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Recenzja

rozprawy doktorskiej autorstwa mgr Jadwigi Musiat, zatytutowanej
Nowe podejscie w izolowaniu i iden tyfikacji zwigzkow psychoaktywnych

(dopalaczy) w materiale biologicznym

Wstep

Przedstawiona do recenzji praca doktorska zostata przygotowana w Katedrze Chemii Srodowiska
i Bioanalityki, Wydziatu Chemii, Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu pod kierunkiem prof. dr
hab. Renaty Gadzata-Kopciuch oraz w Instytucie Genetyki Sadowej w Bydgoszczy pod opieka naukowa
dr. n. med. Jakuba Czarny. Rozprawa doktorska mgr Jadwigi Musiat obejmuje wykorzystanie techniki
wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzgzonej z tandemowa spektrometria mas (HPLC-
MS/MS) w badaniu ponad 500 substanc;ji psychoaktywnych, lekéw i ich metabolitéw izolowanych
z prébek biologicznych takich jak mocz, krew i wiosy. Podjeta przez Doktorantke tematyka badan jest
aktualna, gdyz w ostatnich latach obserwuje sie duzy wzrost zainteresowania nowymi substancjami
psychoaktywnymi okreslanymi nazwga dopalaczy, ktérych zazywanie prowadzi do zatru¢, zgondw,
a takze wypadkéw drogowych. Pojawiajace sie w sprzedazy nowe substancje psychoaktywne s
Ogromnym zagrozeniem dla zdrowia i zycia zazywajacych je oséb, a obserwacje wykazujg, ze przyjimuja
je coraz mtodsi ludzie. Proby ograniczenia dostepnosci tego typu Srodkéw w legalnej sprzedazy
skutkuja wprowadzaniem na rynek kolejnych substancji, ktére s modyfikacjami strukturalnymi juz
znanych zwigzkdw, przez co znajduja sie one poza zasiggiem organdéw $cigania. W zwigzku z tym,
bardzo waznym jest posiadanie metod pozwalajgcych na jednoznaczng identyfikacje pojawiajacych sie

na rynku nowosci i zgtaszanie ich do wpisania na liste srodkéw zakazanych. Dlatego prowadzone przez



Doktorantke badania uwazam za w peini uzasadnione i wazne z punktu widzenia poznawczego

i praktycznego.

