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GİRİŞ 

Sporti f yar ı şmalarda " D O P I N G " olayları 1925 yıl ından itibaren 

farmakolojik doping maddelerinin ortaya çıkması ile büyük önem 

kazanmıştır (1) . S p o r karşılaşmalarının yüzyılımızın ortalarına doğru 

uluslararası bir nitelik kazanması ile son yirmi yıl içinde uluslararası 

doping mücadelesi de başlamıştır (2) . Ulus lararas ı Ol impiyat K o m i -

tesi bünyesinde kurulan Medikal K o m i t e 1968 Grenoble ve Mexico 

Ol impiyat Oyunlar ında ilk kez "dopingle m ü c a d e l e " kontrollerini ger-

çekleştirmiştir. B u n d a n sonraki Ol impiyat oyunlarında da hem doping 

kontrolleri yapılmış ve hem de yasaklanan doping maddelerini içeren 

listeler yayınlanmıştır (2,3). D o p i n g analizini y a p a n laboratuvar-

ların araç, gereç ve analitik yöntemler bakımından standardize edil-

mesine çalışı lmaktadır (4) . 

Türkiye 'de at yarışlarında rutin doping kontrolleri 1951 yılından 

itibaren yap ı lmaya başlanmıştır (5) . S p o r c u l a r d a ise doping kontrol-

lerinin yapı lması için 1971 yılında Gençlik ve Spor Bakanlığı Beden 

Terbiyesi Genel M ü d ü r l ü ğ ü tarafından "Spor t i f Dopinglerle M ü c a -
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dele Yönetmel iğ i" yayınlanmış (6) olmasına rağmen g ü n ü m ü z d e 

yetkili bir laboratuvar bulunmamaktadır . 

Bu ça l ı şmada Uluslararas ı Ol impiyat Komites i Medikal Ko-

misyonu tarafından 5 grup alt ında toplanan doping maddeler inden 

(3) ilk üç g r u b a giren organik baz yapısındaki st imülan aminlerden 

19 ilaç seçilmiştir. Bu ilaçların biyolojik materyalde kalitatif ve kan-

titatif analizleri için duyarlı, kesin, çabuk ve laboratuvar koşullarına 

uygun bir yöntem geliştirilmesi a m a ç edinilmiştir. 

MATERYAL VE YÖNTEM 

I- MATERYAL: 

a) İ l a ç s tandart lar ı : Amfetamin sülfat (Specia-Fransa) , M e -

tamfetamin hidroklorür (Knol l A G - B.Almanya), Dimetamfetamin 

hidroklorür (Temmler-Werke-B.Almanya), p-Hidroksiamfetamin hid-

roklorür (Janssen pharmaceutica-Belçika), Fentermin hidroklorür 

(Heinrich M a c k Nachf. Chem.-B.Almanya), Tranils ipromin sülfat 

( S K F - A . B . D . ) , Metoksifenamin hidroklorür ( T h e Upjohn Gom-

pariya-A.B.D.), Foledrin sülfat (Knol l A G - B . A l m a n y a ) , Dietilpro-

pion hidroklorür (Wyeth L a b . - A . B . D . ) , Niketamid (Siegfried S.A.-

İsviçre), K a r d i a z o l (Aarhus-Danimarka) , Fenilefrin hidroklorür 

( D E V A ) , Metaraminol bitartarat (Merck S h a r p a n d D o h m e - A . B . D . ) , 

Novadra l hidroklorür (Eczacıbaşı) , Etamivan (Riker Lab.-Avust-

ra lya) , Pemolin (Laboratories Aron-Fransa) , Striknin sülfat ( M . S . B . 

İ lâç F b . ) . 

b) Kondensasyon m a d d e s i : 7-Klor-4-nitrobenzofurazan ( N B D ) 

(Merck-B.Almanya) . 

