinné, ZivociSné az po analy-
zy lidskych metabolitd a proteom. Z pohledu pracovniho
postupu obecné pak obé omické techniky shodné zahr-
nuji navrh experimentu, odbér a pred-Upravu vzorku,
vlastni pripravu vzorku, analytickou ¢ast, zpracovani dat,
statistickou analyzu, hodnoceni vysledkd a jejich inter-
pretaci, pfipadné miZe nasledovat archivace dat, zpétna
revize experimentu nebo optimalizace a validace pouzi-
tého postupu.

Komplexnost, rdznorodost a sloZitost metabolomu nebo
proteomu samozrejmé znemoznuje i v dnesni dobé ana-
lyzu celého souboru metabolitd nebo proteint soucasné.
Pro tyto dGvody byly napriklad pro analyzu a interpretaci
hladin metabolitd v biologickych vzorcich vyvinuty razné
strategické pristupy a tyto varianty maji kazda svou vlast-
ni metodiku prace. Jejich prehled je uveden v Tab. 5.

Typicky pracovni postup (workflow) kazdé metabolomické
nebo proteomické studie predstavuje nékolik po sobé
jdoucichkrokd, ale kazdy krok nabizivelky po¢et moznosti,
jak ho v realné situaci provést. Hlavnimi kroky postu-
pl jsou navrh experimentu, odbér a zpracovani vzorka,
vlastni analyza, preduprava namérenych dat, viceroz-
meérna statistickd analyza, validace modelu a vrcholem
je nalezeni charakteristickych biomarkerG. Kazdy z téch-
to krokd musi byt pfedem dobfe promyslen a presné
popsan, protoze mlze mit zasadni vliv na konecny vysledek
nebo jeho interpretaci. V soucasné dobé vSak neexistuje
zadna definitivni forma pracovniho postupu, metabolo-
mického nebo proteomického ,.workflow", néco jako spe-
cificky standardni opera¢ni postup (SOP) v cilené kvan-
titativni analyze, jak uvadéji autori Dervilly-Pinel et al.
(2011), Obrazek 9 [811.

Pracovni postup .workflow” je mozno vyuzit a zobecnit
pro vSechny experimenty provadéné v ramci ,,omickych”
metodik - proteomika, metabolomika, lipidomika, foodo-
mika, a jiné. Pro nase priblizeni a vysvétleni jednotlivych
krokl se vSak v popisu pro zjednodudeni zamérime jen
na metabolomiku.

Tabulka 5 - Zakladni definice strategii pouzivanych v metabolomickych experimentech (modifikovano z Dunn, W. B. et al., 2005 [82]).

Pojem Vysvétleni

Metabolomika

Identifikace a kvantifikace véech metabolitl v biologickém systému (metabolomul).

Metabonomika

V praxi je tento cil v soucasnosti nedosazitelny, nebot neexistuje analyticka technika, ktera by dokazala tento kol
splnit. Nutnosti je uziti vhodné kombinace vysoce selektivnich a senzitivnich analytickych technik.

Targetovana [cilend)

Kvalitativni (fingerprinting) nebo kvantitativni méreni dynamické metabolické drahy, reakce Zivého organismu na
specificky podnét (fyziologicka stimulace, genetickd modifikace, podani léciva, pFitomnost toxickych latek).

metabolomika

Stanoveni jednoho & vice konkrétnich metabolitd souvisejicich se specifickou metabolickou drahou. Souéasti byva
mnohdy slozita priprava vzorku z biologické matrice a uZiti separacni techniky s citlivou detekci.

Metabolické profilovani

Identifikace a kvantifikace metabolitd majicich podobnou chemickou strukturu (aminokyseliny) nebo patficich
k metabolické dréaze (citratovy cyklus). Obvykle zahrnuje vysoce G¢innou separaéni techniku.

Metabolicky

fingerprinting a k screeningovym acelam.

Komplexni analyza vzorku nebo extraktu (chemicky ..otisk prstu”) bez identifikace a kvantifikace jednotlivych
metabolitl. Minimalni priprava vzorku. MdZe slouzit napriklad ke klasifikaci vzorkd (Diskriminacni analyza)

Metabolicky footprinting

komponent média.

Komplexni analyza extracelularnich metabolitd (vylucovanych do ristového média). Souéasti je biotransformace
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Obrazek 9 - Metabolomicky workflow typicky pro metabolomické studie v oblasti prokazovani

zneuziti AAS ve vykrmu u potravinovych zvirat (prevzato z [81]).

