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Recenzja pracy doktorskiej Pani mgr Marioli Wickiej pt. Badania toksykologiczne
plynéw ustrojowych z wykorzystaniem chromatografii cieczowej

sprzezonej ze spektrometriqg mas

Charakterystyka i znaczenie podjetej problematyki badawczej

Rozprawa doktorska Pani mgr Marioli Wickiej dotyczy opracowania nowoczesnych
metod badania réznych materiatéw biologicznych, gtéwnie krwi i moczu, w kierunku
zawartosci substancji dopingujacych oraz psychoaktywnych za pomoca zaawansowanej
techniki instrumentalnej, jaka jest chromatografia cieczowa sprzezona ze spektrometria

mas (LC-MS).

Autorka pracy jest pracownikiem Polskiego Laboratorium Antydopingowego
i z tego wzgledu problematyka badan majacych na celu weryfikacje czy sportowcy
postepuja zgodnie z zasadami fair play, w szczegblnoSci nie wspomagaja sie Srodkami

zabronionymi do stosowania w sporcie, jest dominujgca w rozprawie.

Problem dopingu w sporcie jest znany od dawna, jednak zdaje sie intensywnie
wzrasta¢ w ostatnich latach. Sportowcy dla osiggniecia lepszych rezultatéw siegaja po
coraz to nowe substancje, ktére w ich odczuciu majg wspomagac¢ wydolnos$¢ i poprawiac
wyniki. WigZe sie to z postepem farmakologii, ale tez rozwojem globalnego rynku
narkotykowego i samego internetu, co powoduje wzglednie tatwy dostep do substancji
zabronionych. Jednak nalezy zwrdéci¢ uwage na coraz skuteczniejsze narzedzia stosowane
przez badaczy - analitykow, dzieki czemu wykrycie réznych nowych form dopingu jest

mozliwe.

Z pewnoSscig prace naukowcow pracujacych w laboratoriach antydopingowych
wspomagaja dziatania Swiatowej Agencji Antydopingowej (WADA), ktéra od ponad
20 lat zajmuje sie nadzorem nad systemem walki z dopingiem. Wynikiem jej dziatania sg
m.in. zmiany przepiséw antydopingowych, w tym rozszerzenie definicji dopingu,
opublikowanie Swiatowego Kodeksu Antydopingowego (World Anti-Doping Code), ktory
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stanowi zasadniczy zbiér regut antydopingowych obowigzujacych w sporcie, w tym takze
standardéw miedzynarodowych dotyczacych réznych obszaréw technicznych
i operacyjnych w Swiatowym programie zwalczania dopingu. Obecnie obowigzuje sze$¢
standardéw miedzynarodowych WADA, w tym kluczowe dla badan zawartych
w niniejszej pracy: standard okreslajacy liste substancji i metod zabronionych
(The International Standard for the Prohibited List), standard wytaczen dla celow
terapeutycznych (The International Standard for Therapeutic Use Exemptions, ISTUE) oraz
standard dla laboratoriow (The International Standard for Laboratories, ISL). WADA
publikuje réwniez istotne z punktu widzenia pracy laboratoriéw antydopingowych tzw.
dokumenty techniczne (Technical Documents, TD), listy techniczne (Technical Letters, TL),
przewodniki laboratoryjne (Laboratory Guidelines) i noty techniczne (Technical Notes),
w ktorych okreslane s3 szczeg6towe wymagania dla réznych substancji i ich grup, metod
badawczych czy tez wytyczne dotyczace interpretacji uzyskanych wynikéw.
Zdefiniowanie wymogéw stawianych przez WADA pomaga naukowcom pracujacym
w laboratoriach antydopingowych okresli¢ minimalne parametry analityczne w stosunku
do badanych zwigzkéw, jakie musza osiggnagé¢ opracowywane metody analityczne
i nastepnie w procesie walidacji wykaza¢, ze zostaty one osiggniete. WADA nie okresla
jednak np. jaka technike analityczng ma zastosowac¢ laboratorium, w jaki sposéb nalezy
przygotowaé probki do badan czy jakie warunki analityczne nalezy zastosowac. To
zadanie dla naukowcéw z laboratoriow antydopingowych i ono wtlasnie byto

przedmiotem badan przedstawionych w niniejszej pracy.

