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1. Dane personalne

Imie i nazwisko: Dorota Kwiatkowska (z d. Wojkowska)

2. Informacje o posiadanych dyplomach i uzyskanych stopniach

naukowych
2007 Krajowa Izba Diagnostéw Laboratoryjnych
Warszawa, ul. Konopacka 4

Diagnosta laboratoryjny

2004 Wojskowy Instytut Higieny i Epidemiologii

Warszawa, ul. Kozielska 4

Doktor nauk biologicznych

Rozprawa doktorska: ,,Profil steroidowy sportowcéw polskich”

Promotor: Prof. dr hab. R. Grucza

doktorat wyrdzniony przez Rade Naukowa Wojskowego Instytutu Higieny

i Epidemiologii

1997 - 1998 | Uniwersytet Warszawski - Wydzial Chemii

studia podyplomowe - chromatografia i spektrometria mas

1989 - 1995 | Politechnika Warszawska - Wydzial Chemiczny
kierunek: Technologia i Charakteryzacja Ciala Stalego
Warszawa, ul. Noakowskiego 3

Praca magisterska: ,Badania nad metodami oznaczania galu”

Promotor: Prof. dr hab. K. Kasiura
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3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach

naukowych/artystycznych
od 2012 Instytut Sportu (od XI 2015 Instytut Sportu — Panstwowy Instytut
v) Badawczy) - Zaklad Badan Antydopingowych
- funkcja (oprécz kierownika Zakladu): czlonek kierownictwa technicznego
Zaktadu
od 2006 Instytut Sportu - Zaklad Badan Antydopingowych
D - stanowisko: adiunkt
od 2003 Instytut Sportu - Zaklad Badann Antydopingowych
(4%)) - funkcja: kierownik Zaktadu
od 2002 Instytut Sportu - Zaklad Badan Antydopingowych
(X11) - funkcja: p.o. kierownik Zakladu
1998 — 2002 | Instytut Sportu - Zaklad Badan Antydopingowych
(IX - XII) | - funkcja: zastepca kierownika Zakladu
1996 — 2003 | Instytut Sportu - Zaklad Badanh Antydopingowych
Iv-X) - funkcja: kierownik ds. jakosci Zakladu
1996 Instytut Sportu - Zaklad Badan Antydopingowych
av) - stanowisko: asystent
1995 Instytut Sportu - Zaklad Badan Antydopingowych
Ix) Warszawa, ul. Trylogii 2/16

- stanowisko: specjalista inzynieryjno-techniczny
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4. Wskazanie osiggniecia wynikajacego z art.16 ust.2 ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. Nr 65, poz. 595 ze zm.)

stanowigcego podstawe postepowania habilitacyjnego

4.1 Tytul osiagni¢cia naukowego
Techniki analityczne w badaniach antydopingowych, dobér,

interpretacja wynikoéow, poszukiwanie nowych rozwiqzain

4.2 Wykaz publikacji naukowych stanowiacych podstawe postegpowania
habilitacyjnego

L.p. | Autor/autorzy, tytul, wydawca lub czasopismo, data | IF Liczba
wydania, tom, strony. cytowan
(03.06.2016)
Web of
Science/Scopus
/ Google
Scholar

Hi | Gronowska A. , Kwiatkowska D. , Pokrywka A. , | IF o) | 4/4/4
Koteras M. , Turek-Lepa E. , Szutowski M.: The | = 0,15
alteration of the urinary steroid profile under the

stress. Biology of Sport, 2010, 27: 3-9.

Mo6j wklad w powstanie tej pracy polegal na sformulowaniu problemu badawczego
wynikajacego z problematyki, zaplanowaniu badan z ochotnikami, wykonywaniu badan
z wykorzystaniem ukladu GC-MS, formulowaniu wnioskéw, wspoltworzeniu manuskryptu.

Moj udzial procentowy szacuje na 60%.

Hz Thevis M., Sigmund G., Gougoulidis V., Beuck S., | IF (o | 5/7/9
Schlorer N., Thomas A., Kwiatkowska D., Pokrywka | = 3,778
A., Schianzer W.: Screening for benfluorex and its
major urinary metabolites in routine doping controls.

Analytical & Bioanalytical Chemistry, 2011, 401: 543-
551.

Mo6j wklad w powstanie tej pracy polegal na wspdlpracy z zagranicznym o$rodkiem

naukowym (Institute of Biochemistry — Center for Preventive Doping Research, German
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Sport University Cologne, Niemcy) i wspottworzeniu manuskryptu. M6j udzial procentowy
szacuje na 10%.
Praca ta powstala w ramach projektu Manfred Donike Institute (MDI): Development of a
method for the detection of Benfluorex and its major urinary metabolites for implementation
into routine doping control procedures:

e Niemcy - Institute of Biochemistry, Laboratory for Doping Analysis, German Sports

University Cologne,
e Polska - Zaklad Badan Antydopingowych, Instytut Sportu, Warszawa,

gdzie bylam koordynatorem i wykonawcg po stronie polskiej.

H3 Thomas A., Hoppner S., Geyer H., Schanzer W., Petrou | IF o) | 36/36/50
M., Kwiatkowska D., Pokrywka A., Thevis M.: | =3,778
Determination of growth hormone releasing peptides
(GHRP) and their major metabolites in human urine
for doping controls by means of liquid
chromatography mass spectrometry. Analytical &
Bioanalytical Chemistry, 2011, 401: 507-516.

Mo6j wklad w powstanie tej pracy polegal na wspdlpracy z zagranicznym o$rodkiem
naukowym (Institute of Biochemistry — Center for Preventive Doping Research, German
Sport University Cologne, Niemcy), wspottworzeniu manuskryptu. M6j udzial procentowy
szacuje na 10%.
Praca ta powstala w ramach projektu: Manfred Donike Institute (MDI): Determination of
growth hormone releasing peptides (GHRP) and their major metabolites in human urine for
doping controls by means of liquid chromatography mass spectrometry:

e Niemcy - Institute of Biochemistry, Laboratory for Doping Analysis, German Sports

University Cologne,

e Polska - Zaklad Badan Antydopingowych, Instytut Sportu, Warszawa,

gdzie bylam koordynatorem i wykonawcg po stronie polskie;j.

H4 Parr M.K,, Opfermann G., Geyer H., Westphal F., | IF (ou) | 17/17/21
Sonnichsen F.D., Zapp J., Kwiatkowska D., Schinzer | = 2,829

"

W.: Seized designer supplement named "1-
Androsterone":  Identification as 3f-hydroxy-5a-
androst-1-en-17-one and its urinary elimination.

Steroids, 2011 May, 76(6): 540-547.

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na uzyskaniu zgody Komisji Etyki Badan
Naukowych, wspoélpracy z zagranicznym o$rodkiem naukowym (Institute of Biochemistry —
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Center for Preventive Doping Research, German Sport University Cologne, Niemcy),
interpretacji wynikéw badan, wspoéttworzeniu manuskryptu. M6j udzial procentowy szacuje

na 20%.

Hs Beuck S., Sigmund G., Koch A., Schianzer W., Pokrywka | IF (2010 | 2/2/2
A., Kwiatkowska D., Thevis M.: Identification and | = 3,167
characterization of urinary prenylamine metabolites
by means of liquid chromatography-tandem mass
spectrometry. Drug Testing and Analysis, 2012, 4: 701-
716.

M6j wklad w powstanie tej pracy polegal na wspdlpracy z zagranicznym osrodkiem
naukowym (Institute of Biochemistry — Center for Preventive Doping Research, German
Sport University Cologne, Niemcy), wspottworzeniu manuskryptu. Mdj udzial procentowy
szacuje na 10%.
Praca ta powstala w ramach projektu Manfred Donike Institute (MDI): Analysis of
Prenylamine in Human Control Samples:

e Niemcy - Institute of Biochemistry, Laboratory for Doping Analysis, German Sports

University Cologne,

e Polska - Zaklad Badan Antydopingowych, Instytut Sportu, Warszawa,

gdzie bylam koordynatorem i wykonawcg po stronie polskie;j.

