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Doping w świecie sportu na dobre rozpoczął się w erze nowożytnej. W XIX wieku alkohol, kofeina, opium, nitrogliceryna oraz strychnina stały się popularnymi środkami wspomagającymi 
w sportach wymagających długotrwałego wysiłku (np. kolarstwo czy pływanie). Dopiera w XX wieku wraz z rozwojem nauki steroidy anaboliczno-androgenne stały się popularną grupą związków wśród sportowców. W literaturze można znaleźć wiele definicji dopingu. Definicją, która jest obecnie powszechnie uznana i w jasny sposób określa słowo „doping”, została przyjęta w Lozannie 4 lutego 1999 r. na światowej konferencji „Doping w Sporcie” i została zawarta w Deklaracji Lozańskiej w Sprawie Dopingu w Sporcie. Doping to stosowanie substancji lub metod, które są potencjalnie niebezpieczne dla zdrowia sportowców, a umożliwiają poprawę uzyskiwanych przez nich wyników bądź określa się również obecność w organizmie sportowca substancji, lub stwierdzenie stosowania metody.
Celem podjętych badań było przeprowadzenie optymalizacji wybranych etapów procedury pomiarowej wyznaczania izotopowego profilu steroidowego ludzi za pomocą GC-C-IRMS. Szczególną uwagę zwrócono na proces przygotowania próbek moczu proces, który ma znaczący wpływ na jakość otrzymanych wyników.

Wyznaczanie profilu steroidowego jest jedną z najważniejszych metod w badaniach antydopingowych związanym ze stosowaniem steroidów anaboliczno-androgennych pochodzenia endogennego przez sportowców. W tym celu prowadzi się oznaczanie wybranych steroidów naturalnie wytwarzanych przez system endokrynny człowieka. Przede wszystkim oznaczane są metabolity i/lub prohormony testosteronu. Od czasu, kiedy testosteron stal się popularną substancja dopingującą, wartość stosunku zawartości testosteronu do epitestosteronu (T/E) stała się najbardziej czułym 
i jednoznacznym wskaźnikiem zażycia testosteronu i/lub jego prohormonów. Warto podkreślić, 
że oznaczanie profilu steroidowego w moczu ludzi służy nie tylko badaniom antydopingowym, ale również śledzeniu nieprawidłowości ze strony układu endokrynnego człowieka, a dokładnie mówiąc wykrywanie deficytu enzymatycznego. W badaniach antydopingowych jako pierwszy, Donike i jego współpracownicy zaproponowali metodę oznaczania testosteronu, jako substancji niedozwolonej 
w sporcie. W dalszym etapie wprowadzono również do analizy oznaczanie innych steroidów anaboliczno-androgennych (And, Etio, Adiol, Bdiol). Profil steroidowy obejmuje oznaczanie różnych steroidów pochodzenia endogennego, takich jak testosteron (T), epitestosteron (E), dihydroksyterosteron (DHT), androsteron (And), etiocholanolon (Etio), dehydroepiandrosteron (DHEA), 5-androstan-3,17-diol (Adiol) i 5-androstan-3,17-diol (Bdiol).  Poza tym istotne jest również wyznaczanie stosunku zawartości wybranych par steroidów, na przykład T/E, And/Etio. Wartości te nazywane są wskaźnikami.  Wyznaczanie profilu steroidowego jest procesem długim i żmudnym. 
W celu zapewnienia uzyskiwania wiarygodnych wyników laboratoria antydopingowe używają szereg wzorców o określonych stężeniach, które gwarantują dokładność pomiarów. W niektórych przypadkach monitoruje się zawartość takich steroidów jak: pregnandiol (PD), 11-hydroksyandrosteron 
(11-OH-And) oraz 11-hydroksyetiocholanolon (11-OH-Etio), które nazywane są endogennymi związkami odniesienia (ang. Endogenous Reference Compounds, ERC) i oznaczane są za pomocą izotopowej spektrometrii mas (GC-C-IRMS). Profil steroidowy jest bardzo ważnym elementem badań antydopingowych, co wyraża się poprzez ścisłą kontrolę WADA w badaniach biegłości, które są obowiązkowe i stanowi jeden z elementów utrzymania akredytacji. Porównania międzylaboratoryjne mają na celu ujednolicić procedurę oznaczania profilu steroidowego w laboratoriach akredytowanych przez WADA na całym świecie. Każde laboratorium po takim teście otrzymuje kodowany raport zbiorczy (laboratoria posiadają swój przypisany numer na daną rundę i znają tylko swoją pozycje na liście), 
w którym poza wynikami są również uwagi na temat analizy wyników danego laboratorium. 
Stosowanie przez sportowców syntetycznych steroidów anaboliczno-androgennych, w tym testosteronu i jego prohormonów stwarza dla analityka dodatkowe wyzwanie, aby sprostać tym wymaganiom w wielu laboratoriach w celu przeprowadzenia analiz antydopingowych stosowane są chromatografy gazowe sprzężone z komorą spalania i izotopowym spektrometrem mas (ang. Gas Chromatography/Combustion/Isotope Ratio Mass Spectrometry, GC-C-IRMS). W badaniach rozróżnienia steroidów endogennych od egzogennych oznacza się stosunek dwóch stabilnych izotopów węgla, 13C oraz 12C. Izotopy te występują naturalnie w przyrodzie a ich zawartość wynosi dla izotopu węgla 12C – 98,9% oraz dla izotopu węgla 13C 1,1%. W procesie syntezy związków organicznych izotop węgla 12C reaguję nieco szybciej niż izotop 13C. Jak już wspomniano metoda umożliwia bezpośrednie wykrycie i rozróżnienie związków pochodzenia endogennego od egzogennego w analizowanej próbce moczu. Uzyskany wynik prowadzonego badania pozwala odpowiedzieć na pytanie czy wyższe stężenia androsteronu i/lub testosteronu i/lub epitestosteronu i/lub etiocholanolonu i/lub DHEA w organizmie danego sportowca są wynikiem naturalnego metabolizmu, czy też nie. Wynik analizy podawany jest 
w promilach 13δ (‰). 
Na podstawie zebranych danych z piśmiennictwa opracowano ogólny schemat 
optymalizacji i wyznaczono strategiczne etapy, mające istotny wpływ na oznaczanie steroidów 
za pomocą GC-C-IRMS. 

