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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Anny Jarek

,,GC/MS i GC/C/IRMS w badaniach antydopingowych. Studium przypadk6éw”
wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Ewy Bulskiej

oraz dr hab. inz. Doroty Kwiatkowskiej

Doping towarzyszy sportowi niemal od samych jego poczatkéw. Stanowi on powazny
problem majacy wplyw na znieksztatcenie rywalizacji sportowej. To kontrowersyjne zjawisko, kitdre
miato i caly czas ma miejsce na przestrzeni lat, dopiero na poczatku lat dwutysiecznych zostato w
sposéb jednolity okreslone i zdefiniowane a powstale organizacje majg za zadanie kontrolowac,
zwalczaé i przeciwdziata¢ dopingowi w sporcie. Szybki rozwoj wiedzy w zakresie farmakologii,
farmakokinetyki oraz wytwarzania lekéw czesto pozwala na ominiccie obowigzujacych regulacji
prawnych. W tym celu publikowana lista substancji i metod zabronionych w sporcie jest
aktualizowana. Ma to miejsce dzigki wyspecjalizowanym laboratoriom wspétpracujagcym m.in. ze
Swiatowa Agencja Antydopingowa (WADA). To whasnie czesto oddolna inicjatywa laboratoriéw
skutkuje zaostrzeniem przepisOw oraz zwigkszeniem Kkatalogu naruszen antydopingowych.
Przyktadem tego jest przedstawiona do recenzji rozprawa dokiorska pani mgr Anny Jarek wykonanej
pod kierownictwem prof. dr hab. Ewy Bulskiej w Pracowni Teoretycznych Podstaw Chemii
Analitycznej Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego oraz dr hab. inz. Doroty Kwiatkowskiej

w Polskim Laboratorium Antydopingowym, ktérego doktorantka jest pracownikiem.

Zaproponowany temat rozprawy doktorskiej wpisuje sic w nurt badan naukowych
prowadzonych przez promotoréw na Uniwersytecie Warszawskim jak réwniez wykonywanych w
ramach obowigzkéw ustawowych Laboratorium. Praca doktorska liczy 223 strony i jest zbiorem
wynikow badan prowadzonych przez mgr Anne Jarek ww. Laboratorium w ramach czterech
projektéw. Badania dotyczg zastosowania nowoczesnej aparatury naukowej bazujacej na

chromatografii gazowej pod katem optymalizacji i walidacji przygotowania probek i procedury



analitycznej, analizy wynikéw pod katem uzyskania nowych informacji biochemicznych oraz
interpretacji wynikéw w kontekécie obowiazujacych zasad antydopingowych. Opis badafi
zostal poprzedzony obszernym wstepem przedstawiajagcym problematyke dopingu, techniki
analityczne stosowane w rutynowej kontroli antydopingowej ze szczegblnym uwzglednieniem
technik chromatograficznych i spekirometrii mas oraz podstawy walidacji metod
analitycznych. Dodatkowo zostat przedstawiony aneks w formie materialéw dodatkowych

zawierajacy dane farmakokinetyczne, walidacyjne i statystyczne badanych substancji.

Pierwszy projekt wykonany w ramach pracy dotyczy} retrospektywnej analizy probek
moczu pod katem zawartosci trimetazydyny, zebranych w rutynowej kontroli antydopingowej
u sportowcéw w latach 2005-2011. Nalezy wspomnieé, ze w tym czasie ww. lek zwigkszajgcy
tolerancje wysitkows nie byl umieszczony na liScie substancji zabronionych i zostal wykryty
podczas badan na obecno$¢ innych substancji ,,zakazanych”. Doktorantka odwaznie formutuje
przypuszczenie, ze obecno$é znacznych ilosei trimetazydyny w moczu sportowcoéw moglo by¢
konsekwencja $wiadomego podawania leku a tym samym udziatu lekarzy w tym procederze.
Wyniki badaf wskazujg na wybrane grupy sportowcow (kolarstwo, triatlon oraz koszykowka)
jako najbardziej narazone na stosowanie trimetazydyny. Cheac poglebi¢ wiedze na temat
farmakokinetyki leku oraz potencjalnych metabolitow/markeréw przeprowadzila autorskie
badania z uzyciem techniki chromatografii gazowej. Poréwnujac wyniki niezaleznych badan
wykonanych w niemieckim laboratorium potrafi krytycznie ocenié swoje osiagniecie
stwierdzajgc, ze zastosowana technika nie jest wystarczajgca do identyfikacji i oznaczania
metabolitéw jako potencjalnych markeréw. Z informacji zawartej na str. 57 wynika, ze analizy
Polskiego Laboratorium Antydopingowego przyczynily sie do wprowadzenia ww. substancji
na Liste zabroniong. Stad rodzi si¢ pytanie: jesli dobrze rozumiem to wlasnie polskie
laboratorium w tym mgr Anna Jarek bylo pionierem ww. badaniach? W 2015 roku
trimetazydyna zostala wpisana do grupy hormonéw S4 Hormonéw i modulatoréw metabolizmu

