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Tematyka przedlozonej do recenzji pracy doktorskiej miesci w gtéwnym nurcie badan
w zakresie toksykologii sadowej, gdyz dotyczy posmiertnej diagnostyki zatrué w jej
najtrudniejszym aspekcie, gdy dochodzi do gnilnej dekompozycji zwlok. W takich
przypadkach rozpoznanie zatrucia bardzo utrudnia brak nadajacej si¢ do badan ptynnej krwi,
ktéra jest podstawowym materiatlem badawczym. Dla krwi ustalono bowiem zakresy stezer
ksenobiotykéw oceniane jako terapeutyczne, toksyczne lub prowadzace do s$miertelnej
spigezki. Dlatego w diagnostyce toksykologicznej zwlok, ktére ulegly znacznemu rozktadowi,
np. szczatkdw pochodzacych z ekshumacji szczegdlnego znaczenia nabierajg materialy tzw.
alternatywne, w ktorych stezenic ksenobiotykéw jest proporcjonalne do stezenia we krwi.
Najlepszym tego przyktadem w tzw. alkohologii sadowej jest ciato szkliste oka, ktére dawniej

traktowano jako material alternatywny, a obecnie, z biegiem lat stato si¢ standardowym



materialem badawczym. Badania nad dystrybucjg ksenobiotykéw, w kontekécie badan
pos$miertnych sg wigc prowadzone w wielu laboratoriach powiazanych z medycyna sadowa.

Problematyka podjeta przez doktorantke niewatpliwie wpisuje si¢ w ten nurt badan i jest
Jjak najbardziej aktualna. Ponadto, znajdujacy sie w kregu zainteresowania doktorantki obszar
badan posmiertnych odpowiada potrzebom diagnostycznym, gdyz wynika z oczekiwaf
medykow sgdowych oraz organéw stosowania prawa, ma wiec istotny, praktyczny aspekt.

W swojej pracy doktorskiej mgr Marta Zacharczuk zdotata uzyska¢ wyniki $wiadczace
o wysokiej przydatnosci do celow medyczno-sadowych szpiku kostnego - materiatu
badawczego jak dotad slabo rozpoznanego pod katem toksykologicznym. Autorka
wykorzystala przy tym dostepny w badaniach medyczno-sadowych potencjat alternatywnych
srodowisk badawczych, gdyz oprécz ocenianego szpiku kostnego i standardowo
wykorzystywanej krwi przebadata stezenia ksenobiotykow takze w ciele szklistym oka.

W posmiertnej diagnostyce toksykologicznej kluczowe znaczenic ma zastosowanie
odpowiednich metod analitycznych, charakteryzujacych sie  wysokg czutoscia
1 minimalizujgcych wplyw matrycy. Uzyte przez autorke metody nalezy uznaé za nowoczesne,
zwlaszcza technike ultra-wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzegnietej z tandemows
spektrometrig mas typu potréjny liniowy kwadrupol, uznawang za referencyjna w badaniach
posmiertnych.

Wyniki uzyskane w ramach dysertacji zostaty opublikowane w czasopismach o zasiegu
migdzynarodowym, cz¢$¢ z nich doktorantka zaprezentowata podczas konferencii
toksykologow sadowych. Wskazuje to na skoncentrowaniu si¢ mgr Marty Zacharczuk na
podjetej problematyce.

Majac na uwadze powyzsze fakty, dokonujac wyboru tematu dysertacji autorka
rozprawy aktywnie wlaczyla sie¢ w gléwny nurt dziatalnosci naukowej medykow
1 toksykologéw sgdowych. W ocenie wartosci podjgtego tematu badawczego, przediozona
rozprawg doktorskg nalezy uzna¢ za aktualng i niosgca duzy potencjat zaréwno naukowy, jak

i praktyczny w zakresie dziatalnosci eksperckiej dla potrzeb sadowych.

