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Celem niniejszej pracy byto opracowanie, udoskonalenie oraz walidacja metod oznaczania
peptydow o masie <2kDa w probkach moczu ludzkiego za pomoca chromatografii cieczowe;j
sprzezonej ze spektrometria mas, na potrzeby analizy antydopingowej. Ze wzgledu
na specyfike chemiczng badanej grupy peptydow, a w szczegoélnosci ich niska stabilnosé
w roztworach oraz materiatach biologicznych, konieczne byly rozszerzone, niestandardowe,
a tym samym zaawansowane badania pozwalajace na optymalizacj¢ parametréw

analitycznych zaproponowanej procedury pomiarowe;.

W ramach badan wstgpnych skoncentrowano si¢ na ograniczeniu efektu utraty analitow
w trakcie przygotowania probek do dalszej analizy instrumentalnej. Szczegdlng uwage
zwrdcono na etapy obarczone wysokim ryzykiem wystgpienia wspomnianych efektow,
przede wszystkim etapow przechowywania probek oraz procesu odparowania. Oceniono
wplyw temperatury, rodzaju zastosowanych materialow zuzywalnych, dodatku substancji
stabilizujacych, czy wplyw ci$nienia i ekspozycji probek na dostgp powietrza. Zebrane dane
stanowily podstawe¢ wyboru warunkow przygotowania probek stosowanych w dalszej czgsci

badan.

Kolejny etap to weryfikacja mozliwosci zastosowania klasycznych metod przygotowania
probek do analizy zwigzkéw niskoczasteczkowych technika LC-MS/MS pod katem
wiarygodnosci uzyskiwanych wynikow. Wytypowane procedury poddano szczegodtowej
walidacji, zgodnej z wymaganiami stawianymi metodom przesiewowym 1 potwierdzajagcym

stosowanym w kontroli antydopingowej. Dwie z nich wdrozono do zakresu akredytacji



laboratorium i1 z powodzeniem stosowano podczas testow bieglosci stanowigcych element

polityki jakosci Swiatowej Agencji Antydopingowe;.

Efektem przeprowadzonej walidacji bylo opracowanie metod, ktéore umozliwiajg
oznaczanie znacznie wigksze] liczby metabolitow badanych peptydow, w poréwnaniu
do opisanych w literaturze. Co wigcej, dzigki zastosowaniu uniwersalnej metody
przygotowania probek jaka jest SPE, w potaczeniu z tagodnymi warunkami odparowania,
zaproponowane metody maja charakter otwarty 1 mogg znalez¢ zastosowanie do analizy
ptynéw ustrojowych pod katem oznaczania innych substancji o wlasciwosciach zasadowych
wystepujacych w formie niezwigzanej, w tym zwigzkéw termolabilnych. Z kolei uzycie
techniki LC-MS/MS pozwala skuteczne i szybkie rozdzielenie oraz identyfikacj¢ analitow,
a w konsekwencji na wysoka przepustowos¢ metody, kluczowag zarowno dla analiz
antydopingowych, jak i np. badan klinicznych, toksykologicznych czy analizy probek

zabezpieczonych w postgpowaniach sagdowych.

Celem ostatniej czgsci badan bylo wskazanie potencjalnego markera lub markerow
obecnych w moczu, po jednorazowym lub wielokrotnym doustnym podaniu ochotnikom
heksareliny. Wykorzystanie wysokorozdzielczej spektrometrii mas pozwolito na identyfikacje
heksareliny oraz jej metabolitow w probkach zebranych przez uczestnikow badania. Z kolei
analiza technikg UHPLC-MS/MS postuzyta do opisania po raz pierwszy profilu eliminacji
heksareliny droga nerkowa po doustnym podaniu peptydu.

Oprécz waloru poznawczego, zgromadzone dane znalazly zastosowanie aplikacyjne,
poniewaz wykazano, ze monitorowanie heksareliny oraz metabolitu 1-3, FA pozwala
na istotne wydtuzenie okna wykrywalnosci po doustnym podaniu peptydu. Udowodniono
réwniez, ze zaproponowana metoda jest komplementarna do metody rutynowo stosowanej
w laboratoriach antydopingowych, poniewaz umozliwia potwierdzenie przyjecia peptydu

w dawce nie wptywajacej na stezenie hormonoéw P-I11-NP i IGF-1 we krwi.



