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Niniejsza rozprawa doktorska została przygotowana w Zakładzie Chemii Leków 

Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego w latach 2021 – 2023, przy udziale pacjentów 

pediatrycznych po przeszczepieniu nerki leczonych w Poradni Transplantacji Nerek Instytutu 

,,Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka” w Warszawie. 

  
Część badań została zrealizowana w ramach kierowanego przeze mnie grantu ,,Młody Badacz’’ 

przyznanego przez Warszawski Uniwersytet Medyczny- nr F/MB/01/22 (lata realizacji 2022 - 
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infrastruktury badawczej Uniwersytetu Kardynała Stefana Wyszyńskiego oraz Instytutu 

,,Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka” w Warszawie 
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"Nothing is more rewarding than knowing  

you have given a child a second chance" 

 

„Nic nie jest bardziej satysfakcjonujące niż świadomość,  

że dałeś dziecku drugą szansę” 

 

Stephen P. Dunn, MD 
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WYKAZ SKRÓTÓW 
 
ASC – askomycyna 
(ang. ascomycin) 

AZA – azatiopryna 
(ang. azathioprine)  

AUC0-12 – pole powierzchni pod krzywą stężenie-czas (profil 12-godzinny) 
(ang. area under the concentration-time curve, 12-hour) 

C0 – stężenie minimalne przed przyjęciem porannej dawki leku  
(ang. trough concentration) 

CMIA – metodą immunochemiczna z użyciem mikrocząsteczek i znacznika 
chemiluminescencyjnego  
(ang. chemiluminescent microparticle immunoassay) 
 
CNI – inhibitor kalcyneuryny 
(ang. calcineurin inhibitor) 
 
CSA – cyklosporyna A 
(ang. ciclosporin A)  
 
DBS – technika suchej plamki krwi  
(ang. dried blood spot) 
 
ESI – jonizacja typu elektrorozpylanie 
(ang. electrospray ionization) 
 
EMA – Europejska Agencja Leków 
(ang. European Medicines Agency) 
 
ESRD – schyłkowa niewydolność nerek 
(ang. end stage renal disease) 
 
EVE – everolimus 
(ang. ewerolimus)  
 
GKS – glikokortykosteroidy 
(ang. glicocorticosteroids) 
 
HE – efekt hematokrytu 
(ang. hematocrit effect) 
 
HPLC-DAD – wysokosprawna chromatografia cieczowa z diodową detekcją 
spektrofotometryczną 
(ang. high-performance liquid chromatography with diode array detection) 
 
HT – hematokryt 
(ang. hematocrit) 
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HQC – najwyższy kalibracyjny poziom kontrolny 
(ang. higher quality control) 
 
IATDM&CT – Międzynarodowe Towarzystwo Terapii Monitorowanej i Toksykologii 
Klinicznej 
(ang. International Association of Therapeutic Drug Monitoring and Clinical Toxicology) 
 
IPCZD – Instytut ,,Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka” 
(ang. Children Memorial Health Institute)  
 
IMPDH – dehydrogenaza inozynomonofosforanowa  
(ang. inosine monophosphate dehydrogenase)  

ISR – powtórna analiza próbek 
(ang. incurred samples reanalysis) 
 
K2-EDTA – wersenian dipotasowy 
(ang. dipotassium salt of versenic acid) 
 
KTx – transplantacja nerki 
(ang. renal transplantation) 
 
LC-MS/MS – chromatografia cieczowa sprzężona z tandemową spektrometrią mas 
(ang. liquid chromatography – tandem mass spectrometry) 
 
LOD – granica oznaczalności  
(ang. limit of detection) 
 
LQC – najniższy kalibracyjny poziom kontrolny 
(ang. lower quality control) 
 
ME- efekt matrycy 
(ang. matrix effect) 
 
MMF – mykofenolan mofetylu 
(ang. mycophenolate mofetil)  
 
MNA – nieprzestrzeganie zaleceń terapeutycznych 
(ang. medical non-adherence) 
 
MPA – kwas mykofenolowy 
(ang. mycophenolic acid)  
 
MPAG – glukuronid kwasu mykofenolowego 
(ang. mycophenolic acid glucuronide)  
 
MQC – średni kalibracyjny poziom kontrolny 
(ang. medium quality control) 
 
mTOR – cel rapamycyny u ssaków 
(ang. mammalian target of rapamycin) 
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NTID – lek o wąskim przedziale terapeutycznym 
(ang. narrow therapeutic index drug) 
 
PL – osocze 
(ang. plasma)  
 
3R – ograniczyć, udoskonalić, zastąpić  
(ang. reduce, refine, replace) 
 
SARS-CoV-2 – drugi koronawirus ciężkiego ostrego zespołu oddechowego 
(ang. severe acute respiratory syndrome coronavirus 2) 
 
SIL-IS – znakowany izotopowo stabilny standard wewnętrzny 
(ang. stable isotope labelled internal standard) 
 
SIR – sirolimus 
(ang. sirolimus) 
 
TAC – takrolimus  
(ang. tacrolimus) 

TML – terapeutyczne monitorowanie leków  
(ang. therapeutic drug monitoring, TDM) 

WB – pełna krew 
(ang. whole blood) 
 
WHO – Światowa Organizacja Zdrowia 
(ang. World’s Health Organization)  
 
VAMS – mikropróbkowanie objętościowo-absorpcyjne 
(ang. volumetric absorptive microsampling) 
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1. STRESZCZENIE  

Transplantacja jest uważana za najlepszą metodę leczenia nerkozastępczego, 

szczególnie w schyłkowej fazie niewydolności nerek. Poza trudnościami wynikającymi                         

z dostępności narządów, aspektów chirurgicznych, czy immunologicznych, w dalszym ciągu 

poszukuje się narzędzi pozwalających na optymalizację terapii immunosupresyjnej niezbędnej 

do końca życia biorcy. Szczególne trudności obserwuje się w grupie pacjentów pediatrycznych, 

u których brak przestrzegania zaleceń terapeutycznych (ang. non-adherence) dotyczących 

głównie przyjmowania leków, jest przyczyną ponad 70% epizodów odrzucania w pierwszym 

roku po transplantacji.  

 Podstawę leczenia immunosupresyjnego stanowi takrolimus (TAC), lek o budowie 

makrolidowej z grupy inhibitorów kalcyneuryny, który charakteryzuje się wąskim przedziałem 

terapeutycznych stężeń. Dodatkowym problemem jest duża zmienność w indywidualnej 

odpowiedzi na lek (zmienność wewnątrzosobnicza) oraz trudność w ustaleniu odpowiednich 

algorytmów populacyjnych dotyczących dopasowania dawki leku (zmienność 

międzyosobnicza). Oznacza to, że dawka leku musi być dopasowana indywidualnie do pacjenta 

z zastosowaniem terapeutycznego monitorowania stężeniem leku (TML). TAC praktycznie 

całkowicie wiąże się z erytrocytami, dlatego w rutynowej praktyce klinicznej, oznacza się 

ilościowo progowe stężenie leku w pełnej krwi, tj. stężenie TAC przed przyjęciem porannej 

dawki leku (C0), które powinno mieścić się w zakresie terapeutycznym 5-20 ng/ml. 

Innym lekiem równie często stosowanym w terapeutycznym schemacie 

immunosupresyjnym jest inhibitor dehydrogenazy inozynomonofosforanowej (IMPDH), 

mykofenolan mofetylu (MMF), który jest prolekiem kwasu mykofenolowego (MPA). 

Monitorowanie stężeń tego leku nie jest wykonywane rutynowo we wszystkich ośrodkach 

transplantacyjnych, nie mniej jednak jest rekomendowane ze względu na konieczność 

uniknięcia działań niepożądanych (toksyczność wobec szpiku kostnego, czy uporczywe 

biegunki). Pomimo tego, że przebieg farmakokinetyki MPA ma charakter liniowy, duża 

zmienność wewnątrzosobnicza i międzyosobnicza dodatkowo uzasadnia jego terapeutyczne 

monitorowanie. MPA wiąże się w dużym stopniu z białkami osocza i dlatego to ta frakcja krwi 

jest rekomendowaną matrycą biologiczną, w której oznacza się stężenie C0. Wartości stężeń C0 

powinny mieścić się w przedziale powinno mieścić się w zakresie 1-3,5 µg/ml.  

W związku z tym, że TML oparte jest na częstych pobraniach próbek krwi, poszukuje 

się alternatywnej formy uzyskiwania materialu biologicznego, szczególnie dla dzieci, u których 

klasyczne pobranie jest wyjątkowo trudne i bolesne. Niedawno wprowadzona technika 
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mikropróbkowania objętościowo-absorpcyjnego (VAMS) pozwala na pobranie określonej, 

relatywnie niewielkiej objętości krwi (10 - 30µl), po nakłuciu palca lancetem, podobnie jak 

przy standardowym pomiarze glikemii. Pobrana próbka po suszeniu i użyciu odpowiednich 

odczynników ekstrakcyjnych poddawana jest właściwemu procesowi analitycznemu, 

najczęściej w oparciu o wysokosprawną chromatografię cieczową sprzężoną z tandemową 

spektrometrią mas (LC-MS/MS). Dodatkowo, technika VAMS jest uznawana za niezależną od 

indywidualnego poziomu hematokrytu, w przeciwieństwie do bardziej popularnej techniki 

suchej plamy krwi (DBS, ang. dried blood spot).  

Ze względu na specyfikę prowadzenia terapii immunosupresyjnej u pediatrycznych 

biorców przeszczepu nerki, nadrzędnym celem przedstawionej dysertacji było opracowanie 

metod analitycznych LC-MS/MS służących oznaczaniu TAC i MPA w próbkach krwi 

włośniczkowej pobranej metodą VAMS w populacji pediatrycznej po przeszczepieniu 

nerki.  

Powyższy nadrzędny cel dopełniają cele szczegółowe: optymalizacja strategii pobrania 

materiału metodą VAMS u dzieci, dobranie warunków związanych z przygotowaniem próbki 

do oznaczenia LC-MS/MS, optymalizacja warunków chromatograficznych i pracy detektora 

MS, walidacja metod analitycznych LC-MS/MS oznaczania TAC w pełnej krwi i VAMS, oraz 

MPA w pełnej krwi, osoczu i VAMS, zgodnie z wytycznymi międzynarodowymi Europejskiej 

Agencji Leków (ang. European Medicines Agency, EMA). Dodatkowo, celem przedstawionej 

rozprawy doktorskiej było badanie stabilności analitu w próbnikach VAMS w różnych 

warunkach przechowywania, ewaluacja potencjalnego, niepożądanego efektu hemato-

krytowego, jak również walidacja krzyżowa i kliniczna z rutynowo stosowanymi metodami 

oznaczania tych leków w diagnostyce laboratoryjnej.  

