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Analiza alternatywnych materialéw biologicznych na potrzeby ekspertyzy toksykologicznej

Charakterystyka i znaczenie problemu nankowego

Przedmiotem rozprawy doktorskiej Pani mgr Agnieszki Moos byly leki psychotropowe,
takie jak trojpierécieniowe leki przeciwdepresyjﬂne (TLPD), benzodiazepiny (BZD), selektywne
inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny (SSRI) oraz serotoniny i noradrenaliny (SNRI), jak
réwniez tzw. leki ,,Z”. Sg one stosowane w leczeniu réznych zaburzen psychicznych.
Substancje z poszczegdlnych grup réznig si¢ dziataniem, zakresem zastosowania, a takze
bezpieczenstwem dla pacjenta. TLPD =zostaly wprowadzone do lecznictwa w latach
piecdziesigtych XX wieku i cechuja si¢ wzglednie wysoka toksycznoscig — dawka toksyczna
jest tylko kilkukrotnie wieksza od maksymalnej dawki terapeutycznej. W duzych dawkach
hamujg dzialanie oSrodkowego ukladu nerwowego (OUN), czego efektem moga by¢
zaburzenia funkcjonowania ukladu sercowo-naczyniowego. BZD sa uwazane za bezpieczne
leki o dziataniu przeciwlekowym, nasennym, rozluZzniajgcym migénie, przeciwdrgawkowym
i amnezyjnym, jednak ich przyjmowanie moze powodowaé powstanie zaleznosci psychicznej
i fizycznej, a takze rozwdj tolerancji. Lekami psychotropowymi nowej generacji sg inhibitory
wychwytu zwrotnego serotoniny oraz serotoniny i noradrenaliny, jak réwniez tzw. leki ,,Z” i s

one obecnie najczesciej zapisywane pacjentom z zaburzenjami psychicznymi.

Leki psychotropowe wplywajg na funkcjonowanie OUN, czego efektem sy czasowe
zmiany postrzegania, nastroju, $wiadomosci i zachowania. Jest to istotne z punktu widzenia
bezpieczefistwa w ruchu drogowym czy w pracy. Zaburzenia sprawnosci psychomotorycznej
moga mieé negatywny wplyw nie tylko na kierujacego czy operatora maszyny, ale posrednio
réwniez na innych uczestnikéw ruchu drogowego czy wspdlpracownikéw. Dlatego bardzo
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istotne jest badanie kierowc6éw i pracownikéw pod katem obecnosci w ich organizmie Srodkdéw
obnizajacych sprawno$é, W chwili obecnej najwieksza uwage poswigea sig kontrolowanym
srodkom odurzajacym i substancjom psychotropowym, zwanych powszechnie narkotykami,
oraz ich niekontrolowanym pochodnym, okreslanym w Polsce jako dopalacze. Niemniej jednak
majac na uwadze duzg i stale rosnaca liczbe 0sob przyjmujacych leki psychotropowe, nalezy
uznaé, ze praca Pani mgr Agnieszki Moos wpisuje si¢ w aktualne, a nawet przyszle
zapotrzebowania i wyniki zawarte w rozprawie maja szansg zosta¢ wykorzystane w praktyce
do kontroli kierujacych i pracownikéw. Poniewaz cze$é lekéw psychotropowych moze
powodowaé uzaleznienie psychiczne i fizyczne, a takze tolerancjg, istotne jest monitorowanie

ich stezefi u pacjentéw przyjmujgcych te leki ze wskazan lekarskich.