W pracy przeprowadzono optymalizację następujących etapów:

· rodzaj sorbentu w etapie ekstrakcji do fazy stałej (SPE)

· rodzaj rozpuszczalnika w ekstrakcji ciecz-ciecz

· rodzaj oraz ilość enzymu w hydrolizie steroidów anaboliczno-androgennych

Po optymalizacji procedury przygotowania próbki przeprowadzono walidację zaproponowanej metody, wyznaczając między innymi precyzję oznaczeń, odzysk oraz trwałość. W aspekcie praktycznym przedstawiony materiał pozwolił na opracowanie metody przygotowania próbek moczu w analizie pochodzenia steroidów anaboliczno-androgennych, jak również posłuży jako podstawowa metoda oczyszczania próbek moczu w analizie substancji dopingujących metodą GC-C-IRMS. 
Rozprawa doktorska pozwala na sformułowanie następujących wniosków: jakość wyników oznaczania zawartości wybranych steroidów oraz oznaczania stabilnych izotopów węgla (12C i 13C) zależy istotnie od zastosowanej procedury przygotowani próbek moczu, zaproponowana procedura przygotowania próbek moczu pozwala na uzyskanie wysokiej rozdzielczości, a tym samych umożliwia oznaczanie 6 istotnych steroidów oraz zaproponowana metoda zapewnia dobra powtarzalność 
i selektywność dla oznaczanych steroidów. Parametry analityczne spełniają kryteria określone przez WADA.
Wyniki badań przeprowadzonych podczas realizacji pracy doktorskiej będą opublikowane 
w czasopiśmie naukowym (praca została wysłana do Journal of Bioanalytical and Analytical Chemistry), jak również zostaną zaprezentowane na najbliższym międzynarodowym seminarium im. Manfreda Donike w Kolonii.
