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Charakterystyka i znaczne podjetej problematyki badawczej

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Marty
Zacharczuk dotyczy bardzo istotnego zagadnienia z punktu widzenia badan
toksykologiczno-sgdowych. Analiza alternatywnego materiatu biologicznego
jest czesto wykorzystywana w sprawach gdzie dostep do klasycznych
materiatow jest zdecydowanie utrudniony. Jedng z najwiekszych trudnosci
dotyczacych wykonywania laboratoryjnych badan post-mortem jest przede
wszystkim jakos¢ materiatu biologicznego z jakim mamy do czynienia. Z uwagi
na rozny stan przemian posmiertnych, mozliwg fragmentacje ciata czy tez
jego zeszkieletowanie pobranie probek do badan laboratoryjnych, zwtaszcza
klasycznych materiatéw moze okazaé sie trudne lub niemozliwe. Celem

dochodzenia medyczno-sgdowego jest miedzy innymi ocena tego czy zmarty
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w chwili $mierci znajdowat sie pod wptywem ksenobiotyku, a jesli tak to czy
mogt on stanowié¢ przyczyne jego zgonu lub wptywaé na zaistniate
okolicznosci $mierci.

Nalezy podkresli¢, ze jedng z istotniejszych kwestii jest rzetelna
interpretacja uzyskanych wynikéw analitycznych. Wymaga ona uwzglednienia
miedzy innymi interferencji, mozliwosci endogennych przemian danego
zwigzku oraz btedoéw tzw. fazy przedanalitycznej, Scisle zwigzanej np. z
etapem zabezpieczania i pobierania materiatu biologicznego do badania.
Niewatpliwie, jednym z kluczowych elementéw warunkujgcych wiarygodny
wynik badania toksykologicznego jest wtasciwe pobranie tak zwanej probki
reprezentatywnej materiatu biologicznego. Zgodnie z rekomendacjg
Polskiego Towarzystwa Medycyny Sgdowej i Kryminologii (PTMSiK) do badan
toksykologicznych ante mortem wykorzystuje sie rutynowo m.in. krew i mocz,
natomiast to badan toksykologicznych post mortem pobierane sg nastepujgce
materiaty biologiczne: krew, mocz, z6t¢ i ciato szkliste oka. Wszystkie tkanki
biologiczne i ptyny ustrojowe sg uwazane za skomplikowang matryce i nalezg
do grupy w ktérej wykrywanie oraz oznaczanie analitow jest utrudnione i
wymaga tzw. narzedzi analitycznych w postaci zréznicowanych m.in. technik
ekstrakcyjnych i separacyjnych. Fakt obecnosci bogatej matrycy w tego typu
materiatach tj. zwigzki nieorganiczne i organiczne, np.: biatka, sole, kwasy i
zasady itp. Skutkuje skomplikowanymi i czasochtonnymi przygotowaniami do
analizy materiatu biologicznego, a szczegdlnosci alternatywnego na obecnosé
kluczowych ksenobiotykow.

Celem badan zaplanowanych przez Doktorantke byta kompleksowa
ocena przydatnosci materiatu alternatywnego jakim jest szpik kostny w
toksykologii sgdowej i opiniowaniu sgdowo-lekarskim, weryfikacja korelacji
pomiedzy wynikami krew versus szpik kostny. Ponadto, ustalenie wartosci
dowodu z badan toksykologicznych szpiku kostnego oraz ocena mozliwosci
wykorzystania wynikbw w formutowaniu opinii sgdowo-lekarskich
dotyczacych okolicznosci i przyczyny zgonu. Badaniami Autorka objeta grupe
120 przypadkéw, w przypadku ktérych w Zakfadzie Medycyny Sadowej

Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu przeprowadzono sgdowo -—
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lekarskg sekcje zwtok. Przyjete kryterium wigczenia do niniejszego badania
byto uzasadnione podejrzeniem zatrucia ksenobiotykiem oraz mozliwos¢
pobrania aspiratu szpiku kostnego i przynajmniej jednego rutynowego
materiatu  biologicznego.  Podjete  badania  obejmowaty  analize
najistotniejszych i najtrudniejszych w analizie toksykologiczno-sadowej
materiatdw biologicznych stad nalezy uznaé, ze praca byta kompleksowym
podejsciem do bardzo trudnego zagadnienia, ktdre niewatpliwie ma
znaczenie dla reprezentowanej dziedziny oraz szerokiego grona naukowcow

na catym swiecie.