Wiekszo$¢ metod opracowanych przez Doktorantke przeznaczonych jest do badania
materiatéw alternatywnych: plynu z jamy ustnej oraz ptynu tzowego. Plyn z jamy ustnej jest
od kilku lat wykorzystywany w praktyce do wykrywana tzw. §rodkéw dziatajacych podobnie
do alkoholu u uczestnikéw ruchu drogbwego. Dla wykazania obecnosci lekdéw
psychotropowych dostgpne s3 jedynie testy ?dlllf\i benzodiazepin. Analizatory stosowane przez
policje przy drodze wykorzystuja metody immunochemiczne, a uzyskany wstgpnie wynik
dodatni musi byé potwierdzony badaniami laboratoryjnymi ze wzglgdu na ograniczong
selektywnosé tego typu metod. Jedna z metod opracowanych przez Doktorantke dotyczyla
oznaczania benzodiazepin w probkach ptynu izowego, ktéry praktycznie nie jest stosowany
w badaniach klinicznych i sadowych, a jednoczesnie posiada wiele zalet, w tym nieinwazyjny
charakter pobrania. Z powyzszych wzgledéw, metody analityczne opracowane i przedstawione
przez Doktorantke maja duze szanse na wykorzystanie w przyszioSci w praktyce

diagnostycznej w laboratoriach klinicznych i sgdowych.

Struktura pracy

Praca zostala podzielona na 15 rozdzieléw zawierajacych teoretyczne podstawy
przeprowadzonych badar oraz oméwienie wynikéw do$wiadczalnych, jak réwniez wstep, cel
badaf, dyskusje i wnioski. Konstrukcje pracy nalezy uznaé¢ za wilasciwa. Pierwsze cztery
rozdziaty sa wprowadzeniem do zagadnien objetych badaniami. Oméwiono w nich przedmiot

badan — wybrane leki psychotropowe, rodzaje materiatéw biologicznych wykorzystywanych




przez Doktorantke, techniki ekstrakeji wybranych lekéw z materiatu biologicznego oraz
metody analityczne stosowane w analizie lekéw psychotropowych. Dla poszczegdlnych grup
lekéw opisane zostato dziatanie na organizm czlowieka, ich toksyczno$é, st¢zenia wystgpujace
we krwi po przyjeciu w celach terapeutycznych i stwierdzane w przypadkach zatrué, jak
réwniez metabolizm (na wybranym przykladzie). Opis materialu biologicznego zawiera
szczegOtowe informacje na temat sktadu i mechanizmu powstawania ptynu z jamy ustnej
i ptynu tzowego oraz krwi. Przy omawianiu technik izolacji szczegdlng uwage Doktorantka
pos$wigcita mikroekstrakeji na upakowanym sorbencie (MEPS), ktéra jest nowoczesng,
przyjazng $rodowisku technikg ekstrakcji. W tabeli 3.1 zestawita kilkanascie przykladowych
zastosowan techniki MEPS do izolacji lekéw z materialu biologicznego. Przy opisie metod
analitycznych stosowanych w badaniach Doktorantka skupita si¢ na technikach separacyjnych,
wysokosprawnej chromatografii cieczowej oraz elektroforezie kapilarnej. Nastgpnie
przedstawione zostaly odczynniki, materialy, aparatura i inny sprzet laboratoryjny, jak rowniez

wybrane metody obliczeniowe Wykorzystywa‘ne»w badaniach.

Wyniki badan przedstawiono z podziaiém na opracowane metody analityczne. Duza
czes$é pracy zostala pos§wiecona wynikom wyboru i optymalizacji wstepnego przygotowania
probek oraz procedury ekstrakcyjnej. Nastepnie oméwione sg procedury pomiarowe, dla
ktérych podano wyniki walidacji. Dla czesci opracowanych metod przedstawiono wyniki

analizy autentycznego materiatu biologicznego.

Praca liczy 195 kart, z ktérych 88 zajmuje wprowadzenie do tematyki badan. Zawiera
ona réwniez wykaz skrotow, spis rysunkéw i tabel. W pracy znajduje si¢ az 178 odnos$nikéw
literaturowych, co $wiadezy o szerokim rozeznaniu tematyki badawczej przez Doktorantke.
Dobér pozycji literaturowych nalezy uznaé za whasciwy. Prace uzupelnia 5 zalacznikdw

dotyczgcych badan z udzialem probantow.

