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Recenzja
rozprawy doktorskiej pt. ,, Terapeutyczne monitorowanie st¢zeniem takrolimusu i
kwasu mykofenolowego z zastosowaniem mikroprébkowania obj¢todciowo-
absorpcyjnego polgczonego z technikg LC-MS/MS u pacjentéw pediatrycznych po
przeszczepieniu nerki” przedstawionej przez Pana mgr. farm. Arkadiusza Kocura

Pan mgr farm. Arkadiusz Kocur przedstawil do recenzji rozprawe doktorska wykonana w
Zakladzie Chemii Lekdéw Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego pod kierunkiem
promotora Pana dr hab. n. farm. Tomasza Pawinskiego, prof. WUM oraz promotorki
pomocniczej Pani dr n. farm. Doroty Marszalek

Doktorant jest czlonkiem 2 towarzystw naukowych. Swojg aktywnosé naukows rozwijal
rébwniez poza Warszawskim Uniwersytetem Medycznym - odbyl dwumiesieczny staz
naukowy w pracowni w farmakokinetyki w Instytucie-Pomniku Centrum Zdrowia Dziecka w
Warszawie. Pozwolilo to na rozszerzenie umiejetno$ci z zakresu terapii monitorowanej
stgzeniem leku. Ponadto swojej dzialalnosci naukowej nie ograniczal tylko do prac nad
doktoratem, czego wyraz znajduje autorstwo w czterech publikacjach poza cyklem. W dwéch
z nich jest pierwszym, w jednej pracy jest ostatnim, a w kolejnej jest drugim autorem.
Ponadto wyniki swoich badar zaprezentowal na pigciu konferencjach naukowych w formie
lgcznie pieciu posteréw, dwéch wystgpien ustnych oraz jednego wykladu plenamego.
Wykazywal aktywno$¢ w zakresie zdobywania érodkéw na swoje badania - cze$¢ pracy byla
finansowana przez Warszawski Uniwersytet Medyczny w ramach projektu ,Mlody Badacz”.

&



Byl wykonawcq w projekcie finansowanym przez Instytut-Pomnik Centrum Zdrowia
Dziecka. Na uznanie zastuguje rowniez faki, ze wykonal juz sze$¢ recenzji artykulow
naukowych, co $wiadczy o uznaniu jego pracy.

Rozprawa doktorska zostala przedstawiona jako cykl trzech prac, na ktéry skladajg dwie
prace oryginalne opublikowane w Pharmaceutics i Pharmacological Reports oraz jedna praca
pogladowa opublikowana w International Journal of Molecular Sciences. Wszystkie prace
zostaly opublikowane w 2023 roku. Laczny IF prac wynosi 15,40 punktéw oraz 420 punktéw
MEiN na podstawie danych bibliometrycznych obowiazujacych w dniu publikacji pracy. We
' wszystkich publikacjach doktorant jest pierwszym autorem, a w dwoch jest autorem
korespondencyjnym. Znaczacy wklad doktoranta w powstanie wszystkich prac cyklu
potwierdzaja oswiadczenia zlozone przez pozostalych wspélautoréw publikacji. Natomiast
catkowity dorobek publikacyjny wynosi IF = 17,90 oraz 437 MEIN. Warto zaznaczy¢
spojnosé tematyczng przedstawionych prac.

Publikacje wchodzace w sktad cyklu opatrzone sg 64-stronicowym komentarzem, na ktéry
sktadaja sie spis treéci, podzigkowania, biografia, opis dorobku naukowego, wykaz skrotw,
streszczenie w jezyku polskim i angielskim, cel pracy, materialy i metody, oméwienie
wynikéw wraz z ich dyskusja, wnioski oraz perspektywy dalszych badan, spis literatury
liczacy 43 pozycje pismiennictwa. Dolgczono réwniez kopie opublikowanych prac, zgod
Komisji Bioetycznej oraz stosowne oswiadczenia pozostatych Autoréw.