I I - Y Ö N T E M L E R : 

A . İnce T a b a k a Kromatograf i s i ( İ T K ) n e ait ça l ı şmalar : 

1) İ laç standartlarının İ T K ' d a püskürtme belirteçleri ile tanım-

lanmalar ı : İ laçların (bazlarına göre hesaplanan) 1 mg/ml konsant-

rasyonda metanoldeki çözeltileri hazırlandı. Püskürtme belirteçleri 

olarak, ninhidrin (0.5 m g / m l asetonda), sülfürik asit (% 0.5 su içinde), 

Draggendor f belirteci ve potasyum p e r m a n g a n a t belirteci (% 1 

suda) kullanıldı. Silikajel G F 2 5 4 ile kaplı plaklarda/ etil asetat/meta-
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nol/konsantre amonyak (85:10:5) ile develope edildikten sonra tank-

tan çıkarılan plaklar oda sıcaklığında kurutulup 254 nm de mor ötesi 

ışına m a r u z bırakıldı. Üzerine ninhidrin püskürtüldü ve mor ötesi 

ışını al t ında 15 dakika bekletildi. Üzerine d a h a sonra sırasıyla üstteki 

diğer belirteçler püskürtülerek oluşan lekeler ve renkleri kaydedildi. 

Her ilacın Rf değeri hesaplandı (7,8,9). 

2) İ laç standartlarının N B D ile kondensasyonu ve İ T K ' d a ta-

nımlanmalar ı : 

10 ml'lik c a m şişelere 1 ml (1 m g / m l ) ilaç standardı, 1 ml etilase-

tat, 1 m l N B D (4 m g / m l etilasetatda) ve 1 d a m l a 1 N N a O H ilavesiyle 

karıştırıldı. Ağzı sıkıca kapat ı larak karanlıkta o d a sıcaklığında kon-

densasyon reaksiyonuna bırakıldı (10, 11). Kondensasyon ürünü, 

silikajel G F 2 5 4 plak üzerinde siklohekzan/etil asetat/eter (40:40:20) 

ile develope edildi. K r o m a t o g r a m l a r U . V de 366 n m ' d e incelendi 

(10,12). 

B. Gaz Sıvı Kromatografisine (GLK) ait çalışmalar (Gaz Kro-

m a t o g r a f Packard-Becker Model 4 1 9 ) : 

, 1 ) İ laçların S E - 3 0 sabit fazında tanımlanmalar ı : 1 9 i laç stan-

dardı için aşağıdaki kromatografik koşullarda çalışıldı: Sabi t faz : 

% 3 S E - 3 0 "Chromosorb WHP 80-100 mesh üzer inde", Dedektör : 

F I D , Taş ıy ıc ı gaz (azot) akış hızı 40 ml/dk. Fırın sıcaklığı: 140-250 ° C , 

Dedektör sıcaklığı; 2 0 0 - 2 7 5 ° C , Enjeksiyon giriş sıcaklığı: 2 0 0 - 2 7 5 ° C , 

K a y d e d i c i hızı: 0.5 cm/dk. Attenuation 32. 1 g/ 1 konsantrasyon-

daki ilaç s tandart lar ından 1 1 m a d d e enjekte edilerek al ıkonma za-

manlar ı belirlendi. 

2) İ laçların A p i e z o n - L / K O H sabit fazında tan ımlanmalar ı : 

Amin yapısındaki maddelere karşı duyarlı olan (13, 14) kolon ma-

teryali, l abora tuvarda chromosorb W - A W (80-100 mesh) üzerinde 

% 10 A p i e z o n - L / % 10 K O H hazırlandı (14, 15), Dedektör F I D , 

taşıyıcı g a z (azot) akış hızı: 40 ml/dk. Fırın sıcaklığı: 1 6 0 - 2 0 0 ° C , 

Dedektör ve enjeksiyon giriş sıcaklığı 2 0 0 - 2 2 0 ° C , kaydedici hızı 0.5 

cm/dk, Attenuation: 32 koşullarında çalışıldı. 1 g/ 1 konsantrasyon-

daki ilaç standart lar ından 1 1 m a d d e enjekte edilerek al ıkonma 

zamanlar ı belirlendi. 

