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Praca doktorska mgr Anny Welz zostala przygotowana w ramach studiow
doktoranckich prowadzonych przez Collegium Medicum w Bydgoszczy Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika w Toruniu pod kierunkiem dr hab. Marcina Koby i dotyczy analizy
chromatograficznej pochodnych piperazyny stosowanych pozaleczniczo, jako tzw. nowe
substancje psychoaktywne (NSP). Oceniana praca doktorska zostala na 3 artykulach
naukowych: jednym o charakterze przegladowym i dwoch prezentujacych wyniki do§wiadczen
przeprowadzonych przez Doktorantke.

Prezentowana praca przegladowa (P1) oparta na 75 pozycjach pismiennictwa stanowi
bardzo dobry wstep do zaplanowanych przez Doktorantke eksperymentoéw. Praca ta prezentuje
skrupulatng analiz¢ literatury na temat chemizmu oraz farmakologicznych dziatan pochodnych
piperazyny uzywanych jako NSP, ich wiasciwosci toksycznych oraz uzalezniajacych, a takze
metod analitycznych stosowanych do ich wykrywania i oznaczania.

Pochodne piperazyny jako substancje aktywne biologicznie prowadzg do wzrostu poziomu
neurotransmiteréw takich jak dopamina, serotonina i noradrenalina oraz blokuja neuronalny
wychwyt tych zwigzkéw. Podwyzszone poziomy tych neuroprzekaznikOw moga wigc
powodowaé oczekiwane efekty poprawy nastroju czy pobudzenia psychofizycznego, ale
rownoczesnie wiele niepozadanych skutkow behawioralnych i klinicznych. Jak wskazuja dane
pi$miennictwa, u wigkszosci stosujacych je osob, po krotkim okresie poprawy nastroju
i zwigkszonej aktywnosci organizmu nastepuje diuzszy etap wyczerpania psychofizycznego,
a u niektorych osob moga si¢ pojawi¢ zaburzenia psychiczne. Dane pi$miennictwa wskazuja,
ze pochodne piperazyny sg potencjalnie kardiotoksyczne, hepatotoksyczne, neurotoksyczne,

nefrotoksyczne oraz wykazuja potencjat uzalezniajacy. W zwiazku z powyzszym zostaly



uznane za substancje o dzialaniu narkotycznym i uwzglednione w raporcie Europejskiego
Centrum Monitorowania Narkotykéw i Narkomanii z roku 2021.

Jednoczesnie, jak wynika z analizy piSmiennictwa, nie opracowano dotychczas szybkich
i wiarygodnych metod wykrywania takich pochodnych oraz ich oznaczania, szczegdlnie
w materiale biologicznym. W zwigzku z powyzszym jestem przekonana, ze cel pracy
postawiony przez Doktorantke jest bardzo aktualny, a przeprowadzone badania nad nowymi
metodami oznaczania pochodnych piperazyny majg znaczenie zaréwno teoretyczne jak
I praktyczne.

Dwie oryginalne publikacje wiaczone do cyklu (P2 oraz P3) przedstawiaja wyniki badan
Doktorantki dotyczace opracowania nowych metod oznaczania 5 pochodnych
benzylopiperazyny lub fenylopiperazyny (BZP, MDBP, pFBP, mCPP i TFMPP), metod
odpowiednio selektywnych 1 czutych do stosowania ich w analizie probek biologicznych
pobranych od pacjentow. Celem badan przeprowadzonych przez Doktorantke byto
opracowanie, optymalizacja i walidacja metod oznaczania wymienionych pochodnych
piperazyny przy zastosowaniu wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcja MS
(LC-MS) oraz DAD (LC-DAD). Celem bylo takze opracowanie odpowiednich procedur
przygotowania probek biologicznych (osocze, surowica, mocz), a nastgpnie sprawdzenie
skutecznosci proponowanych metod w analizie rzeczywistych probek pobranych od pacjenta
zazywajgcego pochodne piperazyny jako NSP. Stosujac metode LC-MS uzyskano rozdzielenie
5 pochodnych piperazyny w stosunkowo krotkim czasie ok. 15 min i czuto$¢ rz¢du piko-
i nanogramow. Zdefiniowano jony macierzyste oraz co najmniej dwa jony potomne w celu
zwigkszenia powtarzalnosci metody oraz jej selektywnosci, co jest wazne dla wiarygodnej
analizy w ztozonych matrycach biologicznych. Ciekawym etapem w procesie opracowania tej
metody byt wybdr optymalnego standardu wewngtrznego. Finalnie, Doktorantka potwierdzita
szczegbdlng przydatno$¢ deuterowanych analogow oznaczanych zwigzkow, poprzez
zastosowanie BZP-D7, mCPP-D8 i TFMPP-D4.

