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Recenzja pracy doktorskiej Pani mgr Alicji Majdy pt. Innowacyjne sposoby analizy

krwi i szpiku kostnego na zawarto$¢ substancji psychoaktywnych

Charakterystyka i znaczenie podjetej problematyki badawczej

Rozprawa doktorska Pani mgr Alicji Majdy dotyczy opracowania nowoczesnych
sposobéw przygotowania réznych materiatéw biologicznych do badan w kierunku
zawarto§ci substancji psychoaktywnych za pomocg zaawansowanej techniki
instrumentalnej, jakg jest chromatografia cieczowa sprzezona ze spektrometria mas
(LC-MS).

Doktorantka badaniami objeta szeroka grupe substancji: lekéw z grupy pochodnych
benzodiazepiny (BZD), inhibitoréw wychwytu zwrotnego serotoniny (SSRi), inhibitoréw
wychwytu zwrotnego serotoniny i noradrenaliny (SNRI), niebenzodiazepinowych lekéw
nasennych (Z-drugs) oraz lekéw przeciwpadaczkowych (AED). Wymienione grupy lekéw
naleza do najczeéciej badanych w laboratoriach klinicznych i sgdowych w kontekscie

podejrzenia zatrucia.

Statystyki pokazuja, ze iloéé przyjmowanych lekéw roénie z roku na rok. Wynika
to m.in. z ich duzej dostepnosci, bedacej skutkiem coraz czestszego znoszenia ograniczen
w nabywaniu lekéw nawet o silnym dziataniu, rosngcego przekonania wielu oséb
o koniecznoéci ich zazywania - wynikajgcego z intensywnosci wspdtczesnego Zycia
i ,braku czasu” na wlasciwe zadbanie o siebie, czy tez sugestywnych akcji reklamowych
prowadzonych przez firmy farmaceutyczne, ktére sugeruja, ze leki wzglednie ich
suplementy sg wiaéciwym sposobem na uwolnienie si¢ od probleméw wspdtczesnego

$wiata. Skutkiem tego jest miedzy innymi polipragmazja, nazywana tez wielolekowoScig,
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charakteryzujaca si¢ réwnoczesnym przyjmowaniem wielu lekéw w ciggu dnia, co
prowadzi do wystepowania efektéw ubocznych. Dtugotrwate zazywanie lekéw skutkuje
tez czesto wytworzeniem tolerancji i wywolaniem uzaleznienia. Nastgpstwem sg

nierzadko zatrucia osé6b przyjmujacych leki, w tym zatrucia $miertelne.

Duza réznorodno$é lekéw, wystepowanie wielu preparatdéw leczniczych w formie
mieszanin wielosktadnikowych, réznice w diugodci czaséw dziatania i eliminacji
substancji aktywnych oraz ich metabolitéw, a takze znaczace réznice w wielkosci dawek
terapeutycznych sprawiaja, ze analityk pracujacy w laboratorium toksykologicznym staje
przed bardzo trudnymi zadaniami identyfikacji i oznaczenia wielu substancji o réznym
charakterze chemicznym, na réznych poziomach stezef, w zlozonych matrycach
biologicznych. Zadania te s szczegbinie trudne w przypadku analizy materiatu
pobranego poémiertnie, poniewaz procesy tanatochemiczne prowadzy do zmian
w sktadzie jako§ciowym i ilo§ciowym plynoéw ustrojowych i tkanek. Dodatkowo takie
zmiany mogg powodowaé okolicznoéci poprzedzajgce zgon, np. pozar czyli dziatanie
wysokie] temperatury czy tez fakt dlugotrwatego przebywania zwlok w wodzie. Z tego
tez wzgledu w takich przypadkach wskazanie jest wykonywanie analiz nie tylko
w materiatach klasycznych, do ktérych zalicza si¢ krew i mocz, ale tez tzw. materiatach

alternatywnych, np. ptynie z gatki ocznej, szpiku kostnym lub jego aspiracie.

