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Znanost na cesti, znanje in ideje na prepihu 



Doping je 
  družbeni fenomen.   

DOPING ni samo PROBLEM ŠPORTA – je PROBLEM DRUŽBE. 



ZDRAVILNE UČINKOVINE 

ŠPORTNIKI 

VOJAKI 

KLASIČNI 
GLASBENIKI 

FILMSKI 
IGRALCI 

DIREKTORJI 

ŠTUDENTI 

POVEČEVANJE TELESNIH ZMOGLJIVOSTI 



ERGOGENI UČINEK 
= povečanje telesne zmogljivosti 

– telesna aktivnost – fizični napor 
(npr. doping v ožjem pomenu besede)  

– telesna aktivnost – fina motorika 
(npr. beta-blokatorji) 

– mentalna aktivnost 
(npr. nootropiki) 

– psihološke obremenitve 
(npr. beta-blokatorji, benzodiazepini, 
uspavala, ipd.) 

– estetski vidiki 
(npr. anorektiki, anabolni steroidi, hGH, 
inzulin, SARM, itd.) 

 
 

 



Mache S, Eickenhorst P, Vitzthum K, Klapp BF, Groneberg DA. Cognitive-enhancing substance use at German 
universities: frequency, reasons and gender differences. Wien Med Wochenschr. 2012 Jun;162(11-12):262–71.  

7-9% vseh študentov (Nemčija, EU) 

    CX-516 
    CX-546 
    CX-614, derivative 11r 
    CX-691 (farampator)  
    CX-717 
    IDRA-21 
    Org 26576 
    LY-392,098 
    LY-404,187 
    LY-451,395 
    LY-451,646 
    LY-503,430  
   Sunifiram (DM-235) 
   Unifiram (DM-232) 

RAZŠIRJENOST NOOTROPIKOV 

NOVI ANALOGI PIRACETAMA 

Presenter
Presentation Notes
PIRACETAM in ostale zdravilne učinkovine – mehanizem delovanja: positive allosteric modulator of AMPA receptors



amfetamin
i 

metilfenidat 

Sci Total Environ. 2013 Apr 15;450-451:242-9. 

zaključni izpiti: 
8-10x večja koncentracija 
v komunalnih odpadnih 
vodah iz študentskega 
kampusa 



WADA KODEKS KAZENSKI 
ZAKONIK 

- Prepoved nastopanja 
- Odvzem doseženih rezultatov 
- (UCI - denarna kazen) 

- Zaporna kazen 
- Zaseženi material/snovi 
- (država - denarna kazen) 

 

- WADA 
- Nacionalne anti-doping 

agencije (SLOADO) 
- Mednarodne panožne 

organizacije (UCI, UEFA, FIBA, 
IAAF, itd.) 

- Kriminalisti 
- Cariniki 
- Itd. 



KONTROLE DOPINGA V ŠPORTU 

? 
Prevalenca: 
samo 1% vseh 
športnikov 
testiranih na 
doping 
kontrolah.  





NEOLIMPIJSKI ŠPORTI 



KAJ JE GENSKI DOPING? 





10 let obstoja M3. GENSKI DOPING 
Na prepovedani listi [WADA] od leta 2003. 
 
Definicija (iz leta 2003):  
 Neterapevtska uporaba genov, genskih elementov, celic ali 

modulacije genske ekspresije, katere cilj je izboljšati sposobnost 
športnika. 

Definicija (iz leta 2013): 
a. Prenos nukleinskih kislin ali sekvenc nukleinskih kislin 
b. Uporaba normalnih ali gensko spremenjenih celic 

 
Preprosta definicija 
-> a) genska terapija pri zdravih ljudeh (DNA, siRNA, miRNA, itd.) 
-> b) tkivno inženirstvo pri zdravih ljudeh (vključujoč zarodne celice) 



MOŽNOSTI UPORABE 
Možnosti vgraditve umetnega 
gena v telesno celico: 
1. direktna injekcija DNA v 

mišico (nevirusna lokalna in 
vivo tehnika) 

2. uporaba virusnega vektorja 
(sistemska ali lokalna in vivo 
tehnika) 

3. vstavitev genetsko 
modificiranih celic (ex vivo 
tehnika) 





30V, 10 krat po 20ms pulzi.Insercija pCAGGS-Lac-Z plazmidne DNA kot 
vektorja za vnos tarčnega gena. 

