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1. Imig i nazwisko

Barbara Wozniak

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe z podaniem nazwy, miejsca i roku ich
uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej

2008 doktor nauk weterynaryjnych;
Panstwowy Instytut Weterynaryjny-Parnstwowy Instytut Badawczy (PIWet-PIB)
w Putawach
Tytut rozprawy doktorskiej: ,Chromatograficzna analiza pozostatosci
hormonalnych stymulatoréw wzrostu w tkankach zwierzecych”

1979 magister inzynier chemik
Politechnika Warszawska, Wydziat Chemii

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

01.01.2009 do chwili obecne;j Zaktad Farmakologii i Toksykologii, PIWet-PIB
w Putawach — adiunkt

02.01.2007- 01.01.2009 Zaktad Farmakologii i Toksykologii, PIWet-PIB
w Putawach — asystent

01.04.1987- 02.01.2007 Zaktad Higieny Zywnosci Pochodzenia Zwierzecego,
PIWet-PIB w Putawach — asystent

01.02.1986- 01.04.1987 Zaktad Higieny Zywnosci Pochodzenia Zwierzecego,
PIWet-PIB w Putawach — chemik

4. Wskazanie osiggniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003r.
o topniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz.U. nr 65 poz.595 ze zm.)

Na osiggniecie naukowe skiada sie 7 publikacji, ktérych sumaryczna punktacja
przedstawia sie nastepujaco:

Wspdtczynnik wptywu (IF): 15,876

(wg Thompson Reuters Journal Citation Reports zgodnie z rokiem opublikowania)
Liczba punktow wedtug Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (MNiSW): 200
(zgodnie z rokiem opublikowania)

Liczba cytowan wg bazy Web of Science z dnia 24.02.2016: 33
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4 a) Tytut osiagnigcia naukowego bedacego jednotematycznym cyklem publikacji”

wZastosowanie chromatografii cieczowej z tandemowa spektrometria mas
do badan pozostatosci zwigzkéw o dziataniu anabolicznym w moczu i tkankach
zwierzat rzeznych oraz zywnosci pochodzenia zwierzecego”

4b) Wykaz publikacji wchodzacych w skiad cyklu

H1

H2

H3

H4

H5

Wozniak B., Matraszek-Zuchowska |., Zmudzki J.: LC-MS/MS fast analysis of
androgenic steroids in urine. Analytical Bioanalytical Chemistry, 2012, 403, 2965-2972
(IF2012= 3,659: MNiSW41,=35; Liczba cytowan=7)

Udzial wlasny: opracowanie koncepcji pracy, zaplanowanie doswiadczen, wykonanie
czeSci oznaczer analitycznych, interpretacja wynikéw, sformutowanie wnioskow,
napisanie manuskryptu, wykonaniu korekty po recenzji - 75%.

Matraszek-Zuchowska |., Wozniak B*., Zmudzki J.: Determination of zeranol, taleranol,
zearalanone, a-zearalenol, B-zearalenol and zearalenone in urine by LC-MS/MS. Food
Additives & Contaminants: Part A, 2013, 30, No. 6, 987-994 (IF 513= 2,22,
MNiSW013=30; Liczba cytowan=6)

Udziat wtasny: kierowanie projektem obejmujgcym badania, opracowanie koncepcji
pracy, zaplanowanie doSwiadczen, interpretacja wynikow, wspofudziat w napisaniu
manuskryptu i wykonaniu korekty po recenzji - 65%.

*autor korespondencyjny

Wozniak B., Matraszek-Zuchowska |., Zmudzki J.: Determination of stilbenes and
resorcylic acid lactones in bovine, porcine and poultry muscle tissue by liquid
chromatography-negative ion electrospray mass spectrometry and QUEChERS for
sample preparation. Journal of Chromatography B, 2013, 940, 15-23. (IF 3= 2,694
MNiSW,4:3=35; Liczba cytowan=3)

Udziat wlasny: opracowanie koncepcji pracy, zaplanowanie do$wiadczer, wykonanie
czesci oznaczen analitycznych, analiza danych i interpretacja wynikow, sformufowanie
wnioskow, napisanie manuskryptu, wykonaniu korekty po recenzji - 75%.

Wozniak B., Matraszek-Zuchowska |., Zmudzki J., Jedziniak P., Korycinska B., Sielska
K., Witek S., Ktopot A.: Liquid chromatography tandem mass spectrometry with ion trap
and triple quadrupole analyzers for determination of thyreostatic drugs in urine and
muscle tissue. Analytica Chimica Acta, 2011, 700, 155-166 (IF¢1= 4,555,
MNiSW411=40; Liczba cytowarn=12)

Udziat wlasny: opracowanie koncepcji pracy, zaplanowanie doswiadczern, wykonanie
czesci oznaczen analitycznych, analiza danych i interpretacja wynikow, sformutowanie
wnioskow, napisanie manuskryptu, wykonaniu korekty po recenzji - 70%.

Wozniak B., Witek S., Matraszek-Zuchowska |., Zmudzki J.; Determination of the
thyreostats in animal feeding stuffs using liquid chromatography-tandem mass
spectrometry. Bulletin of Veterinary Institute in Pulawy, 2014, 58, 413-419. (IF= 0,365
MNiSW414=15; Liczba cytowarn=1)
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Udziatl wiasny: opracowanie koncepcji pracy, zaplanowanie doswiadczen, wykonanie
obliczen, analiza danych i interpretacja wynikow, sformutowanie wnioskéw, napisanie
manuskryptu, wykonaniu korekty po recenzji - 80%.

H6 Wozniak B., Witek S., Matraszek-Zuchowska |., Zmudzki J.: Development and
Application of LC-MS/MS Method for the Detection of Naturally Occurring Thiouracil in
Milk Samples. Food Analytical Methods, 2014, 7, 1588—1597. (IF214= 1,969)
MNiSWp14=25; Liczba cytowan=0)

Udziat wlasny: opracowanie koncepcji pracy, zaplanowanie doswiadczeri, wykonanie
czesci oznaczen analitycznych, obliczen, analiza danych i interpretacja wynikow,
sformutowanie wnioskéw, napisanie manuskryptu, wykonaniu korekty po recenzji -
80%.

H7 Wozniak B., Witek S., Zmudzki J., Ktopot A.: Natural occurrence of thiouracil in urine
of livestock in Poland, Bulletin of Veterinary Institute in Pulawy, 2012, 56, 611-615
(|F2011= 0,414, MNiSW2011=20; Liczba Cytowaﬁ=4)

Moj wkiad w powstanie publikacji polegal na opracowaniu koncepcji pracy, analizie
danych, interpretacji wynikéw, sformufowaniu wnioskéw, napisaniu manuskryptu
i wykonaniu korekty po recenzji. Moj udziat szacuje na 80%.

" Oswiadczenia o indywidualnym wkiadzie wszystkich wspotautoréw stanowig Zatacznik 6 do wniosku
o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego.

4c) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow wraz z oméwieniem
ich ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie

Rolnictwo, a w szczegdlnosci chow zwierzat rzeznych jest bardzo wazng czgscig
aktywnosci gospodarczej. Obecne tendencje w produkcji zwierzecej to uzyskiwanie mozliwie
najwiekszych zyskéw przy minimalnych naktadach. Sposréd wielu znanych czynnikéw, ktore
w istotny sposéb wptywajg na efektywnos¢ hodowli zwierzat rzeznych, wyjatkowa pozycje
zajmujg anaboliki, czyli zwigzki chemiczne stymulujacych synteze biatka w organizmie.
Dotychczas najwieksze znaczenie posiadajg zwigzki anaboliczne pochodzenia
hormonalnego, ktére w réznym stopniu byty i sg wykorzystywane do intensyfikacji tuczu
zwierzat [1].

Najliczniejsza grupa to hormony steroidowe uzywane w produkcji zwierzecej od ponad 60 lat
[2, 3]. Zalicza sie do nich naturalne hormony piciowe nalezace do estrogendw, androgendéw
i gestagendw, ich syntetyczne pochodne oraz grupe zwigzkéw klasyfikowanych obecnie,
jako endogenne, a przez wiele lat uznawane za ksenobiotyki np. 19-nortestosteron
i boldenon [4]. Witasciwosci anaboliczne wykazujg réwniez nieposiadajace budowy
steroidowej, awykazujagce powinowactwo do receptoréw estrogenowych hormony

syntetyczne np. stilbeny lub pétsyntetyczny zeranol [5, 6]. Wsréd substancji anabolicznych

3
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stosowanych w tuczu bydta wazng pozycje zajmowaly tyreostatyki - leki hamujace

wydzielanie hormonow tarczycy ipowodujgce zwigkszenia masy ciata zwierzat gtéownie

poprzez wzrost retencji wody w organizmie [7].

Stosowanie hormonalnych stymulatoréw w produkcji zwierzat rzeznych od lat budzi
szereg kontrowersji w wielu srodowiskach. Zwolennicy stosowania hormonéw w produkc;ji
zwierzecej, w tym producenci zywnosci, ktadg nacisk na duze korzysci ekonomiczne
i dowodza, ze podawanie anabolikéw zwierzgtom w sposéb kontrolowany eliminuje ryzyko
wystegpowania pozostatosci w stezeniach powyzej okreslonego bezpiecznego poziomu.
W wielu krajach np. w USA, Kanadzie, Australii, Nowej Zelandii, Brazylii uzywanie
w produkcji bydta migsnego i mlecznego preparatow hormonainych opartych gtéwnie na
hormonach naturalnych i ich pochodnych jest powszechne. Przeciwnicy stosowania
hormonéw dowodzg, ze istnieje ryzyko dla zdrowia konsumenta wynikajgce z obecnosci
pozostatodci tych zwigzkéw w zywnosci. Miedzynarodowa Agencja Badan nad Rakiem
(IARC) zajmowata sie toksycznoscig hormondéw i w wielu dokumentach potwierdzita, ze
istnieje wystarczajgca liczba dowoddw Swiadczgcych o kancerogennosci syntetycznego
dietylostilbestrolu ( IARC.6,1974, IARC V.21, 1979, IARC S.7, 1987) jak tez naturalnego
17 B- estradiolu u zwierzat i cztowieka. Dlatego tez, dietylostilbestrol i estrogeny zostaty
zaliczone przez |IARC do grupy 1 - zwigzkoéw kancerogennych dla cziowieka (IARC 1979,
1987, 1999), androgenne anaboliki klasyfikowane sg, jako substancje o prawdopodobnej
kancerogennosci dla cztowieka (grupa 2A), natomiast gestageny umieszczone sg w grupie
2B (IARC 1979, 1987) obejmujacej substancie potencjalnie rakotworcze dla cztowieka.
Roéwniez z inicjatywy Komisji Europejskiej podjeto szereg badan dotyczacych toksycznosci
poszczegdlnych hormondéw, a wyniki przedstawione zostaty miedzy innymi w dwoch
raportach Komitetu Naukowego SCVPH (The Scientific Committee on Veterinary Measures
Relating to Public Health) omawiajacych potencjalne ryzyko dla zdrowia konsumenta
wynikajgce z obecnosci pozostatosci hormondéw w miesie i produktach miesnych
pochodzacych od bydta [8, 9]. Rezultaty przeprowadzonych badan daty podstawy do
sformutowania wnioskéw, z ktérych wynika, Zze obecno$¢ hormonéw w zywnosci
pochodzenia zwierzecego moze niekorzystnie wptywaé na zdrowie cztowieka zaréwno przez
inicjowanie mechanizmoéw rakotwérczych jak i zaburzenia pracy uktadu endokrynnego. Dane
ze wspomnianych raportéw jak i pdzniejsze prace [10, 11] wskazuja, ze grupe szczegodlnego
ryzyka stanowig dzieci, poniewaz poziom fizjologiczny hormonéw piciowych jest u nich
bardzo niski, a kazda dodatkowa dawka hormondw dostarczona z pozywieniem, nawet
w bardzo matych ilosciach, moze mie¢ negatywny wptyw na organizm dziecka. Dlatego
biorac pod uwage dobro konsumenta, publiczna uwaga wcigz zwrécona jest na problem

pozostatosci hormonéw w miesie i produktach pochodzenia zwierzecego.
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W krajach Unii Europejskiej uzywanie hormonalnych stymulatorow wzrostu
w produkcji zwierzat rzeznych jest zabronione od 1988 roku [12, 13, 14]. Dopuszcza si¢
jedynie stosowanie niektérych zwigzkéw hormonalnych w celach terapeutycznych
i zootechnicznych. Skutkiem wprowadzonego zakazu jest obowigzek prowadzenia
systematycznej kontroli pozostatosci zwiazkéw anabolicznych w tkankach zwierzat rzeznych
i zywnosci pochodzenia zwierzecego przez kraje UE i kraje eksportujace zywno$c¢ do
Europy.

Od roku 1996 zasady badan kontrolnych ukierunkowane na wykrywanie zagrozen dla
zdrowia cztowieka zostaty okreslone w Dyrektywie Rady 96/23/WE [15]. Zgodnie z nimi
w wykazie substancji wykazujacych dziatanie anaboliczne, ktérych kontrola jest obligatoryjna
sq: stilbeny (A1), tyreostatyki (A2), steroidy (A3) oraz laktony kwasu rezorcylowego w tym
zeranol (A4). W Polsce kazdego roku wykonuje sie badania okoto 7000 prébek biologicznych
pochodzenia zwierzecego w kierunku obecnosci zwigzkéw hormonalnych nalezgcych do
grup A1 - A4. W ostatnich 5 latach w moczu $win i bydta wykrywano obecnos¢ 19-
nortestosteronu, boldenonu oraz tiouracylu (prébki niezgodne), a ich odsetek miescit sie
w granicach 0,08% - 0,17%. Z ostatniego raportu EFSA za 2013 rok [16] wynika, ze spoérdd
zbadanych 102 095 probek w krajach UE w kierunku zwigzkéw z grup A1 - A4 odnotowano
142 prébki niezgodne (0,14%). Najczesciej stwierdzano obecnos¢ tiouracylu (TU)
nalezacego do tyreostatykow (73 probki niezgodne), 19-nortestosteronu, boldenonu,
testosteronu i trenbolonu z grupy steroidéw (35 prébek), oraz laktony kwasu rezorcylowego
(31 probek). Pozostatosci wykrywano gtéwnie u bydta (71% probek niezgodnych) i trzody
(21%), pojedyncze przypadki dotyczyty owiec, koni, drobiu i krolikow. Za gtdowng przyczyne
obecnosci tiouracylu i steroidéw w badanych prébkach uznano ich endogenne pochodzenie,

a nie nielegalne podawanie.