Praca napisana jest w sposob staranny. Nalezy podkresli¢ dbalos¢ Doktorantki o formg
jezyka. Autorka rozprawy posluguje sie poprawng polszczyzna, swobodnie operujac nig
w ztozonej tematyce naukowej. Jest to obecnie coraz rzadsze, poniewaz do jezyka polskiego
przenikaja obce, gtéwnie angielskie sformutowania, a dodatkowo wiele pojec czy nazw technik
pomiarowych nie doczekato si¢ oficjalnych polskich odpowiednikéw, Uwagg zwraca réwniez
duza dbalo$é o forme graficzng pracy. Dzieki temu prace czytalo si¢ z przyjemnoscig
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Ocena metod badawczych, sposobu przeprowadzenia badan i analizy uzyskanych wynikéw

Recenzowana praca miata charakter ekspertymentalny. Nalezy stwierdzi¢, ze badania
zostatly zaplanowane w sposéb przemysélany, a dobor substancji, rodzaju eksperymentow oraz
aparatury badawczej, jak tez sposéb przeprowadzenia badan oraz analiza uzyskanych wynikow

byly wiadciwe,

W ramach pracy doktorskiej opracowanych zostato siedem procedur analitycznych.
Analitami byly leki z kilku grup: tréjpierécieniowe leki przeciwdepresyjne, selektywne
inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny, selektywne inhibitory wychwytu zwrotnego
serotoniny i noradrenaliny, leki z grupy benzodiazepin oraz leki ,,Z". Zwigzki te analizowano
w klasycznym materiale biologicznym, tj. krwi, oraz dwoch materiatach alternatywnych: plynie
z jamy ustnej i plynie lzowym. Do ekstrakcji analitdéw wykorzystano dwie techniki:
mikroekstrakcj¢ na upakowanym sorbencie ‘(MEPS) oraz ekstrakcje do fazy stalej (SPE).
Rozdzial prowadzono z wykorzystaniem wyspkosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC,
UHPLC) oraz elektroforezy kapilarnej (CE), a do detekcji analitbw zastosowano
spektrofotometr lub spektrometr mas typu kwadrupol — analizator czasu przelotu (QTOF)
wzglednie typu potrdjny kwadrupol.

Opracowanie metod Doktorantka rozpoczela od optymalizacji sposobu wstgpnego
przygotowania probek plynu z jamy ustnej do mikroekstrakeji na upakowanym sorbencie.
W tym celu przetestowata mozliwo$¢ uzycia wirowania, filtrowania, wykorzystania probdwek
Salivette i dziatania ultradZwiekéw, ktéry to proces prowadzila w réznych temperaturach.
Najlepsze rezultaty pod wzgledem wydajnosci ekstrakcji, powtarzalnosci wynikoéw
i zywotnosci sorbentéw uzyskano dzialajac na probki ultradZzwigkami oraz wirujac je

w obniZzonej temperaturze, dlatego stosowano t¢ procedure w dalszych badaniach.

Oznaczanie TPLD w ptynie z jamy ustnej prowadzono trzema metodami analitycznymi:
MEPS/HPLC-UV, MEPS/UHPLC-MS oraz CE-UV. Zalets tej ostatniej metody bylo ominigcie
etapu ekstrakeji analitbw, co znacznie uproscilo tok postepowania i skrocito czas analizy.
Metoda ta cechowala si¢ jednak staba czuloscia. Granice oznaczalno$ci metody CE-UV byly
w zakresie 60 — 330 ng/ml, MEPS/HPLC-UV: 3,7 - 31 ng/ml, a metody MEPS/UHPLC-MS:
0,03 - 0,14 ng/ml. Metoda MEPS/HPLC-UV byta wigc kilkanascie, a metoda MEPS/UHPLC-
MS kilkaset razy czulsza niz metoda CE-UV. Te ostatniag metode zastosowaé mozna zatem
jedynie celem weryfikacji zatrucia, natomiast do kontroli stezeni terapeutycznych konieczne
byloby zastosowanie metod chromatograficznych. Ograniczeniem metody MEPS/UHPLC-MS
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jest waski zakres liniowosci detektora, nie pokrywajacy w calosci zakresu stezen TLPD
wystepujagcych w plynie z jamy ustnej, przez co w niektérych przypadkach konieczne byloby
zastosowanie rozcieficzenia probki. Poprawg stosunkowo niskiej precyzji tej metody Autorka
checiata dokonaé poprzez automatyzacje etapu przygotowania prébek z uzyciem pompy

strzykawkowej.

