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Recenzja
rozprawy doktorskiej P. mgr Karoliny Sekuty pt.:

Wykorzystanie metody LC-ESI-QTOFMS do identyfikacji nowych substancji
psychoaktywnych z grupy syntetycznych kannabinoidéw oraz pochodnych
fenetyloaminy na podstawie sposobu ich fragmentacji.

Przedmiotem rozprawy doktorskiej Pani mgr Karoliny Sekuty byta, zakoriczona
sukcesem, proba wykorzystania systemu LC-MS/MS do szybkiej analizy oraz
jednoznacznej identyfikacji, pojawiajacych sie na polskim rynku substancji
psychoaktywnych. W badaniach skoncentrowano sie na dwéch gtéwnych grupach
substancji: syntetycznych kannabinoidach oraz pochodnych fenetyloaminy. Do
analizy wykorzystano technike wysokorozdzielczej spektrometrii mas z fragmentacjq
czgsteczek badanych potaczong on-line z chromatografig cieczowa.

Szczegolnie istotnym problemem, poruszonym w pracy, jest szybka analiza wielu
bardzo zblizonych do siebie pod wzgledem struktury czasteczek. Taka analiza
podyktowana jest koniecznosciq kontroli Panstwa nad ich wytwarzaniem
i dystrybucja. Substancje bedace przedmiotem badan, jako czasteczki
o wiasnosciach psychoaktywnych, znajdowaty sie w obrocie handlowym w granicach
obowigzujacego prawa, ze wzgledu na trudnosci legislacyjne dotyczace ich
dystrybucji. By substancje uzna¢ za mogacq znajdowaé sie w obrocie legalnym,
sankcjonowanym lokalnym prawem lub zdelegalizowac jej wytwarzanie, dystrybucje
i/lub posiadanie, najistotniejsze jest precyzyjne i jednoznaczne ustalenie jej wzoru
strukturalnego. Osobnym zagadnieniem jest okreslenie jaka substancja zostata
przyjeta przez osobg naduzywajgca, co moze stanowi¢ cenng informacje np. dla
toksykologéw. Zasygnalizowane problemy, ze wzgledu na wysokie podobieristwo
(ale nie tozsamos$¢) struktur substancji modyfikowanych w nielegalnych
laboratoriach, zaczely stanowi¢ obiekt zainteresowania zaréwno stuzb prewencji jak
i chemikéw analitykéw dziatajacych na zlecenie organéw Panstwa. Pani mgr Karolina
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Sekuta zaproponowata i przetestowala jedno z dostepnych rozwiazan, bardzo
doktadnie omawiajac (i publikujgc szczegétowe wyniki) mozliwosci analityczne
dostepnego sobie warsztatu aparaturowego.

W  przedstawionej dokumentacji opisano ogétem 65 substancji poddanych
analizie. Ilos¢ ta jest reprezentatywna dla obydwu badanych grup i pozwala wysnué
whioski, co do zaproponowancyh, uogélnionych schematéw fragmentacji czasteczek,
jak réwniez podstawowych zasad ich interpretacji. To bylo zreszta gtdwnym
zadaniem, przed ktérym staneta Autorka Opracowania.

Rozprawa stanowi zbidr dziewieciu publikacji opatrzonych obszernym wstepem,
w ktérym nakredlono uzasadnienie podjecia badan, sformutowano cele badawcze,
scharakteryzowano tto historyczne i spoleczne syntezy i obrotu substancjami
bedacymi przedmiotem badan, opisano metodyke analiz, aparature badawczq oraz
wyczerpujaco oméwiono wyniki badan. W zakresie publikacyjnym artykuly bedace
podstawa rozprawy doktorskiej zostaly opublikowane w dobrych i bardzo dobrych
czasopismach zajmujacych sie tematyka spektrometrii mas oraz analiz
kryminalistycznych. Wszystkie czasopisma znajdujag sie na tzw. liscie filadelfijskiej
i charakteryzujg wspotczynnikami impact factor w zakresie od 2,115 (Forensic
Science International) do 5,756 (Forensic Toxicology). Udziat Pani mgr Karoliny
Sekulty w powstaniu kazdej z prac nalezy oceni¢ na znaczny lub wiodacy. W
publikacjach: P1, P8 oraz P9 byla pierwszym autorem (dodatkowo w P8 i P9
autorem korespondencyjnym), w publikacjach: P2, P3, P5, oraz P6 byta drugim
autorem. W pozostatych pracach Jej istotna rola réwniez nie budzi zastrzezen,
szczegolnie biorac pod uwage przediozone dokumenty potwierdzajace rzeczywisty
udziat kazdego z Autoréw w powstaniu poszczegdlnych artykutdw. Wydaje sie, iz
najmniejszy udziat Doktorantki mozna oszacowac dla artykutu P7, przy czym wedtug
mojej oceny, procentowy naklad pracy rozdzielonej pomiedzy Autorédw mozna
okresli¢ na okoto 30-35% dla kazdego z badaczy, co nadal jest bardzo dobrym
wynikiem. Dorobek Autorki jest dodatkowo wsparty uczestnictwem w
miedzynarodowych konferencjach naukowych (32 prezentacje), gdzie aktywnie
prezentowata wyniki swoich badan.