H6 Cholbinski P., Wicka M., Kowalczyk K., Jarek A. , | IF (o) | 6/6/7
Kaliszewski P., Pokrywka A., Bulska E., Kwiatkowska | = 3,436
D.: Detection of p-methylphenethylamine, a novel
doping substance, by means of UPLC/MS/MS.
Analytical & Bioanalytical Chemistry, 2014, 406: 3681-
3688.

M6j wklad w powstanie tej pracy polegal na sformulowaniu problemu badawczego
wynikajgcego z problematyki ze szczeg6lnym naciskiem na zagadnienia legislacyjne, wspélne;j
identyfikacji zwigzku, interpretacji pierwszych wynikow badan z wykorzystaniem uktadu LC-
MS, formulowaniu wnioskéw, wspottworzeniu manuskryptu. Mo6j udzial procentowy szacuje

na 30%.

H7 Thevis M., Sigmund G., Thomas A., Vogel M., | IF oy | 2/2/3
Walpurgis K., Kwiatkowska D., Geyer H., Schénzer | = 2,253
W.: Isotope-dilution mass spectrometric quantification

of the prodrug lisdexamfetamine in human urine in

doping control analysis. Rapid Communications in
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Mass Spectrometry, 2014, 28: 781-786.

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal wspdlpracy z zagranicznym o$rodkiem naukowym
(Institute of Biochemistry — Center for Preventive Doping Research, German Sport
University Cologne, Niemcy), na syntezie zwigzku razem z tym os$rodkiem, wspoéltworzeniu

manuskryptu. M6j udzial procentowy szacuje na 15%.

H8 | Bulska E., Gorczyca ‘D., Zalewska 1., Pokrywka A., | IF 3/1/3
Kwiatkowska D.: Analytical approach for the | (20142015
determination of steroid profile of humans by gas | = 2,979
chromatography isotope ratio mass spectrometry
aimed at distinguishing between endogenous and
exogenous steroids. Journal of Pharmaceutical and

Biomedical Analysis, 2015 Mar 15, 106: 159-166.

Mo6j wklad w powstanie tej pracy polegal na kierowaniu projektem naukowym obejmujacym
badania opisane w tej pracy (Nr N N404 061939), sformutowaniu problemu badawczego
wynikajacego z problematyki, interpretacji wynikow badan z wykorzystaniem ukladu
GC-C/IRMS, formutowaniu wnioskow, wspottworzeniu manuskryptu. M6j udzial procentowy
szacuje na 40%
Praca ta powstala w ramach grantu MNiSW N N404 061939 : Wplyw etanolu jako czynnika
modyfikujacego profil steroidowy ludzi, gdzie bylam kierownikiem projektu. Byla tez efektem
wspoélpracy w ramach projektu Manfred Donike Institute (MDI): Harmonization of steroid-
profiling:

e Niemcy - Institute of Biochemistry Laboratory for Doping Analysis German Sports

University Cologne,

e Polska - Zaklad Badanh Antydopingowych, Instytut Sportu, Warszawa,

gdzie bylam koordynatorem i wykonawca po stronie polskie;j.

Hg | Jarek A., Kowalczyk K., Cholbinski P., Chajewska K., | IF o/o/o
Turek-Lepa E., Pokrywka A., Bulska E., Kwiatkowska | (2014/2015)
D.: Analytical procedure for steroid profiling valid for | = 1,468
Athlete Biological Passport. Chemical Papers, 2015, 69:
254-261.

Moéj wklad w powstanie tej pracy polegal na kierowaniu projektem naukowym obejmujgcym
badania opisane w tej pracy (Nr N N404 061939), sformulowaniu problemu badawczego
wynikajacego z problematyki, interpretacji wynikéw badan z wykorzystaniem uktadu GC-MS,

formulowaniu wnioskéw, wspéttworzeniu manuskryptu. M6j udzial procentowy szacuje na
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40%.
Praca ta powstala w ramach grantu MNiSW N N404 061939 : Wplyw etanolu jako czynnika
modyfikujacego profil steroidowy ludzi, gdzie bylam kierownikiem kierownik projektu

Hio | Kwiatkowska D., Wojtowicz M., Jarek A., Goebel C., | IF 4/4/7
Chajewska K., Turek-Lepa E., Pokrywka A., Kazlauskas | o14/2015)
R.: N,N-dimethyl-2-phenylpropan-1-amine - new | = 2,506
designer agent found in athlete urine and nutritional

supplement. Drug Testing and Analysis, 2015 Apr,
7(4):331-335.

Mo6j wklad w powstanie tej pracy polegal na sformulowaniu problemu badawczego
wynikajacego z problematyki, wspdlpracy z zagranicznymi o§rodkami naukowymi (National
Measurement Institute, Australian Sports Drug Testing Laboratory, Australia; BDG Synthesis
Ltd, Nowa Zelandia), wspélnej identyfikacji zwigzku, interpretacji wynikow badan
z wykorzystaniem ukladu GC-MS, formulowaniu wnioskéw, wspdttworzeniu manuskryptu.

Moj udzial procentowy szacuje na 60%.

IF =
26,344

Hi-Hio | Sumaryczny dla wybranych publikacji 79/79/106

W wymienionych wyzej opracowaniach bylam autorem koncepcji badan lub nadawatam ich
kierunek. Kierowalam przeprowadzaniem eksperymentéw, poczawszy od uzyskania zgod
Komisji Etyki Badann Naukowych, przez dobér ochotnikow 1 nadzér nad calg czesScig
eksperymentalng wykonywana z zastosowaniem sprzetu dostepnego w Zakladzie Badan
Antydopingowych - ktorej cze$¢ wykonywalam sama - a konczac na interpretacji wynikow i
formulowaniu wnioskéw. Kopie prac naukowych stanowigcych jednotematyczny cykl
publikacji zamieszczone sg w Zalaczniku VI, a o$wiadczenia wspdlautoréow okreslajace

indywidualny wklad kazdego z nich w powstanie publikacji znajduja sie w Zalgczniku VII.

Ogolne informacje o publikacjach [H1 — H10] przedstawia ponizsze zestawienie:

Sumaryczny wspdlczynnik oddzialywania (IF) zgodnie z rokiem opublikowania 26,344
Sumaryczny 5-letni wspolczynnik oddzialywania (IF5) 25,62
Sumaryczna liczba punktow MNiSW 274
Iloéé cytowan (Web of Science/Scopus/Google Scholar) 79/79/106
Srednia warto$¢ wspotczynnika oddziatywan (IF) 2,63
Srednia wartoéé 5-letniego wspélczynnika oddzialywan (IF5) 2,56
Srednia liczba punktéw MNiSW 2,74
Srednia ilos¢ cytowan (Web of Science/Scopus/Google Scholar) 7,9/7,9/10,6
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4.3 Omoéwienie celu naukowego przedlozonych publikacji oraz najwazniejszych
wynikow

Od momentu wejscia w zycie Ustawy o kulturze fizycznej z dnia 3 czerwca 1984 r.,
w Polsce oficjalnie zabronione jest stosowanie w sporcie $rodkow farmakologicznych i innych
substancji dopingowych. Sytuacje te potwierdzaly i potwierdzaja kolejne akty prawne:
Ustawa o kulturze fizycznej z roku 1996, Ustawa o sporcie kwalifikowanym z roku 2003,
wreszcie — Ustawa o sporcie z 25 czerwcea 2010 r., zZ pozn, zm. Ponadto Polska podpisala
i ratyfikowata Miedzynarodowa Konwencje Organizacji Narodéw Zjednoczonych do Spraw
O$wiaty, Nauki i Kultury (UNESCO) o Zwalczaniu Dopingu w Sporcie (Dz.U. z dnia
8 sierpnia 2007 r., nr 142, poz. 999) i Konwencje Antydopingowa Rady Europy (Dz.U. 2001,
nr 15, poz. 149). Obie konwencje przewidujg wdrozenie i przestrzeganie przez sygnatariuszy
Swiatowego Kodeksu Antydopingowego, opublikowanego przez Swiatowa Agencje
Antydopingowa (WADA) [1].
Kluczowym elementem tego systemu sg laboratoria antydopingowe. W zwigzku z tym we
wrze$niu 1987 roku w Instytucie Sportu w Warszawie utworzono Laboratorium Kontroli
Dopingu, ktére nastepnie w 1995 roku zostalo przeksztalcone w Zaklad Badan

Antydopingowych (ZBA).