3) İlaçların S E - 3 0 sabit fazında asetik anhidriti ile türevleridiri-

lerek tan ımlanmalar ı : Primer ve sekonder a m i n yapısındaki i laçların 
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g a z sıvı kromatografisi kolonu üzerinde türevleme işlemi asetik an-

hidriti ile yapıldı (7, 13). 1 1 ilaç çözeltisi üzerine 1 1 asetik anhid-

riti çekilerek birlikte enjekte edildi. G a z kromatografisi koşulları 

1) ' deki gibi yürütüldü. Yalnız fırın sıcaklığı 1 6 0 - 2 1 0 ° C aras ında ça-

lışıldı. 

C. Kal ibrasyon Eğrilerinin Çizilmesi: 

Maddeler in (bazlarına göre hesaplanan 1 mg /ml) sudaki çözeltileri 

hazırlandı. Formül benzerlikleri, sabit faz seçicilikleri ve kullanılış 

özellikleri göz önüne al ınarak amfetamin, metamfetamin, d imetam-

fetamin, tranilsipromin, metoksifenamin, dietilpropion, niketamid, 

kardiazol ve efedrinin 10-100 g/ 1 aras ında değişen seri çözeltileri 

suda hazırlandı. İç s tandart (i.s., 30 g/ ,1) olarak, dimetamfetamin 

(amfetamin ve metamfetamin için), amfetamin (dimetamfetamin ve 

tranilsipromin için), niketamid (metoksifenamin için), difenilamin 

(kardiazol için) kullanıldılar. Efedrin için norefedrin dış s tandart 

şeklinde kullanıldı. 1 ml s tandart çözelti (i.s. içeren) p H : 12-12.5 

da 300 1 kloroformla ekstrakte edildi. Kloroform fazından 3 1 alı-

narak g a z kromatografa enjekte edildi. Pik yükseklikleri oranları 

konsantrasyona karşı grafiğe geçirilerek kalibrasyon eğrileri çizildi. 

D. İlaçların İ d r a r d a n Ekstraksiyonu: 1 ml ilaç sulu s tandardı 

üzerine 4 ml idrar ilave edilerek 2.5 N N a O H ile p H : 12-12.5 'a 

ayar landı . K a t ı N a C l ile doyurulup 3 X 5 ml eter ile Whirlimixer'de 

30 saniye ekstraksiyon yapıldı. Eter ekstraktları birleştirilip susuz 

N a 2 S O 4 ' d e n geçirilerek suyundan kurtarıldı. Üzerine 1 ml 2 N HCl 

ilave edilerek yine 2 dakika ekstraksiyon yapıldı. Asit ekstrakt 10 ml ' 

lik kapaklı santrifüj tüpüne al ınarak 5 N N a O H ile p H : 12-12.5 'a 

ayarlandı. S o n ekstraksiyon işlemi ya saf kloroformla ya da i.s. içeren 

300 1 kloroformla yapı larak g a z kromatografa uygulandı (7, 16). 

E. Ekstraksiyon Veriminin H e s a p l a n m a s ı : Maddeler in ekstrak-

siyon verimi g a z sıvı kromatografisi yöntemi kullanılarak yapıldı 

(13) . 

BULGULAR 

Organik baz yapısındaki 19 st imülan ilacın İ T K ve G L K ile 

elde edilen kromatografik özellikleri T a b l o I , I I , I I I , ve IV d e ; amfe-
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tamin, dimetamfetamin, niketamid, efedrin ve norefedrinin gaz kro-

matogramlar ı şekil 1,2 ve 3 te gösterilmiştir. 
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Şekil 1. Amfetamin ve Dimetamfetaminin Gaz Kromatogramları. 1- Amfetamin (0.3 

mikrogram), 2- Dimetamfetamin (0.3 mikrogram). 
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Şekil 2, Niketamid ve Difenilamirrin Gaz Kromatogramlari. 1- Niketamid (0.4 mikrog-
ram), 2- Difenilamin (0.4 mikrogram). 
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Şekil 3. Efedrin ve Norefedrinin Gaz Kromatogramları. 1- Norefedrin (0.5 mikrogram), 

2- Efedrin (0.6 mikrogram). 
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TARTIŞMA 