Zaplanowane metody analityczne LC-MS/MS zostały z powodzeniem zwalidowane                                                               

w odpowiednich zakresach kalibracji, zarówno dla TAC (0-60 ng/ml), jak również w przypadku                                                      

MPA (0-15 µg/ml). Wyznaczone parametry walidacyjne spełniły kryteria akceptacji określone 

w wytycznych EMA i Międzynarodowego Towarzystwa Terapeutycznego Monitorowania 

Leków i Toksykologii Klinicznej (ang. International Association of Therapeutic Drug 

Monitoring and Clinical Toxicology, IATDM&CT). W przypadku walidacji metod 

wykorzystujących VAMS nie zauważono wpływu poziomu hematokrytu na odzysk analitu                          

z matrycy biologicznej. Opracowane metody zostały z powodzeniem wykorzystane                            

w oznaczeniu stężeń TAC i MPA w próbkach pacjentów pediatrycznych po przeszczepieniu 

nerki (n=50). Opisane protokoły walidacyjne zostały poddane walidacji krzyżowej, co 

dowiodło równoważności metod wykorzystujących pełną krew i VAMS dla TAC oraz MPA. 
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Dodatkowo, ze względu na różnice w poziomach stężeń w osoczu i próbkach VAMS dokonano 

walidacji modelu korygującego stężenie z zastosowaniem regresji liniowej, co umożliwia 

przeliczenie uzyskanego stężenia MPA oznaczonego w próbkach pobranych metodą VAMS, 

na przewidywane stężenie w osoczu. Jest to niezwykle ważne, że względu na fakt, iż obecne 

zakresy terapeutyczne dotyczą stężeń MPA w osoczu. Niniejszy model został dodatkowo 

zweryfikowany na grupie niezależnych próbek VAMS, co pozwoliło na uzyskanie pierwszej 

jak dotąd opisanej w literaturze formuły korelacyjnej spełniającej rygorystyczne kryteria 

akceptacji sformułowane przez IATDM&CT. 

Prezentowana dysertacja oparta została na monotematycznym cyklu trzech publikacji, 

w tym dwóch prac eksperymentalnych, które w sposób wyczerpujący opisują opracowane 

metody LC-MS/MS oznaczania TAC i MPA, ich walidację analityczną, krzyżową i kliniczną. 

Opracowane protokoły analityczne zostały z powodzeniem zastosowane w terapeutycznym 

monitorowaniu leków immunosupresyjnych u pacjentów pediatrycznych po przeszczepieniu 

nerki leczonych w Instytucie ,,Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka” (IPCZD) w Warszawie.  

Technika VAMS stwarza nowe możliwości w TML, nie tylko w przypadku leków 

immunosupresyjnych. Zarówno zalecenia producenta, jak i wyniki przedstawione                                           

w niniejszej rozprawie doktorskiej świadczą o wysokiej stabilności pobranych próbek                                                                        

w różnych warunkach, co umożliwia samodzielne pobieranie próbek przez pacjenta lub jego 

opiekuna w domu bez obecności wykwalifikowanego personelu medycznego. Pobrana próbka 

po odpowiednim zabezpieczeniu może zostać przekazana do laboratorium diagnostycznego,          

a uzyskany wynik i rekomendacje terapeutyczne mogą zostać przekazane przez lekarza 

prowadzącego narzędziami teleinformatycznymi.  

Technika VAMS może zostać użyta jako pewnego rodzaju strategia motywacyjna dla 

młodych pacjentów w zakresie przestrzegania zaleceń terapeutycznych, umożliwiająca częstsze 

kontrolowanie parametru C0 leków immunosupresyjnych, którego fluktuacje są bezpośrednią 

konsekwencją zjawiska non-adherence. Dodatkowo zastosowanie VAMS w codziennej 

praktyce wydaje się atrakcyjne ze względu na niedawne ograniczenia w dostępie do opieki 

zdrowotnej w czasie pandemii SARS-CoV-2, jak również ze względu na nierzadkie trudności 

logistyczne z którymi muszą radzić sobie pacjenci i ich rodziny (jedyny pediatryczny ośrodek 

transplantacyjny w Polsce to IPCZD). 

Według najlepszej wiedzy, opisane w niniejszej pracy zastosowanie techniki VAMS                

w populacji pediatrycznej w celu monitorowania leków immunosupresyjnych jest jednym                

z pierwszych opisanych w literaturze. Należy mieć nadzieję, że zapoczątkuje to szeroką 

optymalizację farmakoterapii i TML w oparciu o techniki mikropróbkowania. 
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2. ABSTRACT 

Transplantation is considered the best option for renal replacement therapy, particularly 

for end-stage renal failure. In addition to difficulties arising from organ availability and surgical 

or immunological aspects, tools are still being sought to optimize the best immunosuppressive 

therapy necessary for the rest of the patient's life. Particular difficulties are observed in pediatric 

patients, where non-adherence to therapeutic recommendations, mainly concerning medication 

intake, is the cause of more than 70% of rejection episodes in the first year after transplantation. 

The cornerstone of immunosuppressive treatment is tacrolimus (TAC), a macrolide 

antibiotic, with a narrow range of therapeutic concentrations. Another problem is the high 

variability in individual response to the drug (intraindividual variability) and the difficulty in 

establishing appropriate population algorithms for matching drug doses (interindividual 

variability). This means that the drug dose must be adjusted individually for the patient based 

on therapeutic drug monitoring (TDM). TAC binds almost entirely to erythrocytes; therefore, 

in routine clinical practice, a threshold whole-blood concentration of the drug is quantified, that 

is, the TAC concentration before the daily dose of the drug (C0), which should be within the 

therapeutic range of 5-20 ng/ml. 

Another drug equally often used in a therapeutic immunosuppressive regimen is the 

inosine monophosphate dehydrogenase (IMPDH) inhibitor- mycophenolate mofetil (MMF), 

which is a prodrug of mycophenolic acid (MPA). Monitoring of the concentration of this drug 

is not performed in some transplant centers but is recommended because of the need to avoid 

adverse effects (bone marrow or gastrointestinal toxicity). Although the pharmacokinetics of 

MPA are assumed to be linear, the high intra- and inter-individual variability argue in favor of 

determining the concentration of this drug. MPA binds extensively to plasma proteins, making 

this blood fraction the recommended biological matrix to determine C0 concentrations, which 

are assumed to be 1-3,5 µg/ml. 

As TDM is based on frequent blood sampling, an alternative method of obtaining 

biological material is being sought, especially for children for whom the classical collection is 

challenging and painful. The recently introduced volumetric-absorptive microsampling 

(VAMS) technique allows a defined, relatively small volume of blood to be collected                       

(10 – 30 µl) after puncturing the finger with a lancet, similar to standard blood glucose 

measurement. After drying and using appropriate extraction reagents, the collected samples 

were subjected to an appropriate analytical process, usually based on high-performance liquid 

chromatography coupled with tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). Additionally, the 
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VAMS technique is considered to be independent of individual hematocrit levels, in contrast to 

the more popular dried blood spot (DBS) technique. 

Given the specificity of administering immunosuppressive therapy to pediatric 

renal transplant recipients, the overarching aim of this dissertation was to develop LC-

MS/MS analytical methods for determining TAC and MPA in capillary blood samples 

collected by VAMS in the pediatric renal transplant population. 

This main aim is supported by the specific objectives: optimization of the collection 

strategy for VAMS in children, selection of conditions related to sample preparation for LC-

MS/MS determination, optimization of chromatographic and MS detector conditions, 

validation of LC-MS/MS analytical methods for the determination of TAC in whole blood and 

VAMS, and MPA in whole blood, plasma, and VAMS, following the European Medicines 

Agency (EMA) international guidelines. In addition, this dissertation aimed to study the 

stability of VAMS samplers under different storage conditions to evaluate potential adverse 

hematocrit effects, cross-validation, and clinical validation with routinely used laboratory 

diagnostics methods. 

The planned LC-MS/MS analytical methods were successfully validated within the 

calibration ranges for TAC (0-60 ng/ml) and MPA (0-15 µg/ml). The validation parameters met 

the acceptance criteria of the EMA and the International Association of Therapeutic Drug 

Monitoring and Clinical Toxicology (IATDM&CT) guidelines. For the validation of the 

VAMS-based methods, no effect of hematocrit level on analyte recovery from the biological 

matrix was observed. The developed methods determined TAC and MPA concentrations in 

samples from pediatric renal transplant patients (n=50). The described validation protocols 

were cross-validated, proving the equivalence of the whole blood and VAMS-based methods 

for TAC and MPA. In addition, owing to differences in plasma and VAMS sample 

concentrations, a concentration-correction model based on statistical regression was validated, 

allowing the resulting MPA concentration determined in the VAMS samples to be converted to 

the predicted plasma concentration. This is extremely important because the current therapeutic 

range characterizes the plasma MPA concentrations. 

This model was further validated on a group of independent VAMS samples, resulting 

in the first correlation formula described in the literature that meets the stringent acceptance 

criteria formulated by IATDM&CT. 

The dissertation presented here is based on a monothematic series of three publications, 

including two experimental papers, which comprehensively describe the LC-MS/MS methods 

developed for determining TAC and MPA, their analytical, cross-validation, and clinical 
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validation. The developed analytical protocols have been successfully applied to the therapeutic 

monitoring of immunosuppressive drugs in pediatric renal transplant patients treated at the 

Children Memorial Health Institute (CMHI) in Warsaw. 

The VAMS technique offers new possibilities for TDM, and not only for 

immunosuppressive drugs. Both the manufacturer's recommendations and the results presented 

in this dissertation testify to the long-term stability of the collected samples under various 

conditions, allowing for self-sampling by the patients or their caregivers at home without 

qualified medical personnel. Once properly secured, the collected sample can be transferred to 

a diagnostic laboratory, and the attending physician can communicate the obtained results and 

therapeutic recommendations via communication and information systems. 

The VAMS technique can be used as a motivational strategy for young patients 

regarding therapeutic adherence, enabling more frequent monitoring of the C0 parameter of 

immunosuppressive drugs, whose fluctuations are a direct consequence of the non-adherence 

phenomenon. In addition, the use of VAMS in daily practice seems attractive because of recent 

limitations in access to health care during the SARS-CoV-2 pandemic, as well as the logistical 

difficulties faced by patients and their families (the only pediatric transplant center in Poland is 

the CMHI). 

To the best of our knowledge, the application of the VAMS technique to monitor 

immunosuppressive drugs in the pediatric population described in this paper is one of the first 

described in the literature. Hopefully, this will begin the widespread optimization of 

pharmacotherapy and TDM based on microsampling techniques. 
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3. WPROWADZENIE 

 

Przeszczepienie narządowe jest złotym standardem terapii nerkozastępczej                          

w przypadku pacjentów ze schyłkową niewydolnością nerek (ESRD) [1]. Transplantację nerki 

(ang. kidney transplantation, KTx) należy traktować jako korzystną procedurę, szczególnie                     

w  grupie pacjentów pediatrycznych, która w przeciwieństwie do przewlekłych dializ, zapewnia 

lepszą jakość życia, a w konsekwencji je wydłuża [1,2]. W tej ratującej życie procedurze 

niewydolną nerkę zastępuje się całkowicie zdrową nerką od żywego lub zmarłego dawcy. 

