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metoda immunochemiczna z przeciwcialami sprz¢zonymi z czastkami magnetycznymi,
ang. antibody-conjugated magnetic immunoassay

acetonitryl

acyklowir

pole pod krzywa zaleznosci st¢zenia od czasu, ang. area under the curve

pole pod krzywa stgzenie—czas w przedziale 0-24 h

stezenie minimalne leku w probce pobranej przed podaniem kolejnej dawki

stezenie leku oznaczane w probce pobranej 2 godziny po podaniu dawki

przedzial ufnosci, ang. confidence interval

cytomegalowirus, ang. cytomegalovirus

kreatynina

cyklosporyna A

wspolczynnik zmiennosci, ang. coefficient of variation

izoenzym 3A4 cytochromu P450

metabolit metotreksatu, kwas 2,4-diamino-N'’-metylopteroinowy

suszone plamki krwi, ang. dried blood spots

dyspersyjna mikroekstrakcja ciecz—ciecz, ang. dispersive liquid—liquid microextraction
buforowana fosforanem sdl fizjologiczna Dulbecco, ang. Dulbecco’s phosphate-buffered saline
suszone plamki osocza, ang. dried plasma spots

suszone plamki surowicy, ang. dried serum spots

kwas etylenodiaminotetraoctowy

Europejska Agencja Lekoéw, ang. European Medicines Agency

immunoenzymatyczna technika oznaczen, ang. enzyme multiplied immunoassay technique
ewerolimus

Agencja Zywnosci i Lekow Stanéw Zjednoczonych, ang. Food and Drug Administration
dobra praktyka kliniczna, ang. Good Clinical Practice

gancyklowir

chromatografia oddzialywan hydrofilowych, ang. hydrophilic interaction liquid chromatography
wysokosprawna chromatografia cieczowa z detekcja UV, ang. high-performance liquid
chromatography with ultraviolet detection

kontrola jako$ci na wysokim poziomie st¢zenia, ang. high quality control
Migdzynarodowe Towarzystwo Terapii Monitorowanej i Toksykologii Klinicznej,

ang. International Association of Therapeutic Drug Monitoring and Clinical Toxicology
Miegdzynarodowa Rada Harmonizacji, ang. International Council for Harmonization
migdzynarodowy program kontroli biegtosci, ang. international proficiency testing
standard wewnetrzny, ang. internal standard

ponowna analiza probek rzeczywistych, ang. incurred sample reanalysis

chromatografia cieczowa sprze¢zona z tandemowg spektrometriag mas, ang. liguid chromatography—
tandem mass spectrometry

dolna granica oznaczalnosci, ang. lower limit of quantification

granica wykrywalno$ci, ang. limit of detection
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kontrola jakos$ci na niskim poziomie st¢zenia, ang. low quality control

strategia ograniczonego pobierania probek, ang. limited sampling strategy

kwas mykofenolowy, ang. mycophenolic acid

glukuronid kwasu mykofenolowego, ang. mycophenolic acid glucuronide

kontrola jako$ci na Srednim poziomie st¢zenia, ang. medium quality control



mTOR
MTX
MTXPG
PK/PD
qDBS
qDPS

QC
QuEChERS

Zalgcznik nr 3 do wniosku o wszczecie postgpowania habilitacyjnego z dnia 01.06.2026 r.
dr n. med. i n. o zdr. Arkadiusz Jan Kocur

ssaczy cel rapamycyny, ang. mammalian target of rapamycin

metotreksat

poliglutaminiany metotreksatu, ang. methotrexate polyglutamates

zaleznos$¢ farmakokinetyczno-farmakodynamiczna

ilo$ciowe suszone plamki krwi, ang. quantitative dried blood spots

ilo$ciowe/odpowiadajace osoczu suszone plamki, ang. quantitative/plasma-equivalent dried spots
kontrola jakosci, ang. quality control

technika przygotowania probki: szybka, prosta, tania, skuteczna, odporna i bezpieczna, ang. Quick,
Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe

krwinki czerwone, ang. red blood cells

reumatoidalne zapalenie stawow

sirolimus (rapamycyna)

przeszczepienie narzadow litych, ang. solid organ transplantation

ekstrakcja do fazy statej, ang. solid-phase extraction

terapia monitorowana stezeniem leku, ang. therapeutic drug monitoring

mikroprobkowanie objetosciowo-absorpeyjne, ang. volumetric-absorptive microsampling

krew pelna, ang. whole blood
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1. Dane personalne

Imig¢ i nazwisko Arkadiusz Jan Kocur

Stopien naukowy doktor nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki

farmaceutyczne
Zajmowane stanowisko adiunkt badawczo-dydaktyczny
Zaktad Chemii Lekéw, Analizy Farmaceutycznej i Biomedycznej
Adres stuzbowy Warszawski Uniwersytet Medyczny
ul. Banacha 1, 02-097 Warszawa
E-mail arkadiusz.kocur@wum.edu.pl
Numer ORCID 0000-0002-4833-8532

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu
nadajacego stopien, roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

2a. Stopien doktora nauk medycznych 1 nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki farmaceutyczne
nadany 20.12.2023 r. przez Rade¢ Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych, Warszawski

Uniwersytet Medyczny; tytul pracy doktorskiej: Terapeutyczne monitorowanie stezeniem
takrolimusu i kwasu mykofenolowego z zastosowaniem mikroprobkowania objetosciowo-
absorpcyjnego polgczonego z technikq LC-MS/MS u pacjentow pediatrycznych po
przeszczepieniu nerki.

Praca zostala zrealizowana w Zaktadzie Chemii Lekéw, Analizy Farmaceutycznej
i Biomedycznej, Warszawski Uniwersytet Medyczny

Promotor pracy: dr hab. n. farm. Tomasz Pawinski

Promotor pomocniczy pracy: dr n. farm. Dorota Marszatek

Recenzenci pracy: prof. dr hab. n. farm. Anna Gumieniczek; dr hab. n. med. Dorota Kaminska,
prof. UMW; dr hab. n. farm. Andrzej Czyrski

Praca otrzymala wyro6znienie summa cum laude

2b. Tytut zawodowy magistra farmacji nadany 31.03.2020 r., tytul pracy magisterskiej:

Farmakodynamiczne monitorowanie kwasu mykofenolowego w terapii immunosupresyjnej.
Praca zrealizowana zostala w Zaktadzie Chemii Lekoéw, Warszawski Uniwersytet Medyczny
Promotor pracy: dr hab. n. farm. Tomasz Pawinski

Bezposredni opiekun pracy: dr n. farm. Dorota Marszatek

Recenzent pracy: prof. dr hab. n. farm. Grzegorz Natgcz-Jawecki

2c. Dyplom ukoniczenia studidow podyplomowych z zakresu prowadzenia i monitorowania
badan klinicznych z dnia 26.06.2024 r., Akademia Leona Kozminskiego w Warszawie

2d. W roku 2026 rozpoczalem szkolenie specjalizacyjne z zakresu farmacji klinicznej,

Uniwersytet Medyczny w L.odzi — opiekun specjalizacji: dr n. med. i n. o zdr. Alicja Sztokfisz-
Ignasiak
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3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub

artystycznych
od 11.2024 adiunkt badawczo-dydaktyczny, Zakltad Chemii Lekow, Analizy
Farmaceutycznej i Biomedycznej, Wydziatl Farmaceutyczny, Warszawski
Uniwersytet Medyczny
od 07.2024 kierownik-koordynator = czeSci  farmakokinetycznej  eksperymentu
(czes¢ etatu) medycznego  AntiSepsis, = Pracownia  Terapii = Monitorowanej,

Farmakokinetyki Klinicznej i Toksykologii (poprzednio Pracownia
Farmakokinetyki), Zakltad Biochemii Klinicznej, Instytut ,,Pomnik-
Centrum Zdrowia Dziecka” w Warszawie

od 03.2023 mlodszy asystent-farmaceuta, Pracownia Terapii Monitorowane;j,

(czes¢ etatu) Farmakokinetyki Klinicznej i Toksykologii (poprzednio Pracownia
Farmakokinetyki), Zakltad Biochemii Klinicznej, Instytut ,,Pomnik-
Centrum Zdrowia Dziecka” w Warszawie

01.2022 - 10.2024 asystent badawczo-dydaktyczny, Zaklad Chemii Lekéw, Analizy
Farmaceutycznej i Biomedycznej (poprzednio Zaklad Chemii Lekow),
Wydziat Farmaceutyczny, Warszawski Uniwersytet Medyczny

10.2021 - 12.2022 asystent dydaktyczny, Zaktad Chemii Lekoéw, Wydziat Farmaceutyczny,
Warszawski Uniwersytet Medyczny

02.2018 - 09.2020 pracownik inzynieryjno-techniczny, Zaklad Chemii Lekow, Wydziat

Farmaceutyczny, Warszawski Uniwersytet Medyczny

4. Omowienie osiggnieé, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478
Z pozn. zm.).

4.1. Tytul osiagniecia naukowego bedacego podstawa postepowania habilitacyjnego

Zastosowanie alternatywnych strategii pobierania probek w terapii monitorowanej
stezeniem leku, ze szczegolnym uwzglednieniem lekow immunosupresyjnych — od strategii
analitycznych do zastosowan klinicznych

4.2. Wykaz publikacji skladajacych sie na osiagniecie naukowe bedace podstawa
postepowania habilitacyjnego

Na wskazany w osiggni¢ciu naukowym monotematyczny cykl publikacji sktada si¢ Iacznie:
7 prac oryginalnych oraz 1 praca przegladowa, o tacznej punktacji MNiSW 850 pkt oraz
sumarycznym wspotczynniku Impact Factor 32,20. Punktacja MNiSW zostata okreslona na
podstawie analizy bibliometrycznej przygotowanej przez Biblioteke Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego. We wszystkich pracach oryginalnych (H1-H7) jestem
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pierwszym autorem oraz autorem korespondencyjnym (D<), natomiast w pracy przegladowej
(H8) jestem pierwszym autorem.

H1. praca oryginalna: Kocur A.”, Kot B., Moczulski M., Czajkowska A., Rubik J.,
Sierakowski M., Pawinski T. A novel approach to therapeutic drug monitoring of Ciclosporin
in pediatric renal transplant recipients using volumetric absorptive microsampling (VAMS)-
Teaching old dog new tricks. Clinica Chimica Acta, 2024, tom 562, 1-11.
https://doi.org/10.1016/j.cca.2024.119877.

e 100 pkt. MNiSW, IF2024 = 2.9, najwyzszy kwartyl: Q2, czasopismo przypisane do
dyscypliny nauki farmaceutyczne.

Moj wkiad w powstanie tej publikacji byt wiodacy i obejmowal wszystkie gtowne etapy
przeprowadzonych prac. Bylem autorem koncepcji badania, okreslitem jego cele naukowe
i zalozenia metodologiczne oraz opracowatem strategi¢ walidacyjng metody LC-MS/MS
oznaczania cyklosporyny w peinej krwi oraz w probkach VAMS. Przeprowadzilem analize
LC-MS/MS probek walidacyjnych i klinicznych. Wykonalem wszystkie analizy statystyczne,
a takze zebratem wyniki oznaczen uzyskanych w ramach zewngtrznego programu badania
biegtosci laboratorium. Bylem wiodgcym autorem manuskryptu oraz autorem
korespondencyjnym. Odpowiadatem za przygotowanie pierwszej wersji pracy, jej redakcje,
korekte merytoryczng i jezykowa, a takze kontakt z redakcja czasopisma oraz przygotowanie
odpowiedzi na uwagi recenzentow.

H2. praca oryginalna: Kocur A.”, Czajkowska A., Rebis K., Rubik J., Moczulski M., Kot
B., Sierakowski M., Pawinski T. Personalization of pharmacotherapy with sirolimus based on
volumetric absorptive microsampling (VAMS) in pediatric renal transplant recipients-from
LC-MS/MS method validation to clinical application. Pharmacological Reports, 2024, tom
76, nr 6, str.: 1443-1455. https://doi.org/10.1007/s43440-024-00663-9.

e 100 pkt. MNiSW, IF2024 = 3.8, najwyzszy kwartyl: Q2, czasopismo przypisane do
dyscypliny nauki farmaceutyczne.

Moj wkiad w powstanie tej publikacji byt wiodacy i obejmowal wszystkie gtowne etapy
przeprowadzonych prac. Bylem odpowiedzialny za opracowanie koncepcji badania,
okreslenie jego celow naukowych i zalozen metodologicznych, a takze przygotowanie
strategii walidacyjnej metod LC-MS/MS oznaczania sirolimusu w pelnej krwi oraz
w probkach VAMS. Opracowatem protokot przygotowania probek VAMS z wykorzystaniem
dyspersyjnej mikroekstrakcji ciecz—ciecz (DLLME). Przeprowadzilem analiz¢ LC-MS/MS
probek walidacyjnych i klinicznych. Zajmowalem si¢ analizg danych, interpretacja wynikow
oraz oceng zgodno$ci metod z zastosowaniem analiz porownawczych. Uczestniczylem
réwniez w organizacji materiatu klinicznego. Ponadto pelitem funkcje wiodacego autora
manuskryptu oraz autora korespondencyjnego. Odpowiadatem za przygotowanie pierwszej
wersji pracy, jej redakcje, korekte merytoryczng i jezykowa, kontakt z redakcja czasopisma
oraz opracowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow.
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H3. praca oryginalna: Kocur A.”, Czajkowska A., Moczulski M., Kot B., Rubik J., Pawinski
T. Assessment of Dried Serum Spots (DSS) and Volumetric-Absorptive Microsampling
(VAMS) Techniques in Therapeutic Drug Monitoring of (Val)Ganciclovir- Comparative
Study in Analytical and Clinical Practice. International Journal of Molecular Sciences, 2024,
tom 25, nr 16, str.: 1-17. https://doi.org/10.3390/ijms25168760.

e 140 pkt. MNiSW, IF2024 = 4.9, najwyzszy kwartyl: Q1, czasopismo przypisane do
dyscypliny nauki farmaceutyczne.

Moj wkiad w powstanie tej publikacji byt wiodacy i obejmowal wszystkie gtowne etapy
przeprowadzonych prac. Bylem pomystodawca badania, odpowiadatem za cele naukowe,
zatozenia metodologiczne oraz strategi¢ walidacji. Przeprowadzitem walidacje metod
LC-MS/MS do oznaczania gancyklowiru w surowicy, suchych plamach surowicy oraz
surowicy pobranej za pomoca systemu VAMS-Mitra™. Opracowalem procedury
bioanalityczne, analizowatem dane, interpretowatem wyniki, jak rowniez ocenialem zgodno$¢
metod, korzystajac z analiz porownawczych. Uczestniczylem w organizacji materialu
klinicznego, koordynacji badania i przygotowaniu materialow graficznych. Petnitem funkcje
wiodacego o autora manuskryptu, przygotowujac pierwszg wersj¢ oraz dokonujac korekty
merytorycznej i jezykowej. Jako autor korespondencyjny kontaktowalem si¢ z redakcja
czasopisma, a takze opracowywatem odpowiedzi na uwagi recenzentow.

H4. praca oryginalna: Kocur A.”, Moczulski M., Czajkowska A., Czeczek A., Rubik J. The
comparison of two volumetric microsampling devices (qDBS and VAMS) for determining
ganciclovir levels in capillary blood using the LC-MS/MS technique in pediatric renal
transplant recipients. European Journal of Pharmaceutical Sciences, 2025, tom 212, str.:
1-13. https://doi.org/10.1016/j.ejps.2025.107200.

e 100 pkt. MNiSW, IF2025 = 4.7, najwyzszy kwartyl: Q1, czasopismo przypisane do
dyscypliny nauki farmaceutyczne.

Moj wkiad w powstanie tej publikacji byt wiodacy i obejmowal wszystkie gtowne etapy
przeprowadzonych prac. Bytem pomystodawca badania, odpowiedzialnym za opracowanie
koncepcji badania, zaplanowanie celow naukowych oraz zalozen metodologicznych, a takze
za strategi¢ walidacyjng i przeprowadzenie walidacji wielomatrycowej metody LC-MS/MS
do oznaczania gancyklowiru w osoczu, pelnej krwi oraz probkach krwi wlosniczkowej
pobranych technikami VAMS i qDBS. W ramach pracy opracowatem metodologi¢ oraz
zwalidowalem procedury bioanalityczne dla r6znych matryc biologicznych, przeprowadzitem
analiz¢ danych, interpretacj¢ wynikow oraz ocen¢ zgodnosci metod. Petlilem funkcje
wiodgcego autora manuskryptu oraz autora korespondencyjnego, odpowiadajac za
przygotowanie wersji roboczej, redakcje, korekte merytoryczng 1 jezykowa, kontakt
z redakcja czasopisma oraz przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow.

HS. praca oryginalna: Kocur A.”, Olkowski B., Moczulski M., Miszewska-Szyszkowska
D., Rostkowska O.M., Polak K., Korniluk K., Baczkowska T., Durlik M., Pawinski T.
Therapeutic Drug Monitoring of Everolimus Using Volumetric Absorptive Microsampling
and Quantitative Dried Blood Spot Methods with LC-MS/MS in Adult Solid Organ
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Transplant Recipients: An Analytical and Clinical Comparative Study. Molecules, 2025, tom
30, nr 15, str.: 1-22. https://doi.org/10.3390/molecules30153139.

e 140 pkt. MNiSW, IF2025 = 4.6, najwyzszy kwartyl: Q2, czasopismo przypisane do
dyscypliny nauki farmaceutyczne.

Moj wkiad w powstanie tej publikacji byt wiodacy i obejmowal wszystkie gtowne etapy
przeprowadzonych prac. Bylem wspoétautorem koncepcji badania, odpowiadatem za
zaplanowanie jego celow naukowych i zalozen metodologicznych, opracowanie strategii
walidacyjnej oraz przeprowadzenie walidacji metody LC-MS/MS oznaczania ewerolimusu
w pelnej krwi oraz w probkach VAMS 1 qDBS. W ramach pracy opracowatem metodologi¢
badania, zoptymalizowatem i zwalidowatem procedury bioanalityczne dla klasycznej matrycy
referencyjnej oraz alternatywnych metod mikroprobkowania, przeprowadzilem analizg
danych, interpretacj¢ wynikéw oraz ocen¢ zgodnosci metod z wykorzystaniem analiz
poréwnawczych. Uczestniczytem takze w organizacji materiatu klinicznego, koordynacji
przebiegu badania oraz przygotowaniu materialdow graficznych. Ponadto pehitem funkcje
wiodgcego autora manuskryptu oraz autora korespondencyjnego. Odpowiadalem za
przygotowanie pierwszej wersji pracy, jej redakcje, korekte merytoryczng i jgzykowa, kontakt
z redakcjg czasopisma oraz opracowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow.

H6. praca oryginalna: Kocur A.”, Sobiak J., Czajkowska A., Rubik J., Pawinski T.
Volumetric Absorptive Microsampling of Saliva for Pharmacokinetic Evaluation of
Mycophenolic Acid and Its Glucuronide Metabolite in Pediatric Renal Transplant Recipients:
Bioanalytical Method Validation and Clinical Feasibility Evaluation.
Pharmaceuticals, 2025, tom 18, nr 11, str.: 1-21. https://doi.org/10.3390/ph18111744.

e 100 pkt. MNiSW, IF2025 = 4.8, najwyzszy kwartyl: Q1, czasopismo przypisane do
dyscypliny nauki farmaceutyczne.

Mo¢j wktad w powstanie tej publikacji byl kluczowy i obejmowatl wszystkie gtdéwne etapy
realizacji projektu. Bylem pomystodawcg badania, wspotodpowiedzialnym za okreslenie jego
celow naukowych 1 zatlozen metodologicznych, a takze za przygotowanie strategii
walidacyjnej oraz przeprowadzenie walidacji metody LC-MS/MS do oznaczania kwasu
mykofenolowego i jego metabolitu glukuronidowego w probkach suszonej §liny pobieranych
technika VAMS. Koordynowatem wspolprace z osrodkiem wspolpracujagcym, w ktorym
wykonano oznaczenia st¢zenia analitow w klasycznych probkach §liny. W ramach pracy
opracowatem metodologi¢, zoptymalizowalem i zwalidowatem procedury bioanalityczne dla
probek §liny pobieranych za pomocg urzagdzen Mitra™ VAMS. Przeprowadzitem analizg LC—
MS/MS probek osocza i ultrafiltratu osocza, jak rowniez analiz¢ danych, interpretacje
wynikow oraz ocen¢ zgodnos$ci oznaczen uzyskanych w badanych matrycach biologicznych.
Przeprowadzitem pelng analiz¢ farmakokinetyczng oraz przygotowalem materialy graficzne.
Ponadto petnitlem funkcje wiodacego autora manuskryptu oraz autora korespondencyjnego.
Odpowiadatem za przygotowanie pierwszej wersji pracy, jej redakcje, korekte merytoryczng
1 jezykowa, kontakt z redakcja czasopisma oraz opracowanie odpowiedzi na uwagi
recenzentow.
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H7. praca oryginalna: Kocur A.”, Moczulski M., Michalczuk P., Miszewska-Szyszkowska
D., Baczkowska T., Durlik M., Pawinski T. Surrogate-based LC-MS/MS quantification of
endogenous creatinine in plasma, plasma-equivalent dried spots (qDPS), and volumetric
absorptive microsampling (VAMS): an ICH M10-compliant bridging study. European
Journal  of  Pharmaceutical  Sciences, 2026, tom 221,  str.: 107523.
https://doi.org/10.1016/j.ejps.2026.107523.

e 100 pkt. MNiSW, IF2026 = 4.7, najwyzszy kwartyl: Q1, czasopismo przypisane do
dyscypliny nauki farmaceutyczne.

Mo¢j wktad w powstanie tej publikacji byl kluczowy 1 obejmowatl wszystkie gtéwne etapy
realizacji projektu. Bylem inicjatorem badania, wspoitworzylem koncepcje, cele oraz
metodologi¢. Opracowalem strategi¢ walidacyjng w oparciu o analit zastgpczy oraz
przeprowadzitem walidacj¢ metody LC-MS/MS do oznaczania kreatyniny w osoczu,
probkach qDPS i VAMS. Zoptymalizowatem i zwalidowatem procedury bioanalityczne,
analizowatem dane, interpretowatem wyniki oraz ocenitlem zgodnos$¢ metod w ramach analiz
porownawczych. Przeprowadzilem walidacje kliniczng metody oszacowania stezenia
kreatyniny w osoczu metoda qDPS oraz opracowatem réwnanie korekcyjne dla wynikow
VAMS. Bratlem udziat w organizacji materialu klinicznego, koordynacji badania
1 przygotowaniu materialow graficznych. Bylem wiodagcym autorem manuskryptu;
zajmowalem si¢ redakcja, korekta, kontaktami z redakcja oraz odpowiadaniem na recenzje.

H8. praca przeglgdowa: Kocur_A., Pawifiski T*". Microsampling techniques and patient-
centric therapeutic drug monitoring of immunosuppressants. Bioanalysis, 2025, tom 17, nr
6, str.: 413-427. https://doi:10.1080/17576180.2025.2477976.

e 70 pkt. MNiSW, IF202s = 1.8, najwyzszy kwartyl: Q3, czasopismo przypisane do
dyscypliny nauki farmaceutyczne.

Mo¢j wkiad w powstanie publikacji mial charakter kluczowy i obejmowat wszystkie gtowne
etapy przygotowania pracy przegladowej. Bylem wspotautorem koncepcji artykutlu oraz
odpowiadatem za zaplanowanie jego zakresu merytorycznego, struktury i gtéwnych zatozen
dotyczacych omowienia technik mikroprobkowania. Przeprowadzitem analiz¢ i syntezg
pisSmiennictwa, opracowalem zagadnienia zwigzane z technikami DBS, VAMS, qDBS oraz
urzadzeniami umozliwiajagcymi separacj¢ osocza, a takze opisalem aspekty przedanalityczne,
analityczne 1 postanalityczne zwigzane z ich zastosowaniem. Szczegoélnie istotny byl mdj
udziat w  przygotowaniu rekomendacji  praktycznych  dotyczacych  wdrazania
mikroprobkowania w monitorowaniu lekow immunosupresyjnych, obejmujacych m.in.
samodzielne pobieranie probek w warunkach domowych, stabilno$§¢ probek, wplyw
hematokrytu, walidacj¢ kliniczng, ocen¢ zgodnosci metod oraz kontrole jakosci. Bylem
odpowiedzialny za przygotowanie kluczowych czesci pierwszej wersji pracy, jej redakcje,
korekte merytoryczng 1 jezykowa, przygotowanie materialdow graficznych oraz udzial
W opracowaniu ostatecznej wersji publikacji.
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4.3. Wstep do opisu osiagniecia naukowego

Cykl publikacji koncentruje si¢ na alternatywnych strategiach pobierania prébek w terapii
monitorowanej st¢zeniem leku w odniesieniu do lekow immunosupresyjnych stosowanych
u pacjentdw po przeszczepieniu narzadéw litych (ang. solid organ transplantation, SOT).
Gléwnag osia cyklu jest przejscie od opracowania koncepcji analitycznych i walidacji metod
opartych na chromatografii cieczowej sprzezonej z tandemowa spektrometrig mas (LC—
MS/MS), poprzez ocen¢ zmiennych przedanalitycznych i ograniczen mikroprobkowania, az
po ich zastosowanie kliniczne w rzeczywistych populacjach pacjentow. Glownym
osiagnieciem naukowym przedstawionego cyklu habilitacyjnego bylo opracowanie,
walidacja i kliniczna ocena zintegrowanego modelu terapeutycznego monitorowania
lekow z wykorzystaniem technik mikroprobkowania, obejmujacego zaréowno aspekty
bioanalityczne, jak i kliniczne oraz organizacyjne.

Przedstawiony cykl publikacji obejmuje trzy komplementarne obszary badawcze, ktore
tacznie tworza spojne osiggniecie naukowe ukierunkowane na rozwoj i kliniczne wdrozenie
nowoczesnych, pacjentocentrycznych strategii terapeutycznego monitorowania lekow:

= Opracowanie oraz walidacja metod LC-MS/MS oznaczania st¢zenia wybranych
analitow z uwzglednieniem technik mikroprobkowania. Obszar ten obejmuje m.in.
oznaczanie cyklosporyny, sirolimusu, ewerolimusu, kwasu mykofenolowego i jego
metabolitu, gancyklowiru oraz kreatyniny w r6znych matrycach biologicznych.

= Kliniczna ocena przydatnosci alternatywnych matryc biologicznych i strategii
pobierania probek w odniesieniu do klasycznych metod terapeutycznego
monitorowania lekéw. Ten zakres obejmuje badania pomostowe (ang. bridging study),
ocen¢ zgodnosci metod, analiz¢ bledu systematycznego, analiz¢ wptywu hematokrytu
oraz stabilno$ci probek, a takze interpretacje wynikOw oznaczen st¢zenia analitow
z mikroprobek w kontek$cie ustalonych zakresow terapeutycznych dla rutynowo
stosowanych w TDM matryc biologicznych.

= Rozw0j pacjentocentrycznego modelu terapeutycznego monitorowania lekow,
obejmujacego mozliwo§¢ samodzielnego pobierania probek przez pacjentow lub
pobierania wspomaganego przez opiekundéw, ograniczenie inwazyjnosci procedur,
decentralizacj¢ badan z =zakresu TDM oraz zastosowanie mikroprobkowania
w dlugoterminowej opiece nad pacjentami po transplantacji.

4.4. Cele pracy

W mojej pracy naukowej skupitem si¢ na opracowaniu, walidacji i zastosowaniu klinicznym
alternatywnych metod pobierania probek w terapii monitorowanej stezeniem leku we krwi.
Szczegbdlng uwage zwrdcitem na leki immunosupresyjne, poniewaz stanowia grupe zwigzkow
o waskim przedziale terapeutycznych stezen, duzej zmiennos$ci farmakokinetycznej oraz
bezposrednim wptywie na skutecznos$¢ leczenia pacjentoéw po przeszczepieniach. Obszarami
moich badan byly leki stosowane w immunosupresji, takie jak cyklosporyna, sirolimus,
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ewerolimus i kwas mykofenolowy, jak rowniez leki przeciwwirusowe stosowane u pacjentow
po transplantacji, gtdéwnie gancyklowir, oraz biomarker funkcji przeszczepionej nerki, ktorym
jest kreatynina. Testowatem rdzne warianty w ramach mikroprébkowania: suche plamy krwi
na bibule (ang. dried blood spots, DBS), suche plamy surowicy na bibule (ang. dried serum
spots, DSS), ilosciowe plamy krwi na bibule (ang. quantitative dried blood spots, qDBS),
ilosciowe/odpowiadajace osoczu suszone plamki na bibule (ang. quantitative plasma spots,
qDPS) oraz mikroprobkowanie objetosciowo-absorpcyjne (ang. volumetric absorptive
microsampling, VAMS). Wspo6lnym elementem tych badan byto zastosowanie nowoczesnych
strategii mikropobierania oraz metod LC-MS/MS, ktére maja na celu wspieranie
indywidualizacji farmakoterapii oraz rozwijanie bardziej dost¢pnego, mniej inwazyjnego
1 skoncentrowanego na pacjencie monitorowania leczenia.

Przeprowadzajac badania w ramach cyklu, okreslilem nastepujace cele badawcze:

1. Opracowanie i zwalidowanie metod LC-MS/MS umozliwiajacych oznaczanie
lekow o waskim indeksie terapeutycznym w mikroprobkach biologicznych, w tym
we krwi wlosniczkowej pobieranej technika VAMS 1 qDBS oraz w wysuszonych
probkach surowicy, osocza lub $liny.

2. Ocenienie, czy alternatywne strategie pobierania probek moga zastapi¢ lub
uzupelni¢ klasyczne pobieranie krwi zylnej w terapeutycznym monitorowaniu
lekéw, poprzez poréwnanie wynikow uzyskanych w mikroprébkach z wynikami
metod referencyjnych we krwi petnej, osoczu lub surowicy.

3. Zweryfikowanie wplywu czynnikow przedanalitycznych na jako$¢ oznaczen,
w szczegolnosci w odniesieniu do: hematokrytu, stabilno$ci analitu w mikroprobkach,
czasu suszenia, warunkow przechowywania i procesowania, sposobu ekstrakcji oraz
rodzaju zastosowanego urzadzenia do mikropobierania.

4. Opracowanie strategii przeliczania wartosci stezenia analitow oznaczonych
w mikroprébkach na warto$ci odpowiadajace matrycom rutynowym, szczegdlnie
gdy interpretacja kliniczna wymaga odniesienia do osocza lub surowicy, jak
w przypadku kwasu mykofenolowego, jego glukuronidu oraz kreatyniny.