Zakaz stosowania hormonalnych stymulatorow wzrostu oznacza, ze ich pozostatosci
nie mogg byc¢ obecne w probkach biologicznych pochodzenia zwierzecego i z tego powodu
nie wyznaczono dla nich maksymalnych dopuszczalnych pozioméw pozostatosci (MRL).
Minimalny wymagany poziom oznaczania (MRPL- ang. minimum required performance
limit”), okreslony zostat przez Komisje Europejskg jedynie dla octanu medroksyprogesteronu
[17]. Dlatego, w celu ujednolicenia zasad kontroli pozostatosci Unijne Laboratoria
Referencyjne w 2007 roku okreslity tzw. ,stezenia rekomendowane” (ang. recommended
concentration — RC), ktére dla hormonalnych stymulatorach wzrostu mieszcza si¢ w zakresie
od 0,1 ug L do 10 pg L(kg)" [18].

Sytuacja komplikuje sie w odniesieniu do hormonoéw naturalnych oraz posiadajgcych
status pseudo endogennych, poniewaz do chwili obecnej nie ma Scistych kryteriow oceny
wyniku badan. Metoda GC-IRMS (ang. isotope ratio mass spectrometry - IRMS)
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umozliwiajgca odroznienie natury endogennej od egzogenne] estradiolu i testosteronu,
oparta na wyznaczaniu stosunkéw izotopowych wegla *C/"C ma wciaz ograniczony zakres
z powodu zbyt wysokich limitow detekcji i dostgpnosci aparatury.
Innym rozwigzaniem tego problemu jest przeprowadzenie badan epidemiologicznych
i wyznaczenie wartosci progowej (ang. threshold value) dajacej podstawe do kwalifikacji
wyniku z duzym, okreslonym prawdopodobienstwem [19], jednak w przypadku zbyt matej
liczby wynikow niezgodnych (np. boldenon) ten sposob nie jest mozliwy. Rozpoznania czy
hormon ma charakter egzogenny czy jest naturalnego pochodzenia mozna dokonaé¢ na

podstawie znajomosci markeréw metabolitow, ktérych dotychczas poznano tylko kilka [4].

Skuteczna kontrola pozostatosci anabolikow w réznego rodzaju matrycach jest

mozliwa tylko wtedy, gdy w badaniach stosowane sg nowoczesne metody analityczne
spetniajgce aktualne kryteria dotyczace czutosci jak i sposobow detekcji.
Wymagania dla metod stosowanych w badaniach pozostatosci zostaty okreslone w Decyzji
Komisji 2002/657/WE, w ktérej szczegdlny nacisk potozono na kryteria identyfikacji dla
zwigzkéw niedozwolonych [20]. Metody do badan zwigzkdéw anabolicznych musza byc
oparte o techniki chromatograficzne potgczone ze spekirometria mas, ktéra daje obraz
struktury badanych zwigzkéw i umozliwia ich prawidtowg identyfikacje. Ciagly rozwoj
detektoréw spektrometrii mas spowodowat ogromny postep w mozliwosciach analitycznych
aparatéw. Szacuje sie, ze na przestrzeni lat 1997-2004, osiggnieto 1000-krotne obnizenie
limitu detekcji dla metod opartych na chromatografii cieczowej ze spektrometrig mas (LC-
MS) oraz 100-krotne dla techniki chromatografii gazowej ze spektrometrig mas (GC-MS)
[21].

Dla hormonalnych stymulatorow wzrostu nie ma znormalizowanych metod badan,
dlatego poszczegolne kraje i laboratoria moga szybko reagowaé na nowe wyzwania
w dziedzinie analityki uwzgledniajgc swoje potrzeby i mozliwosci. Doskonalenie istniejgcych
i opracowywanie nowych metod analitycznych jest koniecznoscig i cigglym wyzwaniem, nie
tylko ze wzgledu na intensywny postep w technikach analitycznych, ale réwniez z powodu
odkryc i osiagnie¢ w naukach biologicznych, medycznych i weterynaryjnych dotyczacych np.
metabolomiki. Zaleca sie ponadto, aby limity detekcji dla grupy zwigzkéw niedozwolonych
byty jak najnizsze (ALARA, as low as reasonably achievable) [22]. Dlatego w wielu
osrodkach naukowych prowadzacych badania pozostatosci podejmowane sa prace majgce
na celu rozwéj metod analitycznych w oparciu 0 najnowsze osiggniecia, dostepne publikacje
naukowe, zalecenia Wspolnotowych Laboratoriow Referencyjnych oraz wiedze
i doswiadczenie.

W badaniach pozostatosci obok prawidtowo dobranej techniki detekcji, nie mnigj

wazne jest odpowiednie przygotowanie préobki do badan. Analiza ilosciowa hormonéw moze
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by¢ utrudniona przez interferencje pochodzace od endogennych sktadnikéw matrycy, ktére
zwykle sg obecne w prébkach biologicznych w stezeniach znacznie wyzszych niz badany
analit. Dlatego wiasciwy wybdér matrycy i prawidiowo przeprowadzona optymalizacja
przygotowania probki, ktorej podstawa jest dobra znajomos¢ fizyko-chemicznych wtasciwosci

analitéw, jest kluczem do sukcesu w analizie pozostatosci.

Zgodnie z Decyzjg Komisji 2002/657/WE metody stosowane w krajowym programie
kontroli pozostato$ci musza by¢ zwalidowane, czyli poddane procesowi potwierdzenia,
pozwalajacego na uzyskanie obiektywnego dowodu, ze metoda jest odpowiednia do
zatozonego celu. W trakcie walidacji wyznaczane sg parametry takie jak: specyficznosc,
liniowo§¢, poprawno$¢, powtarzalnosé i odtwarzalnos¢, limit decyzyjny (CCa), zdolnos¢
wykrywania (CCp), odpornos¢ oraz niepewnos¢, ktére muszg spetniac okreslone kryteria.
Dla metod stosowanych do celow potwierdzajgcych sprecyzowano dodatkowe wymagania,
takie jak koniecznos¢ uzyskania czterech punktéw identyfikacyjnych (IP), oraz zgodno$c
wzglednej intensywnosci jonow diagnostycznych (ang. ion ratios), w prébce badane;,
z probka odniesienia, z dopuszczalng tolerancja. Metoda powinna tez by¢ zweryfikowana
w badaniach biegtosci lub poréwnaniach miedzylaboratoryjnych, ktére potwierdza, ze wyniki
uzyskiwane przy jej uzyciu sg wiarygodne i porownywalne z wynikami otrzymywanymi przez
inne laboratoria. Jest to warunek konieczny do tego, aby procedura mogta by¢ akredytowana
zgodnie z normg PN-EN ISO/IEC 17025 i wdrozona do badan urzedowych [23].

Stosowane w badaniach pozostatosci hormonéw anabolicznych, metody
chromatografii gazowej z pojedyncza spektrometria mas (GC-MS) spetniajg wymagania
odnos$nie limitébw detekcji, natomiast jak wykazato kilkuletnie doswiadczenie, nie zawsze
spetniaja kryteria potwierdzajace, co znacznie ogranicza ich przydatno$é do tych celéw.
Dlatego muszg by¢ zastapione metodami wyzszej klasy, zgodnymi z aktualnymi
osiggnieciami w zakresie technik detekcji. Zastosowanie tandemowej spektrometrii mas
(MS/MS), umozliwia zwiekszenie czutosci metod analitycznych i utatwia potwierdzanie

obecnosci zwigzkéw niedozwolonych, zgodnie z obowigzujgacymi kryteriami.

Zaktad Farmakologii i Toksykologii PIWet-PIB w Putawach z racji petnienia funkcji
Krajowego Laboratorium Referencyjnego jest odpowiedzialny za opracowywanie nowych,
nowoczesnych metod analitycznych gwarantujgcych wysoki poziom badan prowadzonych
w Polsce. O randze metod przeznaczonych do badan pozostatosci zwigzkoéw anabolicznych
pochodzenia hormonalnego $wiadczy fakt, ze sposréd okoto 30 000 prébek analizowanych
pod katem obecnosci kilkudziesieciu lekdéw weterynaryjnych i zanieczyszczen

$rodowiskowych, ponad 7000 badanych jest w kierunku zwigzkéw anabolicznych.
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Cel pracy

e Rozwdj potwierdzajacych metod analitycznych z zastosowaniem tandemowej
spektrometrii mas do badan pozostatosci zwigzkéw anabolicznych w moczu
i tkankach zwierzat rzeZznych oraz zywnosci pochodzenia zwierzecego;

e Ocena sytuacji epidemiologicznej w zakresie wystepowania tiouracylu w moczu

zwierzat rzeznych w Polsce i okreslenie warto$ci progowej stezenia dla tego zwigzku.

Prezentacja przeprowadzonych badarn i osiagnietych wynikéw wraz z oméwieniem

ich ewentualnego wykorzystania

(H1) Metoda LC-MS/MS do oznaczania androgennych hormonéw steroidowych w moczu

Zwierzat rzeznych

Badania hormonéw anabolicznych prowadzone sg w Polsce od 1990 roku [24].
Poczgtkowo stosowano metody analityczne dostosowane do mozliwosci aparaturowych
zaktadu, czyli kolejno chromatografie cienkowarstwowg, metode immunoenzymatyczng
ELISA, chromatografie cieczowg z detektorem diodowym oraz chromatografie gazowsg
z detektorem wychwytu elektronéw. Po wprowadzeniu Decyzja Rady 2002/657/WE
szczegolnych wymagan dotyczacych metod stosowanych w badaniach zwigzkow
zakazanych, tzn. koniecznos$ci potwierdzer technikami chromatograficznymi sprzezonymi
ze spektrometria mas, w 2003 roku wprowadzono do badan chromatografie gazowg
ze spektrometrig mas, co byto m. innymi przedmiotem mojej pracy doktorskiej.

Mimo, ze metoda ta spetnia wymagania odno$nie wymaganych limitow detekgii,
to nie zawsze sprawdza sig, jako metoda potwierdzajgca. Powodem sg rygorystyczne
kryteria dla metod potwierdzajgcych opartych o technike GC-EI-MS, szczegodinie trudne do
spetnienia dla niskich wartoéci stezen rzedu 1 pg kg'. Dlatego konieczne okazato sie
wprowadzenie do badan metod wyzsze] klasy, zgodnych z aktualnymi osiggnieciami
w zakresie technik detekcji. Zastosowanie tandemowe] spektrometrii mas, umozliwia
zwiekszenie czutosci metod analitycznych i utatwia potwierdzanie obecnosci anabolikéw,
zgodnie z obowigzujgacymi kryteriami znacznie ponizej 1 ug kg™ [22, 25].

Poniewaz w prowadzonych badaniach kontrolnych najczeéciej stwierdzano
androgenne hormony steroidowe - 19-nortestosteron i boldenon, dlatego w pierwszej
kolejnosci podjeto sie opracowania wielosktadnikowe] metody potwierdzajgcej obejmujacej
oznaczanie jedenastu androgenéw w moczu zwierzat rzeznych, a wyniki pracy

przedstawiono w publikacji H1.
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W badaniach wykorzystano chromatografie cieczowg sprzezong z tandemowg
spektrometria mas (LC-MS/MS). Na korzy$¢ wyboru tej techniki przemawiaty trzy fakty,
pierwszy to brak uniwersalnego czynnika do derywatyzacji hormonéw steroidowych
oznaczanych metodg chromatografii gazowej, drugi to problemy zwigzane z rozdziatem
izomerdw niektorych zwigzkéw np. a i B- boldenonu, na standardowych kolumnach
stosowanych w chromatografii gazowej, a ostatni, to nowe mozliwosci analityczne, jakie
oferuje chromatografia cieczowa dzigki postepowi w rozwoju detektoréw i faz stacjonarnych.
W pierwszym etapie ustalono warunki pracy tandemowego spektrometru mas.
Woparciu o dane piSmiennictwa zastosowano pozytywna jonizacje  przez
elektrorozpraszanie (ES| — ang. electrospray ionization), zbieranie danych spektralnych
prowadzono w trybie MRM. Optymalne warunki pracy dla potréjnego kwadrupolowego
spektrometru mas (QgqQ) byly wyznaczone w trakcie dozowania do aparatu roztworow
poszczegolnych analitow i ich deuterowanych standardéw wewnetrznych. Dla kazdego
zwigzku zidentyfikowano jon macierzysty i co najmniej dwa jony fragmentacyjne, konieczne
do potwierdzenia obecnosci analitu zgodnie z Decyzjg 2002/657/WE. W trakcie optymalizacji
parametréw pracy zrodta jondw wyznaczono napiecie kapilary, warto$¢ potencjatu
deklasterujgcego, temperature inatezenia przeptywu gazu rozpylajacego, ostonowego
i kolizyjnego oraz energie kolizji. Poréwnano tez sktady fazy ruchomej w celu uzyskania
najkorzystniejszej jonizacji badanych zwigzkéw. Do rozdziatu chromatograficznego steroidow
zastosowano innowacyjng kolumne wyprodukowang w technologii ,core-shell” o $rednicy
ziaren 2,7 um, umozliwiajacg doskonatg separacje badanych zwigzkéw, w tym epimerow
a- i B-trenbolonu oraz a- i B-boldenonu, uzyskanie symetrycznych pikéw oraz trzykrotne
skrocenie czasu analizy w poréwnaniu z kolumng standardowa o ziarnach 5 pm. Prawidtowy
rozdziat uzyskano z wykorzystaniem fazy ruchomej sktadajacej si¢ z mieszaniny metanolu
z wodg w warunkach elucji izokratycznej w temperaturze 40°. Jest to jedna z pierwszych

prac, w ktorej opisano uzycie tego rodzaju kolumny w badaniach steroidow.

Wiekszo$¢ hormonow wydalanych jest w formie sprzezonej z kwasem glukuronowym
lub siarkowym, dlatego w pierwszej kolejnosci prébka poddawana jest hydrolizie

enzymatycznej w celu przeprowadzenia zwigzku do formy macierzyste;.