Doping definiuje sie jako naruszenie jednej lub wiekszej iloSci zasad okre$lonych
w artykulach 2.1 -2.10 wspomnianego wyzej Swiatowego Kodeksu Antydopingowego [2].
Zasada fair play, bedaca waznym elementem rywalizacji sportowej, oznacza miedzy innymi
zakaz stosowania niedozwolonych substancji wspomagajacych wydolnoéé organizmu. Walka
z tym procederem trwa od wiekéw. Pierwsze zapiski na ten temat moéwia, ze proby
eliminowania nieuczciwej rywalizacji mialy miejsce juz w Tebach w VI wieku p.n.e. - osoby
startujace w igrzyskach nie mogly mianowicie pi¢ alkoholu, musialy by¢ poddane kontroli
oddechu przez kaplana. Mozna wiec powiedzieé, ze pierwszym detektorem czulym na $rodek
dopingujacy byl nos.

Za jednego z pionieréw nowozytnych badan antydopingowych uznaje sie¢ Polaka -
warszawskiego farmaceute Alfonsa Bukowskiego, ktéry w roku 1910 wykonal pierwsze
badania antydopingowe. Zbadal on §line koni bioracych udzial w wysScigach i wykazal

stosowanie alkaloidéw. Niestety, nie jest znana technika, jaka sie wtedy postuzyt [3].

0Od poczatku minionego stulecia mial miejsce gwaltowny rozwdj technik analitycznych
- postepowal on przez caly XX wiek i trwa do dzisiaj. Wielu badaczy z tej dziedziny zostalo
uhonorowanych za swe odkrycia Nagroda Nobla.
W roku 1903 Michait S. Cwiet wynalazl chromatografie, w roku 1911 Joseph J. Thompson —

pierwszy spektrometr mas, a w roku 1919 Francis W. Aston — pierwszy spektrometr
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ogniskujgcy wedlug szybkosci. W latach piec¢dziesigtych XX wieku Anthony T. James i Archer
J. P. Martin zastosowali do rozdziatu chromatografie gazowa i cieczowa. W roku 1953 W. Paul
i H. Steinwedel zbudowali analizator kwadrupolowy i pulapke jonowa. Pie¢ lat pdzniej,
w roku 1958 R. Gohlke i F. McLafferty polgczyli chromatograf gazowy ze spektrometrem mas,
by nastepnie w latach sze$¢dziesigtych mogl sie pojawi¢ uklad chromatograf cieczowy ze
spektrometrem mas. W roku 1975 do badari rutynowych wprowadzono kolumny kapilarne,
ktére sg wykorzystywane do dnia dzisiejszego.

W tym samym okresie postepowal rozwéj innych technik analitycznych. A. Tiselius stworzyt
elektorforeze, aby w roku 1937 mogl odby¢ sie po raz pierwszy rozdziat biatek. Rozwijaly sie
tez inne techniki rozdzielania i identyfikacji substancji. Rozwdj, o ktérym tu mowa, byl i jest
nadal pilnie obserwowany przez $rodowisko antydopingowe, ktére zaréwno wykorzystuje

nowe rozwigzania, jak i je wymusza, prowadzac szeroko zakrojone badania naukowe.

Rozwdj technik antydopingowych zwigzany jest $ciSle z wymaganiami, jakie sg
stawiane laboratoriom antydopingowym. Tylko laboratoria posiadajace akredytacje
Swiatowej Agencji Antydopingowej (WADA — World Antidoping Agency) moga badaé probki
pobrane od sportowcow. Obecnie na $wiecie istniejg 34 takie oSrodki i jednym z nich jest
laboratorium w Warszawie, ktérego jestem kierownikiem [4]. Nasze laboratorium oprocz
posiadania akredytacji WADA, ma tez akredytacje Stowarzyszenia Oficjalnych Chemikow
Wryscigbw Konnych (AORC - Association of Official Racing Chemists), czyli moze badaé
probki pobrane od zwierzat startujacych w zawodach. Zar6wno WADA, jak i Miedzynarodowa
Federacja Jezdziecka (International Federation for Equestrian Sports, Fédération Equestre
Internationale —FEI) posiadaja listy substancji i metod zabronionych, ktére s co roku

aktualizowane [5,6].

Konieczno$é¢ wykrywania coraz to nowszych substancji dopingujacych i metod
zabronionych oraz stawianie przez WADA coraz wiekszych wymagan staly sie motorem
napedowym rozwoju technik analitycznych wprowadzanych do badan antydopingowych. Od
roku 1972 - kiedy to profesor Manfred Donike po raz pierwszy zastosowal chromatograf
gazowy sprzezony ze spektrometrem mas w badaniach antydopingowych podczas igrzysk
olimpijskich w Monachium - uklad GC-MS jest jednym z podstawowych ukladéw
analitycznych wykorzystywanych w laboratoriach antydopingowych. Kolejny etap stanowilo
uzupelnienie o tandemowy spektrometr mas (MS/MS) i spektrometr mas wysokiej
rozdzielczosci (HRMS) oraz wprowadzenie chromatografow cieczowych sprzezonych
ze spektrometrami, najpierw w ukladzie chromatografu cieczowego z tandemowym
spektrometrem mas (LC-MS/MS), a potem ultrasprawnej chromatografii cieczowej

polaczonej z tandemowym spektrometrem mas (UHPLC-MS/MS).
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Dzisiejsze laboratoria antydopingowe musza jednak wykorzystywaé wiele innych
technik instrumentalnych, takich jak chromatografia gazowa polaczona z izotopowym
spektrometrem mas (GC-C/IRMS), chromatografia cieczowa z detektorem czasu przelotu
(LC-Q-TOF), elektroforeza, chemiluminometria, fluorymetria, kolorymetria, immunochemia,
luminometria, cytometria przeplywowa, impedancja, kumulacyjne zliczanie impulséw
elektrycznych. Stosowanie tak wielu technik jest zwigzane z réznorodnym charakterem
substancji i metod zabronionych w sporcie. Jak juz wspomnialam wyzej, Lista Substancji
i Metod Zabronionych (Lista Zabroniona) jest co roku aktualizowana przez WADA
i publikowana wraz z Dokumentami Technicznymi WADA i Przewodnikami WADA,
w ktorych zawarte sg wytyczne dotyczace zalecanych technik analitycznych oraz minimalnych
wymaganych wartoéci granicznej wykrywalnosci dla substancji dopingujacych (MRPL) [5,7-
17].