5. Przeprowadzenie klinicznej walidacji opracowanych metod w rzeczywistych
populacjach pacjentéw, obejmujacych przede wszystkim pediatrycznych i dorostych
biorcéw przeszczepéw narzadowych, z zastosowaniem analiz regresji, oceny
zgodno$ci metod, bigedu systematycznego oraz kryteriow akceptacji zgodnych
z wytycznymi.

6. Ocenienie praktycznych mozliwosci zastosowania mikroprobkowania w modelu
pacjentocentrycznym, w tym w kontek$cie samodzielnego pobierania probek,
ograniczenia liczby wizyt w osrodku transplantacyjnym oraz poprawy komfortu
pacjentéw i ich opiekunow.

7. Zaproponowanie ram wdrozeniowych i rekomendacji bezpoSrednio
wynikajacych z nabytych doswiadczen dla alternatywnych strategii pobierania
probek w rutynowym TDM, obejmujacych etap optymalizacji metody, walidacje
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bioanalityczna, walidacj¢ kliniczna, kontrole jako$ci, udziat w badaniach biegtosci
oraz interpretacj¢ wynikéw przez zespot kliniczno-laboratoryjny.

4.5.Wstep teoretyczny do tematyki osiagniecia naukowego

Terapia monitorowana stezeniem leku (therapeutic drug monitoring, TDM) stanowi jedno
z podstawowych narzedzi indywidualizacji farmakoterapii. Jej istota jest ilosciowe
oznaczanie st¢zenia leku lub jego aktywnych metabolitow w materiale biologicznym pacjenta,
a nastepnie interpretacja uzyskanego wyniku w odniesieniu do zakresu terapeutycznego, stanu
klinicznego chorego, dawkowania, czasu pobrania probki krwi oraz czynnikéw wptywajacych
na farmakokinetyke leku [1]. TDM znajduje szczegdlne zastosowanie w przypadku lekow
o waskim przedziale terapeutycznych stezen, duzej zmienno$ci mi¢dzyosobniczej
1 wewnatrzosobniczej, istotnym ryzyku toksyczno$ci oraz dobrze udokumentowanej
zalezno$ci migdzy stezeniem leku a skutecznoscia lub bezpieczenstwem terapii. Do tej grupy
naleza miedzy innymi leki immunosupresyjne, wybrane antybiotyki, leki
przeciwpadaczkowe, leki przeciwpsychotyczne, leki przeciwwirusowe oraz wybrane leki
stosowane w onkologii [1-2].

Jednym z najwazniejszych obszaréw zastosowania TDM jest transplantologia kliniczna [3].
U pacjentdw po przeszczepieniu narzadow litych utrzymanie wlasciwej ekspozycji na leki
immunosupresyjne ma bezposrednie znaczenie dla przezycia przeszczepionego narzadu oraz
bezpieczenstwa pacjenta. Zbyt niskie ste¢zenia lekéw (subterapeutyczne) moga prowadzi¢ do
niedostatecznej immunosupresji, rozwoju ostrego lub przewlektego odrzucania oraz utraty
funkcji narzadu przeszczepionego. Z kolei nadmierna ekspozycja (toksyczne st¢zenia leku)
zwigksza ryzyko dzialan toksycznych, wtym nefrotoksycznosci, neurotoksycznosci,
mielosupresji, zaburzen metabolicznych, powiktan infekcyjnych oraz nowotworowych [1-3].
Z tego wzgledu TDM jest integralng czg$cig opieki nad pacjentem transplantacyjnym,
szczeg6lnie w przypadku inhibitorow kalcyneuryny, takich jak takrolimus i cyklosporyna,
inhibitorow mTOR, takich jak sirolimus i ewerolimus, oraz lekoéw antyproliferacyjnych,
w tym aktywnego metabolitu mykofenolanu mofetylu, tj. kwasu mykofenolowego.
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MATERIAL RUTYNOWO STOSOWANY W TERAPEUTCZNYM MONITOROWANIU LEKOW

—

petna krew zylna  osocze surowica ultrafiltrat

ALTERNATYWNY MATERIAL BIOLOGICZNY STOSOWANY W TERAPEUTCZNYM MONITOROWANIU LEKOW

ptyn mézgowo- mleko matki

tzy rdzeniowy

wiosy

mocz

krew wiosniczkowa materiat tkankowy materiat kostny lub

paznokcie (bioptat) maz stawowa

Rycina 1. Materiat biologiczny rutynowo i alternatywnie stosowany w terapeutycznym monitorowaniu st¢zenia
leku we krwi [3-6].

Klasyczne terapeutyczne monitorowanie lekéw opiera si¢ najczesciej na oznaczaniu stezenia
we krwi pelnej, osoczu lub surowicy uzyskanych z probki krwi zylnej (Rycina 1).
W przypadku wigkszo$ci lekow immunosupresyjnych, takich jak takrolimus, cyklosporyna,
sirolimus i ewerolimus, rutynowa matryca pozostaje krew pelna, co wynika z ich istotnej
dystrybucji do elementow morfotycznych krwi, zwtaszcza erytrocytow [3]. Natomiast w
przypadku kwasu mykofenolowego standardowa matryca jest osocze lub surowica, poniewaz
interpretacja kliniczna stezenia tego leku oraz dostgpne zakresy terapeutyczne odnosza si¢
przede wszystkim do tych matryc [3-6]. Odpowiedni dobor materiatu biologicznego stanowi
zatem warunek prawidtowej interpretacji wynikéw TDM, zwlaszcza w sytuacjach, gdy
stezenie leku oznaczane w danej matrycy biologicznej pozostaje w $cistym zwigzku z jego
efektem farmakodynamicznym w miejscu zakazenia, jak ma to miejsce m.in. w przypadku
wybranych antybiotykow [6].

Pomimo ugruntowanej roli klasycznego pobierania krwi zylnej, ta strategia ma istotne
ograniczenia. Pobranie wymaga obecno$ci wykwalifikowanego personelu, odpowiedniego
zaplecza laboratoryjnego lub punktu pobran, transportu probki w okreslonych warunkach oraz
czesto osobistej wizyty pacjenta w o$rodku klinicznym. Problem ten jest szczegoélnie istotny
u dzieci, u ktérych czgste pobieranie krwi wigze si¢ z bdlem, stresem, trudno$ciami
technicznymi oraz ograniczeniem dopuszczalnej objgtosci pobieranego materiatu [6-7].
Podobne ograniczenia dotycza pacjentéw przewlekle leczonych, 0sob starszych, pacjentow
z utrudnionym dostgpem zylnym, chorych mieszkajacych daleko od os$rodkéw
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transplantacyjnych oraz os6b wymagajacych czegstych oznaczen w celu oceny profilu
farmakokinetycznego leku.

W odpowiedzi na te ograniczenia w ostatnich latach dynamicznie rozwijaja si¢ alternatywne
strategie pobierania probek, obejmujace przede wszystkim techniki mikroprébkowania.

Wspdlng cecha jest mozliwo$¢ uzyskania bardzo matej (<50 pL), coraz czesciej Scisle
okreslonej lub kontrolowanej objetosci materiatu biologicznego, najczesciej krwi
wlosniczkowej, pobieranej po naktuciu opuszki palca lub pigty [5-7]. Podstawowy podziat
tych technik opiera si¢ na stopniu kontrolowania objetosci pobieranego materiatu (Rycina 2).
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Rycina 2. Przyktady technik mikroprobkowania oraz ich podstawowa klasyfikacja w oparciu o kontrolg
objetosci pobieranego materiatu [4-8]. (a) Mitra™ (Neoteryx, Trajan); (b) hemaPEN™ (Neoteryx, Trajan); (c)
urzadzenia Capitainer® (Capitainer AB); (d) HemaXis™ DB10 (DBS system SA); (¢) tasso-M20™ (Tasso Inc.).

Klasyczna technika DBS, znana od wielu dekad rowniez jako karty Guthrie, m.in. z badan
przesiewowych noworodkdw, polega na naniesieniu kropli krwi na specjalng karte filtracyjna,
wysuszeniu probki i pdzniejszej analizie wycigtego fragmentu plamki [7]. Mimo licznych
zalet, takich jak prostota, niski koszt i dobra stabilno$¢ wielu analitoéw, technika DBS ma
ograniczenia w analizie iloSciowej. Najwazniejsze z nich to niekontrolowana obj¢tos¢ probki,
niejednorodno$¢ plamki, wpltyw hematokrytu na wielko$¢ i rozklad kropli, efekt
chromatograficzny oraz mozliwos$¢ btedow zwigzanych z wyborem miejsca wyciecia dysku
do analizy (Rycina 3) [7]. Oczywiscie, znanych jest kilka podejs¢, ktore umozliwiaja
estymacje¢ objetosci pobranego materiatu na podstawie metod instrumentalnych opartych na
analizie w podczerwieni, oznaczeniu stezenia hemoglobiny czy jondéw potasu; niemniej
jednak s3 one czesto skomplikowane, pracochtonne 1 nieosiggalne w rutynowych
laboratoriach klinicznych [7-9]. Ograniczenia te sa szczeg6lnie wazne w TDM lekow
o waskim indeksie terapeutycznym, gdzie nawet niewielkie odchylenia wynikow moga mie¢
znaczenie kliniczne.
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Rycina 3. Typowe btedy charakterystyczne dla technik mikroprobkowania [7-9]. Potencjalne problemy typowe
dla wybranych urzagdzen do mikrosamplowania. (a) Suche plamki krwi (DBS), (b) Mitra™, (c) Capitainer®, oraz
(d) HemaXis™. Opis problemow: (Al) warstwowanie probki; (A2) wielokrotne pobieranie probki; (A3)
oddzielenie frakcji osocza (efekt chromatograficzny); (Bl) niezaladowany pusty probnik Mitra™; (B2)
poprawnie pobrana probka; (B3) niepoprawnie zatadowany krwia probnik Mitra™; (B4) przepelniony probnik
Mitra™; (C1) poprawnie pobrana probka; (C2) niezaladowany qDBS; (C3) probki pobrane poprawnie (lewo)
1 niepoprawnie (prawo); (D1, D3, DS5) probka poprawnie zaladowana i wycigta na papierze DBS Whatman
903™; (D2, D4, D6, D7) problemy zwiazane z procesem pobierania probki; (D8) nienapelniony system
kapilarny do celow poréwnawczych. Utworzono w oprogramowaniu graficznym BioRender.

Nowoczesne metody, takie jak VAMS i qDBS, zostaly opracowane, by przezwyciezy¢
wspomniane problemy. VAMS uzywa porowatej koncowki absorpcyjnej, ktéra pobiera
ustalong objetos¢ krwi (zazwyczaj 10, 20 lub 30 pL), co zmniejsza zmienno$¢ wynikow
zwigzanych z objetoscig probki i ulatwia standaryzacj¢ pobrania. gDBS natomiast korzysta
z rozwigzah mikrokapilarnych pozwalajacych na wygenerowanie kontrolowanej plamki krwi
na papierowym nosniku [8-9]. Obie techniki zachowuja wiele zalet tradycyjnego DBS, takich
jak mozliwo$¢ suszenia, przechowywania i transportu probki, a jednoczes$nie zwigkszaja
precyzje pomiarow ilosciowych. W tabeli 1. przedstawiono podsumowanie podejs$é
stosowanych w mikroprébkowaniu.
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informacje regulacyjne roznych technik

mikroprobkowania dostgpnych na rynku. Przygotowano na podstawie publikacji HS.

Nazwa handlowa / Technologia 5 . Status regulacyjny Dostepne
. © Ograniczenia 3 Ly
producent pobierania w wybranych regionach objetosci
Urzadzenia nieobjetosciowe
Whatman 903™, Stosunkowo tarisze i fatwiej dostepne niz urzadzenia al
g i g . Problemy charakterystyczne dla techniki DBS
®
FTA® DMPK-B, DBS cbjeodciowsADobze;znanslurzadseqakszeroko (tj. wplyw hematokrytu, efekt ,wulkanu” IVDR globalnie ND
PerkinElmer 226©, Rl witymiz o i efekty chromatograficzne)
_ Ahlstrom 226® ~ automatyzacj). E i ) S ooy Foa e
™ Niska ochrona przed kontaminacja karty papierowej. M N
HemaSRotiRL s ge Do szesciu réwnowaznych probek z jednego urzadzenia. Urzadzenie nieobjgtosciowe EMA (IVDR) o
Urzadzenia objetosciowe
Mitra™ VAMS Mozliwos¢ kontroli jakosci probki. Ryzyko nadmiermnego napetnienia prébki. EMA (IVDR); FDA (RUO); 10, 20
fatwe do dzielnego pobierania probek. Odzysk oznaczanego analitu zalezy od wartosci HCT.  Kanada (IVDR); Australia (IVDR) i30 pL
Mozliwos¢ kontroli jakosci i objetosci probki. Niska ochrona przed kontaminacja koricéwki
Capitainer® qDBS Wysoki stopier ochrony przed kontaminacja prébki. probkujacej. Krazek probki nalezy usunaé recznie EMA (IVDR); FDA (DC1) 10 lub 50* uL
Dwie prébki z jednego urzadzenia. pesetg przed ekstrakcjg. Bl
Cztery réwnowazne probki z jednego urzadzenia. Petna kontrola jakosci i objetosci probki nie jest
Wysoki stopieri ochrony przed kontaminacja probki mozliwa. Do uzyskania dostepu do wysuszonych . 4 plamki po
hemaPEN™ aDBS {odblokowanie urzadzenia mozliwe wylacie plamek wymagane jest dodatk posazen EMA{(IVDR);t FDA(IVDR) 2,74 L
w laboratorium przy uzyciu specjalnego narzedzia). laboratoryjne.
Pig¢ prébek z jednego urzadzenia. . St
hemaXis™ DB10 qDBS Format karty DBS polaczony z objetosciowym Ogregiczonalochroca’przad kontaminaciy EMA (IVDR); FDA (DC1) 10 pL
. = P Ay Atk A papieru DBS.
pobieraniem prébki. Mozliwosc kontroli jakosci probki.
Mozliwoéé kontroli jakosci probki.
Wysoki stopien ochrony przed kontaminacja probki. o 5 ey T T
Tasso-M20™ VAMS Nakluwacz do pobierania z ramienia jest D°manualne o T ani;’mbk' EMA (CE); FDA (RUO) 4 f;°;"" i
zintegrowany z urzadzeniem do pobierania krwi. 2 Py/PoStpowania; !
Nie jest wymagany osobny etap suszenia.
Urzadzenia objetosciowe z wytwarzaniem osocza in situ
QDBS 7 separacja  Mo#liwosé pobierania prébek typu ,plasmarlike’. Do ia jednej plamki osocza o objetosci
Capitainer SEP10 KGwi Zaawansowana kontrola jakosci prébki i objetosci*. 10 uL wymagane jest co najmniej 70 uL krwi EMA (IVDR); FDA (DC1) 10 pL
S _ Dwie prébki iz jeﬂmgoiuquzenia. = i 7wfj§niczﬁwej. G ity e
. & Slaand " . i Do wygenerowania jednej plamki osocza o objetosci
Mozl bi Obek t WPl -like”.
Mellenenune aDBS{2:separacjy)  {Maiwase!pobieraniaprobertypuraplasma: ke 3 pL wymagane jest co najmniej 25-60 L krwi EMA (RUO); FDA (DC1) 3L

(dawniej Noviplex) krwi Dwie prébki z jednego urzadzenia.

wiosniczkowej.

ND - nie dotyczy; qDBS - ilosciowe suche plamki krwi; DBS — suche plamki krwi; VAMS - objetosciowo absorpcyjne mikropobieranie; IVDR - rozporzadzenie dotyczace wyrobéw

medycznych do diagnostyki in vitro; RUO - wytacznie do celéw badawczych; DC1 — wyréb klasy 1

Szczegdlnie istotnym zagadnieniem w przypadku mikropobierania jest efekt hematokrytu.
Hematokryt wptywa na gesto$¢ 1 lepkos$¢ krwi, migracj¢ probki w materiale no§nikowym,
szybkos$¢ suszenia, rozktad analitu oraz skutecznos$¢ ekstrakeji [7,9]. W klasycznych DBS
efekt ten moze prowadzi¢ do istotnych btedow ilosciowych. Chociaz w technikach
mikroprobkowania objetosciowych jego wptyw na objetos¢ pobrania jest ograniczony, nadal
moze wptywaé na odzysk analitu z probki oraz na efektywnos¢ ekstrakcji. Dlatego kazda

metoda oparta na mikropobieraniu wymaga

indywidualnej oceny wptywu hematokrytu

w zakresie wilasciwym dla danej populacji docelowej. Ma to szczegdlne znaczenie
u pacjentéw pediatrycznych i transplantacyjnych, u ktorych niedokrwisto$¢, przewlekta
choroba nerek, leczenie immunosupresyjne lub stan zapalny moga istotnie wptywaé na

osobnicze warto$ci hematokrytu (Rycina 4) [9]
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Rycina 4. Typowe wartosci hematokrytu obserwowane w populacjach pacjentow oraz ich indywidualna
zmiennos$¢, opracowane na podstawie pracy De Kesel PM et al. [10].
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Drugim kluczowym aspektem jest stabilno$¢ analitu w mikroprobce. Wysuszenie materiatu
biologicznego czgsto zwigksza trwato§¢ wielu zwigzkow w porownaniu z klasycznymi
probkami pltynnymi, co sprzyja transportowi pocztowemu oraz przechowywaniu
w temperaturze pokojowej. Nie dotyczy to jednak wszystkich analitéw w takim samym
stopniu. Stabilno§¢ zalezy od wlasciwosci chemicznych zwigzku, rodzaju matrycy,
zastosowanego urzadzenia, warunkOw suszenia, temperatury, wilgotnosci, dostepu $wiatta
oraz czasu transportu. W przypadku niektorych lekéw lub ich metabolitow mozliwe sa
degradacja, przemiany enzymatyczne albo konwersja metabolitow do wolnych lekoéw, co
moze prowadzi¢ do wynikow falszywie zanizonych lub zawyzonych [6-8].

Z tego wzgledu ocena stabilno$ci w warunkach symulujacych rzeczywiste pobranie,
przechowywanie 1 transport s3 niezb¢ednym elementem walidacji metod mikropobierania.
Wprowadzenie alternatywnych strategii pobierania probek wymaga réwniez odpowiedniej
walidacji bioanalitycznej. Obejmuje ona ocen¢ selektywnosci, liniowosci, doktadnosci,
precyzji, dolnej granicy oznaczalnosci, efektu matrycowego, odzysku, stabilno$ci, efektu
przeniesienia oraz powtarzalnosci oznaczen w probkach rzeczywistych. W przypadku metod
LC-MS/MS szczegblne znaczenie ma dobdr standardu wewngtrznego, optymalizacja
ekstrakcji z mikroprobki oraz ograniczenie supresji lub wzmocnienia jonizacji [11-13]. Po raz
pierwszy w wytycznych ICH M10, zaadaptowanych m.in. przez EMA pojawily si¢ wzmianki
dotyczace odrebnosci procesu walidacji w przypadku technik mikroprobkowania [11].
W analizie lekéw immunosupresyjnych preferowane jest stosowanie wysokoselektywnych
metod chromatograficznych sprz¢zonych z tandemowg spektrometrig mas, poniewaz metody
immunochemiczne moga by¢ podatne na interferencje wynikajace z metabolitéw lub
zwigzkow o podobnej strukturze [14].

Sama walidacja analityczna nie jest jednak wystarczajaca do wdrozenia metody
mikropobierania w praktyce klinicznej. Konieczne jest przeprowadzenie badania
pomostowego (ang. bridging study), ktore pozwala oceni¢ zgodnos¢ wynikoéw uzyskiwanych
z mikroprobek z wynikami uzyskiwanymi z matrycy rutynowej [7-8,13]. Ocena taka nie
powinna opiera¢ si¢ wylacznie na korelacji, poniewaz wysoki wspolczynnik korelacji nie
oznacza automatycznie zgodno$ci metod. Niezbe¢dne sg analizy regresji, takie jak Passinga—
Babloka lub Deminga, ocena btedu systematycznego metoda Blanda—Altmana, analiza granic
zgodnos$ci oraz okreslenie odsetka sparowanych wynikow mieszczacych si¢ w przyjetych
kryteriach akceptacji klinicznej i1 analitycznej (Tabela 2). Dopiero polaczenie walidacji
bioanalitycznej i klinicznej pozwala ocenié, czy dana technika moze zastapic¢ klasyczne
pobieranie krwi czy jedynie ja uzupeknia [8-9].
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Tabela 2. Kryteria akceptacji przyjete w walidacji krzyzowej i klinicznej technik alternatywnych [7-8, 13, 15-

17].

Element oceny
porownawczej

Zalecany rodzaj
analizy (testu)

Kryterium akceptacji

Interpretacja

Moze wskazywac na

Blad systematyczny

Blanda—Altmana

akceptacji klinicznej, najczesciej £15%, a w mniej
restrykcyjnych podejsciach £20%

Wspotczynnik . L e . o
. o - Parametr pomocniczy; wysoka korelacja nie wspotzmienno$¢ wynikow, ale
Korelacja wynikow | korelacji Pearsona lub . . . L . . . .
stanowi samodzielnego kryterium zgodno$ci nie potwierdza zamienno$ci
Spearmana
metod
Zgodnosé . . Nachylenie regresji bliskie 1, a punkt przecigcia Brakhlstotnego blqdu
. Regresja Passinga— s o R S proporcjonalnego i statego
proporcjonalna . bliski 0; 95% CI dla wspotczynnika kierunkowego . ;
. Babloka lub Deminga . . \ mi¢dzy metoda referencyjna
i stala powinien obejmowac 1, a dla wyrazu wolnego 0
a alternatywna
Analiza bledu metoda Sredni biad (bias) powinien miesci¢ si¢ w granicach Pozwala oceni¢, czy metoda

alternatywna systematycznie
zawyza lub zaniza wyniki

Odsetek
sparowanych
wynikow
spetniajacych
kryterium zgodno$ci

Analiza sparowanych
wynikoéw wzgledem
wartosci referencyjnej
lub $redniej obu
pomiaréw

Co najmniej 67% wynikéw powinno miescic si¢
w granicach +20%; w przypadku bardziej
restrykcyjnych zatozen mozna przyjaé¢ £15%

Kryterium praktycznej
zamienno$ci metod w badaniach
pomostowych
(ang. bridging study)

Ocena koncowa
przydatnosci

Laczna interpretacja
wynikow walidacji
bioanalitycznej

Speienie kryteriéw analitycznych oraz brak
klinicznie istotnych odchylen wzgledem matrycy

Pozwala stwierdzi¢, czy technika
alternatywna moze zastapic
metodg klasyczna, czy jedynie ja

klinicznej rutynowej

i klinicznej uzupetniaé

Innym wyzwaniem jest sytuacja, gdy mikroprobka i matryca rutynowa nie sa bezposrednio
porownywalne pod wzgledem stezenia analitdéw. Dotyczy to glownie lekow, dla ktérych
interpretacja kliniczna dokonywana jest na podstawie zdefiniowanych zakresow
terapeutycznych stezenia w osoczu lub surowicy, podczas gdy mikroprobka pochodzi z krwi
petnej wiosniczkowej [7-8]. W takich przypadkach moze by¢ konieczne opracowanie strategii
przeliczeniowej. Moze ona obejmowac uzycie prostego wspotczynnika korekcyjnego, wzoru
zaleznego od hematokrytu lub populacyjnego réwnania konwersji, wyprowadzonego na
podstawie badan prowadzonych w grupie walidacyjnej pacjentow i potwierdzonych
w niezaleznej grupie weryfikacyjnej (Rycina 5) [8]. Przyktadami takich problemoéw sg kwas
mykofenolowy oraz kreatynina, dla ktorych kliniczna interpretacja roOwniez opiera si¢ na
oznaczeniach w surowicy lub osoczu.
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Rycina 5. Strategie konwersji ste¢zonych oznaczonych w mikroprobkach krwi wtosniczkowej do oszacowanych
stezonych w osoczu zylnym. Zestawienie obejmuje podejscia oparte na hematokrycie, parametrach
farmakokinetycznych, wspotczynnikach konwersji oraz modelach regresyjnych. Opracowano na podstawie
wytycznych IATDMCT wedtug Boffel i wsp. [8]. Objasnienia: Col — st¢zenie we krwi zylnej; Ceap — stezenie
we krwi wlosniczkowej; Cpi — stezenie w osoczu zylnym; ECp, — estymowane stezenie w osoczu; Het —
hematokryt; Hcta — hematokryt kalibratorow; Hctingiv — hematokryt probki indywidualnej; fu — frakcja
niezwigzana analitu; p — stosunek st¢zenia we krwinkach czerwonych do stg¢zenia niezwigzanego w osoczu;
Kiberp — wspotczynnik podziatu krwinki czerwone/osocze; MPPE — mediana procentowego btedu predykc;i;
MAPE — mediana bezwzglednego procentowego biedu predykc;i.

Rozwdj mikropobierania wpisuje si¢ w szerszg koncepcj¢ pacjentocentrycznej diagnostyki
laboratoryjnej. Zaktada ona, Ze sposdb pobrania materiatu powinien by¢ dostosowany nie
tylko do wymagan analitycznych, ale rowniez do potrzeb pacjenta, jego wieku, stanu
klinicznego, miejsca zamieszkania, mozliwosci samodzielnego wykonania procedury oraz
czegstotliwo$ci monitorowania [18-21]. W transplantologii ma to szczegodlne znaczenie,
poniewaz pacjenci wymagaja wieloletniej, czesto dozywotniej kontroli farmakoterapii
immunosupresyjnej, a same o$rodki transplantacyjne dziataja w sposob zcentralizowany.
Mozliwo$¢ samodzielnego pobierania probek w domu moze ograniczy¢ liczbe wizyt
w osrodku transplantacyjnym, zmniejszy¢ obcigzenie pacjentdw i ich opiekunow, utatwié
wykonywanie profili farmakokinetycznych oraz poprawi¢ dostgpnos¢ TDM poza duzymi
o$rodkami klinicznymi.

Mikroprobkowanie w warunkach domowych moze rowniez wspiera¢ ocen¢ stopnia
przestrzegania zalecen terapeutycznych (adherence), co jest jednym z istotnych czynnikow
wplywajacych na dlugoterminowe wyniki transplantacji. Nieregularne przyjmowanie lekéw
immunosupresyjnych prowadzi do zwigkszonej zmiennosci stezenia leku, co zwigksza ryzyko
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odrzucenia przeszczepionego narzadu oraz jego utraty. Czestsze, mniej ucigzliwe 1 mozliwe
do wykonania zdalnie oznaczanie st¢zenia lekow moze pozwoli¢ na wczesniejsze wykrycie
probleméw z adherencja oraz na lepsza wspotprace pacjenta z zespotem transplantacyjnym.
Jest to szczegoélnie istotne u miodziezy i miodych dorostych, u ktoérych nieadekwatna
adherencja stanowi istotny problem kliniczny, powigzany z rdéznymi czynnikami
determinujacymi stopien nieprzestrzegania zalecen (Rycina 6) [18-21].
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Rycina 6. Czynniki wptywajace na stopien nieprzestrzegania zalecen terapeutycznych w grupie pacjentow
pediatrycznych po przeszczepieniu narzagdowym [21].

Wdrozenie mikroprobkowania do praktyki wymaga jednak nie tylko opracowania metody
analitycznej, ale rOwniez stworzenia catego systemu organizacyjnego. Obejmuje ono:

e wybodr odpowiedniego urzadzenia,

e przygotowanie instrukcji dla pacjentow,

e szkolenie personelu i opiekunow,

e kontrole jakosci pobranych probek,

e procedury transportu,

e kryteria odrzucenia materialu z powodu btedow przedanalitycznych,
e sposoOb raportowania wynikow,

e udzial laboratorium w zewngtrznych programach kontroli jakosci.

Dopiero taki kompleksowy model pozwala traktowa¢ mikropobieranie jako realne narz¢dzie
kliniczne. Na tym tle przedstawiony przeze mnie cykl publikacji obejmuje pelng Sciezke
translacyjng — od identyfikacji problemu klinicznego, przez opracowanie i walidacj¢ metod
LC-MS/MS, oceng stabilnos$ci, hematokrytu i efektow matrycowych, po poréwnanie
z metodami rutynowymi oraz zastosowanie w rzeczywistych populacjach pacjentow.
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W centrum tych badan stoi pytanie:

Czy alternatywne strategie pobierania probek moga zachowa¢ wymagang jakos¢
analityczna, a jednoczesSnie poprawi¢ dost¢pnos¢, komfort i praktyczna uzytecznos¢
terapeutycznego monitorowania lekow?

Odpowiedz na to pytanie ma znaczenie nie tylko dla bioanalizy i farmakokinetyki, lecz takze
dla organizacji nowoczesnej, zdecentralizowanej opieki nad pacjentem przewlekle leczonym,
zwlaszcza po transplantacji narzagdow.

4.6. Prace w kregu tematycznym osiagniecia habilitacyjnego opublikowane przed uzyskaniem
stopnia doktora

Moje zainteresowania optymalizacjg terapii immunosupresyjnej uksztattowaly si¢ juz na
etapie realizacji pracy magisterskiej, poswieconej farmakodynamicznemu monitorowaniu
kwasu mykofenolowego. Zostaly one nastgpnie rozwini¢te w ramach badan dotyczacych
stosowania lekow towarzyszacych oraz ich potencjalnego wptywu na wyniki terapeutycznego
monitorowania st¢zen lekow immunosupresyjnych (prace D2 i D3). Badania dotyczace
zastosowania alternatywnych strategii probkowania w terapii monitorowanej zostaly przeze
mnie zapoczatkowane podczas realizacji pracy doktorskiej (prace D4 — D6). W tym okresie
opracowalem referencyjna metod¢ oznaczania takrolimusu w petnej krwi zylnej, zgodna
z wytycznymi IATDMCT oraz ICH M10 w zakresie walidacji metod bioanalitycznych
[12,22]. Doswiadczenia zdobyte podczas opracowania i walidacji tej metody stanowity
podstawe do opracowania oraz klinicznego zastosowania kolejnej procedury analitycznej,
ograniczonej juz do mikroprobkowania objetosciowo-absorpcyjnego. Metoda ta spehnita
wszystkie przyjete kryteria akceptacji i do chwili obecnej jest stosowana zaréwno
w rutynowej diagnostyce pacjentdw, jak i w oznaczeniach wykonywanych w ramach
dziatalnosci naukowej (projekt GP6). Co wigcej, metoda ta pozytywnie przechodzi
sprawdziany biegtosci laboratoridow w zakresie oznaczania st¢zenia takrolimusu. Wyniki tych
badan zostaly przedstawione w pracy oryginalnej [D5].