Celem pracy byto bowiem opracowanie i udoskonalenie uniwersalnej metody
przesiewowej, ktora pozwoli na identyfikacje duzej grupy substancji dopingujacych, Srodkow
odurzajacych, substancji psychotropowych oraz nowych substancji psychoaktywnych,
nalezacych do roznych grup zwigzkéw chemicznych, a takze ich metabolitow, jak rowniez
opracowanie takich metod potwierdzajacych obecno$¢ wyzej wymienionych substancji,
ktore pozwolg na ich jednoznaczng identyfikacje w materiale biologicznym, a gdy to jest
wskazane réwniez okreSlenie zawartosci tych zwigzkéw. Autorka pracy za cel badan
postawita sobie takze opracowanie metody przesiewowej na obecno$¢ Srodkow
dopingujacych w moczu do wykorzystania w analizach rutynowych. Wsréd bardziej
szczegbtowych cel6w badan Doktorantka podata optymalizacje metody oznaczania nowych
glikokortykoidéw z wykorzystaniem Zroédta UniSpray do analiz przesiewowych

i potwierdzajacych, oraz opracowanie metody rozdzielenia izomeréw strukturalnych
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wybranych nowych substancji psychoaktywnych i poréwnanie efektywnos$ci metod przy

zastosowaniu réznych Zrédet jonéw w spektrometrach mas.

Nie mam watpliwosci, Zze badania przedstawione w niniejszej pracy maja ogromne
znaczenie dla zwalczania dopingu w sporcie nie tylko w Polsce, ale praktycznie na catym
Swiecie. Autorka pracy po pierwsze wdrozyta opracowane metody do praktyki w Polskim
Laboratorium Antydopingowym, potwierdzita ich poprawnos$¢ uczestniczagc w badaniach
biegtosci organizowanych przez WADA, a takze przedstawiajac wyniki na konferencjach
i warsztatach, w ktérych brali udziat inni naukowcy z laboratoriéw antydopingowych. Bardzo
istotny przy ocenie wartos$ci i znaczenia pracy jest fakt, ze lista substancji okreslona przez
WADA ma otwarty charakter, czesto zdefiniowane sa one rodzajowo a nie w postaci
enumeratywnego wyliczenia i lista ta jest corocznie aktualizowana, co sprawia, Ze metody
analityczne musza by¢ rozwijane. Metody opracowane przez Doktorantke cechuje otwartos¢

i uniwersalnos¢, co sprawia, Ze sa one wtasciwa do tego typu zastosowan.

Uklad pracy i poruszane zagadnienia

Przedlozona do recenzji rozprawa liczy tacznie 215 stron. Czes$¢ literaturowa,
poprzedzona streszczeniem w jezyku polskim i angielskim, spisem tresci, wykazem
skrétow i akroniméw oraz wprowadzeniem, liczy 45 stron i sktada sie z pieciu rozdziatow.
We wstepnej czesci Autorka pracy omoéwita zjawisko dopingu w sporcie, obowigzujace
przepisy i inne regulacje prawne w zakresie zwalczania tego zjawiska w Polsce i na $wiecie,
role i uprawnienia Swiatowej Agencji Antydopingowej, a takze substancje, ktére najczesciej
s3 przyjmowane i naduzywane przez osoby uprawiajgce sport. Zwrocita uwage na
specyficzne kryteria umieszczania substancji na LiScie substancji zabronionych WADA, ktére
odnoszg sie nie tylko do realnej badZ hipotetycznej poprawy wynikéw sportowych, ale
réwniez stwarzania potencjalnego lub faktycznego zagrozenia dla zdrowia a nawet zycia
0s0b je zazywajacych. Takie podejscie sprawia, Ze w kregu zainteresowania sg nie tylko rézne
substancje psychotropowe, S$rodki odurzajace, w szczegélno$ci nowe substancje
psychoaktywne (NPS), ale réwniez rézne grupy lekow oraz tzw. suplementéw diety, ktére
nominalnie powinny wykazywac¢ efekt odzywczy lub inny fizjologiczny na organizm,
a niekiedy zawierajg substancje o silnym, negatywnym wptywie na jego funkcjonowanie.
Autorka pracy omdwita rdwniez zmiany na $wiatowym i europejskim rynku narkotykowym,

ktore zaszty w ostatnich kilkunastu latach, co réwniez wptyneto na rodzaje substancji



przyjmowanych przez sportowcéw. Przyktadem s3g syntetyczne katynony, jako grupa NPS
o dziataniu stymulujgcym zblizonym do amfetaminy czy bliskich strukturalnie np.
pseudoefedrynie - popularnemu lekowi stosowanemu przy przekrwieniu btony $luzowej
nosa i kaszlu, a takze projektowane pochodne benzodiazepiny, ktore zostaty zsyntezowane
jako potencjalne leki o dziataniu nasennym i uspokajajacym, ale ktore nigdy nie zostaty

dopuszczone do sprzedazy, m.in. z uwagi na szereg efektéw niepozadanych.