Majac na uwadze bardzo duzg liczbe potencjalnych analitéw we wspotczesnym
laboratorium toksykologicznym, bardzo istotne jest stosowanie metod, ktére
wykorzystuja niewielkie ilosci materiatu biologicznego. Co wigcej, standardem
w laboratoriach pracujacych dla celéw sadowych jest pozostawienie czgci materiatu
w celu potencjalnego wykonania analizy poréwnawczej w innym laboratorium, gdyby
wynik pierwotny byt kwestionowany. Istotnym elementem jest zatem stabilno$¢
substancji w analizowanym materiale. W tym kontekécie na znaczeniu zyskuje analiza
suchych plam krwi (DBS) - jej odwodnienie powoduje spowolnienie lub zatrzymanie
proceséw metabolicznych, do ktorych zalicza sig m.in, hydrolize, utlenienie czy redukcje.
Dzieki temu sklad pozostaje niezmieniony zaréwno podczas transportu do laboratorium,
jak i podczas przechowywania. Co wigcej, suche plamy krwi mogg by¢ przechowywane
w temperaturze pokojowej, podczas gdy np. krew ptynna podlega zamroZeniu na czas

przechowywania, co w przypadku niektérych substancji jest niekorzystne (podobnie jak



odmrazanie i ponowne zamrazanie). Dlatego ten rodzaj materiatu coraz bardziej zyskuje

na popularnoéci.

Majac na uwadze przedstawione powyzej argumenty nalezy uznaé, ze
problematyka przedstawiona w rozprawie doktorskiej wynika z realnych potrzeb
laboratoriéw toksykologicznych i podjecie si¢ przez Doktorantke badafi w tym zakresie

nalezy uzna¢ za w pelni uzasadnione.

Celem wykonanej pracy bylo bowiem opracowanie metod przygotowania i analiz
toksykologicznych krwi i aspiratu szpiku kostnego dla celéw sadowych, w ktérych
oznaczane byly najczesciej zazywane leki z grup BZD, SSRI, SNRI, TCA, Z-drugs i AED.
Badania zrealizowane zostaly w kilku etapach. Najpierw szczegbtowo zostaly
scharakteryzowane plamy krwi naniesione na dedykowane karty DBS i wyznaczony
zostat czas ich schniecia, a takze opracowano strategie przeliczania stezen analitéw
w prébkach krwi i aspiratu szpiku kostnego pobranych po$miertnie | naniesionych na
karty DBS. Nastgpnie zoptymalizowano warunki dla metody DBS/LC-MS
i przeprowadzono proces jej walidacji w zastosowaniu do oznaczenia wybranych lekow
psychotropowych w prébkach krwi i aspiratu szpiku kostnego. Kolejnym etapem byta
optymalizacja warunkéw przygotowania prébek krwi i aspiratu szpiku kostnego za
pomoca mikroekstrakeji do fazy stacjonarnej prowadzonej bezposrednio z matrycy
probki i poddanych analizom technikg LC-MS oraz wyznaczenie parametrow
walidacyjnych tej metody w zastosowaniu do oznaczenia wybranych lekéw
psychotropowych. Koficowym etapem pracy byto wykonanie analizy rzeczywistych
probek krwi i aspiratu szpiku kostnegoe pobranych pos$miertnie przez specjalistéw
z zakladéw medycyny sadowej uniwersytetow medycznych z Krakowa, Katowic

i Wroctawia.

