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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Arkadiusza Kocura

zatytutowanej: ,Terapeutyczne monitorowanie stezeniem takrolimusu i kwasu mykofenolowego
z zastosowaniem mikroprébkowania objetosciowo-absorpcyjnego potaczonego z technika LC-MS/MS
u pacjentow pediatrycznych po przeszczepieniu nerki”

Recenzowana rozprawa zostata wykonana w Zakfadzie Chemii Lekow Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego pod kierunkiem Pana dr hab. Tomasza Pawinskiego jako promotora oraz Pani dr Doroty
Marszatek jako promotora pomocniczego. Praca zostala wykonana przy udziale pacjentow
pediatrycznych po przeszczepieniu nerki leczonych w Instytucie ,,Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka” w
Warszawie. lJednoczesnie cze$¢ badan zostata wykonana przy wykorzystaniu infrastruktury
wymienionego Instytutu, a takze infrastruktury Uniwersytetu Kardynata Stefana Wyszyriskiego w
Warszawie.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska jest przyktadem pofgczenia badan analitycznych z
bardzo wazng z punktu widzenia klinicznego oceng stezenia lekéw immunosupresyjnych u pacjentow
pediatrycznych po przeszczepieniu nerki, w ramach terapeutycznego monitorowania lekéw (TML).
Utrzymanie stezenia lekdw immunosupresyjnych w zakresie terapeutycznym zapewnia optymalne
wyniki przeszczepiania czyli skutecznie zapobiega odrzuceniu przeszczepu, przy ograniczeniu
wystepowania dziatai niepozgdanych. Jest to jeden z najwazniejszych czynnikdéw w opiece nad
dzie¢mi po przeszczepie nerki z uwagi na trudny dobdr optymalnych dawek lekdw, interakcje z
wieloma lekami powszechnie stosowanymi w populacji pediatrycznej oraz brak przestrzegania
zalecen lekarskich. W ostatnich latach dazy sie do uproszczenia oraz automatyzacji metod
pobierania materiatu biologicznego jak réwniez metod oznaczania odpowiednich analitéw.
Obserwowane trendy sg szczegdlnie waine przy pobieraniu, przechowywaniu i transporcie
prébek, a takze obrobce materiatu biologicznego przed wiasciwg analizg. Najbardziej krytyczna
czescig procesu analitycznego moze by¢ wybér odpowiedniej metody pobierania prébek. Autor
jako hipoteze badawczg postawit teze, iz stosunkowo nowa technika mikroprébkowania objetosciowo-
absorpcyjnego (VAMS) moze by¢ zastosowana do optymalizacji terapii immunosupresyjnej jako
réwnowazna, lub w pewnych aspektach nawet lepsza, od metod stosowanych obecnie, np. techniki
suchej plamki krwi. Badane w pracy probniki do VAMS zapewniajg doktadne pobieranie matych
objetosci materiatu, umozliwiajq tez pobieranie materiatu w warunkach domowych. Pobranie krwi
wtosniczkowej z opuszki palca jest proste i praktycznie bezbolesne, a pobrany w ten sposéb
materiat jest stabilny po wyschnieciu przez co najmniej kilka tygodni, nie wymaga szczegdlnych
warunkdéw przechowywania i moze by¢ wystany dowolng drogg do laboratorium analitycznego.
Dzieki temu mozliwe jest czestsze pobieranie materiatu i przesytanie go do osrodka referencyjnego



oddalonego znacznie od miejsca zamieszkania matych pacjentéw. Technika VAMS wydaje sie tez
obiecujgca z uwagi na prostg ekstrakcje analitow i prostote kolejnych etapéw przygotowania i
przeprowadzenia wtasciwej analizy.