Obecnie przeszczep nerki jest najczęściej wykonywanym zabiegiem transplantacyjnym na 

świecie, a w przypadku pacjentów pediatrycznych, rokrocznie przeszczepia się ponad 1300 

sztuk tego narządu [2,3]. W Polsce jedynym ośrodkiem transplantacyjnym referencyjnym dla 

pacjentów pediatrycznych jest Instytut ,,Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka” (IPCZD)                                 

w Warszawie, gdzie w 1984 roku dokonano pierwszej transplantacji nerki u dziecka w naszym 

kraju. Od tego momentu, w Instytucie przeszczepiono ponad 1100 nerek, co stawia ten ośrodek 

w czołówce europejskiej pod względem liczby wykonanych zabiegów tego typu [4]. Na                     

ryc. 1 przedstawiono wybrane aspekty historyczne i dane statystyczne w odniesieniu do 

transplantacji nerek u dzieci [1-4].   

Opieka nad pacjentami pediatrycznymi znacząco różni się od leczenia dorosłych 

biorców nerki, ze względu na różnice wynikające ze stopnia przestrzegania zaleceń 

terapeutycznych (tzw. adherence), osobniczej odpowiedzi na leczenie immunosupresyjne czy 

powikłań potransplantacyjnych [3,5]. Wybrane problemy opieki potransplantacyjnej nad 

pacjentami wieku dziecięcego (<18 lat) zostały przedstawione na ryc. 1. Na wartość stężenia 

leków immunosupresyjnych u dzieci wpływ ma bardzo wiele czynników, działających na 

wszystkich etapach farmakokinetyki leku tj. wchłaniania, dystrybucji, metabolizmu i eliminacji 

[6]. Szczególną rolę odgrywa dojrzewanie wraz z wiekiem dziecka aktywności układów 

enzymatycznych odpowiedzialnych za wchłanianie i metabolizm leków, liczne interakcje                       

z lekami często stosowanymi w populacji pediatrycznej (np. inhibitory pompy protonowej czy 

antybiotyki makrolidowe), różne stany kliniczne, np. biegunka czy odwodnienie [3, 5-6]. 

Optymalna terapia immunosupresyjna jest jednym z najważniejszych czynników            

w opiece nad dziećmi po KTx, od którego zależy odległy los pacjenta i przeszczepu [7]. Dobór 

odpowiedniej dawki leku na podstawie uzyskanych stężeń jest szczególnie trudny w tej grupie 

pacjentów ze względu na dużą zmienność farmakokinetyki leków związaną z wiekiem, 

interakcje z wieloma lekami powszechnie stosowanymi w populacji pediatrycznej oraz 

zjawisko braku przestrzegania zaleceń lekarskich (ang. medical non-adherence, MNA) [4,7-8].   
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Rycina 1. Infografika przedstawiająca dane statystyczne i historyczne oraz wybrane problemy opieki 
potransplantacyjnej dla procedury przeszczepiania nerek (KTx) u pacjentów pediatrycznych.  
Przygotowano przy użyciu oprogramowania BioRender.com.
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Do najważniejszych leków immunosupresyjnych stosowanych obecnie                                   

w transplantologii zaliczamy leki działające na immunofiliny, inhibitory szlaku proliferacji 

oraz leki glikokortykosteroidowe (GKS) i biologiczne [8]. Najważniejsze z nich to 

inhibitory kalcyneuryny (ang. calcineurin inhibitors, CNI), działające na immunofiliny, do 

których zaliczamy cyklosporynę A (ang. ciclosporin A, CSA) oraz takrolimus (ang. 

tacrolimus, TAC). Ostatni z nich uznawany jest za kamień milowy współczesnej terapii 

immunosupresyjnej [9]. Do rzadziej stosowanych w transplantologii pediatrycznej 

zaliczane są inhibitory kinazy mTOR (ang. mammalian target of rapamycin inhibitors), do 

których można zaklasyfikować sirolimus (SIR, rapamycyna) oraz ewerolimus (EVE). 

Wśród leków antyproliferacyjnych wyodrębnić można leki działające bezpośrednio na cykl 

komórkowy, tj. coraz rzadziej stosowaną azatioprynę (AZA) oraz pośrednio działający na 

ten szlak mykofenolan mofetylu (MMF). Często stosowanym uzupełnieniem schematu 

farmakoterapeutycznego, szczególnie w początkowej fazie terapii po przeszczepieniu nerki 

są GKS. W początkowej fazie leczenia, w ramach tzw. leczenia indukcyjnego, stosuje się 

leki biologiczne (np. induktory interleukiny-2). Molekularne punkty uchwytu działania 

wymienionych leków immunosupresyjnych, będące ich celami farmakodynamicznymi, 

przedstawiono schematycznie na ryc. 2.   

 

 

Rycina 2. Cele farmakodynamiczne leków immunosupresyjnych na poziomie komórkowym 

(molekularnym). Objaśnienia skrótów: AZA–  azatiopryna, CSA– cyklosporyna A,        

EVE– ewerolimus, IL-2– interleukina 2, IL-2Ra – induktor IL-2, SIR–  sirolimus,              

TAC– takrolimus. Przygotowano przy użyciu oprogramowania BioRender.com.  
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Wymienione leki immunosupresyjne (z wyjątkiem MMF) są lekami 

charakteryzującymi się wąskim przedziałem terapeutycznych stężeń (ang. narrow 

therapeutic index drugs, NTID), co oznacza konieczność prowadzenia terapii 

monitorowanej stężeniem leku (TML, ang. therapeutic drug monitoring, TDM) we krwi               

u pacjentów leczonych preparatami tego typu [8-10]. Duża zmienność międzyosobnicza 

(aspekty farmakokinetyczne) i wewnątrzosobnicza (aspekty farmakogenetyczne), jak 

również zróżnicowany metabolizm w indywidualnym przypadku zdecydowanie 

przemawiają za indywidualizacją terapii, zgodnie z twierdzeniem, że jednej dawki nie 

można zastosować u każdego pacjenta (ang. one dose does not fit all) [9]. Zastosowanie 

TML w praktyce klinicznej pozwalana na takie dopasowanie dawki leku 

immunosupresyjnego, by utrzymywało się ono w odpowiednim oknie terapeutycznym – 

zbyt mała dawka (ang. underdosing) może odpowiadać w dłuższej perspektywie za 

przewlekłe odrzucanie narządu, natomiast wysoka dawka leku (ang. overdosing) 

odpowiada za wspomniane wcześniej działania niepożądane związane z przyjmowaniem 

preparatu [10-11].  

Obecnie, najczęściej stosowanym schematem lekowym w terapii 

immunosupresyjnej jest połączenie TAC i MMF z ewentualnym wczesnym włączeniem 

dawki leków steroidowych. Jest on stosowany u ponad 80% dzieci po przeszczepieniu 

nerki, a jego skuteczność została udowodniona m.in. w wieloośrodkowym 

randomizowanym badaniu klinicznym TWIST przeprowadzonym w populacji 

pediatrycznej [12]. Ewentualne modyfikacje tego schematu terapeutycznego są 

bezpośrednio zależne od osobniczego ryzyka immunologicznego pacjenta [5,8,12].   

TAC jest antybiotykiem makrolidowym hamującym powstawanie limfocytów 

cytotoksycznych, odpowiedzialnych głównie za odrzucenie przeszczepu, który został po 

raz pierwszy wyizolowany z gatunku grzyba Streptomyces tsukubaensis [9]. Dodatkowo, 

jest odpowiedzialny za hamowanie aktywacji limfocytów T, proliferację limfocytów B 

zależną od limfocytów T pomocniczych, tworzenie limfokin (m.in. interleukiny-2, -3, 

interferonu gamma) oraz ekspresję receptora interleukiny-2 [8,9]. Takrolimus jest lekiem 

o dużej wewnątrz- i międzyosobniczej zmienności farmakokinetyki i jest podatny na 

interakcje z innymi lekami [9]. Stężenie minimalne (C0), zwane również stężeniem przed 

podaniem kolejnej dawki leku, jest rutynowym parametrem stosowanym                                        

w terapeutycznym monitorowaniu TAC w klinikach [9,11]. Dawkę takrolimusu dobiera się 

tak, aby C0 mieściło się w wąskim zakresie terapeutycznym (5-20 ng/ml) [8-12].  
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MMF, stosowany jako prolek kwasu mykofenolowego (MPA) jest inhibitorem 

dehydrogenazy inozynomonofosforanowej (IMPDH) wyizolowanym z gatunku grzyba 

Penicillium stolniferum [13]. Mechanizm działania immunosupresyjnego MPA polega na 

pośrednim hamowaniu cyklu komórkowego, a tym samym syntezy DNA. Ponadto, poprzez 

zatrzymanie cyklu komórkowego w fazie G1, lek ten zapobiega proliferacji limfocytów                                 

B i T. Enzym IMPDH jest odpowiedzialny za syntezę purynowych nukleotydów w szlaku 

de novo, szczególnie w komórkach limfocytów (typu B i T) [8,10,13]. Farmakokinetykę 

MPA przyjmuje się jako liniową w klasycznym zakresie dawkowania podanym                                                                  

w wytycznych [13]. Po podaniu doustnym maksymalne stężenie MPA utrzymuje się we 

krwi przez około godzinę. Następnie stężenie stopniowo zmniejsza się, ponieważ lek 

podlega eliminacji z organizmu, ale drugi szczyt stężenia leku można zaobserwować                             

w organizmie po około 6-12 godzinach, co jest wynikiem krążenia jelitowo-wątrobowego. 

W wyniku tego procesu MPAG (glukuronid kwasu mykofenolowego) obecny w żółci 

rozprzęga się do wolnego MPA przy udziale glukuronidaz w jelitach [8, 13]. Warto 

zauważyć, że w wyniku tego procesu stężenie MPA przed kolejnym podaniem leku nie 

odpowiada już najniższemu stężeniu leku (Cmin) we krwi. Chociaż lek ten nie należy do 

NTID, to monitorowanie stężeń MPA w praktyce klinicznej jest rekomendowane w celu 

ograniczenia działań niepożądanych (głównie związanych z toksycznością w stosunku do 

układu pokarmowego i szpiku kostnego) [13-15]. Leczenie tym lekiem jest monitorowane 

poprzez pomiar stężenia MPA w osoczu które powinno wynosić od 1 do 3,5 µg/ml przed 

podaniem kolejnej dawki [8,13,14]. Według rekomendacji IATDM&CT, zalecane jest 

zastosowanie parametru farmakokinetycznego AUC0-12 jako wskaźnika ekspozycji na 

MPA w terapii łączonej z CNI [15]. Jednakże, ze względu na trudności w przeprowadzeniu 

odpowiedniej ilości pobrań krwi w czasie rutynowych wizyt kontrolnych, jak również                

z przyczyn etycznych, oznaczanie tego parametru jest praktycznie niemożliwe do 

wykonania u pediatrycznych biorców nerki. Stąd, alternatywnie wyznacza się parametr C0, 

jako parametr zastępczy w stosunku do AUC, który pozwala dobrać odpowiednią dawkę 

leku, by uniknąć działań niepożądanych czy epizodów odrzucania przeszczepionej nerki 

[8,15].  

Udowodniono, że utrzymanie stężenia leków w zakresie terapeutycznym zapewnia 

optymalne wyniki przeszczepiania tj. skutecznie zapobiega odrzucaniu przeszczepu, przy 

współwystępowaniu działań niepożądanych o umiarkowanym natężeniu. Najlepsze 

rokowanie dotyczy pacjentów, u których stężenie leków immunosupresyjnych w odległej 
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obserwacji jest stabilne, co pośrednio świadczy też o przestrzeganiu zaleceń w odniesieniu 

do dawkowania leków [3,9,11].  

Światowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO) definiuje 

zależność MNA od czterech czynników na poziomach: indywidualnym, rodzinnym, 

systemu opieki zdrowotnej oraz socjoekonomicznym (ryc. 3) [3,16,17] . Jakkolwiek udział 

tych czynników w ogólnym MNA jest różny w osobniczym przypadku, to sposób 

zapobiegania temu niekorzystnemu klinicznie zjawisku obejmuje ogólnopojęte 

kontrolowanie przebiegu terapii, jak również gruntowną edukację chorego [5]. Do prostych 

narzędzi pozwalających na monitorowanie poziomu przestrzegania zaleceń 

terapeutycznych należą: bezpośrednia obserwacja stanu klinicznego, elektroniczny 

monitoring farmakoterapii połączony z liczeniem tabletek, dzienniczek przyjmowania 

leków, czy rejestracja przyjmowania leku z wykorzystaniem narzędzi teleinformatycznych 

[16-19]. Działaniami obarczonymi mniejszym błędem określenia MNA jest wywiad 

kliniczny przeprowadzony przez lekarza prowadzącego połączony z terapeutycznym 

monitorowaniem stężeń leków immunosupresyjnych we krwi [17,20].  

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 3. Czynniki wpływające na poziom przestrzegania zaleceń lekarskich (adherence)                        

w populacji pediatrycznej. Przygotowano przy użyciu oprogramowania 

BioRender.com. 
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W ostatnich latach dąży się w bioanalizie klinicznej (również w TML) do 

uproszczenia metod oznaczeń analitów, jak również automatyzacji procesów 

analitycznych, czy miniaturyzacji urządzeń do pobierania materiału biologicznego [21,22]. 

Obserwowane trendy są szczególnie ważne dla fazy przedanalitycznej (pobieranie, 

przechowywanie i transport próbek), jak i fazy analitycznej (obróbka i analiza materiału 

biologicznego). Najbardziej krytyczną częścią procesu analitycznego jest wybór 

odpowiedniej metody pobierania próbek. Klasyczne pobranie z nakłucia żyły obwodowej 

jakkolwiek pozwala na uzyskanie odpowiedniej i reprezentatywnej ilości materiału 

biologicznego, jednak jest bolesne i często trudne do wykonania u pacjentów 

pediatrycznych [23]. Alternatywnie, zastosować można jedną z najpopularniejszych 

technik mikropróbkowania – suchą plamkę krwi (ang. dried blood spot, DBS), która jest 

mniej bolesna, łatwiejsza w samodzielnym użyciu, a w konsekwencji tańsza [23-24].                                                                  

Z drugiej strony metoda ta charakteryzuje się dużą zmiennością dotyczącą objętości 

pobranego materiału, ograniczoną powtarzalnością zależną od poziomu hematokrytu (HT) 

w osobniczym przypadku [25]. Dodatkowo, dla tej metody znamienne są efekty 

wulkaniczne czy chromatograficzne związane odpowiednio ze słabą jednorodnością próbki 

oraz rozdziałem krwi na część morfotyczną i osocze w miejscu naniesienia na bibułę [24].                                                                        

Z tego powodu metoda ta nie jest najlepsza do monitorowania terapeutycznego leków 

immunosupresyjnych o wąskim przedziale terapeutycznych stężeń [23-24, 26].  

Niedawno wprowadzone urządzenie do pobierania próbek o małej objętości,  

Mitra™ (Trajan®/Neoteryx®, Torrance, CA, USA), oparte na technice mikropróbkowania 

objętościowo-absorpcyjnego (VAMS), umożliwia dokładne i precyzyjne pobranie 

określonej objętości krwi [21-22,27]. Porównanie wyglądu próbników Mitra™ (ryc. 4A) z 

systemami opartymi na technice DBS przedstawiono na ryc. 4 (ryc. 4B system 

nieobjętościowy DBS, ryc. 4C objętościowy system DBS). Próbniki Mitra™ są 

przeznaczone do pobierania dokładnej objętości materiału biologicznego, a mianowicie: 

końcówka o objętości 10µl jest powszechnie używana do monitorowania leków i związków 

drobnocząsteczkowych (ryc. 4A), końcówki 20µl mogą być używane do oznaczeń 

większych cząsteczek biologicznych, np. lipidów czy białek, podczas gdy próbniki                      

o objętości pobrania 30µl  stosowane są w diagnostyce molekularnej (np. ekstrakcji 

materialu genetycznego) [21]. Technika ta umożliwia samodzielne pobranie krwi 

włośniczkowej z opuszki palca, podobnie jak to ma miejsce przy pomiarze glikemii (nawet 

w warunkach domowych, samodzielnie lub w obecności opiekuna, bez 
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wykwalifikowanego personelu medycznego). Pobranie materiału jest proste i praktycznie 

bezbolesne. Pobrany w ten sposób materiał o niewielkiej objętości (praktycznie 200 razy 

mniejszej niż przy klasycznym pobraniu) jest stabilny po wyschnięciu przez co najmniej 

kilka tygodni, nie wymaga szczególnych warunków przechowywania, może być wysłany 

tradycyjną drogą pocztową do laboratorium diagnostycznego [28]. Technika ta ma kilka 

zalet, które są szczególnie istotne w populacji dziecięcej: małoinwazyjne pobranie krwi 

przez opiekuna (możliwe także w warunkach domowych), brak konieczności nakłuwania 

żyły obwodowej (co bywa trudne u małych pacjentów, po wcześniejszych licznych 

kaniulacjach żył) i minimalna objętość pobieranej krwi (10-30 µL). Dzięki temu możliwe 

jest częstsze pobieranie materiału i przesyłanie go pocztą (co ma szczególne znaczenie np. 

w czasie zagrożenia epidemicznego, bądź w przypadku ośrodka referencyjnego 

oddalonego znacznie od miejsca pobrania próbki w warunkach domowych) [28-29].  

 

Rycina 4. Wybrane narzędzia służące do mikropróbkowania – A (próbniki Mitra™), B (bibuła 

Whatman 903™), C (system HemaXis 903™). Zdjęcia pochodzą ze zbiorów własnych                                                                                              

i prac laboratoryjnych autora niniejszej dysertacji. 
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Z punktu widzenia bioanalitycznego, stosowanie techniki VAMS zmniejsza 

niekorzystny efekt hematokrytu (HE), zwiększa dokładność objętości pobranej próbki, 

wreszcie wyniki skorelowane są z dawką i ekspozycją  na lek [25-26, 28-29]. Urządzenia 

Mitra™ są przeznaczone do przeprowadzenia analizy w laboratoriach  o ograniczonym 

wyposażeniu w aparaturę. Możliwa jest ekstrakcja zwykłym, prostym rozpuszczalnikiem 

(np. wodą czy metanolem), nie ma potrzeby przechowywania w szczególnych warunkach, 

czy konieczności wstępnej obróbki materiału w celu uzyskania określonej frakcji krwi         

[28-29]. 

Próbnik VAMS, którym pobierana zostaje krew po nakłuciu palca pacjenta, musi 

zostać pozostawiony do wyschnięcia, w celu osiągnięcia odpowiedniej stabilności [28]. Na 

tym etapie potencjalne interferencje jak warunki przechowywania i czas suszenia mogą 

mieć istotny wpływ na późniejszy wynik analityczny. Jakkolwiek zakłada się, na podstawie 

danych producenta, że technika ta jest niezależna od HE, jednak zaleca się ewaluację tego 

potencjalnego problemu na  poziomie opracowywania i walidacji metody [24, 28-29]. 

Należy zwrócić szczególną uwagę na poprawność pobierania próbek, oraz ewentualne 

zanieczyszczenia samego próbnika. Wykazano, że pobieranie próbek przez 

wykwalifikowany personel medyczny jest obarczone mniejszym błędem związanym                    

z pobraniem, aniżeli samodzielne pobranie przez pacjenta lub przy pomocy opiekuna           

[28-29]. Jednocześnie zakłada się, że odpowiednie przeszkolenie pacjenta, jak również 

kontrola próbek po otrzymaniu ich od pobierającego zapewnia ograniczenie tego błędu do 

minimum. Analit może być ekstrahowany prostymi rozpuszczalnikami w warunkach 

laboratoryjnych (np. wodą), a po odpowiednim przygotowaniu uzyskanego roztworu                    

(np. poprzez odbiałczanie, ekstrakcję ciecz-ciecz) i uzyskaniu klarownego supernatantu, 

uzyskana próbka będzie gotowa do przeprowadzenia analizy za pomocą czułej, szybkiej i 

selektywnej techniki wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzężonej z tandemową 

spektrometrią mas (LC-MS/MS) [30]. Jest to metoda uznawana za referencyjną przez 

IATDM&CT w oznaczeniach TAC i MPA [31]. Według danych tego towarzystwa, ponad 

połowa laboratoriów stosuje tę technikę w rutynowych oznaczeniach poziomów stężeń 

leków immunosupresyjnych [9,13,31]. Główną zaletą tej metody jest wysoka selektywność 

i czułość analityczna oraz możliwość jednoczesnej, wysokoprzepustowej analizy wielu 

analitów połączonej z znacznym ograniczeniem objętości analizowanej próbki [30]. 

Projektowana metoda analityczna powinna być odpowiednio walidowana w oparciu                   

o odpowiednie wytyczne, takie jak przewodnik walidacji metod bioanalitycznych 
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Europejskiej Agencji Leków (ang. European Medicines Agency, EMA) [32].  Wyniki 

powinny zostać poddane walidacji krzyżowej, by udowodnić równoważność nowej metody 

z rutynowo stosowanymi protokołami analitycznymi [24,28,32]. Jeśli nie zostanie to 

udowodnione, to należy przeprowadzić pełną walidację kliniczną w celu opracowania 

równania pozwalającego na przeliczenie stężenia leku uzyskanego nowo opracowaną 

techniką, na przewidywane stężenie uzyskane techniką referencyjną [24]. Zapewnia to 

jednorodność terapeutyczną uzyskanych wyników analitycznych i możliwość prowadzenia 

farmakoterapii w oparciu o nowo opracowaną metodę, co jest szczególnie istotne przy 

niestosowanych jak dotąd rutynowo technikach pobierania materiału biologicznego od 

pacjenta, takich jak VAMS [29]. Inną sytuacją, w jakiej należy przeprowadzić pełny 

protokół walidacji klinicznej, jest problem zmiany matrycy biologicznej. Takim 

przykładem jest MPA, który silnie wiąże się z białkami, wskutek czego jego dystrybucja 

ogranicza się głównie do osocza [13,31]. Zastosowanie VAMS wymusza pobranie pełnej 

krwi włośniczkowej, a więc stężenie tego leku będzie w tej sytuacji mniejsze. Z tego 

powodu należy opracować model pozwalający na przewidywanie stężenia w klasycznie 

stosowanej matrycy (osocze), bazując na stężeniu oznaczonym w próbkach pobranych 

metodą VAMS [33]. Całościową problematykę zastosowania techniki VAMS w praktyce 

analitycznej i klinicznej zobrazowano na ryc. 5 [24,33-35].  
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Rycina 5. Wybrane aspekty wprowadzenia techniki mikropróbkowania do praktyki klinicznej – od 

fazy przedanalitycznej do fazy klinicznej. Na różowych polach przedstawiono punkty 

krytyczne, których prawidłowa ewaluacja zapewnia uzyskanie prawidłowego wyniku 

analitycznego i terapeutycznego. 