Uktad pracy i poruszane zagadnienia

Przediozona do recenzji rozprawa liczy tgcznie 146 stron. Wstep teoretyczny,
poprzedzony streszczeniem w jezyku polskim i angielskim oraz wykazem skrétéw, liczy
48 stron i sk¥ada sie z czterech rozdziatéw, poswieconych charakterystyce lekow i ich
metabolitow, réinego typu materiatom biologicznym, technikom izolacji analitéw

7 materialu biologicznego oraz metodom ich analizy. Wstep jest zatem dobrym
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wprowadzeniem do poruszanych w pracy zagadnien, w ktérym w sposép klarowny
oméwiono poszczegblne aspekty badan. Gléwny cel pracy, cele szczegbtowe i etapy
prowadzgce do ich realizacji okrelono prawidiowo. Cze$¢ do$wiadczalna zostata
przedstawiona na 66 kartach, Najpierw zostaty podane substancje wzorcowe, odczynniki
i inne materialy, a takze aparatura i pozostaly sprzet uzywane w pracy. Nastepnie
oméwiona zostala procedura wzbogacania prébek w anality i wzorce wewnetrzne,
a takze metody prowadzenia obliczen, w tym uiyte do wyznaczania parametréw
walidacyjnych. Przedstawiono réwniez kryteria akceptacji parametréw walidacyjnych
dla analiz materialu biologicznego. Nastepnie w sposéb zwarty oméwiono poszczegblne
etapy badan obejmujace: wstepna analize plam krwi z wykorzystaniem obrazowania
hiperspektrainego, wyniki optymalizacji —metody DBS/LC-MS, opracowanie
i zastosowanie metody DBS/LC-MS w oznaczaniu lekéw psychotropowych, a takze
opracowanie i zastosowanie metody DI-SPME/LC-MS w oznaczaniu lekow
psychotropowych, w tym jej zastosowanie w analizie probek sgdowych. Uzyskane wyniki
zostaly podsumowane i Autorka przedstawita wnioski koricowe z pracy. Nastepnie
zebrane zostaly bibliografia, spis rysunkéw, spis tabel, a takze wykaz prac naukowych,
w postaci publikacji naukowych oraz rozdziatu w ksigzce, w ktérych wspdtautorka byt

Dokrotantka i ktére dotyczyty tematyki przedstawionej w dysertacji.

Warto zwrécié uwage, ze Doktorantka jest wspétautorka pigciu publikacii
naukowych oraz rozdziatu w ksigzce. Powyzsze liczby $wiadczg o istotnosci tematyki
poruszanej w rozprawie i zainteresowaniu wynikami badah osiagnietych przez

Doktorantke przez rézne §rodowiska naukowe.

Rozprawa napisana jest w sposéb bardzo staranny. Naleiy podkresli¢ dbatosc
Doktorantki o forme graficzng pracy oraz stosowane stownictwo. Autorka rozprawy
postuguje sie poprawna polszczyzng, swcobodnie operujgc nig w ztozonej tematyce
naukowej. Jest to trudne, poniewaz do jezyka polskiego przenikajg obce, gtéwnie
angielskie sformulowania, a dodatkowo wiele pojec czy nazw technik pomiarowych nie
doczekato sie oficjalnych polskich odpowiednikéw. Dzigki temu praceg czytato sie

z przyjemnoscia i zainteresowaniem.



Ocena metod badawczych, sposobu przeprowadzenia badan i analizy uzyskanych

wynikéw

Recenzowana praca miata charakter ekspertymentalny. W mojej ocenie badania
zostaly zaplanowane we wiaéciwy sposéb, a dobdr analitéw, rodzaju eksperymentéw
oraz aparatury badawczej, jak réwniez spos6b przeprowadzenia badari oraz interpretacja

uzyskanych wynikéw byly odpowiednie.