Doping kontrollerinde, İTK ve g a z sıvı kromatografisine ilave-

ten, İ T K ' d a kondensasyon ve g a z sıvı kromatografisinde türevleme 

işlemleri düşük konsantrasyonlardaki ilaçların duyarlı ve kesin olarak 

tanımlanmasını sağladığından, araş t ı rmamızda böyle bir kombine 

yöntem uygulanmıştır. İ T K ile yapı lan çal ı şmada, yöntemler bölü-

m ü n d e belirtildiği gibi renk belirteçleri ile yapı lan ça l ı şmada 19 ilaç-

tan 17 tanesini 2-5 g duyarlıkta ayırdetmek mümkün olmuştur. 

Yalnız pemolin ile kardiazol bu sisteme cevap vermemiştir. 

Primer ve sekonder a m i n yapısındaki maddelerin tan ımlanma-

sında kullanılan kondensasyon işlemi için araştırmacılar sodyum 

l,2-naftokinon-4-sülfonat ( N A S ) , Dansilklorür (N,N-dimet i lami-

nonaftalin-5-sulfonil klorür) ve N B D ' y i önermektedirler (17, 18). 

ça l ı şmamızda N B D ile kondenasyon işleminin kolay uygulanabilir 

olması, kondensatların dayanıklılığı, yöntemin duyarlı ve spesifik 

oluşu nedeni ile kullanıldı. N B D ile 12 maddenin kondensasyonu 

yapı larak 0.1-2 g miktarda primer veya sekonder aminin tayini 

mümkün olmuştur ( T a b l o I ) . Böylece Î T K ' d a duyarlık 2.5-20 kere 

artmıştır. 

Tablo I. Primer ve Sekonder Amin içeren Organik Baz Yapısındaki Stimülan İlaçların 
NBD Kondensatlarının İTK'daki Rf Değerleri. 

İlaç - NBD* Renk Rf Değeri 
Rölatif** 
Rf Değeri 

Fentermin-NBD Turuncu 0.66 1.14 
Tranilsipromin-NBD Koyu sarı 0.65-0.28 1.12-0.48 

Açık sarı 
Amfetamin-NBD Koyu sarı 0.58 1.00 
Norefedrin-NBD Açık sarı 0.50 0.86 
Metoksifenamin-NBD Pembe 0.48 0.83 
p-Hidroksiamfetamin-NBD Turuncu 0.48 0.83 
Metamfetamin-NBD Kavuniçi rengi 0.42 0.72 
Metaraminol-NDB Koyu sarı 0.38 0.65 
Foledrin-NBD Pembe-Pembe 0.38-0.14 0.65-0.24 
Efedrin-NBD Turuncu 0.32 0.55 
Novadral-NBD Koyu sarı 0.27 0.46 
Fenilefrin-NBD Portakal rengi 0.17 0.29 

* İ T K plakları 366 nm'de incelenerek kromatogramlar belirlenmiştir. 

** Amfetamine göre. 
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G a z sıvı kromatografisinde-polariteleri farklı iki ayrı sabit faz 

sisteminin kullanılması ile d a h a sağlıklı bir ayırım elde edilmiştir. 

% 3 S E - 3 0 sabit fazında niketamid ve kardiazolün aynı al ıkonma za-

manlar ı olduğu halde (192 saniye), alkali A p i e z o n - L sabit fazında 

niketamid 492'nci saniyede, kardiazol ise 648'inci saniyede pik ver-

mektedir. Bu örnekler T a b l o II ve I I I te görülmektedir. 

Tablo II. Organik Baz yapısıdaki stimülan ilaçların Gaz Sıvı Kromotografisindeki 
Alıkonma zamanları (Sabit faz % 3 SE. 30). 