Stosujac metode LC-DAD, dobre rozdzielenie 5 pochodnych piperazyny (BZP, MDBP, pFBP,
mCPP i TFMPP) uzyskano w stosunkowo krotkim czasie ok. 20 min, osiggajac czutos¢ rzedu
nano- i mikrograméw. Podobnie jak metoda LC-MS, metoda LC-DAD zostata zwalidowana
zgodnie z wytycznymi dla metod bioanalitycznych. Ciekawym etapem byta optymalizacja fazy
ruchomej, ktora finalnie umozliwita oznaczanie zaréwno pochodnych benzylopiperazyny jak
1 fenylopiperazyny w jednej probce, przy uzyciu pentedronu jako wzorca wewngtrznego.

W obydwu metodach zastosowano prosta procedure izolacji analitdéw z materiatu biologicznego

poprzez ekstrakcje acetonitrylem ze srodowiska zasadowego i filtracje z uzyciem filtrow
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membranowych. Skuteczno$¢ obydwu opracowanych metod potwierdzono poprzez
przeprowadzenie analizy rzeczywistych probek materialu biologicznego pobranego od pacjenta
(surowica, mocz).
Opracowane metody mogg si¢ uzupelia¢ w badaniach nad piperazynami, ale tez moga by¢
stosowane niezaleznie. Prosta procedura opracowania probek biologicznych i krotki czas analiz
chromatograficznych daje mozliwo$¢ dostosowania metodyki badawczej do rutynowych analiz
toksykologicznych. Dodatkowo potwierdzono, ze probki moczu moga okazaé si¢ probkami
z wyboru przy identyfikacji zwigzkow z grupy NSP nalezacych do piperazyn.
Opracowana metoda LC-MS moze by¢ z powodzeniem zastosowana do identyfikacji
i oznaczen ilosciowych pochodnych piperazyny u pacjentéw z podejrzeniem zatrucia, zarOwno
w przypadkach ostrych jak i przewlektych. Opracowana metoda LC-DAD moze by¢ przydatna
do analizy materiatu biologicznego, ale tez innych prébek, np. ptynéw, proszkow, tabletek,
ktore zostaly zabezpieczone w punkcie sprzedazy czy u pacjenta. Obie zaproponowane metody
mogg by¢ przydatne w sytuacjach wymagajacych analitycznego potwierdzenia zatrucia
pochodnymi piperazyny i mogag by¢ pomocne w diagnostyce oraz w postgpowaniu
terapeutycznym dotyczacym zatru¢ tg grupg zwigzkow. Dodatkowo zaletg przedstawionych
metod jest mozliwo$¢ ich wykorzystania w przysztosci do monitorowania innych pochodnych
piperazyn wystepujacych jako metabolity lekoéw o podobnej budowie.
Zaprezentowane wyniki wnoszg wigc nowe informacje do nauki i stanowig cenny wkiad
W rozw6j badan toksykologicznych oraz farmaceutycznych zmierzajagcych w efekcie
koncowym do lepszego diagnozowania i leczenia pacjentow, a by¢ moze takze ograniczenia
dostgpnosci tego typu zwigzkow na rynku.