W dalszej kolejnosSci Autorka pracy zaprezentowata Kklasyfikacje i ogélng
charakterystyke substancji psychoaktywnych, w tym $rodkéw odurzajacych i substancji
psychotropowych, nowych substancji psychoaktywnych (NSP), lekéw z grupy
pochodnych benzodiazepiny i projektowanych benzodiazepin, lekow z grupy pochodnych
kwasu barbiturowego i innych lekéw o dziataniu uspokajajacym, a takze markery
spozycia alkoholu. Nastepnie przedstawiona zostata klasyfikacja i ogélna charakterystyka
substancji zabronionych z grupy glikortykoidéw stosowanych w dopingu oraz innych
wybranych grup substancji dopingujacych. Autorka pracy opisata takze procedury
przesiewowe i potwierdzeniowe dla substancji psychoaktywnych oraz uzalezniajacych
stosowanych w dopingu, z podziatem dla tzw. substancji progowych i nieprogowych,
a takze badania przesiewowe w analizie S$rodkéw odurzajacych i substancji
psychotropowych, z oméwieniem stosowanych rodzajow materiatow biologicznych,
techniki immunochemiczne i inne szybkie testy, a takze techniki instrumentalne
wykorzystywane do identyfikacji, w szczegdlnosci chromatografie cieczowq sprzezong ze
spektrometrig mas (LC-MS). Wstep jest zatem dobrym wprowadzeniem do zagadnien
poruszanych w pracy, w ktérym w sposob klarowny omoéwiono poszczegdlne aspekty

badan.

Po przedstawieniu zatozen i celow pracy, ktére zostaly okreSlone prawidtowo,
Doktorantka podata materiaty stosowane w badaniach, w tym liste certyfikowanych
i innych materialéw odniesienia, opis aparatury i uzytych metod. Okreslita w jaki sposéb
materiaty byty przygotowywane do oznaczania substancji biologicznie aktywnych we
krwi, oraz wybranych izomeréw katynonéw, substancji psychoaktywnych
i glikokortykoidéw zabronionych w sporcie oraz glukuronidu etylu w moczu. Oméwita
w jaki sposob zostata przeprowadzona walidacja metod chromatografii cieczowej
sprzezonej ze spektrometrig mas (LC-MS/MS, UPLC-MS/MS), takze tych, ktére dotyczyty

oznaczania wybranych benzodiazepin oraz lekéw z grupy pochodnych barbituranéw,



imidazopirydyn oraz pochodnych cyklopirolonu we krwi, a takze oznaczania substancji
psychoaktywnych i glikokortykoidow zabronionych w sporcie w moczu.
Scharakteryzowata réwniez metode oznaczania glikokortykoidéw z wykorzystaniem
Zzrédta UniSpray, a takze dokonata poréwnania wynikéw uzyskanych za pomoca
klasycznego zrodta jonéw ESI oraz nowego typu Zrodta. W dalszej kolejnosci pokazata
jakie wyniki zostaly uzyskane w Polskim Laboratorium Antydopingowym przy
zastosowaniu opracowanych metod, a takze w testach biegtosci, w ktérych to
laboratorium uczestniczyto. Wszystkie uzyskane wyniki zostaty szczegétowo omoéwione
w kontekscie danych literaturowych i na podstawie dyskusji Autorka pracy wyciagneta
prawidtowe wnioski. Rozprawe konczy zestawienie piSmiennictwa, spis tabel i rycin,

a takze wykaz dorobku naukowego Doktorantki.

Uktad pracy jest zatem prawidlowy, a poruszane zagadnienia s3 SciSle zwigzane

z zatozeniami i celami pracy.