Enjeksi. Alıkonma Rölatif 
ilaç Adı Fırın Dedektör Giriş Zamanı Alıkonma 

Sıcaklığı Sıcaklığı Sıcaklığı (Saniye) Zamanları 

Amfetamin 140°C 200°C 200°C 78* 1.00 
Fentermin " 84 1.07 
Metamfetamin " " 96 1.23 
Tranilsipromin " 114 1.46 
Dimetamfetamin " " 120 1.53 
Metoksifenamin " 204 2.61 
Dietilpropion " 336 4.30 
Norefedrin 160°C " 108* 1.00 
Efedrin " 132 1.22 
Niketamid " 192 1.77 
Kardiazol 192 1.77 
p-Hidroksiamfetamin 180°C 220°C 220°C 84* 1.00 
Foledrin " " " 91 .1.14 
Fenilefrin 200°C 225°C 225°C 102* 1.00 
Metaraminol " " 1008 1.05 
Novadral " 120 1.17 
Etamivan " " 192 1.88 
Pemolin 250°C 275°C 275°C 108* 1.00 
Striknin " 1008 9.33 

* Referans olarak seçilen maddeler. 

Araş t ı rmamızda hem primer ve hem de sekonder amin yapısın-

daki bazlar ile türev oluşturduğu ve bu işlemin kolon üzerinde ger-

çekleştirilebilir olması nedenleri ile asetik anhidriti tercih edilmiştir. 

D o ğ r u d a n standart maddelerle çalışıldığında gerek S E - 3 0 ve gerekse 

alkali A p i e z o n - L sabit fazında 0.1 g m a d d e tanımlanabilmekte, 

asetillemeden sonra ise 0.05 g m a d d e düzeyine inilebilmektedir. 

Organik baz yapısındaki doping maddelerininin kontrolünde 

idrar, bu maddelerin bir miktar da değişikliğe u ğ r a m a d a n idrar la 

atı lmaları (20, 21), idrar konsantrasyonlarının kana göre d a h a yük-

sek olması (7) ve ayrıca idrar numunesi temini d a h a kolay olduğu için 

tercih edilmektedir. 
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Tablo III. Organik Baz Yapısındaki Stimülan ilaçların Gaz Sıvı Kromatografisindeki 

Alıkonma Zamanları (Sabit faz % 10 Apiezon L / % 10 KOH). 

Enjeksi. Alıkonma Rölatif 
İlaç Adı Fırın Dedektör Giriş Zamanı Alıkonma 

Sıcaklığı Sıcaklığı Sıcaklığı (Saniye) Zamanları 

Amfetamin 160°C 200°C 2 0 0 ° C 312* 1.00 
Fentermin 384 1.23 
Metamfetamin " 420 1.34 
Tranilsipromin " " 492 1.57 
Dimetamfetamin 

" 

" 588 1.88 
Dimetamfetamin 

" 
588 1.88 

Norefedrin 190°C 220°C 220°C 348* 1.00 
Metoksifenamin " " 408 1.17 
Efedrin " " 432 1.24 
Niketamid 200°C " 492* 1.00 
Dietilpropion " 516 1.04 
Dietilpropion " 516 1.04 
Kardiazol 

" 
648 1.31 

Referans olarak seçilen maddeler. 

Tablo IV. Primer ve Sekonder Amin İçeren Organik Baz Yapısındaki Stimülan İlaçların 

N-Asetil Türevlerinin Gaz Sıvı Kormatografisindeki Alıkonma Zamanları 

{Sabit faz % 3 SE-30) 

Enjeksi. Alıkonma: Rölatif 
İlaç Adı Fırın Dedektör Giriş Zamanı Alıkonma İlaç Adı 

Sıcaklığı Sıcaklığı Sıcaklığı (Saniye) Zamanlan 

Amfetamin 160°C 200°C 200°C 162* 1.00 
Fentermin " 174 1.07 
Metamfetamin " " 240 1.48 
Tranilsipromin 306 1.88 
Metoksifenamin " 480 2.96 
Norefedrin 180°C 220°C 220°C 186* 1.00 
Efedrin " " " 228 1.22 
p-Hidroksiamfetamin " 360 1.93 
Foledrin 210°C 240°C 240°C 180* 1.00 
Metaraminol " 216 1.20 
Novadral " " 240 1.33 
Fenilefrin " " 264 1.46 
Fenilefrin 

" 

264 1.46 

* Referans olarak seçilen maddeler. 