Prvnim krokem v jakékoliv metabolomické studii (postu-
pu, workflow) zamérené na zkoumani biologickych Géin-
ka anabolickych steroidd u chovnych zvifat nebo potravin
Zivoc¢isného plvodu, je provedeni experimentu na vybra-
né cilové skupiné zvirat. Dobre promysleny navrh experi-
mentu je vychozim bodem metabolomické studie, protoze
vSechny nasledujici vysledky z této studie se budou opirat
0 Uspésné provedeni a dosazeni tohoto prvniho kroku.

Rada parametr( experimentu na zvifatech musi byt sta-
novena jesté pred zahajenim pokusu tak, aby bylo zajis-
téno, Ze vybéry odebiranych vzorkd budou homogenni
a budou zajistény v dostatecném poctu. Experimenty na
hospodarskych zvifatech jsou financné velmi narocné
a jejich provedeni podléhad prislusnému schvaleni dle
platné legislativy (podle zakona ¢. 246/1992 Sb., na
ochranu zvirat proti tyrani, ve znéni pozdéjsich predpi-
sU). Experiment na zvifatech pro tyto Gcely nemdze byt
nahrazen Zzadnymi jinymi modelovymi laboratornimi
experimenty. Z tohoto ddvodu a za ucelem dosazeni od-
povidajicich vysledkl a posouzeni kontrastu, rozdilu ¢i
diference mezi oSetfenymi a neoSetrenymi kontrolnimi
zviraty, musi pokusy na zviratech prednostné zahrnovat
homogenni zvifeci populaci, pokud jde o plemeno, vék,
vyZivu, ustdjeni a Zivotni prostredi obecné. Vzhledem
k velkym inter-individualnim rozdildm, které se mohou
vyskytnout mezi jednotlivci zapojenymi do experimentu
a za UCelem jejich minimalizace, musi byt pocet zviFat,
jakoz i pocCet vyslednych vzorkd z experimentu odebra-
nych, stanoven tak, aby mél dostatecnou statistickou vy-
povidaci schopnost.

Co se tyka vybéru biologickych matric, které maji byt
odebirany v pribéhu experimentu, jedna se predevdim
o vzorky moci, séra nebo plazmy a vzorky chlupd. Tyto
matrice vzorkd mohou byt snadno odebirdny tak casto,
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jak je to nezbytné v prdbéhu experimentu a z praktického
hlediska mohou byt snadno odebirany i v readlné situaci
na farmach primo u Zivych zvifat. Kromé toho, plazma
a moc poskytuji idealni metabolomické informace a i do-
plAujici informace o aktualnim stavu organismu. Na jed-
né strané, plazma poskytuje "okamzité" meéritelny me-
tabolicky stav v dobé odbéru a jeji slozeni primo odrazi
katabolické a anabolické procesy vyskytujici se v celém
organismu. Na druhé strané, moc¢ poskytuje “v prdmé-
ru” profil polarnich metabolitd snadno vyloucenych z téla
zvirete jako vysledek katabolickych eliminaénich procesd
(metabolismus Il. faze). Tyto matrice vSak nemohou byt
pouzity v praxi ke kontrole potravin Zivocisného plvodu
na hranicich pfi dovozu nebo na jatkach u porazenych
zvirat. Proto tkané, jakymi jsou sval, ledviny a jatra, jsou
naopak vhodnéjsi matrici pro tyto ucely. Sval rovnéz na-
bizi tu vyhodu, Ze je cilovou tkani pro biologické plsobeni
anabolickych steroid(, a je tedy rovnéz vhodny pro zara-
zeni do metabolomickych studii pro odhalovani anabolic-
kych postupd.

Druhym krokem metabolomické studie je postup pred-
-pripravy a Upravy ziskanych vzorkd. Kritickym bodem
pri analyze metabolomu je Casto pravé kvalita pripravy
vzorkd, kterd by méla byt co nejvice jednoduché a univer-
zalni, ale predevsim minimalné destruktivni k analytGm.
Vhodné priprava vzorkd je véeobecné povazovéana za li-
mitujici krok komplexnosti stanoveni a za zdroj nesprav-
nych vysledkd. Cely postup pfipravy vzorkd je ¢asto velmi
naroény a obecné ho lze rozdélit do tfi zakladnich krokd:

