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N Ocena
pracy doktorskiej mgr Agnieszki Moos pt. ,Analiza alternatywnych materialow

biologicznych na potrzeby ekspertyzy toksykologicznej”

Przestana mi do oceny rozprawa doktorska wykonana zostala pod kierunkiem Pana
Profesora Pawla Koscielniaka i Pani Profesor Matgorzaty Klys. Badania prowadzono
w Pracowni Chemii Sadowej Wydzialu Chemii Uniwersytetu Jagielloriskiego we wspdtpracy
z Pracownig Toksykologii Katedry i Zaktadu Medycyny Sadowej Collegium Medicum
Uniwersytetu J agiellonskiego.

Praca po'siada uktad poszezegdlnych rozdziatow typowy dla wigkszodci prac
doktorskich, j. sktada sie z Czesei teoretycznej, Czgsci doswiadcezalnej, Wynikow, Dyskusji,
Wnioskéw, Bibliografii, Streszczenia i Zatacznikow,

Przedstawiono obszerny materiat eksperymentalny, wykonany z udzialem réznych
lekéw psychotropowych z zastosowaniem wysokozaawansowanych, sprzezonych technik
separacyjnych w - alternatywnych materiatach biologicznych (w plynie z jamy ustne]
i w plynie fzowym) oraz we krwi.

Praca jest obszerna (195 stron, bez zatacznikéw), przy czym napisana jest w sposob
spojny, a przeglad literatury, dotyczacy zastosowania MEPS | HPLC do oznaczania lekéw
w alternatywnym materiale biologicznym, jest przedstawiony w formie tabelarycznej.

W celu pracy Pani mgr Agnieszka Moos Jjasno przedstawita zakres badan dotyczacych
opracowania procedur analitycznych do oznaczania lekéw psychotropowych z grupy
trojpiericieniowych lekow przeciwdepresyjnych, benzodiazepin, selektywnych inhibitoréw
zwrotnego wychwytu serotoniny oraz serotoniny i noradrenaliny i lekéw nasennych nowej
generacji tzw. lekow ,,Z”. Do wydzielania analitéw zastosowala technike mikroekstrakeji na
upakowanym sorbencie (MEPS), a do oznaczen analitéw techniki HPLC-UV, UHPLC-MS,
LC-MS/MS oraz CE-UV. Na kazdym etapie badan zaplanowata dobér warunkéw wydzielania

1 0znaczania oraz walidacje opracowanych procedur.



W czesci pracy zatytulowanej ,,Wprowadzenie” omoéwiono leki bedace przedmiotem
badan, pod katem ich wilasciwosci fizykochemicznych 1 dziafania na organizm czlowieka.
Oméwiono rowniez badane ptyny ustrojowe, tj. ptyn z jamy ustnej 1 ptyn tzowy oraz krétko
krew, ktorg w pracy zastosowano jako tzw. material odniesienia. Kolejno przedstawiono
techniki izolacji lekéw psychotropowych z materiatu biologicznego, a szczegdtowo
om(;wiono mikroekstrakcje na upakbwanym sorbencie (MEPS).

Pozytywnie oceniam przedstawiong ,,Czgsé teoretyczng”, chociaz w tym miejscu
cheiatabym zwrocié uwage, ze w tytutach Tabeli 1.1, Tabeli 1.6 i Tabeli 1.10 podpisano, ze
podane zostaly maksymalne dawki lekéw, jednakze w wymienionych tabelach brak takich
danych.

W obszernej czeéci doswiadczalnej kolejno opisano badania nad opracowaniem.
procedur dla oznaczania wymienionych w celu pracy lekéw. Autorka zaplanowata
zastosowanie techniki mikroekstrakeji na upakowanym sorbencie do wydzielania badanych
lekéw z ptynu'z jamy ustnej i ptynu tzowego. Juz poczatkowe badania wykazaly, ze proces
ten musi by¢ poprzedzony wstepnym przygotowaniem probek. Zbadano wige wplyw
wirowania, filtracji, ultradzwiekéw na mozliwosci usuniecia substancji przeszkadzajacych
z plynéw z jamy ustnej (przebadano 12 procedur) oraz przebadano rézne warunki wirowania
w celu usuniecia interferentow z prynu fzowego.