Do izolowania hormonow z probek moczu zastosowano ekstrakcje do fazy statej na
kolumienkach C18, ograniczajac zuzycie odczynnikéw organicznych. W badaniach
optymalizacyjnych koncentrowano sie¢ na doborze rozpuszczalnikéw skutecznych
w usuwaniu zwigzkéw interferujacych, pochodzacych w matrycy. Prawidtowe oczyszczanie
ekstraktéw uzyskano po zastosowaniu kolejno ekstrakcji ciecz-ciecz z n-pentanem oraz
kolumienki aminowej, o czym $wiadczy brak pikéw zaktécajacych w prébkach slepych moczu

oraz eliminacja efektu matrycy.
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Opracowana procedura zostata poddana walidacji, w trakcie ktérej dla kazdego
analitu wyznaczono wszystkie wymagane parametry metody. Metoda cechuje sie dobrg
liniowoscig (r* > 0,99), jest specyficzna i doktadna. Odzysk zwigzkéw z probek moczu miesci
sie w przedziale 76% - 118% przy wspoétczynniku zmiennosci w warunkach powtarzalnosci
i odtwarzalnosci mniejszym niz 15% i 25%. Analize ilosciowg przeprowadzano w oparciu
o deuterowane wzorce wewnetrzne, co pozwolito wyeliminowaé zaréwno straty na etapie
przygotowania probki jak i zmiennos¢ efektywnosci jonizacji. Wyznaczone wartosci limitu
decyzyjnego metody, nie przekroczyty 0,2 pg L™ i byty 5-krotnie i 10-krotni nizsze od stezen
rekomendowanych dia tej grupy zwigzkéw. Wiarygodnosé tak niskich wartosci krytycznych
metody sprawdzono wykonujac badania 20 probek fortyfikowanych do stezen CCa
i potwierdzajgc poprawny odzysk i precyzje metody na tym poziomie. Badania odpornosci
metody potwierdzity brak wptywu niewielkich, niezamierzonych zmian czynnikow
zewnetrznych na jej sprawnos$¢ oraz przydatno$¢ do badan prébek moczu pobranych
zaréwno od bydfa jak i swin. Poniewaz opracowana procedura dedykowana jest do celéw
potwierdzajacych, wykazano, ze w catym zakresie badanych stezen dla wszystkich analitow
spetnione sa kryteria potwierdzajace dotyczace zaréwno czasow retencji jak i intensywnosci

jonéw fragmentacyjnych.

Opracowana procedura potwierdzajgca obejmuje 11 zwigzkéw steroidowych zaréwno
syntetycznych i naturalnych, w tym 17p-1-testosteron i 17a-1-testosteron, ktérych sposoby
oznaczania opisano w bardzo nielicznych publikacjach [26]. Metode cechuje czutosg,
selektywno$¢, prostota przygotowania prébek oraz krotki czas analizy. Jest to jedna
z pierwszych procedur, w ktérej zastosowano innowacyjng kolumne Poroshell do rozdziatu

a- i B- epimerdw steroiddw.

Procedura oznaczania androgendéw w moczu zwierzat rzeznych zostata trzykrotnie
pozytywnie zweryfikowana w migdzynarodowych badaniach biegtosci organizowanych przez
EURL ds. hormonalnych promotoréw wzrostu, w RIKILT Wageningen w Holandii (Raporty
2012.501; 2013.501) oraz przez Central Science Laboratory w Wielkiej Brytanii w ramach
programu FAPAS (Raport 02184). Zaréwno wyniki walidacji jak i badan biegtosci potwierdzity
wiarygodnos$é i przydatnos¢ metody do zatozonych celéw. Metoda poddana zostata
procesowi akredytacji i wdrozona do badan w ramach Krajowego programu badan
kontrolnych obecnosci substancji niedozwolonych oraz pozostatosci chemicznych,
biologicznych i produktéw leczniczych u zwierzat i w zywnosci pochodzenia zwierzecego
zarowno w laboratorium PIWet-PIB w Putawach jak i w laboratoriach ZHW uczestniczacych
w tym programie. Rokrocznie w PIWet-PIB przy uzyciu tej procedury badanych jest ponad
100 prébek moczu przystanych w ramach krajowego programu i kilkanascie prébek

wymagajacych potwierdzenia, w ktorych w laboratoriach regionalnych metodami
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skryningowymi wykryto obecno$¢ hormondw. Z zastosowaniem prezentowanej metody
w ciagu 4 lat w 21 probkach moczu potwierdzono obecnosé 17B-nortestosteronu, a w 9
probkach - boldenonu. Na szczego6lng uwage zastuguje fakt stwierdzenia w prébkach moczu
pobranych od $win zaréwno formy a- jak i formy B- boldenonu w formie wolnej

i skoniugowanej, poniewaz dotychczas nie opisano takiego przypadku w literaturze.

Nalezy podkresli¢, ze przedstawiona praca cieszy sie duzym zainteresowaniem i ma

wplyw na rozwoj nauki, o czym swiadczy rosnaca liczba cytowan (7).

(H2) Metoda oznaczania laktonéw kwasu rezorcylowego w moczu zwierzat rzeznych

Kolejnym przedsiewzieciem byto opracowanie metody potwierdzajgcej do oznaczania
laktonéw kwasu rezorcylowego (RALs) w moczu zwierzat rzeznych. Do tej grupy zwigzkow
zalicza sie zeranol - niesteroidowy zwigzek o wiasciwosciach estrogennych wykazujacy
wtasciwosci anaboliczne, jego metabolity taleranol i zearalanon oraz mikotoksyne
zearalenon i jej dwa metabolity a- i B-zearalenol. Pojawiajace sie¢ w pismiennictwie
$wiatowym doniesienia o tym, ze u niektorych gatunkéw zwierzat moze dochodzi¢ do
powstawania endogennego zeranolu i jego gtéwnego metabolitu taleranolu, na skutek
przemian metabolicznych zearalenonu - mikotoksyny produkowanej przez rézne gatunki
Fusarium, a obecnej w paszach, miaty duzy wplyw na prowadzenie kontroli pozostatosci
zeranolu w tkankach zwierzat rzeznych. W $wietle tych informacji do odréznienia czy zeranol
stosowany byt nielegalnie, czy jego obecno$¢ w probce jest wynikiem zanieczyszczenia
paszy mikotoksyna, konieczne jest badanie catej grupy laktonéw i okreslenie ich wzajemnej

zaleznosci.

Poniewaz dotychczas nie dysponowano metodg umozliwiajaca detekcje wszystkich
wymienionych zwigzkow jednoczesnie, zaistniata konieczno$¢ opracowania stosownej
procedury analitycznej z wykorzystaniem tandemowej spektrometrii mas, ktéra powinna tez
spetnia¢ kryteria dla metod potwierdzajgcych.

Badania rozpoczeto od optymalizacji warunkéw pracy tandemowego spektrometru
mas poprzez dozowanie roztworéw wzorcowych poszczegélnych analitbw oraz ich
deuterowanych analogéow (IS) w celu uzyskania dobrej fragmentacji zwigzkéw oraz
zadowalajgcej czutosci. Ustalono takie parametry pracy zZrodita jondéw jak: temperatury
i natezenia przeptywu gazow, napigcia rozpylania oraz potencjatu fragmentacyjnego
i wejsciowego. W analizie MS/MS zastosowano negatywna jonizacje, zbieranie danych
spektralnych prowadzono w trybie MRM. Dla kazdego zwigzku uzyskano co najmniej dwa
jony potomne, spetniajac tym samym kryterium wymagane dla metod potwierdzajacych.
Prawidtowy rozdziat chromatograficzny badanych zwigzkéw uzyskano w odwroconym
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uktadzie faz na kolumnie oktadecylowej C18 (ODS 3, 150 x 2,1 mm, 3 uym), stosujac jako

faze ruchoma metanol z woda.

Poréownano dwie metody oczyszczania probek moczu przed analiza LC-MS.
W pierwszej, ekstrakcje analitbw z moczu prowadzono eterem dietylowym, a nastepnie do
oczyszczania i zageszczania ekstraktu stosowano kolumienki C18 i NH2. W drugiej
metodzie, w celu wyeliminowania zuzycia znacznej ilo$ci rozpuszczalnikéw organicznych
postuzono sig tylko ekstrakcjg do fazy statej na takich samych kolumienkach, koncentrujac
sie na doborze roztworéw do przemywania kolumienek i rozpuszczalnikéw do elucji
badanych zwigzkéw. Czyste ekstrakty i poprawny odzysk analitéw z prébek wzbogaconych
moczu uzyskano dla metody pierwszej, w metodzie drugiej niektérych analitéw nie

stwierdzono na chromatogramach.

Procedura zostata zwalidowana zgodnie z obowigzujacymi regulacjami i spetnia
wszystkie wymagania analityczne okreslone dla metod potwierdzajacych przeznaczonych do
oznaczania zwigzkow zakazanych w probkach biologicznych pochodzenia zwierzecego.
Odzysk analitéw z probek moczu miesci sie w przedziale 76% - 116%. Opracowana metoda
cechuje sie dobrg liniowoscig (r > 0,99) i powtarzalnoscig, wspotczynnik CV nie przekracza
25%. Wyznaczone limity decyzyjne (CCa) dla poszczegodlnych zwigzkéw wynosza od 0,04
ug L' do 0,18 pg L, a zdolno$é oznaczania (CCB) od 0,07 ug L' do 0,31 ug L™ i sg
znacznie nizsze od rekomendowanego przez CRLs stezenia dla laktonéw réwnego 2 pg L™
Nalezy podkresli¢, ze tak niskie wartosci limitéw detekcji laktonéw w prébkach moczu nalezg
do nielicznych prezentowanych w literaturze.

Jednym z elementéw walidacji byto tez badanie efektu matrycy (EM), ktéry bardzo
czesto wystepuje w analizie prébek biologicznych technikg LC-MS/MS. Efekt matrycy
manifestuje sie wzmocnieniem lub obnizeniem sygnatu chromatograficznego analitow na
skutek zmiany skutecznosci jonizacji w zrédle przez endogenne substancje pochodzace
z probki obecne w ekstrakcie koncowym [27]. Poniewaz wyznaczony efekt dla czterech
zwiazkow przekraczat 30%, stezenia laktonéw wyznaczano w oparciu o krzywg kalibracyjng
matrycowa, ktérej zastosowanie jest jednym z sposobéw eliminujacym to niekorzystne
zjawisko.

Opracowana procedura zostata dwukrotnie poddana sprawdzeniu
w miedzynarodowych badaniach biegtosci, ktérych organizatorami byto Progetto Trieste we
Wioszech (Progetto Trieste 2014, 2nd round — Veterinary Drug Residues) oraz EURL RIKILT
w Wageningen (2015, Raport 2015.517 ) z pozytywnym wynikiem, co $wiadczy o jej
wiarygodnosci. Po przejsciu procesu akredytacyjnego metoda zostata wdrozona do

krajowego programu badan kontrolnych pozostatosci.
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W trzech prébkach moczu przystanych do potwierdzenia obecnosci zeranolu
wykrytego metoda skryningowa, suma stezen mikotoksyny i jej metabolitow byta ponad 30-
krotnie wyzsza niz suma stezen zeranolu i jego metabolitéw, co zgodnie z ustalonymi
kryteriami wyraznie wskazuje na naturalne pochodzenie zeranolu, wynikajgce z obecnosci

mikotoksyny.

Zastosowanie opracowanej procedury w badaniach potwierdzajgcych umozliwia
przeprowadzenie prawidtowej interpretacji wyniku iokreslenie, czy obecno$¢ zeranolu

w probce jest wynikiem nielegalnego podawania czy zanieczyszczenia toksyna.

(H3) Opracowanie metody LC-MS/MS oznaczania _stilbenéw i laktondw kwasu

rezorcylowego w_tkance miesniowej zwierzat rzeznych z zastosowaniem techniki

QUEChERS do przygotowania probki

W badaniu zwigzkéw anabolicznych bardzo wazng role odgrywa wiasciwy wybor
matrycy. Z reguly badane sg probki, w ktérych prawdopodobienstwo wystepowania danego
zwiazku jest najwieksze, ale tez brana jest pod uwage tatwosé pobierania prébek, ich
przechowywania czy tez przygotowania [28]. Mimo, ze w probkach miesni obserwuje sie
najnizsze poziomy pozostatosci hormondw, to czesto ta matryca jest materiatlem
badawczym. Wynika to faktu, ze kontrolg pozostatosci hormonéw objety jest rowniez drob,
od ktorego poubojowo pobierane sg miesnie, a takze migso przeznaczone na eksport
i importowane z panstw, gdzie stosowanie niektorych anabolikéw w tuczu zwierzat jest
dozwolone. Jednym z autoryzowanych w USA zwiazkow jest zeranol podawany zwierzgtom
w postaci implantu pod nazwa Ralgro. Dopuszczony, wyznaczony przez JECFA poziom
pozostatosci zeranolu w miesniach bydfa wynosi 2 ug kg”', a w watrobie 10 pg kg” [8],
natomiast zgodnie z przepisami Unii Europejskiej, zeranol nie powinien by¢ obecny

w tkankach zwierzecych.

Dlatego podjeto sie opracowania nowoczesnej metody do oznaczania i potwierdzania
sze$ciu zwigzkéw z grupy laktonéw kwasu rezorcylowego i trzech zwigzkéw z grupy
stilbenéw w tkance miesniowej zwierzat rzeznych z wykorzystaniem chromatografii
cieczowe] sprzezonej z hybrydowym spektrometrem mas taczgcym potrojny quadrupol
z putapkg jonowg (QTRAP). Stilbeny, do ktérych naleza: dietylostilbestrol, dienestrol
i heksestrol to syntetyczne, niesteroidowe estrogeny zakazane w tuczu zwierzat ze wzgledu
na kancerogenne wiasciwosci, ktorych kontrola jest obligatoryjna w krajach UE. Wyniki pracy

zostaty przedstawione w publikacji H3.

Zoptymalizowano warunki detekcji stilbenéw ustalajac parametry napie¢ na

detektorze, przeptywy gazow, temperature, monitorowane przej$cia oraz skiad fazy ruchomej
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zapewniajgcej optymalng czuto$¢ metody. Dla laktondw kwasu rezorcylowego przyjeto
wczesniejsze warunki detekcji przedstawione w pracy H2. W przeciwienstwie do wiekszosci
hormondéw steroidowych, te dwie grupy syntetycznych estrogendéw posiadajagce w swojej
strukturze grupe fenolowg i z tego powodu zblizone wtasciwosci chemiczne, analizowane sg
przy zastosowaniu jonizacji negatywnej. Do rozdzialu chromatograficznego badanych
zwigzkow zastosowano oryginalng kolumne Poroshell, co w poréwnaniu ze stosowang
dotychczas standardowg kolumng ODS3 (H2), znacznie poprawito separacje trudnych do
rozdziatu zwigzkéw a-zearalenonu i zearalanonu posiadajacych te same przejscia

chromatograficzne, oraz dietylostilbestrolu i dienestrolu-d2.