Wiadomo, ze TML powinno by¢ prowadzone za pomocg czutej, szybkiej, selektywnej i
doktadnej techniki ilosciowej, np. wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej z
tandemowag spektrometrig mas (LC-MS/MS). Jak wynika z informacji podanych przez Doktoranta
jest to metoda uznawana za referencyjna w oznaczeniach takrolimusu (TAC) i kwasu
mykofenolowego (MPA). Wiadomo tez, ze ponad potowa laboratoriéw stosuje te technike w
rutynowych oznaczeniach pozioméw stezen lekéow immunosupresyjnych. Gtowng zalety tej
metody jest wysoka selektywno$¢ i czutosé oraz mozliwos¢ jednoczesnej analizy wielu lekow
potaczona ze znacznym ograniczeniem objetosci analizowanych prébek. Z tego powodu, badania
prowadzone w ramach niniejszej pracy miaty na celu oznaczanie TAC i MPA przy uzyciu
opracowanych i zwalidowanych metod LC-MS/MS u pacjentéw pediatrycznych po przeszczepieniu
nerki, w tym oznaczania badanych lekow w materiale pobranym metodg VAMS.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi cykl 2 prac oryginalnych i 1 pracy
przeglagdowej, co stanowi wystarczajacy zestaw publikacji do zamkniecia dysertacji. Ponadto rozprawa
zawiera cze$¢ opisowq sktadajgcg sie z wprowadzenia, celu pracy, metodologii, omodwienia
otrzymanych wynikéw i wnioskow. Dotgczona jest tez analiza bibliometryczna prac wigczonych do
cyklu oraz pozostatych publikacji Doktoranta. Sumaryczna warto$¢ wspoéfczynnika IF dla cyklu prac
wynosi 15,40 (420 punktéw MEiN), podczas gdy catkowity dorobek stanowia 4 kolejne publikacje, 8
doniesien naukowych na zjazdach krajowych i miedzynarodowych oraz 6 recenzji publikacji dla
czasopism branzowych. Nalezy takze wspomnie¢, ze Doktorant byt kierownikiem projektu ,Mtody
badacz” finansowanego przez Warszawski Uniwersytet Medyczny oraz wykonawca w projekcie
finansowanym przez ,Instytut-Pomnik Centrum Zdrowia Dziecka”.

Pozostajac przy ocenie formalnej niniejszej pracy, znaczacy wkiad naukowy Doktoranta w
przedstawione badania nie budzi watpliwosci, gdyz we wszystkich publikacjach wigczonych do cyklu
jest pierwszym i jednoczesnie w dwdch korespondencyjnym autorem. Wszyscy wspétautorzy ztozyli
os$wiadczenia, w ktérych poswiadczaja, ze ich wktad w poszczegédlne publikacje wynosi od 1 do 20%.
Whkiad Doktoranta wynosi 70 lub 80%, co stanowi istotng czes$¢ powstatych prac. Doktorant
przygotowat koncepcje i metodologie badarn, wykonat wiekszos¢ badan eksperymentalnych oraz
opracowat otrzymane wyniki i przygotowat publikacje do druku.

Pierwsza publikacja z cyklu {P1) jest przegladowym opracowaniem dotyczacym techniki
zastosowania  techniki VAMS w terapeutycznym  monitorowaniu  stezeniem lekéw
immunosupresyjnych, co wprowadza czytajacego w tematyke pracy i jednoczes$nie w petni uzasadnia
cel podjetych badan eksperymentalnych. Omoéwiono zalety i wady badanej techniki, ktéra zostata
wprowadzona w roku 2014, w zestawieniu do innych technik pobierania materiatu biologicznego, czyli
klasycznego pobrania krwi zylnej oraz innych technik mikroprébkowania, np. techniki suchej plamki
krwi. Praca przegladowa jest interesujaca i oparta na dobrze dobranym pismiennictwie. Zawiera
wyczerpujace omodwienie poszczegéinych procedur pobierania materiatu do TML lekdw
immunosupresyjnych takich jak takrolimus, cyklosporyna, sirolimus, ewerolimus i kwas mykofenolowy.
Zwrocono uwage na mozliwo$¢ automatyzacji pobierania probek z zastosowaniem techniki VAMS, a
takze na mozliwosc¢ zastosowania tej techniki w domu pacjenta.



Publikacja nr 2 (P2) jest pracg oryginalng i dotyczy oznaczania takrolimusu (TAC) u pacjentow
pediatrycznych po przeszczepieniu nerki, przy uzyciu techniki VAMS i metody LC-MS/MS. Bardzo wazng
czescig pracy bylo opracowanie i walidacja metody ilosciowej wedtug standardéw miedzynarodowych
w taki sposob, aby udowodni¢ réwnowainos¢ tej nowej metody z rutynowo stosowanymi
protokofami analitycznymi. W ramach zaplanowanych badarn opracowano strategie pobierania
materiatu technika VAMS, co wymagato wyedukowania pacjentéw i personelu medycznego.
Opracowano warunki suszenia pobranej mikroprobki i ekstrakcji TAC z prébnika VAMS.
Opracowano warunki metody LC-MS/MS, w tym dobor optymalnego standardu wewnetrznego,
Aby potwierdzi¢ prawidtowos¢ opracowanej metody oznaczania, przeprowadzono walidacje
krzyzowa w ramach zastosowanych technik pobierania materiatu, jak réwniez walidacje nowej
metody przez poréwnanie z rutynowo stosowang w Centrum Zdrowia Dziecka metoda
chemiluminescencyjng oznaczania TAC. Waznym aspektem byta ocena efektu hematokrytowego
przez poréwnanie stezenia TAC w prébkach krwi wtosniczkowe;j i zylnej przy klasycznym pobraniu
materiatu do badania. Potwierdzono mozliwos¢ wymiennego stosowania obydwu technik oraz
zaproponowano algorytm umozliwiajgcy przeliczanie otrzymanego steienia TAC z uzyciem
techniki VAMS na estymowane stezenie TAC oznaczone przy uzyciu rutynowo stosowanej metody
chemiluminescencyjnej.