Pozytywne opinie pacjentow dotyczace sposobu pobierania probki, a takze mozliwosé
wykonania tej procedury zdalnie, w warunkach domowych i samodzielnie przez pacjenta lub
jego opiekuna, zachgcily mnie do opracowania kolejnej metody, tym razem shuzacej
oznaczaniu kwasu mykofenolowego — leku stanowigcego integralny element wickszosci
schematoéw immunosupresyjnych, stosowanego jako prolek, tj. mykofenolan mofetylu, lub
jako s6l sodowa, tj. mykofenolan sodu. Podobnie jak w przypadku wczesniejszych badan,
opracowatem referencyjng metode LC-MS/MS oznaczania kwasu mykofenolowego
w osoczu 1 surowicy. Nastepnie podjatem si¢ opracowania metody oznaczania tego leku we
krwi wtoéniczkowej pobranej za pomoca systemu Mitra™ (wyniki opublikowane w pracy
D6).

W przypadku kwasu mykofenolowego sama metodyka analityczna oraz czuto$¢ oznaczenia
nie stanowity zasadniczego ograniczenia, ze wzgledu na stosunkowo wysokie st¢zenia leku
obserwowane w stanie stacjonarnym, oznaczane jako st¢zenie minimalne przed podaniem
porannej dawki. Kluczowym wyzwaniem bylo natomiast opracowanie wiarygodnej metody
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przeliczania stezenia oznaczonego we krwi wlosniczkowej na stezenie estymowane w 0soczu,
poniewaz dostgpne zakresy terapeutyczne kwasu mykofenolowego odnosza si¢ do osocza lub
surowicy. W tym celu zastosowalem dwa podejscia: pierwsze, powszechnie opisywane
w literaturze, oparte na pomiarze hematokrytu oraz drugie, bardziej ztozone, polegajace na
wyprowadzeniu populacyjnego réwnania przeliczeniowego. Najpierw opracowatem
wspotczynnik konwersji na podstawie analizy regresji Passing—Babloka, a nastepnie
przeprowadzitem jego walidacje¢ kliniczng. Warto podkresli¢, Ze w momencie publikacji
byla to pierwsza praca w Swiatowej literaturze dotyczaca zastosowania techniki
mikroprobkowania objetosciowo-absorpcyjnego u dzieci w celu oznaczania kwasu
mykofenolowego. Ponadto po raz pierwszy zaprezentowano udany wspolczynnik
przeliczeniowy, ktory spelnil wszystkie kryteria akceptacji walidacji klinicznej zarowno
w grupie badanej, jak i w grupie weryfikacyjnej [9, 23-24].

Metoda ta, po wprowadzeniu modyfikacji obejmujacych ilosciowy pomiar metabolitu, zostata
wykorzystana w czesci pracy habilitacyjnej [H6]. Opracowana procedura zostanie réwniez
zastosowana w projekcie wewnetrznym GP10, realizowanym w Instytucie ,,Pomnik-Centrum
Zdrowia Dziecka” w Warszawie. W tym projekcie planowana jest weryfikacja wspotczynnika
konwersji st¢zenia wlo$niczkowego na estymowane stezenie osoczowe, poniewaz populacja
docelowa beda dzieci z zespotem nerczycowym, leczone mykofenolanem mofetylu.

4.7.0mowienie prac wchodzacych w sklad cyklu habilitacyjnego

Dos$wiadczenia zdobyte podczas realizacji pracy doktorskiej, a takze zainteresowanie lekarzy,
pacjentéw pediatrycznych 1 ich opiekundéw alternatywnymi strategiami pobierania probek
wyznaczyly dalszy kierunek mojej dziatalno$ci naukowej. Po uzyskaniu stopnia doktora
rozszerzylem pierwotny obszar badan nad mikroprobkowaniem w TDM takrolimusu
i MPA na kolejne klasy analitow, w tym inhibitory kalcyneuryny, inhibitory mTOR, leki
przeciwwirusowe oraz biomarkery funkcji nerek. Pozwolilo to przejs¢ od pojedynczych
metod analitycznych do spojnego modelu walidacji oraz klinicznego wdrazania
alternatywnych strategii pobierania probek.

Praca oryginalna H1: Kocur A.”, Kot B., Moczulski M., Czajkowska A., Rubik J.,
Sierakowski M., Pawinski T. A novel approach to therapeutic drug monitoring of

Ciclosporin in pediatric renal transplant recipients using volumetric absorptive
microsampling (VAMS) - Teaching old dog new tricks. Clinica Chimica Acta, 2024, tom
562, 1-11. https://doi.org/10.1016/j.cca.2024.119877.

Cyklosporyna A (CsA) jest cyklicznym polipeptydem, inhibitorem kalcyneuryny. Chociaz
w wielu schematach immunosupresji, zarowno u dzieci, jak i u dorostych po przeszczepieniu
narzadow, jest coraz czeSciej zastgpowana przez takrolimus, ten lek nadal odgrywa wazna
role w terapii w wybranych przypadkach klinicznych. CsA moze by¢ stosowana de novo
u pacjentow, u ktorych takrolimus jest przeciwwskazany lub mniej korzystny, na przyktad
w przypadku padaczki lekoopornej albo cukrzycy, a takze w ramach konwersji leczenia
w przypadku wystgpienia nasilonych dziatan niepozadanych takrolimusu, takich jak
neurotoksyczno$¢, trombocytopenia czy mikroangiopatia [25].
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W pracy H1 wiaczonej do prezentowanego cyklu habilitacyjnego przedstawitem podejscie do
monitorowania st¢zenia CsA w zakresie kalibracyjnym 1-2000 ng/mL zar6wno w probkach
krwi pelnej (metoda referencyjna), jak i w mikroprobkach krwi wlosniczkowej pobranych za
pomoca systemu mikroprobkowania objetosciowo-absorpcyjnego Mitra™  (metoda
alternatywna). Rutynowo stezenie CsA oznaczane jest w probkach pobranych bezposrednio
przed kolejng dawka leku, czyli jako st¢zenie minimalne w stanie stacjonarnym (Co). W cze$ci
zalecen oraz publikacji klinicznych wskazuje si¢ jednak rdwniez na mozliwo$¢ oznaczania
stezenia cyklosporyny w punkcie C, tj. okoto 2 godzin po podaniu dawki leku. Wynika to
z faktu, ze C> moze lepiej odzwierciedla¢ faze wchtaniania leku i korelowaé z ekspozycja
ogolnoustrojowa, szczegdlnie z polem pod krzywa stezenie—czas w poczatkowym okresie po
podaniu dawki [3,25]. Parametr ten bywa zatem wykorzystywany jako dodatkowe narzedzie
optymalizacji dawkowania cyklosporyny, zwtaszcza w sytuacjach, w ktorych samo Co moze
nie odzwierciedla¢ w peitni zmienno$ci ekspozycji pacjenta na lek. W pracy H1 probki
w punkcie C; nie byly pobierane, poniewaz w o$rodku transplantacyjnym wspotpracujacym
przy badaniu standardem monitorowania cyklosporyny byto oznaczanie minimalnego
stezenia Co. Niemniej jednak metody zwalidowatem w zakresie obejmujacym przewidywane
stezenia w punkcie Ca, co przektada si¢ na potencjalng uniwersalno$¢ ich zastosowania.

W  ramach pracy opracowatem 1 zwalidowalem dwie metody oznaczania CsA
z zastosowaniem chromatografii cieczowej sprz¢zonej z tandemowa spektrometria mas
(LC-MS/MS): metode referencyjng dla krwi petnej oraz metode alternatywna dla probek krwi
wlo$niczkowej pobranej systemem Mitra™. Ze wzgledu na charakter mikroprébek — jest to
wysuszona krew wlosniczkowa — dokonano rekonstytucji matrycy woda. Dla obydwu matryc
ekstrakcje CsA przeprowadzono z wykorzystaniem roztworu precypitacyjnego zawierajacego
0,IM CuSOg4 oraz ACN (1:1, v/v). Takie podejscie zapewnito zadowalajacy odzysk analitu,
odpowiednie oczyszczenie probki analizowanej w systemie LC-MS/MS oraz skuteczng
kompensacje efektow matrycowych. Co ciekawe, inkubacja probki w temperaturze —40 °C,
przez 10 minut po ekstrakcji i wytracaniu biatka znacznie poprawita stopien odzysku analitu
oraz stopien oczyszczenia probki. Schematyczne protokoty przygotowania probek do analizy
przedstawiono na rycinie 7.

Protokét metody WB-LC-MS/MS
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f . Mieszanie na wiréwce typu vortex, i 0w 5O .
Przygotowanie 50 uL Dodanie 5 pL roztworu 5 ¢ Wirowanie w -5°C przez 5 min
prébki krwi peinej pacjenta 1S do probki Ii(:;qamelsol uol.raczzyéségjﬂody w celu przy 2138 g. Slé%eza?;:l
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Protokét metody VAMS-LC-MS/MS
1S:ASC
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Ekstrakcja prébki VAMS z uzyciem Dodanie do ekstraktu Mieszanie na wiréwce typu vortex, Wirowanie w -5°C przez 5 min
150 pL czystej wody, wytrzasanie 5 L mieszaniny IS dodanie 150 pL mieszaniny przy 2138 g. Supernatant
przez 30 min, a nastepnie stracajacej (0,1 M CuSO4:ACN, wstrzykiwano do uktadu
sonikacja (5 min.) 1:1, viv) LC-MS/MS
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Rycina 7. Protokoty przygotowania probek krwi pelnej i Mitra™ do analizy LC-MS/MS w celu oznaczenia
cyklosporyny A.

Obie metody zwalidowano w zakresie kalibracyjnym 1-2000 ng/mL, uzyskujac odpowiednia
czulo$é, selektywnos$¢, liniowo$é, precyzje, doktadnos$¢ oraz stabilno$¢ analitu. Szczegolne
znaczenie miato wykazanie, ze metoda VAMS spelnia wymagania bioanalityczne zgodne
z wytycznymi EMA oraz zaleceniami IATDMCT dotyczacymi oznaczania lekéw
immunosupresyjnych [3,11,13]. Zastosowanie probnikow o objetosci 10 L. oznaczato okoto
120-krotne zmniejszenie objetosci probki w poréwnaniu z probka krwi zylnej rutynowo
pobierang w o$rodku transplantacyjnym o objetosci 1,2 ml. Tak znaczne ograniczenie
objetosci pobieranego materialu ma szczegodlne znaczenie w populacji pediatrycznej ze
wzgledow klinicznych, etycznych i praktycznych.

Istotnym elementem pracy byto rowniez wykazanie, ze askomycyna (jako strukturalny analog
makrolidowych lekow immunosupresyjnych), zastosowana jako standard wewngtrzny,
zapewnila korzystniejsze wyniki walidacyjne niz znakowany izotopowo analog
cyklosporyny, CsA-ds. Prawdopodobnie wynikalo to z ograniczonej czystosci izotopowe;j
deuterowanego analogu, ktéorym dysponowatem na etapie opracowywania metody.
Dodatkowo wykazalem, ze komercyjnie dost¢pne materiaty kontroli jako$ci w postaci lizatow
petnej krwi moga zosta¢ z powodzeniem zastosowane w codziennej pracy laboratorium, co
zwigksza praktyczng uzyteczno$¢ opracowanej procedury.

Wazng cze¢scia publikacji byla ocena przydatnosci metody w materiale klinicznym. Badaniem
objeto 20 pediatrycznych pacjentdw po przeszczepieniu nerki, od ktérych pobrano probki
krwi pelnej oraz krwi wtosniczkowej (Mitra™-VAMS). Lacznie wykonatem 180 oznaczen
z zastosowaniem trzech podej$¢ analitycznych: opracowanej metody WB-LC-MS/MS,
opracowanej metody VAMS-LC-MS/MS oraz rutynowo stosowanej komercyjnej metody
immunochemicznej ACMIA (metoda immunochemiczna z przeciwcialami sprzezonymi
z czastkami magnetycznymi, ang. antibody-conjugated magnetic immunoassay). Srednie
stezenie cyklosporyny oznaczone metoda WB-LC—MS/MS wynosito 139,99 + 95,26 ng/mL,
metoda VAMS-LC-MS/MS 140,17 + 102,24 ng/mL, natomiast metodga ACMIA 145,30 +
103,73 ng/mL. Poréwnanie wynikéw wykazato bardzo dobra zgodno$¢ migdzy metoda
referencyjng LC-MS/MS we krwi petnej a metoda VAMS-LC-MS/MS. Analiza regresji
Passinga—Babloka potwierdzita wymienno$¢ obu metod, zgodnie z réwnaniem: VAMScsa =
0,98 X WBcsa — 1,16; przy wysokim wspotczynniku korelacji r = 0,99 (p < 0,0001; 95% CI:
0,964-0,998). Analiza Blanda—Altmana wykazata niski §redni blad systematyczny wynoszacy
—1,68% (95% CI: —5,14 do 1,78%), a 100% porownywanych prébek speiniato kryteria
akceptacji EMA oraz IATDMCT (odpowiednio: <20% oraz <15%)).

Dodatkowo przeprowadzilem poréwnanie z rutynowo stosowang metoda immunochemiczng
ACMIA. Dla sparowanych wynikéw relacji ACMIA versus WB-LC-MS/MS $redni btad
(bias) wynosit —3,96% (95% CI: =7,29 do —0,65%), natomiast dla relacji ACMIA versus
VAMS-LC-MS/MS —-1,68% (95% CI: —=5,15 do 1,78%). Mimo ze analiza regresji Passinga-
Babloka wykazata brak pelnej rownowaznosci metod immunochemicznych
i chromatograficznych, ponad 67% wynikow miescito si¢ w granicach +£15%, spetniajac
kryteria EMA oraz IATDMCT dla poréwnan mi¢dzy metodami. Wykazano rowniez wysoka
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korelacje pomigdzy ACMIA a WB-LC-MS/MS (r = 0,964; 95% CI: 0,939-0,979) oraz
pomiedzy ACMIA a VAMS-LC-MS/MS (r = 0,952; 95% CI: 0,919-0,971).

Na szczegdlne podkreslenie zashuguje fakt, ze opracowana metoda zostata dodatkowo
zweryfikowana w ramach mi¢dzynarodowego programu kontroli jako$ci (ang. international
proficiency testing, IPT) w zakresie oznaczania cyklosporyny. Wykazano wysoka zgodno$¢
wynikow uzyskanych metoda VAMS-LC-MS/MS z wynikami referencyjnymi, co znacznie
podnosi wiarygodno$¢ opracowanej procedury i potwierdza zasadno$¢ jej wdrozenia
w rutynowej diagnostyce laboratoryjnej. Jest to istotne, poniewaz sama walidacja analityczna
nie zawsze wystarcza do potwierdzenia przydatno$ci metody w praktyce klinicznej, natomiast
udzial w zewngtrznym systemie kontroli jakosci stanowi dodatkowy poziom standaryzacji
oraz obiektywnej oceny jakosci oznaczen.

Ograniczeniem badania byto wlaczenie sparowanych probek pochodzacych od 20 pacjentow,
pobieranych w réznych punktach obserwacji klinicznej. Nalezy jednak podkresli¢, ze laczna
liczba sparowanych wynikéw byta wystarczajaca do przeprowadzenia oceny klinicznej
zgodno$ci metod, a uzyskane wyniki spetnily przyjete kryteria akceptacji w pordwnaniu
metody alternatywnej z metoda referencyjng. Ponadto zastosowanie zaréwno analizy
korelacyjnej, jak i analizy zgodnosci, a takze potwierdzenie jako$ci oznaczen w zewnetrznym
programie IPT, znaczaco podnosza wiarygodno$¢ uzyskanych wnioskow.

Podobnie jak metody opracowane przeze mnie w trakcie realizacji pracy doktorskiej, metoda
oznaczania cyklosporyny A w probkach krwi wlosniczkowej pobieranej za pomoca systemu
VAMS jest obecnie wykorzystywana w terapii monitorowanej pacjentOw po przeszczepieniu
nerki i watroby leczonych w IP-CZD w Warszawie, w tym w ramach kierowanego przeze
mnie projektu VAMS-LTX (projekt GP6).

Praca H1 stanowi zatem wazny element mojego cyklu habilitacyjnego, poniewaz
dokumentuje przejécie od opracowania i walidacji metody bioanalitycznej do jej zastosowania
klinicznego oraz potwierdza mozliwo$¢ wdrozenia mikroprébkowania objetosciowo-
absorpcyjnego dla cyklosporyny A jako realnej alternatywy dla klasycznego pobierania krwi
zylnej w terapeutycznym monitorowaniu lekéw immunosupresyjnych u pacjentow
pediatrycznych. Na moment publikacji pracy H1 bylo to pierwsze badanie oceniajace
zastosowanie VAMS w terapeutycznym monitorowaniu cyklosporyny u pediatrycznych
biorcow przeszczepu nerki, co podkresla oryginalny wklad pracy w rozwoj
pacjentocentrycznego TDM lekow immunosupresyjnych.

Praca oryginalna H2: Kocur A.™, Czajkowska A., Rebis K., Rubik J., Moczulski M., Kot
B., Sierakowski M., Pawinski T. Personalization of pharmacotherapy with sirolimus based
on volumetric absorptive microsampling (VAMS) in pediatric renal transplant recipients-

from LC-MS/MS method validation to clinical application. Pharmacological Reports,
2024, tom 76, nr 6, str.: 1443-1455. https://doi.org/10.1007/s43440-024-00663-9.

Naturalng  kontynuacja prowadzonych badan bylo rozszerzenie zastosowania
mikroprobkowania objetosciowo-absorpcyjnego na kolejny lek immunosupresyjny
wymagajacy terapeutycznego monitorowania stgzenia — sirolimus (rapamycyna). Wyniki
tych badan zostaly przedstawione w pracy H2 wiaczonej do skladu osiggniecia

27



Zatgcznik nr 3 do wniosku o wszczecie postgpowania habilitacyjnego z dnia 01.06.2026 r.
dr n. med. i n. o zdr. Arkadiusz Jan Kocur

habilitacyjnego. Praca ta wpisuje si¢ bezposrednio w gtowny nurt mojego cyklu
habilitacyjnego, poniewaz dotyczy opracowania, walidacji oraz klinicznego zastosowania
metody LC-MS/MS umozliwiajacej oznaczanie leku immunosupresyjnego w mikroprobkach
krwi wlo$niczkowej u dzieci po transplantacji nerki.

Sirolimus (rapamycyna) jest inhibitorem szlaku mTOR stosowanym w immunosupresji po
transplantacji narzadow, w tym u biorcow przeszczepu nerki. Ze wzgledu na waski indeks
terapeutyczny, duza zmienno$¢ migdzyosobnicza i wewnatrzosobniczag parametrow
farmakokinetycznych oraz ryzyko powaznych konsekwencji klinicznych zaréwno
niedostatecznej, jak i nadmiernej ekspozycji, lek ten wymaga indywidualizacji dawkowania
na podstawie terapeutycznego monitorowania st¢zenia [3]. Rutynowo sirolimus
monitorowany jest poprzez oznaczanie ste¢zenia minimalnego Co we krwi pelnej, a typowy
zakres stezen obserwowany w praktyce klinicznej wynosi okoto 3-20 ng/mL, w zalezno$ci
od rodzaju przeszczepionego narzadu [3, 26]. Sirolimus wykazuje bardzo wysokie
powinowactwo do elementéw morfotycznych krwi, przede wszystkim erytrocytow (>95%),
dlatego petna krew pozostaje wilasciwa matrycg referencyjng do jego oznaczania.
Jednoczesnie w populacji pediatrycznej szczegdlnie istotne jest ograniczenie objetosci
pobieranej krwi oraz uproszczenie procedury przedanalitycznej, co uzasadnia zastosowanie
technik mikroprobkowania, takich jak VAMS [3,8].

W pracy H2 opracowatem i zwalidowalem dwie metody oznaczania sirolimusu
z zastosowaniem LC-MS/MS: metodg referencyjng dla probek krwi pelnej oraz metode
alternatywna dla mikroprobek krwi wtosniczkowej pobieranych za pomoca systemu VAMS-
Mitra™ o objetosci 10 pL.

W odréznieniu od pracy H1, w ktorej dla probek VAMS zastosowano prostsza procedure
przygotowania, w pracy H2 konieczna byta dalsza optymalizacja ekstrakcji ze wzgledu na
nizsze stezenia terapeutyczne sirolimusu. Przygotowanie probek krwi pelnej oparto na
hemolizie indukowanej wodg oraz precypitacji biatek w mieszaninie 0,1 M CuSOs: ACN
w stosunku 1:1 (v/v). Natomiast w przypadku probek VAMS zastosowalem bardziej
zaawansowang procedur¢ obejmujaca ekstrakcje analitu z koncowki VAMS woda,
wspomagang sonikacja 1 wytrzasaniem, a nastgpnie oczyszczanie i zatg¢zanie probki
z wykorzystaniem dyspersyjnej mikroekstrakcji ciecz—ciecz (DLLME) z uzyciem mieszaniny
eteru tert-butylo-metylowego i ACN. DLLME jest nowoczesng technika mikroekstrakcyjna
oparta na szybkim rozproszeniu niewielkiej objgtosci rozpuszczalnika ekstrahujacego
w probee cieklej, co umozliwia efektywne zate¢zenie analitu oraz popraw¢ odzysku przy
jednoczesnym ograniczeniu zuzycia rozpuszczalnikow organicznych i obje¢tosci materiatu
biologicznego. W przypadku prébek VAMS bylo to pierwsze przedstawione
w literaturze rozwigzanie metodyczne dla matrycy tego typu i pozwolilo uzyskaé
odpowiednia czulos¢ metody przy bardzo malej objetosci materialu biologicznego.

Obie metody zostaly zwalidowane zgodnie z wytycznymi EMA, FDA oraz zaleceniami
IATDMCT dotyczacymi oznaczania lekow immunosupresyjnych [12-14]. Zakres
kalibracyjny metody obejmowal 0,25-60 ng/mL, co pozwalatlo na oznaczanie sirolimusu
zarowno w typowych stezeniach terapeutycznych, jak i w probkach o bardzo niskim lub
podwyzszonym stezeniu leku. Granica wykrywalnos$ci dla obu metod wynosita 0,10 ng/mL,
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co potwierdza wysoka czuto§¢ opracowanych procedur. Podobnie jak w pracy H1, szczeg6lng
uwage poswiecitem doborowi standardu wewngtrznego. Poréwnywano zastosowanie trzech
podejs¢ w odniesieniu do zastosowanego standardu wewnetrznego: analogu strukturalnego
(temsirolimus), standardu niepowigzanego strukturalnie w sposob $cisty (askomycyna) oraz
analogu znakowanego izotopowo (ds-sirolimus). Pomimo zblizonych wynikéw
walidacyjnych uzyskanych w metodzie opartej na krwi petnej dla dwoch ostatnich standardow
wewnetrznych, do walidacji metody VAMS-LC-MS/MS wybrano askomycyne, ktora
zapewniatla odpowiednia kompensacje efektow matrycowych, dobrg stabilno$¢ oraz
korzystny profil uzytkowy w rutynowej pracy laboratoryjnej ze wzgledu na stosunkowo niski
koszt. Miato to znaczenie praktyczne, poniewaz metoda miata nie tylko spetniaé kryteria
okreslone w odpowiednich wytycznych, ale réwniez by¢ mozliwa do wdrozenia w realnych
warunkach laboratorium TDM.

Metoda VAMS-LC-MS/MS spehita wszystkie kryteria akceptacji pod wzgledem
doktadno$ci i precyzji. Dla oznaczen wewnatrzdziennych (w tym przypadku rowniez
wewnatrzseryjnych) doktadno$¢ wynosita od 98,51% do 102,82%, a nieprecyzyjnos¢ od
1,88% do 7,08%. Dla oznaczeh mig¢dzydniowych (w tym przypadku réwniez
mig¢dzyseryjnych) doktadno$¢ miescita si¢ w zakresie 96,20—-101,12%, a nieprecyzyjnos¢
wynosita 1,56-4,54%. Wyniki te potwierdzily wysoka powtarzalno$¢ i odtwarzalnosé
metody, takze przy najnizszych poziomach kontroli jako$ci. Nie stwierdzono istotnego efektu
przeniesienia: dla sirolimusu w metodzie VAMS-LC-MS/MS wynosit on 0,522 + 0,091%,
adla askomycyny 0,093 + 0,071%. Analogicznie, w metodzie WB-LC-MS/MS efekt
przeniesienia rowniez byl nieistotny i wynosit 0,643 + 0,120% dla sirolimusu.

Waznym elementem pracy byta rowniez ocena efektu matrycowego, odzysku oraz wydajnosci
procesu przygotowania probki. W przypadku metody VAMS-LC-MS/MS odzysk
bezwzgledny sirolimusu dla poziomu LQC wynoszacego 0,35 ng/mL wynosit 74,21 + 3,01%,
a dla poziomu HQC wynoszacego 45 ng/mL— 75,11 + 4,12%. Wartos$ci wspdlczynnika
matrycowego znormalizowanego wzgledem standardu wewnetrznego byty bliskie 100%, co
potwierdzato skuteczng kompensacje efektow matrycowych przez askomycyng. Dla LQC
wspotczynnik ten wynosit 101,36 = 11,01%, natomiast dla HQC 99,02 + 6,33%. Dane te
wskazuja, ze mimo niewielkiej objetosci probki oraz koniecznosci ekstrakcji analitu
z materialu wysuszonego na koncowce VAMS, opracowana procedura zapewniala stabilne
1 wiarygodne wyniki ilo§ciowe.

Szczegdlnie istotna byta ocena wplywu hematokrytu, poniewaz zmienno$¢ hematokrytu jest
jednym z gtdéwnych potencjalnych ograniczen technik opartych na wysuszonej krwi. Efekt
hematokrytowy oceniono na trzech poziomach hematokrytu: 0,24, 0,43 1 0,64, oraz dla dwéch
poziomdw kontroli jakosci. Dla LQC odzysk wynosit odpowiednio 96,78 + 3,23%, 101,11 +
1,41% oraz 103,45 £+ 1,06%, natomiast dla HQC odpowiednio 98,98 + 4,06%, 100,87 +2,03%
oraz 98,96 + 1,98%. Ponadto w cz¢$ci klinicznej nie wykazano istotnej zaleznosci pomigdzy
réznicami stgzenia sirolimusu oznaczonych w probkach krwi pelnej i VAMS a osobniczymi
warto$ciami hematokrytu pacjentow. Wspotczynnik korelacji Spearmana wynosit 0,2740,
przy p = 0,0621, co wskazuje na brak istotnego klinicznie wptywu hematokrytu na wynik
oznaczenia.
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Przeprowadzono réwniez ocen¢ stabilnosci sirolimusu w mikroprobkach VAMS oraz
w przetworzonych probkach do analiz LC-MS/MS. Probki przechowywane w autosamplerze
w temperaturze 5°C zachowywaly odpowiednig stabilno$¢ przez 7 dni. Dla poziomu LQC
stabilno$¢ po 7 dniach wynosila 86,49%, natomiast dla HQC 97,17%, co miescito si¢
w przyjetych kryteriach akceptacji. W badaniu dlugoterminowym wykazano, ze probki
VAMS po pobraniu pozostawaty stabilne przez miesigc w temperaturze —20°C,
w temperaturze pokojowej w ciemnos$ci oraz w temperaturze 4°C, osiggajac odpowiednio
98,43 + 1,33%, 90,15 + 1,67% oraz 95,33 £+ 2,01%. Stabilno§¢ w temperaturze 60°C byta
akceptowalna jedynie przez 3 dni, co wskazuje na konieczno$¢ kontrolowania ewentualnych
skrajnych warunkow transportu w przypadku potencjalnego wdrozenia pobierania probek
w warunkach domowych.

Opracowane metody zostaly nast¢pnie zastosowane klinicznie u 25 pediatrycznych pacjentow
po przeszczepieniu nerki, leczonych sirolimusem w ramach zindywidualizowanego schematu
immunosupresyjnego. Lacznie pobrano i oznaczono 140 prébek: 70 probek krwi pelnej oraz
70 probek VAMS. Sredni wiek pacjentoéw wynosit 13,46 + 2,99 lat, a srednia dawka dobowa
sirolimusu wynosita 3,54 + 0,50 mg. Wszystkie probki pobierano przed pierwsza dawka
dobowa leku, co odpowiadato oznaczaniu minimalnego stgzenia Co. Srednie stezenie
sirolimusu oznaczone metoda WB-LC-MS/MS wynosito 7,11 + 4,26 ng/mL (w zakresie
0,32-22,98 ng/mL), natomiast metoda VAMS-LC-MS/MS 7,33 + 4,41 ng/mL (w zakresie
0,32-25,42 ng/mL).

Ocena zgodnos$ci metod wykazata bardzo dobrg rownowazno$¢ miedzy metoda referencyjna
WB-LC-MS/MS a metoda VAMS-LC-MS/MS. W analizie regresji Passinga—Babloka
uzyskano rownanie SIRvams = 1,01(SIRws) + 0,18, przy czym przedziat ufnosci dla wyrazu
wolnego obejmowat 0, a dla nachylenia byl bliski 1. Oznacza to brak istotnego bledu statego
i proporcjonalnego. Sredni btad systematyczny w analizie Blanda—Altmana wynosit —3,30%.
Kryteria EMA, tj. blad ponizej 20%, spetnity 89,33% sparowanych probek, natomiast kryteria
IATDMCT, tj. blad ponizej 15%, spehity 76,00% sparowanych probek. Uzyskano rowniez
bardzo wysoka zgodno$¢ korelacyjng migdzy metodami: wspotczynnik korelacji Pearsona
wynosit R?=0,9892, wspolczynnik korelacji rang Spearmana wynosit 0,9820, a wspotczynnik
korelacji wewnatrzklasowej wynosit 0,9893.

Dodatkowa wartosciag pracy H2 byta ocena metod w ramach wstepnych rund zewnetrznego
programu kontroli jako$ci LGC — wyniki przedstawiono w materiale uzupetniajagcym do pracy
H2. Zaré6wno metoda WB-LC-MS/MS, jak i VAMS-LC-MS/MS uzyskaty akceptowalne
wyniki, co potwierdzito ich poprawnos¢ nie tylko w warunkach walidacji wewngtrznej, ale
rébwniez w ramach niezaleznej oceny jako$ci zewngtrznej. Jest to szczegdlnie wazne
w konteks$cie potencjalnego rutynowego stosowania metody w laboratorium terapeutycznego
monitorowania lekow, gdzie walidacja analityczna powinna by¢ uzupetniona o systematyczny
udzial w badaniach biegtosci.