Jak wspomnialam wyzej, wdrazanie nowych technik do pracy w laboratorium
antydopingowym jest $ciSle zwigzane ze zmianami na LiScie Zabronionej i wymaganiami
WADA. W roku 1967 Miedzynarodowy Komitet Olimpijski (MKOI) powolat Komisje
Medyczng do organizowania i nadzoru walki z dopingiem. Komisja opublikowata wowczas
pierwsza liste substancji zabronionych przez MKOI, zawierajagca jedynie stymulanty
i narkotyki. W kolejnych latach lista ta ulegala znacznemu poszerzeniu. W tym czasie do
badann wykorzystywano przede wszystkim chromatografy gazowe, a od roku 1972
chromatografy gazowe sprzezone ze spektrometrami mas. Od roku 2004, kiedy to Swiatowa
Agencja Antydopingowa (WADA) przejela od Komisji Medycznej MKOI role gtéwnego
koordynatora nad $wiatowym systemem antydopingowym, WADA jest odpowiedzialna za
przygotowanie i publikowanie Listy Zabronionej. WADA obnizajgc limity detekcji [15]
wymogla na laboratoriach wprowadzenie detektorow MS/MS i HRMS polgczonych
z chromatografami gazowymi, a wprowadzajac w roku 2004 na Liste glukokortykosteroidy
i dwie substancje steroidowe gestrinon i tetrahydrogestrinon (THG), zmusila laboratoria do
wykonywania badain w ukladach chromatograf cieczowy sprzezony z tandemowym
spektrometrem mas [18]. Dodajac kolejne grupy substancji wymusila wprowadzenie takich
metod, jak:

e metoda elektroforez dla badania obecnosci erytropoetyny,

e metoda  czasowo-rozdzielcza  analizy =~ immunofluorometrycznej i  metoda
immunoluminometryczna dla oceny stezenia hormonu luteinizujacego,

e metoda kolorymetryczna dla badania obecno$ci hydroksyetyloskrobii,

e metoda immunoluminometryczna i  metoda  czasowo-rozdzielcza  analizy

immunofluorometrycznej dla badania obecnosci choriogonadotropiny,
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e metoda immunoluminometryczna i metoda radioimmunologiczna dla badania obecnosci
somatropiny,

e metoda cytometrii przeplywowej dla wykrywania obecnosci réznych antygenowo krwinek
czerwonych,

e metoda fluorescencyjnej cytometrii przeplywowej, metoda impedancyjna, metoda
kumulacyjnego zliczania impulséw elektrycznych dla oznaczania parametréw

hematologicznych.

Lista Zabroniona jest corocznie aktualizowana, czyli dochodza nowe grupy zwiazkow
i metody, a ponadto posiada charakter otwarty [19]. Zawiera ona - oprocz przykladow
konkretnych substancji w grupie Srodkéw anabolicznych: — steroidéw anaboliczno-
androgennych (S.1.1), hormonéw peptydowych, czynnikéw wzrostu, substancji pokrewnych
i mimetykow (S.2), diuretykdow i srodkéw maskujacych (S.5), stymulantéow: stymulantow
okreslonych (S.6.b) - uwage: ,(...) i inne substancje o podobnej strukturze chemicznej lub
podobnym dzialaniu biologicznym”. W sklad Listy Zabronionej wchodzi tez grupa substancji
niezatwierdzonych (S.0): ,kazda substancja farmakologiczna, ktérej nie ujeto w dalszych
sekcjach listy, a dla ktdrej zadna rzadowa jednostka opieki zdrowotnej nie wydala pozwolenia
na dopuszczenie do obrotu jako produktu leczniczego stosowanego u ludzi (np. leki bedace
w fazie badan przedklinicznych lub Klinicznych, jak réwniez leki, ktére zostaly
wyrejestrowane, zmodyfikowane narkotyki, leki weterynaryjne)”. Dodatkowo niektore grupy
opatrzone s3 uwaga, ze ,(...) grupa nie ogranicza sie wylacznie do wymienionych zwigzkow
(..)". Takie zapisy stawiaja duze wyzwania przed laboratoriami, zmuszajac je do

poszukiwania nowych rozwigzan.

Oprécz technik i metod dajacych mozliwo$¢ wykrywania i oznaczania wielu zwigzkéw
jednocze$nie, konieczne jest rozréznianie zwiazkéw o pochodzeniu endogennym od
egzogennym, takich jak substancje steroidowe, np. testosteron — technika GC-C/IRMS [9],
erytropoetyna —  elektoforeza [12], hormon wzrostu - immunoluminometria,
radioimmunologia [13,17]. Konieczne jest tez opracowywanie nowych modeli interpretacji
wynikow, poszukiwanie nowych metabolitow znanych zwigzkéw, np. w celu wydtuzenia okien
detekcji (mozliwos¢ wykrycia ksenobiotyku w dluzszym czasie od momentu przyjecia) oraz
identyfikacji nowych zwigzkéw, ktére powstaja m.in. na bazie juz istniejgcych. Dlatego tez
laboratoria, pracujac zespolowo, caly czas modyfikuja swoje metody. Stad moja rola jako
koordynatora tych prac ze strony polskiej. Z drugiej strony WADA - dazac do wypracowania
jak najlepszych praktyk i ujednolicania stosowanych metod - zmusza laboratoria do
wspélpracy i wymiany do$wiadczen. Stad obecnie tak wazne sg osobiste kontakty miedzy

nimi, w tym réwniez rola osoby kierujgcej laboratorium antydopingowym [20].
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Wymienione powyzej prace stanowia tylko cze$¢ moich dzialan prowadzonych
w warszawskim laboratorium w celu jak najskuteczniejszej walki z patologia, jaka jest doping.
Wyniki badah wykorzystuje zar6wno w pracy rutynowej zwigzanej z analiza probek
antydopingowych ludzi i zwierzat, jak i w badaniach toksykologicznych prowadzonych na

rzecz instytucji rzadowych oraz sadéw.

Jak wspomniano wyzej praca laboratorium - oprocz wdrazania nowoczesnych technik do
badan, najnowszych rozwigzan technologicznych - polega tez na modernizacji metod
przesiewowych do wykrywania substancji zabronionych, na opracowywaniu nowych metod
wykrywania dopingu, identyfikacji nowych substancji, ktére potencjalnie moga byé
wykorzystywane w celach dopingowych, wydtuzeniu czaséw detekeji dla zwigzkéw uznanych
za dopingujace poprzez monitorowanie wiekszej iloci metabolitow, badaniu metabolizmu
zwigzkéw, poszukiwaniu czynnikéw mogacych mie¢ wplyw na zmiany zachodzace
w organizmie czlowieka, a co za tym idzie poszukiwaniu nowych, bardziej wiarygodnych
modeli interpretacji wynikoéw badan. Wszystkie prace, w ktérych bralam udzial, mialy na celu
takie wlasnie dzialania, a wyniki tych prac prezentowalam na wielu konferencjach i osobiscie
informowalam inne laboratoria o powstajacych zagrozeniach, dzieki czemu mogly one z kolei

wprowadzi¢ nowe rozwigzania do swoich prac rutynowych.

Swiatowa Agencja Antydopingowa, a co za tym idzie laboratoria antydopingowe
poszukuja posrednich dowodéw stosowania substancji i metod zabronionych. Przykladem
tego jest wprowadzenie przez WADA Paszportu biologicznego zawodnika [21]. Paszport
biologiczny zawodnika jest systemem stworzonym do oceny dlugofalowej markeréw
biologicznych u sportowcéw. Oparty jest on na modelu statystycznym, tzw. model
adaptacyjny, pozwalajacym na wyliczenie zakreséw iloSciowych analizowanych markerdow,
przekroczen, ktére wskazuja na stosowanie substancji lub metod dopingujacych. Obecnie na
$wiecie funkcjonuja dwa moduly paszportu biologicznego - hematologiczny i steroidowy. Jest
tez rozwazane wprowadzenie 3 modulu peptydowego.