Araş t ı rmamızda 5 ml idrar numunesine tek bir ekstraksiyon sis-

temi uygulanmış, elde edilen ekstrakt, kullandığımız tüm t a r a m a ve 

destekleyici analiz yöntemlerinde kullanılmıştır. Amfetamin ve efedrin 

gibi uçucu bazların varlığı dikkate al ınarak ısı ve u ç u r m a işlemine 

gerek b ı rakmayan kademeli mikro ekstraksiyon sistemi geliştirilmiştir. 
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Formül benzerlikleri, sabit faz seçicilikleri ve kullanılış özellikleri 

göz önüne al ınarak 9 ilacın ekstraksiyon verimleri ve kantitatif tayin-

leri g a z sıvı kromatografisinde yapılmıştır (Şekil 1, 2, 3 ) . Bu sonuçlara 

göre en düşük or ta lama verim kardiazol için % 58.36 ± 0.87 ve en 

yüksek or ta lama verim amfetamin için % 96.84 ± 2.20 elde edilmiş-

t i r . 

Geliştirdiğimiz bu sistematik yöntemde duyarlık ve verim sonuç-

ları göz önünde b u l u n d u r u l d u ğ u n d a doping maddeler i listesinin ilk 

üç sınıfına giren ilaçların 1 litre idrarda 2 mg m a d d e düzeyinin kesin 

tanımı ve miktar tayini için güvenle kullanılabileceği görülmektedir. 

ÖZET 

D o p i n g maddeler i içinde önemli yeri olan organik baz yapısın-

daki 19 st imülan ilaç için, idrarda, duyarlı ve güvenilir bir t a r a m a 

yöntemi geliştirilmiştir. 

İ T K ' d a çeşitli renk belirteçleri ile Silikajel G F 2 5 4 üzerinde 2-5 

g duyarlıkta, primer ve sekonder amin yapıs ında olan 12 bazın ise 

N B D ile verdikleri kondensasyon ürünlerinin 0.1-2 g duyarlıkta 

tanımlanmalar ı m ü m k ü n olmuştur. Bu 19 ilacın gaz sıvı kromatog-

rafisinde, iki ayrı kolonda (% S E - 3 0 ve % 10 A p i e z o n - L % 10 K O H ) 

1 4 0 - 2 5 0 ° C aral ığında ayrı lmaları (0.1 g duyarlıkta) sağlanmıştır. 

Primer ve sekonder aminlerin N-aseti l türevlerinin ayrı lmaları G L K ' -

da ayrıca destekleyici deney olarak kullanılmıştır (duyarlık 0.5 g ) . 

Bu stimülan bazların 5 ml idrardan pH 12-12.5 da eter, 2 N 

HC1 ve kloroformla kademeli ekstraksiyonla izolasyonları yapıldıktan 

sonra aynı ekstrakt İ T K ve G L K için kullanılmıştır. Böylece tek ekst-

raksiyonla 1 litre idrarda 2 mg bazın (% 58-97 verim) kalitâtif ve 

kantitatif analizi mümkün olmuştur. 

SUMMARY 

A sensitive a n d reliable screening test has been developed for 19 

of the main stimulant drugs used as doping substances, inorganic 

base structure. 
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These drugs have been detected o n T L C (Silicagel G F 2 5 4 plates) 

by various colour reagents with 2-5 g sensitivity and as N B D con-

densates of pr imary and secondary with bases 0.1-2 g sensitivity. 

Using 3 % S E - 3 0 and 10 % A p i e z o n - L / 1 0 % K O H columns 

and oven temperature range from 1 4 0 ° C to 2 5 0 ° C reasonable sepa-

rations of these drugs has been achieved with 0.1 g sensitivity by 

G L K . Besides, the separation of N-acetyl derivatives of the primary 

and secondery amines has been developed as a confirmatory method 

with 0.5 g sensitivity by G L C . 

All the organic bases were isolated from 5 ml urine extracted 

with ether, 2 N HC1 and chloroform respectively at pH 12-12.5. 

This extract has been used in both T L C and G L C analysis. As the 

recoveries have been varied between 58-97 %, 2 mg base in 1 liter 

urine could have been identified and determined. 
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