Prof. dr hab. Michat Piotr Marszatt

UNIWERSYTET
® MIKOLAJA KOPERNIKA KATEDRA | ZAKtAD CHEMII LEKOW
W TORUNIU ul. Dr Jurasza 2, 85-089 Bydgoszcz,
Wydziat Farmaceutyczny tel. +48 52 585 35 32, fax. +48 52 585 35 29

Collegium Medicum w Bydgoszczy e- mail: mmars@cm umk D|

Bydgoszcz, dn. 02.10.2023 r.

Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Wojtkowiak

..Oznaczanie matych peptydow za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej ze
spektrometrig mas w aspekcie badan antydopingowych™

wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Ewy Bulskiej

oraz dr hab. inz. Doroty Kwiatkowskiej

Problem dopingu w sporcie stanowi powazny problem majacy wplyw na znieksztalcenie
rywalizacji sportowej a tym samym negatywnie wplywa na wizerunek sportu w spoleczenstwie.
Wplyw na to zjawisko bez watpienia ma szybki rozwoj i dostepnos¢ wiedzy w zakresie farmakologii,
farmakodynamiki oraz farmakokinetyki. Podobnie jak to ma miejsce w przypadku wykazu substancji
psychotropowych i srodkéw odurzajgcych i psychoaktywnych, zwiekszajaca sie liczba nowych
substancji o potencjalnym dziataniu dopingujacym oraz ich strukturalna réznorodnosé, stawia
wysoka poprzeczke akredytowanym laboratoriom. Powyzsza sytuacja obliguje je do stalej
aktualizacji i rozwijania metod analitycznych umozliwiajgcych jednoznaczne potwierdzenie

procederu stosowania dopingu przez sportowcow.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska pani mgr Katarzyny Wojtkowiak wykonana
zostata 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. W pracy doktorantka podjeta sie modyfikacji i
udoskonalania metod analitycznych stosowanych w analizie antydopingowej. Dotyczyly one
kompleksowego podejscia do analizy peptydéw o masie czasteczkowej ponizej dwoch kilodaltondw,

ktore stanowig grupe substancji zabronionych w sporcie.

Praca obejmuje 215 stron wraz z zalgcznikami. Na poczatku autorka przedstawila SWOj
dorobek naukowy oraz przydatny podczas czytania lektury wykaz skrotow i akroniméw. We wstepie
opisata problematyke dopingu w sporcie na przestrzeni lat wraz ewolucjg uwarunkowan i regulacji

prawnych w tym zakresie. Nastgpnie w sposob skondensowany i czytelny przedstawita teorie



dotyczaca peptydow o potencjalnym zastosowaniu leczniczym i pozamedycznym wraz z ich
problematykg dotycza metabolizmu i stabilnosei oraz ich analizy. W tym miejscu przedstawila
w formie zalgcznika nr 1 peina liste 50 substancji (peptydow) stanowiagcych przedmiot
rozprawy. zawierajaca m. in. peptydy uwalniajace i pobudzajgce hormon wzrostu, fragmenty
hormonu wzrostu i czynnika wzrostu $rodblonka naczyniowego, hormony uwalniajace
gonadotroping oraz inne. Z uwagi na niska stabilno$¢ badanych zwiazkéw, doktorantka bazujac
na literaturze oraz dostepnych procedurach a przede wszystkim na wlasnym doswiadczeniu
opisala problematyk¢ zwigzang z przygotowaniem probek jak rowniez doborem odpowiednich
metod analitycznych ze szczegdlnym uwzglednieniem chromatografii cieczowej sprzezonej ze

spektrometrig mas.