Struktura rozprawy doktorskiej

Rozprawa doktorska mgr Jadwigi Musiat jest zwartym zbiorem czterech artykutéw naukowych
opublikowanych w Czasopismach znajdujgcych sie w bazie Journal Citation Reports oraz jednego
zgtoszenia patentowego. Uklad dysertacji jest typowy i zawiera wykaz publikacji wchodzacych w jej
sktad, autoreferat, kopie wszystkich artykutéw stanowigcych cykl i opatrzonych dodatkowym
komentarzem, wykaz dorobku naukowego Doktorantki oraz os$wiadczenia wspdtautoréw.
W dostarczonych do oceny dokumentach nie zostat zatgczony opis zgtoszenie patentowe, ale jest on
dostepny na stronie internetowej Urzedu Patentowego Rzeczypospolitej Polskiej. Dysertacja
rozpoczyna sie od wykazu skrotéw i oznaczen, ktéry znacznie ufatwia zapoznanie sig z rozprawa, po
ktdrym Doktorantka podaje krétkie wprowadzenie w tematyke. W dalszej czedci jasno form utuje cel
pracy, obejmujacy opracowanie procedur analitycznych pozwalajgcych na oznaczanie jak najwiekszej
liczby substancji psychoaktywnych, lekdw i ich metabolitéw w toku jednej analizy i krotkim czasie,
w roznych matrycach biologicznych (krew, mocz i wiosy). Ponadto zaktada, ze opracowane metody
zostang wdrozone do rutynowych analiz probek biologicznych pod katem identyfikacji substancji
psychoaktywnych, lekéw i ich metabolitéw w laboratorium Instytutu Genetyki Sadowej w Bydgoszczy,
Co stanowi istote doktoraty wdrozeniowego. W kolejnych rozdziatach przedstawia metabolizm
wybranych grup zwigzkéw psychoaktywnych oraz przeglad literatury odnoszacy sie do mozliwosci
Oznaczania tych zwigzkéw w materiale biologicznym. w dalszej czesci opisuje opracowane przez siebie
sposoby przygotowania prébek wloséw, krwi i moczu do chromatograficznej analizy, dobor
parametrow detekcji iseparacji oraz walidacji opracowanych procedur. Catoéé pracy konczy
podsumowaniem i wnioskami, spisem literatury oraz streszczeniami. Artykuty wchodzace w sktad
rozprawy doktorskiej zostaty opublikowane w bardzo dobrych czasopismach o zasiegu
migdzynarodowym, o tacznym wspotezynniku oddziatywania z roku publikacji réwnym 19,5 oraz
liczbie punktéw MNiSW wynoszgcej 380, a wraz ze zgtoszeniem patentowym 450. Wszystkie artykuty
stanowigce podstawe rozprawy doktorskiej to prace wieloautorskie, w ktérych Doktorantka jest
autorem pierwszym (2 prace) i/lub jednym z autoréw korespondencyjnych, obok promotora rozprawy
(3 prace). Zatgczone oéwiadczenia wspotautorow wskazujg, ze udziat Doktorantki w przygotowaniu
artykutéw naukowych, wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej, byt jasno okreslony i kluczowy.
Dodatkowo recenzowana rozprawa zawiera opis pozostatych naukowych osiagnie¢ Doktorantki, na

ktore sktada sie jedno wystagpienie ustne oraz siedem doniesien posterowych prezentowanych na



migdzynarodowych i krajowych konferencjach. Dorobek publikacyjny i wystapienia na konferencjach
jednoznacznie wskazujg na wysokie zaangazowanie Doktorantki w dziatalno$¢ naukows, a zgtoszenie

patentowe $wiadczy, ze wigcza sie Ona w komercjalizacje uzyskanych wynikow.

Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

Oceniana rozprawa doktorska to cykl obejmujacy zgtoszenie patentowe (D4) i cztery artykuly
naukowe, w tym trzy publikacje eksperymentalne (D2, D3 | D5)ijedng przegladowa (D1). W pierwszym
etapie badan mgr Jadwiga Musiat przesledzita $wiatowa literature naukowa na temat zwigzkow
psychoaktywnych, w szczegélnosci ich przemian w organizmach zywych i dostepnych sposobdéw
oznaczania metodami chromatografi gazowej i cieczowej oraz elektrochemicznymi, a wyniki tych prac
przedstawita w artykule przegladowym (D1). W publikacji tej szczegétowo scharakteryzowata
wykorzystywane techniki ekstrakcyjne takie jak ekstrakcja do fazy statej, ekstrakcja ciecz-ciecz
I ekstrakcja z wykorzystaniem polimeréw z odciskiem czagsteczki do przygotowania probek do
oznaczania w nich substancji psychoaktywnych. Przeprowadzona analiza i ocena opisanych
w literaturze metod doprowadzita Doktorantke do okreélenia istniejacych luk w obecnym stanie
wiedzy i pozwolita na wytyczenie dalszego kierunku badan. Nastgpnie mgr Jadwiga Musiat,
opracowata trzy metody umozliwiajace identyfikacje i oznaczanie substa ncji psychoaktywnych, lekéw
iich metabolitéw w probkach wioséw (D2), krwi (D3) i moczu (D5), w oparciu o technike HPLC-MS/MS.
Doktorantka bardzo dobrze poradzita sobie z trudnym wyzwaniem, to jest pracg ze ztozonym
materiatem biologicznym, do ktorego zaliczane s3 mocz, krew i wilosy, a w celu oczyszczenia
i odbiatczenia probki oraz uproszczenia matrycy zastosowata ekstrakcje ciato state-ciecz (D2) i ciecz-
ciecz (D3 i D5). Chcac wyeliminowaé efekt matrycowy, koricowe ekstrakty poddawata rozcienczeniu,
a krzywe kalibracyjne przygotowata w ekstraktach matrycowych. Za bardzo dobre rozwigzanie
uwazam podejscie majace na celu uproszczenie procedur przygotowania probki izastosowanie
jednego etapu ekstrakgji dla wielu zwigzkow réznigeych sie znacznie wtasciwosciami. Takie podejscie
skraca czas poswiecony na przygotowanie probki, co jest bardzo waine w przypadku badan
rutynowych grup o duzej liczebnoéci. Nalezy rowniez doceni¢ ogrom wtozonej pracy eksperymentalne;j
na etapie rozwijania metod to jest wyznaczenia optymalnych warunkow detekdji i separacji dla 522
analitow w przypadku krwi, 517 substancji we wtosachi477 w moczu., W trakcie tych prac Doktorantka
wybrata wiasciwe wartoéci potencjatu wejscia i wyjscia, energii zderzen i potencjatu rozgrupowania
klasterow oraz pary jonéw (prekursor i jon potomny) dla pracy w trybie monitorowanie reakcji
wielokrotnych  (MRM). Poswigcita duio uwagi doborowi warunkow  chromatograficznych