Uktad pracy i poruszane zagadnienia

Podstawe rozprawy doktorskiej Pani mgr Marty Zacharczuk stanowi
cykl trzech spdjnych tematycznie publikacji naukowych opublikowanych m.in.
w  czasopismach naukowych charakteryzujgcych sie istotnym
wspoétczynnikiem oddziatywania (ang. Impact Factor) oraz nalezg do cennych

czasopism z zakresu medycyny sgdowe;j.
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Wymienione wyzej czasopisma znajdujg sie w tzw. wykazie czasopism

i recenzowanych materiatéw z konferencji miedzynarodowych Ministerstwa
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Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z tacznie przypisang liczbg punktow MNiSW:
174,0. Ponadto tgcznym IF: 4,815, co niewatpliwie Swiadczy o bardzo dobrym
dorobku naukowym Doktorantki. Wszystkie zataczone przez Autorke
publikacje, przedstawione w rozprawie doktorskiej sg pracami oryginalnymi
oraz opatrzone stosownymi  osSwiadczeniami od  wspdtautordw
zaswiadczajgcych wiodacy udziat Doktorantki w badaniach i opracowaniu
wynikéw w postaci publikacji naukowych.

Praca zostata réwniez zrealizowana w ramach Diamentowego Grantu
przyznanego Pani mgr Marty Zacharczuk, co jest bardzo duzym wyrdznieniem
dla jej osoby i pracy badawczej.

W pierwszej pracy [1] Doktorantka - Pani mgr Marta Zacharczuk
przedstawita wnikliwy przeglad literaturowy zatytutowany ,,Rutynowe i
alternatywne materiaty biologiczne w toksykologii sgdowej”, ktéry stanowi
bardzo obszerny opis i charakterystyke stosowanych materiatéw
biologicznych w analizach toksykologiczno-sgdowych. Bardzo interesujgcym
rozdziatem jest rozdziat dotyczacy preanalitycznych czynnosci jakim materiat
biologiczny jest zwykle poddawany, etap ten jest réwniez istotny z punktu
widzenia catego procesu analitycznego, bowiem ok. 60% btedow
popetnianych przy np. zabezpieczaniu materiatu, przechowywaniu,
transportowi oraz stanu w jakim sie ten materiat znajduje np. stopien
odwodnienia, gnilny rozktad oraz ilo$¢ dostepnej probki decyduje o
wiarygodnos$ci  uzyskanych  wnykéw korcowych. Autorka wnikliwie
charakteryzuje réwniez tzw. alternatywne materiaty t.j. szpik kostny, maz
stawowa, ptyn osierdziowy, wtosy, paznokcie, smoétka itp., materiat ten
stanowi swoiste kompendium wiedzy na temat wykorzystywanych
materiatdow biologicznych w procesie analizy sgdowo-toksykologiczne;.

W kolejnych pracach m.in. w artykule, opublikowanym w The Journal
of Forensic and Legal Medicine oraz Journal of Analytical Toxycology, Autorka
zaprezentowata  wyniki  doswiadczalne  dotyczgce  szeregu  prac
eksperymentalnych  obejmujgcych analize  materiatédw  biologicznych
pobranych od 120 pacjentdw, u ktérych w Zaktadzie Medycyny Sgdowej

Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu przeprowadzono sgdowo-lekarska
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sekcje zwftok. Jak podkresla Autorka, kryterium wiaczenia do badania
pacjenta byto uzasadnione podejrzenie zatrucia ksenobiotykiem oraz
mozliwo$¢é pobrania aspiratu szpiku kostnego i przynajmniej jednego
rutynowego materiatu  biologicznego, co umotzliwialo pordwnanie
otrzymanych wynikéw. Pierwsza cze$¢ eksperymentalna obejmowata ocene
stezenia alkoholu etylowego w materiale biologicznym, za$ druga miata na
celu detekcje lekéw i narkotykdéw we krwi, moczu, ciele szklistym i szpiku
kostnym oraz ich ilosciowe oznaczanie. Do przedmiotowych badan
toksykologicznych w miare mozliwosci pobrano krew z naktucia zyty udowej,
ciato szkliste oka, mocz poprzez naktucie pecherza moczowego oraz szpik
kostny przez aspiracje lub wylyzeczkowanie z talerza kosci biodrowej. W
przypadku czesci pacjentéw nie bylo mozliwe pobranie wszystkich
wymienionych materiatéw biologicznych. Stezenie etanolu w materiale
biologicznym oznaczono przy uzyciu witasciwej metody jakg jest w tym
przypadku chromatografia gazowea sprzezona z detektorem FID i technika
analizy fazy nadpowierzchniowej headspace. W przypadku oznaczania
wszystkich substancji psychoaktywnych wykonano badanie sktadajgce sie z
dwéch czesci. W pierwszym etapie dokonano analizy jakosciowej i ujawniano
poszczegblne anality, a w drugim etapie oznaczono ilosciowo anality.
Doktorantka do oznaczen uzywata certyfikowanych wzorcdw wewnetrznych
w stezeniu 1000 ng/ml, a analize przeprowadzita przy uzyciu bardzo
nowoczesnej techniki jaka jest ultra wysokosprawna chromatografia cieczowa
sprzezona z detektorem mas (UHPLC-QqQ-MS/MS), co $wiadczy o bardzo
specjalistycznych umiejetnosciach Doktorantki. Na podstawie uzyskanych
wynikéw, gtownie poprzez analize i ocene stezen oraz za pomocy
wspotczynnikédw korelacji Pearsona okreslono zaleznos$¢ pomiedzy poziomem
stezen analitbw w prébkach szpiku kostnego a poziomami stezen
oznaczonymi w pozostaty materiatach biologicznych. Na uwage zastuguje
wnikliwa interpretacja wynikédw mianowicie $rednie stezenie alkoholu
etylowego w badanych prébkach wynosito 0,68 mg/g (w krwi), 1,09 mg/g
(moczu), 1,06 mg/g (ciatku szklistym oka) i byto wyisze w porédwnaniu do

$redniego stezenia etanolu w oznaczonego w prébkach pobranego szpiku,
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ktére wynosito Srednio 0,59 mg/g. Finalnie, po wykonaniu szeregu oznaczen
w toku badan uzyskano liniowe zaleznosci pomiedzy zawartoscia alkoholu w
szpiku kostnym a stezeniem etanolu w pozostatych materiatach biologicznych
(R=0,97 krew versus szpik kostny, R=0,95 mocz versus szpik kostny oraz R=0,8
ciato szkliste oka versus szpik kostny). Wspotczynniki korelacji nie byty zalezne
od wieku i ptci badanych. Réznity sie natomiast w zaleznosci od stezenia
etanolu w analizowanym materiale (R=0,6 dla etanolu w stezeniu 0,1 %0-2,0
%o i R=0,92 dla etanolu w stezeniu powyzej 2,0 %o). Na uwage zastuguje fakt,
ze dzieki znacznemu zrdzinicowaniu analizowanych przypadkéw w szpiku
kostnym oznaczono za wyjagtkiem etanolu okoto 46 innych ksenobiotykéw z
grupy substancji m.in. psychoaktywnych. W miare mozliwosci okreslono
wspotczynniki  korelacji, ktére dla wiekszosci zwigzkéw wskazywaty na
gtéwnie, liniowe zaleznosci. Szczegdlng uwage poswiecono lekom z grupy
benzodiazepin, np. obecnos¢ diazepamu odnotowano w 6 przypadkach, a
uzyskany wspétczynnik korelacji wynikdéw krew versus szpik kostny byt niski i
wynosit R=0,29. Wynikato to najprawdopodobniej z uzyskania dwdch bardzo
rozbieznych par wynikéw, w ktérych stezenia diazepamu w poszczegdlnych
materiatach znacznie réznity sie od siebie. Zauwazono réwniez, ze stezenie
miedzy innymi metadonu, perazyny, karwedilolu i citalopramu byto wyzsze w
szpiku kostnym w poréwnaniu do pozostatych materiatéw biologicznych.
Odwrotng sytuacje odnotowano w przypadku atropiny oraz fentanylu,
stezenie tych zwigzkdéw byto nizsze w szpiku kostnym.

Warto$¢ merytoryczna pracy Pani mgr Marty Zacharczuk oceniam
bardzo wysoko. Niezaleznie od tej oceny, ponizej przedstawiam kilka
komentarzy i zapytan do co do tresci pracy oraz dyskutowanych wynikéw, do
ktéry Doktorantka moze odnie$é sie podczas publicznej obrony lub w
dalszych swoich pracach badawczych.