Nalezy podkres$li¢, iz wyniki bedace podstawa pracy doktorskiej zostaly
opublikowane w uznanych czasopismach o wysokiej reputacji, przechodzac
kazdorazowo wnikliwy proces recenzji. Stad uznaje, ze dalsza dyskusja
opublikowanych wynikéw w ogélnosci nie jest celowa. Podobnie, opisany powyzej
istotny udziat Doktorantki w powstaniu kazdej z prac jest bezdyskusyjny. Bazujac na
dotychczasowym wywodzie moja ocena pracy jest bardzo pozytywna. Natomiast,
z obowigzku recenzenta, ponizej poruszam kilka kwestii, ktére nasuwajg mi sie jako
niewystarczajaco wyjasnione lub podlegajace dalszemu omdéwieniu.




Doktorantka we wstepie postuguje sie terminem: jon pseudomolekularny.
Z obowigzku zwracam jedynie uwage, iz termin ten, jakkolwiek powszechnie
uzywany, zrozumiatly i popularny, zgodnie z zaleceniem IUPAC, powinien by¢
zastepowany (co najmniej w terminologii anglojezycznej) sformutowaniami:
anionized molecule, cationized molecule, protonated ion lub deprotonated
ion, zaleznie od ‘adunku posiadanego przez omawiany jon (za: Pure Appl.
Chem., Vol. 85, No. 7, pp. 1515-1609, 2013, DOI: 10.1351/PAC-REC-06-04-
06)

W pracy istniejg czeste wskazania, iz do fragmentacji uzywano metody ISD
(fragmentacja w zrodle jondw, in-source decay). Prosze o przedyskutowanie
problemu obecnosci zanieczyszczen w zrddle jonow, wplywajacych na jakosé
widm fragmentacyjnych uzyskiwanych tg technikg. Prosze réwniez o
odpowiedZ na pytanie jakimi przestankami kierowata sie Autorka
wykorzystujgc podczas analiz raczej ISD zamiast konwencjonalnej
fragmentacji typu CID w komorze kolizyjnej znajdujgcej sie pomiedzy
analizatorami? Dla trybu MS/MS taka wilasnie konwencjonalna fragmentacja
CID, w mojej opinii, ze wzgledu na istotne wady ISD, powinna by¢
preferowana.

Dla czesci eksperymentéw konieczne bylo zastosowanie fragmentacji MS?
i tu, z koniecznosci stosowano fragmentacje ISD i nastepczo CID w komorze
kolizyjnej zlokalizowanej pomiedzy analizatorami. Czy Doktorantka podjela
jakiekolwiek préby wykorzystania spektrometru wyposazonego w inny rodzaj
analizatora, umozliwiajacy wykonanie MS" gdzie n>2 bez koniecznosci
stosowania ISD?

Na stronie 38 podano informacje, iz mase zwigzku A-834,735 wyznaczono
z doktadnoscig do Am=0,0 ppm. Faktycznie masa wyznaczona pokrywa sie
do ostatniego miejsca znaczacego (czwartego po przecinku) z masa
teoretyczng wyliczong z wzoru sumarycznego substancji badanej a zatem
precyzja pomiaru jest bardzo wysoka. Tym niemniej podana informacja jest
nieco mylagca - w takim przypadku nalezy podac blad oznaczenia masy
(niepewnos¢ pomiarowa/zakres btedu pomiarowego).

Dla ekstrakcji zwigzku 25I-NBMD nie podano szczegbétowego sposobu
przygotowania probki (kartonika nasaczonego zwigzkiem), ograniczajac sie
jedynie do bardzo powierzchownego opisu na stronie 57 oraz nieco tylko
bardziej szczegdélowego w publikacji numer 8. W szczegdlnosci nie podano
w jakim stosunku rozciennczono pierwotny, metanolowy ekstrakt kartonika
wodnym roztworem 0,1% kwasu mréwkowego dla potrzeb analizy LC-MS.
Jest to o tyle istotne, Ze rozcienczenie powinno by¢ znaczace (co najmniej
1:25, prawdopodobnie 1:50) ze wzgledu na mozliwos¢ zaadsorbowania




substancji badanej na prekolumnie. Zdajgc sobie sprawe, iz Autorka
wykonata jedynie pomiar jako$ciowy, nadmieniam ze brakujgca informacja,
o ktérej wspominam, bylaby szczegdlnie istotna dla ewentualnego podjecia
préby pomiaru ilo$ciowego.