Dysertacja ma forme¢ jednotematycznego cyklu skladajacego sie z trzech prac
naukowych. Pierwsza, opublikowana w jezyku polskim (4 pkt Ministerstwa Nauki
1 Szkolnictwa Wyzszego) ukazata si¢ w zbiorze monografii pod wspdinym tytulem
» Nowoczesne trendy w medycynie”. Drugi artykut ukazat sie w Journal of Forensic and Legal
Medicine (IF=1,302, Punkty MNiSW = 100,0), za$ trzeci artykul zostal opublikowany
w Journal of Analitical Toxicology (IF=3,513, Punkty MNiSW = 70,0). We wszystkich



artykulach doktorantka jest pierwszym autorem i figuruje pod nazwiskiem rodowym Iskierka.
W zalgczeniu znajduja si¢ o$wiadczenia wszystkich wspotautoréw, z ktérych wynika, iz wkiad
mgr Marty Zacharczuk w powstanie tych prac byt dominujacy oraz wszyscy wyrazili zgode na
wykorzystanie publikacji na potrzebe kontynuacji przewodu doktorskiego. Przedstawiony cykl

spetnia wigc formalne wymogi ustawy o stopniach i tytutach naukowych.

Rozprawe autorka podzielita na streszczenie, wprowadzenie, teksty publikacji, dyskusje
oraz wnioski. Streszczenie z wyrdéznionymi akapitami zatytulowanymi wstep, cel pracy,
materiaty i metody, wyniki oraz wnioski jest zarazem przewodnikiem po dysertacji.

Podejmujac badania a nastgpnie scalajgc ich wyniki w postaci dysertacji, autorka
postawila sobie 4 zasadnicze cele:

- Oceng przydatnosci szpiku kostnego w toksykologii sadowej 1 opiniowaniu sgdowo-
lekarskim.

- Weryfikacje korelacji pomi¢edzy wynikami krew versus szpik kostny.

- Ustalenie wartosci dowodu z badan toksykologicznych szpiku kostnego.

- Oceng mozliwosci wykorzystania wynikow w formutowaniu opinii sgdowo-lekarskich
dotyczacych okolicznosci i przyczyny zgonu.

Powyzsze cele nalezy uzna¢ za ambitne, o duzej wartosci praktycznej, wymagajace
sporego naktadu pracy i zaangazowania znacznych srodkow. Bylo to mozliwe m.in. dzieki
przyznanemu na ten cel grantowi naukowemu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego —
Diamentowy Grant.

Drugg, zasadnicza cze$¢ rozprawy stanowi komplementame zestawienie trzech
publikacji naukowych, z ktérych pierwsza ma charakter pogladowy, za$§ dwie nastepne
zawierajg oryginalne wyniki badan przeprowadzonych samodzielnie przez doktorantke. Obie
prace badawcze ukazaly si¢ w waznych dla toksykologii sadowej, wysoko punktowanych
czasopismach naukowych o zasiegu migdzynarodowym i zostaly poddane wnikliwemu
procesowi recenzowania. Cele prac i omowienie wynikéw autorka przedstawila w rozdziatach
»Streszezenie” oraz ,,Dyskusja”. Ich lektura daje dobre rozeznanie o zawartosci publikacji,
dlatego celowe jest skupienie si¢ jedynie na najbardziej istotnych aspektach zalaczonych prac.

Pierwsza praca chronologicznie najwczesniejsza o charakterze pogladowym pod
tytutem: ,, Rutynowe i alternatywne materialy biologiczne w toksykologii sqdowej” wskazuje
na to, ze doktorantka tematem dysertacji zainteresowala sie do$é wezesnie i konsekwentnie
rozwijala zakres badan. W pracy tej oméwila szerokie tlo zastosowania tzw. klasycznych

1 alternatywnych materialéw badawczych do celow toksykologii sadowo-lekarskiej, w tym



omowila rolg i zadania toksykologii sadowej, wskazata na istotna role fazy przed-analitycznej
oraz ocenifa perspektywy rozwoju diagnostyki posmiertnej opartej na badaniach materiatéw
alternatywnych, takich jak: szpik kostny, ptyn osierdziowy, maz stawowa, wlosy i paznokcie,
tkanka miesniowa i thuszczowa oraz smétka. Lektura tej publikacji stanowi dobry wstep do
wynikéw badan, ktore zaprezentowala w kolejnych pracach.