Kierujac sie aktualnymi trendami w przygotowaniu prébek biologicznych do analizy
instrumentalnej, do ekstrakcji analitow z probek miesni zastosowano technike QUEChERS
(Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe), od kilku lat z powodzeniem uzywang
w analizie pestycyddéw, natomiast niewykorzystywana dotychczas w badaniach zwigzkow
anabolicznych. Oryginalna metoda QUEChERS polega na ekstrakcji i podziale w uktadzie
ciecz—-ciecz skfadnikow probki z uzyciem acetonitrylu, a nastepnie oczyszczeniu ekstraktu
z wykorzystaniem metody dyspersyjnej ekstrakcji do fazy stalej (SPE). W trakcie
optymalizacji procedury w pierwszej kolejnosci dokonano wyboru rozpuszczalnika do
ekstrakcji analitéw z prébek miesni w obecnosci siarczanu magnezu ioctanu sodu.
Poréwnano przydatnos¢ acetonitrylu i octanu etylu i na podstawie odzysku badanych
zwigzkoéw oraz czystosci chromatograméw stwierdzono, ze dla catej grupy badanych
analitébw, octan etylu daje lepsze wyniki. Skuteczng separacje fazy organicznej i wodnej
uzyskano przy wirowaniu ekstraktow przy szybkosci 10 000 obr/min, przy mniejszej
szybkosci wirowania duza czes¢ fazy organicznej ulegata wchtonieciu przez pozostate
sktadniki.

Poréwnano skuteczno$é oczyszczania uzyskanego ekstraktu stosujgc przygotowane
we witasnym zakresie zestawy do dyspersyjnej SPE skfadajgce sie z sorbentu C18, ktory
eliminuje niepolarne zanieczyszczenia takie jak ttuszcze oraz siarczanu magnezu wigzacego
obecng w ekstrakcie wode, a takze gotowy zestaw sorbentéw zawierajacy dodatkowo PSA
(primary secondary amine), ktéra pozwala usuwac cukry i kwasy tluszczowe. Komercyjny
zestaw okazat sie¢ skuteczniejszy w usuwaniu zanieczyszczen, ale nie wyeliminowat
catkowicie ttuszczu z ekstraktu, dlatego dodatkowo zastosowano dwukrotne odttuszczanie
n- heksanem. W efekcie uzyskano czyste ekstrakty dla miesni réznych gatunkéw zwierzat.
Swiadcza o tym wyniki badania selektywnosci metody przeprowadzone na prébkach mieéni
pobranych od kurczat, gesi, indykdw, bydta, swin i daniela. Na chromatogramach w zakresie
czasow retencji badanych zwigzkéw, nie stwierdzano pikéw interferujgcych pochodzacych

Z matrycy.
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Walidacje procedury wykonano zgodnie z ogdélnymi wytycznymi Decyzji Komisijii
2002/657/WE. Odzysk zwigzkdéw z prébek tkanki, skorygowany poprzez zastosowanie
deuterowanych standardow wewnetrznych, zawierat sie w przedziale 83% - 115%. Wartosci
rzeczywiste odzysku wynosity okoto 32% dla stilbenéw i od 50% do 70% dla laktonéw kwasu
rezorcylowego, a zaobserwowane roznice sg wynikiem réznej polarnosci zwigzkow.
Opracowana metoda cechuje sie dobra liniowoscia (r > 0,99) i powtarzalnoscia,
wspoétczynnik CV nie przekracza 22%. Wyznaczone limity decyzyjne (CCa) i zdolnoscé
wykrywania (CCp) dla poszczegolnych zwiazkéw sg znacznie nizsze (<0,23 ug kg™; <0,4 ug
kg™") od rekomendowanego stezenia wynoszacego 1 ug kg™'. Opracowana metoda spetnia
obowigzujace kryteria dla metod potwierdzajgcych stosowanych w badaniach zwigzkoéw

zakazanych.

Jest to pierwsza opublikowana metoda, w ktérej do ekstrakcji laktondw kwasu
rezorcylowego z tkanki migsniowej zastosowano technike QUEChERS, ktorej zaletg jest
niewielkie zuzycie odczynnikéw chemicznych, w tym rozpuszczalnikow, co jest zgodne
z koncepcjg ,zielonej chemii” (ang. green chemistry), prostota wykonania i redukcja kosztéw
analizy.

W pracy zaprezentowano tez alternatywny do wymagan Decyzji 2002/657/WE
sposob walidacji metody dla tkanki miesniowej zwierzat rzeznych. Poniewaz kontrola
pozostatosci substancji anabolicznych prowadzona jest u réznych gatunkéw zwierzat,
zgodnie z wymaganiami, dla kazdego gatunku powinna byé przeprowadzona odrebna
walidacja. W przeprowadzonych badaniach walidacyjnych, kazda niezalezna seria badan
wykonana byta na wzbogaconych prébkach tkanki migsniowej pochodzgcych od réznych
gatunkow zwierzagt (drob, bydto, swinie). W oparciu o uzyskane dane przeprowadzono
analize statystyczng z wykorzystaniem testoéw t-Studenta i F- Fishera-Snedecora majaca na
celu sprawdzenie hipotezy, czy wyniki badania probek wykonanych opracowang metodg
zalezg od gatunku zwierzat. Przeprowadzona analiza wykazata, ze gatunkowos$¢ tkanki
miesniowej nie miata istotnego wplywu na wynik analizy ilosciowej, dlatego usredniono
wyniki parametréw walidacyjnych. Przedstawione rozwigzanie pozwala na trzykrotne

zmniejszenie liczby badanych probek w trakcie walidacji metody.

(H4) Opracowanie metody chromatografii cieczowej z tandemowsg spektrometrig mas

do oznaczania tyreostatykéw w moczu i tkance miesSniowej zwierzat rzeznych

Wazng pozycja w krajowym planie kontroli pozostatosci w tkankach zwierzat
rzeznych jest analiza tyreostatykdw. Jest to grupa lekow réznigcych sie budowg chemiczng,

ktorych wspdlng cechg jest blokada syntezy hormondéw tarczycy, co sprzyja miedzy innymi
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procesom tuczu zwierzecia. Dlatego tyreostatyki mogg by¢é stosowane w celach
anabolicznych w tuczu zwierzat rzeznych, a szczegodlnie bydta. Dodatkowy przyrost masy
ciata zwierzat jest rezultatem zatrzymania wody w tkance podskérnej i miesniowej, a takze
w przewodzie pokarmowym [29], co znacznie obniza jakos¢ miesa, a pozostatosci
tyreostatykdw w tkankach jadalnych zwierzat niosg ze sobg ryzyko dla zdrowia
konsumentéw, poniewaz nalezg do zwigzkéw kancerogennych. Dla tych szczegdlnych
powoddw, od poczatku lat osiemdziesigtych obowigzuje zakaz ich stosowania w produkgji
zwierzecej (Dyrektywa Rady 81/602/EEC), a to oznacza zero tolerancji dla pozostatosci.
W wydanym w 2007 roku dokumencie, Europejskie Laboratoria Referencyjne zalecity dla tej
grupy zwiazkow tzw. , stezenie rekomendowane” réwne 10 pg L'(kg™"), co wobec ustalonego

wczesniej MRPL wynoszacego 100 ug L7(kg™) oznaczato dziesieciokrotne obnizenie limitu.

Dlatego kolejnym wyzwaniem bylo opracowania metody oznaczania pigciu zwigzkoéw
tyreostatycznych: tapazolu, tiouracylu, metylotiouracylu, propylotiouracylu i fenylotiouracylu
w moczu i tkance miesniowej zwierzat rzeznych, spetniajgcej nowe wymagania, a wyniki

pracy przedstawiono w publikacji H4.

W trakcie przygotowywania procedury skoncentrowano sie na doborze warunkow
detekcji, sposobach oczyszczania prébek biologicznych, eliminacji efektu matrycy oraz
sprawdzeniu przydatnosci nowej metody do celow potwierdzajacych. Ekstrakcja
tyreostatykdow z matryc biologicznych oraz ich analiza jest duzym wyzwaniem analitycznym.
Pierwsza trudnos¢ to oddzielenie ich od sktadnikéw matrycy, w ktérej wystepujg w roznych
formach  tautomerycznych, nastgpna to  uzyskanie prawidlowego  rozdziatu
chromatograficznego na fazach odwréconych z powodu ich duzej polarnosci i ostatnia -
niewystarczajaca czuto$é spektrometrii mas w analizie tak matych czgsteczek (100-200 u).
Dlatego zgodnie najnowszymi doniesieniami literaturowymi tyreostatyki oznaczano w formie
pochodnych po reakcji z bromkiem 3-jodobenzylu, w celu zwigekszenia masy czgsteczki,
zmiany jej polarnosci, poprawieniu jonizacji i stabilizacji form tautomerycznych [30].

W opracowanej procedurze zastosowano dwa sposoby detekcji, do celow skryningowych
wykorzystano spektrometr mas FINNIGAN LCQ™ DUO (Termo Qest) z analizatorem jonéw
— putapkg jonowa (IT, ang. lon trap), natomiast w metodzie potwierdzajgcej spektrometr mas
APl 4000 z potréjnym kwadrupolem (QqQ, ang. Triple quadrupol). Warunki detekcji
tyreostatykdw na obydwu analizatorach wyznaczano poprzez indywidualne dozowanie na
aparaty roztworéw wzorcow w formie pochodnych. W trakcje strojenia spektrometrow mas
(tuning) stosowano i poréwnano skuteczno$¢ zarowno pozytywnej jak i negatywne jonizaciji
oraz sktad fazy ruchomej. Dla tiouracylu i jego pochodnych dla obydwu sposobéw uzyskano
poprawne wyniki, natomiast dla tapazolu tylko pozytywna jonizacja dawata satysfakcjonujgce

rezultaty. Dlatego, w procedurze zastosowano jonizacje pozytywna, generujgca intensywne
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jony gwarantujgce dobrg czutosé metody, lecz o stabszej specyficznosci, poniewaz
wywodzace sie z gtdwnie z czasteczki jodobenzylu. Jonizacja negatywa, nieprzydatna dla
tapazolu, dawata bardziej specyficzne przejscia, poniewaz jony diagnostyczne pochodzity
z czasteczki tyreostatykow. Najlepsze wyniki w odniesieniu do warunkéw jonizaciji,
intensywnoséci otrzymanych sygnatéw oraz geometrii pikow uzyskano dla fazy ruchomej
sktadajacej sie z acetonitrylu z 0,1% kwasem octowym. Rozdziat chromatograficzny
zwigzkow prowadzono na kolumnie C18 stosujac elucje gradientowg z duzym przyrostem
fazy organiczne;.

Zaproponowano bardzo prostg i szybkg metode przygotowania probek moczu przed
analiza LC-MS/MS sktadajgca sie tylko z dwoch etapéw, reakcji derywatyzacji obecnych
w probce tyreostatykéw i ekstrakcji uzyskanych pochodnych eterem dietylowym.
Przeprowadzone badania wstepne wykazaty, ze zastosowanie ekstrakcji do fazy statej na
kolumienkach krzemionkowych jak i ekstrakcji dyspersyjnej z uzyciem tego samego sorbentu
nie sg skuteczne w eliminacji zanieczyszczen, natomiast znacznie obnizajg intensywnosci
sygnatdow chromatograficznych tyreostatykow, dlatego zostaty wykluczone z etapu
oczyszczania probek.

W celu wyboru optymalnego rozpuszczalnika do ekstrakcji analitow z prébek tkanki
miesniowej, sprawdzono przydatnos¢ réznigcych sie polarnoscig rozpuszczalnikow: eteru
tert-butylowo- metylowego, metanolu, octanu etylu i buforu Robinsona-Brittona.
Najkorzystniejsze okazato sie potaczenie metanolu z buforem, poniewaz oprocz
prawidiowych odzyskow, przy pH 8 tatwo uzyskano denaturacje obecnych w probce biatek,
ktérych obecno$¢ powodowata supresje jonéw i zanizony odzysk dla propylotiouracylu
i fenylotiouracylu. Jest to jedna z pierwszych prac, w ktérej przeprowadzono szczegotowg
analize przyczyn supresji jonéw spowodowang efektem matrycy i sposobu jej eliminacji.
Metoda zostata poddana walidacji zgodnie z obowigzujacymi regulacjami. W pierwszej
kolejnosci badania przeprowadzono na chromatografie cieczowym sprzezonym z putapkg
jonowa. Uzyskano poprawne, zgodne z obowigzujgcymi wymaganiami, wartosci parametrow
walidacyjnych: odzysku, powtarzalnosci i limitow detekgcji. Jednak okoto 15-20% probek nie
spetniato kryteridw dla wzglednych intensywnosci jonéw, wymaganych dla techniki tej
techniki dla metod potwierdzajgcych, dlatego metode przeznaczono do celdw
skryningowych. Konieczne okazato si¢ zastosowanie bardziej selektywnego sposobu
detekgji, aby metoda mogta by¢ uzywana do celéw potwierdzajacych. Detektorem o znacznie
lepszej selektywnosci jest potréjny kwadrupol, dlatego przeprowadzono ponowng walidacje
metody na aparacie APl 4000 wyposazonym w ten analizator. Uzyskano prawidtowe wyniki
zaréwno dla limitow detekcji jak i powtarzalnosci. Limity decyzyjne dla poszczegoinych
analitéw miescity sie w granicach 0, 84 -1,24 ug L dla probek moczu i 0,72-2,16 pg kg™ dla
probek tkanki miesniowej. Ponadto ponad 95% probek badanych w trakcie badan
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walidacyjnych spetniato kryteria potwierdzajgce. Opracowane metody - skryningowa
i potwierdzajaca zostaty pozytywnie zweryfikowane w badaniach biegto$ci zorganizowanych
przez Unijne Laboratorium Referencyjne w RIKILT w Wageningen w 2013 roku (Raport
2013.520) oraz w badaniach przeprowadzonych przez FAPAS w 2012 roku (Raport 02199),
przeszty proces akredytacyjny i zostaty wdrozone do badan kontrolnych pozostatosci
zwigzkow tyreostatycznych prowadzonych w PIWet-PIB w Putawach. W 2011 roku metode
potwierdzajgca wdrozono do szesciu laboratoriéw ZHW i przy jej uzyciu bada sie ponad 600
probek moczu rocznie. Dwukrotne badania miedzylaboratoryjne zorganizowane przez KLR
PIWet-PIB w Putawach, w ktérych wszyscy uczestnicy uzyskali wyniki zadowalajace,
potwierdzity, ze opracowana metoda jest rzetelna i gwarantuje uzyskiwanie wiarygodnych
wynikow. Zastosowanie w rutynowych badaniach kontrolnych zaprezentowanej metody
umozliwito wykrycie, po raz pierwszy w Polsce, naturalnego tiouracylu w prébkach moczu
zwierzat rzeznych.
Wedtug bazy danych WIPIMD journal, opublikowana metoda, od 2011 roku nalezy do
dwudziestu cieszacych sie najwiekszym zainteresowaniem prac metodycznych dotyczacych

tematyki tyreostatykéw i posiada obecnie 12 cytowan.