E
LE

K
TR

O
P

O
R

A
C

IJ
A

 



LI
P

O
S

O
M

I 
LI

P
O

S
O

M
I 



VIRUSNI VEKTORJI 

transgeni 
proteini 

virus prenese 
tarčni genski 
zapis v celico 

celično 
jedro 



1972 - koncept genske 
terapije  

1989 – prva genska 
terapija 

2013 – cca. 2000 kliničnih 
študij z gensko terapijo 

 





CILJ GENSKEGA DOPINGA: PEPTIDI in PROTEINI 



Tarčni organ 
Genska terapija 
Genski doping 

Gould D. Gene doping: gene delivery for olympic victory. Br J Clin Pharmacol. 2013 Aug;76(2):292–8.  

VNOS GENA V TELO 

bolnik zdrav človek 

Genska terapija Genski doping 



Naravni eritropoetin 
• glikoproteinski hormon 
• izloča se v ledvicah 
• regulira tvorbo eritrocitov 

 
 
Rekombinantni eritropoetin 

 
 
 

1. Primer: EPO – eritropoetin 



Ernst S, Simon P.  Drug Test. Analysis. 2012 Aug.29.DOI:10.1002/dta.1406  

EPO vstopi na tržišče 

prvi EPO test 

CERA vstopi v fazo kliničnega testiranja 

prvi CERA test 

optimizacija 

integracija 



1997:  
• adenovirusni vektorji z genom za 

EPO i.m. v miške: 
– ↑c [Hb] in ↑ Ht iz 49% na 81%  
–  učinek je trajal >1 leto. 

 
• Podobno v opice:  

– ↑ Ht iz 40% na 70%.  
– stabilni učinek 90 dni. 

Svensson, E.C., et al. Long-term erythropoietin expression in rodents and non-human primates 
following intramuscular injection of a replication-defective adenoviral vector. Hum Gene Ther 1997; 8: 
1797-1806.  
 



2004: 
• AAV in vivo prenos gena za EPO 
• vbrizgali v skeletne mišice 9 opic 
• 3 opice: naglo upadanje c[EPO] -
 huda anemija (25%) privede 
do smrti 2 opic    

     
   AVTOIMUNSKA REAKCIJA! 

Chenuaud, P., et al. Autoimmune anemia in macaques following erythropoietin gene 
therapy. Blood 2004; 103: 3303-3304.  
 



2004 (Nacionalni anti-doping laboratorij 
v Franciji): 

 
• gen za EPO injicirali v opice i.m. 
• razlike v strukturi med nativnim in 

novim eritropoetinom 
• post-translacijske modifikacije (mišice 

vs. ledvice) -> tveganje za imunski 
odziv 

• to potencialno omogoča zaznavo 
genskega dopinga 

Lasne, F., et al. “Genetic Doping” with erythropoietin cDNA in  
primate muscle is detectable. Mol Ther 2004; 10: 409-410  
 



“GENSKA STIKALA” – REGULACIJA PREPISOVANJA 

MODERNI 
VIRUSNI 
VEKTOR 



Transgenske miške (povečano izražanje eritropoetina) 

Heinicke K, Baum O, Ogunshola OO, Vogel J, Stallmach T, Wolfer DP, et al. Excessive erythrocytosis in adult mice overexpressing erythropoietin leads to 
hepatic, renal, neuronal, and muscular degeneration. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol. 2006 Oct;291(4):R947–56.  
Wagner KF, Katschinski DM, Hasegawa J, Schumacher D, Meller B, Gembruch U, et al. Chronic inborn erythrocytosis leads to cardiac dysfunction and 
premature death in mice overexpressing erythropoietin. Blood. 2001 Jan 15;97(2):536–42.  

povprečna življenska doba zdravih mišk: 2-3 leti 



• hiperplazija in hipertrofija 
miocitov skeletnih mišic 

• genska terapija: 
degenerativne mišične 
bolezni in ↑mišične moči pri 
starostnikih 

• s starostjo propadajo hitra 
mišična vlakna, podobno pri 
mišični distrofiji (hitreje, 
izraziteje) 

2. PRIMER: IGF-1 



Ernst S, Simon P.  Drug Test. Analysis. 2012 Aug.29.DOI:10.1002/dta.1406  

approval of IGF-1 containing 
pharmaceuticals by the FDA 2012: testiranja 

za IGF-1 se še 
niso začela! 
 