Na podstawie przedstawionych jasno zdefiniowanych celéw mozna stwierdzi¢, ze doktorant
konsekwentnie je realizowal. Swiadczy o tym kolejno$é publikacji. Przygotowanie pierwszej
z nich (P1) mialo na celu nabycie niezbgdnej wiedzy do opracowania metod. Dzigki temu
mozna bylo przystapi¢ do kolejnego etapu jakim bylo opracowanie metod analitycznych co
dato wyraz publikacjom P2 i P3. W obu publikacjach (P2 i P3) zastosowano réwniez
opracowane metody w bioanalizie.

Doktorant, wraz z zespolem badawczym, podjgl trud opracowania metod oznaczenia
takrolimusu (TAC) oraz kwasu mykofenolowego (MPA) z zastosowaniem mikroprébkowania
objetosciowo-absorpcyjnego (VAMS). Jest to jedna z technik, ktére wymagajg pobrania
bardzo matej objetosci probki do badania, co jest niewatpliwie korzystne dla pacjenta. Warto
dodaé, ze w niektérych grupach jak wiasnie pacjenci pediatryczni, pobieranie duzych ilosci
materiatu do badania moze by¢ uznane za nieetyczne. W tym przypadku mamy do czynienia z
objetodcia rzedu 10 pL. Pobranie tak malej ilosci materialu wigze si¢ z koniecznoscig
zastosowania odpowiednio czulego detektora. W przypadku obu lekéw zastosowano metodg
LC-MS/MS, ktéra zgodnie z danymi literaturowymi przytoczonymi w pracy jest ziotym



standardem w takiej sytuacji. W obu metodach zastosowano elucj¢ gradientowa, ktéra
zapewnila bardzo szybki czas analizy. Opracowane metody zostaly zwalidowane zgodnie z
najnowszymi wytycznymi EMA. W ramach przeprowadzonych badan dokonano poréwnania
z innymi stosowanymi w oznaczeniach TAC oraz MPA. Byly to metody
immunoenzymatyczne (TAC) jak i chromatograficzne z uzyciem detektora DAD (MPA).
Wykazano mozliwoéé wymiennego stosowania pomig¢dzy metods immunochemiczng jak i
oparta na oznaczeniach w petnej krwi zylnej a metoda oparta na pobieraniu prébek za pomoca
VAMS dla oznaczania TAC. Niemniej w przypadku tej pierwszej istnieje ryzyko interferencji
z metabolitami, co wplywa na ryzyko zwigkszenia odczytanego st¢zenia leku. W przypadku
MPA wykazano rdwnowano$¢ metody opartej na oznaczeniu leku w pelnej krwi jak i w
prébkach uzyskanych za pomocg techniki VAMS. Ponadto wykazano wymienialno$¢ metody
oznaczania za pomocg HPLC-DAD jak i LC-MS/MS w osoczu.

W toku przeprowadzonej analizy statystycznej wykazano korelacje pomigdzy stezeniem MPA
w osoczu a stezeniem we krwi wlosniczkowej. Opracowano réwnanie umozliwiajgce
przeliczenie oznaczonego stgZenia na stgZenie w osoczu za pomocg réwnania regresji jak i
réwnania opartego na poziomie hematokrytu.

Chcialbym rowniez zauwaZyé, Zze analiza statystyczna zostala przeprowadzona bardzo
starannie i szczegélowo. W jej toku wykazano, ze hematokryt nie ma wplywu na odzysk obu
badanych lekéw z matrycy, w przeciwienstwie do innych metod opartych na pobraniu prébki
krwi o matej objgtosci. Powyisze obserwacje czynig opracowang metod¢ obiecujgcg w
analizie stezefi oraz w zastosowaniu w terapii monitorowanej. Odpowiednio poinstruowani
pacjenci moga pobiera¢ probki do badan u siebie w domu i przesyla¢ je do osrodka
monitorujacego bez koniecznoscl czestych wizyt u lekarza, co jest niewatpliwie korzystne dla
pacjenta.