Kolejno opracowano procedury izolacji 1 oznaczania:
— w plynie z jamy ustnej trzech grup lekow:
. tréjpierécieqiowych lekéw przeciwdepresyjnych (amitryptyliny, dezypraminy,
doksepiny, nortryptyliny, nordoksyny i imipraminy)
» benzodiazepin (alprazolanu, diazepamu, estazolamu, klonazepamu, lorazepamu
i tetrazepamu)
= selektywnych inhibitoréw wychwytu zwrotnego monoamin (SSRI1 SNRI)
— w plynie tzowym
» benzodiazepin
— wkrwi
« benzodiazepin
v lekow ,,Z7.

W procedurach ekstrakcji analitéw z plynow alternatywnych najwigcej uwagl

po$wiecono technice mikroekstrakeji na upakowanym sorbencie (MEPS). Z uwagi na

mniejsze ilosci materiatéw do badan w poréwnaniu z innymi plynami ustrojowymi, takie
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zatozenie bylo interesujace, wzieto réwniez pod uwage strong ekonomiczng i ochrong
$rodowiska (mniejsze zuzycie rozpuszezalnikéw). Badania prowadzono zaréwno manualnie,
jak réowniez w trybie zmechanizowanym, a dla poprawy komfortu 1 jakosci pracy
zaprojektowano stolik na potrzeby badan do mechanicznego zestawu ekstrakcyjnego. Badania
prowadzono z zastosowaniem sorbentéw, ktére dobierano pod katem wihasciwosci
ekstrahowanych lekéw. Przebadano rézne sposoby kondycjonowanie zloza odpowiednimi
rozpuszczalnikami lub ich mieszaninami, jak rowniez rodzaje eluentow do wymywania
analitow.

We wszystkich tych eksperymentach badano wydajnoéé procedur ekstrakcyjnych i przy
opracowywaniu sposobow wydzielania 1 =zatezania brano pod uwagg mozliwosé
wielokrotnego zastosowania sorbentow. Takie szeroki badania réznych parametréw ekstrakeji
byly praco- i czasochlonne, a czesto ta czes$é eksperymentéow jest niedoceniana gdyz
z zatozenia nowe techniki analityczne rodzg nadzieje prostej obstugt i wysokiej efektywnosci.

Kolejno opracowano metody analityczne do réwnoczesnego oznaczania obok siebie
badanych lekéw. W literaturze naukowej niewiele jest doniesien na temat oznaczania
badanych przez Doktorantke lekéw w przygotowanych mieszaninach, a dotyczg gidéwnie
oznaczen w innych materiatach biologicznych lub inne sa techniki ekstrakeji. Do oznaczania
wyzej wymienionych trzech grup lekéw w plynie z jamy istnej opracowano metody HPLC-
UV, UHPLC-MS i CE-UV. W tej ostatniej nie bylo potrzeby ekstrakeji analitow.
Do oznaczania benzodiazepin w plynie lzowym opracowano metode z zastosowaniem
techniki UHPLC-MS, a w badaniach dwéch grup lekow w krwi stosowano technike LC-
MS/MS, po uprzedniej ekstrakcii technikg SPE.

We wszystkich opracowanych metodach przeprowadzono walidacje z obszerng
dokumentacjg wynikdw.

Szczegbdlng uwage chcialabym zwrécié na badania prowadzone na probkach
rzeczywistych, pochodzacych od pacjentéw lub wolontariuszy, czy z materiatu sekcyjnego.
W takich materiatach z pewnoscig duzym utrudnieniem sa niskie koncentracje badanych
lekéw, czesto znacznie mniejsza ilo$é materialu niz w badaniach prébek modelowych lub
brak wiedzy na temat czasu przebywania leku w organizmie.