Rozprawa napisana jest w sposOb bardzo staranny. Zauwaza sie dbatos¢
Doktorantki o forme graficzng pracy. W konsekwencji prace czyta sie z przyjemnoscia
i zainteresowaniem. Jest ona kompendium wiedzy na temat substancji stosowanych
w dopingu i metod ich wykrywania. Autorka rozprawy postuguje sie poprawnag
polszczyzna, swobodnie operujac nig w ztozonej tematyce naukowej. Nie ustrzegta sie
Ona wielu wtracen czy bezposrednich ttumaczen z jezyka angielskiego (np. mocz czy krew
zerowe), nazwy czesSci zwigzkéw pozostaty w jezyki angielskim lub tez ttumaczenia
prowadzity do btedéw literowych (np. oksykodone - str. 64), wystepuja tez btedy
literowe, niemniej jednak ani ich liczba ani waga nie maja znaczenia przy ocenie

recenzowanej pracy.

Ocena metod badawczych, sposobu przeprowadzenia badan i analizy uzyskanych
wynikow

Recenzowana praca miata charakter ekspertymentalny. Badania zostaly
zaplanowane we witasciwy sposob, a dobdér analitéow, rodzaju eksperymentéw oraz
aparatury badawczej, jak réwniez sposéb przeprowadzenia badan oraz interpretacja

uzyskanych wynikéw byty odpowiednie.



W badaniach Doktorantka stosowata technike wysokosprawnej, w tym
ultrasprawnej, chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrig mas. Taki zestaw
technik analitycznych jest dzi$ ,ztotym standardem” w badaniach antydopingowych
i toskykologicznych dla celéw sagdowych. Doktorantka w analizach chromatograficznych
wykorzystywata rézne kolumny chromatograficzne i wtasciwie do nich dobierata fazy
ruchome. W drugiej wymienionej technice analitycznej testowata rézne Zrédia jonow
i ustalata warunki pomiarowe. Opracowane metody poddawata bardzo szczegétowym,

wtasciwie zaplanowanym i wykonanym, procesom walidacji.

Przeprowadzone przez Doktorantke badania potwierdzily, Ze kluczowe
w identyfikacji substancji psychoaktywnych i glikokortykoidéw dla celow badan
antydopingowych oraz sadowych jest zastosowanie odpowiednio czutych
i selektywnych metod analitycznych, prowadzacych do wuzyskania wiarygodnych
wynikéw. Technikg stosowang w badaniach prowadzonych przez Doktorantke byta
LC-MS/MS, ktdéra charakteryzuje rowniez komplementarny charakter oraz szerokie
spektrum zastosowan. Pomiary byly prowadzone gtéwnie w tzw. trybie celowanym
(MS/MS), pozwalajagcym na wybieranie odpowiednich jonéw fragmentacyjnych,
gwarantujagcym selektywnos$é. W pracy za pomoca walidacji dokonano oceny
opracowanych metod identyfikacyjnych, stwierdzajac ich zgodno$¢ z obowigzujacymi
wymaganiami dotyczacymi jakoSci badan. Wykazano réwniez, Ze moga by¢ one
stosowane do oznaczania substancji w ptynach biologicznych. Co istotne, opracowane
procedury s3 proste i szybkie, co umozliwia analize duzej liczby prébek w krotkim czasie.
Ponadto opracowane procedury sa uniwersalne, co pozwala na rozszerzenie metod
o kolejne zwiazki, a takze nowe matryce. Jak przyktadowo wskazata Autorka pracy,
opracowana metoda przygotowania prébek moczu do analizy technikg LC-MS/MS, ktora
przebiega wedlug schematu: hydroliza - ekstrakcja ciecz-ciecz - odparowanie -
rozpuszczenie, moze by¢ uzyta nie tylko do analiz zwigzkow przestawionych w pracy, ale
takze m.in. do steroidéw anaboliczno-androgennych, beta-2-agonistow, inhibitorow
aromatazy, innych substancji antyestrogenowych oraz modulatoréw metabolizmu. Do
czesci analizowanych zwigzkéw opracowane zostaty oddzielne metody badan, np. Autorka
pracy zaproponowata metode skutecznego rozdzielenia izomeréw strukturalnych

wybranych katynonéw w celu ich prawidtowej identyfikacji.