Badania eksperymentalne rozpoczeto od scharakteryzowania plam krwi
nanoszonych na karty DBS, co pozwolito na prawidlowe przeprowadzenie analiz
ilosciowych substancji psychotropowych w tej matrycy. W tym celu wykorzystano
obrazowanie hiperspektralne, a do interpretacji wynikéw zastosowano metody
chemometryczne. Wykonane badania dostarczyly informacji o dynamice zmian
zachodzacych podczas wysychania plam krwi i pozwolily zidentyfikowaé obszary
homogeniczno$ci prébek. Dzigki temu wyznaczono optymalny czas schnigcia plamy krwi
na karcie DBS w warunkach laboratoryjnych i ustalono wla$ciwg czes¢ Sladu krwi do
wycinania prébek do dalszej analizy ilosciowe]. Kolejne dwa etapy badawcze polegaly na
oznaczaniu substancji psychoaktywnych z wykorzystaniem techniki LC-MS. Opracowano
dwa sposoby przygotowania materiatu biologicznego do analizy: technike DBS
i mikroekstrakcje do fazy stacjonarnej (SPME). Dla kazdego z nich przeprowadzono
walidacje w oparciu wytyczne migdzynarodowe. Opracowane metody zastosowano
w ilo§ciowej analizie substancji psychotropowych we krwi i aspiracie szpiku kostnego
pobieranych poémiertnie w Katedrze Medycyny Sadowej Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagiellonskiego, Zaktadzie Medycyny Sadowej Uniwersytetu Medycznego
im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu oraz Katedrze i Zaktadzie Medycyny Sadowej

i Toksykologii Sadowo-Lekarskiej Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach.

Zastosowanie przez Doktorantke techniki DBS do badania materiatow
alternatywnych pobieranych po$miertnie nalezy uznal za innowacyjne, bowiem
dotychczas w pi$miennictwie nie opisano metod opartych o technikg suchej kropli krwi

shuzacych do oznaczania substancji psychoaktywnych w tego typu prébkach.

Istotnym zagadnieniem poruszonym w dysertacji byta préba ograniczenia wptywu
zmiennego hematokrytu na wynik badania. Doktorantka w autorski sposéb opracowata

strategie przeliczania stezenia analitéw w przypadku braku informacji na temat poziomu
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hematokrytu w badanych prébkach, a jej model obliczeniowy zostat oparty o pomiar
$rednic plam krwi. Prawidtowo$¢ takiego podejécia zostata sprawdzona poprzez analize
uprzednio przebadanych prébek krwi w innym laboratorium z uzyciem odmiennej

metody analityczne;j.

W dalszym etapie prac badawczych Doktorantka zastosowata metode DBS/LC-MS
do oznaczania 16 lekéw psychotropowych, z wykorzystaniem zaproponowanej strategii
przeliczania stezen oraz po nieznacznej modyfikacji procedury przygotowania probek.
Uwage zwraca, ze do badan konieczne byto uzycie jedynie 50 pl matrycy biologicznej, co

ma ogromne znaczenie w ocenie przydatno$ci opracowanej metody dla celéw sadowych.

Autorka pracy podjeta sie réwniez opracowania metodologii przygotowania
i analizy materiatu biologicznego pobranego poémiertnie za pomoca mikroekstrakeji do
fazy stacjonarnej prowadzonej bezposrednio z matrycy prébki. Uzycie tej techniki
wymaga przeprowadzenia szeregu prac optymalizujgcych warunki prowadzenia procesu.
Doktorantka dobrata we wlaéciwy spos6b czas prowadzenia proceséw adsorpcji
i desorpcji, a takze dopracowata proces czyszczenia wiokien w spos6b umoziiwiajacy ich
ponowne uzycie do analiz. Opracowang metode DI-SPME/LC-MS uzyta do oznaczenia
25 lekéw psychotropowych w prébkach aspiratu szpiku kostnego pochodzgcych ze spraw
bedacych przedmiotem ekspertyz w réinych zaktadach medycyny sgdowej. Zebrane
wyniki wskazaly na mozliwe zastosowanie tej metody do oznaczania wybranych lekéw
na poziomie stezef terapeutycznych oraz toksycznych. Autorka pracy wykazata, Ze
opracowana metoda jest szybka i pozwala na uproszczenie pracochtonnych
i skomplikowanych proces6w izolacji analitéw ze skomplikowanej matrycy biologiczne;.
Warto ponownie podkreslié, ze réwniez ta metoda wymaga matej objgtoSci probki
(200 pl), a poprzez odpowiednioc wykonane kondycjonowanie oraz czyszczenie widkien

SPME mozliwe jest ich wielokrotne uzycie, co jest zgodne z kryteriami zielonej chemii.