W rozdziale pracy doktorskiej zatytutowanym ,,Wyniki” przedstawiono kolejno dla
badanych plynéw ustrojowych metodyke opracowywanych sposobdéw ekstrakeji oraz

oznaczen i otrzymane wyniki wraz z ich omowieniem. Szczegolnie interesujacy jest sposob
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prezentacji wynikéw badan - w kolejnych etapach pracy Doktorantka dokonuje
podsumowania tych badan, co tworzy spojna catos¢ dla danego fragmentu rozprawy.

W rozdziale ,Dyskusja” przedstawiono zalety opracowanych procedur ekstrakeji
i siedmiu metod oznaczania badanych lekéw psychotropowych na tle wynikdw innych
badaczy. Zwrécono jednak réwniez uwage na koniecznoéé dalszych badan celem poprawy
efektywnosei i czutoscei niektorych- oznaczei w opracowanych przez Panig mgr Agnieszke
Moos metodach.

Jak wynika z ogromnego materiaty doswiadczalnego, opracowane metody umozliwiaja
wykorzystanie ptynu z jamy ustnej t plynu tzowego dla celow ekspertyzy toksykologicznej,
ale z pewnoscig réwniez mogg by¢ stosowane w analizie klinicznej. Niewielka ilogé
potrzebnego do badaft materiatu pobieranego nieinwazyjnie, stanowi bezsprzecznie zalete
w stosunku do innych metod, wymagajacych pobierania krwi.

O naukowej wartosci pracy $wiadcza opracowane skuteczne metody izolowania
badanych lekéw z probek biologicznych technika MEPS i nowatorskie metody ich oznaczen.
Za pomocy techniki MEPS/UHPLC-MS mozna oznaczy¢ z najlepsza czuloscig
trojpierscieniowe  leki przeciwdepresyjne w plynie z jamy ustnej oraz benzodiazepiny
w plynie fzowym. Technika CE-UV mozna oznaczy¢ TLPD w ptynach alternatywnych bez
ucigzliwej ekstrakeji, co z pewnoscig zainicjuje dalsze badania analitykdw, nie tylko w kraju.
Aby méc poréwnaé wyniki oznaczen wybranych lekdw zaréwno w krwi, jak i w ptynie
z jamy ustnej w probkach rzeczywistych od pacjentéw opracowano metode oznaczania
benzodiazepin i lekéw ,Z” we krwi metodg SPE/LC-MS/MS (facznie 23 lekow).
Wykorzystano opracowang wezesniej przez innych autoréw technike SPE do ekstrakeji,
natomiast Doktorantka przeprowadzila optymalizacje 1 walidacje metody LC-MS/MS.
W oparciu o opracowang procedurg SPE/LC-MS/MS przeprowadzono analize 5 prébek krwi
(2 pobranych przyzyciowo i 3 krwi sekcyjne)). Zastosowanie deuterowanych pochodnych
analitéw jako wzorcow wewnetrznych pozwolito rozwigzaé problem efektow matrycowych
podczas oznaczen.

W oparciu 0 opracowane w nintejszej rozprawie metody poddano analizie réwnies
probki krwi i probki plynu z jamy ustnej pochodzace od tych samych pacjentow
zazywajacych 2 leki psychotropowe (9 probek krwi, 9 probek plynu z jamy ustnej).
W przypadku diazepamu wykazano korelacje pomigdzy stezeniem tego leku w obu rodzajach
badanych plynéw. Stwierdzono réwniez we krwi metabolit diazepamu. Drugi z lekéw,

lorazepam oznaczono tylko w krwi.



Te niezwykle ciekawe badania otwieraja nowe mozliwoéci $ledzenia dystrybucji
I metabolizmu leku w organizmach pacjentéw. Stwierdzam wiec z pelnym przekonaniem, ze
opracowane przez Doktorantke procedury przygotowania probek ptynoéw fizjologicznych,
opracowane i zwalidowane nowe metody analityczne stanowig wartosciowy material o duzym
potencjale nowosci naukowej.
Jednakze z obowigzku recenzent pragne zaznaczy¢ uwagi pod dyskusje i wcelu poprawy
drobnych bleddéw.