Druga praca, 1 zarazem pierwsza z badawczych, pod tytutem ,, Comparison of post-
mortem ethanol level in blood and bone marrow ™ dotyczy oceny korelacji stezenia etanolu we
krwi 1 szpiku kostnym w grupie 100 os6b zmartych nagle z podejrzeniem intoksykacji. Majac
na uwadze to, ze szpik kostny wraz z wiekiem ulega przemianom, doktorantka podzielita grupe
badawcza na 5 przedziatéw wiekowych. Do badan zastosowata zwalidowana dla celow
dowodowych technike analizy fazy nadpowierzchniowej, ktora spelnia surowe wymogi
diagnostyki toksykologiczno-sagdowej. Autorka potwierdzita bardzo wysoka korelacje stezenia
etanolu miedzy krwia a szpikiem kostnym. Nowoscia bylo wykazanie, iz wielko$é
wspotczynnika korelacji jest nieznacznie wieksza u mezezyzn i nieco wzrasta wraz z wiekiem,
oraz to, ze wielkos¢ wspolczynnika korelacji statystycznie istotnie wzrasta dla stezen powyzej
2 promili. Zdaniem autorki wskazuje to na ciagle niewyjasnione aspekty toksokinetyki etanolu
w szpiku kostnym.

W trzeciej publikacji pt. ,, Detection of drugs in postmortem specimens of blood, vitreous
humor and bone marrow aspirate.” autorka w wyselekcjonowanej grupie badanej liczacej 120
os6b zmartych nagle z podejrzeniem intoksykacji dokonala oceny korelacji stezen lekow
1 narkotykow w szpiku kostnym oraz tzw. materiale rutynowym. W poréwnaniu do pierwszej
publikacji dodatkowo ocenita korelacja wykrytych ksenobiotykéw w ciele szklistym oka.
Niezaprzeczalnym osiagnigciem kandydatki w tej pracy byto dokonanie oceny dla wielu, ponad
40 wykrytych ksenobiotykow, wsrdd ktérych az 21 udalo si¢ wykry¢ w liczbach przypadkéow
wystarczajacych do dokonania oceny statystycznej. Na podkre$lenie zastuguje dwuetapowa
metodyka z uzyciem tego samego spektrometru typu potrdjny liniowy kwadrupol.
Spektrometry z tego rodzaju analizatorami mas sg predystynowane raczej do analiz
wceelowanych - ilo$ciowych niz wielokierunkowych - przesiewowych. Jednak autorce udalo sie
z powodzeniem wdrozy¢ 1 w pelni zwalidowa¢ do badan szpiku kostnego metodyke skryningu
az 277 ksenobiotykéw w jednej procedurze. Mogta wigc objaé praktycznie calg liste lekow
1 narkotykéw najczesciej spotykanych w praktyce medyczno-sadowej. Drugi etap badan, to
wysoko-specyficzna analiza ilosciowa wykrytych ksenobiotykéw w oparciu o reakcje MRM.
Badania wykazaty, ze dla wigkszodci z 21 substancji, ktdre wykryto w liczbie co najmniej 3

przypadkow istnieje silna korelacja miedzy st¢zeniami w szpiku kostnym a krwig jak réwniez



migdzy stezeniami w szpiku kostnym a cialem szklistym oka. Kandydatka potwierdzita
ustalenia innych autoréw, ze zwiazki z grupy benzodwuazepin korelujg bardzo stabo miedzy
szpikiem kostnym a krwig, ale nowoscia bylo to, Zze dla diazepamu i 7-aminoklonazepamu
wykazata silng korelacje migedzy szpikiem a ciatem szklistym oka. Zdaniem Autorki moze to
wynika¢ z kumulacji tych zwigzkéw w szpiku kostnym, lecz prawdopodobna wydaje sie takze
Jedynie wolniejsza redystrybucja tych substancji ze szpiku do krwi w fazie postabsorpcyijne;j,
co prowadzi do retencji ksenobiotykdw w szpiku.

Wyniki uzyskane dla substancji wykrytych w pojedynczych przypadkach, dla ktérych
nie bylo mozliwe okreslenie korelacji miedzy badanymi matrycami biologicznymi zestawiono
w osobnej tabeli, ktéra niesie informacje potencjalnie istotne dla pozniejszych badan.