Vendar: prva 
detekcijska 
metoda razvita 
leta 2011.  

optimizacija 

integracija 

SARM? 



• AAV – IGF-1 i.m. mladim miškam: 15% 
povečanje mišične mase in ↑hitrosti 
pridobivanja mišične mase (tudi v mirovanju) 

• ohranitev povečane mišične mase in moči v 
starosti. Enaka hitrost kontrakcije kot pri 
mladih miškah. 

• Transgenske miši: ↑ IGF-1 v skeletnih 
mišicah -> 20-50% večja mišična moč ob 
vadbi. Barton-Davis, E.R., et al. Viral mediated expression of insulin-like growth factor 

I blocks the aging-related loss of skeletal muscle function. Proc Natl Acad Sci 
U S A 1998; 95: 15603-15607.  





IIb = hitra 
mišična 
vlakna 



   SIMULACIJA GENSKEGA 
DOPINGA: 

• V eno nogo i.m. vbrizgali AAV-
IGF-1, drugo nogo pustili 
intaktno. 

• intenzivni 8-tedenski trening 
• Noga (AAV-IGF-1) je razvila 

večjo mišično moč kot druga 
noga + izguba mišične moči 
počasneje po prenehanju 
treninga 

Lee, S., et al. Viral expression of insulin-like growth factor-I enhances 
muscle hypertrophy in resistance-trained rats. J Appl Physiol 2004; 96: 
1097-1104.  
 



3. PRIMER – celična terapija 
/tkivno inženirstvo 

• razvoj bioloških substitutov za 
popravilo, rekonstrukcijo, 
regeneracijo ali nadomestilo tkiv 

• genska modifikacija tkiv 
• uporaba mioblastov, katerim ex 

vivo vgradimo zapise za rastne 
faktorje in jih nato injiciramo 
lokalno. Ohranjena sposobnost 
diferenciacije: v mišico, ligament, 
kostnino ali meniskus. 

• ŠPORTNE POŠKODBE 



NEVARNOSTI GENSKEGA 
DOPINGA 

• potrebno kontrolirano bolnišnično okolje in laboratorij za 
pripravo ustreznih vektorjev  

• virus lahko pridobi patogenost v telesu in/ali nevarnost za 
razvoj novih oblik virusa  

• imunogenost virusnih proteinov – vnetja -> anafilaktične 
reakcije 

• naključna vgradnja genskega zapisa v genom -> 
prekinitev onkogena -> nastanek malignih celic -> rak 

• večkratno doziranje – imunski sistem 

• nevarnost za okolje (ogroženi tudi ostali): izločanje iz 
telesa genetsko modificiranih celic ali izločki, ki vsebuje 
vektorje z genskim insertom  nadzor krvi, blata, urina, 
sperme in sline. 



NEVARNOSTI GENSKEGA 
DOPINGA 

• uspešnost: ozdravili okoli 3000 pacientov 
 

• neuspešnost - tragični zapleti (tveganje): 
 
1. 1999 prostovoljec umrl pri genski terapiji 

deficience ornitin dekarboksilaze zaradi 
prekomernega imunskega odziva 
 

2. avtoimunski zapleti pri opicah (EPO) – smrtni 
izid 
 

3. X-vezana huda kombinirana imunska 
deficienca: pri 2 nastanek T-celične 
levkemije. Retrovirusni vektor je vgradil 
transgen blizu onkongena LMO-2. 



PROBLEMI DETEKCIJE GENSKEGA DOPINGA 
Genski produkt (protein), ki v telesu športnika nastane po genskem dopingu je 
enak endogenemu proteinu, ki je naravno prisoten v športniku.  
 