* Metoda MEPS/HPLC-MS zostata rowniez opracowana i zoptymalizowana do analizy
ilosciowej szesciu lekédw z grupy pochodnych benzodiazepiny w plynie z jamy ustnej. W trakcie
badan testowano osiem procedur ekstrakcyjnych i dwa rodzaje sorbentéw. Wyniki walidacji
oraz badan probek autentycznych potwierdzily, ze metoda ta jest wiasciwa do zamierzonego

celu i moze staé si¢ przydatnym narzedziem w analizach kliniczno-sgdowych.

Réwniez analize iloSciows lekéw z grup SSRI i SNRI przeprowadzono metods
MEPS/HPLC-MS. Wcze$niej sprawdzono wydajnoéé ekstrakcji przy uzyciu réznych
roztworéw na etapach kondycjonowania i przemywania sorbentu oraz elucji analitéw, jak
rOwniez przetestowano dwa roézne rodzaje squi)entéw. Parametry walidaéyjne metody byty
zadowalajgce dla wickszosci zwiazkéw z wyjatkiem sertraliny. Opracowang metode
zastosowano do analizy autentycznych prébek pacjenté{v Oddzialu Psychiatrii Dorostych

Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie, potwierdzajac przydatno$¢ metody w praktyce.

Za nowatorskg nalezy uznaé¢ opracowang metod¢ MEPS/HPLC-MS oznaczania
benzodiazepin w plynie lzowym. Sposéb przygotowania prébek plynu lzowego do
mikroekstrakcji na upakowanym sorbencie okazat si¢ znacznie prostszy i krotszy w poréwnaniu
do metodyki przygotowywania probek plynu z jamy ustnej i obejmowal jedynie proces
wirowania w obnizonej temperaturze. Procedura ekstrakcyjna MEPS, uprzednio stosowana do
oznaczania benzodiazepin w plynie z jamy ustnej, zostala zmodyfikowana ze wzgledu na matg
objeto$é probek ptynu tzowego. Badania z udziatem probanta potwierdzily, ze opracowana

metoda jest wlasciwa do zamierzonego celu.

Z kolei metoda SPE/L.C-MS-MS zostala opracowana dla najwigkszej liczby analitéw —
23 lek6w z grupy benzodiazepin i ich metabolitéw oraz lekéw ,,Z”, Dla tej metody najwigkszym
problemem byl wplyw matrycy, ktéry udato sie zredukowaé poprzez zastosowanie jako wzorce
wewnetrzne deuterowanych pochodnych analitéw. Metodg t¢ uzyto z powodzeniem do badania
prébek krwi nadestanych do Katedry i Zaktadu Medycyny Sadowej UJ CM celem wykonania
ekspertyzy.




Recenzowana praca zawiera elementy nowosci. Doktorantka na etapie przygotowania
prébki do badan stosowata mikroekstrakcje na upakowanym sorbencie (MEPS), ktdra zostala
wprowadzona do uzycia kilka lat temu i umozliwia zmniejszenie objgtosci probki poddawanej
ekstrakeji i rozpuszczalnikéw stosowanych w procedurze ekstrakcyijnej, nie tylko w stosunki
do tradycyinej ekstrakcji ciecz — ciecz, ale réwniez w poréwnaniu do ekstrakcji do fazy statej.
Przeprowadzona przez Doktorantke mechanizacja MEPS wplynela korzystnie na jakos¢
i komfort pracy analityka. Dotychczas technike MEPS zastosowano do izolacji wybranych
lekéw znieczulajgcych, opioidowych lekéw przeciwbdlowych, lekéw 3-adrenolitycznych,
beta-blokeréw, lek6w cytostatycznych oraz psychotropowych, przy czym analizie poddawane
byly glownie takie materiaty jak krew 1 mocz. Doktorantka zaproponowala metodg oznaczania
lek6éw psychotropowych w prébkach ptynu tzowego. Opracowanie metody MEPS/UHPLC-MS
oznaczania benzodiazepin w probkach plynu izowego i jej zastosowanie do badania
autentycznych probek nalezy uzna¢ za istotne osiagnigcie, poniewaz ptyn Izowy jest dotychczas
w niewielkim zakresie stosowany w badaniach toksykologicznych. Wyniki uzyskane przez
Doktorantke wiﬁny zacheci¢ innych baddczy do szerszego stosowania tego materialu
biologicznego w analizach prowadzonych w celu wykrycia czy potwierdzenia zatrucia lub tez