1. Dlaczego w badaniach krwi stosowano technike SPE, a nie opracowang wczesniej
I opisang przez Zespdl Pana Profesora Pawla Koécielniaka (w tym mgr Agnieszke
Moos) w Anal. Bioanal. Chem. (2012) technikg MEPS do izolacji lekow
psychotropowych z surowicy krwi?

2. Nastronie 115 — jest: ,,Punkty wykreséw wyznaczono jednokrotnie”™. Co to znaczy?

3. Nastronie 120 ~ jest ,,leki o charakterze zasadowym pK, < 3,3”

Na stronie a 133 - jest ,,leki o charakterze zasadowym pK, > 8,5”
Na stronie 26 — w Tabeli 1.7 »pKqa=1,5/10,5; 1,3/11,5” — co te wartodci oznaczajg?

4. W pracy zauwazono kilka bledow redakcyjnych, np. PO;” zamiast PO, mamy
Zamiast omamy.

W spisie skrétow jest dwukrotnie Clo — zaréwno dla klomipraminy i klomazepamu.
Brak w skrétach Nord, a jest w tekécie.

W tekscie objasniano powtérnie skréty, kidre wezesniej zamieszczono w wykazie
skrotow.,

5. Na stronie 170 jest: ,,... mikroekstrakcje na upakowanym sorbencie stosowano do
izolacji lekéw z réznych grup”.

Sg tam cytowane glownie prace autoréw zagranicznych, a w tym miejscu cheiatabym
zaprosi¢ rowniez do lektury prac autoréw z zaprzyj aznionej Politechniki Slgskief:

a) Sylwia Magiera, Sefika Glilmez, Aleksandra Michalik, Irena Baranowska,
Application of statistical experimental design to the optimisation of microextraction
by packed sorbent for the analysis of nonsteroidal anti-inflammatory drugs in human
urine by ultra-high pressure liquid chromatography, Journal of Chromatography A,
2013, 1304, 1-9.

b) Sylwia Magiera, Irena Baranowska, A new and fast strategy based on a semi-

automatic microextraction by packed sorbent followed by ultra-high performance



liquid chromatography for analysis of drugs and their metabolites in human urine,
Journal of Separation Science, 2014, 37, 3314-3320.

¢) Sylwia Magiera, Fast, simultaneous quantification of three novel cardiac drugs in
human urine by MEPS-UHPLC-MS/MS for therapeutic drug monitoring, Journal of
Chromatography B, 2013, 938, 86--95.

d) Sylwia Magiera, Jacek Kusa, Evaluation of a rapid method for the therapeutic drug
monitoring of aliskiren, enalapril and its active metabolite in plasma and urine by
UHPLC-MS/MS, Journal of Chromatography B, 2015, 980, 79-87.

Powyzsze uwagi nie umniejszajg mojej bardzo wysokiej oceny rozprawy doktorskiej
Pani mgr Agnieszki Moos, w kidrej zrealizowano wszystkie ambitne cele przediozone
w zatozeniach pracy. Doktorantka wykazala sie duzg wiedza teoretyczng, wykonata ogromng
pracg eksperymentalna, omoéwita wyniki badan w sposdb  wyjatkowo obiektywny
1 sprecyzowata wnioski. Cze$é wynikow opublikowata w bardzo dobrych czasopismach.
Wedlug mojej opinii przedtozona do oceny rozprawa doktorska spelnia wszystkie wymagania
stawiane przez Ustawe z dnia 14 marca 2003 1. (Art. 13) o stopniach i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r., nr 65 poz. 395 z pdiniejszymi
Zmianami).

Wnoszg do Wysokiej Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu  Jagiellonskiego

o dopuszczenie Pani mgr Agnieszki Moos do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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