e Rychlé zastaveni metabolismu, tedy tzv. metabolické
zhaseni (quenching) - inaktivace veSkerych biochemic-
kych procesu, které jsou, jak bylo Feceno vyse, velmi
dynamické. Tento krok musi byt dostatecné rychly, aby
nedochéazelo k ovlivnéni hladin metabolitd, zptsobenou



zmeénou okolniho prostredi. Rychlost procesu je skutec-
né rozhodujici, jelikoz i velmi malé zmény hladin me-
tabolitd mohou poukazovat na vyznamné zmény v me-
tabolismu. Prakticky se nejcastéji rychld inaktivace
metabolismu provede nahlymi zménami teplot (< - 40
°C, > - 80 °C) nebo pH (v rozmezi 0 - 2, nebo 10 - 12).
Avsak plati, Ze rdzné biologické vzorky vyzaduji odlis-
né techniky k dosazeni Uplného zhaseni metabolismu.
U mikrobiadlnich a tkanovych kultur se napr. nejcastéji
pouzivaji vodné roztoky organickych rozpoustédel, ob-
vykle methanol, ethanol a acetonitril.

Extrakce metabolitd - pFi extrakci je nutno prevést
biologicky material na formu, kterd bude kompatibilni
s analytickou technikou a zaroven dojde k odstrané-
ni matricnich slozek, které by v analyze interferovaly
(napf. soli, tuky). Vybér extrakéniho ¢inidla je v principu
zavisly na chemické povaze metabolitl. Postup, jak zce-
la extrahovat vSechny typy latek ze vzorku v jednom ex-
trakénim kroku, je z dGvodu jiz zmifiované rozmanitosti
v soucasnosti neznamy. AvSak existuji mnoha kompro-
misni Feseni. Vzorky jsou nejcastéji extrahovany orga-
nickymi rozpoustédly a jejich smésmi (napr. methanol,
ethanol, acetonitril, ethylacetat nebo chloroform; v pfi-
padé polarnich metabolitl jsou to smési organickych
¢inidel s vodou).

Zakoncentrovani metabolitl - jde o zvySeni koncentra-
ce vybranych metabolitl, protoze vétSina extrakénich
procedur zplUsobuje fedéni metabolitl, ¢imZ se jejich
koncentrace mohou dostat pod meze stanovitelnosti.
Odpareni rozpoustédla je provadéno rdznymi zpUsoby,
napriklad za snizené teploty, aby nedochazelo k termal-
ni degradaci metabolitl, pomoci lyofilizace atd. Oblibe-
nym resenim tohoto problému je také zakoncentrovani
extraktu na pevné fazi - solid-phase extrakce (SPE],
ktera vyuziva pevnou a kapalnou fazi k izolaci jednoho
nebo jediného typu analytl, at uz s cilem tyto analyty
stanovit, nebo je ze vzorku odstranit.

V poradi tretim krokem metabolomické studie je vlast-
ni méreni metabolomu na vybranych analytickych zafi-
zenich podle cile, kterého chceme ve studii dosahnout.
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Obecné plati, Ze vybér instrumentalni metody pro analyzu
metabolomu zavisi na charakteru analyzovaného vzorku
a komplexnosti analyzovanych metabolitl. V soucasné
dobé je trendem analyzovat co nejvice metabolitd v kom-
binaci s naslednou identifikaci a pripadné kvantifikaci
metabolitd ve vzorku s vyuzitim jediného typu analytic-
kého zarizeni, jenZ nepochybné vede k lepSi charakteri-
zaci metabolomu, a tim rozsifuje znalosti o daném bio-
logickém systému. Proto znacna cast metabolomickych
experimentd se neobejde bez Gc¢inné separacni Casti
- uziti chromatografickych, pripadné elektroforetickych
metod. Nejcastéji pouzivanym detektorem je dnes pri-
oritné hmotnostni spektrometr, jehoZz vyhodou je pravé
pozadovana kombinace detegovat dostatecny pocet me-
tabolitd a soucasné identifikovat a provadét i kvantifika-
ce metabolitd. Odlidnou platformu komplexniho méreni
metabolomu pak ale napriklad zastupuji techniky nukle-
arni magnetické rezonance (NMR). Mezi méné pouzivané
platformy patfi napt. metody pfimého nastriku do hmot-
nostniho spektrometru nebo infracervend a Ramanova
spektrometrie.