monitorowania stezen lekéw u leczonych pacjentow.

Doktorantka analizowata probki za pomoca czterech technik analitycznych: CE-UV,
HPLC-UV, UHPLC-MS i LC-MS/MS. Elektroforeza kapilarna jest wykorzystywana
w laboratoriach toksykologicznych stosunkowo rzadko. Doktorantka wykazala, ze posiada ona
duzy potencjat w oznaczaniu lekéw psychotropowych, co daje nowe mozliwosci w poréwnaniu
z rutynowo stosowanymi technikami chromatograficznymi. Gléwng zaleta zaproponowane;j
przez Doktorantke procedury z wykorzystaniem metody CE-UV byla jej prostota, wynikajaca
z braku koniecznosci izolacji analitéw z prébek biologicznych, co dodatkowo skracato czas
analizy. Doktorantka miata mozliwo$é wykorzystania jedynie detektora spektrofotometrycznego,
ktory cechowal sie stosunkowo slabg czuloScig i wysokimi granicami wykrywalnosci
i oznaczalnoéci, przez co nie bylo mozliwe jego wykorzystanie w analizie alternatywnych
materiatach biologicznych u oséb, ktére przyjely dawki terapeutyczne lekow. W przypadku
metody CE-UV mozliwe jest jedynie oznaczenie analitow (trojpiericieniowych lekéw
przeciwdepresyjnych) w przypadku zatru¢. W wigkszodci przypadkéw najlepsze wyniki
uzyskano stosujac metodg UHPLC-MS, w ktérej] wykorzystano nowoczesny spektrometr mas

typu kwadrupol — analizator czasu przelotu (QTOF).




Przy wyborze procedur wstepnego przygotowania prébek do badan oraz technik izolacji

Doktorantka zwracala uwage na aspekt praktyczny, wyrazajacy si¢ prostota wykonywanych

czynnosci, krétkim czasem procedury czy zuzywaniem niewielkich iloéci rozpuszezalnikdw.

To istotne elementy tzw. zielonej chemii, bedacej waznym elementem rozwoju chemii

analitycznej. Wyraza si¢ ona dbalo$ciag zaréwno o §rodowisko naturalne, jak i analityka.

Wszystkie procedury zaproponowane w pracy nalezy uzna¢ za przyjazne Srodowisku

i analitykowi.

Uwagi szczegiélowe

Wysoko oceniam warto$¢ merytoryczng rozprawy doktorskiej Pani mgr Agnieszki

Moos. Niezaleznie od tego, mam Kkilka uwag do tresci pracy, ktére pozwolilem sobie

przedstawi¢ ponize;.

Wykaz skrétéw odbiega od wysokich sfari:clardéw pracy. Zdarzaja sic w nim pomytki
(jednakowy skrét dla klomipraminy i klonazepamu), ,zjedzona” cze$é nazwy (kwas
y-aminomastowy), brak polskich thumaczen dla czgéci skrdtow (np. SPX, MRM) czy brak
skrétéw nazw benzodiazepin i lekéw ,,Z”, dla ktérych wyniki badan opisano w rozdziale 14
(kilkanascie zwigzkow), nazwy metody DART-TOF z tabeli 3.1 czy detektora QTOF

stosowanego przez Autorke pracy.