Niestety, ocena takiego paszportu nie jest prosta. Trzeba bra¢ pod uwage rézne czynniki
mogace mie¢ wplyw na poszczegblne markery. Jednym z nim jest stres, co zostalo
udowodnione przez modj zespét w publikacji [H1]. Badaniu poddano grupe zdrowych
ochotnikéw, od ktérych pobierano prébki moczu w warunkach duzego stresu 30 minut przed
waznym duzym egzaminem i jeden miesigc po zdarzeniu, w momencie relaksu. Oznaczali$émy
stezenia dla hormonéw endogennych, takich jak: 11beta-OH-androsteron, 1ibeta-OH-
etiocholanolon, androsteron, etiocholanolon, 5beta-androstan-3beta,17beta-diol, 5alfa-

androstan-3alfa,17beta-diol,  5beta-androstan-3alfa,17beta-diol, = 5alfa-androstan-3beta,
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17beta-diol, testosteron, epitestosteron, dihydrotestosteron, dehydroepiandrosteron i na tej
podstawie obliczaliSmy warto$ci wskaznikoéw testosteronu do epitestosteronu oraz
androsteronu do etiocholanolonu. Poziom stresu okreélaliémy na podstawie badania
ankietowego — subiektywnego odczucia. Przeprowadzone badania wykazaly, ze w przypadku
kobiet zmianie ulegalo steZenie testosteronu i epitestosteronu. Zmiany te nie powodowaly
wahan wskaznika testosteronu do epitestosteronu. W przypadku mezczyzn obserwowaliSmy
za$ spadek wartosci tego wskaznika. Wyniki pracy zainteresowaly WADA i inne laboratoria
do tego stopnia, ze przy ocenie zmian profilu w module steroidowym paszportu rozwazany
jest wplyw stresu startowego na wahania parametréw. Praca ta byla ostatnio przytaczana na
spotkaniu WADA dla ekspertéw oceniajacych modut steroidowy, ktérego tez bylam

uczestnikiem, Steroid Passport Management Meeting (Lozanna 2016).

W celu tworzenia paszportu zawodnika trzeba dysponowaé wiarygodnymi,
powtarzalnymi i zwalidowanymi metodami do oznaczania wszystkich parametréw branych
pod uwage we wspomnianym wyzej modelu adaptacyjnym. Stad konieczno$¢ stosowania
takiej metody, aby wyniki z jednego laboratorium mogty by¢ odtworzone w drugim. Przyklad
takiej procedury pokazal moj zesp6t w publikacji [H9]. WykazaliSmy w niej jak wazny jest
dobér materialéw odniesienia dla oznaczen ilo§ciowych w takiej procedurze. Wskazali$my tez
na wielka wage badan miedzylaboratoryjnych w sytuacji, gdy wyniki z jednego laboratorium
zostaja umieszczone w paszporcie biologicznym, w ktérym nastepnie wpisywane sg kolejne

wyniki ustalone przez inne laboratoria.

Kazdy pojedynczy wynik jest oceniany indywidualnie i w polgczeniu ze wszystkimi
wskaznikami dla profilu. Jezeli sa zauwazalne jakie§ zmiany, konieczne jest wdrozenie
dzialari majacych na celu wyjaénienie sytuacji [9,10]. Jednym z takich rozwigzan jest tzw.
badanie IRMS. Do tego badania wykorzystuje si¢ uklad chromatograf gazowy polaczony
z komora spalania i izotopowym spektrometrem mas i obserwuje sie warto$ci wskaznika
izotopow 13C/12C. Jednak, aby wykona¢ takie badanie, probka musi by¢ najpierw wilasciwie
przygotowana. W pracy [H8] badalam zastosowanie réznych sposobéw przygotowania probki
poprzez stosowanie réznych wypelnien przy ekstrakeji ciecz—cialo stale, enzyméw i réznych
rozpuszczalnikow przy ekstrakeji ciecz—ciecz. Dzieki opracowaniu tego protokolu powstala
mozliwo$¢ otrzymywania powtarzalnych wynikéw badan dla steroidéw anaboliczno-
androgennych, dla ktérych wazne jest okreSlenie, czy 7rédlo ma pochodzenie endo- czy

egzogenne (ryc. 1).
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Ryc. 1. Wartoéci dla §13C/12C [%o] dla wybranych zwigzkéw (steroidow) w dwoch
przyktadowych prébkach; mocz 001 (negative finding — probka z endogennymi steroidami),
mocz 002 (probka z egzogennymi steroidami) 1 -Androsterone, 2 -Etiocholanolone,

3 -11-OHAndrosterone —ERC.

Innym duzym wyzwanie dla analityka w analizach antydopingowych jest badanie
wplywu substancji nieznanej i nastepnie interpretacja wynikow. Przyklady takich zwigzkow
omoéwilam w publikacji [H6] i [H10]. Obydwie prace dotycza modyfikacji fenyloetyloaminy,
czyli substancji, ktéra mozna na tyle latwo zmieniaé, ze znalazla sie obecnie w kregu
zainteresowan czarnego rynku. W pierwszej z prac pokazalam substancje, ktéra jest
izomerem amfetaminy - beta-metylofenyloetyloaming (BMPEA). Na podstawie naszych
dos$wiadczerh mozna wysunaé wniosek, ze wiele laboratoriéw toksykologicznych nie rozréznia
tych dwoch izomeréw, a jest to istotne dla interpretacji wynikow, patrzac, czy wykryta
substancja jest $rodkiem odurzajacym lub substancja psychotropowa albo prekursorem
stuzacym do produkowania tego rodzaju substancji w $wietle obowigzujacych unormowan
Ustawy z dnia 29 lipca 2005 r. o przeciwdziataniu narkomanii. W przedstawionej publikacji
kierowany przeze mnie zespdl zaprezentowal rozne sposoby przygotowania probki: metode
bezposredniego nastrzyku probki, metode z zastosowaniem ekstrakcji, metode

z zastosowaniem hydrolizy. Badania prowadziliémy w ukladach LC-TOF (ryc. 2) i LC-MS/MS
(rye.3).
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Ryc. 2. Spektra TOF dla jonu m/z 136,11 dla amfetaminy (a) i BMPEA (b).

Wykazali$my, Ze istnieje latwa i szybka metoda rozdzialu tych dwoch zwiazkéw (ryc. 3).

[@ Blank QC 10 ng/ml QC 1230 ng/ml
- 1.00e$ 6.68  9.094 6.10 6.62 1.00e7
[
6.15 m/z 91.05
o m/z 119.09
m/z 65.04
OTPET— Ting
55 6.0 6.5 7.0 75358 60 6.5 7.0 75 58 60 6.5 70 78
b Sample 4 (sH) Sample 4 (H)
6.14 9.4les 6.66 1976
00 3 “‘ﬂ
AMPH 300 ng/ml g

3.5 6.0 63 2.0

13555

! BMPEA

AMPH |
300 ng/ml |
6.14 a

69 63 20 23

Ryc. 3. MozliwoSci metody dla rozrézniania zwigzkéw o réznych warto$ciach stezen (a) oraz

chromatogramy dla probek rzeczywistych przygotowanych z hydroliza w normalnym czasie
(H) i ze skroconym czasem hydrolizy (sH) dla pochodnych sprzezonych (b).

W trakcie calego procesu interpretacji otrzymanych wynikéw badan niezmiernie

wazny byt pierwszy jego etap. Tak jak wspomnialam wyzej, wiele laboratoriow nie rozréznia

tych dwoch izomeréw, a jest to istotne zaré6wno ze wzgledow legislacyjnych, jak
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i zdrowotnych. Ten etap byl wykonywany pod moim nadzorem i w stalym kontakcie z WADA
oraz organem upowaznionym w Polsce do pobierania prdébek, ktorym jest Komisja do
Zwalczania Dopingu w Sporcie. W etapie dochodzenia sprawdzono odzywki, ktore stosowali
zawodnicy, co ukierunkowato nasze badania. Obecnie w wielu krajach podejmowane sg proby
wyeliminowania z rynku odzywek zawierajacych ten zwiazek, gdyz przez wielu toksykologow

uwazany jest za bardziej niebezpieczny niz amfetamina [22-24].