Praca H2 dokumentuje pelna droge translacyjna — od identyfikacji problemu
klinicznego i opracowania strategii analitycznej, poprzez walidacj¢ bioanalityczna
i badania pomostowe, az do oceny uzyteczno$ci klinicznej w rzeczywistej populacji
pediatrycznych biorcéw przeszczepu nerki. W poréwnaniu z klasycznym pobieraniem krwi
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zylnej opracowana metoda znaczaco ogranicza objetos¢ pobieranego materiatu, zachowujac
jednoczesnie rownowazno$¢ kliniczng z metoda referencyjng LC-MS/MS we krwi pelne;.
Wyniki tej pracy potwierdzaja, ze mikroprobkowanie objg¢tosciowo-absorpcyjne moze by¢
skutecznie wykorzystane nie tylko do monitorowania inhibitorow kalcyneuryny, takich jak
takrolimus i cyklosporyna, ale rowniez inhibitorow mTOR, takich jak sirolimus.

Praca oryginalna H3: Kocur A.”, Czajkowska A., Moczulski M., Kot B., Rubik J.,
Pawinski T. Assessment of Dried Serum Spots (DSS) and Volumetric-Absorptive
Microsampling (VAMS) Techniques in Therapeutic Drug Monitoring of (Val)Ganciclovir-
Comparative Study in Analytical and Clinical Practice. International Journal of Molecular
Sciences, 2024, tom 25, nr 16, str.: 1-17. https://doi.org/10.3390/ijms25168760.

Kolejnym etapem moich badan nad alternatywnymi strategiami probkowania
w monitorowaniu lekow byly prace, ktorych wyniki przedstawitem w publikacji H3. Artykut
ten poszerza zakres mojego cyklu habilitacyjnego poza klasyczne leki immunosupresyjne
1 dotyczy monitorowania farmakoterapii przeciwwirusowej u pacjentow pediatrycznych po
transplantacji narzadow, zwlaszcza w kontekScie leczenia 1 profilaktyki zakazen
cytomegalowirusem (CMV).

Gancyklowir (GCV) oraz jego prolek, walgancyklowir ((V)GCV), stanowig podstawe
leczenia i profilaktyki zakazen CMV u pacjentéw po przeszczepieniu narzadow litych. W tej
grupie chorych zakazenie CMV moze prowadzi¢ do powaznych konsekwencji klinicznych,
w tym ostrego iprzewleklego odrzucania przeszczepionego narzadu, a w ci¢zkich
przypadkach réowniez do zapalenia pluc o wysokiej $miertelnosci. Jednocze$nie terapia
gancyklowirem wigze si¢ zryzykiem istotnych dziatan niepozadanych, zwlaszcza
mielosupresji 1 trombocytopenii. Zbyt niskie stezenia leku moga natomiast skutkowaé
nieskutecznoscig terapii przeciwwirusowej, utrzymywaniem si¢ wiremii CMV oraz ryzykiem
selekcji szczepdw opornych, miedzy innymi zwigzanych z mutacjami w genach wirusowych:
UL97 1 UL54. Z tego wzgledu terapeutyczne monitorowanie gancyklowiru jest szczegodlnie
uzasadnione u dzieci, u ktérych dawkowanie zalezy od wielu zmiennych osobniczych, takich
jak powierzchnia ciata, czynno$¢ nerek, klirens kreatyniny oraz wskazanie do terapii —
profilaktyka, strategia wyprzedzajaca lub aktywne zakazenie CMV [27-31]. Przyjete zakresy
terapeutyczne dla gancyklowiru wynosza zwykle 1-3 mg/L (0,51 mg/L w leczeniu
profilaktycznym) dla Co oraz 5-12 mg/L dla Cmax, natomiast docelowa ekspozycja AUCo-24
powinna mies$ci¢ si¢ w zakresie 40—60 mg-h/L [29-31].

W pracy H3 opracowatem i zwalidowatem trzy metody LC-MS/MS oznaczania
gancyklowiru: metode referencyjng w surowicy, metode w probkach dried serum spots (DSS)
oraz metod¢ w wysuszonej surowicy pobranej na probnikach VAMS-Mitra™ (s-VAMS).
W odréznieniu od prac H1 i H2, w ktorych technika VAMS byta wykorzystywana do
pobierania krwi wlosniczkowej, w pracy H3 oceniano przede wszystkim mozliwosé
stabilizacji i1 transportu probek surowicy w formie wysuszonej. Takie podejscie ma istotne
znaczenie logistyczne, poniewaz oznaczanie gancyklowiru nie jest dostgpne w kazdym
laboratorium TDM (w Polsce badanie wykonywane jest jedynie w Pracowni Terapii
Monitorowanej, Farmakokinetyki Klinicznej i Toksykologii IP-CZD w Warszawie),
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a wysuszenie probki moze znaczaco ulatwic jej przechowywanie i przesytanie do osrodka
referencyjnego.

W publikacji kluczowa role odgrywata ocena dwoch metod standaryzacji wewngtrznej
w technice LC-MS/MS. Poréwnano deuterowany standard wewnetrzny GCV-ds z analogiem
strukturalnym acyklowiru — ACV. Chociaz wytyczne ICH MI10 zalecaja stosowanie
znakowanych izotopowo standardéw wewnetrznych, w tej pracy acyklowir wykazat bardzo
dobre, a w praktyce korzystniejsze parametry walidacji, co spowodowato, ze zastosowatem
go rowniez w metodach DSS-LC-MS/MS 1 s-VAMS-LC-MS/MS [11].

Metody zoptymalizowatem i1 zwalidowalem w zakresie kalibracyjnym 0,1-25 mg/L,
obejmujacym zaréwno st¢zenia minimalne, jak i maksymalne zwykle obserwowane we krwi
po 2 godzinach od przyjecia doustnej postaci leku. W ramach optymalizacji warunkow
chromatograficznych uzyskano bardzo krotki czas analizy — calkowity czas programu LC—
MS/MS wynosil 2 minuty, a czas retencji gancyklowiru oraz deuterowanego standardu
wewnetrznego GCV-ds wynosit 0,63 min, natomiast acyklowiru 0,72 min. Dzieki temu
opracowane metody charakteryzowaly si¢ wysoka przepustowo$cig, potencjalnie
umozliwiajac wykonanie ok. 30 analiz na godzing.

W  toku optymalizacji przygotowania probki wykazalem, zZe najlepsza ekstrakcje
gancyklowiru z DSS i s-VAMS zapewnia mieszanina metanol/woda 50:50 (v/v), wspomagana
sekwencyjng ultrasonikacja 1 wytrzgsaniem. Do oczyszczania probek zastosowalem
precypitacj¢ bialek mieszaning 0,1 M ZnSOa i acetonitrylu (1:1, v/v). Takie rozwigzanie byto
proste, szybkie i mozliwe do rutynowego zastosowania w laboratorium. W pracy wykazano
réwniez, ze zastosowanie sonikacji zwigkszato odzysk analitu z probek DSS i s-VAMS, co
mialo kluczowe znaczenie dla uzyskania stabilnej czutosci i powtarzalno$ci metody.

Wszystkie opracowane metody spetnity kryteria walidacyjne w zakresie selektywnosci,
czutosci, liniowosci, doktadnos$ci, precyzji oraz stabilnosci [11-13]. Nie obserwowano
istotnych interferencji, a sygnaly pochodzace od zwiazkéw endogennych byly nizsze niz 15%
sygnatu analitu na poziomie LLOQ. Granic¢ wykrywalnosci ustalono na 0,008 mg/L, a dolng
granic¢ oznaczalnosci na 0,05 mg/L dla wszystkich walidowanych metod. Dokladnos¢
1 precyzj¢ oceniano przy kontrolnych warto$ciach stezenia GCV: 0,10 mg/L, 0,75 mg/L, 7,50
mg/L oraz 20,00 mg/L. W wigkszo$ci poziomOw precyzja byla wyraznie nizsza niz 15%,
a dla LLOQ miescita si¢ w dopuszczalnym zakresie do 20%. Przyktadowo, dla metody
s-VAMS-LC-MS/MS doktadno$¢ wewnatrzseryjna wynosita 99,86-103,96%, a precyzja
1,33-14,33%, natomiast doktadno$¢ migdzyseryjna wynosita 99,48-105,59%, przy precyzji
0,99-13,64%.

Waznym aspektem pracy H3 byta ocena efektu matrycowego, wydajnosci procesu oraz
bezwzglednego odzysku. Pomimo ze w niektorych przypadkach obserwowano efekt
matrycowy przekraczajacy warto$¢ +15% dla samego analitu lub standardu wewngtrznego,
po normalizacji wzgledem standardu wewngtrznego wspotczynnik GCV/IS spetniat kryteria
akceptacji. Dla metody s-VAMS-LC-MS/MS warto$ci wspotczynnika normalizowanego
wzgledem ACYV byly bliskie wartosci oczekiwanej na wszystkich poziomach kontroli jakosci;
przyktadowo wynosity 102,62 + 10,23 dla LLOQ, 97,01 + 5,89 dla MQC1, 98,94 + 6,12 dla
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MQC2 oraz 97,56 + 8,56 dla HQC. Wyniki te potwierdzily, ze zastosowany standard
wewnetrzny skutecznie kompensowal wplyw matrycy w probkach wysuszonej surowicy.

Jednym z kluczowych wynikéw pracy bylo wykazanie znacznie wydtuzonej stabilnosci
gancyklowiru w probkach DSS i1 s-VAMS. Stabilno$¢ dlugoterminowg oceniatem przez 49
dni w temperaturze pokojowej. Po 49 dniach stabilno$¢ w probkach DSS wynosita 87,79%
dla poziomu MQCI1 oraz 89,41% dla poziomu MQC2. W przypadku probek s-VAMS po 49
dniach stabilno$§¢ wynosita odpowiednio 85,86% 1 87,28%. Oznacza to, ze obie techniki
umozliwiaja przechowywanie i potencjalny transport probek surowicy w formie wysuszonej
przez co najmniej 7 tygodni bez utraty zgodnos$ci z kryteriami akceptacji [7,13]. Wynik ten
ma szczegllne znaczenie praktyczne, poniewaz klasyczne probki surowicy lub osocza
wymagajg bardziej restrykcyjnych warunkoéw przechowywania i transportu, a oznaczanie
gancyklowiru moze by¢ realizowane centralnie w wybranych laboratoriach referencyjnych.

Opracowane metody zostaly nastepnie zastosowane do oznaczania gancyklowiru w materiale
klinicznym. Do badania wiaczono 80 probek surowicy pochodzacych od 40 pediatrycznych
pacjentdow po przeszczepieniu nerki, pobranych przed podaniem doustnej dawki
walgancyklowiru oraz 2 godziny po jej podaniu, co odpowiadato oznaczeniom Cp i Cmax.
Pozostato$§¢ materialu rutynowo wykorzystywanego do oznaczania gancyklowiru metoda
HPLC/UV postuzyta do przygotowania probek DSS i s-VAMS. DSS przygotowatem,
nanoszac 35 pL surowicy na kart¢ Whatman 903 Protein Saver™, natomiast probki
s-VAMS przygotowatem, absorbujgc 10 pL surowicy za pomoca koncowki probnika Mitra™.,

W odniesieniu do zakresOw terapeutycznych wykazano, ze odsetek probek mieszczacych si¢
w zakresie Co 1-3 mg/L wynosit od 40% dla metody oznaczania GCV w surowicy z
zastosowaniem GCV-ds do 45% dla metod s-VAMS-LC-MS/MS i HPLC/UV. Dla zakresu
Cmax 5—12 mg/L odsetek probek mieszczacych si¢ w zakresie docelowym wynosity 57,5% dla
serum-LC-MS/MS z GCV-d5, 65% dla serum-LC-MS/MS z ACV, 70% dla DSS-LC-
MS/MS, 75% dla s-VAMS-LC-MS/MS oraz 77,5% dla HPLC/UV. Dane te pokazuja, ze
opracowane metody pozwalaty na klinicznie uzyteczng klasyfikacj¢ ekspozycji pacjentow
w odniesieniu do przyjetych zakreséw terapeutycznych.

Ocena zgodno$ci metod zostata przeprowadzona z wykorzystaniem regresji Passinga—
Babloka oraz analizy Blanda—Altmana. Poréwnanie metody oznaczania GCV w surowicy
(dalej: serum-LC-MS/MS z ACV) zmetoda DSS-LC-MS/MS opisano rownaniem
y = 1,048x — 0,013, a btad systematyczny wynidst 3,56%. Dla porownania, dla serum-LC—
MS/MS z ACV z metodg s-VAMS-LC-MS/MS uzyskano rownanie y = 1,072x — 0,011, przy
btedzie systematycznym wynoszacym —3,61%. Z kolei poréwnanie DSS-LC-MS/MS
z s-VAMS-LC-MS/MS opisano rownaniem y = 1,019x + 0,019, przy biledzie
systematycznym wynoszacym —9,06%. Wartosci te potwierdzaja dobra zgodno$¢ metod
opartych na wysuszonej surowicy z metodg referencyjng LC-MS/MS. Szczegoélnie istotne
jest, ze dla poréwnania serum-LC-MS/MS z ACV wzgledem DSS-LC-MS/MS kryterium
EMA dotyczace bledu ponizej 20% spetnito 72,50% sparowanych prébek, natomiast dla
poréwnania z s-VAMS-LC-MS/MS 82,50% probek. Najwyzsza zgodno$¢ odnotowano dla
poréwnania DSS-LC-MS/MS z s-VAMS-LC-MS/MS, gdzie kryterium EMA spehito
86,25% sparowanych wynikow.
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W pracy H3 wykazano rowniez, ze metody LC-MS/MS oparte na DSS i s-VAMS moga
stanowi¢ bardziej czulg alternatywe dla rutynowej metody HPLC/UV. Poréwnanie serum-
LC-MS/MS z GCV-ds wzgledem HPLC/UV dalo réwnanie y = 0,997x + 0,021, natomiast
porownanie  serum-LC-MS/MS z ACV wzglegdem HPLC/UV dalo rownanie
y = 1,009x — 0,075. Mimo wysokich wspotczynnikéw korelacji odsetek probek spetniajacych
kryterium EMA byla nizsza niz w poréwnaniach mi¢dzy metodami LC-MS/MS i wynosita
odpowiednio 63,25% oraz 61,25%. Wynik ten potwierdza, ze chociaz metoda HPLC/UV
pozostaje uzyteczna rutynowo, LC-MS/MS zapewnia lepsza czulo$¢ i bardziej wiarygodne
oznaczanie niskich stezen gancyklowiru, co ma znaczenie szczegdlnie przy oznaczeniach Co.

Ograniczeniem pracy H3 jest fakt, ze techniki DSS i s-VAMS wymagaly wcze$niejszego
uzyskania surowicy, a zatem nie stanowily rozwigzania umozliwiajacego bezposrednie
domowe samopobieranie krwi przez pacjenta. Probki DSS i s-VAMS byty przygotowywane
recznie w laboratorium z pozostatosci materiatu klinicznego. Niemniej jednak, celem tej pracy
nie bylo zastapienie pobrania krwi wlo$niczkowej w warunkach domowych, lecz ocena
alternatywnych form stabilizacji i transportu surowicy do oznaczania gancyklowiru. W tym
kontekscie uzyskane wyniki sg szczeg6lnie istotne, poniewaz pokazuja, ze probki surowicy w
formie wysuszonej moga by¢ stabilne przez wiele tygodni i nadawa¢ si¢ do centralizacji
oznaczen TDM. Jest to istotne w realiach polskich, gdzie TDM dla gancyklowiru jest
prowadzony wylacznie w jednym o$rodku klinicznym — IP-CZD w Warszawie.

Praca H3 stanowi wazny element cyklu habilitacyjnego, poniewaz rozszerza koncepcje
alternatywnego probkowania i stabilizacji materialu biologicznego na obszar terapii
przeciwwirusowej u dzieci po transplantacji. Najwazniejszym osiggnieciem pracy bylo
wykazanie, ze surowica w formie wysuszonej moze stanowi¢ stabilna i klinicznie
uzyteczna alternatywe dla klasycznych probek plynnych w TDM gancyklowiru.
Opracowane metody DSS-LC-MS/MS i s-VAMS-LC-MS/MS umozliwily szybkie, czule i
wiarygodne oznaczanie GCV przy jednoczesnym znacznym wydtuzeniu stabilno$ci probki
oraz uproszczeniu logistyki jej transportu. Wyniki te wskazuja, Ze strategie stabilizacji
materialu  biologicznego moga sta¢ si¢ istotnym elementem nowoczesnych,
scentralizowanych modeli TDM, szczegdlnie tam, gdzie dostep do specjalistycznych
oznaczen jest ograniczony.

Praca oryginalna H4: Kocur A.”, Moczulski M., Czajkowska A., Czgczek A., Rubik J.
The comparison of two volumetric microsampling devices (QDBS and VAMS) for
determining ganciclovir levels in capillary blood using the LC-MS/MS technique in

pediatric renal transplant recipients. European Journal of Pharmaceutical Sciences, 2025,
tom 212, str.: 1-13. https://doi.org/10.1016/j.ejps.2025.107200.

Praca ta stanowi bezposrednig kontynuacj¢ badan opisanych w H3, w ktorych oceniatem
przydatnos¢ wysuszonych probek surowicy. DSS oraz s-VAMS do oznaczania gancyklowiru.
W przeciwienstwie do wezesniejszego podejscia, w tej publikacji skoncentrowatem si¢ juz na
pelnym modelu pacjentocentrycznym, tj. na oznaczaniu gancyklowiru bezposrednio
w wysuszonych mikroprobkach krwi wlo$niczkowej pobieranej po naktuciu opuszki palca.
Poroéwnano dwa nowoczesne urzadzenia wolumetryczne: Mitra™, reprezentujace technike
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VAMS, oraz Capitainer B®, reprezentujace technike ilosciowej suchej kropli krwi, czyli
qDBS.

W pracy opracowalem i zwalidowalem wielomatrycowa metode LC-MS/MS oznaczania
gancyklowiru w czterech typach materialu: osoczu, krwi pelnej, probkach VAMS oraz
probkach qDBS. Metoda zostala zwalidowana zgodnie z wytycznymi ICH M10, oraz
zaleceniami IATDMCT dotyczacymi technik mikropobierania [7, 11-13]. Zakres kalibracyjny
wynosit 0,01-25 mg/L, co stanowito istotne rozszerzenie w pordwnaniu z wczesniejsza praca
dotyczaca surowicy wysuszonej. Szerszy zakres kalibracyjny umozliwia oznaczanie zar6wno
bardzo niskich stezen minimalnych, obserwowanych u pacjentéw leczonych wyprzedzajaco,
jak 1 potencjalnie wysokich st¢zen szczytowych po podaniu leku.

W toku optymalizacji warunkéw chromatograficznych wykazatem, Ze najlepsze warunki
rozdziatu zapewnia kolumna Luna Omega Polar C18 (Phenomenex, Torrance, CA, USA),
pracujaca w systemie izokratycznym. Catkowity czas analizy wynosit 2 minuty, co czyni t¢
metode szczegélnie przydatng w rutynowej pracy laboratorium TDM. W odréznieniu od
metod wymagajacych trybu HILIC, zastosowane rozwigzanie pozwolilo uniknaé
czasochlonnego  rownowazenia ukladu chromatograficznego, przy zachowaniu
odpowiedniego czasu retencji oraz ksztaltu piku chromatograficznego odpowiadajacego
hydrofilowemu GCV. W metodzie zastosowano znakowany izotopowo standard wewn¢trzny
GCV-ds, zgodnie z wytycznymi ICH M10 [11].

Przygotowanie probek oparto na prostej precypitacji bialek oraz na wspomaganej
ultradzwigkami ekstrakcji gancyklowiru z mikroprobek. Dla osocza i krwi pelnej zastosowano
mieszaning acetonitrylu i 0,1 M siarczanu cynku, wspierang separacja faz w niskiej
temperaturze. W przypadku mikroprobek VAMS i qDBS oceniono rézne rozpuszczalniki
ekstrakcyjne, a najlepsze wyniki uzyskano przy zastosowaniu wody z dodatkiem 0,1% kwasu
mrowkowego; dla gDBS w celu ograniczenia efektow matrycowych, zastosowano mieszaning
woda/metanol z dodatkiem 0,1% kwasu mrowkowego. Dodatkowo wykazano, ze czas
suszenia mikroprobek od 1 do 24 godzin nie powodowat istotnych réznic w odzysku, dlatego
w procedurach walidacyjnych przyjeto czas suszenia wynoszacy 1 godzine.

Wyniki walidacji potwierdzity bardzo dobra liniowo$¢ metody we wszystkich ocenianych
matrycach. Srednie réwnania kalibracji wynosity: dla osocza y = 0,2788x + 0,0045 przy R? =
0,9961, dla krwi petnej y = 0,2641x — 0,0007 przy R* = 0,9976, dla VAMS y = 0,6793x —
0,0039 przy R? =0,9986, a dla ¢DBS y = 0,6814x — 0,0138 przy R? = 0,9975. Dolng granice
oznaczalno$ci ustalono na 0,01 mg/L, natomiast granica wykrywalnosci wynosita 0,005 mg/L
dla osocza, krwi pelnej i VAMS oraz 0,008 mg/L dla qDBS.

Doktadno$¢ 1 precyzja metody spetity kryteria akceptacji dla wszystkich matryc. Walidacje
przeprowadzono na czterech poziomach kontroli jako$ci: 0,025 mg/L, 0,25 mg/L, 3,50 mg/L
oraz 15,00 mg/L. Zarowno w ocenie wewnatrzseryjnej, jak 1 migdzyseryjnej, dokladnos¢
miescila si¢ w granicach akceptacji, a wartosci precyzji nie przekraczaty 15%. Przyktadowo,
dla metody VAMS doktadno$¢ wewnatrzserii wynosita od 98,69% do 107,23%, a precyzja od
3,79% do 14,44%. Dla qDBS doktadno$¢ wewnatrzserii miescita si¢ w zakresie 104,23—
108,98% dla nizszych poziomoéw oraz 104,80-105,22% dla wyzszych poziomow, a precyzja
wynosita 4,03—13,99%.
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Nie obserwowano istotnego efektu przeniesienia. Dla metody osoczowej efekt przeniesienia
wynosit 2,01% dla gancyklowiru i 0,75% dla standardu wewnetrznego, dla krwi peine;j
odpowiednio 1,99% 1 0,62%, dla VAMS 0,98% i 0,31%, a dla qDBS 0,76% 1 0,28%.
Wszystkie warto$ci byly znaczaco nizsze niz dopuszczalne kryteria akceptacji, tj. 20% dla
analitu i 5% dla standardu wewnetrznego.

Waznym elementem pracy byta ocena stabilnosci gancyklowiru w réznych typach probek.
Wykazano, ze probki VAMS 1 gDBS zachowujg stabilno$¢ umozliwiajaca ich
przechowywanie i transport do laboratorium w standardowych warunkach pocztowych. Po 2
tygodniach przechowywania w temperaturze pokojowej stabilno$¢ w probkach VAMS
wynosita od 93,54% do 97,42% w zaleznosci od poziomu QC, natomiast w probkach qDBS
od 91,27% do 96,02%. W tym samym czasie klasyczne probki krwi petnej i osocza nie byty
juz oceniane w temperaturze pokojowej, co podkresla przewage wysuszonych mikroprobek
w zakresie logistyki transportu 1 przechowywania.

Specyficznym parametrem walidacyjnym dla mikroprébek byta ocena wptywu hematokrytu.
Warto$ci hematokrytu oceniano na trzech poziomach: 0,32, 0,52 i 0,68 L/L. Odzysk analitu
wynosit 93,60-106,00% dla gDBS oraz 92,40-104,40% dla VAMS, co potwierdzito brak
istotnego wplywu hematokrytu na odzysk gancyklowiru. Jest to istotne, poniewaz klasyczne
DBS s3a obcigzone efektem hematokrytowym, natomiast zastosowane urzadzenia
wolumetryczne, tj. VAMS i1 qDBS w praktyce ograniczaja ten problem.

W ramach walidacji powtdrnego oznaczania probek rzeczywistych przeprowadzono rowniez
eksperyment ISR. Ponownie oznaczono 10% probek klinicznych dla kazdej matrycy.
Wszystkie ponownie analizowane probki spelnity kryteria akceptacji, a $rednie rdznice
wynosity: —1,06 = 0,33% dla osocza, —2,01 £ 0,56% dla krwi pelnej, —4,26 + 0,90% dla
VAMS oraz —5,01 £+ 1,13% dla qDBS. Wyniki te potwierdzity wysoka odtwarzalno$¢ metody
w probkach rzeczywistych.

Opracowana metoda zostata nast¢pnie zastosowana klinicznie u 50 pediatrycznych biorcow
przeszczepu nerki, w tym 27 dziewczat i 23 chtopcéw w wieku od 5 do 17 lat, leczonych
w [P-CZD w Warszawie w okresie od czerwca 2023 do czerwca 2024 roku. Pacjenci
otrzymywali walgancyklowir w ramach terapii wyprzedzajacej lub profilaktycznej,
w dawkach dobowych 450-900 mg. L.acznie pobrano 200 probek, po 50 dla kazdej matrycy:
osocza, krwi petnej, VAMS i qDBS. Probki VAMS i1 qDBS (po 10 pL) byty pobierane z krwi
wlos$niczkowej po nakluciu palca, a ze wzgledu na wczesniejsze przeszkolenie populacji
badanej cz¢$¢ pobran wykonywali sami pacjenci pod nadzorem personelu medycznego.

Srednie stezenia gancyklowiru oznaczone w materiale klinicznym byty zblizone w réznych
matrycach. Dla osocza wynosily 0,856 + 0,484 mg/L w zakresie 0,207-2,210 mg/L, dla krwi
petnej 0,923 + 0,524 mg/L w zakresie 0,304-2,880 mg/L, dla VAMS 0,895 + 0,499 mg/L
w zakresie 0,277-2,430 mg/L, a dla gDBS 0,889 £+ 0,503 mg/L w zakresie 0,270-2,520 mg/L.
Po raz pierwszy przedstawiono dane kliniczne uzyskane w odpowiednio licznej populacji
pediatrycznych biorcow przeszczepu nerki, potwierdzajace wysoka zgodnos¢ wynikow
oznaczen wykonywanych w mikroprobkach krwi wloSniczkowej z wynikami
uzyskiwanymi w klasycznych matrycach referencyjnych [27-31].
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Ocena zgodno$ci metod zostata przeprowadzona z wykorzystaniem regresji Passinga—
Babloka, analizy Blanda—Altmana oraz analizy korelacji. Dla poréwnania krwi pelnej (WB)
z VAMS uzyskano rownanie WBgcy = 1,0160(VAMSgev) + 0,0392, $redni btad
systematyczny wynoszacy 4,59%, spetnienie kryterium analitycznego LoA <20% przez
96,00% sparowanych probek oraz kryterium klinicznego LoC <15% przez 84,00% probek.
Wspolczynnik korelacji Pearsona wynosit 0,991 przy p < 0,0001. Dla poréwnania krwi pelne;j
z qDBS uzyskano réwnanie WBgcv = 1,0063(qDBSgcv) + 0,0146, ze $rednim btedem 3,70%,
spetniajace kryterium LoA dla 98,00% probek oraz kryterium LoC dla 92,00% probek, przy
korelacji Pearsona wynoszacej 0,989.

Szczegolnie istotne byto bezposrednie poréwnanie obu technik mikropobierania. Dla relacji
VAMS wzgledem qDBS uzyskano rownanie VAMSccv = 1,0090(qDBSgcv) — 0,0097,
a $redni btad systematyczny wynosit zaledwie 0,90% przy 95% CI od —0,68% do 2,48%.
Kryterium LoA < 20% spetnito 100,00% probek, natomiast bardziej restrykcyjne kryterium
kliniczne LoC < 15% spehito 98,00% probek. Wynik ten potwierdza bardzo wysoka
zgodno$¢ miedzy urzadzeniami Mitra™ i Capitainer® oraz wskazuje, ze obie techniki moga
by¢ stosowane wymiennie do oznaczania gancyklowiru w mikroprobkach krwi
wlosniczkowe;.

Wyniki pracy wykazaly rowniez, ze st¢zenia gancyklowiru w osoczu, krwi pelnej i krwi
wlosniczkowej sa porownywalne, co sugeruje, ze nie jest konieczne stosowanie wzoru
konwersji stezenia z krwi wlo$niczkowej na osocze. Jest to istotne klinicznie, poniewaz
upraszcza interpretacje wynikow uzyskiwanych z mikroprobek. Prawdopodobnym
wyjasnieniem tej obserwacji jest bardzo stabe wigzanie gancyklowiru z biatkami osocza,
wynoszace okoto 1-2%, oraz swobodna dystrybucja leku migdzy osoczem a elementami
morfotycznymi krwi.

Ograniczeniem badania bylo to, Ze oceniano przede wszystkim minimalne st¢zenie Co, a nie
petne profile farmakokinetyczne. Jednoczes$nie szeroki zakres kalibracyjny metody,
obejmujacy do 25 mg/L, umozliwia jej zastosowanie réwniez w przyszlych badaniach
obejmujacych punkty Cmax lub profile AUC. Chociaz nie zostalo to ujete w publikacji H4,
wykonano oznaczenie profilu farmakokinetycznego w zakresie pilotazowym (Rycina 8).
Pomimo niskiej wartosci rutynowo oznaczanego st¢zenia w punkcie Co, catkowita ekspozycja
na GCV znajdowata si¢ w zdefiniowanym zakresie akceptacji klinicznej. Uzyskane wyniki
pilotazowego profilu farmakokinetycznego wskazuja, ze techniki mikropobierania moga
by¢ wykorzystane nie tylko do oznaczania st¢zenia minimalnego, ale rowniez do
wyznaczania parametrow ekspozycji calkowitej, w tym AUCo24, co otwiera mozliwos¢
rozwoju modelowo wspieranego dawkowania gancyklowiru (MIPD).
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. PRZYKEADOWY PROFIL PK w VAMS -
WYNIKI

" * Dawka leku Valhit 900 mg/doba.
w0 * Oznaczone C, wynosito 0,16 mg/L (ponizej
celowego zakresu 0,5-1 mg/L).
* AUC=57,72mgxh /L
* Cpoax = 13,12 mg/L, ktdre zostalo osiagniete po
4h15’
* Po 24h od podania leku oznaczone stezenie
wyniosto 0,08 mg/L
* Na podstawie obserwacji najlepszym
punktem korelujacym z catkowitym AUC jest
©rE s 4 se v e dm e e ok W e owom o2 @ u 2 pobranie po 4 h od podania leku, nalezy
wykonaé badania populacyjne

Probki krwi wlosniczkowej pobierane w punktach czasowych: 0, %2, 1, 2, 4, 6, 8, 12 1 24-godziny od podania leku

Rycina 8. Przyktadowy profil farmakokinetyczny gancyklowiru, wyznaczony z zastosowaniem techniki VAMS,
u pacjenta otrzymujacego walgancyklowir. Probki krwi wlosniczkowej pobierano w nastgpujacych punktach
czasowych: 0, 0,5, 1,2, 4, 6, 8, 12124 h od podania leku. Na podstawie uzyskanego profilu oznaczono Co= 0,16
mg/L, Cmax = 13,12 mg/L po 4 h, AUCo-24 = 57,72 mg x h/L oraz stezenie po 24 h wynoszace 0,08 mg/L. Wyniki
wskazuja, ze punkt 4 h po podaniu leku moze najlepiej korelowac z catkowita ekspozycja na lek i moze by¢
uzyteczny w ograniczonych strategiach pobierania probek.