(H5) Oznaczania tyreostatykow w paszy metodg LC-MS/MS

Zgodnie z wytycznymi Dyrektywy 96/23/WE, w przypadku stwierdzenia wyniku
niezgodnego istnieje konieczno$¢ przeprowadzenia przez Inspekcje Weterynaryjng
dochodzenia wyjasniajacego, w trakcie ktoérego pobierane sg dodatkowe probki do badan.
Na poziomie gospodarstw, oprécz materiatu biologicznego, wskazane jest pobranie probek
wody i paszy. Poniewaz tyreostatyki, w przeciwienstwie do hormonéw steroidowych, sa
aktywne przy podawaniu per os, dysponowanie metoda umozliwiajacg oznaczanie tych
zwigzkéw w paszy bylo warunkiem koniecznym do petnej realizacji krajowego programu
kontroli pozostato$ci. W prezentowanych dotychczas kilku pracach dotyczacych tej matrycy,
uzyskiwano limity detekcji tyreostatykéw rzedu 100 pg kg™ i wyzsze [30,31]

Dlatego podjeto sie opracowania nowoczesnej, czulej, opartej o chromatografie
cieczowq sprzgzong ze spektrometrig mas metody, umozliwiajgcej oznaczanie catej tej grupy
zwigzkéw w probkach paszy. Efekty pracy przedstawiono w publikacji H5. Punktem
wyjsciowym do przygotowania procedury oznaczania tyreostatykow w paszy byta wczesniej
opublikowana metoda przeznaczona dla prébek miesni. Przyjeto wczesniej ustalone warunki
detekcji tyreostatykow, natomiast poprawiono warunki rozdziatu chromatograficznego.
Zastgpienie kolumny Nucleosil® 100-5 C18 AB (125 mm x 2 mm, 5 um) kolumna Poroshell
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120-EC C18 column (150 x 2,1mm, 2,7 ym) bardzo korzystnie wptyneto na ksztatt i symetrie
pikéw tyreostatykow, a w szczegdlnosci tapazolu, ktéry zyskat rowniez na intensywnosci.
W dalszej kolejnosci skoncentrowano sie na sposobie oczyszczania probki. Sprawdzono
skuteczno$é dwoch rozpuszcezalnikéw organicznych o réznej polarnosci (metanol, eter-tert-
butylowo-metylowy) oraz mieszaniny metanol/ Britton-Robinson bufor do ekstrakcji analitow
z préobek matrycy. Najskuteczniejszy okazat sie metanol dajacy odzysk 97%. Poniewaz
probki paszy zawierajg duze ilosci tluszczu i biatka, etap odttuszczania i denaturacji biatek
jest bardzo waznym elementem oczyszczania probki, posiadajacym duzy wplyw na efekt
matrycy. Skuteczne usuniecie tluszczu z ekstraktu metanolowego uzyskano stosujac
trzykrotng ekstrakcje ciecz-ciecz z eterem naftowym. Niezaleznie od rodzaju badanych
prébek paszy, nie zaobserwowano strgcania biatek pod wptywem temperatury w ekstrakcie
metanolowym, dlatego pominieto etap odbiatczania. Mimo czystych ekstraktéw i braku
interferencji na chromatogramach prébek $lepych matrycy, stwierdzono znaczne
wzmochienie sygnatu tapazolu (EM, 70%), a obnizenie sygnatu fenylotiouracylu (EM, -59%).
Dlatego analize ilosciowg zwigzkow tyreostatycznych prowadzono w oparciu o krzywg
kalibracyjng matrycowa, ktorej zastosowanie jest jednym ze sposobéw eliminowania efektu
matrycy.

Opracowana procedura charakteryzuje sie wysoka czutoscig, poprawng liniowoscig
i precyzja, a odzyski tyreostatykéw sa zgodne z obowigzujgcymi wymaganiami dla
poszczegolnych zakresow stezen. Wyznaczone z krzywych kalibracyjnych wartosci limitow
detekcji sa 50-krotnie nizsze od prezentowanych w literaturze i nie przekraczajg wartosci 10
ug kg”'. Niepewno$¢ oszacowana dla stezenia 10 pg kg™ miesci si¢ w zakresie 28 - 36%.
Opracowana metoda stosowna jest z powodzeniem w badaniach paszy prowadzonych
w PIWet-PIB w Putawach, ktéry jest jedynym w kraju o$rodkiem wykonujacym tego rodzaju

oznaczenia.

(H6) Opracowanie i zastosowanie metody LC-MS/MS do wykrywania naturalnego tiouracylu

w probkach mleka

Dyrektywa 96/23/EW nie nakiada obowiazku badan tyreostatykéw w prébkach mleka.
Jednak fakt stwierdzania obecnosci tiouracylu w moczu bydta byt powodem podjecia badan,
ktorych celem byto sprawdzenie, czy ten kancerogenny zwigzek nie wystgpuje naturalnie
w innych matrycach biologicznych, np. w mieku, ktére jest podstawowym surowcem do

produkcji zywnosci przeznaczonej dla niemowlat i dzieci.

Dlatego powzieto decyzje o opracowaniu czulej i prostej metody oznaczania pigciu

tyreostatykow w probkach mleka surowego i mleka w proszku. Dodatkowym argumentem by
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podjg¢ takie zadanie byt wzrost zainteresowania badaniami mleka i produktow mlecznych
w tym kierunku, szczegélnie przez importeréw, a kolejnym, bardzo nieliczne doniesienia
literaturowe dla tej matrycy [32, 33].

Opracowang procedure oraz wyniki badan probek mleka z jej zastosowaniem

przedstawiono w publikacji H6. Korzystajac z wczesniejszych doswiadczen w analityce
tyreostatykow, przyjeto warunki detekcji i rozdziatu chromatograficznego zaprezentowane
w publikacji H4 i H5, po wprowadzeniu niezbednych modyfikacji poprawiajgcych miedzy
innymi rozdziat chromatograficzny analitow.
Tyreostatyki z mleka ekstrahowano metanolem, mieszanine poddawano dziataniu
temperatury, a nastepnie odwirowano uzyskujac bardzo czysty ekstrakt i catkowite usuniecie
biatek, ktorych obecno$¢ mogta powodowac wystgpienia efektu matrycy. Kolejnym etapem
byto pozbawienie prébek ttuszczu, co uzyskano stosujgc dwukrotng ekstrakcje z eterem
naftowym. Nastepnie tyreostatyki przeprowadzono w pochodne poddajac je reakgcji
z bromkiem jodobenzylu. W pracy szczegélny nacisk potozono na poprawe powtarzalno$ci
dla tapazolu. Przeprowadzone badania wykazaty, ze pH mieszaniny derywatyzacyjnej przed
ekstrakcja pochodnych eterem dietylowym ma ogromny wplyw na wydajno$¢ ekstrakcji
tapazolu; niewielkie zmiany pH powodowaly znaczne roznice w intensywnosci sygnatu
chromatograficznego, co skutkowato brakiem powtarzalnoséci oznaczanych stezen.
Optymalng dla wszystkich badanych zwigzkéw wartos¢ pH ustalono na 4,5, uzyskujac dla
tapazolu znaczng poprawe odzysku i przede wszystkim powtarzalnosci, co bylo gtéwnym
mankamentem prezentowanych dotychczas w literaturze metod opartych na oznaczaniu
tyreostatykow w formie pochodnych.

W pracy duzo uwagi poswiecono tez badaniom efektu matrycy i sposobom jego
eliminacji. Dla probek mleka surowego nie zaobserwowano wystepowania tego
niekorzystnego zjawiska, natomiast dla prébek mleka w proszku stwierdzono znaczne
wzmocnienie sygnatu dla tapazolu ifenylotiouracylu oraz nieznaczne obnizenie dia
propylotiouracylu. Préby redukcji efektu matrycy poprzez modyfikacje sktadu fazy ruchomej
oraz opisywane w literaturze kolejne rozcienczenia koricowego ekstraktu probki [34] nie
przyniosty sukcesu. Rowniez zastosowanie, wobec braku dostepnosci znaczonych
izotopowo standardéw wewnetrznych tyreostatykéw, jednego standardu wewnetrznego —
dimetylotiouracylu, dla wszystkich badanych analitow, nie byto skuteczne, dlatego
zdecydowano, ze analiza ilosciowa tyreostatykéw w probkach mleka w proszku powinna by¢
prowadzona w oparciu o krzywg kalibracyjng matrycowa.

Dla obydwu matryc przeprowadzono odrebne badania walidacyjne obejmujace
analize okoto 200 probek. Dla wszystkich badanych zwigzkéw uzyskano poprawne wartosci
odzysku mieszczace si¢ w przedziale od 90 do 110%. Opracowana metoda cechuje sie

dobrg liniowoscig (r > 0,99) i powtarzalnoscig, wspoétczynnik C.V. nie przekracza 30%.
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Wyznaczone limity decyzyjne metody mieszczg sie w zakresie od 0,63 ug L'(kg™) do 2,25
ug L (kg™), a zdolnosé oznaczania od 0,99 pg L (kg”) do 3,84 ug L™ (kg™). Dla wszystkich
analitow spetnione zostaty tez kryteria wymagane dla metod potwierdzajacych tzn. zgodnos¢

czasow retencji i wzglednych intensywnos$ci jonow.

Stosujgc przygotowang metode wykonano badania probek mleka pobranych
w gospodarstwie, w ktorym wczesniej w prébkach moczu bydta stwierdzono tiouracyl
w stezeniach przekraczajacych 10 pg L™, prébek dostarczonych do laboratorium z powodu
wymagan importowych oraz w mleku dostepnym komercyjnie. Zbadano 19 probek mleka
surowego i w 5 potwierdzono obecnos$¢ tiouracylu powyzej limitu decyzyjnego metody,
a najwyzsze oznaczone stezenie wyniosto 4,2 ug L. Trzy probki mleka zawierajace tiouracyl
pochodzity z wyzej wymienionego gospodarstwa, w ktérym jak wykazato postepowanie
wyjasniajace nie podawano zwierzetom preparatow z tyreostatykami, ale stosowano pasze
zawierajgcg okoto 40% $ruty rzepakowej, podczas gdy maksymalna dopuszczalna
zawarto$é to 30%. Dlatego uznano, ze wykryty tiouracyl ma nature endogenna, a jego
obecno$é w probkach mleka wynika prawdopodobnie ze stosowania u zwierzat diety bogatej
w $rute rzepakowa. Z piémiennictwa wynika, ze tiouracyl moze wystgpowac endogennie
u niektorych gatunkéw zwierzat, miedzy innymi w nastepstwie stosowania w ich diecie roélin
krzyzowych, do ktérych nalezy rzepak [35].

Zbadano tez 15 probek mleka w proszku i w 8 wykryto tiouracyl o stezeniach od
1,1 ug kg do 3,2 pg kg'. Obecnie nie ma okreslonych maksymalnych dopuszczalnych
stezen tyreostatykow w mieku, poniewaz sa to zwigzki niedozwolone w produkcji zwierzece;).
W przesztoéci stosowano je w tuczu zwierzat rzeznych, ale podawanie tych zwigzkow
krowom mlecznym jest catkowicie nieuzasdnione Wystepowanie tiouracylu w probkach
mleka, nawet w bardzo niskich stezeniach, jest zjawiskiem bardzo niekorzystnym, poniewaz
jest to zwigzek toksyczny, a ponadto oddziatywuje na funkcjonowanie gruczotu tarczowego.
Biorac pod uwage ochrone zdrowia cztowieka, a w szczegolnosci dobro dzieci, badaniami

kontrolnymi w kierunku tyreostatykdw powinno by¢ objete takze mileko.

Nalezy podkreslic, ze jest to pierwsze prezentowane w literaturze doniesienie
o wystepowaniu naturalnego tiouracylu w mleku. PIWEt-PIB jest jedynym osrodkiem w kraju

wykonujgcym badania tyreostatykéw w mleku.
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(H7) Ocena sytuacji epidemiologicznej w zakresie wystepowania naturalnego tiouracylu

w moczu zwierzat rzeznych w Polsce i okreslenie wartoéci progowej stezenia
dla tego zwigzku

Woprowadzenie do rutynowych badan kontrolnych tyreostatykéw bardzo czutej metody

(50-krotne obnizenie limitbw detekcji) spowodowato, ze w 2008 roku, po raz pierwszy
w Polsce, w prébce moczu pobranej od bydta stwierdzono obecno$é tiouracylu. W kolejnych
latach w 16 prébkach moczu pobranych zaréwno od bydta, jak i od trzody potwierdzono
obecno$é tego zwigzku powyzej stezenia rekomendowanego - 10 pg L. Réwniez w innych
krajach europejskich od kilku lat wykrywa sie tiouracyl w moczu zwierzat rzeznych i wedtug
raportu EFSA z 2013 roku [16] jest to najczesciej stwierdzany zwigzek z grupy A.
Wystepowanie tiouracylu w probkach moczu moze byé wynikiem nielegalnego podawania
tyreostatykow zwierzetom w celach anabolicznych lub tez skarmiania zwierzgt pasza
zawierajgcg rosliny krzyzowe, do ktérych nalezy stosowany powszechnie w Polsce rzepak.
Jak wynika z piSmiennictwa, tiouracyl moze wystepowac endogennie u niektérych gatunkow
zwierzat, miedzy innymi w nastepstwie stosowania w ich diecie roslin kapustowatych
(Brassicaceae) [35]. Przeprowadzane przez Inspekcje Weterynaryjng postepowania
wyjasniajace nie daty podstawy do stwierdzenia, ze tiouracyl byt podawany zwierzetom, stad
wniosek, ze jego natura byta endogenna. Mechanizm powstawania tiouracylu w organizmach
zwierzat nie jest wcigz w petni wyjasniony, badania nad jego doktadnym ustaleniem oraz
poszukiwanie markerow tego zwigzku prowadzone sa w wielu europejskich osrodkach
naukowych i réwniez w PIWet-PIB w Putawach. W chwili obecnej nie ma mozliwosci

odrdznienia endogennej od egzogennej natury tego zwigzku.

Dlatego waznym zadaniem byto przeprowadzenie badan epidemiologicznych w celu
okreslenia naturalnego poziomu tiouracylu u zwierzat rzeznych w Polsce oraz wyznaczenie
wartosci progowej stezenia (tzw. ,treshold values”), powyzej ktérej z okreslonym
prawdopodobienstwem mozna stwierdzié¢, ze obecno$¢ tiouracylu w prébcee jest pochodzenia

endogennego, a nie rezultatem nielegalnego stosowania anaboliku.