Z opisu i zastosowanego skrotu HPLC-UV wynika, Zze do optymalizacji metody oznaczania
TLPD w prébkach z jamy ustnej stosowano ,klasyczny” wysokosprawny chromatograf
cieczowy, jednak w legendzie rysunku 8.1 znajduje si¢ informacja, ze byl to

ultrawysokosprawny chromatograf cieczowy. Jakiej klasy byt to wige chromatograf?

W pracy podano zakresy stezes terapeutycznych i toksyeznych wybranych lekow we krwi.
Nie zawiera ona jednak takich danych dla materialéw alternatywnych, mimo, ze

w niektérych przypadkach odwotywano sie do danych literaturowych na ten temat,

Czy plyn z jamy ustnej rzeczywiscie cechuje sie krétszym oknem detekcji w poréwnaniu do
krwi? (strona 36)

W tabeli 4.1 Autorka uzyla okreslen ,,wlosy postmortem” (strona 66) oraz ,krew

postmortem” (strona 68). W tym drugim przypadku badano réwniez z61¢ i ciatko szkliste

oka. Czy materialy te nie byly tez pobrane po$mertnie?




Electrospray (np. strona 80) ma swojg polska nazwe: rozpylanie w polu elekirycznym.

Materialy uzyte do badan, przedstawione w tabeli 8.2 (strona 84) mogly by¢ podane

alfabetycznie. Brak sortowania doprowadzit do powtdrzenia (probéwki Salivette).

Definicja precyzji przedstawiona na stronie 87 jest chaotyczna; podano, ze powtarzalnos¢

i odtwarzalno$¢ obliczano jako powtarzalno$é uzyskiwanych stezen analitéw w probkach.
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Na rysunku 10.3 i dalszych przedstawiajacych wartodci wydajnosci ekstrakeji narysowano
linie pozioma bedaca $rednig dla wybranej procedury. Nie jest to jednak wyjasnione ani

w opisie rysunkéw ani w tekscie.

Czy wydajno$é procesu ekstrakeji przy uzyciu sorbentéw BIN zalezata od ich zuzycia? Jesli
tak, a wynika to z treéci pracy (strona 96, 100), to w jaki sposéb uwzgledniano to

w opracowaniu wynikow?

Dla metody MEPS/HPLC-UYV podano (strona 98), ze detekcje prowadzono przy dlugosciach
fal 2101 254 nm. Kt6rg dtugosé fali stosowano w badaniach? Czy selektywnos¢ zalezala od

diugosci fali?

Przy optymalizacji warunkéw rozdzialu TLPD metoda CE-UV nie podano funkcji
optymalizacyjnej czy innego kryterium, ktore stuzyto do poréwnania wynikéw uzyskanych

w réznych warunkach.

W pracy nie wyjasniono w jaki sposéb wybierano niski, $redni 1 wysoki poziom stgzen do
oceny precyzji metod. W niektérych przypadkach wybor niskiego poziomu budzi
watpliwogci, np. dla metody MEPS/UHPLC-MS oznaczania TLPD w plynie z jamy ustne]
granice oznaczalnosci (LOQ) byly na poziomie 0,03 - 0,14 ng/ml, zakres liniowosci od LOQ
do 10 ng/ml, a jako niski poziom stezenia przyjeto 2,0 ng/ml.

W niektérych przypadkach, np. tabeli 10.8 (strona 114), watpliwo$¢ budzi liczba miejsc
znaczacych uzytych do okreslenia granic oznaczalnoéci, majgc na uwadze precyzjg ich

wyznaczenia.

Przy ocenie selektywnos$ci metody Autorka pracy sprawdzata, czy na wyniki badan nie
wplywa matryca. W pracy nie podano natomiast czy oceniano wplyw innych zwigzkow,
ktore mogg wystepowaé w probkach materiatu biologicznego, w szczegdlnosei inne leki
oraz ich metabolity (vide rysunek 10.13, strona 116, gdzie zauwazalna jest koelucja

dezypraminy i imipraminy).
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