Publikacja ta stanowi wazny element mojego cyklu habilitacyjnego, poniewaz po raz pierwszy
w literaturze wykazano analityczng 1 kliniczng przydatno§¢ dwoch nowoczesnych
wolumetrycznych urzadzen do mikropobierania — VAMS i qDBS — w rutynowym
monitorowaniu stezenia gancyklowiru we krwi wlo$niczkowej u pediatrycznych biorcow
przeszczepu nerki. W odréznieniu od wczesniejszej pracy H3, w ktorej stabilizowano
surowice¢ w formie wysuszonej, tutaj oceniono rzeczywisty model pobierania krwi
wlos$niczkowej z palca, potencjalnie mozliwy do zastosowania w warunkach domowych.
Praca ta potwierdza wigc przejscie od laboratoryjnej stabilizacji materiatu biologicznego do
praktycznego, pacjentocentrycznego modelu terapeutycznego monitorowania leku.
Dodatkowo, praca przyczynita si¢ do realizacji pdzniejszego projektu GP7 w populacji
noworodkow z wrodzonym zakazeniem cytomegalowirusowym, leczonych doustnym
walgancyklowirem. Najwazniejszym osiggnieciem pracy H4 bylo wykazanie, zZe techniki
VAMS i qDBS moga by¢ stosowane wymiennie w rutynowym oznaczaniu gancyklowiru
w mikroprobkach krwi wlosniczkowej przy zachowaniu wysokiej zgodnosci analitycznej
i klinicznej. Praca H4 stanowi rowniez istotny krok w Kkierunku standaryzacji
wolumetrycznych technik mikropobierania w klinicznym TDM, poniewaz poréwnano
dwa konkurencyjne urzadzenia wykorzystujace odmienne mechanizmy kontroli
objetosci probki.
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Praca oryginalna H5: Kocur A.™, Olkowski B., Moczulski M., Miszewska-Szyszkowska
D., Rostkowska O.M., Polak K., Korniluk K., Baczkowska T., Durlik M., Pawinski T.
Therapeutic Drug Monitoring of Everolimus Using Volumetric Absorptive Microsampling
and Quantitative Dried Blood Spot Methods with LC-MS/MS in Adult Solid Organ
Transplant  Recipients: An  Analytical and Clinical Comparative  Study.
Molecules, 2025, tom 30, nr 15, str.: 1-22. https://doi.org/10.3390/molecules30153139.

Kolejnym etapem rozwijanej przeze mnie platformy alternatywnego mikropobierania
w terapeutycznym monitorowaniu lekéw byta praca HS, dotyczaca oznaczania ewerolimusu
u dorostych pacjentow po przeszczepieniu narzadow litych. Publikacja ta stanowi istotne
rozszerzenie wczesniejszych badan prowadzonych w populacji pediatrycznej, poniewaz
przenosi opracowywane przeze mnie rozwigzania mikropobierania do populacji dorostych
pacjentoéw transplantacyjnych oraz obejmuje bezposrednie porownanie dwoch nowoczesnych
urzadzen wolumetrycznych o objetosci pobieranego materiatu rownej 10 pL: Mitra™ VAMS
i Capitainer B® qDBS.

Ewerolimus (EVE) jest inhibitorem mTOR stosowanym w immunosupresji po
przeszczepieniu narzadow litych. Ze wzgledu na waski indeks terapeutyczny, znaczng
zmienno$¢ farmakokinetyczng oraz zalezno$¢ metabolizmu od CYP3A4 i transportu przez
glikoproteing P, lek ten wymaga monitorowania st¢zenia w trakcie terapii. Oznaczanie
minimalnego st¢zenia Cp pozwala identyfikowaé ekspozycje subterapeutyczng, nadmierng
ekspozycje oraz ryzyko toksycznos$ci, a takze wspiera ocen¢ adherencji i indywidualizacje
dawkowania. W zalezno$ci od rodzaju transplantacji i schematu leczenia docelowe zakresy
terapeutyczne ewerolimusu ro6znig si¢, co dodatkowo uzasadnia potrzebe precyzyjnego TDM
[32-34].

W pracy H5 opracowatem i zwalidowatem metod¢ LC-MS/MS oznaczania ewerolimusu
w trzech matrycach: klasycznej krwi pelnej Zylnej, mikroprobkach krwi wilosniczkowe;j
pobranych przy uzyciu systemu VAMS-Mitra™ oraz mikroprobkach qDBS-Capitainer B®.
Zastosowanie obu urzadzen umozliwiato pobranie 10 pL krwi wlo$niczkowej, co stanowito
wazny element podej$cia pacjentocentrycznego i moze wspieraé zdecentralizowane
monitorowanie leczenia po transplantacji. W badaniu poréwnano nie tylko zgodnosé
wynikow uzyskanych w mikroprobkach z metoda referencyjng we krwi petnej, ale rowniez
bezposrednig zgodno$¢ miedzy urzadzeniami Mitra™ i Capitainer B®.

Metoda zostata zwalidowana zgodnie z wytycznymi EMA oraz zaleceniami IATDMCT.
Zakres kalibracyjny wynosit 1,27-64,80 ng/mL dla krwi pelnej oraz 0,50-60 ng/mL dla
probek VAMS i qDBS. Jako standard wewngtrzny zastosowano znakowany izotopowo da-
ewerolimus, ktéry wykazywal korzystniejszy profil analityczny niz alternatywny,
komercyjnie dostepny standard *C,d>-EVE. W przypadku *C,d>-EVE obserwowano istotny
sygnal interferencyjny pochodzacy od nieznakowanego EVE, wynoszacy 16,37 + 2,58%,
podczas gdy dla d+-EVE byt on znaczaco nizszy i1 wynosit 1,76 = 0,21%. Wyniki te
uzasadnialy wybor ds-ewerolimusu jako standardu wewngtrznego do dalszej walidacji
metody.
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W cze$ci analitycznej wykazano bardzo dobrg liniowo$¢ metod. Dla krwi pelnej $rednie
réwnanie kalibracji wynosito y = 0,6227x — 0,02702, przy R? = 0,9996. Dla metody VAMS
uzyskano rownanie y = 0,08093x + 0,00374, przy R? = 0,9989, natomiast dla qDBS y =
0,07539x + 0,00935, przy R? = 0,9959. Granic¢ wykrywalnosci ustalono na 0,13 ng/mL dla
krwi pelnej oraz 0,15 ng/mL dla metod VAMS i qDBS. Uzyskane wartosci potwierdzity
odpowiednig czulo$¢ metody do oznaczania ewerolimusu w zakresie klinicznie istotnych
stezen.

Opracowane procedury przygotowania probek byly dostosowane do charakterystyki kazdej
matrycy. Dla krwi pelnej zastosowano precypitacj¢ bialek mieszaning siarczanu cynku,
metanolu i acetonitrylu. Dla prébek VAMS ekstrakcj¢ prowadzono z wykorzystaniem
metanolu, zgodnie z procedurami mikropobierania przeze mnie wczes$niej opracowanymi.
Natomiast probki qDBS wymagaly bardziej ztozonej procedury oczyszczania ze wzgledu na
potencjalne interferencje zwigzane z elementami urzgdzenia Capitainer B®, dlatego
zastosowano dodatkowy etap, z wykorzystaniem metody QuEChERS (technika
przygotowania probki: szybka, prosta, tania, skuteczna, odporna i bezpieczna, ang. Quick,
Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe), z uzyciem siarczanu magnezu i octanu sodu. Takie
podejscie pozwolito ograniczy¢ efekt matrycowy i uzyskac ekstrakty odpowiednie do analizy
LC-MS/MS.

Wyniki walidacji potwierdzily wysoka dokladno$¢ i precyzje oznaczen. Dla wszystkich
matryc wartosci CV miescity si¢ w kryteriach akceptacji EMA i byty nizsze niz 10%, zgodnie
z bardziej restrykcyjnymi zaleceniami IATDMCT dotyczacymi oznaczania lekow
immunosupresyjnych [3]. Przyktadowo, dla VAMS dokladnos¢ wewnatrzdzienna miescita si¢
w zakresie 98,98-105,55%, a precyzja w zakresie 2,01-8,61%. Dla qDBS dokladnos¢
wewnatrzdzienna wynosita 94,94-103,28%, a precyzja 1,92-7,77%. W eksperymentach
mig¢dzydniowych doktadnos¢ i precyzja roéwniez spetniaty kryteria walidacyjne.

Nie zaobserwowano istotnego efektu przeniesienia ani istotnych interferencji matrycowych.
Dla krwi peinej efekt przeniesienia wynosit 0,97 + 1,08% dla EVE i 0,33 £+ 0,61% dla
standardu wewngetrznego. W przypadku VAMS wartosci te wynosily odpowiednio 0,25 +
0,43% 1 0,33 £ 0,61%, natomiast dla gDBS 0,31 + 0,50% 1 0,29 + 0,28%. Wspotczynniki
efektu matrycowego, odzysku bezwzglednego (AR, ang. absolute recovery) i wydajnosci
procesu (PE, ang. process efficiency), po normalizacji wzgledem standardu wewng¢trznego,
pozostawaty w zakresie akceptacji, co potwierdzato skuteczng kompensacje wptywu matrycy.

Szczegbdlne znaczenie praktyczne miata ocena stabilnos$ci ewerolimusu w wysuszonych
mikroprobkach. Wykazano, Zze analit pozostawat stabilny w probkach VAMS i1 qDBS przez
6 miesi¢cy podczas przechowywania w temperaturze pokojowej w woreczkach z desykantem.
Po 6 miesigcach stabilno$¢ w VAMS wynosita 89,39% dla LQC 1 90,81% dla HQC, natomiast
w qDBS wynosita 93,23% dla LQC i 94,56% dla HQC. Stabilno$¢ byta zachowana réwniez
w temperaturze 40°C przez 6 miesi¢cy, natomiast w temperaturze 60°C byta ograniczona
i akceptowalna tylko krotkoterminowo. Wyniki te wskazuja, ze obie technologie moga
utatwia¢ transport probek oraz wspiera¢ zdecentralizowane monitorowanie leczenia.

Czgs¢ kliniczna objeta 33 dorostych pacjentdw po przeszczepieniu narzadow litych (watroby
lub nerki), u ktérych pobrano tacznie 66 zestawow probek: krew petna, VAMS oraz qDBS.
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Wigkszo$¢ pacjentéw stanowili biorcy nerki, ale wlaczono takze pacjentow po transplantacji
watroby i trzustki. Sredni wiek pacjentéw wynosit 60,88 lat, $rednia warto$é hematokrytu
wynosita 39,78%, a $rednia dawka dobowa ewerolimusu wynosita 1,82 mg. EVE byt
najczesciej wlaczany w celu zmniejszenia ekspozycji na inhibitory kalcyneuryny, gtownie
w zwigzku z nefropatia indukowang zakazeniem wirusem BK lub nowotworem po
transplantacji. Srednie stezenia EVE oznaczone w materiale klinicznym byty bardzo zblizone
mi¢dzy matrycami: 4,696 + 1,967 ng/mL dla krwi pelnej, 4,707 + 1,960 ng/mL dla VAMS
oraz 4,820 + 2,118 ng/mL dla qDBS. Zakresy oznaczonych st¢zen wynosily odpowiednio
0,800-10,895 ng/mL, 0,710-10,895 ng/mL oraz 0,877—11,897 ng/mL. Wyniki te wskazywaty
na dobrg zgodno$¢ oznaczen uzyskanych z mikroprobek z oznaczeniami klasycznej krwi
zylne;.

Analize zgodno$ci metod przeprowadzitem z wykorzystaniem regresji Passinga—Babloka oraz
analizy Blanda—Altmana. Dla poréwnania krwi petnej wzgledem VAMS uzyskano roéwnanie
EVEws = 1,017(EVEvams) — 0,040, a $redni blad systematyczny wyniost —0,68%. Dla
poréwnania krwi petnej wzgledem qDBS uzyskano réwnanie EVEws = 0,938(EVEpas) +
0,143, przy $rednim btedzie —1,73%. Dla bezposredniego poréwnania qDBS i VAMS
réwnanie wynosito: EVEqpps = 1,064(EVEvams) — 0,193, a $redni blad wynosit —1,00%.
Kryterium analityczne LoA < 20% spetnito 83,33% sparowanych wynikéw dla WB-VAMS,
77,27% dla WB—qDBS oraz 75,76% dla VAMS—qDBS. Kryterium kliniczne CoA < 15%
spelniono w poréwnaniach WB-VAMS i WB—qDBS, natomiast bezposrednie poréwnanie
obu technik mikropobierania osiagneto 62,12% (nieznacznie ponizej progu 67%).

Waznym elementem pracy byto wykazanie braku istotnego wplywu hematokrytu. Efekt
hematokrytowy oceniono zaréwno eksperymentalnie, przy poziomach 23%, 37% 1 58% dla
probek wzbogaconych EVE, jak i klinicznie poprzez korelacje¢ roznic stezenia mi¢dzy metoda
referencyjng a mikroprobkami z osobnicza warto$cig hematokrytu pacjenta (Rycina 9). Nie
stwierdzono istotnej zaleznosci, co potwierdza, ze zarowno VAMS jak i qDBS umozliwiaja
hematokrytowo niezalezne oznaczanie ewerolimusu w badanym zakresie.

Pearson's coefficient: -0,0619 Pearson's coefficient: -0,0958
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Rycina 9. Wykresy rozrzutu przedstawiaja brak istotnej zaleznosci pomig¢dzy indywidualng wartoscia
hematokrytu a réznica st¢zen ewerolimusu (EVE) oznaczanych metoda referencyjng LC-MS/MS we krwi petne;j
oraz metodami mikroprobkowania: (A) krew pelna vs VAMS oraz (B) krew pelna vs qDBS. Na kazdym
wykresie przedstawiono wspotczynniki korelacji Pearsona oraz lini¢ trendu, ktora obrazuje kierunek zaleznosci
miedzy analizowanymi parami danych.
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Praca HS potwierdzila mozliwos¢ rozszerzenia opracowywanej platformy
mikropobierania z populacji pediatrycznej na dorostych biorcow przeszczepow
narzadow litych, co istotnie zwi¢ksza potencjal kliniczny i wdrozeniowy proponowanego
rozwigzania. Uzyskane wyniki wskazuja, ze technologie VAMS i qDBS moga stanowi¢
podstawe zdecentralizowanego modelu TDM ewerolimusu, umozliwiajacego pacjentowi
samodzielne pobieranie mikroprobek poza osrodkiem transplantacyjnym. Praca HS
stanowi rowniez wazny krok w kierunku standaryzacji wolumetrycznych metod
mikropobierania w transplantologii klinicznej poprzez bezposrednie porownanie dwoch
niezaleznych platform technologicznych wykorzystujacych odmienne mechanizmy
kontroli objetosci probki.

Praca oryginalna H6: Kocur A.”, Sobiak J., Czajkowska A., Rubik J., Pawinski T.
Volumetric Absorptive Microsampling of Saliva for Pharmacokinetic Evaluation of
Mycophenolic Acid and Its Glucuronide Metabolite in Pediatric Renal Transplant
Recipients: Bioanalytical Method Validation and Clinical Feasibility Evaluation.
Pharmaceuticals, 2025, tom 18, nr 11, str.: 1-21. https://doi.org/10.3390/ph18111744.

Publikacja H6 stanowi odr¢bny, ale logicznie powigzany etap mojego cyklu habilitacyjnego,
poniewaz rozszerza koncepcj¢ alternatywnych matryc i strategii mikropobierania poza krew
oraz jej frakcje. W tej pracy ocenilem mozliwo$¢ wykorzystania $liny pobieranej
objetosciowo-absorpeyjnie za pomocg systemu VAMS-Mitra™ do oceny farmakokinetyki
kwasu mykofenolowego oraz jego gldwnego metabolitu glukuronidowego, czyli MPAG,
u pediatrycznych biorcoOw przeszczepu nerki.

Kwas mykofenolowy jest jednym z podstawowych lekoéw immunosupresyjnych stosowanych
po transplantacji nerki. Charakteryzuje si¢ waskim zakresem terapeutycznym, znaczng
zmiennoscig farmakokinetyczng oraz bardzo wysokim stopniem wigzania z biatkami osocza,
zwykle wynoszacym 97-99%. Ze wzgledu na te wlasciwosci interpretacja catkowitego
stezenia w osoczu bywa utrudniona, a szczegdlne znaczenie moze mie¢ frakcja wolna leku.
Teoretycznie $lina mogtaby stanowi¢ atrakcyjng alternatywna matryce, poniewaz w wielu
przypadkach st¢zenia lekow w §linie odzwierciedlajg frakcj¢ niezwigzang z biatkami.
Dotychczasowe dane literaturowe dotyczace MPA byly jednak niejednoznaczne — czg$¢
badan wskazywata na dobrg korelacje migdzy $ling a osoczem, podczas gdy inne nie
potwierdzaty tej zaleznosci [35-40].

Celem pracy H6 byto zatem nie tylko opracowanie metody LC-MS/MS do oznaczania MPA
1 MPAG w wysuszonej $linie pobranej za pomocag VAMS, ale rowniez krytyczna ocena, czy
slina moze rzeczywiscie zastapi¢ osocze w rutynowym TDM mykofenolanu. W badaniu
porownano wiele matryc: osocze, krew wtosniczkowa pobrang VAMS, ultrafiltrat osocza
reprezentujacy frakcje wolng (fMPA i fMPAG), klasyczng ,,mokrg” $ling (sMPA i sMPAGQG)
oraz wysuszong $ling (vsMPA 1 vsMPAG) pobrang przy uzyciu Mitra™. Tak szeroki zakres
poréwnan pozwolil oceni¢ zaréwno aspekt bioanalityczny, jak i kliniczno-farmakokinetyczny
zastosowania $liny w monitorowaniu MPA i MPAG.

W cze$ci analitycznej opracowatem i zwalidowatem nowa metod¢e LC-MS/MS oznaczania
MPA i MPAG w wysuszonej $linie pobranej za pomoca VAMS-Mitra™. Zakres kalibracyjny
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metody wynosit 1-700 pg/L, a granice wykrywalnosci ustalono na 0,25 pg/L. Srednie
réwnanie kalibracyjne dla MPA wynosito: y = 0,1098x + 0,0098, natomiast dla MPAG: y =
0,1453x — 0,0882. Srednia precyzja catej metody wynosita 5,804% dla MPA oraz 5,347% dla
MPAG, co potwierdzito dobrg charakterystyke analityczng tej procedury.

W ramach optymalizacji procedury pobierania i przygotowania probki wykazano, ze gestosé
$liny oraz powtarzalno$¢ pobrania za pomoca VAMS pozwalaja na objetosciowe traktowanie
tej matrycy. Srednia masa ,,mokrej” $liny wynosita 0,9913 + 0,035 g/mL, natomiast dla
dziesigciu probek VAMS wynosita 1,0012 + 0,021 g/mL, co odpowiada warto$ciom
opisywanym dla §liny. Oceniono réwniez czas suszenia probek po pobraniu (1, 2 1 4 godziny)
i nie wykazano istotnych réznic w odzysku MPA ani MPAG. Z tego wzgledu jako praktyczny
czas suszenia przyjeto 1 godzing.

Najlepsze wyniki ekstrakcji analitow z koncowki Mitra™ uzyskano z zastosowaniem
mieszaniny woda/acetonitryl/metanol 5:4:1, v/v, w potaczeniu z wytrzasaniem, sonikacja oraz
inkubacja w temperaturze —40°C. Tak zoptymalizowana procedura zwigkszyta odzysk
7 89,99% do 101,00% dla MPA oraz z 84,41% do 98,22% dla MPAG na poziomie LQC.
Wykazano réwniez brak istotnego efektu przeniesienia: 0,984 + 0,416% dla MPA, 1,003 +
0,518% dla MPAG oraz 0,223 + 0,082% dla standardu wewnetrznego.

Metoda spehita kryteria walidacyjne w zakresie doktadno$ci i precyzji. Dla MPA doktadnos¢
wewnatrzseryjna wynosita 98,83-106,65%, a precyzja 2,54-9,62%. Dla MPAG doktadnos¢
wewnatrzseryjna wynosita 94,01-109,64%, a precyzja 2,72—-10,94%.

Istotnym praktycznym wynikiem byta stabilnos¢ MPA i MPAG w wysuszonej $linie. Probki
pozostawaly stabilne przez co najmniej 2 tygodnie w réznych warunkach przechowywania,
w tym w temperaturze pokojowej z dostgpem $wiatlta i bez dostepu $swiatta. Stabilnos¢
ekstraktow w autosamplerze w temperaturze 15°C rowniez byta akceptowalna przez 24 1 72
godziny. Dane te wskazuja, ze zastosowanie VAMS do pobierania §liny moze rozwigzac czgs¢
probleméw zwigzanych z transportem klasycznej ,,mokrej” $liny, ktéora zwykle wymaga
szybszego przetworzenia i wirowania.

Cze$¢ kliniczna objeta 20 pediatrycznych pacjentdéw po przeszczepieniu nerki, u ktérych
wykonano oznaczenia w punktach 0, 0,5, 1, 2 i 4 godziny po podaniu dawki. Oceniano MPA
1 MPAG w osoczu, krwi wlo$niczkowej, ultrafiltracie osocza, mokrej §linie oraz wysuszonej
$linie VAMS. Sredni wiek pacjentéw wynosit 13,64 lat, éredni czas od transplantacji 3,15
roku, a $rednia warto$¢ hematokrytu wynosita 37,60%. Wszyscy pacjenci otrzymywali
mykofenolan mofetylu w preparacie CellCept®, rownolegle z takrolimusem (Prograf®™).

Najwazniejszym wynikiem pracy bylo wykazanie bardzo dobrej zgodno$ci migdzy klasyczng
mokra $ling a wysuszong $ling pobrang za pomoca VAMS. Dla MPA uzyskano roéwnanie
regresji Passinga—Babloka sMPA = 1,00(vsMPA) + 0,17; $redni btad 3,30% oraz
wspotczynnik korelacji rang Spearmana 0,990. Dla MPAG uzyskano réwnanie SMPAG =
1,03(vsMPAG) + 0,95, z $rednim bledem 6,49% oraz wspotczynnikiem korelacji 0,981.
Oznacza to, ze VAMS-Mitra™ moze by¢ skutecznym narz¢dziem do standaryzowanego
pobierania i stabilizacji $liny, a wyniki uzyskane z wysuszonej $liny sa poréwnywalne z
wynikami uzyskiwanymi z klasycznej $liny plynne;j.
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Jednoczesnie zasadniczy wniosek kliniczny byl negatywny w odniesieniu do mozliwos$ci
zastapienia osocza §lina w rutynowym TDM. Zarowno mokra, jak i wysuszona §lina
VAMS slabo korelowaly z calkowitymi oraz wolnymi stezeniami MPA i MPAG
w osoczu. Dla poréwnania, dla SMPA wzgledem fMPA wspotczynnik korelacji wynosit r =
0,376, przy p = 0,1036; dla sMPA wzglgdem tMPA r = 0,305, przy p = 0,1904; dla sMPAG
wzgledem fMPAG r = 0,205, przy p = 0,3851; natomiast dla SMPAG wzgledem tMPAG r =
0,472, przy p = 0,0012. Wyniki te wskazuja, ze §lina, pomimo tatwego i nieinwazyjnego
pobierania, nie odzwierciedla w wystarczajaco wiarygodny sposob ekspozycji osoczowej na
MPA i MPAG.

Analiza farmakokinetyczna potwierdzila rozbieznos$ci migdzy §ling a osoczem. Wykazano, ze
$rednie wigzanie MPA z bialkami osocza wynosito 98,83%, natomiast MPAG 81,15%.
Korelacje warto§ci AUCo4 po normalizacji do dawki byly nieco lepsze niz korelacje
pojedynczych stezen, ale nadal pozostawaly ograniczone. Wskazuje to, Zze $lina moze
dostarcza¢ informacji badawczych o pewnych aspektach dystrybucji leku, ale nie jest
wystarczajgco wiarygodna jako samodzielna matryca do rutynowej indywidualizacji
dawkowania mykofenolanu u dzieci po transplantacji nerki.

W pracy oceniono takze akceptowalnos¢ pobierania probek przez pacjentow. W czeSci
ankietowej 70% pacjentow preferowalo mozliwos¢ samodzielnego pobierania probek
w warunkach domowych, 75% uznalo pobieranie Sliny za latwe, a 90% wskazalo
preferencje dla techniki VAMS. Jednoczesnie z 40 pacjentéw pierwotnie wlaczonych do
badania az 20 wykluczono z analizy farmakokinetycznej z powodu trudnosci w pobraniu
$liny, odruchu wymiotnego podczas uzywania urzadzenia Salivette® lub odmowy oddania
sliny. Wynik ten pokazuje, ze cho¢ $lina jest teoretycznie atrakcyjng matrycg nieinwazyjna,
jej pobieranie nie zawsze jest praktycznie fatwe w populacji pediatryczne;.

Praca H6 ma szczegodlne znaczenie w cyklu habilitacyjnym, poniewaz pokazuje nie tylko
pozytywne wdrozenie nowej metody bioanalitycznej, ale réwniez krytyczng ocen¢ granic
zastosowania alternatywnych matryc w TDM. Opracowana metoda VAMS-LC-MS/MS dla
wysuszonej S§liny jest poprawna analitycznie, stabilna i1 zgodna z wymaganiami
walidacyjnymi, jednak wyniki kliniczne jednoznacznie wskazuja, ze $lina nie moze zastapic¢
osocza w rutynowym monitorowaniu MPA i MPAG. Z drugiej strony, istotnym elementem
nowosci pracy bylo rowniez wykazanie mozliwosci standaryzowanego, objetosciowego
pobierania i stabilizacji Sliny przy uzyciu technologii VAMS-Mitra™, co moze mie¢
znaczenie dla przyszlych badan nad innymi analitami oznaczanymi w Slinie.
Jednoczes$nie praca potwierdza, ze krew wlosniczkowa pobierana metoda VAMS pozostaje
bardziej obiecujaca alternatywa do dlugoterminowego monitorowania mykofenolanu u dzieci.

Wiaczenie tej publikacji do cyklu habilitacyjnego jest istotne, poniewaz dokumentuje
kompleksowy proces translacyjny: od hipotezy o mozliwo$ciach zastosowania nieinwazyjnej
matrycy, przez opracowanie i walidacj¢ metody LC-MS/MS, az po ocen¢ kliniczng
i farmakokinetyczng. Szczeg6lng wartoscig jest to, ze jej wynik nie ogranicza si¢ tylko do
potwierdzenia przydatno$ci nowego narzedzia, ale takze wskazuje, ktore rozwigzanie — mimo
jego atrakcyjnosci przedanalitycznej — nie powinno by¢ bezkrytycznie wdrazane
w rutynowym TDM. W ten sposéb H6 podnosi naukowa wiarygodnos¢ catego cyklu,
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pokazujac, ze rozwdj alternatywnych strategii probkowania wymaga nie tylko walidacji
analitycznej, lecz takze potwierdzenia ich rzeczywistej uzytecznosci kliniczne;.

Praca oryginalna H7: Kocur A.”, Moczulski M., Michalczuk P., Miszewska-
Szyszkowska D., Baczkowska T., Durlik M., Pawinski T. Surrogate-based LC-MS/MS
quantification of endogenous creatinine in plasma, plasma-equivalent dried spots (qDPS),
and volumetric absorptive microsampling (VAMS): an ICH M10-compliant bridging study.
European Journal of Pharmaceutical Sciences, 2026, tom 221, str.. 107523.
https://doi.org/10.1016/].ejps.2026.107523.

Publikacja H7 rozszerza moj cykl habilitacyjny spoza tradycyjnego monitorowania lekéw na
rzecz zdecentralizowanego nadzoru funkcji narzadu przeszczepionego, wykorzystujac
techniki mikropobierania. Przedstawilem i zweryfikowalem metode LC-MS/MS do
oznaczania kreatyniny w osoczu, w probkach qDPS wyprodukowanych za pomocg Capitainer
SEP10® oraz w mikroprobkach krwi pelnej pobieranych metodg VAMS-Mitra™ (Rycina 10).
Ta praca ma duze znaczenie translacyjne, poniewaz kreatynina to jeden z gtownych markerow
monitorowania funkcji nerek po transplantacji. Jej oznaczanie w warunkach domowego lub
zdecentralizowanego pobierania moze znacznie utatwi¢ dlugoterminowa opieke nad
pacjentami po przeszczepie nerki.

SEP10® Quantitative Dried Plasma Spot Mitra™ Volumetric Absorptive MicroSampling device (10 pL)
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Rycina 10. Poréwnanie urzadzen do mikropobierania zastosowanych w badaniu: gDPS (Capitainer SEP10®)
oraz VAMS (Mitra™). Na rycinie przedstawiono elementy konstrukcyjne odpowiedzialne za kontrolg objetosci
pobieranej probki, sposdb nanoszenia materiatu biologicznego oraz obszary przeznaczone do przygotowania
probki do dalszej analizy LC-MS/MS.

Kreatynina jest endogennym zwigzkiem obecnym w kazdej probce biologicznej, co powoduje
istotne ograniczenia analityczne. W przeciwienstwie do oznaczania lekéw egzogennych, nie
jest mozliwe zastosowanie klasycznej matrycy kontrolnej pozbawionej analitu [40]. Z tego
wzgledu w pracy H7 zastosowalem podejScie oparte na analitycznym surogacie,
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wykorzystujac znakowang izotopowo kreatyning ds-CRE jako analit zast¢pczy do kalibracji.
Jednoczesnie jako standardy wewngtrzne oceniono inne izotopowo znakowane analogi
kreatyniny, tj. ds-CRE oraz *C-CRE, przy czym do wlasciwej walidacji wybrano ds-CRE ze
wzgledu na korzystniejsze whasciwosci jonizacyjne. Takie podej$cie pozwolito opracowad
metode zgodng z wymaganiami ICH M10 do oznaczania zwigzku endogennego w kilku
matrycach biologicznych [11].