Analiza danych przedstawionych w rozprawie wskazuje jednoznacznie, ze doboru
metod badawczych dokonywano wiasciwie do zamierzonego celu. Doktorantka
wiekszo§é procedur analitycznych opracowata samodzielnie i poddata je procesowi
walidacji, zanim przystapita do badan wiaSciwych. Stosowata si¢ w tym zakresie do
wytycznych miedzynarodowych towarzystw naukowych i standardéw dotyczacych
jakoéci badari.



Wartoé¢ merytoryczng rozprawy doktorskiej Pani mgr Alicji Majdy oceniam jako

bardzo dobra. Niezaleznie od tej oceny, ponizej przedstawitem kilka komentarzy i uwag

do treci pracy, do ktérych Doktorantka moze si¢ odnie$¢ podczas publicznej obrony

pracy, wzglednie wykorzysta¢ w dalszych pracach nad badanym zagadnieniem.

1.

Watpliwosci wzbudza liczba cyfr znaczacych jaka podano dla wynikéw walidacji,
a takze wynikéw badan prébek rzeczywistych. Na przyktad w tabeli 24 wszystkie
stezenia podano z doktadnoscia do setnej czedci ng/ml, podczas gdy odchylenie
standardowe opisujgce precyzj¢ wynosito przecigtnie kilka ng/ml (np. stgZenie
imipraminy podano jako 38,78 ng/ml gdy SD wynosito 6,12 ng/ml). Podobnie na
str. 96 napisano, ze ,0znaczenie alprazolamu jest moZliwe z zalozong precyzja
dopiero od 23,68 ng/ml”, podczas gdy dopuszczalny biad precyzji wynosit 15%.
Zastanawiajace sg duze szerokoéci pikéw chromatograficznych przedstawionych
na Rysunku 28, wskazujace, ze substancje wymywane byly z kolumny w czasie
przekraczajacym 1 minute. W szczegdlnosci niepokojacy jest ksztalt piku
pochodzacego od imipraminy w prébce 95/17. Dane zawarte w pracy nie
pozwalaja jednoznacznie ustali¢ co przedstawiono na chromatogramach, czy
obejmuja one bardzo szeroki zakres stosunkéw m/z (np. jak wskazano na stronie
71, od m/z 50 do 800), czy tez ,detekcja analitbw prowadzona byla na podstawie
czasu retencji (sic/) i intensywnosci sygnatéw [M+H]* w zakresie m/z 237 - 337"
(strona 70). Dodatkowo zwraca uwage, Ze na stronie 99 przedstawiono widmo
masowe, w ktérym zakres m/z wynosit 250 - 300.

Niektére wybrane przez Doktorantke parametry sg do$¢ niestandardowe, np.
wskazany zakres m/z 237 - 337 (str. 70) czy dodanie 16,3 pl wzorcow
wewnetrznych (str. 103). Czy byly one wynikiem badai optymalizacyjnych?
Wydaje sie, ze dob6r préb krwi do badania wptywu hamatokrytu mégt by¢ lepszy
- dwie z trzech préb miaty bowiem zblizona warto§¢ tego parametru (45 i 47), co
przetozyto sie na brak statystycznie istotnych réznic w $rednicy plam krwi dla tych
prébek.

Klasyfikacja probek w oparciu o analize wizualng obrazu hiperspektralnego jest
7 zaloZzenia subiektywna, jednak na Rysunku 12 trudno zauwazy¢ réznice miedzy
parami probek 16-17 a 18-19.