W dyskusji Doktorantka podaje teze, ze w przypadku problemoéw
interpretacyjnych zasadne wydaje sie oznaczenie réwniez glukuronidu etylu
podczas oznaczania alkoholu w prébkach szpiku. Whnioski te sg trafne,
poniewaz rownoczesne oznaczanie metabolitdw etanolu i samego etanolu

mozne pomadc zweryfikowaé hipoteze o ewentualnej posmiertnej syntezie
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etanolu ale teza ta wymaga rozwiniecia. Ponadto w przypadku oznaczania
lekébw w wybranych materiatach: krew, szpik, szklista oka, poprosze o
zinterpretowanie réznic w stezeniach pomiedzy wyznaczonymi stezeniami
(ng/ml) w szczegdlnosci dla fluoksetyny, karbamazepiny oraz oxazepamu?

Czy w toku badan zaobserwowano znaczacg roznice pomiedzy
oznaczanymi stezeniami a rozktadem prébki w przypadkach oznaczania
amfetaminy oraz atropiny? Czy w tych przypadkach byly oznaczane
metabolity niniejszych substancji?

Ponadto watpliwos¢ budzi zapis stezen analitdw zamieszczonych w
tabeli 1 [2]. Z punktu widzenia chemii analitycznej wartosci te powinny by¢
przedstawione z odpowiednimi znaczgcymi liczbami po przecinku oraz liczbg
przeanalizowanych prébek, co oczywiscie nie jest uwagg krytyczng bowiem
byto to w ocenie recenzentéw danego czasopisma.

Poprosze ponadto o skomentowanie bardzo cennego, zamieszczonego
W niniejszej dysertacji wniosku, odnoszgcego sie do potencjatu uwzglednienia
proceséw farmakokinetycznych zachodzgcych w szpiku, ktére ewidentnie sg
pomocne w interpretacji wynikdw oznaczen ksenobiotykéw oraz ich

metabolitow.

Podsumowanie

Reasumujgc nalezy podkreslic, ze zamierzone cele Doktorantka
osiggneta z powodzeniem, publikacje wchodzgce w sktad niniejszej dysertacji
stanowig znaczacg pozycje naukowa, a przedtozong do oceny rozprawe
cechuje niewatpliwie wysoki poziom naukowy, praktyczny i poznawczy.
Sformutowane wnioski stanowig duza wartos¢ naukowa, co przektada sie na
zastosowanie badanych materiatéw w praktyce eksperckie;j.

Dysertacja zostata napisana poprawnie jezykowo i stylistycznie, s3
jedynie bardzo drobne potkniecia w postaci skrétéw myslowych w
dofgczonym do publikacji opisie jednakze nie ma to wplywu na bardzo
wysokg ocene pracy doktorskiej. Wtasciwie dobrano literature, metody

analityczne i narzedzia badawcze. Praca obejmuje trafnie postawione
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hipotezy badawcze oraz rzetelnie zrealizowane i omdwione wyniki.
Przeprowadzona dyskusja wynikéw zostat oparta o Zrddta literaturowe i
dostepna wiedze.

Dodatkowo otrzymane wyniki stanowig bardzo cenne narzedzie i
znaczacy wptyw na dyscypline naukowa reprezentowana przez Doktorantke.

Wszystkie te uwagi sktadajg sie na wysoka ocene niniejszej dysertac;ji.
Whiosek koncowy

Na podstawie przeprowadzonej oceny rozprawy doktorskiej Pani mgr
Marty Zacharczuk stwierdzam, ze spetnia ona warunki okreslone 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. 2003 nr 65 poz.
595, z pozn. zm.). Na tej podstawie wnosze o dopuszczenie Pani mgr Marty
Zacharczuk do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Ponadto, biorgc pod uwage poziom naukowy rozprawy doktorskiej,
a przede wszystkim znaczenie podjetych badan i ich aspekt aplikacyjny,

whnioskuje o wyrdznienie pracy doktorskiej Pani mgr Marty Zacharczuk.

Dr hab. Renata Wietecha-Postuszny, Prof. UJ

Pracownia Chemii Sqdowej Wydziat Chemii UJ
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