Ctvrtym, neméné dfleZitym krokem, je predudprava
namérenych dat (data processing) - surova data me-
tabolomické studie maji nejcastéji strukturu chroma-
tografického (elektroforetického) zdznamu, v némz se
jako dalSi dimenze vyskytuji prislusnd hmotnostni nebo
NMR spektra. To vSe je zndsobeno prisluSnym poctem
provedenych méreni. Pro naslednou statistickou ana-
lyzu je nejprve nutno tato surova data vhodné upravit,
pricemz hlavnim cilem je redukovat systematicky a na-
hodny analyticky Sum. Konec¢nym vysledkem, vystupem
pro nasledovnou statistickou analyzu je pak zdrojova
matice dat s obvyklym tvarem: X [n x m}, ktera obsahuje
n objektd (n-radkd odpovidajicim vzorkim) a m znakd
(m-sloupcl odpovidajicim plochdm nebo koncentracim
jednotlivych metabolitd).

Pro Gpravu surovych (raw) dat (chromatogrami) se
dnes pouziva specificky software a vykonna vypocetni
technika. Software pro data processing mdze byt ,ko-
mercni”, ktery dodavaji primo vyrobci analytického za-
rizeni a ktery je specializovany na metabolomicka data,
nebo mlzZe byt vyuZit software z tzv. ,otevienych-zdroji”



(.open-sources”) volné pristupnych na internetu.
VSechny vyjmenované programy zpracovavaji namérena
surova data postupné v jednotlivych na sebe navazuji-
cich krocich, pouzité metody pro Upravu chromatogra-
muU jsou vice méné totozné.

Poslednim cilovym krokem, v radé patym, je vlast-
ni statistickd analyza a interpretace nalezenych vy-
sledkl - metabolomické experimenty a studie ge-
neruji velké mnozstvi vicerozmérnych dat, které je
nutno efektivné statisticky zpracovat, interpretovat,
prezentovat a archivovat. Tento zavérecny krok meta-
bolomického workflow je obvykle casové velmi naroc-
ny a vyzaduje specializované matematicko-statistické
metody vyplyvajici z charakteru ziskanych matic dat.
Pro vyvozeni spravnych zavérd celého experimentu je
vSak klicovy a je nutno mu vénovat stejnou pozornost
jako planovani experimentu, zpracovani vzorku nebo
vlastni analyze vzorkd. Nejcastéji pouzivanymi sta-
tistickym metodami jsou dnes vicerozmérné mode-
ly. Tyto statistické modely pouZivané v metabolomice
lze obecné rozdélit na dvé hlavni skupiny - v litera-
ture oznaCované za ,unsupervised” a .supervised”.
Prvni skupina unsupervised metod analyzuje latentni
proménné (skryté proménné) jedné zdrojové matice X,
napriklad metoda hlavnich komponent, faktorova ana-
lyza nebo shlukova analyza. Druhou supervised skupi-
nou jsou metody, které analyzuji latentni strukturu dvou
a vice matic X, Y prostrednictvim vztahu mezi latentni-
mi proménnymi, napriklad kanonicka korelac¢ni analy-
za, metoda PLS. V metabolomickych studiich v oblasti
bezpecnosti potravin se prioritné vyuzivaji tri zakladni
statistické metody - analyza hlavnich komponent (Prin-
cipal Component Analysis, PCA), metoda PLS (Partial
Least Square, Projection of Latent Structure, PLS) -
v Ceském prekladu nékdy uvadéna jako metoda castec-
nych nejmensich ¢tvercl nebo metoda projekce latent-
nich struktur a posledni metodou je jeji matematicka
varianta ortogonalni - PLS (OPLS).

Metabolomické studie mdZe dale pokracovat v nasledu-
jicich ,.nastavbovych™ krocich, kterymi jsou predevsim
identifikace vybranych metabolitl jako tzv. biomarkery,
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vybér kandidatskych biomarkerl, které budou nejlépe
charakterizovat urcité specifické metabolomické drahy
a nasledné jejich validace, ovéreni na realnych vzorcich.
Pro vybér vhodnych kandidatskych biomarkerd se pou-
Zivaji grafické zobrazovaci techniky, které jsou soucasti
vicerozmeérnych statistickych metod, napriklad S-graf
(S-plot). K chemické identifikaci se pouzivaji dva za-
kladni nastroje, prvnim nastrojem je srovnani namére-
nych presnych hmot m/z (accuracy mass) jednotlivych
metabolitd s nékterou z metabolomickych databézi,
které jsou dostupné na internetu, napriklad METLIN,
KEGG a HMDB. Druhym nastrojem jsou specialni, vy-
soce sofistikované softwary, které umi pomoci analy-
zy hmotnostnich spekter s vysokym rozliSenim mo-
lekuldrniho iontu nezndamého metabolitu v kombinaci
s fragmentacnimi hmotnostnimi spektry identifikovat
a predikovat chemické struktury s vysokou statistickou
pravdépodobnosti, pfipadné umoznuji provadét nasled-
nou konfirmaci navrzenych chemickych struktur pro
metabolity identifikované na zakladé srovnani s meta-
bolomickou databazi. Takovym programem je napriklad
MassFrontier [83].