Gi6wnym celem rozprawy doktorskiej byto opracowanie i walidacja metod oznaczania
peptydéw o masie ponizej dwoch kilodaltonow za pomoca wiasnie chromatografii cieczowej
sprzgzonej ze spektrometrig mas. W uwagi na fakt, iz oznaczanie ww. zwiazkéw w probkach
moczu ludzkiego wymaga specjalnego i kompleksowego podejscia do problemu, doktorantka
przed wlasciwg analiza chromatograficzng przeprowadzila liczne badania obejmujace:
okreslenie optymalnych warunkéw przechowywania roztworéw wzorcowych i probek moczu,
analiz¢ réznych warunkéw odparowania probek oraz poréwnanie klasycznych metod
przygotowania probek. W ramach badania zdecydowano si¢ na sprawdzenie wplywu o$miu
wybranych modyfikacji w réznych temperaturach (RT, 4°C i -20°C) na stabilno§¢ wodnych

roztworéw wzorcowych wybranych 10 peptydéw. W zwiazku z tym rodzi sie pytanie:

- czym Kkierowala si¢ doktorantka wybierajgc zestaw 10 peptydéw w stosunku do

deklarowanej wigkszej liczby zwiazkow przedstawionych w zataczniku nr 12

Badania zostaly powtérzone celem okreslenia najlepszych warunkow dla
przechowywania probek moczu celem zachowania jak najwigkszej stabilno$ci zawartych w
nich peptydéw. Uzyskane wyniki pokazuja brak znacznego wplywu uzytego materiatu
pojemnika do przechowywania probek wskazujac na temperature jako gléwny czynnik
determinujacy ich stabilnos¢. Nalezy wspomnie¢, ze na stabilno$¢ ma przede wszystkim wplyw
charakter oznaczanej substancji. dlatego doktorantka stusznie podsumowala badania
wnioskiem o koniecznosei analizy probek kontrolnych przygotowanych z wykorzystaniem
wickszej liczby moczy w celu ustalenia mechanizméw tego zjawiska. Podobny wniosek zostat
sformutowany odnosnie oceny sposobu i wplywu temperatury na proces odparowania probki,
1z optymalne warunki odparowania zalezg od badanego zwiazku. Pytanie dotyczace ww.

optymalizacji;



- doktorantka badajac wplyw sposobu i temperatury odparowania prébek na stabilnos¢
peptydow (str 108), wskazata odparowanie w warunkach <30°C pod zmniejszonym cisnieniem
jako najbardziej uniwersalne. Dlaczego w toku opracowania metody przygotowania probek na
potrzeby analizy przesiewowe] dla peptydow <2 kDa w procesie ekstrakeji ciecz-ciecz (str 112)

zastosowano proces odparowywania z uzyciem azotu w temp 55°C?

W dalszej cz¢sei pracy, doktorantka zgodnie z zalozonym celem dokonala poréwnania
klasycznych metod przygotowania probek wykorzystanych w metodzie LC-MS/MS. Ten etap
ma duze znaczenie z punktu widzenia metod przesiewowych z uwagi na konieczno$é
dostosowania obecnych procedur analitycznych do wykrywania znanych lub nowych
substancji, z uwzglednieniem szlakow metabolicznych. Uzyskane wyniki w ramach wyboru
metod przygotowania probek, dla ekstrakeji do fazy statej (SPE) wskazuja ja na wystraczajaco
uniwersalng pod katem analizy przesiewowej (str 118). Intensywnos$¢ sygnatéw analitycznych

uzalezniona jest m. in. od rodzaju fazy stalej czy tez ilosci plukan kolumny ekstrakcyijnej.

- czy planujgc badania wzigto pod uwage zastosowanie techniki mikroekstrakcji do fazy
stacjonarnej (SPME) i czy jest ona dopuszczona do procedur laboratoryjnych zgodnie z

wytycznymi WADA?

Sposrod pigciu procedur bazujacych na ekstrakeji do ciata stalego, doktorantka do
dalszej szczegotowej walidacji wytypowala trzy biorac pod uwage uniwersalno$é metody pod
katem analizy substancji macierzystych oraz ich metabolitow. Wyniki przedstawila w wielu
tabelach, w ktérych dla pojedynczych zwigzkéw umieszczona jest informacja o braku danych

stad pytanie:

- z czego wynika brak danych z analizy stopnia przeniesienia pomiedzy kolejnymi
nastrzyknigeiami dla metabolitéw substancji AOD-9604 oraz TB-500 dla procedury WCX 2 w
tabeli 19 (str 142)?