i przetestowata rdzne kolumny oraz sktady faz ruchomych. Nastepnie, Doktorantka opracowane
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procedury poddata walidacji, wyznaczajac liniowos¢, precyzje, doktadnosé i btad systematyczny (BIAS)
metody, granice wykrywalnoéci i oznaczalnosci, wptyw matrycy i stabilnog¢ analitéw. W kolejnym
etapie badan zastosowata je do analizy prébek biologicznych pod katem obecnodci i identyfikacji
substancji psychoa ktywnych. Dla prawie wszystkich analitow w Opracowanych metodach (D2, D3 i D5)
Doktorantka uzyskata parametry walidacyjne spetniajace kryteria stawiane metodom analitycznym,
wskazane w wytycznych Naukowej Grupy Roboczej ds. Toksykologii Sgdowej (ang. Scientific Working
Group for Forensic Toxicology - SWGTOX). Dodatkowo Opracowane procedury poddata badaniom
biegtosci, co pozwolito na wdrozenie ich do rutynowych analizach w Instytucie Genetyki Sgdowej
w Bydgoszczy. Uzyskana metodyka stanowi podstawe zgtoszenia patentowego (D4). Podczas
standardowych badan prowadzonych w Instytucie opracowana metoda zostata wykorzystana do
analizy 70 probek moczu pochodzacych od kierowcow. Uzyskane rezultaty potwierdzity obecnoé¢
lekow i substangji psychoaktywnych w 52 probkach. Wsréd wykrytych zwigzkow znajdowaly sie
migdzy innymi: paracetamol, amfetamina, GHB, pochodna THC, metamfetamina, morfina, kodeiny,

katyny i inne zwigzki.

Podsumowujac analize rozprawy doktorskiej mgr Jadwigi Musiat, stwierdzam, ze dysertacja
reprezentuje wysoki poziom badan i zawiera elementy nowosci naukowej, a zatozony cel badania

zostat w catosci osiggniety. Do najwazniejszych osiggnie¢ Doktorantki nalezy zaliczyé:

1. Opracowanie selektywnych i czutych metod identyfikacji i oznaczania, w jednej analizie,
wybranych substancji psychoaktywnych, ich metabolitéw i lekéw w prébkach wioséw, krwi
i moczu (D2, D3 i D5).

2. Zaproponowanie prostych metod przygotowania probek ograniczajacych zastosowanie
toksycznych rozpuszczalnikow i skracajgcych catkowity czas analizy (D2, D3 i D5).