 

39 

 

4. CEL PRACY  
 
 

Przełom jaki dokonał się na przestrzeni ostatnich dziesięcioleci w zakresie strategii 

leczenia immunosupresyjnego nie byłby możliwy bez prowadzenia zindywidualizowanej 

terapii monitorowanej stężeniem leku we krwi [8-9,13]. W związku z faktem, że 

możliwości wprowadzenia do lecznictwa nowych generacji leków immunosupresyjnych są 

mocno ograniczone, poszukuje się coraz skuteczniejszych strategii monitorowania 

farmakoterapii po przeszczepieniach narządów unaczynionych. Optymalna strategia 

monitorowania leku o wąskim przedziale terapeutycznych stężeń pozwala z jednej strony 

na ograniczenie działań niepożądanych wywołanych przez lek, z drugiej natomiast pozwala 

na zindywidualizowanie dawki leku na tyle, aby ryzyko odrzucenia przeszczepionego 

narządu było ograniczone do minimum [8,31]. Istotnym problemem klinicznym, 

obserwowanym w przypadku pediatrycznych biorców przeszczepu, jest zjawisko 

nieprzestrzegania zaleceń lekarskich (non-adherence), co uzasadnia potrzebę częstszego 

kontrolowania stężeń stosowanych leków immunosupresyjnych [3]. Tego typu kontrola 

może być prowadzona bez konieczności wizyty w ośrodku transplantacyjnym dzięki 

wykorzystaniu opisanego powyżej systemu typu VAMS. Jednakże, ze względu na 

innowacyjność tego narzędzia, należy przeprowadzić badania, które jednoznacznie 

potwierdzą użyteczność tego narzędzia w praktyce klinicznej. Jakkolwiek w trakcie 

realizacji prac laboratoryjnych wchodzących w zakres niniejszego badania naukowego, 

pojawiło się szereg prac opisujących opracowane metody analityczne służące oznaczeniu 

TAC i MPA w próbkach pobranych systemem VAMS, to żadna z nich nie opisywała 

jednoczesnego opracowania, walidacji i zastosowania klinicznego tych metod w populacji 

pediatrycznej [28,29].  

 

Z tego powodu, nadrzędnym celem przedstawionej pracy doktorskiej opartej na 

monotematycznym cyklu publikacji, było opracowanie metod analitycznych                        

LC-MS/MS służących oznaczaniu TAC i MPA w próbkach krwi włośniczkowej 

pobranej metodą VAMS w populacji pediatrycznej po przeszczepieniu nerki.  
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Powyższy cel nadrzędny został zrealizowany w trzech etapach, odpowiadających 

kolejno publikacjom P1, P2 i P3, poprzez realizację następujących celów szczegółowych:  

 

ETAP I 

Zbudowanie teoretycznych podstaw do zaplanowanych prac doświadczalnych – 

przegląd literaturowy – publikacja P1 

 

✓ Omówienie założeń teoretycznych terapii monitorowanej leków 

immunosupresyjnych (TAC, MPA, CSA, SIR, EVE), ze szczególnym 

uwzględnieniem głównych własności farmakokinetycznych tych leków. 

✓ Porównanie najpopularniejszych strategii pobierania mikropróbek w oparciu                                        

o mikropróbkowanie kapilarne, technikę suchej plamy krwi (DBS), jak również 

urządzenia Mitra™, Capitainer™, HemaXis™, hemaPen™.  

✓ Przegląd literaturowy opublikowanych prac doświadczalnych opisujących 

zastosowanie techniki VAMS w praktycznym monitorowaniu leków 

immunosupresyjnych, ze szczególnym uwzględnieniem etapów przed i po pobraniu 

próbki (włączając fazę analityczną i zastosowanie w praktyce klinicznej).  

✓ Kompleksowy opis najważniejszych problemów związanych z techniką 

mikropróbkowania – efekt hematokrytu, czynniki krytyczne w fazie 

przedanalitycznej, jak i analitycznej. Zaproponowanie możliwości rozwiązania 

opisanych problemów w praktyce diagnostycznej.  

✓ Zwrócenie uwagi na zjawisko nieprzestrzegania zaleceń lekarskich w populacji 

pediatrycznej – wskazanie technologii mikropróbkowania jako możliwej formy 

ograniczenia tego problemu.  

✓ Uzasadnienie konieczności opracowania zewnętrznej kontroli wyników oznaczeń 

w ramach programu biegłości laboratoriów.  
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ETAP II 

Opracowanie i walidacja metod LC-MS/MS służących oznaczeniu TAC w krwi pełnej 

i próbkach krwi włośniczkowej pobranych metodą VAMS – publikacja P2 

 

✓ Zaproponowanie strategii pobierania materiału do badań techniką VAMS w celu 

pomiaru stężenia C0 w praktyce klinicznej – edukacja pacjentów i personelu 

medycznego. 

✓ Wybór odpowiedniego standardu wewnętrznego (ASC versus 13C,d2-TAC)                                      

w metodzie oznaczania TAC metodą LC-MS/MS celem odpowiedniej kompensacji 

efektów matrycowych. 

✓ Opracowanie warunków suszenia pobranej mikropróbki i metody ekstrakcji TAC    

z próbnika VAMS, poprzez testowanie rożnych warunków tego procesu (czas, 

temperatura, wytrząsanie, ultradźwięki, różne roztwory ekstrakcyjne).  

✓ Opracowanie i walidacja zgodnie z wytycznymi EMA metody analitycznej 

pozwalającej na szybkie i dokładne oznaczenia TAC w próbkach krwi żylnej jak                         

i VAMS.  

✓ Badanie stabilności próbek pobranych metodą VAMS w różnych warunkach 

przechowywania (temperatura pokojowa z dostępem światła i bez dostępu światła, 

4oC i -20oC) – dane niepublikowane. 

✓ Walidacja krzyżowa opracowanych metod, jak również z rutynowo stosowaną 

metodą immunochemiczną z użyciem mikrocząsteczek i znacznika 

chemiluminescencyjnego (ang. chemiluminescent microparticle immunoassay; 

CMIA) metodami statystycznymi – regresja Passinga-Babloka, ocena błędu metodą 

Blanda-Altmana, metody korelacyjne.  

✓ Ocena efektu hematokrytowego poprzez porównanie poziomów stężeń TAC                                                              

w próbkach krwi żylnej i włośniczkowej (VAMS) z użyciem odpowiednich metod 

statystycznych (analiza korelacyjna).  

✓ Zastosowanie opracowanych metod  (WB-LC-MS/MS oraz VAMS-LC-MS/MS)    

w terapeutycznym monitorowaniu stężenia TAC we krwi pacjentów 

pediatrycznych po przeszczepieniu nerki. 
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ETAP III 

Opracowanie i walidacja metod LC-MS/MS służących oznaczeniu MPA w krwi pełnej 

osoczu i próbkach krwi włośniczkowej pobranych metodą VAMS – publikacja P3 

 

✓ Opracowanie i walidacja zgodnie z wytycznymi EMA metody analitycznej 

pozwalającej na szybkie i dokładne oznaczenia MPA w próbkach krwi żylnej         

(ang. whole blood, WB), osoczu (ang. plasma, PL) i VAMS. 

✓ Ewaluacja stabilności próbek pobranych metodą VAMS w różnych warunkach 

przechowywania (temperatura pokojowa z dostępem światła i bez dostępu światła, 

4oC i -20oC). 

✓ Walidacja krzyżowa opracowanych metod pomiędzy sobą, jak również z rutynowo 

stosowaną metodą chromatograficzną z diodową detekcją spektrofotometryczną 

(HPLC-DAD) metodami statystycznymi – regresja Passinga-Babloka, ocena błędu 

metodą Blanda-Altmana, metody korelacyjne.  

✓ Ocena efektu hematokrytowego poprzez porównanie poziomów stężeń MPA                                                              

w próbkach krwi żylnej i włośniczkowej (VAMS) z użyciem odpowiednich metod 

statystycznych (analiza korelacyjna).  

✓ Zastosowanie opracowanych metod (WB-LC-MS/MS, PL-LC-MS/MS i VAMS-

LC-MS/MS) w terapeutycznym monitorowaniu stężenia MPA we pełnej krwi, 

osoczu i krwi włośniczkowej (VAMS) pacjentów pediatrycznych po 

przeszczepieniu nerki. 

✓ Walidacja kliniczna uzyskanych wyników oznaczeń poziomu stężeń MPA celem 

wyznaczenia równania umożliwiającego przeliczenie stężenia MPA w próbkach 

pobranych metodą VAMS, na przewidywane stężenie MPA w osoczu – 

zastosowanie metody regresji Passinga-Babloka, oceny błędu metodą Blanda-

Altmana, analizy predykcyjnej, analizy korelacyjnej.  

✓ Walidacja opracowanego modelu predykcyjnego pozwalającego na przeliczenie 

stężeń MPAVAMS na MPAosocze poprzez porównanie z niezależnym modelem 

opartym na indywidualnym poziomie hematokrytu i zastosowaniem w niezależnej 

grupie próbek VAMS i osocza uzyskanych od pacjentów pediatrycznych po 

przeszczepieniu nerki.  
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5. MATERIAŁY I METODY 
 

W przeprowadzonych badaniach zastosowano zarówno wzorcowy materiał 

biologiczny pozbawiony obecności analizowanych związków (uzyskany z Regionalnego 

Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w Warszawie, jak również materiał 

diagnostyczny pochodzący od pacjentów pediatrycznych po przeszczepieniu nerki 

leczonych w Porani Transplantacji Nerek, IPCZD w Warszawie). Pobranie materiału 

odbywało się w trakcie rutynowych wizyt kontrolnych, zgodnie z zasadami dobrej praktyki 

klinicznej (GLP), po uzyskaniu pisemnej zgody pacjenta i/lub prawnego opiekuna pacjenta 

(w zależności od wieku).  Na wykorzystanie materialu biologicznego pochodzącego od 

pacjentów uzyskano zgody Komisji Bioetycznej przy Instytucie-Pomnik Centrum Zdrowia 

Dziecka w Warszawie nr 17/KBE/2022 oraz  nr 36/KBE/2022 (dodatkowo wykorzystano 

materiał pobrany od pacjentów w ramach badania, na które została wydana zgoda                       

nr 15/KBE/2023).  

W próbkach pełnej krwi i krwi włośniczkowej uzyskanej techniką VAMS 

oznaczono poziom stężenia TAC przed podaniem kolejnej dziennej dawki leku metodą 

opisaną w publikacji P2 (17/KBE/2022). Pełną krew (antykoagulant: wersenian dipotasu; 

K2-EDTA) do oznaczeń metodą LC-MS/MS  uzyskano w ramach klasycznego protokołu 

pobrania celem rutynowego oznaczenia C0 TAC metodą immunochemiczną CMIA                      

w Pracowni Farmakokinetyki IPCZD w Warszawie. Próbki krwi były przechowywane do 

oznaczeń TAC metodą LC-MS/MS poprzez mrożenie w temperaturze -20oC przez 

maksymalnie dwa tygodnie. Dodatkowo pobierano próbkę krwi włośniczkowej po 

nakłuciu palca lancetem za pomocą próbnika VAMS  (10 µL) i przechowywano po 

godzinnym suszeniu w temperaturze pokojowej w suchym miejscu bez dostępu światła 

przez maksymalnie dwa tygodnie, a następnie poddawano procesowi analitycznemu – 

szczegółowy opis w publikacji P2.  