Podsumowujac przeprowadzone procedury, doktorantka wytypowala dwie metody
WCX 1 oraz WCX 2 wdrazajac je w latach 2015-2022 do rutynowych badaf antydopingowych
dla ponad 5000 prébek zgodnie z wytycznymi WADA. Uzasadnita i wskazata zalety ww. metod
pod katem identyfikacji wybranej grupy zwiazkéw - niskoczasteczkowych peptydéw oraz
peptydomimetykow. Na podkreslenie zastuguje fakt skutecznosci zastosowanych metod
potwierdzonych weryfikacja w miedzylaboratoryjnych testach bedacych elementem systemu

oceny jakosci WADA. W tym miejscu nalezatoby zadaé pytanie:



- aplikujac metody WCX 1 ora WCX 2 do rutynowych badan antydopingowych (str 150),
prosze o sprecyzowanie — czy bylo konkretne kryterium odrzucenia metody HLB (np. niska

wydajnos¢ ekstrakcji i silny wplyw matrycy?)

Kolejny cel obejmowal wyznaczenie profili wydalania heksareliny oraz jej metabolitow
w moczu po jedno- oraz wielokrotnym podaniu doustnym. Warto podkreslié, ze badania
stanowity czg$¢ projektu zrealizowanego w ramach wsparcia finansowego Ministerstwa Sportu
i Turystyki. Dobrze zaplanowane badania z wykorzystaniem wysokorozdzielczego
spektrometru mas, pozwolity na identyfikacje pieciu potencjalnych markeréw doustnego
stosowania heksareliny w moczu. Doktorantka po szczegotowej identyfikacji i opisaniu widm
mas substancji macierzystej oraz metabolitow, zaproponowata metode pozwalajacg na analize
jakosciowg pod katem wytypowanych markerow a takze do wstepnego oszacowania ich
stezenia. Analizujac profil wydalania heksareliny w moczu wytypowata heksareline 1-6 A oraz
1-3 FA jako potencjalne markery w analizie przesiewowej po katem jej stosowania w celach

dopingowych. Podczas analizy danych nasuwa sie pytanie:
- analizujgc Rys. 32 oraz 33 skad moze wynika¢ brak lub staby sygnat dla heksareliny 4-6 A?

Wyznaczenie potencjalnych markerow, w tym szlaku metabolicznego ma istotne
znaczenie, ktére zostalo podkre§lone podczas ujemnego wyniku testu biomarkeréw
somatotropiny przy zastosowaniu testow immunologicznych. Wniosek przedstawiony przez
doktorantke wskazuje na przewage zaproponowanych markeréw heksareliny w testach
przesiewowych, szczegolnie w przypadku jej stosowania w postaci suplementéw o jej niskim

stezeniu.

Zapoznajac si¢ z lekturg dysertacji stwierdzam, iz doktorantka umiejetnie wykorzystata
zaoferowany jej potencjal naukowy promotoréw oraz infrastrukture naukowsg jednostki i
Polskiego Laboratorium Antydopingowego. Oprocz do$wiadczenia zawodowego, doktorantka
od 2014 roku wykazywata aktywno$é¢ naukowa poprzez udzial lub wspotudzial w
konferencjach naukowych. Ponadto jest wspotautorka monografii oraz artykutéw w
czasopismach migdzynarodowych, glownie opisujacych problematyke analizy materiatu
biologicznego pod katem identyfikacji markeréw/profili wybranej grupy zwigzkow
zabronionych w sporcie. Warto podkresli¢ fakt zdobycia i kierowania projektem Preludium
Narodowego Centrum Nauki dla mlodych naukowcédw. Cenna umiejetnoscia doktorantki jest
poprawne formutowania probleméw oraz wycigganie wnioskow z uzyskanych wynikow czesto

popartych aktualng literaturg naukowa. Planujac prace eksperymentalne uwzgledniata dostepne



wytyczne WADA tak aby mozna bylo je zaimplementowa¢ w akredytowanym laboratorium

antydopingowym.

W mojej ocenie praca doktorska mgr Katarzyny Wojtkowiak spelnia wymagania
stawiane przez obowigzujace przepisy i tym samym wnosz¢ o jej dopuszczenie do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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