W dyskusji mgr Marta Zacharczuk podkreslifa przydatnosé szpiku kostnego, jako
materialu biologicznego w badaniach toksykologicznych dla celéw medyczno-sadowych,
zwlaszcza, gdy nie jest dostepny ,,rutynowy” material biologiczny, np. podczas badafi zwlok
pochodzgcych z ekshumacji. Wykazata, ze talerz kosci biodrowej jest dobrym zrédlem szpiku
przeznaczonego do badan toksykologicznych. Jako ograniczenia przydatnosei diagnostycznej
szpiku kostnego w ocenie obecnosci alkoholu w organizmie wskazala na niedostateczna
korelacje z krwig przy jego stgzeniach ponizej 1 promila, natomiast leki i narkotyki wymagaja
dalszych badan, ktére rozszerza liste ksenobiotykoéw oraz pozwola na bardziej kategoryczna
oceng stezen pod katem medyczno-sgdowym.

Dyskusja zar6wno w opublikowanych pracach, jak i w przedtozonej dysertacji zostata
przeprowadzona kompetentnie i zwigzle w oparciu o wlasne wyniki pracy badawczej oraz
dobrg znajomos¢ pismiennictwa naukowego. W dysertacji autorka uzupehnita ja o dodatkowe,
aktualne pozycje.

W rozdziale ,,Wnioski” mgr Marta Zacharczuk zawarla 7 najwazniejszych tez bedacych
efektem analizy zgromadzonych wynikéw badan, ktdre w petni odpowiadaja zatozonym celom
pracy.

Oceniajac merytoryczng czg$¢ dysertacji nalezy wzigé pod uwage takze to, iz prace
toksykologiczne o charakterze badawczym nad obecnoscia ksenobiotykéw w szpiku kostnym
ciagle sg stosunkowo nieliczne, mimo, iz pierwsza z nich opublikowano juz przeszto 30 lat
temu. Dotyczy to zwlaszcza ksenobiotykéw innych niz etanol, w wiekszosci sg to jedynie
raporty z przypadkow, ktére nie pozwalajg na ocene korelacji. Badania przeprowadzone przez
mgr Marte Zacharczuk nalezy wigc traktowaé, jako w znacznym zakresie pionierskie.

Zwraca uwage zwiczly charakter dysertacji oraz staranna strona edytorska. Podczas

lektury rozprawy nie napotkano istotnych, wartych wzmianki btedéw pisarskich i jezykowych.



W trakcie lektury publikacji bedacych podstawg dysertacji dostrzezono jedynie dwa
drobne mankamenty, ktére jednak nie wplywaja na ogdlna, pozytywng ocene:

W pracy trzeciej, w drugim zdaniu rozdziatu ,, Results” autorka odnotowata, iz stezenia
ksenobiotykéow okreslono takze w moczu, ktérego jednak nie ujeto w tytule, materiatach,
zestawieniu wynikéw i dyskusji. Ta sama pomytka wkradta si¢ w dyskusji dotyczacej etanolu
na k. 41 oraz na k. 44 i we wniosku trzecim na k. 45. Jednak nie mozna tego traktowaé jako
blad, a jedynie przeoczenie, takze przez recenzentow publikacji, gdyz cel pracy nie obejmowal
tego materiatu.

Drugi mankament, na k. 41, to zamiana numeru pi$miennictwa przy cytowaniu jednego

Z autorow.

W podsumowaniu nalezy podkresli¢, ze zamierzone cele Doktorantka osiagneta
z powodzeniem, publikacje, na ktorych oparta dysertacjg stanowia znaczacg pozycje naukows,
a przedtozona do oceny rozprawg cechujg niewatpliwie wysokie walory poznawcze
1 praktyczne. Wszystko to sklada si¢ na pozytywna ocene dysertacji.

Rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14
marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z péin. zm.).

Na tej podstawie wnosz¢ o dopuszczenie mgr Marty Zacharczuk do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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Lublin, 12-05-2020r. Prof. dr hab. n. med. Grzegorz Buszewicz