W publikacji [H10] pokazalam nowy zwigzek, najbardziej zblizony w budowie do

fenprometaminy (ryc. 4).

A B c D E
HsC  CHy  HC  CH CH

Pk \ / N Vi
NH, HN N N HN
/E L[ J& E ;CHB E ;CHS
H30 H3C H3C

Ryc. 4. Struktura chemiczna amfetaminy (A) i jej analogbw: metyloamfetaminy (B),

dimetyloamfetaminy (C), N,N-dimetylo-2-fenylopropano-1-aminy (D) i fenprometaminy (E).
Analizy wykonywaliémy w ukladzie GC-MS, gdzie pierwszy raz znaleziono nieznany pik

zidentyfikowany poézniej jako N,N-dimetylo-2-fenylopropano-i1-aminy (NN-DMPPA).
Uzyskane w tych badaniach wyniki pokazuje ryc. 5.
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Ryc. 5. TIC dla badanej prébki moczu (A), probki moczu nie zwierajacej pochodnym
fenyloetyloaminy (blank urine) (B) i blank urine z dodanym standardem NN-DMPPA (C).
Czas retencji dla NN-DMPPA wynosit 3,87 i 3,86 min, difenyloaminy (ISTD) - 6,98.

Identyfikacja substancji nastapila po przyjeciu zalozenia, jaka moze by¢ jego struktura

i nastepnie po zsyntetyzowaniu zwigzku. Caly ten proces byl wykonywany przez moj zespot.

Wiyniki dla nieznanego piku w badanej probce i dla zsyntetyzowanego standardu przedstawia

ryc. 6.
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Ryc. 6. Spektra dla zwigzku zidentyfikowanego jako NN-DMPPA w probce moczu (A)
idla NN-DMPPA w prébce kontrolnej (B).

W przypadku identyfikacji wspdlpracowalam z antydopingowym laboratorium
z Australii (National Measurement Institute, Australian Sports Drug Testing Laboratory),
ktéore nawigzalo kontakt z laboratorium w Nowej Zelandii (BDG Synthesis Ltd).
Zweryfikowalam tez, jakie odzywki byly stosowane przez danego zawodnika i wspélnie

z kolegami z Australii wytypowali$émy podejrzany preparat.

Przedstawiony w publikacjach [H6] i [H10] sposéb postepowania z nieznang
substancjg pozwala na rozr6znianie zwigzkdw w sposob prosty i powtarzalny. Nie bytby on
jednak mozliwy, jak juz wspomnialam wcze$niej, gdyby nie wspdlpraca wielu o$rodkéw
badawczych z calego $wiata. Dzigki tym badaniom oba te zwigzki zostaly wlaczone do badan
rutynowych w laboratoriach antydopingowych. Jest to bardzo istotne ze wzgledu na
stosunkowo latwy dostep do tych zwigzkéw, wystepujg one m.in. w suplementach diety [25].

W suplementach diety - oprécz wspomnianych powyzej substancji zaliczanych przez
WADA do grupy stymulantow, tak jak amfetamina - wystepuja czasem substancje steroidowe
mogace mie¢ wplyw na profil steroidowy[25]. Jedna z takich substancji pokazuje publikacja
[H4] - zidentyfikowana zostala ona przez nas jako 3-beta-hydroksy-5-alfa-androst-1-en-17-
on (1-Androsteron). W trakcie badan - prowadzonych za zgoda Komisji Etyki Badan
Naukowych Instytutu Sportu - sprawdzaliSmy zmiany gtéwnych metabolitow testosteronu.

W celu identyfikacji wykonaliSmy analizy zarbwno NMR, jak i GC-MS. Byto to bardzo istotne,
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gdyz posiadano znikome informacje dotyczace metabolizmu tej substancji. Probki moczu od
ochotnika przygotowywano zgodnie z ogodlnie przyjeta procedura dla $rodkéow anabolicznych
dla ukltadéw GC-MS.

Zidentyfikowany zwigzek wystepujacy w  suplementach diety mozna nazwaé
prohormonem, gdyz wywoluje zmiany w profilu steroidowym na poczatku cyklu
metabolicznego dla testosteronu. Najwieksze zmiany obserwowaliémy w warto$ci
wspoélczynnika androsteronu do etiocholanolonu (A/Etio), 5alfa-/5beta-androstan-
3alfa,17beta-diol (5aA-diol/5bA-diol) i stezeniu dihydrotestosteronu (DHT). Dodatkowo
w zebranych probkach moczu wystepowaly piki zidentyfikowane jako metabolity 3-beta-
hydroksy-5-alfa-androst-1-en-17-on (ryc. 7).
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Ryc. 7. Spektrum mas dla hydroksylowanych metabolitéw w formie tris-TMS: ryc. gorna:
HO-Dione1 (M* = 518, RRT = 1,14), ryc. dolna HO-Dione2 (M* = 518, RRT = 1,26).

W wyniku przeprowadzonych badan zaproponowano droge metabolizmu dla 3-beta-
hydroksy-5-alfa-androst-1-en-17-onu (ryc. 8).
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Ryc. 8 Propozycja drogi metabolizmu dla 3-beta-hydroksy-5-alfa-androst-1-en-17-on.

Innym wyzwaniem dla analitykéw sg substancje stosowane w leczeniu okreslonych
choréb lekami znajdujacymi sie na Liscie Zabronionej [27-29]. Przykladem takiej choroby
jest zesp6! nadpobudliwoéci psychoruchowej z zaburzeniami koncentracji uwagi [ADHD], dla
ktérej istnieja protokoly leczenia z wykorzystaniem amfetaminy oraz metylofenidatu
i ostatnio lisdeksamfetaminy, nowej substancji psychoaktywnej tzw. proleku, czyli leku
o przedluzonym dzialaniu. Podjete przez nas badania prezentowane w pracy [H7] mialy
umozliwi¢ odrdznianie przyjmowania lisdeksamfetaminy od amfetaminy. Zalozyliémy, ze
metabolizm tej substancji bedzie podobny do metabolizmu amfetaminy, czyli obok
amfetaminy powstanie siarczan hydroksyamfetaminy. W badaniach nad tg substancja
wykorzystywaliémy uklady GC-MS i LC-MS/MS. W celu lepszej identyfikacji postugiwali$émy
sie komercyjnymi standardami i standardem zsyntetyzowanym specjalnie dla tego badania
2H4-lisdexamfetamine. Wspolpraca miedzylaboratoryjna byla tu konieczna m.in. ze wzgledu
na umocowania prawne i pozwolenia, jakimi dysponuje laboratorium z Niemiec (Institute of
Biochemistry — Center for Preventive Doping Research, German Sport University Cologne)
oraz laboratorium warszawskie, a dotyczgcymi unormowan dla substancji zaliczanych do
§rodkéw odurzajacych lub substancji psychotropowych albo prekursoréw stuzgcych do

produkowania tego rodzaju substancji. Dane identyfikacyjne pokazano na ryc. 9.
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Ryc. 9. Spektra dla czasteczek protonowanych [M+H]*: (a) m/z 264 dla lisdeksamfetaminy,
(b) m/z 268 dla 2H4-lisdeksamfetaminy i (¢) m/z 232 dla 4-siarczanu hydroksyamfetaminy,

energia kolizyjna 30 eV.

Uzyskane dane pokazaly, ze nie jest tatwo rozréznié, jaka substancja zostala przyjeta przez
dang osobe, gdyz sam zwigzek wyjSciowy jest eliminowany bardzo szybko i w bardzo matym

stezeniu. Konieczne sa wiec dalsze badania i moze inne rozwigzania technologiczne.