Provedeni celého metabolomického postupu je dnes pri
vyvoji novych analytickych metodik na bazi ,omik™ velmi
Casové narocné a v konec¢ném disledku vede k vyméru
malého poctu specifickych biomarkert, které charak-
terizuji zkoumany biochemicky déj, napriklad pouziti
anabolickych steroidd ve vykrmu hospodéarskych zvirat.
Tyto vybrané a nasledné validované biomarkery se pak
analyzuji ,.klasickymi” cilenymi metodami. Dnes nej-
novéjSim trendem v bioanalyze je vyuzivat ke zkoumani
jednoho biologického jevu vice omickych metod dohro-
mady. Soucasny vyvoj analytickych metod jednoznacné
sméruje k ,multi-omikam”, které se v kratké budouc-
nosti stanou dominantnimi v Siroké oblasti pouZziti.



6. DISKUZE - VYDELAM NEBO SPACHAM TRESTNY CIN?

Anabolické steroidy — AAS jsou pro své vyznamné ana-
bolické Ucinky, které jsou jiz radu let dobre znamé,
Castokrat ,vyuzivany” jako je tomu napriklad ve spor-
tovnim dopingu. Anabolické steroidy jsou vSak vyuziva-
ny i v ekonomicky rozvinutych castech svéta ve vykrmu
hospodarskych zvirat pro svou schopnost akcelerovat
rst svaloviny a tim urychlit a zefektivnit vykrm a zisk
z prodaného masa. Kosterni sval je ekonomicky nejvy-
znamnéjsi tkani v Zivocisné vyrobé a aplikace anabolic-
kych steroidl je ve vétdiné pripadd cilena pravé na néj.
NéarUst télesnych parametru je nejlépe zdokumentovan
v literature u masného skotu po pouziti steroidnich im-
plantatd. AAS aplikované ve formé implantatd mohou
zvysit pradmérny denni pFirlstek o 21 % a zlepSit kon-
verzi krmiva o 11 % u skotu ve vykrmu. Kromé toho se
hmotnost jatecné upraveného téla zvysi o 7 % diky im-
plantaci. Navic bylo rovnéz uvedeno 5% zvyseni velikosti
zeber, 7% snizeni tukové vrstvy a 5% snizeni tukového
mramorovani [84]. Napriklad dalsi studie Perry a kol.
porovnavali Gcinky steroidnich implantatd na efek-
tivitu a sloZeni téla u vord Holstein, Angus a Angus x
Simmental. Denni pFirdstky hmotnosti se zvysily 0 17 %,
26 % a 21 % uholstynskych, angusovych a kfizenych vold.
Pouzité implantaty s trembolonem a estradiolem zvysily
celkové denni prirtstky bilkovin v priméru o 23 % [85].
Nase experimentalni studie provedend na prasatech
po aplikaci testosteronu zvySila hmotnostni prirtstky
v priméru o 7 az 11 % a zlepSila konverzi krmiva v pra-
meéru o 4-5 %.

Poté, co se zacal intenzivné védecky zkoumat potenci-
alni negativni vliv AAS na lidské zdravi a byla prokazana
celd Fada vedlejsich U¢inkd jejich konzumace, nékteré
staty zacaly vyuzivani AAS ve vykrmu omezovat a regu-
lovat vymezenim ve své narodni legislativé.

Jak jiz bylo nékolikrat uvedeno, clenské staty EU se jiz
pred Ctvrt stoletim dohodly na absolutnim zakazu pouzi-
vani AAS ve vykrmu hospodarskych potravinovych zvirat.
Dulvody pro tento zakaz byly odborné zddvodnény ve dvou
rozsahlych zpravach Evropské komise vydanych v roce
1999 a 2002, které dospély na zakladé provedenych to-
xikologickych studii k zavéru, Ze pritomnost steroidnich
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hormon{ v masnych vyrobcich, miZe byt potencialné
Skodliva pro lidské zdravi prostrednictvim narusujicich
endokrinni cinnosti nebo pro své karcinogenni Gcin-
ky u Clovéka, a to zvlasté v reprodukcnich organech
a v mlécné zlaze (SCVPH 1999, SCVPH 2002) [53, 54].