Przedstawione prace przeszly juz proces recenzji i prezentujg bardzo wysoki poziom, wiec nie
bede dokonywat ich szczegdlowej recenzji, bo ta juz zostala weczesniej wykonana. Podczas
lektury zaréwno rozprawy doktorskiej jak i publikacji nasungto mi si¢ kilka sugestii, ktore
mozna potraktowaé jako wstep do dalszej dyskus;ji:

1. W jaki sposdob opracowane metody analityczne byly optymalizowane w odniesieniu do
zastosowanego gradientu czy tez odzysku? Czy dokonywano analizy zmiany jednej
zmiennej przy zachowaniu pozostalych na stalym poziomie, czy tez analizowano
proces, w ktorym zmieniano kilka zmiennych w jednym czasie?

2. W jaki sposéb byt obliczony odzysk analitoéw z matrycy?



3. W toku przeprowadzonych badan udato si¢ zebra¢ dosy¢ pokaZne grupy pacjentow —
po 50 dla obu badanych lekéw, z podobnymi proporcjami M/K. Taka ilosc
umozliwilaby przeprowadzenie réwniez analizy statystycznej, w kiérej czynnikiem
rdznicujacym bylaby pleé. Czy rozwazano takg kwestig?

4. Czy w przypadku czesci klinicznej stosowano kryteria wylgczenia pacjenta z badania?

5. W rozdziale ,Wprowadzenie” przy opisywaniu zalet metod VAMS oraz DBS
(oznaczenia w suchej kropli krwi) jako wygodnych dla pacjenta, warto byloby
wspomnie¢ réwniez o oznaczaniu substancji leczniczych w élinie. Ten spos6b
pobrania prébki jest rowniez wygodny dla pacjenta.

6. Unikalbym okredlenia ,przeszczep” w odniesieniu do procedury. Uzycie
sformulowania ,,przeszczepienie” byloby moim zdaniem wla$ciwsze. ,Przeszczep”
odnosi si¢ do przeszczepianego narzadu.

Na podstawie lektury zaréwno rozprawy doktorskiej jak i zatgczonych publikacji chcialbym
stwierdzi¢, ze podstawione powyzej pytania, w 2aden sposob nie wplywaja na wartoéc
merytoryczng publikacji oraz opracowanego komentarza. Zalaczone publikacje dowodzg, ze
Pan mgr farm. Arkadiusz Kocur uzyskal umiejetnodci, ktére umozliwiaja samodzielne
planowanie i przeprowadzanie badaf. Swiadczy o tym réwniez wspomniane przeze mnie
wykonanie recenzji artykuléw dla czasopism naukowych.

Podsumowujac, ocena przedstawionej do oceny dysertacji jest wysoka. Prace oryginalne
bedace jej wynikiem sg pierwszymi publikacjami obejmujacymi opracowanie metody LC-
MS/MS oznaczania TAC i MPA, jej walidacj¢ analityczng, krzyzows i kliniczng, z
wykorzystaniem techniki VAMS dla populacji pediatrycznej. Przeprowadzone badania byly
zaplanowane prawidlowo. Z pelnym przekonaniem moge stwierdzi¢, ze rozprawa doktorska
pod tytulem ,, Terapeutyczne monitorowanie stgzeniem takrolimusu i kwasu mykofenolowego
z zastosowaniem mikroprobkowania obj¢tosciowo-absorpcyjnego polaczonego z technika
LC-MS/MS u pacjentéw pediatrycznych po przeszczepieniu nerki” spelnia bez zastrzezen
wymagania stawiane pracom doktorskim w my$l obowigzujacej Ustawy Prawo o
Szkolnictwie Wy2zszym i Nauce z dnia 20 lipca 2018 r. (Dz. U. 2018 poz. 1668 =z
poZniejszymi zmianami). Na tej podstawie wnosze o dopuszczenie Pana mgr. farm.
Arkadiusza Kocura do procedowania dalszych etapéw przewodu doktorskiego.