Jak przedstawilam powyzej informacje dotyczace metabolizmu zwigzkéw sg bardzo
istotne zar6wno przy doborze sposobu przygotowania probki, wyborze uktadu analitycznego,
jak i interpretacji wynikéw. Praca [H2] pokazuje droge poszukiwania najlepszej metody dla
potwierdzenia stosowania benfluoreksu, stymulantu wedlug WADA, w lecznictwie
stosowanego w celu zahamowania laknienia. W pracy tej poréwnano, jakie mozliwoéci dajg
uklady GC-MS i LC-MS/MS w analizach przesiewowych i potwierdzajacych dla tego zwiazku.
Udowodniliémy, ze dla analiz przesiewowych uklad GC-MS jest wystarczajacy, gdyz daje
mozliwo$¢ wykrycia dwoch metabolitéw benfluoreksu: hydroksyetylonorfenfluramina (M1)

i norfenfluramina (M3). WykazaliSmy, ze dla pelniejszego udowodnienia stosowania
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benfluoreksu lepiej korzysta¢ z ukladu LC-MS/MS, gdyz daje on mozliwo$¢ wykrycia
czterech metabolitow:

e hydroksyetylonorfenfluraminy (M1),

e karboksymetylnorfenfluraminy (M2),

¢ norfenfluraminy (M3) i

e metabolitu M1 polaczonego z kwasem glukuronowym (M4).
Dodatkowo zastosowanie uktadu LC-MS/MS daje mozliwo$¢é upewnienia sie, ze substancja
przyjeta byl benfluoreks, gdyz metabolity M1, M2 i M4 sg charakterystyczne dla tego zwiazku,

podczas gdy metabolit M3 moze pochodzi¢ od innych substancji, np. fenfluraminy.

W pracy [H5] przedstawilam metabolizm innej substancji - prenylaminy, substancji
majacej zastosowanie w chorobie niedokrwiennej serca, a wedlug klasyfikacji WADA
nalezacej do grupy stymulantow. Metabolizm prenylaminy byl badany od wielu lat [30-32],
jednak dopiero dostep do tak zaawansowanych technik, jakie obecnie posiadaja laboratoria
antydopingowe, pozwala na glebsze poznanie tego zagadnienia. Przy wlasciwej interpretacji
wynikéw trzeba bra¢ pod uwage, ze moze wystepowaé duza réznorodnoé$é w wydalaniu
metabolitbw z uwagi na duze zmiennoSci miedzyosobnicze. Dlatego tak wazne jest
poznawanie kolejnych metabolitow. W badaniach przedstawionych przez nasze zespoly
w publikacji [H5] zastosowano uklad LC-MS/MS. Badano obie fazy metabolizmu.
Opracowano protokol, ktéry moze byé wykorzystywany zaréwno w badaniach
antydopingowych, jak i toksykologicznych. Wybrano najbardziej charakterystyczne
metabolity, takie jak: p-hydroksyprenylamina (M1) i glukuronid p-hydroksyprenylamina

(M1-gluc.), ktore przedstawiono na ryc. 10.
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Ryc. 10. Metoda dla analiz przesiewowych: (a) MRM dla p-hydroksyprenylaminy (M1)

i standardu wewnetrznego (ISTD) d8-M1 w prébce moczu nie zawierajacej badanych
zwigzkow; (b) probka moczu z dodanym M1 w stezeniu 10 ng/mL i ISTD w stezeniu
20 ng/mL; (¢) MRM dla prébki moczu po przyjeciu leku (29,5 h po) z transmisja 522-212
dla metabolitu M1-glukuronid.

W pracy [H3] przedstawiliSmy metode oznaczania tzw. matych peptydéw, peptydow

uwalniajgcych hormon wzrostu (growth hormone releasing peptides — GHRP).

Sa to

substancje, ktore po podaniu doustnym zwiekszaja produkcje endogennego hormonu wzrostu
(GH). Badaniom poddano substancje takie, jak: GHRP-1, GHRP-2, GHRP-4, GHRP-5,

GHRP-6, alexamorelin, ipamorelin i hexarelin.

Tabela 1. Charakterystyka peptydow uwalniajgcych hormon wzrostu: sekwencja

aminokwaséw, masy monoizotopowe, sklad pierwiastkowy i dominujacy stan natadowania

Dominujacy
. Masy
Sekwencja . Skiad stan
Nazwa . i monoizotopowe | | | .
aminokwas6ow [Da] pierwiastkowy| naladowania
a
ESI
1 2 3 4 5
(d-Ala)-(d-B-Nal)-
GHRP AT {eFhc- 8 CasHzsNoO
-2 17.42 2+
Lys-NH, 7-427 451155N9U6
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1 2 3 4 S
Ala-His-(d-p-Nal)-
GHRP-1 Ala-Trp-(d-Phe)- 954.486 Cs:He2N120; 2+
Lys-NH.
His-(d-Trp)-Ala-
GHRP-6 Trp-(d-Phe)- Lys- 872.444 C46H56N1206 2+
NH.
GHRp | YrUTIR)-Al- 770.354 C1gH.eNsOs 1+

Trp-(d-Phe)-NH,
(d-Trp)-Ala-Trp-(d-

GHRP-4 Phe)-NH, 607.29.2 C3,H3 N, O, 1+
Ala-His-(d-Mrp)-

Alexamorelin| Ala-Trp-(d-Phe)- 957.497 Cs0He30,Ny5 2+

Lys-NH.

His-(d-Mrp)-Ala-

Hexarelin | Trp-(d-Phe)-Lys- 886.460 C47H58N 1206 2+

NH,
| Aib-His-(d-2-Nal)-
Ipamorelin 711.385 Cs8H,49N,O5 1+/2+

(d-Phe)- Lys-NH,
GHRP-2 (d-Ala)-(d-B-Nal)-

.168 CisH23N30 1+
metabolite Ala-NH, 357 19H23N30,

ISTD i 60.18 CioH 20 21 H.N-,O

- 0.1 ) 2 i+
Nal)-Ala-NH., 2 7 il an 3N3Uq

(d-Trp)-d4Ala-Trp-

ISTD2 611.31 Co.H - 21 HL,N.O -

(d-Phe)-NH. 315 34H 33 4N;04

Nal - naphthylalanine, Mrp - 2-methyltryptophane, Aib - aminoisobutyric acid

Prowadzone badania mialy, oprocz opracowania metody identyfikacji, sprawdzi¢ metabolizm

tych peptydow.
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Ryc. 11.Wyselekcjonowany chromatogramy (0,01 Da) dla prébki moczu z dodanymi
standardami (0,5 ng/mL) GHRP-1, GHRP-2, GHRP-2 - metabolit, GHRP-4, GHRP-5,
GHRP-6, alexamorelin, ipamorelin, hexarelin, ISTD 1, ISTD 2.

W efekcie wykonanych badan udalo sie opracowaé metode wykrywania 8 peptydow, w tym
metabolitu dla GHRP-2 (ryc. 11). Nasza metoda dala podstawe do wprowadzenia procedury
wykrywania GHRP w probkach moczu w badaniach rutynowych. Jest ona w tej chwili dalej

modyfikowana i rozwijana przez antydopingowe laboratoria na calym swiecie [33,34].

4.4 Podsumowanie
Jak juz wspomnialam wyzej z praca w laboratorium antydopingowym jestem zwigzana

od ukoniczenia studiéw na Politechnice Warszawskiej. Pierwsze moje prace byly zwigzane
z wykorzystaniem ukladéw GC-MS, GC-NPD oraz LC-DAD. Dalsze podejmowane przeze
mnie badania byly $ciSle zwigzane rozwojem technik i metod analitycznych, ktore
wprowadzaliSmy do naszego laboratorium, oraz z interpretacja wynikéw badan czy to
zajmujac sie identyfikacja zwigzkow, poszukiwan nowych metabolitéw, czy tez analizowaniem

czynnikow mogacych mie¢ wplyw na zmiany biologicznych markeréw.