W artykule poréwnano dwa roézne podejscia do mikropobierania probki biologicznej.
Pierwszym z nich bylo VAMS-Mitra™, ktére pozwala na pobranie 10 pL krwi pelnej
wlo$niczkowej bez potrzeby separacji elementéw morfotycznych. Drugim rozwigzaniem jest
urzgdzenie Capitainer SEP10®, ktore umozliwia uzyskanie wysuszonej probki osocza, czyli
qDPS, po oddzieleniu sktadnikéw komérkowych krwi. Z perspektywy klinicznej poréwnanie
tych metod ma istotne znaczenie, poniewaz system Mitra™ jest prostszy w odniesieniu do
pobierania probki i bardziej komfortowy dla pacjenta, podczas gdy SEP10® dostarcza probke,
ktéra mozna bezposrednio poréwnac z rutynowymi testami kreatyniny w osoczu.

Metoda LC-MS/MS zostata zwalidowana w zakresie kalibracyjnym od 0,025 do 100 mg/L
dla osocza, qDPS oraz VAMS. Uzyskano bardzo dobrg liniowos$¢ we wszystkich matrycach:
dla osocza rownanie kalibracji to y = 4,1355x — 0,1387, z R =0,9982; dla qDPS: y = 3,9884x
—0,4957, z R? = 0,9964; a dla VAMS: y = 3,8653x — 0,1211, z R? = 0,9971. Tak szeroki
zakres kalibracyjny obejmowal stezenia klinicznie istotne zardwno dla pacjentéw
z prawidlowg lub umiarkowanie obnizong funkcja nerek, jak i dla tych z powazniejszym
pogorszeniem filtracji.

Walidacja analityczna potwierdzila spetnienie kryteriow ICH M10 w zakresie doktadnosci
1 precyzji. Dla wszystkich matryc wartosci doktadnosci pozostawaty w granicach +15%, a na
poziomie LLOQ w granicach +£20%. Precyzja rowniez spelniata wymagania walidacyjne.
Przyktadowo, dla osocza precyzja wewnatrzdzienna wynosita od 2,63% do 7,97%, dla VAMS
od 5,52% do 9,51%, a dla qDPS od 3,61% do 13,16%. W ocenie mi¢dzydniowej precyzja
wynosita odpowiednio od 1,21% do 6,04% dla osocza, od 2,76% do 7,39% dla VAMS oraz
od 3,15% do 8,80% dla qDPS. Wyniki te potwierdzily, ze metoda jest wystarczajaco
precyzyjna do ilosciowego oznaczania kreatyniny zarowno w klasycznej matrycy osoczowej,
jak 1 w mikroprébkach.

Szczegdlnym elementem badania byla ocena zgodno$ci analitycznej kreatyniny
z zastosowanym analitem zast¢pczym, ds-CRE. Wykazatem, ze przy réwnych st¢zeniach 10
mg/l obu zwigzkow stosunek ich sygnalow byt zblizony do 1 w réznych matrycach, takich jak
DPBS, osocze, krew wlosniczkowa i wysuszone osocze, osiggajac odpowiednio wartosci
1,03, 0,98, 0,92 i 0,97. W zwiagzku z tym nie bylo konieczne uzywanie dodatkowego
wspotczynnika korekcyjnego. Ponadto stosunek nachylen krzywych kalibracyjnych wynosit
0,906 i miescil si¢ w dopuszczalnym zakresie 0,85-1,15. Rownoleglos¢ odpowiedzi
kreatyniny i ds-CRE zostala rowniez potwierdzona w zakresie hematokrytu od 0,21 do 0,68
L/L, co jest istotne dla wiarygodnosci oznaczen w mikroprébkach krwi.

W pracy ocenitem réwniez stabilno$¢ kreatyniny i odpowiadajacego analitu zastepczego
w roznych warunkach. Zaréwno kreatynina, jak i ds-CRE pozostawaly stabilne
w analizowanych matrycach przez 5 godzin w temperaturze 60°C, co symulowato potencjalne
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krotkotrwate narazenie probek na warunki stresowe podczas transportu. Ekstrakty
pozostawaly stabilne w autosamplerze w temperaturze 5°C przez 5 dni, a mikroprébki VAMS
1qDPS wykazywaly stabilnos¢ podczas dtugoterminowego przechowywania przez 3 miesigce
w temperaturze pokojowej, 4°C oraz —20°C. Wyniki te potwierdzaja praktyczng przydatnosé
opracowanej metody do zdecentralizowanego pobierania i przesytania probek.

Czg$¢ kliniczna obejmowata 61 dorostych biorcow nerki, u ktoérych poréwnano wyniki
pomiarow kreatyniny w osoczu, qDPS oraz VAMS. Prébki zylne pobierano do probowek
z Ks-EDTA, a krew wlo$niczkowa po naktuciu palca, korzystajac z urzadzen Mitra™
i Capitainer SEP10®. Badanie przeprowadzono w grupie pacjentow po transplantacji nerki,
w ktorej regularne 1 wiarygodne monitorowanie kreatyniny jest kluczowe dla oceny funkcji
przeszczepu oraz wezesnego wykrycia ewentualnego pogorszenia jej czynnosci.

Srednie stezenie kreatyniny w osoczu wynosito 1,57 mg/dL, w zakresie od 0,63 do 3,58
mg/dL. Dla gDPS $rednia warto$¢ to 1,54 mg/dL (zakres 0,60-3,68 mg/dL), a dla
niekorygowanych wynikéw VAMS 1,26 mg/dL (zakres 0,47-2,74 mg/dL). Te dane pokazuja,
ze qDPS generuje wyniki bardzo zblizone do pomiaréw z osocza, bez potrzeby korzystania
z dodatkowych przelicznikow, podczas gdy Mitra™ VAMS zazwyczaj zawyza warto$ci
W poroéwnaniu z osoczem i wymaga uzycia modelu konwersji.

W analizie porownawczej zastosowalem regresj¢ Passinga—Babloka oraz analiz¢ Blanda—
Altmana. Dla poréwnania osocza i VAMS wyznaczono rownanie PLcre = 1,197 x VAMScre
+ 0,053, z srednim btgdem systematycznym wynoszacym 19,90%. Wynik ten potwierdza, ze
niekorygowane wartosci VAMS nie powinny by¢ bezposrednio interpretowane jako wartosci
osocza. Dla poréwnania, z osocza i qDPS uzyskano natomiast rownanie PLcrg = 0,978 x
qDPScre + 0,099, z blgdem systematycznym 5,50%, co potwierdza odpowiadajacy osoczu
charakter probek gDPS. Na podstawie uzyskanych danych opracowalem model
przeliczeniowy dla VAMS: PLcre = 1,197 x VAMScre + 0,053. Sredni wspétczynnik
korekcyjny VAMS/osocze wynosit 0,835 przy CV wynoszacym 7,99%. Nastgpnie
zwalidowalem ten model w niezaleznym zestawie 21 sparowanych prébek. Po zastosowaniu
korekeji $rednie st¢zenie kreatyniny VAMS wynosito 1,56 mg/dL, czyli byto bardzo zblizone
do wartosci osoczowej. Dla poréwnania, dla osocza z korygowanym VAMS uzyskalem
réwnanie PLcre = 0,934 X VAMSCRE corrected + 0,004, a $redni btad systematyczny zmniejszyt
si¢ do —1,20%. Z kolei zgodno$¢ korygowanego VAMS z gDPS byta bardzo dobra:
VAMSCRE corrected = 1,016 x qDPScre — 0,011, a btad wynidst 0,80%.

Wyniki te pozwolity mi sformutowaé¢ wazny wniosek metodologiczny: qDPS moze by¢
traktowany jako matryca rownowazna osoczu bez konieczno$ci przeliczania, natomiast
VAMS wymaga post-analizy korekty do warto$ci osoczowej. Ma to istotne znaczenie
praktyczne. qDPS upraszcza interpretacj¢ laboratoryjng i moze by¢ bezposrednio odnoszony
do wartosci referencyjnych stosowanych w osoczu. VAMS jest natomiast prostszy i bardziej
intuicyjny dla pacjenta, ale wymaga zatwierdzonego modelu obliczeniowego. Praca H7
pokazuje zatem, ze wybor techniki mikropobierania zalezy od kompromisu mig¢dzy prostota
pobrania a fatwoscig interpretacji wyniku. Warto zaznaczy¢, ze jest to jak dotad pierwsza
opublikowana praca obejmujaca ilosciowy pomiar analitu w probkach pobranych za
pomoca systemu SEP10°.
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Ograniczeniem badania byto obj¢cie analiza jednej kohorty dorostych biorcow przeszczepu
nerki oraz brak zewnetrznej walidacji modelu korekcyjnego VAMS w innych populacjach,
takich jak dzieci, pacjenci dializowani lub chorzy z bardzo niskimi albo bardzo wysokimi
stezeniami kreatyniny. Mimo to praca przedstawia kompletny schemat walidacji oznaczen
zwigzku endogennego w technikach mikropobierania i wskazuje kierunek dalszych badan nad
zdalnym monitorowaniem funkcji nerek.

Publikacja H7 stanowi wazny element mojego cyklu habilitacyjnego, poniewaz poszerza
zakres opracowywanej przeze mnie platformy mikropobierania z monitorowania lekéw
o monitorowanie biomarkerow narzadowych. W pracy wykazatem, ze techniki
mikropobierania moga by¢ uzyteczne nie tylko w TDM lekéw immunosupresyjnych
i przeciwwirusowych, ale rowniez w ocenie funkcji przeszczepionej nerki. Szczegodlne
znaczenie ma opracowanie metody zgodnej z ICH M10 oznaczania endogennej kreatyniny
z wykorzystaniem strategii surogatu analitycznego, a takze jednoznaczne rozrdznienie dwoch
modeli interpretacyjnych: bezposredniego, odpowiadajacego osoczu oznaczania qDPS, oraz
oznaczania VAMS, wymagajacego walidowanej korekcji do wartos$ci osoczowych.

Wiaczenie pracy H7 do cyklu habilitacyjnego jest uzasadnione, poniewaz dokumentuje
przejscie od klasycznego terapeutycznego monitorowania lekow do szerszego,
pacjentocentrycznego modelu monitorowania po transplantacji, obejmujacego zaréwno
ekspozycje na leki, jak i funkcje narzadu przeszczepionego. Tym samym publikacja ta
wzmacnia gtowng koncepcje cyklu, zgodnie z ktéra odpowiednio zwalidowane techniki
mikropobierania mogg stanowi¢ realne narzedzie decentralizacji opieki transplantacyjnej
1 zwigkszenia dostgpno$ci monitorowania laboratoryjnego poza wyspecjalizowanym
os$rodkiem klinicznym.

Praca przegladowa H8: Kocur A., Pawinski T.* Microsampling techniques and patient-
centric therapeutic drug monitoring of immunosuppressants. Bioanalysis, 2025, tom 17, nr
6, str.: 413-427. https://doi: 10.1080/17576180.2025.2477976.

Publikacja H8 ma charakter eksperckiej pracy przegladowo-koncepcyjnej i1 stanowi
syntetyczne podsumowanie oraz uogodlnienie doswiadczen zdobytych w ramach badan
eksperymentalnych i klinicznych przedstawionych w pozostatych publikacjach cyklu
habilitacyjnego. Praca ta powstala na zaproszenie redakcji czasopisma Bioanalysis,
skierowane do mnie oraz wspotautora publikacji, dr hab. Tomasz Pawinskiego, co stanowilo
potwierdzenie rozpoznawalno$ci prowadzonych przez nas badan w zakresie mikropobierania
oraz pacjentocentrycznego terapeutycznego monitorowania lekéw immunosupresyjnych.
W tej pracy omowilem znaczenie technik mikropobierania w pacjentocentrycznym
monitorowaniu lekow immunosupresyjnych, ze szczegdlnym uwzglednieniem zastosowania
tych rozwigzan u biorcow narzadow litych. Publikacja porzadkuje zagadnienia
przedanalityczne, analityczne, kliniczne 1 organizacyjne zwigzane z wdrazaniem
mikropobierania do praktyki TDM, a jednoczes$nie proponuje praktyczny model przej$cia od
opracowania metody w laboratorium do jej zastosowania przy t6zku pacjenta i w warunkach
domowych.
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Podstawa tej pracy byla obserwacja, ze farmakoterapia immunosupresyjna po przeszczepie
narzadow litych wymaga ciaglej indywidualizacji dawkowania, poniewaz wigkszos¢ lekow
z tej grupy ma waski indeks terapeutyczny, duze zréznicowanie przebiegu farmakokinetyki
oraz ryzyko zaréwno niedostatecznej immunosupresji, jak i toksycznosci. W rutynowej
praktyce laboratoryjnej oznaczanie takrolimusu, cyklosporyny, sirolimusu i ewerolimusu
odbywa si¢ gtownie na podstawie krwi pelnej, natomiast kwasu mykofenolowego najczesciej
oznaczajg w osoczu lub surowicy [3-8]. Podkreslono, ze tradycyjne pobieranie krwi zylnej,
mimo swojej wartosci diagnostycznej, jest obcigzeniem dla pacjentow, ktorzy musza
poddawaé si¢ wieloletniemu monitorowaniu, zwlaszcza u dzieci, 0sob starszych, osob
z ograniczong mobilnoscia oraz chorych mieszkajacych z dala od o$rodkow
transplantacyjnych.

W tym kontek$cie mikropobieranie zostato przedstawione jako technologia umozliwiajaca
rzeczywistg decentralizacj¢ TDM. Techniki takie jak klasyczne DBS, VAMS, gDBS,
hemaPEN™, HemaXis™, Tasso-M20™ oraz urzadzenia umozliwiajace separacj¢ osocza, np.
Capitainer SEP10® pozwala na pobieranie niewielkich objeto$ci materiatu biologicznego,
zwykle rzedu 10-20 pL, po naktuciu palca [1-10,41]. Szczegdlne znaczenie przypisatem
technologiom wolumetrycznym, poniewaz ograniczaja one podstawowe problemy
klasycznego DBS, tj. niejednorodno$¢ plamki, efekt hematokrytowy, zmienng objgtos$¢ probki
oraz btgdy wynikajace z nieprawidtowego nasaczenia bibuty.

W pracy H8 szczegdtowo omoéwiono kluczowe technologie mikropobierania. Zaznaczono, ze
Mitra™ VAMS umozliwia pobranie ustalonej objetosci krwi na porowata koncowke
z polimeru, co mozna wizualnie oceni¢ dzigki kontrastowi migdzy biatg koncéwka a krwia.
Urzadzenia Capitainer® qDBS wykorzystuja procesy mikrokapilarne do wytworzenia
okreslonej objetosci wysuszonej plamki krwi, zwykle 10 pL, co minimalizuje ryzyko
kontaminacji probki. Przedstawiono takze urzadzenia kapilarne, takie jak hemaPEN™, oraz
systemy do separacji frakcji osoczowych, ktéore maja szczegdlne znaczenie przy
monitorowaniu lekow w osoczu, na przyktad kwasu mykofenolowego.

W publikacji szczego6lng uwage zwrdcono na analiz¢ fazy przedanalitycznej, ktora jest
kluczowa dla jakosci wynikéw w przypadku mikropobierania. Podkres$litem, Ze opracowanie
czulej metody LC-MS/MS samo w sobie nie wystarczy, aby bezpiecznie wdrozy¢
mikropobieranie w praktyce klinicznej. Niezbgdne jest rowniez przeszkolenie pacjentéw
1 opiekunéw, przygotowanie jasnych instrukcji pobierania probek — najlepiej z ilustracjami
lub materiatami wideo — oraz regularna ocena jakosci pobranych mikroprobek. W pracy
przedstawilem swoje do$wiadczenia z badan klinicznych u pediatrycznych biorcow nerki w
IPCZD, gdzie mniej niz 2% mikroprobek — 35 z 1720 — nie speknito kryteriow jakosci. Wynik
ten dowodzi, ze po odpowiednim szkoleniu pacjentdow i ich rodzin mikropobieranie moze
skutecznie funkcjonowa¢ w praktyce klinicznej.

Osobng kwestig jest problem hematokrytu. W pracy podkre§lono, ze klasyczne DBS sa
szczeg6lnie wrazliwe na ten czynnik, poniewaz lepko$¢ krwi wptywa na $rednicg¢ plamki,
migracje komorek i osocza w materiale no§nikowym, czas suszenia oraz jednorodno$¢ probki.
Technologie wolumetryczne, takie jak VAMS i qDBS, znacznie ograniczaja ten problem,
zapewniajac pobranie statej objetosci krwi. Jednoczesnie zauwazono, ze nawet w przypadku
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urzadzen wolumetrycznych hematokryt moze wplywa¢ na odzysk analitu, dlatego kazda
metoda powinna by¢ odpowiednio walidowana na roéznych poziomach hematokrytu,
odpowiadajacych populacji docelowej. Jest to szczegblnie istotne w populacjach
pediatrycznych i transplantacyjnych, gdzie warto§ci hematokrytu moga si¢ zmieniac.

W czgsci dotyczacej fazy analitycznej zaznaczono, ze LC-MS/MS odgrywa kluczowa rolg
jako metoda referencyjna do oznaczania lekow immunosupresyjnych w mikroprébkach.
Wynika to z matej objetosci probki oraz niskiego stezenia wielu immunosupresantow, takich
jak takrolimus, cyklosporyna, sirolimus i ewerolimus. Omoéwiono rowniez istotno$é
odpowiedniego doboru rozpuszczalnikéw ekstrakcyjnych, metody wprowadzania standardu
wewnetrznego, oceny efektu matrycowego oraz optymalizacji etapdw oczyszczania probek.
Wskazalem, ze mieszaniny siarczanu cynku z acetonitrylem sg powszechnie stosowane
w ekstrakcji immunosupresantow z krwi petnej, a w przypadku mikroprobek konieczne moze
by¢ wsparcie ekstrakcji poprzez sonikacje, wytrzasanie, ekstrakcje ciecz—ciecz, ekstrakcje¢ do
fazy stalej (SPE) lub inne techniki oczyszczania.

W publikacji H8 potozono szczegélny nacisk na faze postanalityczna, czyli kliniczng
interpretacj¢ wynikow z mikroprobek. Wykazatem, ze wdrozenie mikroprobowania nie moze
opiera¢ si¢ wylacznie na porownywaniu korelacji migdzy metodami. Nalezy przeprowadzi¢
peine badanie pomostowe, ktére obejmuje analiz¢ regresji, ocene bledu systematycznego,
wyznaczenie granic zgodnos$ci oraz sprawdzenie klinicznej akceptowalno$ci rdéznic. W pracy
zaproponowano praktyczne kryteria porownawcze: nachylenie regresji Passing—Bablok lub
Deminga zblizone do 1, przedziat ufnosci dla nachylenia obejmujacy 1, przedziat dla wyrazu
wolnego zawierajacy 0, $redni blad w analizie Blanda—Altmana mieszczacy si¢ w granicach
+15%, a takze co najmniej 67% sparowanych probek w granicach +20% dla zgodno$ci
analitycznej 1 £15% dla zgodno$ci kliniczne;.

Waznym zagadnieniem byla rowniez konwersja wynikdw uzyskanych we krwi
wlos$niczkowej na matryce tradycyjne. W pracy wskazano, ze dla lekoéw, ktorych stosunek
krew/osocze jest bliski 1, stgzenia we krwi wlosniczkowej mogg dobrze odzwierciedlaé
stezenia osoczowe. Natomiast dla lekow silnie zwigzanych z erytrocytami, takich jak
inhibitory kalcyneuryny i mTOR, krew pelna pozostaje wtasciwg matrycg referencyjng. W
przypadku kwasu mykofenolowego, dla ktorego rutynowo stosuje si¢ zakresy terapeutyczne
w osoczu lub surowicy, konieczne moze by¢ przeprowadzenie przeliczenia. Omoéwiono trzy
strategie: uzycie Sredniego wspotczynnika korekcyjnego, zastosowanie wzoru zaleznego od
hematokrytu oraz opracowanie i walidacje wzoru populacyjnego na podstawie badania
pomostowego.

W pracy H8 przedstawiono rowniez potencjal mikropobierania w ocenie adherencji do
leczenia. Nieprzestrzeganie zalecen terapeutycznych pozostaje jedng z istotnych przyczyn
utraty przeszczepu, szczegdlnie u dzieci i mtodziezy. Mozliwos¢ samodzielnego, domowego
pobierania probek oraz cz¢stszego monitorowania stezenia lekow moze utatwia¢ wykrywanie
duzej zmienno$ci wewnatrzosobniczej, stanowigcej posredni wskaznik nieprzestrzegania
zalecen (non-adherence). W pracy przytoczono moje obserwacje z pilotazowej oceny
pediatrycznych biorcow nerki leczonych takrolimusem i kwasem mykofenolowym: przy
przyjeciu odcigcia CV < 30% dla stabilnosci ekspozycji, wskaznik adherencji wynosit 90%
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w grupie standardowego pobierania krwi zylnej oraz 96% w grupie domowego pobierania
VAMS (dane przygotowywane do kolejnej publikacji).

W osobnym fragmencie publikacji oméwiono badania dotyczace bieglosci laboratoriow.
Podkreslitem, Zze rutynowe stosowanie mikropobierania w TDM wymaga uczestnictwa
w zewngtrznych programach kontroli jako$ci, poniewaz wewngetrzna walidacja nie gwarantuje
pelnej poréwnywalnosci wynikow miedzy laboratoriami. Przedstawiono pilotazowe
programy badania biegtosci laboratoriow dla mikroprobek immunosupresantow oraz
wskazano, ze istnieja juz schematy umozliwiajagce kontrole¢ oznaczen takrolimusu,
cyklosporyny, sirolimusu, ewerolimusu, kwasu mykofenolowego, kreatyniny i hematokrytu
w roznych typach mikroprébek. Z punktu widzenia wdrozenia jest to kluczowy etap w dazeniu
do standaryzacji i harmonizacji wynikow mig¢dzy laboratoriami.

Najwazniejszym elementem pracy H8 jest opracowanie praktycznego modelu wdrozenia
mikropobierania w TDM lekéw immunosupresyjnych. Model ten obejmuje wybor
odpowiedniego urzadzenia w zaleznosci od populacji i analitu, ocen¢ czulosci platformy
analitycznej, optymalizacj¢ procesu suszenia, przechowywania oraz ekstrakcji, walidacje
zgodng z migdzynarodowymi wytycznymi, ocen¢ wplywu hematokrytu, badanie pomostowe
na probkach klinicznych, kliniczng walidacje¢ na niezaleznym zestawie danych oraz udziat
w zewnetrznych programach kontroli jakosci. Takie kompleksowe podejscie tworzy ramy
interpretacyjne dla wszystkich moich prac eksperymentalnych realizowanych w ramach cyklu
habilitacyjnego.

Publikacja H8 petni rol¢ pracy koncepcyjnej i integracyjnej. W przeciwienstwie do prac H1-
H7, ktore opisuja opracowanie, walidacj¢ 1 kliniczne zastosowania konkretnych metod
oznaczania cyklosporyny, sirolimusu, ewerolimusu, gancyklowiru, kwasu mykofenolowego
czy kreatyniny, H8 prezentuje szersza perspektywe kliniczng i organizacyjng. Ukazuje, jakie
warunki muszg zosta¢ spelnione, aby mikropobieranie moglo zosta¢ bezpiecznie przeniesione
z etapéw badan analitycznych do codziennej opieki transplantacyjne;j.

Znaczenie pracy H8 w cyklu habilitacyjnym polega na tym, ze porzadkuje ona i uzasadnia
gléwng koncepcje calego osiagniecia naukowego: mikroprébkowanie, jesli zostanie
prawidlowo zwalidowane analitycznie, klinicznie i organizacyjnie, moze sta¢ si¢ realnym
narzgdziem pacjentocentrycznego monitorowania farmakoterapii po transplantacji.
Publikacja ta wzmacnia translacyjny charakter cyklu, poniewaz taczy zagadnienia chemii
analitycznej, bioanalizy, farmakokinetyki, transplantologii, monitorowania adherencji oraz
organizacji zdecentralizowanej diagnostyki laboratoryjnej. Wskazuje rowniez kierunek
dalszego rozwoju: standaryzacje¢ metod, rozszerzenie zastosowan na kolejne populacje i leki
oraz wykorzystanie mikropobierania do domowych profili farmakokinetycznych, ktore
wczesniej byty trudne lub niemozliwe do wykonania w rutynowej praktyce kliniczne;.
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4.8. Wnioski z catego cyklu publikaciji

Realizacja przedstawionego cyklu publikacji pozwolita na opracowanie spojnej, translacyjnej
koncepcji wykorzystania technik mikropobierania w terapeutycznym monitorowaniu lekow
oraz monitorowaniu funkcji narzadu po transplantacji. Przeprowadzone badania wykazaly, ze
odpowiednio zwalidowane techniki mikroprobkowania mogg stanowi¢ nie tylko alternatywe
analityczng dla klasycznych metod pobierania krwi zylnej, lecz takze podstawe
zdecentralizowanego, pacjentocentrycznego modelu opieki transplantacyjne;.

Na podstawie prac wlaczonych do cyklu sformutowatem nastgpujace wnioski:

1. Techniki mikropobierania moga by¢ skutecznie wykorzystywane do
indywidualizacji farmakoterapii lekOw o waskim indeksie terapeutycznym, pod
warunkiem opracowania odpowiednio zoptymalizowanych i zwalidowanych
metod LC-MS/MS. Wykazalem, ze oznaczanie lekow immunosupresyjnych
1 przeciwwirusowych w mikroprobkach wymaga indywidualnej optymalizacji
procedury analitycznej dla kazdego analitu, matrycy oraz urzadzenia pobierajacego
probke. Proste zastosowanie klasycznej metody z krwi pelnej, osocza lub surowicy
w probkach VAMS, qDBS, DSS lub qDPS nie jest wystarczajace. Nalezy dostosowaé
etap ekstrakcji, wybor standardu wewngtrznego, oczyszczanie probki oraz warunki
LC-MS/MS do specyfiki mikroprobek.

2. Walidacja metod bioanalitycznych opartych na mikropobieraniu powinna
uwzglednia¢ dodatkowe parametry specyficzne dla probek wysuszonych oraz
o malej objetosci. Wykazatem, Zze oprocz klasycznych elementow walidacji, takich
jak liniowos$¢, selektywnos¢, doktadno$¢, precyzja, efekt matrycowy i stabilnosc,
konieczna jest rowniez ocena czynnikow specyficznych dla mikropobierania. Do nich
naleza wplyw hematokrytu, czas suszenia, warunki przechowywania i transportu,
skuteczno$¢ ekstrakcji z urzadzenia, mozliwo$¢ przepetienia lub niedopelnienia
probnika oraz odtwarzalno$¢ oznaczenia w probkach rzeczywistych. Uwzglednienie
tych parametrow jest warunkiem bezpiecznego przej$cia od metody analitycznej do
zastosowania w praktyce kliniczne;j.

3. Nowoczesne techniki wolumetryczne, takie jak VAMS i DBS, rozwiazuja
najwazniejsze problemy klasycznego DBS, cho¢ wcigz wymagajq oceny wplywu
hematokrytu. Przeprowadzone badania wykazaly, ze pobieranie krwi w stalej
objetosci znaczaco zwigksza powtarzalno§¢ wynikow i minimalizuje ryzyko bledow
przedanalitycznych. Zauwazytem tez, ze hematokryt moze mie¢ wptyw nie tylko na
objetos¢ 1 rozktad probki, lecz takze na odzysk analitu 1 skutecznos$¢ ekstrakcji.
W zwigzku z tym, nawet przy uzyciu urzadzen wolumetrycznych, ocena wplywu
hematokrytu powinna by¢ standardowa cze$cig procesu walidacyjnego, zwlaszcza
w populacjach pediatrycznych i po transplantacjach.

4. Alternatywne metody pobierania probek moga zastapic¢ lub uzupeknic tradycyjne
pobieranie krwi zylnej, pod warunkiem przeprowadzenia pelnego badania
pomostowego. Wyniki tego cyklu jasno pokazuja, Ze sama korelacja mi¢edzy metoda
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mikropobierania a metodg referencyjng nie wystarcza jako dowdd klinicznej
réwnowazno$ci. Przydatno$¢ metody ocenia si¢ na podstawie zgodnos$ci wynikéw,
wielkos$ci bledu systematycznego, obecnosci lub braku bledu proporcjonalnego,
odsetka probek mieszczacych si¢ w ustalonych granicach akceptacji oraz mozliwosci
podejmowania tych samych decyzji terapeutycznych na podstawie obu metod. Dlatego
tez badanie pomostowe powinno by¢ traktowane jako niezbedny etap wdrozenia
mikropobierania w TDM.

Interpretacja wynikow z mikroprobek zalezy od zgodnoSci matrycy
alternatywnej z matryca rutynowa oraz od wlasciwosci farmakokinetycznych
badanego zwiazku. W przypadku lekéw, dla ktérych rutynowa matryca jest krew
petna, takich jak inhibitory kalcyneuryny i mTOR, krew wlos$niczkowa pobrana
technikami  wolumetrycznymi moze stanowi¢ bezposrednig alternatywe dla
tradycyjnego materialu pochodzacego z krwi zylnej. Natomiast dla analitow
interpretowanych klinicznie w osoczu lub surowicy, takich jak kwas mykofenolowy
czy kreatynina, moze by¢ konieczne zastosowanie przeliczenia, modelu konwersji lub
urzadzenia generujacego probke rownowazng z osoczem. Wnioski te maja kluczowe
znaczenie dla przyszlego projektowania metod mikropobierania.

Nie kazda atrakcyjna analitycznie matryca alternatywna jest wystarczajaco
uzyteczna do rutynowego TDM. Cykl wykazat, Ze minimalna inwazyjnos¢ i tatwos¢
pobrania nie mogg by¢ jedynymi kryteriami wyboru matrycy. Przyktadem jest $lina,
ktéra moze by¢ wygodna dla pacjenta i mozliwa do standaryzowanego pobrania
metoda VAMS, ale nie musi wiarygodnie odzwierciedla¢ ekspozycji osoczowej na
lek. Tym samym kazdy nowy material biologiczny wymaga nie tylko walidacji
analitycznej, lecz przede wszystkim potwierdzenia klinicznej uzytecznoS$ci
w odniesieniu do parametrow farmakokinetycznych istotnych dla dawkowania.

Mikropobieranie moze wspiera¢ decentralizacj¢ terapeutycznego monitorowania
przyjmowania lekow oraz rozwoj domowego modelu opieki nad pacjentem po
transplantacji. Prace w cyklu wykazatly, ze odpowiednio zwalidowane mikroprobki
moga by¢ stabilne w warunkach umozliwiajacych ich transport do laboratorium
referencyjnego. Procedura pobierania moze by¢ wykonywana przez pacjenta lub
opiekuna po odpowiednim przeszkoleniu. To otwiera mozliwos¢ zmniejszenia liczby
wizyt w osrodku transplantacyjnym, przeprowadzania domowych profili
farmakokinetycznych, szybszego reagowania na zmiany w ekspozycji oraz lepszego
dostosowania monitorowania do potrzeb pacjentow leczonych przewlekle.