Nadestana do oceny praca doktorska liczy 109 stron. Zawiera autoreferat, streszczenia
W jezyku polskim i angielskim oraz 3 artykuly naukowe opublikowane W jezyku angielskim.
Artykuty pochodzg z uznanych czasopism o wspotczynniku wptywu wynoszgcym sumarycznie
10,714 i sumie punktow MEIN réwnej 320.
Tekst autoreferatu zostat podzielony w sposob typowy dla prac naukowych na rozdziaty,
a nastepnie na podrozdziaty, co porzadkuje przedstawiane tresci i utatwia ich lekture. Na
wstepie Autorka opisuje pochodne piperazyny stosowane jako NSP oraz metody
chromatograficzne opisane w piSmiennictwie, odpowiednie do analizy zwigzkéw z grupy
pochodnych piperazyny. Nastepnie Doktorantka omawia giowny cel pracy oraz 7 celow
szczegblowych i zaplanowane etapy pracy. Cze$¢ teoretyczna jest napisana czytelnie
1 przejrzyscie, w sposob ukierunkowany na gléwny temat pracy. Calo$¢ jest spdjna

1 zrozumiata, cel pracy sformulowany jasno i czytelnie, a przedstawione etapy jego realizacji
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sg logicznie zaplanowane. W kolejnych czgéciach: wyniki, dyskusja oraz wnioski Autorka
omawia wyniki przeprowadzonych eksperymentow, rozszerzajac zakres informacji
przedstawionych w poprzednich rozdzialach autoreferatu. Opis jest poprawny, czytelny
I przemyslany. Wnioski bezposrednio wynikaja z wynikow uzyskanych podczas
przeprowadzonych doswiadczen, sg czytelnie sformulowane i wnosza element nowosci
zarowno do nauki, jak i do praktyki. Bibliografia zatagczone do autoreferatu zawiera 38 pozycji
artykutow naukowych utozonych w kolejnosci ich cytowania w autoreferacie, z czego 32
pozycje ukazaty sie¢ w ciggu ostatnich 10 lat. Nast¢pnie zamieszczono spis tabel i rycin, wydruki
3 prac bedacych podstawg pracy doktorskiej (P1-P3), oswiadczenia wspdtautorow publikacii
wlaczonych do cyklu oraz dokument potwierdzajacy zgode Komisji Bioetycznej na
przeprowadzenie opisanych badan.

Udzial Doktorantki w powstaniu prezentowanych prac jest wiodacy, we wszystkich trzech
pracach jest pierwszym autorem. Jej udziat dotyczyt opracowania warunkoéw analiz, zbierania
materialu  biologicznego, wykonania analiz chromatograficznych, walidacji metod,
opracowania i interpretacji wynikow, przygotowania i korekty manuskryptow oraz petnienia
roli autora korespondencyjnego, co w peli spelia Kkryteria wlaczenia publikacji

wieloautorskich do cyklu przedstawionego jako rozprawa doktorska.

Z obowigzku Recenzenta zwrocitam uwage na kilka niescistosci, gtownie o0 charakterze

edytorskim, ktore przedstawiam ponize;.

1. Z punktu widzenia kompletnej walidacji nowych procedur analitycznych, bardzo
istotny jest parametr specyficznosci metody. W zwigzku z tym, sprawdzenie rozdziatu
w proponowanych warunkach chromatograficznych takze dla innych zwigzkow czesto
zazywanych facznie z pochodnymi piperazyny wydaje si¢ by¢ istotne ze wzgledu na
mozliwo$¢ interferencji pikow, szczegolnie w metodzie LC-DAD. Czy bytly
podejmowane proby w tym zakresie, poza uzyciem pentedronu jako wzorca
wewnetrznego?