W pracy H7 przedstawiono wyniki badan dotyczace wystepowania naturalnego
tiouracylu w prébkach moczu bydta i trzody pobranych w Polsce od czerwca 2010 roku do
lipca 2011 roku, w ramach krajowego programu kontroli pozostatosci. Na zbadanych 537
probek moczu, obecnosé tiouracylu powyzej limitu decyzyjnego metody CCa (0,91 pg L™)
stwierdzono w 77, co stanowito 14,3% analizowanych probek; w oSmiu probkach (1,5%)
stezenie tiouracylu przekroczylo wartosé 10 pg L (RC). Tiouracyl byt obecny zaréwno
w moczu pobranym od $win (40 prébek) jak i od bydta (36 prébek). Srednie stezenie tego
zwigzku w moczu bydta wyniosto 0, 74 ug L, w moczu $win byto prawie dwukrotnie nizsze

24



Zatgcznik nr 2 do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego w dziedzinie nauk weterynaryjnych
Autoreferat
(0,43 pg L), co moze sie wigza¢ z nizsza zawartoscig roslin krzyzowych w diecie tego
gatunku zwierzat.
Naturalny rozktad uzyskanych stezen tiouracylu umozliwit okreslenie 95 i 99 percentyla.
Badania wykazaly, ze 95% i 99% probek pobranych od bydta posiada stezenia nizsze niz
4,50 i 14,85 ug L', natomiast dla moczu trzody nie przekracza wartosci 2,35 i 6,80 pg L™
Wyznaczone w ten sposdb wartosci progowe dla bydta sg bardzo zblizone do
proponowanych przez francuskich naukowcow (6,2 i 12,1 pg L), ktérzy przeprowadzili
badania na wiekszej populacji zwierzat i $wiadczg, ze pochodzenie zwierzat i rodzaj paszy
nie ma wiekszego wplywu na poziom tego zwigzku w prébkach moczu. Wyznaczone
wartoéci progowe w prowadzonych przeze mnie badaniach jak i doniesienia Francuzow
wyraznie wskazaly na koniecznos¢ zmiany proponowanego dotychczas stezenia
rekomendowanego wynoszacego 10 pg L’. Przedstawiona praca jest druga w $wiecie,
a pierwszg w Polsce opisujacg wystepowanie naturalnego tiouracylu w moczu zwierzat
rzeznych. Opublikowane wyniki badan zostaty docenione przez naukowcéw z innych krajow,
dlatego zaproponowano nam udziat w prowadzonych w Belgii badaniach nad wyznaczeniem
nowej wartosci progowej, w oparciu o wyniki z szesciu krajow europejskich. Udziat Polski
w tym projekcie byt znaczacy, szczegodlnie w odniesieniu do prébek pobranych od trzody.
Wyniki tych badan zostaty przedstawione w publikacji, ktorej jestem wspotautorem [36], a
wyznaczone na duzej populacji zwierzat wartosci graniczne zblizone do zaprezentowanych
w mojej pracy. W oparciu o nowe dane dotyczace naturalnych poziomow stezen tiouracylu w
moczu zwierzat rzeznych, Europejskie Laboratorium Referencyjne w RIKILT Wageningen
zaproponowato dla tiouracylu nowg wartos¢ stezenia rekomendowanego wynoszacqy
30 ug L7 [4].

Osiagniecia

e Opracowano sze$¢ nowoczesnych metod analitycznych, z wykorzystaniem
chromatografii cieczowej z tandemowa spektrometria mas, pozwalajgcych oznaczyc
i potwierdzi¢ w probkach biologicznych pochodzenia zwierzecego 1 paszy,

dwadziescia pie¢ zwigzkéw wykazujacych dziatanie anaboliczne.

Metody spetniajg miedzynarodowe standardy analityczne wymagane dla substancji
niedozwolonych i obejmujg cztery grupy zwigzkéw anabolicznych, ktoérych kontrola jest
obligatoryjna zgodnie z obowigzujacymi w UE aktami prawnymi.

Opracowane metody wypetnity istniejaca w kraju luke w analityce pozostatosci

anabolikbw w tkankach zwierzecych, znacznie poszerzyly mozliwosci analityczne
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laboratorium i przyczynily sie do zwiekszenia zakresu prowadzonych badan

naukowych dotyczacych wystepowania hormonéw pseudo endogennych.

Wszystkie metody zostaty wdrozone do Krajowego programu badan kontrolnych
obecnosci substancji niedozwolonych oraz pozostatosci chemicznych, biologicznych
i produktéw leczniczych u zwierzgt i w zywnos$ci pochodzenia zwierzecego oraz

badan diagnostycznych, gwarantujac wysoki poziom prowadzonych badan.

Przy ich uzyciu po raz pierwszy w Polsce potwierdzono w moczu zwierzat rzeznych
obecnos¢ hormonéw steroidowych - 19-nortestosteronu, 17a- i 17@-boldenonu oraz

tiouracylu z grupy tyreostatykow.

W prébkach mleka surowego i mleka w proszku stwierdzono (po raz pierwszy
w $wiecie) obecnos¢ endogennego tiouracylu. Mleko, ktérego kontrola w kierunku
tyreostatykow nie jest obligatoryjna moze by¢ wiec zrédiem kancerogennego zwigzku

wprowadzanego do tancucha pokarmowego (H1-H6).

Na podstawie przeprowadzonych badan epidemiologicznych okreslono po raz
pierwszy w Polsce poziom naturalnego tiouracylu wystepujacego w moczu zwierzat
rzeznych i wyznaczono warto$¢ progowa stezenia tego zwigzku. Przeprowadzone
badania przyczynity sie do nowelizacji obowigzujgcych dotychczas w Europie

kryteriow dotyczacych wartosci progowych tiouracylu w moczu bydta i trzody (H7).
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5. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych.

5 a) Pozostatle osiagnigcia naukowo badawcze przed uzyskaniem stopnia doktora

nauk weterynaryjnych

Prace w Panstwowym Instytucie Weterynaryjnym podjetam w 1986, w Zaktadzie

Higieny Zywnosci Pochodzenia Zwierzecego (ZHZPZ). Od poczatku, zajmowatam sie

problemem pozostatosci hormonéw anabolicznych w zywnosci pochodzenia zwierzecego.
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Poniewaz w 1988 roku w krajach Europejskiej Wspoélnoty Gospodarczej wprowadzono zakaz
stosowania anabolikow w tuczu zwierzat rzeznych, panstwa eksportujace zywnos¢ do tych
krajéw zobowigzane byly do prowadzenia badan kontrolnych. Dlatego w pierwszym okresie
gtbwnym celem mojej pracy byt rozwoj metod analitycznych umozliwiajacych prowadzenie
takich badan. Biorgc pod uwage mozliwosci aparaturowe zaktadu i ciggly postep
w technikach detekcji, na przestrzeni kolejnych lat przygotowane zostaty metody oznaczania
hormonéw w moczu i tkance miesniowej zwierzat rzeznych oparte o chromatografie
cienkowarstwowg, dwukierunkowg wysokosprawng chromatografie cienkowarstwowa,
metode immunoenzymatyczng ELISA, chromatografie cieczowg z detektorem diodowym
oraz chromatografie gazowg z detektorem wychwytu elektronéw. Nalezy dodaé, ze w juz
w1994 roku zastosowatam do oczyszczania probek biologicznych ekstrakcje do fazy statej
na kolumienkach C18, ktéra to technika do chwili obecnej jest najczesciej stosowana na
etapie przygotowania prébek do analizy instrumentalnej. Wiekszos¢ opracowanych metod
zostata wydana w formie instrukcji metodycznych, przekazana laboratoriom ZHW i wdrozona
do badan. Oprécz realizacji prac metodycznych prowadzitam badania dotyczace wptywu
zabiegow termicznych na poziom hormonoéw w produktach pochodzenia zwierzgecego.

Drugi wazny kierunek mojej aktywnosci to badania pozostatosci tyreostatykow

u zwierzat rzeznych w Polsce. Angazowana tez bytam do rozwigzywania biezgcych
problemoéw analitycznych, przygotowatam miedzy innymi metode oznaczania gatunkowosci
zelatyny, ktérej badania zalecono w kraju po doniesieniach o wystepowaniu BSE u bydta.
Po wprowadzeniu Decyzja Rady 2002/657/EW szczegolnych wymagan dotyczacych metod
stosowanych w badaniach zwigzkéw zakazanych, tzn. konieczno$ci potwierdzen technikami
chromatograficznymi sprzezonymi ze spektrometria mas, w 2003 roku przystgpitam
do wdrazania do badan hormonéw w Polsce metod opartych o technike chromatografii
gazowej sprzezonej ze spektrometrig mas, co byto miedzy innymi przedmiotem mojej pracy
doktorskiej. W trakcie opracowywania procedur szczegoéiny nacisk potozono na dobdr
metody przeprowadzania hormonéw w lotne pochodne, poniewaz tylko w takiej postaci moga
by¢ analizowane metodg GC-MS. Duzym sukcesem bylo zastosowanie skutecznej,
dwuetapowej metody derywatyzacji trenbolonu z MSTFA i jodem, jako katalizatorem,
poniewaz jest on jest zwigzkiem niezwykle trudnym do analizy metodg chromatografii
gazowe;j.

Efektem pracy bylo opracowanie czterech wielosktadnikowych, procedur
analitycznych obejmujacych wszystkie anality, ktorych badania byly wymagane zgodnie z
Dyrektywg 96/23/WE. Do chwili obecnej procedury te stosowane sa do celéw skryningowych
w PIWet- PIB i laboratoriach regionalnych ZHW.
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Wyniki prowadzonych w tym okresie badan przedstawiono w miedzy innymi

w nastepujacych publikacjach:

Wozniak B.: Kontrola pozostatosci tyreostatykow w tkankach zwierzat rzeznych. Gosp.
Migsna, 1994, 11, 28.

Wozniak B., Wojtort B.: Immunoenzymatic method for progesterone detection in bovine
urine, muscles and serum by means of a commercial EIA test used in human medicine.
Bull Vet Inst Pulawy, 1995, 39, 139-144.

Wozniak B., Wojton B.: Detection of the anabolic hormone residues in the urine and
muscles of food-producing animals by HPTLC with application of extraction into a solid
phase. Bull Vet Inst Pulawy, 1996, 40, 55-59.

Wozniak B.: Effect of freezing on anabolic hormone residues in bovine and poultry meat
samples. Bull Vet Inst Pulawy, 1998, 42, 173-176.

Wozniak B.: Effect of heating on anabolic hormone residues in meat. Bull Vet Inst
Pulawy, 1999, 43, 227-230.

Wozniak B.: Okreslanie gatunkowosci zelatyny metoda ELISA. Rocz. Nauk. Zoot., Supl!.
2000, 425-429.

Wozniak B., Matraszek-Zuchowska |., Zmudzki J., Determination of 17p-oestradiol and
testosterone in bovine serum with gas chromatography-mass spectrometry, Bull Vet Inst
Puflawy, 2011, 55, 755-759.

Wozniak B., Matraszek-Zuchowska |., Semeniuk S., Ktopot A, Zmudzk J.: ,Screening
and confirmatory GC-MS methods for the detection of trenbolone in bovine urine”. Bull
Vet Inst Pulawy, 2013, 57, 559-566.

oraz monografiach:

Wozniak.B.. Oznaczanie hormonéw naturalnych w surowicy bydlecej metodg ELISA.
Monografia PIWet-PIB, 2003.

- Wozniak B., Matraszek |.: Opracowanie metod oznaczania hormonéw w paszy.
Monografia PIWet. Putawy 2005, 123-134.

Wozniak B., Matraszek-Zuchowska |., Zmudzki J., Oznaczanie hormonéw anabolicznych
w paszy metodg chromatografii gazowej ze spektrometria mas. Pasze Przemystowe,
Wyd. Instytutu Zootechniki — PIB w Krakowie, Krajowe Laboratorium Pasz w Lublinie,
2010, 74-77.

Wozniak B., Matraszek-Zuchowska |, Ktopot A., Zmudzki J.: Oznaczanie hormondéw
steroidowych w tkance miesniowej zwierzat rzeznych metoda chromatografii gazowej ze
spektrometrig mas. Monografia ,Farmakologiczne i toksykologiczne aspekty dziatania
ksenobiotykéw”. Wydawnictwo UWM, Olsztyn 2010, 29-34.
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5 b) Osiagniecia naukowo badawcze po uzyskaniu stopnia doktora nauk

weterynaryjnych

W 2007 roku zespdt badania pozostatosci zwiazkéw anabolicznych zostat
przeniesiony z Zaktadu Higieny Zywnosci Pochodzenia Zwierzecego do Zaktadu
Farmakologii i Toksykologii PIWet-PIB, dlatego stopien doktora nauk weterynaryjnych
uzyskatam bedac pracownikiem tego zaktadu. Mimo zmiany miejsca pracy nie zmienit sig

profil moich zainteresowan naukowych, ulegt natomiast poszerzeniu.

Biotesty w ocenie aktywnosci hormonalnej prébek biologicznych

W zwigzku z wprowadzeniem w krajach UE zakazu stosowania hormonalnych
zwigzkéw do stymulacji wzrostu zwierzat rzeznych, zaistniata potrzeba stworzenia
skutecznych systeméw wykrywania tych zwigzkéw. Dlatego opracowano wiele metod
analitycznych przeznaczonych do oznaczania hormonéw w réznych matrycach. Wadg
wiekszosci prezentowanych metod skryningowych jest ograniczony zakres badanych
zwigzkow, niezaleznie czy sg to metody immunologiczne czy chromatograficzne.

Poniewaz liczba stymulatoréw wzrostu, ktére moga byé wykorzystywane w tuczu zwierzat
ciagle rosnie i obejmuje zaréwno naturalne, jaki syntetyczne pochodne hormonow
steroidowych, opracowanie metod wielokierunkowych, umozliwiajgcych analize wielu
analitow, z réznych klas zwigzkéw réwnoczesnie jest obecnie waznym wyzwaniem dla
analitykow. Alternatywg dla metod instrumentalnych sg szybkie skryningowe testy
biologiczne, oparte na oznaczaniu nie poszczegolnych zwigzkéw, a catkowitej aktywnosci
hormonalnej probki. Do takich testow nalezy opracowany w RIKILT w Holandii test aktywac;ji
transkrypcyjnej receptora estrogenowego (REA) i androgenowego (RAA), opartego na
drozdzach (Saccharomyces cerevisiae) transformowanych genem biatka zielonej
fluorescencji (Green Fluorescent Protein, GFP). W obecnosci agonistéw receptorow
estrogenowych (ERa, ERPB) lub androgenowego (AR) w transformowanych komorkach
drozdzy dochodzi do ekspresji genu reporterowego kodujacego GFP. Na podstawie pomiaru
fluorescencji prébki mozna stwierdzi¢, czy sa w niej obecne zwiazki wykazujace wtasciwosci
estrogenne lub androgenne.

Oprécz testow in vitro, znane sa roéwniez testy in vivo, ktére umozliwiajg wykrywanie
substancji o dziataniu estrogennym (test uterotropowy) oraz androgennym i/lub

antyandrogennym (test Hershbergera).

W ramach projektu badawczego Narodowego Centrum Nauki (N308 267238)
uczestniczytam w badaniach, ktérych celem byta ocena przydatno$ci wymienionych

biotestébw do badan prébek biologicznych pochodzenia zwierzecego oraz pasz. Badania
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in vivo prowadzone byly na samicach i samcach chomika ziocistego, (Mesocricetus

aureatus).