MIŠIČNA BIOPSIJA – 
iskanje tkiva, ki vsebuje 
transgenske zapise - 
“iskanje šivanke v senu” 

NEPOSREDNE TEHNIKE 
 

POSREDNE TEHNIKE 
 

Detekcija virusnih delcev – proteinov Transkriptomika – izražanje genov 

Detekcija virusne DNA 
 

Proteomika - proteini 
 

Detekcija vnešenega gena in promotorske 
regije 

Metabolomika – metabolni produkti 
 

Detekcija proteina 

lokalno injiciranje vektorjev v skeletne 
mišice 

preproste infekcije,npr. adenovirusi 
povzročajo 25% vseh prehladih 
obolenj(lažno pozitivni rezultat) 



PRIROJENE MUTACIJE: X-MEN?  
primarna družinska in prirojena 
eritrocitoza (avtosomno 
dominantno dedovanje) 

de la Chapelle A, Traskelin AL, Juvonen E. (1993). "Truncated 
erythropoietin receptor causes dominantly inherited benign human 
erythrocytosis." Proc Natl Acad Sci U S A. 90(10):4495-9. 

mutacija 
receptorja za 
EPO  50% 
večja sposobnost 
prenosa kisika  





PROBLEM 
ANALIZNIH 
METOD? 



Statistika porabe sredstev za nabavo hGH in rhEPO v Italiji.  

rhEPO 1 bolnik / 6,8 ostalih uporabnikov  
hGH 1 bolnik / 4,6 ostalih uporabnikov 
testosteron 1 bolnik / 0,2 ostalih uporabnikov  





GLYBERA (alipogene tiparvovec) 

• enkratna serija več intramuskularnih 
injekcij v skeletne mišice na nogah 
 

• 27 bolnikov uspešno ozdravljenih 
• klinični učinki pojavijo 3-12 tednov po 

terapiji 
• dolgotrajna učinkovitost 

 
• najdražje zdravilo na svetu:  

celotna terapija - 1.2 milijona EUR 
(za 1 bolnika) 
 

• komercialna dostopnost: druga 
polovica 2013 
 

 
 





Informativno gradivo 

Presenter
Presentation Notes
PROJEKTI, KI ŽE POTEKAJO



Hvala za vašo pozornost! 

asist. dr. Lovro Žiberna, mag. farm. 
Inštitut za farmakologijo in eksperimentalno toksikologijo, 
Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani 
lovro.ziberna@mf.uni-lj.si 

SLOADO 
Celovška 25, 1000 Ljubljana 
antidoping@olympic.si 
Tel: 01 230 60 10 
www.sloado.si 

Kontaktne informacije 



RAZVOJ NOVEGA ZDRAVILA IN DOPING 

Ziberna L. Drug (Re) Discovery: From Bench to Sport Side. Unfamiliar Journal, 2012, p58-60 

KRITIČNO 
OKNO 

RAZVOJ 
ANALIZNE 
METODE 



Kolesarstvo: povprečne hitrosti 1950-2010 

1) out-of-competition testiranja 2) biološki potni list 

EPO vstopi na tržišče 



USMERITEV V PRIHODNOST 
 WADA: 50-60% vseh testiranj naj bo out-of-competition 

 

LANCE ARMSTRONG obdobje 

UCI uvede biološki potni list 





SODELOVANJE S FARMACEVTSKO INDUSTRIJO 

1 - International Federation of Pharmaceutical Manufacturers & Associations  
2 - Biotechnology Industry Organization (BIO) 
3 - World Anti-Doping Agency (WADA) 

23.julij 2012 – začetek Protecting the Integrity of Science and Sport    

PRVO SODELOVANJE začelo že leta 2004 – Roche Holding AG in WADA.  
EPO 3.gen - CERA – leta 2007 pride na tržišče, leta 2008 številni športniki 
testirani pozitivno 



Anonimna prijava dopinga - SLOADO 



NIVO ZNANJA O DOPINGU V SLOVENIJI 

Auersperger I, Topič MD, Maver P, Pušnik VK, Osredkar J, Lainscak M. Doping awareness, views, and 
experience: a comparison between general practitioners and pharmacists. Wien Klin Wochenschr. 2011 
Oct.28;124(1-2):32–8.  
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