2. Niektore skroty zostaly potraktowane zbyt ogolnie, np. QC tlumaczone jako kontrola
jakosci. W pismiennictwie tym skrotem okresla si¢ probki kontrolne przygotowane do
celow walidacyjnych i odnoszace si¢ do réznych stezen analitu w zakresie krzywej
kalibracyjnej. Ten kontekst dotyczy rowniez prezentowanej dyzertacji. W zwigzku
Z powyzszym, kolejne skroty takie jak QC, LQC, MQC 1 HQC powinny by¢ thumaczone
jako probki kontrolne oraz probki kontrolne o niskim, $rednim i wysokim stg¢zeniu

analitu.



3. Niektore stwierdzenia czy okre$lenia zawarte w tek$cie wydaja si¢ by¢ pewnymi
skrotami mys$lowymi, np.:

-str. 14
,,P0 krotkim okresie poprawy nastroju i zwigkszonej aktywnosci organizmu nastepuje dluzszy
etap wyczerpania neurochemicznego.” Co oznacza okreslenie wyczerpanie neurochemiczne?
-str. 15
»Zaproponowane do tej pory metody z uzyciem LC-MS, GC-MS i LC-DAD zwykle nie
dotyczyty bezposrednio pochodnych piperazyny.” Jak nalezy rozumie¢ okreslenie zwykle nie
dotyczyly, czy pismiennictwo obejmuje takie metody czy nie?
-str. 21
»Zrealizowane badania dotyczace analizy pochodnych piperazyny z grupy ,.designer drugs”
pozwolity na uzyskanie wielu parametrow charakteryzujagcych budowe 1 wilasciwosci
chemiczne zwigzkéw”. O jakie parametry tutaj chodzi?
-str. 24
,Zaprezentowane widma UV-VIS rdznig si¢ od siebie i cechy te zostaly wykorzystane do
potwierdzenia obecnosci badanych zwigzkow w materiale biologicznym”. O jakie cechy tutaj
chodzi?
-str. 30, 31

»---uzyskujac wysoki poziom ufnosci wynikow”. Czy chodzi o wiarygodnosc¢ wynikow?

Te nieliczne uwagi i/lub sugestic majg charakter dyskusyjny i w zadnym stopniu nie
umniejszajg osiggni¢¢ Doktorantki. Jestem przekonana, ze wszystkie badania zostaly wykonane
rzetelnie, z mozliwie najwicksza starannoscig. W zakresie edytorskim, praca jest napisana
starannie, dobrym jezykiem, w syntetycznym przejrzystym uktadzie, jak napisalam powyzej.

Podsumowujgc pragne podkresli¢, ze oceniana dysertacja wWywiera bardzo pozytywne
wrazenie. Doktorantka wykazata si¢ niezb¢dnymi kompetencjami do przeprowadzenia
opisanych badan, tj. umiejetnoscig planowania i przeprowadzania do$§wiadczen, postugiwania
si¢ nowoczesnymi metodami analitycznymi oraz prezentowania wynikow swoich badan
w formie publikacji naukowych. Przedstawiona do recenzji praca doktorska jest oparta
0 publikacje w czasopismach o znaczacej wartosci wspotczynnika wplywu i wnosi istotne
elementy nowosci w dziedzinie nauk medycznych 1 nauk o zdrowiu. Jednocze$nie posiada
bardzo wyrazny charakter aplikacyjny. Stwierdzam wigc, ze prezentowana praca spehnia
warunki okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym

i nauce (Dz.U. z 2021 ., poz. 478), a zatem moze by¢ podstawg do nadania stopnia naukowego
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doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki farmaceutyczne.
W zwiazku z powyzszym przedstawiam Radzie Wydzialu Farmaceutycznego Collegium
Medicum w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu wniosek o dopuszczenie
mgr Anny Welz do dalszych etapow postgpowania majacego na celu nadanie stopnia
naukowego doktora.

Lublin, 22.07.2022 K (