Autorka pracy nie podata wynikéw badania prébek aspiratu szpiku kostnego

w Zakladzie Medycyny Sadowej Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Siaskich
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we Wroctawiu, co nie pozwala na ocene ich zgodnoéci z wynikami uzyskanymi
przez Autorke pracy, a przedstawionymi w Tabeli 24.

7. Czy Autorka pracy prowadzila badania z uzyciem innych wiékien niz SPME-LC
45um C18, czy tez wybrala je wylacznie z uwagi na to, ze jest ono
,najpowszechniejszym wyborem dla zastosowati bioanalitycznych”? (str. 111).

8. Watpliwoéci wzbudzajg niekt6re uzyte przez Autorke pracy sformutowania, np.
,sprzezenie z glukoronidami” (str. 19}, ,z czasowym analizatorem przelotu (TOF)”
(str. 70), czy ,powierzchnie wzgledng pikéw pochodzaeych od pola powierzchni
pod pikiem (...)" (str. 73). W pracy zauwazono tez btedy literowe, np. niewta$ciwa
jest nazwa podtytutu 1.3 na str. 29 (i w spisie tresci), nie wyjasniono co oznacza
,5-HT”, skrét ,CNS” objasniony jest jedynie w treéci pracy. Braki i powtérzenia
zauwazono réwniez w wykazie prac naukowych Autorki, tj. brak jest nazw czgsci

czasopism, powtérzono inicjaty jednego z autoréw czy nazwisko jednej z autorek.

Powyzsze uwagi nie umniejszajg wartoéci pracy, ktérg jak podatem powyzej oceniam

bardzo dobrze.

Podsumowanie

Tres$é rozprawy doktorskiej potwierdza, ze Pani mgr Alicja Majda posiada duza
wiedze na temat lekéw psychotropowych i ich metabolitéw, dobry warsztat analityczny,
potrafi wtasciwie zaplanowa¢ i przeprowadzi¢ badania z wykorzystaniem nowoczesnej,
zaawansowanej aparatury oraz zintepretowaé uzyskane wyniki. W sposdb wiasciwy
odniosta wyniki badan wiasnych do danych literaturowych, krytycznie podchodzac do
wlasnych odkryé¢ i wykazujac nalezyta ostrozno$é w wycigganiu wnioskéw. Uwage
zwraca szeroki wachlarz metod przygotowania prébek wykorzystany przez Doktorantke,
umiegjetnoéé doboru aparatury badawczej, optymalizacji warunkéw prowadzenia

proceséw i dociekliwy sposob analizowania uzyskanych wynikow.

Rozprawa doktorska Pani mgr Alicji Majdy zawiera wiele elementéw nowosci,
z ktérych najwazniejsze wydaje sie uzZycie obrazowania hiperspektralnego
wspomaganego analizg chemometryczng do analizy proceséw zachodzacych w krwi po
jej naniesieniu na karty DBS, majace na celu okreélenie czasu powstania plamy krwi,

a takze wykazanie przydatnosci analizy aspiratu szpiku kostnego dla celéw sadowych.



W pracy przedstawiono tez wiele aspektéw analitycznych dotyczacych nowoczesnych
metod ekstrakcji, w szczegélnosci techniki DBS i mikroekstrakeji do fazy statej. Wyniki
przedstawione przez Doktorantke bedg z pewnoécig zacheta dla wielu badaczy do

wykorzystywania techniki suchej kropli krwi w praktyce opiniodawcze;.

Whnioski

Na podstawie przeprowadzonej oceny rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze
spelnia ona warunki okre$lone 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.z 2018 r.,,
poz. 1669) i stawiam wniosek do Rady Dyscypliny Nauk Chemicznych Uniwersytetu

Jagiellonskiego o dopuszczenie Pani mgr Alicji Majdy do publicznej obrony.

Jednocze$nie, biorac pod uwage poziom naukowy i jako$¢ rozprawy

doktorskiej, wnioskuje o wyrdznienie pracy doktorskiej Pani mgr Alicji Majdy.
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