Badania wykazaty, ze obydwa testy, zaréwno REA jak i RAA sg specyficzne, lecz ich
przydatno$¢ do badan kontrolnych pozostatosci zwigzkéw hormonalnych w moczu zwierzat
rzeznych jest ograniczona. Mimo, ze test REA jest bardzo czuty i umozliwia wykrywanie
aktywnosci estrogennej w moczu odpowiadajaca 0,07 pg EEQ L7 (w przeliczeniu na 17B-
estradiol), to moze by¢ stosowanych jedynie w badaniach prébek pobranych od bardzo
miodych zwierzat, poniewaz u starszych poziom endogenny estrogendw przekracza czuto$c
testu, co oznacza, ze uzyskane wyniki bytyby niezgodne i probki nalezatoby podda¢ analizie
metodami potwierdzajagcymi. Natomiast test RAA nie jest wystarczajgco czuly do badan

zwigzkoéw androgennych w moczu.

Wstepne badania optymalizacyjne testéw in vivo wykazaly brak wrazliwosci
chomikow na modelowy estrogen 17a etynyloestradiol (EE2). Przyczyng byta duza
zawartosc fitoestrogendéw w paszy przeznaczonej dla gryzoni, co potwierdzono metodami
instrumentalnymi. Dlatego test REA zastosowano do oznaczania aktywnosci hormonainej
probek paszy. Badania walidacyjne wykazaly, ze test REA umozliwia wykrywanie aktywnosci

estrogennej paszy odpowiadajacej stezeniu 17B- estradiolu réwnemu 2 ug kg™

Sposréd przebadanych 24 probek paszy przeznaczonej dla zwierzat laboratoryjnych,
towarzyszacych oraz rzeznych, wysokg aktywnos$é estrogenng stwierdzono w probkach
paszy przeznaczonej dla gryzoni i w jednej probce paszy przeznaczonej dla psow,
w pozostatych nie potwierdzono aktywnosci hormonalnej. Otrzymane wyniki wskazujg na
koniecznosc badania paszy przeznaczonej dla zwierzgt laboratoryjnych w celu wykluczenia

nieprawidtowych wynikéw doswiadczen.

Wyniki prowadzonych badan przedstawiono w publikacjach:

Wozniak B., Minta M., Stypula-Trebas S., Radko L., Zmudzki J.: ,Evaluation of estrogenic
activity in animal diets using in vitro assay”. Toxicology in Vitro, 2014, 28, 70-75.

Minta M., Radko L., Stypula-Trebas S., Wozniak B., Zmudzki J.: ,Influence of dietary soy
isoflavones on immature hamster uterotrophic and Hershberger assays”. Bull Vet Inst
Pulawy, 2013, 57, 579-585.

oraz doniesieniach:

Wozniak B., Styputa-Trebas S., Minta M., Radko L., Zmudzki J., In-House validation of yeast
estrogen bioassay for the determination of estrogenic activity in feed, 136, European Society
of Toxicology in Vitro 2012 International Conference (ESTIV2012), Lizbona, Portugalia,
2012.10.16-19
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Minta M., Styputa-Trebas S., Wozniak B., Radko L., Zmudzki J., Evaluation of estrogenic
activity in animal diets using in vitro assay, 146, European Society of Toxicology in Vitro
2012 International Conference (ESTIV2012), Lizbona, Portugalia, 2012.10.16-19.

Minta M., Styputa-Trebas S., Radko L., Wozniak B.,_Zmudzki J.: Biotesty w ocenie
aktywnosci estrogennej zywnosci i pasz. Cziowiek, Zywnosé, Srodowisko. Problemy
wspotczesnej Toksykologii. Konferencja PTTOKS, Olsztyn 2014, str.180.

Badania naturalnych i syntetycznych estrogenéw w probkach srodowiskowych

W ostatnich latach coraz wigkszg uwage poswieca sie problemom zanieczyszczania
$rodowiska zwigzkami zaburzajgcymi funkcje endokrynne tzw.“endocrine disruptors” (EDC).
Istniejg doniesienia o negatywnych skutkach obecnosci EDC w $rodowisku wodnym, takich
jak feminizacja ryb, czy efekty toksykologiczne dla dzikich zwierzat. Naturalne i syntetyczne
hormony steroidowe z grupy estrogendéw uznawane sg za jedne z wazniejszych czynnikow
endokrynnych, ktérych obecno$é na nawet bardzo niskich poziomach rzedu ng L”, moze
mie¢ negatywny wplyw na organizmy wodne. Coraz szersze stosowanie preparatow
hormonalnych zarbwno w medycynie Iudzkiej (antykoncepcja, hormonalna terapia
zastepcza) jak i weterynaryjnej powoduje, ze zwigzki te sa ciagle odprowadzane do
srodowiska bezposrednio jak i z powodu niekompletnego usuniecia ich przez oczyszczalnie
§ciekow. Dlatego wcigz podejmowane sg starania by dokiadniej oszacowaé stezenia
estrogenow w srodowisku, zidentyfikowac ich zrodta i sposoby transferu do ekosystemoéw
wodnych. Przygotowanie odpowiednio czutych metodyk do oznaczania tych zwigzkow
w prébkach srodowiskowych stato sie jednym z wazniejszych zadan z zakresu chemii

analitycznej oraz ochrony srodowiska.

Dlatego podjeto sie opracowania prostej i czutej metody oznaczania w wodach
powierzchniowych pieciu estrogenéw: 17a-estradiolu, 17B-estradiolu, estronu, estriolu, 17a-
etynyloestradiolu. Prébki wody po odwirowaniu i przefiltrowaniu poddawano hydrolizie
enzymatycznej w celu przeprowadzenia metabolitow estrogendéw w wolne zwigzki. Hormony
izolowano z wody stosujgc ekstrakcje do fazy statej na kolumienkach C,s Badania
prowadzone byty metoda chromatografii gazowej ze spektrometria mas. Przed analiza GC-
MS estrogeny przeprowadzano w lotne pochodne poddajgc je reakcji derywatyzacji
z MSTFA. Wyniki walidacji metody potwierdzity jej przydatnos¢ do oznaczania estrogenéw
w prébkach $rodowiskowych, w ktérych wystepujg w bardzo niskich stezeniach, na poziomie
ng L. Limity detekcji dla pieciu badanych zwiazkéw miescity sie w przedziale 0,3- 0,6 ng L™,
a odzysk estrogendw ze wzbogaconych probek wynosit od 90% do 120% przy

wspoétczynniku zmiennosci ponizej 30%.
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Opracowang metode zastosowano do badania wéd powierzchniowych w Polsce.
Prébki wody zostaty pobrane latem i jesienig 2011 roku z pieciu rzek: Wisty, Odry, Dunajca,
Brdy i Wkry oraz z 2 jezior mazurskich, jednego pomorskiego i Zbiornika Rybnickiego.
Sposréd 19 badanych préobek wody w 15 stwierdzono obecno$¢ jednego lub kilku
estrogendw. Najwiecej probek zawierato estradiol, w kilku prébkach wykryto estron i estriol
oraz 17a-etynyloestradiol.

Przeprowadzone badania wykazaty w wodach powierzchniowych Polski obecnosc
naturalnych i syntetycznych estrogenow, ktére niekorzystnie moga wptywac na stan
srodowiska wodnego. Poniewaz prac naukowych prezentujgcych wyniki analiz
Srodowiskowych pod katem obecnosci estrogenéw dla obszaru Polski jest bardzo mato,

uzyskang wyniki majg duzg warto$¢ poznawcza.

Efektem prowadzonych badan jest publikacja:

Wozniak B., Kilopot A., Matraszek-Zuchowska |., Sielska K., Zmudzki J.: Determination of
natural and synthetic oestrogens in surface water using gas chromatography-mass
spectrometry. Bull Vet Inst Pulawy, 2014, 58, 603-611.

oraz doniesienia:

Wozniak B., Kilopot A., Zmud;ki J.: Wystepowanie estrogendw w wodach wybranych
polskich rzek i jezior. Cztowiek, Zywnos$é, Srodowisko. Problemy wspétczesnej Toksykologii.
Konferencja PTTOKS, Olsztyn 2014, 58.

Wozniak B., Sielska K., Zmudzki J.: Oznaczanie estrogenow w osadach rzecznych metoda
chromatografii gazowej ze spektrometriag mas. Cztowiek, Zywnos$¢, Srodowisko. Problemy
wspotczesnej Toksykologii. Konferencja PTTOKS, Olsztyn 2014, 237.
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Podsumowanie dorobku publikacyjnego
Przed Po
Rodzaj publikacji uzyskaniem uzyskaniu Razem
stopnia dr stopnia dr

Artykuty z listy JRC 4 15 19
( w tym wchodzgce w sktad osiggniecia) (7)
Artykuty spoza listy JRC 15 1 16
Artykuty monograficzne 8 15
Doniesienia na konferencjach

- miedzynarodowych 22 17 39

- krajowych 47 17 64
LACZNIE 95 58 153
Pierwszy autor 74 (78%) 43 (74%) 117 (76%)

Sumaryczny IF" wszystkich prac 25,535
Liczba cytowan wszystkich prac? 40
Suma punktéw MNiSW wszystkich prac® 488
- po uzyskaniu stopnia doktora 430
Index Hirscha” 4
Sumaryczny IF 15,876
prac wchodzacych w skiad osiagniecia

naukowo badawczego

Liczba cytowan 33
prac wchodzacych w skiad osiagniecia

naukowo-badawczego

Suma punktéw MNiSW 200

prac wchodzacych w skiad osiggniecia
naukowo-badawczego

M) Zgodnie z rokiem opublikowania
2 49\Wedlug bazy Web of Science z 24.02.2016
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5c) Udziat w projektach badawczych

Projekty badawcze krajowe:

Projekt Komisji Badan Naukowych Nr 5/00: Wykrywanie pozostato$ci hormonéw anabolikow
w tkankach zwierzecych, 1992-1995, wykonawca

Projekt celowy zamawiany nr PCZ 014-26 (503/152/3/16): Doskonalenie metod wykrywania
oraz ocena zagrozen w zakresie choréb odzwierzecych i skazen zywnosci. Opracowanie
metod oznaczania hormonéw w paszy, 2002-2005, kierownik

Projekt badawczy NCN nr N N308 267238: Biotesty w ocenie aktywnosci hormonalnej
zywno$ci, 2010-2013, wykonawca

Projekt badawczy NCN nr N N308 237138: Badania nad wykrywaniem toksyny botulinowej w
materiale biologicznym, 2010-2013, wykonawca

Projekty badawcze realizowane w ramach dziatalnosci statutowej Panstwowego
Instytutu Weterynaryjnego — Paristwowego Instytutu Badawczego w Pufawach:

S/181: Wplyw diety bogatej w rodliny krzyzowe na wystepowanie endogennego tiouracylu w
moczu i mleku bydta, 2014-2016, kierownik

S/429: Zastosowanie tandemowej spektrometrii mas do badan pozostatosci hormonéw w
probkach biologicznych pochodzenia zwierzecego, 2011-2013, kierownik

S/426: Metody skryningowe i potwierdzajace oparte o technike spektrometrii mas w
badaniach pozostatosci zwigzkéw anabolicznych w probkach biologicznych, 2008-2010,
kierownik

S/607: Opracowanie i walidacja metody oznaczania stanozololu w moczu zwierzat rzeznych,
2007, kierownik

Nr 605/1/16: Opracowanie i walidacja metody GC-MS oznaczania boldenonu w moczu
bydlecym, 2006, kierownik

Nr  516/3/16: Opracowanie  metody oznaczania hexestrolu i  dienestrolu
w moczu i tkankach zwierzat rzeznych, 2004-2005, kierownik

Nr 607/1/16: Zastosowanie chromatografii cieczowej do oznaczania pozostatosci trenbolonu,
octanu trenbolonu i zeranolu w moczu i tkance miesniowej zwierzat rzeznych, 2001-2003,
kierownik

Nr 602/1/16: Wptyw rodzaju prébki i metody oznaczania na wykrywanie pozostatosci
anabolikéw w materiale biologicznym, 1998-2000, kierownik

1996-1997: Wplyw zabiegow termicznych na pozostato$ci hormonéw anabolikéw w tkance
miesniowej bydta i drobiu, kierownik

1995: Proby zastosowania chromatografii cieczowej do oznaczania pozostatosci
tyreostatykéw w miesie bydlecym, kierownik

1994. Wybranie i adaptacja metody oznaczania progesteronu w tkankach i ptynach
ustrojowych u bydtfa, kierownik
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1993: Zastosowanie chromatografii cieczowej do wykrywania i oznaczania pozostatosci
hormonoéw anabolikoéw w tkankach zwierzecych, kierownik

1989: Metody oznaczania pozostatosci hormonow (stymulatoréw wzrostu) w tkankach
zwierzat rzeznych, wykonawca

5d) Nagrody za dziatalnosé naukows i inne

Nagroda Il stopnia przyznana przez Dyrektora PIWet-PIB w 2011 r. w konkursie na
najlepszg publikacje pracownikéw naukowych za cykl prac przegladowych, w tym prace:
Wozniak B., Hormony steroidowe- charakterystyka, zastosowanie, pozostatosci w
zywnos$ci pochodzenia zwierzecego. Medycyna Wet., 2010, 66,177-181.

Nagroda |l stopnia przyznana przez Dyrektora PIWet-PIB w 2012r. w konkursie na
najlepszg publikacje pracownikéw naukowych w kategorii prac oryginalnych za
publikacje: Wozniak B., Matraszek-Zuchowska |., Zmudzki J., Jedziniak P., Krycinska
B., Sielska K., Witek S., Ktopot A.: Liquid chromatography tandem mass spectrometry
with ion trap and triple quadrupole analyzers for determination of thyreostatic drugs in
urine and muscle tissue. Anal Chim Acta, 2011, 700, 155-166.

Nagroda |l stopnia przyznana przez Dyrektora PIWet-PIB w 2014r. w konkursie na
najlepsza publikacje pracownikéw naukowych w kategorii prac oryginalnych za
publikacje: Wozniak B., Minta M., Stypula-Trebas S., Radko L., Zmudzki J.: ,Evaluation
of estrogenic activity in animal diets using in vitro assay”. Toxicology in Vitro, 2014, 28,
70-75.

Nagroda zespotowa Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi za wkiad w realizacje Krajowego
Programu Badan Kontrolnych Pozostato$ci Chemicznych, Biologicznych i Lekow, 2005.

Odznaka Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi , Zastuzony dla Rolnictwa”, 2009.