Wprowadzenie mikropobierania do rutynowego TDM wymaga zintegrowanego
modelu analityczno-kliniczno-organizacyjnego. Na podstawie przeprowadzonych
badan mozna stwierdzi¢, ze skuteczne wykorzystanie mikropobierania wymaga
wspotdziatania laboratorium, klinicystow, pacjentoéw oraz opiekunow. Niezbedne sa:
walidacja bioanalityczna, walidacja kliniczna, procedury oceny jako$ci probki,
instrukcje pobierania, kryteria akceptacji 1 odrzucenia materiatu, udziat w
zewngtrznych badaniach bieglo$ci oraz jasny sposdb raportowania i interpretacji
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wynikéw. Mikropobieranie nie jest wylacznie zmiang techniki pobrania, lecz zmiang
catego procesu diagnostycznego.

9. Rozszerzenie mikropobierania z monitorowania lek0w na monitorowanie
biomarkerow funkcji narzadu przeszczepionego stanowi podstawe szerszego
modelu opieki po transplantacji. Wiaczenie do cyklu badan dotyczacych kreatyniny
pokazato, ze alternatywne strategie pobierania probek moga stuzy¢ nie tylko ocenie
ekspozycji na leki, ale takze monitorowaniu funkcji przeszczepionego narzadu. Tym
samym mikropobieranie moze sta¢ si¢ elementem kompleksowego nadzoru nad
pacjentem po transplantacji, taczacego TDM, ocene bezpieczenstwa farmakoterapii
oraz kontrolg parametréw klinicznie istotnych dla funkcji przeszczepu.

10. Calos¢ cyklu potwierdza, ze prawidlowo zwalidowane techniki mikropobierania
sa realnym narzedziem indywidualizacji farmakoterapii, a nie jedynie
alternatywa techniczna dla Kklasycznego pobierania krwi. Najwazniejszym
wnioskiem z przeprowadzonych badan jest to, Zze mikropobieranie moze zmienié
sposob  organizacji  terapeutycznego monitorowania lekow: z  modelu
scentralizowanego, opartego na pobraniu krwi zylnej w o$rodku klinicznym, na model
bardziej elastyczny, zdecentralizowany i dostosowany do pacjenta. Warunkiem takiej
zmiany jest jednak zachowanie pelnej wiarygodno$ci analitycznej i klinicznej
wynikow.

11. Prezentowany cykl publikacji wpisuje si¢ w aktualny swiatowy trend rozwoju
zdecentralizowanej i pacjentocentrycznej medycyny laboratoryjnej, w ktorej
cz¢S¢ procedur monitorowania farmakoterapii moze by¢ realizowana poza
klasycznym laboratorium szpitalnym. Uzyskane wyniki stanowig podstawe do
dalszego rozwoju nowoczesnych modeli TDM integrujacych mikroprébkowanie,
farmakokinetyke kliniczng oraz narzedzia wspomagania decyzji terapeutycznych.

Podsumowujac, przedstawiony cykl publikacji doprowadzit do opracowania spdjnego
modelu translacyjnego wykorzystania technik mikropobierania w terapeutycznym
monitorowaniu lekéw 1 opiece nad pacjentem po transplantacji. Osiggnigcia te obejmuja
nie tylko rozwdj i walidacje metod LC-MS/MS dla alternatywnych mikroprobek
biologicznych, lecz rowniez stworzenie praktycznych zasad ich wdrazania klinicznego —
od optymalizacji procesu pobrania i walidacji bioanalitycznej, poprzez badania
pomostowe 1 ocen¢ kliniczng roéwnowazno$ci, az po zastosowanie w modelu
pacjentocentrycznym i home-based TDM. Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze
mikropobieranie moze sta¢ si¢ jednym z kluczowych elementéw przysztych,
zdecentralizowanych modeli monitorowania farmakoterapii i funkcji przeszczepionego
narzadu.

4.9. Dodatkowe osiagniecia naukowe po uzyskaniu stopnia doktora

Poza cyklem publikacji stanowigcym osiggniecie naukowe, prowadze oraz wspotrealizuje
réwniez inne dzialania badawcze z zakresu terapii monitorowanej st¢zeniem leku we krwi,
farmakokinetyki klinicznej oraz bioanalizy. Skupiaja si¢ one gldwnie na terapii
monitorowanej 1 farmakokinetyce klinicznej metotreksatu (OD1) oraz na bioanalizie i
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farmakokinetyce klinicznej lekow przeciwdrobnoustrojowych stosowanych u pacjentow
w stanie krytycznym (OD2).

Ponizej przedstawilem osiagnigcia naukowe, ktorych wyniki zostaty opublikowane
w pracach oryginalnych oraz zaprezentowane jako doniesienia konferencyjne.

OD1. Terapeutyczne monitorowanie steZeniem leku w protokotach niskich i wysokich
dawek metotreksatu (i jego metabolitow)

Metotreksat pozostaje jednym z kluczowych lekéw stosowanych zar6wno w leczeniu
chorob autoimmunologicznych, jak i w terapii onkologicznej. W praktyce klinicznej
wykorzystywane sa dwa zasadnicze schematy jego stosowania: protokoty niskich dawek
(ang. low-dose methotrexate, LDMTX) oraz wysokich dawek (ang. high-dose
methotrexate, HDMTX). LDMTX znajduje szerokie zastosowanie w leczeniu choréb
zapalnych 1 autoimmunologicznych, w tym reumatoidalnego zapalenia stawoéw oraz
tuszczycy, natomiast HDMTX jest stosowany przede wszystkim w chemioterapii
nowotworow, zwlaszcza w onkologii i hematoonkologii dziecigcej [42-44].

W przypadku HDMTX monitorowanie stezenia leku odgrywa kluczowa role kliniczna,
umozliwiajac ocen¢ eliminacji metotreksatu, optymalizacj¢ leczenia ratunkowego
leukoworyng oraz ograniczenie ryzyka powaznych dzialan toksycznych. Zazwyczaj
stezenie MTX jest oznaczane w probkach krwi pobranych w r6znych punktach czasowych
po rozpoczeciu infuzji, takich jak 24, 48 1 72 godziny, a decyzje terapeutyczne sa
podejmowane na podstawie szybkos$ci jego eliminacji [45]. Waznym aspektem tych badan
bylo opracowanie i walidacja metody LC-MS/MS do oznaczania metotreksatu
W surowicy oraz porownanie jej z komercyjnymi metodami immunochemicznymi
stosowanymi rutynowo w laboratoriach. Wykazano, ze cho¢ wyniki uzyskiwane
metodami immunochemicznymi i LC-MS/MS wykazuja dobra korelacje, metody te moga
by¢ obarczone btgdem z powodu reaktywnos$ci krzyzowej z metabolitami metotreksatu,
takimi jak DAMPA i 7-OH-MTX. To moze prowadzi¢ do zawyzenia st¢zenia MTX i tym
samym do niepotrzebnego przedtuzenia leczenia leukoworyng [45]. Wyniki pokazuja, ze
LC-MS/MS, ze wzgledu na wyzsza swoisto$§¢ 1 precyzje, powinien by¢ metoda
referencyjng w sytuacjach klinicznych, szczeg6lnie u pacjentdw z opdzniong eliminacja
MTX, zaburzeniami funkcji nerek lub wysokim ryzykiem toksycznos$ci (prace P1 i P4).
Wyniki tej cze$ci dodatkowego osiagniecia byly réwniez prezentowane na zjazdach
krajowych i zagranicznych (KK2, KM3) oraz realizowane cz¢§ciowo w ramach projektu
MG2.

Drugim aspektem moich badan bylo monitorowanie terapeutyczne niskich dawek
metotreksatu, ze szczegdlnym uwzglednieniem oceny ekspozycji na lek, skutecznosci
terapii 1 przestrzegania zalecen. W odréznieniu od HDMTX, w terapii LDMTX
oznaczanie samego metotreksatu w 0soczu ma ograniczone znaczenie, poniewaz lek jest
szybko eliminowany z krwiobiegu. Duzg role¢ odgrywaja poliglutaminiany metotreksatu
(MTXPG), ktore gromadza si¢ wewnatrzkomorkowo, gtownie w erytrocytach, i moga
odzwierciedla¢ dlugoterminowa ekspozycj¢ na ten lek [46].
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W tym zakresie moje badania obejmowaly analiz¢ zmiennych przedanalitycznych,
probleméw bioanalitycznych oraz mozliwo$ci klinicznego wykorzystania oznaczania
MTXPGs w terapii LDMTX (praca P3). Kluczowym etapem bylo opracowanie
1 walidacja wielomatrycowej metody LC-MS/MS do oznaczania metotreksatu i jego
poliglutaminianow w r6znych matrycach biologicznych, takich jak erytrocyty, petna krew,
probki VAMS i DBS. Badanie obj¢to pacjentow z reumatoidalnym zapaleniem stawow
leczonych niskimi dawkami metotreksatu, z zamiarem oceny, czy techniki
mikroprobkowania mogg zastapi¢ tradycyjne pobieranie krwi Zylnej w monitorowaniu
dlugoterminowej ekspozycji na MTX. Metoda zostala zwalidowana zgodnie
z wytycznymi ICH M10 w czterech typach matryc: erytrocytach, petnej krwi, VAMS
i DBS. W materiale klinicznym oznaczano MTX, MTXPG; s oraz catkowite st¢zenie
MTXPG, natomiast MTXPGe7 nie wykrywano w badanych probkach (praca P7). Tak
zaprojektowane badanie umozliwilo nie tylko ocen¢ poprawnosci analitycznej metody, ale
takze porownanie wynikéw uzyskiwanych z klasycznych i alternatywnych strategii
pobierania materiatu biologicznego. W pracy wykazano wysoka zgodno$¢ miedzy
wynikami z probek VAMS i DBS. Analizy Passinga—Babloka, Blanda—Altmana
i korelacje Spearmana potwierdzily bardzo dobra poréwnywalno$¢ obu technik
mikroprobkowania, z nachyleniami regresji bliskimi jednosci, niskim btedem
systematycznym i wysokimi korelacjami dla analizowanych analitéw. Szczegolnie silna
zgodnos$¢ zaobserwowana byla dla catkowitego stezenia MTXPG, co wskazuje, ze ten
parametr moze by¢ najbardziej stabilnym i uzytecznym wskaznikiem w poréwnaniach
mi¢dzy matrycami kapilarnymi.

Wyniki badania wykazaty, ze warto$ci oznaczane w probkach VAMS i DBS nie mozna
bezposrednio poréwnywaé ze stezeniami w erytrocytach. Stezenia MTXPG
w erytrocytach byly zazwyczaj wyzsze niz w probkach kapilarnych, podczas gdy wyniki
z VAMS 1 DBS lepiej odzwierciedlaly stezenia we krwi petnej. To sugeruje, ze VAMS
1 DBS powinny by¢ traktowane jako matryce kapilarne podobne do petnej krwi, a nie jako
bezposrednie zastgpstwo frakcji erytrocytarnej. Ma to kluczowe znaczenie dla
interpretacji, poniewaz progi terapeutyczne i zakresy ekspozycji ustalone dla erytrocytow
nie powinny by¢ automatycznie stosowane do prébek VAMS lub DBS bez oddzielne;j
walidacji klinicznej. Wyniki tej pracy maja znaczenie zardwno analityczne, jak
i kliniczno-organizacyjne. Z jednej strony potwierdzaja mozliwos¢ wiarygodnego
oznaczania MTXPG z wykorzystaniem matych objetosci krwi kapilarnej, z drugiej za$
wskazuja na konieczno$¢ raportowania i interpretacji wynikow w sposob zalezny od
zastosowanej matrycy, np. jako catkowite MTXPG w VAMS lub catkowite MTXPG
w DBS, bez bezposredniego przeliczania ich na warto$ci rOwnowazne dla erytrocytow.
To podej$cie zmniejsza ryzyko biednej interpretacji wyniku i stanowi podstawe dla
kolejnych badan nad okresleniem matrycowo-swoistych zakreséw referencyjnych lub
decyzyjnych w monitorowaniu LDMTX. Istotnym aspektem pracy byla réwniez ocena
stabilnos$ci analitow oraz powtarzalnosci oznaczen w rzeczywistych warunkach
klinicznych. Wykazano, ze stabilnos¢ MTXPG zalezy od rodzaju matrycy oraz dtugosci
tancucha poliglutaminianowego, przy czym wigksza podatno$¢ na degradacje
obserwowano u dluzszych homologéw. Wyniki ponownej analizy probek klinicznych
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(ang. incurred sample reanalysis, ISR) miescily si¢ w zakresie 84-95%, co potwierdzito
przydatno$¢ metody do analizy probek klinicznych, ale jednocze$nie wskazato na
konieczno$¢ Scistego kontrolowania warunkéw przedanalitycznych, szczegolnie
w kontekscie potencjalnego wykorzystania mikroprobek w zdalnym monitorowaniu
leczenia. Wyniki tej cze$ci dodatkowego osiggnigcia byly rodwniez prezentowane na
zjazdach krajowych i zagranicznych (KKS, KM6, KM18) oraz realizowane czg¢sciowo
w ramach projektu MG2.

Ten obszar mojej aktywnos$ci naukowej stanowi rozwinigcie gtdéwnego nurtu badan nad
pacjentocentrycznymi strategiami terapeutycznego monitorowania przyjmowania lekow.
W przypadku metotreksatu obejmuje on zaréwno klasyczne monitorowanie stezenia
w protokotach HDMTX, ukierunkowane na bezpieczenstwo chemioterapii
i indywidualizacje leczenia ratunkowego, jak i rozwdj metod oceny dlugoterminowe;j
ekspozycji na lek w protokotach LDMTX. Lacznie wyniki tych prac wpisuja si¢ w szerszy
kierunek personalizacji farmakoterapii, w ktérym odpowiednio dobrana metoda
bioanalityczna, = wlasciwa matryca  biologiczna 1  znajomo$¢  ograniczen
przedanalitycznych warunkuja prawidtowa interpretacje wyniku oraz jego uzytecznosé
kliniczna.

OD2. Zastosowanie alternatywnych metod mikroprébkowania w ocenie
farmakokinetyki klinicznej lekow przeciwdrobnoustrojowych u krytycznie chorych
pacjentow pediatrycznych

Kolejnym waznym aspektem mojej dziatalno$ci naukowe;j jest stosowanie alternatywnych
metod  mikroprobkowania w  ocenie  farmakokinetyki  klinicznej  lekow
przeciwdrobnoustrojowych u dzieci w stanie krytycznym. Rozwijam ten obszar gtownie
w ramach projektu AntiSepsis, majacego na celu wspieranie indywidualizacji
farmakoterapii przeciwdrobnoustrojowej u pacjentéw poddawanych intensywnej terapii
(projekt GP3). Ten kierunek jest naturalnym rozszerzeniem moich wcze$niejszych badan
nad technikami mikroprébkowania i metodami LC-MS/MS, koncentrujac si¢ na populacji
klinicznie szczeg6lnie wrazliwej, u ktorej zmienno$¢ farmakokinetyczna lekow moze by¢
znaczaca.

W populacji pediatrycznej, zwtaszcza u noworodkow, niemowlat oraz dzieci krytycznie
chorych, klasyczne schematy dawkowania lekow przeciwdrobnoustrojowych czgsto nie
pozwalaja na przewidywalne osiagni¢cie docelowej ekspozycji terapeutycznej. Wynika to
z dynamicznych zmian masy ciata, dojrzewania czynnosci nerek i watroby, zmiennej
objetosci dystrybucji, hipoalbuminemii, zaburzen perfuzji narzadowej, stosowania
leczenia wspomagajacego oraz zwigkszonego klirensu nerkowego. W konsekwencji
pacjenci otrzymujacy te samg dawke, przeliczong na kilogram masy ciata, moga osiggac
istotnie rdzne stezenia leku, co zwigksza ryzyko nieskutecznosci terapii lub toksycznos$ci
[47-48].

W tym obszarze opracowatem i zwalidowatem kilka metod LC-MS/MS do oznaczania
antybiotykdw, chemioterapeutykow przeciwbakteryjnych, lekow przeciwgrzybiczych
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oraz lekow przeciwwirusowych (facznie ponad 40 analitow). Opracowatem rowniez, we
wspotpracy z osrodkiem w Limoges, protokoty farmakokinetyczne dla tych lekow, na
ktérych cze$ciowo opiera si¢ cze$¢ kliniczna badania (rekrutacja pacjentdw rozpoczeta si¢
w marcu 2025). Dotychczasowe wyniki badan byty prezentowane gtownie na zjazdach
o charakterze migdzynarodowym (KM13, KM14, KM16, KM23).

Ze wzgledu na prospektywny charakter badania, opublikowano do tej pory jedng prace
dotyczaca oznaczania cefazoliny metoda LC-MS/MS w trzech istotnych klinicznie
matrycach: osoczu, ultrafiltracie osocza oraz mikroprébkach krwi pelnej pobieranych
technika VAMS (praca P5). Cefazolina jest jednym z najczg$ciej stosowanych
antybiotykow cefalosporynowych pierwszej generacji w populacji pediatryczne;j,
szczeg6lnie w profilaktyce okolooperacyjnej oraz leczeniu wybranych zakazen skory,
tkanek migkkich, kos$ci i stawow. Ze wzgledu na istotne wigzanie z biatkami osocza oraz
zalezno$¢ skutecznosci od stezenia wolnej frakcji leku, jednoczesna mozliwosé
oznaczania st¢zenia catkowitego i wolnego ma istotne znaczenie dla interpretacji
farmakokinetyczno-farmakodynamicznej [49]. Opracowana metoda zostata zwalidowana
zgodnie z wytycznymi ICH MI10 [11]. Walidacja obejmowata ocen¢ selektywnosci,
liniowosci, doktadnos$ci, precyzji, efektu przeniesienia, efektu matrycowego, odzysku,
stabilno$ci oraz parametréw specyficznych dla techniki VAMS, takich jak wplyw
hematokrytu i czasu suszenia probki. Zakres kalibracyjny metody wynosit 0,5-200 mg/L
dla wszystkich analizowanych matryc, a dolna granica oznaczalnosci wynosita 0,5 mg/L.
Catkowity czas analizy chromatograficznej wynosit 3 minuty, co czyni metod¢
potencjalnie uzyteczng w warunkach rutynowego laboratorium TDM, gdzie szybkos$¢
uzyskania wyniku ma znaczenie dla decyzji terapeutycznych. Istotnym elementem pracy
byto wykazanie, Zze cefazolina pozostaje stabilna w prébkach VAMS w badanych
warunkach przedanalitycznych, a zmiany hematokrytu w zakresie klinicznie istotnym nie
wptywaly istotnie na uzyskiwane wyniki. Potwierdzono rowniez, ze czas suszenia probek
VAMS w zakresie od 1 do 24 godzin nie powodowat istotnych réznic w oznaczanym
stezeniu cefazoliny. Wyniki te maja duze znaczenie praktyczne, poniewaz wskazuja na
mozliwo$¢ wykorzystania VAMS nie tylko w badaniach farmakokinetycznych, ale
potencjalnie réwniez w zdecentralizowanym modelu pobierania probek u pacjentow
pediatrycznych.

Metoda zostata nastgpnie zastosowana w pilotazowej grupie pacjentdéw pediatrycznych
otrzymujacych cefazoling w ramach profilaktyki okotooperacyjnej. Probki pobierano
w okreslonych punktach czasowych z wykorzystaniem klasycznego pobrania krwi zylne;j
oraz jednoczesnego pobrania mikroprobek VAMS. W analizie uwzgledniono stezenia
cefazoliny w osoczu, ultrafiltracie osocza oraz krwi pelnej pobranej technika VAMS, co
umozliwilo oceng zaro6wno st¢zenia catkowitego jak i wolnej frakcji leku. Wstgpne wyniki
kliniczne wykazaty znaczng zmienno$¢ st¢zenia cefazoliny pomigdzy pacjentami, co
potwierdza zasadno$¢ dalszych badan nad terapeutycznym monitorowaniem st¢zenia
antybiotykow B-laktamowych u dzieci w stanie krytycznym.

Na szczegodlne podkreslenie zastuguje fakt, ze wedlug dostgpnych danych byta to pierwsza
szeroka walidacja zgodna z ICH M10 metody LC-MS/MS umozliwiajacej oznaczanie
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cefazoliny w mikroprobkach krwi pelnej pobieranych technika VAMS u krytycznie
chorych pacjentéw pediatrycznych. Praca ta pokazuje, ze mozliwe jest potaczenie
klasycznej oceny stezenia catkowitego w osoczu, oznaczania wolnej frakcji leku w
ultrafiltracie oraz maloinwazyjnego pobierania krwi pelnej z wykorzystaniem
mikroprobkowania objetosciowo-absorpcyjnego.

W mojej ocenie rozwijany projekt AntiSepsis stanowi istotne rozszerzenie
wcezesniejszych badan nad mikroprobkowaniem i LC-MS/MS w kierunku modelowo
wspieranej indywidualizacji farmakoterapii przeciwdrobnoustrojowej u dzieci
w stanie krytycznym. Integruje on elementy bioanalizy, farmakokinetyki klinicznej,
mikroprobkowania oraz nowoczesnych strategii TDM i moze stanowi¢ podstawe
dalszego rozwoju zdecentralizowanego monitorowania ekspozycji na leki
przeciwdrobnoustrojowe w populacji pediatrycznej.
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5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotna aktywnoscia naukowa albo artystyczna
realizowana w wigcej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,
w szczegolnosci zagranicznej

5.1. Prace realizowane w ramach zatrudnienia Instytucie ..Pomnik-Centrum Zdrowia

Dziecka” w Warszawie

W ramach pracy jako farmaceuta w Pracowni Terapii Monitorowanej, Farmakokinetyki
Klinicznej i Toksykologii Instytutu ,,Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka” w Warszawie
(w opisach przyjeto skrot IP-CZD), bior¢ udzial w realizacji nastgpujacych prac
badawczych:

e Jestem kierownikiem czgsci farmakokinetycznej projektu AntiSepsis (GP3)
finansowanego przez Agencj¢ Badan Medycznych na lata 2024-2030 (kierownik
projektu: dr n. med. Matgorzata Mikaszewska-Sokolewicz). Jestem wspotautorem
koncepcji i1 protokotu badania, bralem aktywny udzial w konstruowaniu wniosku
o przyznanie dofinansowania, opracowalem metody analityczne LC-MS/MS oraz
protokoly farmakokinetyczne dla ponad 40 lekow przeciwdrobnoustrojowych
(oznaczanych rowniez w mikroprobkach) stosowanych parenteralnie w oddziatach
intensywnej terapii IP-CZD. Na ten moment zrekrutowano okoto 25%
zaplanowanej liczby (5000) pacjentow w badaniu. Badanie ma charakter
prospektywny, a uzyskiwane wyniki s3 na biezaco prezentowane na zjazdach
migdzynarodowych (KM13, KM14, KM16, KM23) oraz publikowane (P5).
Wyniki uzyskane w pierwszym roku realizacji cz¢$ci klinicznej badania zostaty
zaprezentowane rowniez podczas posiedzenia klinicznego dla lekarzy i personelu
medycznego [P-CZD (03.02.2026 r.). W tym roku kalendarzowym planowane jest
opublikowanie kolejnych dwoch oryginalnych prac na podstawie uzyskanych
wynikow z badania, jak roéwniez wygloszenie doniesienia ustnego nt. walidacji
nowej metody oznaczania wankomycyny i teikoplaniny w probkach VAMS w celu
oceny farmakokinetyki — na zjezdzie IATDMCT we wrze$niu 2026 w Rennes, we
Francji.
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Wspoétprowadzitem prace z zakresu oceny adherence u pacjentdw po
przeszczepieniu nerki metodami: pomiaru st¢zenia lekow, oceny adherence za
pomocg kwestionariuszy oraz aplikacji mobilnej (wspotpraca ze start-upem
WisePatient) — obserwacja roczna w dwoch podgrupach— wyniki badan byly
prezentowane podczas wykladow WZ5, WZ6 oraz WZS8, jak rowniez podczas
posiedzenia klinicznego dla lekarzy i personelu medycznego IP-CZD (09.04.2024
r.). Szersze wyniki badania obserwacyjnego w dwodch kohortach pacjentow
pozostaja obecnie w opracowaniu — planowane jest opublikowanie manuskryptu
w II potowie 2026 roku.

Jestem gldéwnym wykonawcg grantu wewnetrznego w IP-CZD, finansowanego
z subwencji MNiSW (kierownik: dr n. med. Jacek Rubik). Projekt dotyczy
monitorowania leczenia immunosupresyjnego (schemat terapeutyczny: takrolimus
+ mykofenolan mofetylu) w oparciu o oznaczenia skroconego i pelnego profilu
farmakokinetycznego w warunkach szpitalnych i domowych za pomoca techniki
VAMS-Mitra™ (GP2). W tym projekcie wiaczono juz 45 pacjentéw (100%
zakladanej liczby), a zakonczenie obserwacji pacjentow planowane jest na
czerwiec 2026. Opracowatem metodyke laboratoryjng i farmakokinetyczng w tym
badaniu. Pilotazowe wyniki badan byly prezentowane podczas wyktadow WZS5,
WZ6 oraz WZ8, jak réwniez na mi¢dzynarodowych zjazdach — KM9 i KM12.
Jestem kierownikiem grantu wewngtrznego w IP-CZD, finansowanego
z subwencji MNiSW — projekt VAMS-LTx. Projekt polega na opracowaniu
strategii przewleklego monitorowania leczenia immunosupresyjnego (zaro6wno
oznaczenia parametru Co, jak i calkowitego AUC) u pacjentéw pediatrycznych po
przeszczepieniu watroby leczonych w IP-CZD, w oparciu o techniki
mikroprobkowania (GP6). Wyniki badan dotyczacych reoptymalizacji metody
oznaczania lekdw immunosupresyjnych w oparciu o technike QuEChERS
prezentowano podczas mi¢dzynarodowego zjazdu KM22. Kolejne wyniki zostang
zaprezentowane podczas kongresu IATDMCT w Rennes we Francji we wrze$niu
2026 roku.

Jestem gldéwnym wykonawcg grantu wewnetrznego w IP-CZD, finansowanego
z subwencji MNiSW (kierownik: prof. dr hab. Justyna Czech-Kowalska). Projekt
dotyczy farmakokinetyki walgancyklowiru u noworodkéow z cytomegalig
wrodzong, w oparciu o dane kliniczne oraz pelny profil farmakokinetyczny
w warunkach szpitalnych za pomoca techniki VAMS-Mitra™ (projekt:
MICROGANC (GP7)). W projekcie jestem odpowiedzialny za oznaczenia
stezenia gancyklowiru w mikroprobkach, obliczenia farmakokinetyczne oraz
korekte dawki leku. Opracowatem strategi¢ ograniczonej liczby probek (ang.
limited sampling strategy, LSS), co obnizyto liczb¢ pobieranych mikroprobek z 5
do 3. Obecnie trwa weryfikacja rownan LSS w grupie weryfikacyjnej pacjentow.
Pilotazowe wyniki badan byty prezentowane na krajowych i migdzynarodowych
zjazdach — KK7, KM17, KM19, KM26.

Jestem wykonawcg grantu wewngtrznego MicroAntiPain w 1P-CZD (GP9),
finansowanego z subwencji MNiSW (kierownik: mgr Agnieszka Czajkowska,
opiekun: prof. dr hab. Dariusz Gruszfeld — projekt dotyczy monitorowania leczenia

63



Zatgcznik nr 3 do wniosku o wszczecie postgpowania habilitacyjnego z dnia 01.06.2026 r.
dr n. med. i n. o zdr. Arkadiusz Jan Kocur

analgosedacyjnego deksmedetomidyng i ketaming u noworodkéw w oparciu
o technike VAMS-Mitra™., Bratem udzial w opracowaniu metodyki laboratoryjne;j
1 farmakokinetycznej w tym badaniu. Obecnie rozpoczeto rekrutacje pacjentéw do
badania. Pilotazowe wyniki badan byly prezentowane na migdzynarodowych
zjazdach — KM24 i KM25.

Jestem wykonawca grantu wewnetrznego WilsonREC w 1P-CZD (GPS),
finansowanego z subwencji MNiSW (kierownik: prof. dr hab. Piotr Socha).
W badaniu pozostaj¢ wspotodpowiedzialny za opracowanie metodyki oznaczenia
wzglednej wymiennej miedzi (ang. relative exchangeable copper, REC) oraz
wymiennej miedzi (ang. exchangeable copper) w diagnostyce i monitorowaniu
leczenia choroby Wilsona metodg ICP-MS, a takze stg¢zenia D-penicylaminy
w osoczu metodag LC-MS/MS.

Jestem wykonawca grantu wewngtrznego MICRO-NEPH w 1P-CZD (GP10)
finansowanego z subwencji MNiSW (kierownik: prof. dr hab. Mieczystaw
Litwin). W badaniu begde odpowiedzialny za opracowanie metodyki obliczen
farmakokinetycznych catkowitego AUC na podstawie oznaczen st¢zenia kwasu
mykofenolowego w mikroprébkach pobranych od pacjentéw pediatrycznych
z zespolem nerczycowym. MPA 1 jego metabolit beda oznaczane
w mikroprobkach VAMS-Mitra™ metoda zwalidowang przeze mnie podczas
realizacji pracy doktorskiej (publikacja D6). W chwili obecnej trwaja
przygotowania do rozpoczecia wlaczania pacjentow do badania.

Bior¢ udzial w prowadzeniu badan z zakresu dystrybucji sirolimusu
w uktadzie nerwowym — opracowalem metod¢ LC-MS/MS do oznaczania tego
leku w ptynie mézgowo-rdzeniowym. Badania probek klinicznych pacjentow
z projektow RaRE-TS oraz ViRap sa planowane na II potowe 2026 roku.

5.2.Staze naukowe 1 wizyty studyjne za granica

Po obronie pracy doktorskiej odbylem nastgpujace staze naukowe (tacznie 4 tygodnie, tj.
1 miesigc):

INSERM unit 1248, University of Limoges, Department of pharmacology-
toxicology, University Hospital, Limoges, Francja (prof. Pierre Marquet, prof.
Jean-Baptiste Woillard) — dwutygodniowy pobyt naukowy w zakresie terapii
monitorowanej i farmakokinetyki populacyjnej (6-19 stycznia 2025 r.). W trakcie
tego pobytu stazowego zapoznalem si¢ m.in. z zastosowaniem ekstrakcyjnej
techniki QUEChERS w TDM, jak réwniez pakietu R do wykonywania obliczen
farmakokinetycznych. Do$wiadczenia te zostaly zastosowane podczas
przygotowania prac HS i H6.