Analiza danych przedstawionych w rozprawie wskazuje jednoznacznie, Ze doboru
metod badawczych dokonywano wlasciwie do zamierzonego celu. Doktorantka
opracowata wiele metod analitycznych i poddata je procesowi walidacji, dostosowujac sie
w tym zakresie do miedzynarodowych standardéw dotyczacych jakos$ci badan,
w tym wymogow wskazanych przez WADA. Metody te zostaty zweryfikowane udziatem

w badaniach biegtosci, po czym zostaty wdrozone do praktyki.

Warto$¢ merytoryczng rozprawy doktorskiej Pani mgr Marioli Wickiej oceniam
jako bardzo wysoka. Niezaleznie od tej oceny, ponizej przedstawitem kilka drobnych

uwag:

1. Nastronie 65 Autorka pracy podata, ze badaniom poddana zostata ,surowica krwi jak

rowniez material sekcyjny”. Nie znalazlem informacji o jaki materiat chodzi
i czy opracowane metody byty walidowane pod katem analizy tych materiatéw.

2. Na kolejnej stronie podano, ze materiat biologiczny do badan stanowito co najmniej
15 300 probek moczu. Wydaje sie, ze na potrzeby opracowania, konieczne jest
zamkniecie okresu analizy probek i opracowanie dla niego wynikéw.

3. Na Rycinie 4.1.3.2. (strona 72) suma zawarto$ci sktadnikéw w fazie ruchomej do
8 minuty jest mniejsza niz 100%. Zapewne jest to wylacznie skutkiem btednego
Zaznaczenia.

4. Doktrantka w kilku miejscach w pracy uzywa okreSlenia ,oznaczanie markeréw
etanolu w moczu” (np. strona 74), podczas gdy w ramach pracy opracowata metode
analizy tylko jednego z nich - glukoronidu etylu (co zreszta wynika rowniez z opisu

na wspomnianej stronie).

PowyZsze uwagi nie umniejszajg wartosci pracy, ktéra jak podatem powyzej oceniam

bardzo dobrze.

Podsumowanie

Tres¢ rozprawy doktorskiej potwierdza, ze Pani mgr Mariola Wicka posiada duza
wiedze na temat substancji dopingujacych i psychoaktywnych oraz ich metabolitéw,
dobry warsztat analityczny, w szczego6lnosci w zakresie opracowania i rozwijania metod
analitycznych, potrafi wtasciwie zaplanowac i przeprowadzi¢ badania z wykorzystaniem
nowoczesnej, zaawansowanej aparatury oraz zintepretowac uzyskane wyniki. Doskonale

zna wymagania w zakresie badan antydopingowych i toksykologicznych dla celéw
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postepowan sgdowych. W sposob wiasciwy odniosta wyniki badan wtasnych do danych
literaturowych oraz wymogéw stawianych przez organizacje miedzynarodowe, w tym
WADA, z nalezytg krytyka podchodzac do wtasnych ustalen. Uwage zwraca interesujacy
sposéb przygotowania prébek przez Doktorantke, umiejetnos¢ doboru odpowiedniej

aparatury badawczej czy optymalizacji warunkéw prowadzenia procesow.

Rozprawa doktorska Pani mgr Marioli Wickiej zawiera wiele elementéw nowosSci.
Uwage zwraca szczegblnie przetestowanie nowego typu zrédta jonéw UniSpray, ktore
okazalo sie bardzo przydatne w analizie substancji dopingujacych z uwagi na znaczaca
poprawe czutos$ci w stosunku do wiekszosci analitéw, a tym samym umozliwito uzyskanie
nizszych granic wykrywalno$ci i oznaczalnosci, co jest kluczowe w badaniach

antydopingowych.

Innymi bardzo waznymi cechami metod analitycznych opracowanych przez
Doktorantke jest ich uniwersalnos$¢ oraz niski stopien ztozonosci procedur przygotowania

probek do badan, co przektada sie na sprawnos¢ i wydajno$¢ pracy laboratorium.

WNIOSEK

Na podstawie przeprowadzonej oceny rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze
spelnia ona warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. z 2017 r., poz. 1789) oraz art. 179 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r.
Przepisy wprowadzajace Ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.
zZ 2018 r., poz. 1669) i stawiam wniosek do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki
Chemiczne Uniwersytetu Warszawskiego o dopuszczenie Pani mgr Marioli Wickiej

do publicznej obrony.
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