6. Na stronie 58 zauwazylem nietypowaq pisownie slangowej nazwy zwigzku 3,4-
metylenodioksymetamfetaminy (MDMA), bedgca w istocie spolszczong kalka
z jezyka angielskiego. Autorka postuguje sie sformutowaniem ,ekstazy” w
miejsce anglojezycznego ecstasy. Jakkolwiek taka pisownia funkcjonuje np.
w zasobach internetu, jednak wydaje sig, ze warto stosowac ogdlnie uznany
skrot nazwy (MDMA) lub pisownie anglojezyczng (ecstasy).

7. Na stronie 59 rozprawy podjeto probe rozwigzania sposobu fragmentacji
czasteczki 25I-NBMD. Autorka opisuje, iz rozpad czasteczki podczas
fragmentacji jest nietypowy. W publikacji 8 zawarto podobne, nieco
rozwinigte sformulowanie. Postugujac sie =zaproponowanym schematem
fragmentacji nalezaloby przyjaé, iz czasteczka rozpada sie na dwie,
chemicznie niezwigzane pochodne. Podczas tego procesu nastepuje
oderwanie grupy CH,=NH | ponowne polgczenie dwoch niezaleznych
fragmentéw w postaé jonu jednododatniego o m/z=286,12. Jesli czasteczka
nie cyklizuje lub nie oligomeryzuje (na co nie wskazujg widma masowe) taka
interpretacja w domysle nakazuje przyjecie mozliwosci chwilowego rozpadu
zjonizowanej czgsteczki wewngtrz spektrometru masowego z odtworzeniem
wigzania kowalencyjnego po rozpadzie jednej z pochodnych. Tego rodzaju
zjawisko, bez zZadnej stabilnej formy posredniej, wydaje mi sie,
z termodynamicznego punktu widzenia, bardzo mato prawdopodobne. Czy
w zwigzku z moja watpliwoscig istnieje inne wytlumaczenie obserwowanego
zjawiska? Czy istnieje np. mozliwos¢ koelucji substancji zanieczyszczajacej
badany zwiazek, ktora daje jon o m/z 286,12 lub rozpada sie podczas ISD do
jonu bedacego przedmiotem kontrowersji? Czy Doktorantka probowata uzyé
spektrometru o innej konstrukcji do potwierdzenia obserwacji? Na
marginesie, moja watpliwos¢ co do obserwowanego rozpadu zdaje sie
znajdowac potwierdzenie w dalszych akapitach rozdzialu ,Badania
pochodnych fenetyloaminy” (strony: 60-61) gdzie Autorka wskazuje na jony
fragmentacyjne zblizonych do 251-NBMD czasteczek (np. 25iP-NBOMe) gdzie
gtébwne Sciezki fragmentacji prowadza do rozpadu wigzan sasiadujacych
z atomem azotu linkera bez tworzenia egzotycznych jonéw potomnych.

Pomimo kilku wskazanych powyzej, raczej drobnych uwag i komentarzy,
przediozona praca jest cennym opracowaniem dla aplikacji w laboratoriach chemii
sgdowej, w zwigzku z wielokrotnie podnoszonym w pracy problemem dotyczacym




szybkiej i jednoznacznej identyfikacji nowopowstajacych zwigzkéw o dziataniu
psychoaktywnym. Informacja o strukturze danego zwigzku jest niebywale
przydatna, zaréwno z punktu widzenia lekarzy-toksykologéw, jak i organéw
Scigania. Oceniana praca doktorska bezspornie spetnia wymagania zwyczajowe oraz
réwniez formalne 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 ze
zmianami Dz.U. z 2005 r. nr 164, poz 1365). W szczegdlnosci, jak stanowi artykut
13 przytaczanej ustawy, dysertacja stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego oraz wykazuje ogdlng wiedze teoretyczng Kandydatki w danej
dyscyplinie badawczej a takze umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej. W zakresie sposobu przygotowania rozprawy potwierdzam (ponownie
zgodnie z art. 13 ustawy), iz Doktorantka bezsprzecznie dowiodia swojego
indywidualnego wkiadu w przygotowanie pracy.

W zwigzku z powyzszym, z przyjemnoscig wnosze do Wysokiej Rady Instytutu
Chemii Uniwersytetu élqskiego w Katowicach o dopuszczenie Pani mgr Karoliny
Sekuty do dalszych etapoéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, w zwigzku z wysoka istotnoscig badan, w ktérych widze duzy
potencjat aplikacyjny i wdrozeniowy (tj. znaczne poprawienie skutecznosci
i szybkosci identyfikacji nowych zwigzkéw o dziataniu psychoaktywnym) skiadam
whniosek o wyréznienie przedstawionej mi do oceny pracy doktorskiej.

Krakdw, dn. 04.03.2019
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