Obecnie w laboratorium przeze mnie kierowanym wykonywane sg badania naukowe,
dzieki ktérym mamy nadzieje skuteczniej walczyé z dopingiem oraz mie¢ swoj wkiad
w badania toksykologiczne. Rozwdj metod i poszerzanie zakresu badar jest stalym

elementem mojej pracy w laboratorium.
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Od roku 2014 wspélpracuje z o$rodkami naukowymi z Holandii (RIKILT,
Wageningen) i Niemiec (Freie Universitdt, Berlin), pod katem zbadania, czy istnieje
mozliwo$¢ rozréznienia drogi podania klenbuterolu do organizmu czlowieka. Jest to istotne
z uwagi na pojawiajace sie¢ problemy zwigzane z zanieczyszczeniem miesa wlasnie tym
$rodkiem i p6Zniejszymi problemami dla zawodnikow, ktérzy spozyja takie skazone mieso.

Badania te byly realizowane w ramach grantu WADA. Prowadzono je w aspekcie
znalezienia sposobu rozrdznienia, czy klenbuterol zostal podany w formie preparatu
farmaceutycznego, czy poprzez spozycie skazonego miesa. Oprdcz przyjrzenia sie samej
czasteczce klenbuterolou (jego izomerom) dodatkowo podjeto préby identyfikacji
potencjalnych markeréw wystepujacych w moczu, ktére pozwolilyby jednoznacznie okreslié,
czy klenbuterol zostal przyjety w formie leku, czy skazonego miesa. W drugiej czeSci projektu
podjeto probe stworzenia modelu decyzyjnego, ktéry moglby zosta¢ zastosowany do
okreslenia pochodzenia klenbuterolu w przypadku wykrycia obecnoéci leku podczas analizy
antydopingowe;j.

Na podstawie zebranych przez nasze osrodki wynikow badan mozna stwierdzié, ze
istnieje mozliwo§¢é odrdznienia drogi podania substancji, jaka jest klenbuterol.
ZaproponowaliSmy modele interpretacji wynikoéw antydopingowych, ktére zostang
przedstawione WADA. Je§li WADA je zaakceptuje, to przedstawione modele zostang
wprowadzone we wszystkich laboratoriach antydopingowych. Zaproponowany model
zostanie wprowadzony do pracy rutynowej w laboratorium przeze mnie kierowanym.

Kolejnym krokiem w badaniach nad skazonym miesem bedzie siegniecie do innych
produktéw zwierzecych. Wspdlnie z partnerami z Berlina i o§rodkiem w DreZnie (Uniwersytet
Drezdenski) zlozylam do WADA wniosek grantowy na takie badanie. Jest on obecnie
w trakcie rozpatrywania.

Inne prace badawcze prowadzone w tej chwili w laboratorium zwigzane sa
z zanieczyszczeniami odzywek i suplementéw diety. Tak jak pokazalam wyzej oraz
w publikacjach wykazanych w Zalagczniku III, problem ten jest wciaz aktualny i trzeba go stale
monitorowa¢. Wlasnie w zwigzku z tym prowadzony jest projekt badawczy wspdélnie
z o$rodkiem naukowym z Francji (Groupe de RMN Biomédicale Laboratoire SPCMIB (UMR
CNRS 5068) Université Paul Sabatier, Toulouse).

Budzacym zainteresowania problemem rozwijanym w naszym o$rodku sg badania
zwigzane z klomifenem. Jest to zwigzek, z ktérym spotykamy sie - ku zaskoczeniu nas
wszystkich - bardzo czesto w stosunku do reszty Swiata. Dlatego w celu uzyskania materialéw
referencyjnych i probek moczu po badaniach wydzielniczych nawigzaliémy wspélprace
z of$rodkiem naukowym z Niemiec (Margarete Fischer-Bosch Institute of Clinical

Pharmacology and University Tuebingen). Projekt obejmuje badania metabolizmu klomifenu
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i opracowanie metody analitycznej pozwalajacej na wykrycie jego stosowania przez znacznie
dluzszy czas niz metody obecnie wykorzystywane.

Kolejnym zagadnieniem, ktore pozostaje w kregu naszych zainteresowan jest badanie
wplywu podawania doustnego peptydu uwalniajacego hormon wzrostu (GH) Hexarelin na
stezenie hormonoéw efektorowych hGH - IGF1 i PIIINP w surowicy i wspélezynnika GH-2000
oraz okreSlenie profilu wydalania Hexarelin w moczu po podaniu doustnym. Jest to
kontynuacja badan przedstawionych m.in. w publikacji [H3], dzieki nim chcemy okresli¢
efektywnosci dzialania Hexareliny jako $rodka stymulujacego uwalnianie GH oraz okre§lié,
w jakim stopniu test antydopingowy stosowany do wykrywania zastosowania Somatotropiny
oparty na pomiarze biomarkerow IGF-1 i PIIINP bedzie skuteczny w wykrywaniu
zastosowania Hexarelin. Dodatkowo planujemy okreSlenie profilu wydalania Hexarelin
w moczu po podaniu doustnym.

Innymi badaniami, ktére sa prowadzone w laboratorium, to préby rozrdznienia
substancji z grupy katynonéw i kanabinomimetykéw. Obie te grupy pozostaja w obszarze
zainteresowan zaréwno $wiata antydopingowego, jak i rzadéw walczgcych ze $rodkami
zastepczymi, tzw. dopalaczami. Badania te sg prowadzone przez nasz zespét od kilku lat,
a z wynikow tych badan w ostatnim czasie coraz cze$ciej korzysta m.in. prokuratura w celu

identyfikacji danych substancji.

Moj obecny dorobek naukowy obejmuje:

e 25 publikacji w czasopismach znajdujacych sie w bazie Journal Citation Reports
(JRO);

e 28 publikacji w innych recenzowanych czasopismach zagranicznych lub czasopismach
o zasiegu co najmniej krajowym;

e 37 rozdzialdbw w monografii lub podreczniku akademickim;

e 50 streszczen i komunikatéw zjazdowych;

e 1 opracowanie danych do strony internetowej i materialébw edukacyjnych w ramach
projektu europejskiego;

e udzial w 12 projektach badawczych;

e udzial w7 tematach naukowych realizowanych w Instytucie Sportu;

o 97 referatéw na miedzynarodowych i krajowych konferencjach tematycznych.
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Informacja o obecnych osiagnieciach naukowych zostala zaprezentowana w ponizszym

zestawieniu (przygotowane na podstawie baz danych: Web of Science Core Collection,

Journal Citation Reports i listy czasopism MNiSW) stan na 03.06.2016.

Calkowita iloé¢ publikacji 53
Publikacje w czasopismach z bazy JRC 25
Pozostate publikacje 28
Rozdzialy w ksigzkach i monografiach 97
Calkowita warto$¢ wspdlezynnika oddzialywania (IF) 44,732
Wartos¢ 5-letniego wspoélezynnika oddziatywania (IF5) 49,99
Liczba punktow MNiSW 600
Srednia wartoéé wspdlczynnika oddzialywania (czasopisma w JCR) 1,789
Srednia wartoéé 5-letniego wspdlezynnika oddzialywania (czasopisma w JCR) | 2,00
Srednia wartoéé punktéw MNiSW (wszystkie publikacje) 11,11

Zestawienie danych bibliometrycznych (ilo§¢é publikacji, liczba cytowani, indeks

Hirscha) w réznych bazach naukowych, tj. Web of Science Core Collection, Scopus, Google

Scholar. (stan na 03.06.2016)

Wyszczegblnienie Web of Science Scopus Google Scholar
Indeks Hirscha 5 6 5

(h-index)

Liczba publikacji 23 24 52

Liczba cytowan 109 116 163

Srednia ilo$¢ cytowan 4,74 4,83 g.13
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