na liscie substancji i metod zabronionych WADA.

Drugi projekt wykonany zostal pod katem identyfikacji nowych zwigzkéw w materiale
biologicznym podczas rutynowych badan w laboratorium — identyfikacji substancji z grupy S6
oraz S7. Doktorantka podczas analiz wykazala sie duza czujnoscig i spostrzegawczoscia
obserwujac niezidentyfikowany sygnat na chromatogramie w obszarze charakterystycznym dla
zwigzkéw o budowie chemicznej zblizonej do amfetaminy. Co wazne we wspélpracy z innymi
laboratoriami, zadne z nich nie potwierdzito takiego problemu. Dlatego zgodnie z procedurami

WADA zostala poinformowana o ww. sytuacji. W celu pelnej identyfikacji nieznanej
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substancji mgr Anna Jarek dokonata pelnej analizy widma mas identyfikujac nieznang
substancje jako N,N - Dimetylo-2-fenylopropano-1-aming. Jednoczesnie nawigzata
wspblprace z laboratorium z Nowej Zelandii, ktére podjelo si¢ syntezy wzorca dla tego
zwigzku. Uzyskanie substancji wzorcowej, umozliwilo doktorantce pelng walidacje metody
oznaczania ww. substancji zaré6wno w materiale biologicznym jak i odzywkach. Uwienczeniem
projektu jest pelna identyfikacja substancji (pochodnej fenyloetyloaminy) oraz potwierdzenie
zasadnosdci wprowadzenia w 2015 roku na Liste zabroniona zapisu o zakazie stosowania
pochodnych fenyloetyloaminy w sporcie. Fakt ten ma ogromne znaczenie, szczegOlnie w
przypadku wystepowania ww. substancji w odzywkach i suplementach diety, kiérych
spozywanie przez sportowcow moze skutkowa¢ wynikiem niekorzystnym w przypadku badan

antydopingowych. Analizujac opis projektu mam pytanie:

- Czy zakres catkowitego zbierania chromatogramu (str 89) od 30m/z do 500 m/z nie
| jest za szeroki i czy z punkiu widzenia analitycznego nie lepiej podzieli¢ eksperyment aby skan

przeprowadzi¢ w dwéch zakresach oddzielnie tj. 30-250 m/z oraz 250-500 m/z?

- W praktyce w detektorach mas stosowane jonizatory pozwalajace na skan czgsteczek

do 2 kDa. Jakie bylo kryterium zawezenia tego zakresu?

Trzeci projekt wykonany zostal w celu oznaczenia nikotyny i wybranych metabolitow
podczas standardowych analiz prébek moczu pod katem obecnosei stymulantéw i narkotykow.
Doktorantka opracowalta i zoptymalizowata pod katem walidacji czulag metode oznaczania
nikotyny i jej metabolitow technikg chromatografii gazowej. Jednoczesnie postawita sobie
odwazny cel — rozrdéznienie biernego od czynnego narazenia na nikotyne. Uzyskujgc wyniki z
analiz, wysunela rowniez hipoteze zakladajaca mozliwos¢ wykorzystania informacji o
zawartosci nikotyny, przy jednoczesnym braku obecnosci metabolitéw jako wskaznika
$wiadomego zastosowania ,,uzywek” zawierajagcych nikotyne celem stymulacji moézgu i
obnizeniem stresu na organizm sportowca. Stad nasuwa sie pytanie - czy przy postawieniu tej

hipotezy wzigto pod uwage:

- mozliwo$¢ zajécia interakcji lek-nikotyna tzn. niektére leki (np. z grupy

przeciwpsychotycznych) hamujg lub zmieniajg metabolizin nikotyny?