W próbkach pełnej krwi, osoczu i krwi włośniczkowej uzyskanej techniką VAMS 

oznaczono wartości stężeń MPA przed podaniem kolejnej dziennej dawki leku metodą 

opisaną w publikacji P3 i komplementarnym suplemencie do tej pracy  (36/KBE/2022 

oraz częściowo 15/KBE/2023). Pełną krew i osocze do oznaczeń metodą LC-MS/MS 

(antykoagulant: K2-EDTA) uzyskano w ramach klasycznego protokołu pobrania celem 

oznaczenia C0 MPA w osoczu metodą chromatograficzną HPLC-DAD w Pracowni 

Farmakokinetyki IPCZD w Warszawie. Próbki krwi i osocza były zabezpieczane do 
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oznaczeń MPA metodą LC-MS/MS poprzez mrożenie w temperaturze -20oC przez 

maksymalnie dwa tygodnie. Dodatkowo pobierano próbkę krwi włośniczkowej po 

nakłuciu palca lancetem za pomocą próbnika VAMS (10 µL) i przechowywano po 

godzinnym suszeniu w temperaturze pokojowej w suchym, pozbawionym dostępu światła 

miejscu przez maksymalnie dwa tygodnie, a następnie poddawano procesowi 

analitycznemu – szczegółowy opis w publikacji P3.  

 

W publikacjach P2 i P3 opisano szereg zastosowanych metod doświadczalnych, 

które w końcowym efekcie przełożyły się na uzyskanie pozytywnych wyników walidacji 

jak i klinicznego zastosowania opisanych metod analitycznych. Metodykę przygotowania 

próbek służących walidacji metod, jak również probek klinicznych materiału 

biologicznego pochodzącego od pacjentów, przedstawiono na ryc. 6. Zastosowane metody 

doświadczalne to: 

a) metoda LC-MS/MS z elektrorozpylaniem w trybie jonizacji dodatniej 

ESI(+) służąca oznaczaniu TAC i MPA, której główne założenia                   

w odniesieniu do poszczególnych analizowanych związków 

przedstawiono na ryc. 7, oraz odpowiednio w pracach P2 i P3, 

b) metoda immunochemiczna CMIA (zestaw diagnostyczny Alinity™ ; 

Abbott, Chicago, IL, USA), którą rutynowo oznacza się poziomy stężeń 

TAC w Pracowni Farmakokinetyki IPCZD w Warszawie (szczegółowy 

opis metody zawarto w publikacji P2), 

c) metoda HPLC-DAD służąca oznaczeniu poziomu stężeń                                    

w osoczu/surowicy krwi, którą rutynowo oznacza się poziomy stężeń 

TAC w Pracowni Farmakokinetyki IPCZD w Warszawie (szczegółowy 

opis metody zawarto w publikacji P3), 

d) metody statystyczne służące walidacji analitycznej, krzyżowej                                                      

i klinicznej przeprowadzono przy użyciu oprogramowań Excel 13.65 

(Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA), MedCalc 20.11 

(MedCalc, Ostend, Belgia), LabSolutions (Shimadzu, Tokio, Japonia) 

oraz Statistica 12.5 (StatSoft Inc., Kraków).  Opis wyznaczanych 

parametrów walidacyjnych i metod obliczeniowych służących do 

przeprowadzenia walidacji krzyżowej zgodnie z wytycznymi EMA 

zostały opisane w częściach eksperymentalnych w pracach P2 i P3. 
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Dodatkowo, metodyka przeprowadzenia walidacji klinicznej została           

przedstawiona w ramach algorytmu postępowania na ryc. 8. 

 

Szczegółowy opis zastosowanych odczynników chemicznych oraz protokołów 

laboratoryjnych zamieszczono w pracach P2, P3 i suplemencie do pracy P3.  
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Rycina 6. Metodyka przygotowania próbek pełnej krwi, osocza i VAMS do analizy LC-MS/MS          

w celu oznaczania TAC i MPA [28,33,36]. 
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Rycina 7. Teoretyczne omówienie zwalidowanych w ramach niniejszej pracy metod LC-MS/MS 
oznaczania TAC i MPA – aspekty chromatograficzne i pracy detektora MS [30,33,36].  
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Rycina 8. Teoretyczne omówienie procesu walidacji klinicznej na przykładzie walidacji metod 
oznaczania MPA [32,34-36].  
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6. UZYSKANE WYNIKI I DYSKUSJA 
 

Na niniejsze badania naukowe będące postawą do uzyskania tytułu doktora składają 

się dwie prace oryginalne (doświadczalne – P2, P3) oraz praca przeglądowa będąca 

wstępem teoretycznym do pojęcia tematu rozprawy – P1). Poniżej przedstawiono krótkie 

opisy uzyskanych wyników oraz ich konfrontację z wynikami uzyskanymi przez innych 

badaczy. Pełne przedruki prac włączonych w niniejszy cykl zostały przedstawione na str. 

64 - 158, gdzie można znaleźć pełne odniesienie do uzyskanych wyników i ich dyskusję.  

 
6.1 ETAP I (Publikacja P1) 

 

Kocur A, Pawiński T. Volumetric Absorptive Microsampling in Therapeutic Drug 

Monitoring of Immunosuppressive Drugs—From Sampling and Analytical Issues to 

Clinical Application. International Journal of Molecular Sciences. 2023; 24(1):681. 

https://doi.org/10.3390/ijms24010681 

 

 W pracy opisano technikę VAMS, jak również dokonano przeglądu literaturowego 

metod analitycznych, które zostały opracowane w celu oznaczania leków 

immunosupresyjnych w próbkach pobranych techniką VAMS. Dodatkowo, porównano 

technikę VAMS z innymi metodami polegającymi na uzyskiwaniu próbek krwi                                                      

o niewielkiej objętości (<100µl), jak również scharakteryzowano potencjał aplikacyjny 

opisywanej metody, oraz wskazano najważniejsze punkty krytyczne, na które należy 

zwrócić uwagę w fazie przedanalitycznej, analitycznej oraz klinicznej. W momencie 

opublikowania, była to pierwsza praca kompleksowo opisująca zastosowanie techniki 

VAMS w terapii immunosupresyjnej. Po raz pierwszy wskazano na błędy, które można 

popełnić w trakcie pobierania próbek, przechowywania, przygotowania do oznaczenia 

określoną metodą analityczną, jak również wskazano propozycje rozwiązania opisanych 

problemów. Zwrócono również uwagę na potrzebę powstania programu zewnętrznej oceny 

biegłości laboratoriów ukierunkowanego na technikę VAMS, który jak dotąd nie został 

stworzony komercyjnie [28,37,38].  

 Uzyskane wnioski w trakcie przeglądu literaturowego w publikacji P1 przyczyniły 

się do zaplanowania prac doświadczalnych, które zostały opisane w publikacjach P2 i P3. 

Dzięki temu, można było uniknąć wielu błędów zarówno na etapie doświadczalnym, jak        

i w trakcie walidacji analitycznej, krzyżowej i klinicznej. Dodatkowo, praca może stanowić 

swoisty poradnik i punkt wyjścia do prowadzenia prac eksperymentalnych nad 
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stosowaniem techniki VAMS w monitorowaniu innych leków, czy parametrów 

biochemicznych.  

  

6.2 ETAP II (Publikacja P2) 

 

Kocur A, Marszałek D, Rubik J, Czajkowska A, Pawiński T. Therapeutic Drug Monitoring 

of Tacrolimus Based on Volumetric Absorptive Microsampling Technique (VAMS) in 

Renal Transplant Pediatric Recipients—LC-MS/MS Method Development, Hematocrit 

Effect Evaluation, and Clinical Application. Pharmaceutics. 2023; 15(1):299. 

https://doi.org/10.3390/pharmaceutics15010299 

 W pracy opisano protokół walidacyjny metody oznaczania TAC metodą                                 

LC-MS/MS w krwi żylnej i próbkach pobranych techniką VAMS. Dodatkowo, dokonano 

ewaluacji metody w zakresie walidacji krzyżowej pomiędzy opisanymi metodami, jak 

również z rutynowo stosowaną techniką immunochemiczną CMIA. Opracowany protokół 

analityczny został z powodzeniem zastosowany do oznaczenia stężenia C0 w próbkach 

uzyskanych od pediatrycznych biorców nerki [n=50].  

 W trakcie opracowania metody analitycznej służącej oznaczeniu TAC w pełnej 

krwi, zastosowano dwa standardy wewnętrzne- ASC (analog strukturalny TAC), oraz 

13C,d2-TAC (znakowany izotopowo stabilny standard wewnętrzny, ang. stable isotoped 

labelled internal standard; SIL-IS). Walidację przeprowadzono w zakresie kalibracji                    

0-60 ng/ml zgodnie z wytycznymi EMA [32]. Lepsze parametry walidacyjne metody 

uzyskano stosując ASC, w związku z czym to ta substancja została użyta jako IS do 

optymalizacji i walidacji metody oznaczania TAC w próbkach VAMS. Dodatkowo, przez 

ograniczoną czystość standardu izotopowego TAC, na chromatogramach pojawiał się 

dodatkowy pik odpowiadający zanieczyszczeniom. W obydwu metodach (oznaczonych: 

WB-LC-MS/MS dla oznaczeń TAC w pełnej krwi żylnej oraz VAMS-LC-MS/MS dla 

oznaczeń TAC w próbkach VAMS) zastosowano fazę ruchomą z dodatkiem fluorku 

amonu, przez co uzyskano niższą granicę oznaczalności (ang. limit of detection, LOD), 

aniżeli przy użyciu organicznych soli amonowych. W celu zminimalizowania efektów 

matrycowych, próbkę oczyszczono przez odbiałczanie mieszaniną 0.1 mol/l siarczanu 

cynku i 100% acetonitrylu (50:50, v/v). W przypadku metody opartej na VAMS, 

zastosowano stosunkowo krótki czas suszenia próbnika po pobraniu, jak również 

zastosowano wodę jako odczynnik ekstrakcyjny, przez co uzyskano najkrótszy jak dotąd 
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czas trwania procesu licząc od momentu pobrania próbki do momentu uzyskania wyniku 

analitycznego. Skrócenie czasu nie spowodowało istotnych różnic w odzysku analitu                          

z próbnika VAMS, co zostało potwierdzone doświadczalnie w pracy P2 (nieopublikowane 

wyniki). W trakcie analizy LC-MS/MS zastosowano gradientowy przepływ fazy ruchomej, 

przez co uzyskano zadowalający czas retencji analitów (zarówno TAC, jak i obydwa IS) 

równy 1,50 min. W przypadku obydwu protokołów analitycznych wykorzystujących ASC 

jako IS, nie odnotowano efektu przeniesienia (ang. carry-over) ani efektu matrycy (ang. 

matrix effect, ME) oznaczanego według metodyki Taylora i in. oraz Zhou i in. [39,40]. 