Védecké nazory na dlvodové zpravy Evropské komise
vSak nejsou jednotné; nasledna dvé stanoviska zve-
rejnéna Vyborem pro veterinarni vyrobky ve Spojeném
studii provedenych na zakladé pozadavk( Evropské ko-
mise (VPC 1999, VPC 2006) [55, 56]. Napriklad druha
z téchto dvou britskych zprav (VPC 2006) uvadi jako od-
had nejhorsiho mozného scénare situaci, kdy by Zeny
po menopauze konzumovaly kilogram vnitfich organ
(konkrétné ledviny) denné s obsahem nejvy$si koncen-
trace estradiolu (s prdmérnou koncentraci 56 ng kg'').
Tato nepfrima expozice steroidd z rezidui by zvysila hla-
dinu estrogenu pouze o 0,01 % oproti prdmérné denni
endogenni produkci organismu.

Nejen na zakladé tohoto je patrné, Ze vlastni Ucinky
rezidui steroidnich hormond, véetné AAS, nelze v orga-
nismu vykladat jednotnym zplsobem. Ve svété obecné
prevlada nazor, Zze vzhledem k nepatrnému rezidualni-
mu mnozstvi pouzitych hormond, které se v téle zvirat
pohybuje v rozmezi béZznych fyziologickych hodnot l&-
tek s odpovidajicim biologickym ucinkem (endogennich
hormond), neni riziko ve smyslu ohroZeni zdravi konzu-
mentd vyznamné. Zakaz v evropskych zemich vychazi
hlavné z odmitavého postoje Siroké verejnosti k tomuto
typu zvySovani produkce a z vySe uvedeného prosazo-
vaného principu evropské potravinové politiky, ktery
zarucuje ochranu zdravi véem spotfebiteldm. V této
souvislosti se hovofi i o jinych faktorech nez Cisté to-
xikologickych a zdravotnich, z etického pohledu nepri-
jatelnych, napf. zatéz pro zvire pri nadmérné stimulaci
ristu nebo vyvolané nadmérné produkci mléka ¢i vajec
[46, 47 a 50]. Nékdy se rovnéz spekuluje, ze zakaz mlze
mit vice co docinéni s regulovanim obchodu a ochra-
narské politiky EU, coZ vedlo a stale vede k obchodnim
sporlm mezi EU a USA v rdmci Svétové obchodni orga-
nizace WTO [57].



7. ZAVER

Zavazna zdravotni rizika spojena s pouzivanim anabolic-
kych steroidl byla jiz védecky publikovana a prokazéna
v celé radé studii a dnes jsou, i diky medializaci zejména
v souvislosti s uzivanim u vrcholovych sportovcd, obecné
znama siroké verejnosti. Relativné snadna dostupnost
téchto latek na .Cerném” trhu v dnesni dobé vyznamné
zvysSuje pravdépodobnost jejich zneuzivani, a to prede-
vsim ve sportovnim dopingu, vrcholovém i amatérském,
pfi pouziti k zakazané stimulaci ristu svalové hmoty
hospodarskych zvifat, a rovnéz ke zvyseni kvality svalo-
viny (sniZeni obsahu tuku) pfi produkci potravin zivocis-
ného plvodu. EU k této problematice pouZzivani rdznych
stimulatorl rdstu, véetné hormonalné ucinnych latek ve
vykrmu hospodarskych zvitat, na rozdil od jinych pramy-
slové vyspélych statl svéta zaujala zdsadni stanovisko na
principu nulové tolerance, kdy bezpecnost potravin je za-
kladnim pilifem evropské potravinové politiky, ktery za-
rucuje ochranu zdravi spotrebiteld. Ke kontrole dodrZo-
vani tohoto zakazu je dnes, vedle klasickych analytickych
metod, nutno intenzivné hledat nové analytické postupy,
které by ucinné branily a odhalovaly pouzivani zejména
novych neznadmych syntetickych preparatl derivatu an-
drogennich steroidd a novych zplGsobl podani. V tomto
ohledu se jako velmi perspektivni ukazuji nové analytic-
ké pristupy na zakladé metabolomiky a proteomiky, ale
prace na jejich vyzkumu a standardizaci jsou teprve na
pocatku.
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