Publikacja nr 3 (P3) jest rowniez pracg oryginalng i dotyczy oznaczania kwasu mykofenolowego
(MFA) u pacjentéw pediatrycznych po przeszczepieniu nerki leczonych takrolimusem i kwasem
mykofenolowym, przy uzyciu techniki VAMS i metody ilosciowej LC-MS/MS. Podobnie jak w publikacji
P2, bardzo waing czedcig pracy byto opracowanie i walidacja opracowanej metody ilosciowej wedtug
standardéw miedzynarodowych, w taki sposdb, aby udowodni¢ rownowaznosc tej nowej metody z
rutynowo stosowanymi protokotami analitycznymi. Aby potwierdzi¢ prawidtowo$¢ opracowanej
metody oznaczania MFA przeprowadzono poréwnanie z rutynowo stosowang w Centrum Zdrowia
Dziecka metoda HPLC-DAD. Poniewaz MPA silnie wigze sie z biatkami osocza, wskutek czego jego
dystrybucja ogranicza sie gtdwnie do osocza, w niniejszej pracy uwzgledniono oznaczanie MFA we
krwi wtosniczkowej, ale takie we krwi zylnej i w osoczu. Duzo uwagi poswiecono badaniu
stabilnosci prébek pobranych metoda VAMS, a takie oceniono efekt hematokrytowy.
Potwierdzono mozliwo$s¢ wymiennego stosowania opracowanych metod z metodami
stosowanymi rutynowo oraz zaproponowano algorytmy umozliwiajgce przeliczanie otrzymanego
stezenia MFA w probkach pobranych metodg VAMS na przewidywane stezenie MFA w osoczu. Ze
wzgledu na istotny wptyw efektu hematokrytowego zaproponowano takie algorytm
umoiliwiajgcy przeliczanie wynikéw otrzymanych metoda VAMS 2z uwzglednieniem
indywidualnego poziomu hematokrytu u poszczegdlnych pacjentéw.

Recenzent doktoratu stanowigcego cykl publikacji jest w uprzywilejowanej pozycji ze wzgledu
na fakt, iz prace wigczone do cyklu przeszly juz ocene merytoryczng w trakcie przyjmowania publikacji
do druku. Moja ocena pracy jest takie wysoka, a do gtdwnych osiggnie¢ Doktoranta zaliczam
wielokierunkowa walidacje wszystkich opracowanych procedur wedtug najnowszych wymogdéw w
zakresie metod bioanalitycznych. Istotna jest takie aplikacyjno$¢ opracowanych procedur i
zastosowanie ich w rzeczywistych warunkach klinicznych. Jedyne uwagi, a wilasciwie pytania do
Doktoranta wynikajg z mojej ciekawosci. Pierwsza to kwestia dostepnosci metody LC-MS/MS dla
specjalistdw zajmujacych sie terapia monitorowang stezeniem w polskich klinikach. Czy jest szansa,
aby LC-MS/MS zastapita metode chemiluminescencyjng i metode HPLC-DAD w przypadku
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monitorowania stezeniem TAC i MFA? Po drugie, czy rozwazano opracowanie metody jednoczesnego
oznaczania badanych lekéw metodg LC-MS/MS ? | trzecia kwestia. W publikacji P1 wykazano, ze
pobieranie probek technika VAMS przez wykwalifikowany personel medyczny jest obarczone
mniejszym btedem niz samodzielne pobranie przez pacjenta lub przy pomocy opiekuna.
Jednoczesnie zaktada sie, ze odpowiednie przeszkolenie pacjenta zapewnia ograniczenie tego
btedu do minimum. Ciekawi mnie, czy prébowano wtgczy¢ do badan prébki pobrane technike VAMS
samodzielnie przez pacjentéw lub ich opiekunéw.

Powyisze pytania nie wplywajg na mojg ocene recenzowanej pracy. Wynikaja z ciekawosci bo
dotycza bardzo waznej grupy lekdw i waznego problemu klinicznego. By¢ moze Doktorant bedzie
niektdre z tych kwestii badat w kolejnych etapach swojej kariery naukowej?

Reasumujac, rozprawa doktorska mgr farmacji Arkadiusza Kocura spetnia 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. z 2017 roku poz. 1789 ze zm.) w zwigzku z art. 179 ust. 1
Ustawy z dnia 3 lipca 2018 roku Przepisy wprowadzajgce ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1669 ze zm.). Dlatego wnosze do Rady Naukowej Dyscypliny Nauk
Farmaceutycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie mgr Arkadiusza Kocura
do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia naukowego doktora w dyscyplinie nauk
farmaceutycznych.

Lublin, 08.11.2023
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