Nie zaobserwowano efektu hematokrytowego (HE) – wykazano brak istotnej 

korelacji pomiędzy różnicami w poziomach stężeń oznaczonych w próbce pełnej krwi                   

i VAMS, a poziomem hematokrytu w osobniczym przypadku dla pacjentów 

pediatrycznych po przeszczepieniu nerki. Przeprowadzono dodatkowo eksperyment 

powtórnej analizy próbek dla 20% całkowitej liczby oznaczonych próbek pacjentów (ang. 

incurred sample reanalysis results; ISR) w dwukrotnym powtórzeniu – w żadnym 

przypadku nie zauważono odchyleń od kryteriów akceptacji sformułowanych przez EMA 

(średnia różnica pomiędzy pomiarami stężeń <20% dla 67% analizowanych próbek) 

[32,41].  

Przeprowadzona walidacja krzyżowa dowiodła o możliwości wymiennego 

stosowania zwalidowanych metod (WB-LC-MS/MS versus VAMS-LC-MS/MS) na 

podstawie analiz korelacyjnych, regresji Passinga-Babloka oraz oceny różnic błędu metodą 

Blanda-Altmana. Szczegółowe wyniki tych analiz zamieszczone są w sekcji 3.6 publikacji 

P2. Stwierdzono również możliwość wymiennego stosowania metody VAMS i CMIA,             

z systematycznym błędem dotyczącym różnic pomiędzy wartościami stężeń TAC 

uzyskanych obiema metodami na poziomie -11,91%, a wyznaczony algorytm - równanie 

regresji umożliwia przeliczenie stężenia TAC w VAMS, na estymowane stężenie tego leku, 

możliwe do uzyskania metodą CMIA.  

Zwalidowane metody zostały użyte do oznaczenia stężeń TAC w próbkach pełnej 

krwi oraz VAMS uzyskując następujące średnie stężenia leku wyrażone w ng/ml:  7,44 ± 

3,58 (3,70–26,71) oraz 7,33 ± 3,84 (3,10–28,13) – odpowiednio dla WB-LC-MS/MS oraz 

VAMS-LC-MS/MS (podane jako średnia ± odchylenie standardowe, oraz przedział 

uzyskanych wyników). W przypadku rutynowo stosowanej metody CMIA, w laboratorium 

farmakokinetycznym uzyskano następujące średnie wyniki oznaczeń wyrażone w ng/ml: 

8,12 ± 3,61 (4,12 – 26,30).  



52 

 

 W opisie pracy wskazano również na ograniczenia przeprowadzonego badania, 

które mogą być uznane za jego słabszą stronę. Po pierwsze, przeprowadzona walidacja 

kliniczna obejmowała tylko jeden ośrodek, przez co uzyskane wyniki nie mogą być 

ekstrapolowane bezpośrednio na całą populację pediatryczną przyjmującą TAC. Nie 

oceniano procesu samodzielnego pobierania próbek przez pacjentów/rodziców w szpitalu, 

ani w domu. W publikacji nie zawarto informacji na temat stabilności analitu w próbnikach 

VAMS i wpływu na jego odzysk, jednak parametr ten został zbadany w późniejszym czasie 

(ryc. 9, dane niepublikowane). Zauważono, że analit był stabilny w trakcie 8-tygodniowej 

obserwacji dla użytych stężeń kalibratorów MQC1 i MQC2 (średnia kontrola kalibracyjna 

1 i 2, odpowiednio stężenia TAC: 7,5 ng/ml i 25 ng/ml), we wszystkich testowanych 

warunkach (w temperaturze pokojowej z dostępem światła i bez dostępu światła, w 4oC                     

i  -20oC bez dostępu światła). Uzyskane wyniki stabilności są zbieżne z pracami Kostera                                           

i in. oraz Paniagui i in [42,43]. 

 

(A) 

 

(B) 

Rycina 9. Wykresy przedstawiające badanie stabilności TAC w próbnikach VAMS dla dwóch 

poziomów kalibracyjnych (wykres A – MQC1, 7,5 ng/ml i wykres B- MQC 25 ng/ml)            

w różnych warunkach (interpretacja w tekście, oznaczenia w legendzie wykresów).  
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6.3 ETAP III (Publikacja P3) 

 

Kocur A, Rubik J, Czarnowski P, Czajkowska A, Marszałek D, Sierakowski M, Górska M, 

Pawiński T. Therapeutic Drug Monitoring of Mycophenolic Acid (MPA) using Volumetric 

Absorptive Microsampling (VAMS) in Pediatric Renal Transplant Recipients Treated 

Concomitantly With Tacrolimus – LC-MS/MS Method Development, Cross-Validation, 

And Clinical Application. Pharmacological Reports. 2023; Publication accepted – ahead 

of print. https://doi.org/10.1007/s43440-023-00509-w. 

W pracy P3 (ostatnim etapie niniejszej pracy doktorskiej) opisano protokół 

walidacyjny metody oznaczania MPA metodą LC-MS/MS w krwi żylnej, osoczu                         

i próbkach pobranych techniką VAMS. Dodatkowo, opisano protokół analityczny 

dotyczący rutynowo stosowanej metody HPLC-DAD służącej oznaczaniu stężeń MPA          

w osoczu lub surowicy pacjentów leczonych w IPCZD w Warszawie. Opracowane metody 

zostały wykorzystane z powodzeniem w oznaczeniu stężenia C0 w próbkach materiału 

biologicznego pobranego od pacjentów po przeszczepieniu nerki. Ze względu na fakt, iż 

osocze lub surowica jest rekomendowaną matrycą biologiczną służącą oznaczeniu MPA 

(wysoki poziom dystrybucji leku w tej frakcji krwi), a metoda VAMS pozwala na pobranie 

krwi włośniczkowej, dokonano pełnej walidacji krzyżowej i klinicznej służącej otrzymaniu 

współczynnika przeliczeniowego pomiędzy stężeniem MPA w krwi a stężeniem w osoczu 

[13,31]. Walidacja została potwierdzona na niezależnych próbkach pochodzących od 

pacjentów nieujętych w procesie walidacji klinicznej.  

 Opracowany protokół przygotowania próbek do analizy był oparty na wcześniej 

przeprowadzonych eksperymentach dotyczących TAC, zarówno w odniesieniu do czasu 

suszenia próbnika VAMS jak i procesu oczyszczenia próbki w procedurze odbiałczania 

(P2). Przeprowadzono pełna walidację zgodną z wytycznymi EMA w zakresie kalibracji     

0-15 µg/ml, stosując d3-MPA jako SIL-IS [28]. Dokonano pełnej optymalizacji procesu 

detekcji masowej, poprzez monitorowanie MPAG, który w przypadku zbyt wysokich 

wartości temperatur procesu desolwatacji w źródle jonów powodował  zwiększenie 

wysokości piku MPA, poprzez uwolnienie wolnego MPA z MPAG w źródle jonów                     

w procesie fragmentacji. Ustalone doświadczalnie warunki pracy detektora przedstawiono                           

w publikacji P3.  

W trakcie analizy LC-MS/MS zastosowano gradientowy przepływ fazy ruchomej, 

przez co uzyskano zadowalający czas retencji analitów (zarówno dla MPA i IS, jak                      

i MPAG) równy odpowiednio: 5,58 i 5,20 min. W przypadku zastosowanych protokołów 
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analitycznych z oznaczeniami przeprowadzonymi w trzech matrycach (WB, PL, VAMS) 

nie zauważono efektu przeniesienia (ang. carry-over) ani ME, obliczonego identycznie jak 

w przypadku TAC (P2) [39,40]. 

Nie zaobserwowano HE - nie stwierdzono istotnej korelacji między różnicami                                                   

w poziomach stężeń MPA mierzonych w próbkach krwi pełnej i VAMS u pacjentów 

pediatrycznych po przeszczepie nerki a poziomami hematokrytu w poszczególnych 

przypadkach. Dodatkowo eksperymenty ponownej analizy próbek przeprowadzono  dla 

10% całkowitej liczby oznaczonych próbek pacjentów- w żadnym przypadku nie 

zaobserwowano odchyleń od kryteriów akceptacji ustalonych przez EMA (średnie różnice 

w pomiarach stężeń mniejsze niż 20% dla 67% analizowanych próbek) [32]. 

Zauważono, że analit był stabilny w trakcie 6-tygodniowej obserwacji dla użytych 

stężeń kalibratorów LQC i HQC (najniższa i najwyższa kontrola kalibracyjna, 

odpowiednio stężenia MPA: 0,35 ng/ml i 12,50 ng/ml), podczas przechowywania                                        

w temperaturze pokojowej z dostępem światła i bez dostępu światła oraz w 4oC bez dostępu 

światła). Podczas przechowywania w  -20oC bez dostępu światła, MPA był stabilny przez 

cały czas trwania obserwacji, tj. 8 tygodni. Uzyskane wyniki są zbieżne z pracami Kostera 

i in. oraz Paniagui i in [42, 43]. Pełne wyniki walidacji metody i badań stabilności zawarte 

są w publikacji P3 i komplementarnym suplemencie.  

Przeprowadzona walidacja krzyżowa dowiodła o możliwości wymiennego 

stosowania zwalidowanych metod (WB-LC-MS/MS versus VAMS-LC-MS/MS oraz 

HPLC-DAD versus PL-LC-MS/MS) na podstawie analiz korelacyjnych, regresji Passinga-

Babloka oraz oceny różnic błędu metodą Blanda-Altmana. Szczegółowe wyniki tych 

analiz, wraz z kryteriami akceptacji zamieszczone są w publikacji P3. Nie potwierdzono 

jednak równoważności metod oznaczania stężenia MPA w osoczu i próbkach pobranych 

metodą VAMS. Z tego powodu, analizę regresji Passinga-Babloka wykorzystano do 

przeliczenia stężenia MPA oznaczonego w próbkach VAMS, na stężenie przewidywane         

w osoczu krwi. Dodatkowo, zastosowano drugą metodę przeliczenia stężeń MPA 

wykorzystującą indywidualny dla każdego pacjencie poziom HT. Wyniki konwersji 

stężenia MPA oznaczonego w próbkach VAMS przy użyciu obydwu modeli (odpowiednio 

regresji i opartego na HT) porównano poddając je powtórnej analizie opisanej na 

wspomnianych wcześniej schemacie (ryc. 8). Szczegółowe wyniki wraz z kryteriami 

akceptacji zawarte są w publikacji P2 (tabela 2 i paragraf 9.4). Należy zaznaczyć, iż opisany 

w niniejszej pracy model regresji jest pierwszym według mojej wiedzy opublikowanym 

równaniem, spełniającym kryteria EMA i IATDM&CT, zwalidowanym na niezależnej 
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grupie pacjentów pediatrycznych po przeszczepieniu nerki. Opracowany współczynnik 

korygujący posłużył konwersji stężenia MPA oznaczonego w VAMS na przewidywane 

stężenie w MPA osoczu [29]. Dodatkowo wyznaczone współczynniki analizy predykcji 

(praca P3) potwierdziły dokładność obliczeń dokonywanych za pomocą tego modelu.  