3. Weryfikacja uzyskanych procedur analitycznych w badaniach migdzylaboratoryjnych (badania
biegtosci).

4. Wdrozenie opracowanych metod do rutynowych analiz w Instytucie Genetyki Sadowe;j
w Bydgoszczy.

5. Udziat Doktorantki w komercjalizacji wynikéw badari poprzez wspotautorstwo zgtoszenia

patentowego (D4).

Uwagi i pytania
Recenzent ma za zadanie podkreélenie zardwno zalet, jak i wskazanie niedociggniec czy btedéw.

Praca mgr Jadwigi Musiat zostata przygotowana starannie, a znajdujgce sie w niej opisy sg czytelne
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I napisane poprawnym jezykiem chemicznym. Jednakse za niefortunne uwazam uzycie okreslenia
#i108¢” w stosunku do rzeczownikow policzalnych np. ,ilo$¢ znanych juz nowych substancji
psychoaktywnych” (str. 22), ,ilo$¢ analitow” (str. 18, 28, 63, 140), ,,ilos¢ i wielkoé¢ kulek” (str. 31), czy
sformutowania ,Dla powyzszych parametréw przyjeto zgodnie z Wytycznymi granice +20%.” (str. 64-
65 i 255). Autorka nie unikneta tez btedow literowych np. na str. 27 »koluminek SPE” zamiast
»kolumienek SPE”, na str. 29 »ekstrkacji” zamiast ~ekstrakcji” czy na str. 42 »etabolitow” zamiast
»metabolitéw” iedytorskich w postaci niedokonczonego zdania na str. 27 ,Wraz ze wzrostem
zainteresowania NPS wéréd spoteczeristwa, a takze koniecznoscia przeciwdziatania rozprzestrzeniania

sie pozornie bezpiecznych dopalaczy.”.
Z ciekawosci recenzenta proszg natomiast o wyjasnienie nastepujgcych kwestii:

1. Jakg role petnit etap wymrazania ekstraktu podczas przygotowania prébki do analizy?

2. Czy rozwazata Pani moiliwoé zastosowania hydrolizy kwasowej wlosow na etapie
przygotowania probki? Czy ten proces moze zwiekszy¢ uwalnianie badanych substancji
z matrycy?

3. W jaki sposéb zorganizowata Pani badania migdzy laboratoryjne opracowanych metod?

Zasadniczo strona formalna pracy nie budzi zastrzezen, wobec Czego stwierdzam, ze Doktorantka

opanowata podstawy warsztatu pisania prac naukowych.

Whioski koricowe

Po zapoznaniu sie z przedstawionymi do recenzji materiatami stwierdzam, ze rozprawa doktorska
mgr Jadwigi Musiat, na ktorg skfada sie spojny tematycznie cykl zawierajgcy zgtoszenie patentowe
i cztery artykuty opublikowane w renomowanych czasopismach z bazy Journal Citation Reports,
dotyczy bardzo aktualnego i istotnego z praktycznego punktu problemu identyfikacji substancji
psychoaktywnych w prébkach biologicznych. Praca stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego i wykazuje wiele elementéw nowodci naukowej. W moim przekonaniu rozprawa
doktorska spetnia wymagania stawiane tego typu pracom w Swietle obowigzujgcych przepisow (art.
13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2023 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki (tekst jedn. Dz. U. z 2017 r. Poz. 1789 z péiniejszymi zmianami)). W zwigzku

Z tym wnioskuje o dopuszczenie mgr Jadwigi Musiat do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Dodatkowo, biorgc pod uwage duzg liczbe wykonanych prac doswiadczalnych, wysoki poziom
zrealizowanych badan odnoszacych sie do identyfikacji i wykrywania zwigzkow psychoaktywnych

wskomplikowanych matrycach biologicznych i udokumentowanych publikacjami w czasopismach
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0 wysokim wspétczynniku oddziatywania oraz wdrozeniem otrzymanych procedur w laboratorium
Instytutu Genetyki Sadowej w Bydgoszczy,

Wnosze o wyroznienie pracy doktorskiej mgr Jadwigi
Musiat,
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