- mozliwoé¢ wystgpienia polimorfizmu gendéw kodujacych gléwnie CYP2A6 (P450)

biorgcych udziat w procesie utleniania nikotyny?



Podsumowanie na stronach 127-129 stanowi ciekawg lekture interpretacji wynikow w
zaleznosci od réznych pozioméw nikotyny lub/oraz jej metabolitéw u sportowedw roznych

dyscyplin. Taki opis wymaga od autorki duzej wiedzy oraz do$wiadczenia zawodowego.

Czwarty projekt mial na celu wykazanie przydatnosci uktadu GC/C/IRMS przy
wsparciu detektora mas w badaniach nad rozréznieniem endogennego od egzogennego
pochodzenia wybranych steroidéw anaboliczno-androgenowych w prébkach moczu u
sportoweoéw. Zgodnie z procedura, w celu lepszego monitorowania steroidéw wprowadzono
wiele wskaznik6w a profil naturalny jest zapisany w paszporcie biologicznym zawodnika. Z
uwagi na fakt, ze nie ma okreslonych procedur przygotowania probek do analizy technika
GC/C/IRMS, realizujac zalozony cel mgr Anna Jarek zaproponowala wiasny sposob
postgpowania, w tym jednostopniowy proces oczyszezania probek moczu przed analizg.
Poprawno$é uzyskanych wynikéw zostata potwierdzona w badaniach migdzylaboratoryjnych a
uzyskane dane w ramach realizacji projektu doktorantki stanowig istotny wkiad w rozwoj

populacyjnej bazy danych WADA.

Przedstawiong do recenzji prace oceniam bardzo dobrze. Opisuje ona profesjonalne
podejscie do poruszonych zagadnien. Kazda metoda tgcznie z przygotowaniem probek do
analizy zostala w pelni zwalidowana. Oprécz dobrej znajomoscei technik analitycznych, w tym
chromatografii gazowej w polaczeniu z analizg statystyczng doktorantka wykazata sie rowniez
umiejetnoscia wspolpracy z réznymi laboratoriami — w tym miedzynarodowymi. Oprocz
bogatego doswiadczenia zawodowego zdobytego w Laboratorium na uwage zastuguje jej
aktywno$¢ naukowa poparia wspolautorstwem artykuléw w czasopismach krajowych i
miedzynarodowych.

Stwierdzam, iz praca dokiorska odpowiada wymaganiom stawianym przez
obowigzujgce przepisy. Dlatego wnosze¢ o dopuszczenie pani magister Anny Jarek do dalszych

etapéw przewodu doktorskiego, w tym do publicznej dyskusji nad rozprawa.
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Whniosek o wyréznienie rozprawy doktorskiej

pani mgr Anny Jarek

Wysoka ocena badan zrealizowanych w ramach pracy doktorskiej zostata potwierdzona 8
publikacjami czesci wynikéw w miedzynarodowych czasopismach o lacznym wspolczynniku
oddziatywania IF = 23,459, gdzie réwniez nalezy podkresli¢, iz w dwoch z nich doktorantka jest
gléwna autorkg. Wspélpraca z interdyscyplinarnym zespolem potwierdza umiejetno$¢ kierowania
warsztatem badawczym oraz duze zaangazowanie doktorantki w jakos¢ i rzetelno$¢ prowadzonych
badan. Dlatego wszystkie projekty i etapy realizowane w ramach przedstawionej pracy oceniam

bardzo wysoko.

Majac na uwadze wskazanie najwazniejszego osiagniecia, uwazam prace dotyczacg
identyfikacji N,N-dimetylo-2-fenylopropano-1-aminy jako potencjalnej substancji dopingujacej za
wyrdzniajacy. Przyczynila sie ona do wprowadzenia zapisu na List¢ zabroniong WADA w 2015
roku dla wszystkich pochodnych fenyloetyloaminy. Waga tego osiagniecia zostala poparta
wspolautorstwem doktorantki w 3 publikacjach w czasopismach: Drug Testing and Analysis,

Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis oraz Anaytical and Bioanalytical Analysis.

Stad wnioskuje do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne Uniwersytetu

Warszawskiego o wyr6znienie rozprawy doktorskiej pani magister Anny Jarek.