Zwalidowane metody zostały użyte do oznaczenia stężeń MPA w próbkach pełnej 

krwi, osoczu oraz VAMS uzyskując następujące średnie stężenia leku wyrażone w µg/ml: 

1,39 ± 0,84 (0,26 – 4,60), 2,47 ± 1,20 (0,86 – 6,92) oraz 1,43 ± 0,77 (0,41 – 4,14) – 

odpowiednio dla WB-LC-MS/MS, PL-LC-MS/MS oraz VAMS-LC-MS/MS (podane jako 

średnia ± odchylenie standardowe, oraz przedział uzyskanych wyników). Wyniki oznaczeń 

stężenia MPA w próbkach VAMS zostały poddane konwersji na spodziewane stężenia         

w osoczu, przy użyciu równania regresji (CMPA(osocze) = 1,60 · CMPA(VAMS) + 0,08), oraz 

równania opartego na poziomie HT (CMPA(osocze) = CMPA(VAMS) / 1 – HT). Uzyskano 

następujące, przewidywane stężenia MPA w osoczu, wyrażone w µg/ml, odpowiednio: 

2,37 ± 1,26 (0,74 – 6,72) oraz 2,26 ± 1,23 (0,61 – 6,55). W przypadku rutynowo stosowanej 

metody HPLC-DAD, uzyskano następujące średnie wyniki oznaczeń wyrażone w µg/ml: 

2,38 ±  1,16 (0,64 – 6,18). Odpowiednio niższe wyniki oznaczeń stężeń MPA uzyskano we 

krwi i próbkach pobranych metodą VAMS, ze względu na oczywiste rozcieńczenie MPA 

w próbce i zawartość osocza w pełnej krwi (ok. 55-60% całkowitej objętości krwi).  

 W opisie pracy wskazano również na ograniczenie związane z jednorazowym 

pobieraniem próbek (wykonano tylko pobranie przed podaniem kolejnej dawki leku), oraz 

na słabe strony badania opisane również w poprzednich pracach, a mianowicie: brakiem 

systemu zewnętrznej oceny laboratoryjnej oraz zastosowaniem opracowanych metod tylko                 

w populacji pacjentów pediatrycznych po przeszczepieniu nerki [38].  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 



56 

 

7. WNIOSKI  
 

Na podstawie przeprowadzonych badań w ramach niniejszej pracy, możliwe jest 

sformułowanie następujących wniosków, które są zbieżne z konkluzjami opisanymi                            

w pracach włączonych do cyklu rozprawy doktorskiej:  

 

1. Opracowano metody LC-MS/MS pozwalające na stosunkowo szybkie, proste                               

i czułe oznaczenie poziomów stężeń TAC (zakres kalibracji 0-60 ng/ml; pełna krew 

oraz mikropróbki VAMS) oraz MPA (zakres kalibracji 0-15 µg/ml; pełna krew, 

osocze oraz mikropróbki VAMS). Uzyskane parametry walidacyjne spełniają 

kryteria akceptacji EMA i IATDM&CT. 

2. Wykazano, że redukcja czasu suszenia próbnika VAMS do 1 godziny, połączona                                 

z ekstrakcją przy użyciu prostego rozpuszczalnika nieorganicznego, jakim jest 

woda, pozwala na zadowalające i dokładne oznaczenie TAC i MPA                                                  

w mikropróbkach krwi włośniczkowej.  

3. Zarówno dla TAC jak i MPA wykazano brak wpływu efektu hematokrytu na 

odzysk analitu z próbek pobranych metodą VAMS poprzez porównanie 

uzyskanych poziomów stężeń z metodą referencyjną LC-MS/MS (odpowiednio                             

w pełnej krwi dla TAC i osoczu dla MPA).  

4. Wykazano, że w przypadku oznaczenia ilościowego TAC w próbkach pełnej krwi 

metodą LC-MS/MS, zastosowanie askomycyny jako IS, okazało się lepszym 

wyborem, szczególnie w odniesieniu do kompensacji efektów matrycowych                                                           

i jakości uzyskanych wyników. Brak efektu matrycy zaobserwowano również                   

w przypadku oznaczeń MPA metodą LC-MS/MS przy zastosowaniu znakowanego 

izotopowo standardu wewnętrznego – MPA-d3.  

5. Wykazano zadowalającą stabilność MPA w próbnikach VAMS przechowywanych 

przez 6 tygodni zarówno w temperaturze pokojowej (na świetle i w ciemności) jak 

i w lodówce (4oC), oraz przynajmniej 8-tygodniową stabilność podczas 

przechowywania w -20oC, podczas gdy TAC był stabilny w opisywanych 

warunkach przez cały czas trwania obserwacji.  

6. Udowodniono równoważność metod analitycznych służących pomiarowi stężenia 

TAC, co umożliwia przyjęcie takich samych referencyjnych przedziałów stężeń 

terapeutycznych, traktując jednocześnie metody jako wymienne w praktyce 

klinicznej. Jakkolwiek udowodniono wysoką korelację krzyżową pomiędzy metodą 
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immunochemiczną CMIA a metodą VAMS LC-MS/MS, należy brać pod uwagę  

ewentualne interferencje krzyżowe z metabolitami TAC, które powodują wyraźne 

zawyżenie stężenia tego leku.  

7. Wykazana podczas walidacji krzyżowej stosunkowo wysoka korelacja pomiędzy 

stężeniami MPA oznaczonymi metodą LC-MS/MS: w pełnej krwi w porównaniu       

z próbkami pobranymi metodą VAMS dowiodła, że stężenie leku w próbkach krwi 

kapilarnej odpowiada jego zawartości ogólnoustrojowej. Świadczy to również                

o wysokim współczynniku odzysku analitu podczas ekstrakcji z chłonnego 

polimeru próbnika VAMS.  

8. Podczas walidacji klinicznej opracowano model pozwalający na oszacowanie 

stężenia MPA w osoczu (referencyjnie stosowana matryca biologiczna                               

w oznaczeniach tego analitu) na podstawie stężenia MPA w krwi włośniczkowej 

pobranej metodą VAMS. Wyznaczono równanie korygujące:                             

CMPA(osocze) = 1,60 · CMPA(VAMS) + 0,08, które zostało odpowiednio zwalidowane              

w oparciu o metody statystyczne, jak również potwierdzone na niezależnej grupie 

pacjentów. Należy zaznaczyć, że udowodniono możliwość użycia tej formuły 

korygującej wymiennie z powszechnie stosowanym algorytmem opartym na 

indywidualnym poziomie hematokrytu. Dodatkowo, jest to pierwszy, jak dotąd 

opublikowany model służący korygowaniu stężenia MPA w próbkach VAMS, 

spełniający kryteria akceptacji IATDM&CT dotyczące walidacji klinicznej. 

9. Zgodnie z najlepszą wiedzą, przedstawione prace badawcze (P2 i P3) są 

pierwszym opracowaniem obejmującym pełną walidację analityczną, 

krzyżową i kliniczną metod LC-MS/MS bezpośrednio w populacji 

pediatrycznej po przeszczepieniu nerki.  

10. Metoda VAMS jest technika wymagającą szeregu modyfikacji do ostatecznego, 

rutynowego zastosowania w praktyce klinicznej, jednakże ze względu na  

ograniczoną inwazyjność w stosunku do pacjenta, może prowadzić do poprawy 

stopnia przestrzegania zaleceń terapeutycznych w grupie pacjentów 

pediatrycznych. Dodatkowo może pozwolić na lepszą optymalizację terapii 

immunosupresyjnej, redukcję kosztów opieki zdrowotnej, jak również rozwój 

pewnych elementów telemedycyny. Ograniczony dostęp do opieki zdrowotnej              

w trakcie pandemii SARS-CoV-2, jak również fakt iż jedynym ośrodkiem 

transplantacyjnym dla dzieci w Polsce jest IPCZD w Warszawie, przemawia na 
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korzyść VAMS jako alternatywnego sposobu monitorowania terapii 

immunosupresyjnej. 
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8. PERSPEKTYWY NA PRZYSZŁOŚĆ 
 

Podsumowując, techniki mikropróbkowania są atrakcyjną formą alternatywnego 

pobierania próbek materialu biologicznego. Możliwe jest pobranie nie tylko krwi, ale 

również śliny, moczu, łez, potu, mleka matki, czy płynu mózgowo-rdzeniowego. Dużą 

nadzieję wiąże się z technikami pozwalającymi na otrzymanie osocza in situ w narzędziu 

do mikropróbkowania, bezpośrednio z pobranej próbki krwi włośniczkowej, co pozwoli na 

przygotowanie próbki z użyciem rekomendowanej matrycy biologicznej, bez konieczności 

wprowadzania algorytmu przeliczeniowego. Cena jednostkowa pojedynczego próbnika 

Mitra™ jest wyższa niż cena karty DBS lub zestawu do pobrania krwi żylnej. Z drugiej 

strony, mikropróbkowanie ma więcej zalet i korzyści dla obniżenia kosztów dożywotniej 

farmakoterapii, może uprościć przeprowadzanie badań klinicznych, czy prowadzenie 

bardziej humanitarnych eksperymentów na zwierzętach w oparciu o zasadę 3R                             

w toksykologii alternatywnej – ograniczyć, udoskonalić, zastąpić (ang. reduce, refine, 

replace) [23,28]. 

Zgodnie z zaleceniami producenta, pobieranie próbek krwi może być wykonywane 

w dowolnym czasie, miejscu i przez niemal każdego. Uważa się więc, że urządzenia do 

mikropróbkowania objętościowo (VAMS) stanowią szansę na poprawę jakości terapii 

immunosupresyjnej [22,23,26]. 

Badania sugerują, że C0 dla TAC, a AUC0-12 dla MPA są właściwymi parametrami 

farmakokinetycznymi służącymi optymalizacji terapii immunosupresyjnej w praktyce 

klinicznej, zarówno w populacji dorosłych, jak i dzieci [9,11,13]. Dzięki zastosowaniu 

techniki VAMS, wykonanie całkowitych profili farmakokinetycznych może stać się 

rutynowo stosowaną procedurą medyczną przeprowadzaną poza placówką służby zdrowia, 

samodzielnie przez pacjenta. Dodatkowo, urządzenia tego typu mogą pozwolić na 

przewlekle monitorowanie funkcji przeszczepionego narządu, np. stężenia kreatyniny, czy 

innych biomarkerów odzwierciedlających pracę nerek– takie badania stanowiłyby 

kontynuację podjętego tematu rozprawy doktorskiej. 

Pilotażowe wdrożenie techniki mikropróbkowania do praktyki klinicznej powinno 

znacząco poprawić przestrzeganie zaleceń lekarskich przez pacjentów pediatrycznych. 

Istnieje ograniczona liczba tego typu badań i według najlepszej wiedzy jest to pierwsze 

opublikowane badanie naukowe dotyczące techniki VAMS użytej podczas pobierania krwi 

u pacjentów po przeszczepieniach narządowych w Polsce. Wydaje się, że wyniki mogą 
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udoskonalić terapię spersonalizowaną i być może zapoczątkować tego typu badania                           

w innych grupach leków, w przypadku których konieczne jest TML. 
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