5e) Udziat w sympozjach, konferencjach i kongresach naukowych

Miedzynarodowe:
Hygiena Alimentorum (1997, 1998, 1999, 2001, 2005, 2006) Stowacja;
4™ World Congress Foodborne Infections and Intoxications (1998) Berlin;
EAVPT (2000) Jerozolima, lzrael,
EuroResidue (2004, 2008, 2012) Holandia;

International Symposium on Hormone and Veterinary Drug Residue Analysis (2006,
2010, 2014) Belgia;

International Symposium on Recent Advances in Food Analysis (2009, 2011, 2015)
Praga, Czechy;

European Society of Toxicology in Vitro 2012 International Conference (ESTIV2012),
Lizbona, Portugalia;

XVII™ European Conference on Analytical Chemistry (EuroAnalysis XVII) (2013)
Warszawa, Polska;

e 42" |nternational Symposium on High Performance Liquid Phase Separations &

Related Technigues” - HPLC 2015, Genewa, Szwajcaria.
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Krajowe:

Kongres Polskiego Towarzystwa Nauk weterynaryjnych (1992, 1996- doniesienie
ustne, 2000, 2004, 2008);

Krajowy Kongres "Zywno$¢, zywienie a zdrowie” (1994) Warszawa;
Konferencja , Zywno$¢ gwarantowanej jakosci” (1995) Krakéw;

Sesja naukowa nt. Stanu badan weterynaryjnych w $wietle wynikéw uzyskanych
w zakonczonych projektach badawczych finansowanych przez KBN (1995) Putawy;
doniesienie ustne

Sesja Przegladowa Analityki Zywnosci (1996, 1997, 1998, 2002, 2004) Warszawa;

Ogolnopolska Sesja Naukowa nt.’Monitoringu  pozostatosci chemicznych
i biologicznych w tkankach zwierzecych i w mleku” (1996) Biatystok;

Sympozjum, ,Jako$¢ zdrowotna zywnosci i przedmiotéw uzytku” (1997) Warszawa;

Sesja naukowa ,Wptyw dodatkéow chemicznych do pasz na stan sanitarny miesa
wieprzowego i drobiowego” (1997) Poznan;

XXIX Sesja Naukowa Komitetu Technologii i Chemii Zywnosci PAN:; Procesy
technologiczne a jakos¢ zywnosci” (1998) Olsztyn;

Sesja Naukowa " Analityka substancji szkodliwych w zywnosci i paszach; dobér
metod, zapewnienie jakosci” (1998) Putawy;

Sesja Naukowa " Zagrozenie mikrobiologiczne i chemiczne zywnosci zwierzecego
pochodzenia” (1998) Warszawa;

XXX Sesja Naukowa Komitetu Technologii i Chemii Zywnosci PAN: Nauka o
zywnosci na progu XXI wieku (1999) Krakow;

Krajowa Konferencja Naukowa: Higiena Zywnosci i Zywienia Podstawg Zdrowia.
WIHE, Polskie Towarzystwo Nauk Zywieniowych (1999) Szklarska Poreba;

Seminarium , Nowoczesne techniki analityczne w biotechnologii Zywnosci i
Srodowiska” (1999) Lodz;

Konferencja” Krajowy program kontroli pozostatosci antybiotykéw, hormonow
i tyreostatykdw w surowcach i produktach zwierzecego pochodzenia - aktualne
problemy” (2000) Putawy;

Sesja Naukowa , Doskonalenie metod wykrywania i ocena zagrozen w zakresie
choréb odzwierzecych i skazen zywnosci” (2003) Putawy;

Konferencja Naukowa , Doskonalenie metod wykrywania oraz ocena zagrozen w
zakresie choréb odzwierzecych i skazen zywnosci” (2005) Putawy;

Konferencja ,Leki weterynaryjne i zanieczyszczenia $rodowiskowe w zywnosci
i w paszach - aspekty analityczne i ochrona zdrowia publicznego” (2009) Putawy;,
doniesienie ustne

XXVII Konferencja Naukowo - Techniczna - Miedzynarodowa ,Analiza zagrozen i
analiza ryzyka w fancuchu paszowym” (2010) Zwierzyniec; doniesienie ustne

70 Konferencja naukowa ,Farmakologiczne i toksykologiczne aspekty dziatania
ksenobiotykdw” (2010) Olsztyn;

XXVIII Konferencja Naukowo-Techniczna — Migdzynarodowa , Materiaty i dodatki
paszowe- aktualne wymagania” (2011) Kazimierz Dolny; doniesienie ustne
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e Konferencja Szkoleniowo-Naukowa Polskiego Towarzystwa Toksykologicznego
, Toksykologia w stuzbie publicznej” (2011) Jurata; doniesienie ustne

o Konferencja PTTOKS ,Cziowiek, Zywno$é, Srodowisko. Problemy wspbiczesnej
Toksykologii” (2014) Olsztyn;

e |X Polska Konferencja Chemii Analitycznej , Chemia analityczna to ciggte wyzwania”
(2015) Poznan

5f) Dziatalno$¢ dydaktyczna i popularyzujaca nauke

Na poczatku pracy w Panstwowym Instytucie Weterynarii prowadzitam przeznaczone
dla personelu laboratoriow badajacych zywnos$¢ wyktady i szkolenia z podstaw chemii
analitycznej oraz metod chemii klasycznej (oznaczanie azotandéw, fosforanow, biatka,
ttuszczu, soli w zywnosci).

Od ponad 25 lat prowadze szkolenia przeznaczone dla pracownikéw laboratoriow
Zaktadéw Higieny Weterynaryjnej z zakresu badan pozostato$ci hormonow i tyreostatykow
w zywnosci pochodzenia zwierzecego oraz walidacji metod. Jestem autorem 19 instrukcji
metodycznych wdrozonych do badan w laboratoriach ZHW.

W latach 2007 - 2009 prowadzitam w Weterynaryjnym Centrum Ksztatcenia
Podyplomowego w PIWet-PIB w Putawach wyktady na Specjalizacyjnym Studium
Podyplomowym z zakresu ,Weterynaryjna diagnostyka laboratoryjna”.

Od poczatku funkcjonowania Specjalizacyjnego Studium Podyplomowego prowadze
wyktady w WCKP w Putawach, SGGW w Warszawie oraz Uniwersytecie Przyrodniczym
w Olsztynie w ramach specjalizacji ,Higiena Zwierzat Rzeznych i Zywnosci Zwierzecego
Pochodzenia” oraz ,Administracja weterynaryjna” z zakresu urzedowej kontroli
i wystepowania pozostatosci hormondéw anabolicznych i tyreostatykow w Zzywnosci
pochodzenia zwierzgcego i w paszach.

Z tego tez zakresu prowadze wykfady w ramach szkoleh organizowanych przez

Gtéwny Inspektorat Weterynarii przeznaczonych dla Inspekcji Weterynaryjnej.

W ramach popularyzacji nauki wygtositam referat: ,Problem hormondw anabolicznych
w produkcji zwierzecej — pozostatosci, ryzyko dla konsumenta™ na zebraniu PTToks w
Lublinie w dniu 2012.03.17.

5g) Opieka naukowa w charakterze promotora pomocniczego

Sprawowatam opieke naukowg w charakterze promotora pomocniczego

w przewodzie doktorskim: mgr inz. Macieja Marcina Durkalca; tytut rozprawy doktorskiej:
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,Zawarto§¢ kadmu, ofowiu oraz rteci w tkankach zwierzat townych, jako wskaznik
zanieczyszczen S$rodowiskowych i wazny element w strategii bezpieczenstwa
zywnosciowego” (154 posiedzenie Rady Naukowej PIWet-PIB, 21.11.2012).

Bytam tez opiekunem naukowym doktorantki Elisy Pasquale z Universita Degli Studi
Di Milano Dipartimento Di Scienze Veterinarie e Santa Publica, Mediolan, Wiochy, ktora
przebywata na 3-miesiecznym stazu naukowym w Zaktadzie Farmakologii i Toksykologii
PIWet-PIB w Putawach w 2015 r. Tematem stazu byta analiza hormonoéw anabolicznych

i tyreostatykdéw w prébkach pochodzenia zwierzgcego.

5 h) Odbyte staze, szkolenia i kursy naukowe

Miedzynarodowe:

= Wielka Brytania, Cambridge, Szkolenie z podstaw chromatografii gazowej i obstugi
chromatografu gazowego Anglia Instrument, 7 dni, 1988.

e Wilochy, Instituto Zooprofilattico Sperimentale delle Regioni Lazio e Toscana
w Rzymie, Szkolenie obejmujace organizacje i metody badan pozostato$ci hormonow
i tyreostatykéw w UE w ramach projektu PHARE PL0006.04 pt. Veterinary system for
laboratories and diseases control, 13 dni, 2003.

e Niemcy, BgVV w Berlinie, warsztaty nt. zakresu prowadzenia testow
miedzylaboratoryjnych organizowanych przez unijne laboratoria: RIVM w Bilthoven
i BgVV w Berlinie zorganizowane przez TAIEX OFFICE, 2 dni, 2003.

o Belgia, Bruksela, Working party of Laboratory Governmental Experts on Boldenone, 1
dzien, 2003.

e Holandia, National Institute of Public Health and the Environment (RIVM), Bilthoven,
warszaty zorganizowane przez TAIEX “Consequences of the new EU Legislation for
the Hormone Residue analysis”, 3 dni, 2003.

o Holandia, National Institute of Public Health and Environment (RIVM), Laboratory for
Food and Residue Analysis (ARO), Community Reference Laboratory (CRL),
Indywidualne szkolenie z zakresu stosowania technik GC-MS i LC-MS w analizie
hormondéw w tkankach zwierzecych, 5 dni, 2004.

e Holandia, National Institute of Public Health and Environment (RIVM), Laboratory for
Food and Residue Analysis (ARQ), Community Reference Laboratory (CRL) ,
Bilthoven, warsztaty , Evaluation Results Proficiency Tests and Technical Training”, 4
dni, 2004.

e Austria, szkolenie zorganizowane przez firme NOACK pt. 2nd Central European
Forum of Residue Analysis in Food, Wieden, 2 dni, 2004.

e Wiochy, Istituto Zooprofilattico Sperimentale dell’Abruzzo e del Molise“G.
Caporale“w Teramo, szkolenie ,Methods of drug residues detection, part I' w ramach
Phare project PL 01.04.05, 7 dni, 2004.

e Holandia, National Institute of Public Health and Environment (RIVM), Laboratory for
Food and Residue Analysis (ARO), Community Reference Laboratory (CRL) ,
Bilthoven, warsztaty , 2005- annual CRL-NRL workshop”, 3 dni, 2005.

e Wiochy, Istituto Zooprofilattico Sperimentale dell’Abruzzo e del Molise“*G. Caporale”
w Teramo, szkolenie ,Confirmation methods in analysis of anabolic hormone,
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residues and tyreostatics in tissues of slaughtered animals” w ramach Phare Project
2003/005-710.04.02, 14 dni, 2006.

e Holandia, National Institute of Public Health and Environment (RIVM), Laboratory for
Food and Residue Analysis (ARO), Community Reference Laboratory (CRL) ,
Bilthoven, warsztaty , RIVM - CRL annual workshop”, 2006, 2007, 2008, 2009.

e Holandia, Uczestnictwo w warsztatach organizowanych przez Unijne Laboratorium
Referencyjne (EURL) w RIKILT Wageningen - ,Annual EURL Workshop’, 2010,
2013, 2014.

Krajowe:

e Szkolenie ,Analysis of chloramphenicol with Ridascreen Chloramphenicol kit",
Putawy, 2003.06.12-13;

e Szkolenie “Mass spectrometry Methods for New Challenges in the Screening of
Pesticides , Metabolites and Unwanted Food Ingredients”, Putawy, 17.03. 2009.

e Seminarium Advanced GC-Solution for Food and Beverage Analysis”, Putawy,
2010.11.19;

e Szkolenie "A comparison of target and non-target screening using triple quadrupole
and time of flight mass spectrometry, Putawy, 2011.02.16;

e “Warsztaty na temat platformy Web of Knowledge 5", Thomson Reuters, Putawy,
05 12.2011;

e Szkolenia z obstugi zestawdw LC i LC/MS/MS firm Varian, Shimadzu, Agilent
i ABSciex, Putawy, 2005-2014,

e Szkolenie , Ducares/KDLL Proficiency testing”, Putawy, 09.2014;

e Szkolenia z zakresu zapewnienia systemu jako$ci badan, Putawy, 2004-2011.

5i) Recenzowanie publikacji w czasopismach naukowych

Jestem autorem 15 recenzji prac ztozonych do publikacji w czasopismach naukowych z
bazy JCR:

Journal of Separation Science (4), Analytical letters (1), Analytical, Bioanalytical
Chemistry (1), Analytica Chimica Acta (1), Journal of Applied and Environmental
Microbiology (1), Expert Review of Endocrinology & Metabolism (1), Food Analytical
Methods (3), Chromatographia (2) oraz w czasopi$mie spoza bazy JRC: Facultad De
Quimica FarmaceuticaRevista Vitae (1)

5j) Inna dziatalnos¢

Bytam gtéwnym wspottworcg Krajowego Programu Kontroli Pozostatosci w zakresie
badania pozostatosci hormonoéw i tyreostatykow w tkankach zwierzat rzeznych, ktéry zostat
wprowadzony w Polsce w 1990 roku. Bratam i biore aktywny udziat w przygotowanie,
wdrozenie i realizacje tego programu. Jestem odpowiedzialna za badania hormonoéw

i tyreostatykow i nadzoruje prace Krajowego Referencyjnego Laboratorium w tym zakresie.
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W latach 2007-2015 zorganizowatam okoto 40 krajowych badan miedzylaboratoryjnych
przeznaczonych dla laboratoriow ZHW, a dotyczacych oznaczania hormondw
i tyreostatykow. Jestem réwniez autorem raportéw z tych badan.
Od 2006 roku wspédtpracuje tez z laboratorium EURL w Holandii (Bilthoven, Wageningen)
koordynujacym badania wymienionych zwigzkéw na poziomie Unii Europejskiej.
Od 2003 roku bratam aktywny udziat w tworzeniu systemu jakosci w Zaktadzie Higieny
Zywnoéci Pochodzenia Zwierzecego, a od 2007 roku w Zaktadzie Farmakologii
i Toksykologii PIWet-PIB. Jestem autorem 23 procedur badawczych, z ktérych obecnie
stosowanych jest 11. Posiadam réwniez uprawnienia audytora wewnetrznego systemu
zarzgdzania jakoscig w laboratorium i uczestnicze w przeprowadzaniu auditéw

wewnetrznych w PIWet-PIB.

Szczegotowy wykaz catosci dorobku naukowego, wraz z informacjami o osiggnieciach naukowo
badawczych znajduje sie w Zatgczniku nr 3 i 4 do wniosku o przeprowadzenie postepowania
habilitacyjnego.
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