Department of Pharmacy, Group of Clinical Pharmacometrics, Erasmus MC,
Rotterdam, Holandia (prof. Birgit C. P. Koch) - dwutygodniowy pobyt naukowy
w zakresie metod analitycznych w terapii monitorowanej farmacji kliniczne;j
1 farmakokinetyki populacyjnej (10-23 Iutego 2025 r.). W trakcie pobytu
stazowego w Erasmus MC zapoznatem si¢ m.in. z zastosowaniem techniki IR do
oceny poziomu hematokrytu w mikroprobce, a co za tym idzie, do oszacowania
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liczby czerwonych krwinek w pobranej probce. Doswiadczenia te zostaty
przeniesione na techniki mikroprobkowania, szczegélnie w oznaczeniu st¢zenia
tiopuryn (ktore standaryzowane jest w liczbie RBC) podczas terapii azatiopryna
(publikacja P8%*).

5.3.Wspdipraca w kraju i za granica

W ramach dziatalno$ci naukowej po uzyskaniu stopnia doktora, nawigzalem nastepujace
wspotprace z jednostkami klinicznymi i badawczymi z kraju i zza granicy:

Klinika Wezesnego Zapalenia Stawow, Narodowy Instytut Geriatrii, Reumatologii
1 Rehabilitacji im. prof. dr hab. med. Eleonory Reicher (prof. dr hab. n. med.
Brygida Kwiatkowska, lek. Marek Kajfasz) — w =zakresie badan nad
zastosowanieniem technik mikroprobkowania w oznaczeniu metabolitow
metotreksatu i jego dystrybucja (publikacja P7, doniesienia konferencyjne KKS,
KM18),

Katedra 1 Zaklad Farmacji Fizycznej 1 Farmakokinetyki Uniwersytetu
Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu (dr hab. n. farm. Joanna
Sobiak) — w zakresie oznaczen kwasu mykofenolowego i jego metabolitu w §linie
(praca H6),

Laboratorium Toksykologii Srodowiskowej, Centrum Laboratoryjne Nauk
Przyrodniczych, Uniwersytet Kardynata Stefana ~ Wyszynskiego w
Warszawie (mgr Maciej Sierakowski) — w zakresie opracowania nowych metod
LC-MS/MS (prace H1, H2, P4),

Laboratorium LabExperts i firma Bioanalytic (dr Rafat Szewczyk, mgr Karina
Izdebska, mgr Maciej Stopa) —w zakresie zastosowania nowych metod ekstrakcji
(QUEChERS) lekéw immunosupresyjnych z pelnej krwi oraz w zakresie
zastosowania  komercyjnego  zestawu IVDR do oznaczen lekéw
immunosupresyjnych ~w  mikroprébkach Mitra™ VAMS (doniesienia
konferencyjne KM9, KM22),

INSERM unit 1248, University of Limoges, Department of pharmacology-
toxicology, University Hospital, Limoges, Francja (prof. Pierre Marquet, prof.
Jean-Baptiste Woillard) — w zakresie opracowania protokotéw oraz modeli
farmakokinetycznych w projekcie AntiSepsis (projekt GP3),

Department of Pharmacology, Precision Pharmacotherapy Group, Oslo University
Hospital, Norwegia (prof. Nils Tore Vethe) — w zakresie opracowania
referencyjnej metodyki oznaczania busulfanu (projekt GP11),

Clinical Pharmacology & Toxicology & General Biochemistry, St Vincent’s
Hospital, Sydney, Australia (dr Danijela Kocic) — w zakresie kierowania pracami
naukowymi komitetu analitycznego IATDMCT oraz wspoipracy z zespotami
rekomendacyjnymi dot. mikrosamplingu (kierujacy: dr hab. Tomasz Pawinski/dr
Arkadiusz Kocur) oraz dot. analitycznych aspektow oznaczania wolnych frakcji
antybiotykow (kierujaca zespotem: prof. Veronique Stove),

Start-up SampleFacts AB/University of Uppsala, Szwecja (dr Frida Ekholm) —
w zakresie opracowania metody oznaczania lekéw immunosupresyjnych
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1 klinicznego zastosowania nowego urzadzenia do pobierania mikroprobek
(InstaSep™) — pierwsze wyniki wspolpracy zostang zaprezentowane podczas
kongresu IATDMCT 2026,

Department of Pathology and Molecular Medicine, McMaster University,
Hamilton, Kanada (dr Josko Ivica) — w zakresie terapii monitorowanej
lewetiracetamu; praca zostanie opublikowana w czasopi$mie Clinical
Biochemistry (na zaproszenie redakcji, prawdopodobnie w IV kwartale 2026).

5.4. Wspolpraca w obrebie jednostek naukowych i klinicznych IP-CZD

Po doktoracie, w ramach zatrudnienia w Instytucie ,,Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka”

w Warszawie w ramach badan naukowych, nawigzatem nastgpujace wspolprace:

Klinika Anestezjologii i1 Intensywnej Terapii (dr n. med. Malgorzata
Mikaszewska-Sokolewicz) — w ramach projektu AntiSepsis (projekt GP3),
Klinika Chirurgii Dziecigcej i Transplantacji Narzadow (dr hab. n. med.
Matgorzata Markiewicz-Kijewska, prof. IPCZD) — w ramach projektu GP6,
Klinika Gastroenterologii, Hepatologii, Zaburzen Odzywiania i Pediatrii (prof. dr
hab. n. med. Piotr Socha, prof. dr hab. n. med. Irena Jankowska) — w ramach
projektow GP8, GP6.

Klinika Neonatologii, Patologii i Intensywnej Terapii Noworodka i Niemowlecia
(prof. dr hab. n. med. Justyna Czech-Kowalska, prof. dr hab. n. med. Dariusz
Gruszfeld) — w ramach projektow MICROGANC (projekt GP7) oraz
MicroAntiPain (projekt GP9); wspdlne doniesienia konferencyjne: KK7, KM17,
KM19, KM26 oraz KM24 i KM25.

Klinika Nefrologii, Transplantacji Nerek i Nadci$nienia T¢tniczego (prof. dr hab.
n. med. Mieczystaw Litwin) — w ramach projektu MICRO-NEPH (projekt GP11)
Poradnia Transplantacji Nerek (dr n. med. Jacek Rubik) — w ramach publikacji H1-
H4, H6, P8*, P9*; projektow: GP1, GP2, GP4 oraz doniesien konferencyjnych:
KM4, KM8, KM12

Klinika Neurologii i Epileptologii (prof. dr hab. n. med. Katarzyna Kotulska-
Jozwiak) — w ramach projektow ViRap oraz RaRE-TS.

5.5. Wspolpraca w obrebie jednostek naukowych i szpitali podlegtlych WUM

Po doktoracie, w ramach zatrudnienia w Warszawskim Uniwersytecie Medycznym,
w ramach badan naukowych, nawigzatem nastepujace wspolprace z:

Klinikg Transplantologii, Immunologii, Nefrologii i Choréb Wewngtrznych (prof.
dr hab. n. med. Magdalena Durlik, dr hab. Teresa Baczkowska, dr n. med. Olga
Rostkowska, lek. Dorota Miszewska-Szyszkowska) — w zakresie zastosowania
technik mikroprobkowania w monitorowaniu leczenia immunosupresyjnego
u pacjentow dorostych po przeszczepieniach narzadow litych; wspolne prace HS
i1 H7,

Katedra 1 Klinika Onkologii, Hematologii Dziecigcej, Transplantologii Kliniczne;,
Pediatrii i Chorob Rzadkich (prof. dr hab. n. med. Pawet Laguna, prof. dr hab. n.
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med. Iwona Malinowska, lek. Aleksandra Minkowska) — w zakresie zastosowania
technik mikroprobkowania i metod farmakokinetycznych w terapeutycznym
monitorowaniu busulfanu oraz innych lekéw stosowanych w leczeniu
kondycjonujagcym  przed  przeszczepieniem — krwiotworczych — komorek
macierzystych; wspdlny projekt GP11.

6. Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych
nauke lub sztuke

6.1. Realizowane obowiazki dydaktyczne

o Poczawszy od roku akademickiego 2021/2022 prowadze zajecia seminaryjne
i ¢wiczenia laboratoryjne w ramach kursu Chemia lekow dla studentow 111 roku
kierunku farmacja (semestry 5. i 6.) na Wydziale Farmaceutycznym
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.

o Poczawszy od roku akademickiego 2022/2023 prowadz¢ wyktad Podstawy
chemicznego nazewnictwa lekow w ramach kursu Chemia lekow dla studentow
II roku kierunku farmacja (semestr 5.) na Wydziale Farmaceutycznym
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.

o Poczawszy od roku akademickiego 2021/2022 jestem egzaminatorem
w ramach egzamindéw praktycznych przeprowadzanych po zakonczeniu kursu
Chemia lekow dla studentow III roku kierunku farmacja (semestr 6.) na
Wydziale Farmaceutycznym Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.

o Poczawszy od roku akademickiego 2023/2024 prowadze¢ seminaria:
Terapeutyczne monitorowanie stezeniem lekow w pediatrii na przykiadzie
lekow przeciwdrobnoustrojowych oraz Alternatywne strategie pobierania
probek w terapeutycznym monitorowaniu lekow, w ramach kursu Terapia
Monitorowana dla studentow IV roku kierunku farmacja (Fakultatywny Blok
Programowy — Farmacja Analityczna, semestr 8.) na Wydziale
Farmaceutycznym Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.

o Poczawszy od roku akademickiego 2023/2024 prowadze Cwiczenia
specjalistyczne z metodologiq badan, w ramach ktérych realizowane sg prace
magisterskie studentow V roku kierunku farmacja.

o Poczawszy od roku akademickiego 2023/2024 bylem/jestem bezposrednim
opiekunem pigciu prac magisterskich studentéw kierunku farmacja (2023/24—
1 praca, 2024/25— 2 prace, 2025/26— 2 prace). Prace te sa tematycznie
powiazane z prowadzong przeze mnie dziatalno$cig naukows. Jedna z tych
prac, Personalizacja leczenia sirolimusem u pacjentow pediatrycznych po
przeszczepieniu nerki— opracowanie i walidacja referencyjnej metody
analitycznej w oparciu o technike LC—-MS/MS (autor: mgr farm. Kamila
Przydatek (Rgbis)), zdobyta IV miejsce w Konkursie Prac Magisterskich
organizowanym na  Wydziale  Farmaceutycznym  Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego w marcu 2025 roku.

o W roku akademickim 2024/2025 wykonalem dwie recenzje prac magisterskich
studentow z kierunku farmacja.
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o Od roku 2021/2022 realizuj¢ prace badawcze z studentami bedacymi
cztlonkami Kota Naukowego Lek przy Zakladzie Chemii Lekow, Analizy
Farmaceutycznej i Biomedycznej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.
W latach 2024-2025 pod moja bezposrednia opieka czlonkowie kota
realizowali 3 mini-granty studenckie MG1-MG3. Czwarty grant MG4
pozostaje obecnie w ocenie merytorycznej.

o Od roku akademickiego 2023/2024 prowadz¢ seminarium Podstawy terapii
monitorowanej stezeniem leku we krwi w transplantologii w ramach kursu
Transplantologia dla studentéow V roku kierunku lekarskiego Collegium
Medicum Uniwersytetu Kardynata Stefana Wyszynskiego w Warszawie.

o W latach 2024/2025 oraz 2025/2026 prowadzilem zajg¢cia z przedmiotow
Farmakologia z toksykologiq oraz Farmakologia i toksykologia kliniczna dla
studentow kierunku ratownictwo medyczne (tryb niestacjonarny) Collegium
Medicum Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach.

o Bytem bezposrednim opiekunem wolontariatu dwoch studentow kierunku
farmacja, realizowanego ~w  Pracowni  Terapii =~ Monitorowanej,
Farmakokinetyki Klinicznej 1 Toksykologii Instytutu ,,Pomnik-Centrum
Zdrowia Dziecka” w Warszawie (01.01.2024 — 30.06.2024).

o Prowadzg¢ szkolenia z zakresu terapii monitorowanej i farmakokinetyki
klinicznej dla diagnostéw laboratoryjnych i farmaceutow klinicznych w
Pracowni Terapii Monitorowanej, Farmakokinetyki Klinicznej i Toksykologii
Instytutu ,,Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka” (tacznie 4 osoby w 2025 roku,
z o$rodkow w Krakowie i Opolu).

o Jestem opiekunem prac naukowych prowadzonych przez Pana Mateusza
Moczulskiego (studenta kierunku farmacja) w latach akademickich 2024/2025
oraz 2025/2026 w trybie Indywidualnej Organizacji Studiow.

o Jestem wspotautorem dwoch skryptow dydaktycznych zatwierdzonych do
ksztatcenia studentéw w ramach kursu z Chemii lekow (kierunek farmacja):

»  Oznaczanie ilosciowe substancji leczniczych z zastosowaniem analizy
miareczkowej w preparatach jednosktadnikowych w postaci tabletek,
drazetek i kapsutek, pod red. Tomasza Pawinskiego (Warszawski
Uniwersytet Medyczny, 2023 — ukazal si¢ po obronie mojej pracy
doktorskiej)

»  Oznaczanie substancji leczniczych w preparatach wielosktadnikowych,
pod red. Tomasza Pawinskiego (Warszawski Uniwersytet Medyczny,
2024)

6.2. Prowadzone szkolenia w ramach ksztalcenia podyplomowego

Jestem wykladowca z zakresu terapii monitorowanej i toksykologii w kursach
prowadzonych w trybie podyplomowym:

o Specjalizacja: farmacja szpitalna, Centrum Ksztalcenia Podyplomowego
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego; wyktady i éwiczenia: Teoretyczne
podstawy farmakokinetyki, biofarmacji i terapii monitorowanej, niezbedne w
codziennej praktyce farmaceuty szpitalnego, oraz Farmakokinetyka kliniczna
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i optymalizacja farmakoterapii na przykladzie lekow
przeciwdrobnoustrojowych — praktyczne omowienie przypadkow klinicznych
(od 12.2025).

Kurs podyplomowy z zakresu terapii monitorowanej, Centrum Studiow
Podyplomowych 1 Ksztalcenia Ustawicznego, Uniwersytet Medyczny
w Poznaniu (program FERS) — wyklad Metody analityczne stosowane
w TDM (od 05.2026).

Dziatalno$¢ organizacyjna

o Bylem czlonkiem komitetu organizacyjnego mi¢dzynarodowej konferencji

Interdisciplinary ~ Conference on Drug Sciences (ACCORD 2024)
w Warszawie, 23-25 maja 2024 r.

Bytem cztonkiem komitetu naukowego konferencji Postepy w anestezjologii
i intensywnej terapii dorostych i dzieci — forum ekspertow i rezydentow,
Warszawa, 14—15 maja 2024 r.

Od roku akademickiego 2024/2024 jestem cztonkiem Komisji Rady Dyscyplin
Nauk Farmaceutycznych ds. Grantéw Wewnetrznych, w ramach, ktorych biore
udziat w ocenie mini-grantow studenckich finansowanych przez Warszawski
Uniwersytet Medyczny.

Dziatalno$¢ popularyzatorska

o W roku 2024 wygtositem wyktad popularnonaukowy dotyczacy projektu

AntiSepsis w Instytucie ,,Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka” w Warszawie dla
uczniéw klas II 1 III Niepublicznego Liceum Ogodlnoksztalcacego im. Janusza
Korczaka w Warszawie.

W latach 2023, 2024 oraz 2025 przeprowadzitem zaje¢cia dla uczniow klas
maturalnych (profil biologiczno-chemiczny) XLIV Liceum
Ogodlnoksztatcacego im. Stefana Banacha w Warszawie z zakresu metod
spektroskopowych: Maturalnie o spektroskopii NMR, IR, UV/VIS i MS, czyli
Jjak przeczytac¢ widmo?

W styczniu 2026 roku wygtositem wyktad: ,,Alternatywne strategie pobierania
probek w terapii monitorowanej stezeniem leku — od wyzwan analitycznych do
praktyki  klinicznej” w ramach Seminariow Nauk Farmaceutycznych
organizowanych na  Wydziale  Farmaceutycznym  Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego.

Jestem wspotautorem artykutu ,,Trajan’s Mitra tech takes gentler blood testing
mainstream”, ktory ukazal si¢ w czasopisSmie The Australian. W nim
podzielitem si¢ do$wiadczeniami klinicznymi dotyczacymi zastosowania
technik mikroprobkowania.

Czionkostwo w towarzystwach naukowych

Jestem cztonkiem nastepujacych organizacji i towarzystw naukowych:
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o International Association of Therapeutic Drug Monitoring and Clinical
Toxicology (IATDMCT, cztonek komitetow: Anti-Infective Drugs,
Immunosuppressive Drugs, Analytical) Od grudnia 2025 roku petni¢ funkcje
wiceprzewodniczacego (Vice-Chair) Komitetu Analitycznego IATDMCT, a
od wrzesnia 2027 roku obejme stanowisko przewodniczacego tego komitetu
(Chair-Elect).

o American Society for Mass Spectrometry (ASMS)

European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID,
cztonek PK/PD of Anti-Infectives Study Group)

o Polskie Towarzystwo Farmacji Klinicznej (PTFK, cztonek sekcji TDM)

6.6. Nadzoér nad realizowanymi (lub planowanymi) pracami doktorskimi

e [SD1] Jestem promotorem pomocniczym pracy doktorskiej lek. Aleksandry
Minkowskiej (Farmakokinetyczno-farmakogenetyczne podstawy indywidualizacji
dawkowania busulfanu z uwzglednieniem monitorowania stezen leku u dzieci
poddawanych kondycjonowaniu przed przeszczepieniem hematopoetycznych
komorek krwiotworczych); praca realizowana w Katedrze i Klinice Onkologii,
Hematologii Dziecigcej, Transplantologii Klinicznej, Pediatrii i Chorob Rzadkich
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego — planowane wszczgcie przewodu
doktorskiego w roku 2027 (tryb eksternistyczny).

e [SD2] Jestem planowanym promotorem pomocniczym pracy doktorskiej mgr
farm. Pauliny Michalczuk (Alternatywne metody monitorowania leczenia
przeciwgrzybiczego u pacjentow pediatrycznych leczonych hematoonkologicznie);
praca realizowana bedzie w Zaktadzie Chemii Lekow, Analizy Farmaceutycznej i

Biomedycznej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego — planowane
rozpoczecie realizacji  projektu doktorskiego: pazdziernik 2026 (Szkota
Doktorska).

7. Inne niz wymienione w pkt. 1-7 informacje dotyczace kariery zawodowej

7.1. Dzialalno$§¢ naukowa przed uzyskaniem stopnia doktora nauk medycznych i nauk

0 zdrowiu w dyscyplinie nauki farmaceutyczne — wykaz publikaciji

[D1] Pawtowska A., Kocur A., Siudem P.™, Paradowska K. Badanie stabilno$ci oleju
Inianego i oleju z czarnuszki. Postepy Fitoterapii, 2018, tom 19, nr 3, 157-163.
https://doi.org/10.25121/PF.2018.19.3.157.

[D2] Kocur A.”™, Marszalek D., Pawinski T. Zastosowanie metod analitycznych
w oznaczaniu aktywnos$ci dehydrogenazy inozynomonofosforanowej (IMPDH)
podczas terapii immunosupresyjnej. Biuletyn Wydzialu Farmaceutycznego
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, 2020, tom 5, 40—49.

[D3] Kocur A. Kunicki P.K., Pawinski T.*® Generic Medicinal Products in
Immunosuppressive Therapy—Should It Be a Challenge for Therapeutic Drug
Monitoring? Therapeutic Drug Monitoring, 2023, tom 45, nr 2, 173-190.
https://doi.org/10.1097/FTD.0000000000001041.

70



Zatgcznik nr 3 do wniosku o wszczecie postgpowania habilitacyjnego z dnia 01.06.2026 r.
dr n. med. i n. o zdr. Arkadiusz Jan Kocur

[D4] Kocur A., Pawinski 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, tom
24, nr 1, 681. https://doi.org/10.3390/ijms24010681.

[D5] Kocur A.”™, Marszatek D., Rubik J., Czajkowska A., Pawinski 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, tom 15, nr 1, 299,
https://doi.org/10.3390/pharmaceutics15010299.

[D6] Kocur A.”, Rubik J., Czarnowski P., Czajkowska A., Marszalek D., Sierakowski
M., Gorska M., Pawinski T. Therapeutic drug monitoring of mycophenolic acid
(MPA) using volumetric absorptive microsampling (VAMS) in pediatric renal
transplant recipients: ultra-high-performance liquid chromatography-tandem mass
spectrometry analytical method development, cross-validation, and clinical
application.  Pharmacological =~ Reports, 2023, tom 75, 1026-1042.
https://doi.org/10.1007/s43440-023-00509-w.

7.2. Dziatalno$¢ naukowa po uzyskaniu stopnia doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu

w__dyscyplinie nauki farmaceutyczne z wylaczeniem prac wchodzacych w sklad
osiagniecia habilitacyjnego— wykaz publikacji

[P1] Mikulska A., Kocur A.” Pharmacotherapy with High Doses of Methotrexate
(HDMTX) in Oncology — How Should Chemotherapy Be Conducted Based on
Therapeutic Drug Monitoring? Prospects in Pharmaceutical Sciences, 2023, tom 21,
nr 4, 40—47. https://doi.org/10.56782/pps.167.

[P2] Kot B., Moczulski M., Czajkowska A., Kocur A.” Pharmacotherapy of Apnea
in the Premature Neonatological Subpopulation — Therapeutic Opportunities,
Pharmacokinetic Implications and Recommendations for Therapeutic Drug
Monitoring. Prospects in Pharmaceutical Sciences, 2024, tom 22, nr 2, 30-38.
https://doi.org/10.56782/pps.186.

[P3] Kocur A.”, Mikulska A., Moczulski M., Pawinski T. Therapeutic Drug
Monitoring of Low Methotrexate Doses for Drug Exposure and Adherence
Assessment—Pre-Analytical Variables, Bioanalytical Issues, and Current Clinical
Applications. International Journal of Molecular Sciences, 2024, tom 25, nr 24,
13430. https://doi.org/10.3390/ijms252413430.

[P4] Czajkowska A., Mikulska A., Poniewierska M., Suchan A., Sierakowski M.,
Pawinski T., Kocur A.” Novel LC-MS/MS method for measuring methotrexate in
high-dose therapy: a comparative study with commercial EMIT and EIA
immunoassays.  Pharmacological ~ Reports, 2026, tom 78, 327-340.
https://doi.org/10.1007/s43440-025-00807-5.

[P5] Kocur A.”, Czajkowska A., Moczulski M., Czeczek A., Mikaszewska-
Sokolewicz M. Rapid, robust LC-MS/MS quantification of cefazolin in whole blood
microsamples, plasma, and plasma ultrafiltrate: Analytical method validation and
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preliminary clinical application in pediatric population. Clinica Chimica Acta, 2026,
tom 582, 120808.

https://doi.org/10.1016/j.cca.2025.120808.

[P6] Kuty A., Kocur A.”, Molasy B., Wrzosek M.” S-Adenosylmethionine (SAM)
and S-Adenosylhomocysteine (SAH) Monitoring Using Analytical Methods in
Clinical Laboratory Practice: Where Are We? Biomedicines, 2026, tom 14, nr 3, 632.
https://doi.org/10.3390/biomedicines14030632.

[P7] Kocur A.”, Kajfasz M., Mikulska A., Michalczuk P., Kwiatkowska B., Pawinski
T. Multi-Matrix LC-MS/MS Validation of Methotrexate Polyglutamates: Comparison
of VAMS, DBS, and Conventional Blood Sampling in Rheumatoid Arthritis.
International Journal of Molecular Sciences, 2026, tom 27, 4429.

[P8*] Kocur A.”, Moczulski M., Czajkowska A., Pondel I., Gorska M., Rubik J. Rapid
LC-MS/MS quantification of thiopurine metabolites in whole blood, red blood cells,
and two volumetric dried blood microsampling devices: Analytical validation and
clinical application in pediatric renal transplant recipients. Talanta, manuskrypt
w recenzji na dzien 01.06.2026

[P9*] Kocur A.”, Czajkowska A., Rubik J. Plasma-First Microfluidic Microsampling
Improves Agreement with Plasma Compared to Whole-Blood Sampling:
Mycophenolic Acid and Its Glucuronide Case. Journal of Chromatography B,
manuskrypt zaakceptowany do publikacji na dzien 01.06.2026

7.3. Dziatalno$¢ kliniczna

* W ramach dziatalno$ci klinicznej w Pracowni Terapii Monitorowanej,
Farmakokinetyki Klinicznej i Toksykologii Instytutu ,,Pomnik — Centrum Zdrowia
Dziecka” prowadze konsultacje dla pacjentow leczonych w Instytucie (jak rowniez
pacjentow osrodkow zewnetrznych zlecajacych realizacje badan TDM
w Instytucie) w zakresie terapii monitorowanej i farmakokinetyki klinicznej
(zindywidualizowane dostosowanie dawkowania lekow).

» Dodatkowo konsultuje pacjentéw Pododdzialu Transplantacji Szpiku w Katedrze
i Klinice Onkologii, Hematologii Dziecigcej, Transplantologii Klinicznej,
Pediatrii 1 Chorob Rzadkich Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego
w zakresie farmakokinetyki klinicznej lekéw (szczeg6lnie busulfanu) podawanych
w trakcie kondycjonowania przed przeszczepieniem krwiotwodrczych komorek
macierzystych.

* Bylem jednym z wyktadowcow podczas posiedzenia klinicznego w Instytucie
,2Pomnik — Centrum Zdrowia Dziecka”: Zastosowanie techniki mikroprobkowania
i alternatywnych matryc biologicznych w terapii monitorowanej lekow o wgskim
przedziale terapeutycznych stezen w populacji pediatrycznej, 09.04.2024 r.

* Bylem jednym z wyktadowcow podczas posiedzenia klinicznego w Instytucie
,2Pomnik — Centrum Zdrowia Dziecka”: Optymalizacja terapii przeciwdrobno-
ustrojowej w oparciu o zatozenia farmakokinetyki klinicznej w intensywnej terapii
dziecigcej: Perspektywa projektu AntiSepsis, 03.02.2026 r.

*  Wyglositem wyktad dla lekarzy Katedry i1 Kliniki Onkologii, Hematologii
Dziecigcej, Transplantologii  Klinicznej, Pediatrii 1 Choréb Rzadkich
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Warszawskiego ~ Uniwersytetu ~ Medycznego: Terapia  monitorowana

w hematoonkologii dzieciecej, 13.02.2026 r.

7.4. Uczestnictwo w kongresach, zjazdach i1 konferencjach

e Wyklady i referaty wygloszone na zaproszenie po uzyskaniu stopnia doktora:

[WZ1] Czy jestesmy w stanie sledzi¢ losy leku w organizmie? Postepy
w anestezjologii i intensywnej terapii dorostych i dzieci— forum
ekspertow i rezydentow, Warszawa, 14—15 maja 2024 r.

[WZ2] Terapeutyczne monitorowanie stezeniem lekow
immunosupresyjnych z wykorzystaniem technik mikrosamplingu - od
podstaw  analityczno-diagnostycznych  do  praktyki  klinicznej.
Konferencja Naukowo-Szkoleniowa ,,Medycyna Laboratoryjna 2024”,
Mszczondéw, 10-12 czerwca 2024 r.

[WZ3] Terapeutyczne monitorowanie lekow o krytycznym przedziale
dawkowania w praktyce szpitala pediatrycznego — czy warto stosowac
metody  chromatograficzne  typu  ready-to-use?  Spotkanie
uzytkownikéw produktow firmy Chromsystems, 1.0dz, 26 wrze$nia
2024 r.

IWZA4] Czy polgczenie metod Chromsystems z platformq analityczng
AB Sciex i technikq mikroprobkowania Mitra™, gwarantuje sukces
w codziennej praktyce laboratorium TDM? Spotkanie uzytkownikow
spektrometrow mas firmy SCIEX, £.6dz, 23-24 pazdziernika 2024 r.
IWZ5] Optymalizacja terapeutycznego monitorowania stgzeniem
lekow  immunosupresyjnych u  pacjentow po  przeszczepach
narzgdowych — z  uzyciem  mikroprobkowania  objetosciowo-
absorpcyjnego (VAMS) — zastosowanie kliniczne — szanse i zagrozenia.
13. Sympozjum ,Postepy w immunosupresji w przeszczepianiu
narzadow unaczynionych” Krakéw, 13-14 grudnia 2024 r.

IWZ6]| Wigcej niz wynik — czyli o wspolpracy pomiedzy diagnostq
laboratoryjnym a farmaceutq klinicznym w zakresie terapeutycznego
monitorowania lekow. Majowe Spotkania z Medycyng Laboratoryjna—
w Roku Edukacji Zdrowotnej i Profilaktyki, Krynica, 8-9 maja 2025 r.
IWZ7] Volumetric absorptive microsampling (VAMS): a novel tool for
TDM in pediatric transplant recipients — lights and shadows.
Transplant Child Webinars, European Reference Networks, online,
9 wrzesnia 2025 r.

[WZ8] Nowe metody oceny stezenia lekow immunosupresyjnych.
Konferencja ,,Postepy w nefrologii, dializoterapii i transplantacji nerek
u dzieci”, Warszawa, 17 listopada 2025 r.

IWZ9]| TDM jako narzedzie wspierajgce terapie spersonalizowang —
doswiadczenia kliniczne i laboratoryjne. Seminarium naukowo-
szkoleniowe ,,Technologia przysztosci w diagnostyce laboratoryjnej”,
Krakow, 6 marca 2026 r.
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» [WZ10] Farmakokinetyka przy {tozku pacjenta — praktyczne
zastosowanie TDM — warsztaty. 1 Ogolnopolska Studencka
Konferencja Farmacji Klinicznej, Poznan, 30 maja 2026 r.

Uczestniczylem w panelu dyskusyjnym ,,Czufos¢ to nie wszystko” jako ekspert.
Spotkanie uzytkownikéw spektrometrow mas firmy SCIEX, bLodz, 23-24
pazdziernika 2024 r.

Na zaproszenie organizatorow miedzynarodowej konferencji 2/ Warsaw
International Medical Congress— WIMC 2026 objalem patronatem naukowym
sesje Pharmacy Session (jako wiceprzewodniczacy Komitetu Analitycznego
Migdzynarodowego Towarzystwa Terapii Monitorowanej 1 Toksykologii
Klinicznej), Warszawa, 17—19 kwietnia 2026 r.

Udzial w konferencjach o zasi¢ggu krajowym po uzyskaniu stopnia doktora
(autor prezentujacy zostal zaznaczony podkresleniem):

= [KK1] B. Kot, M. Moczulski, A. Kocur, A. Czajkowska, T. Pawinski.
Terapeutyczne monitorowanie stezeniem cyklosporyny we krwi
w oparciu o technike LC—-MS/MS u pacjentow pediatrycznych po
przeszczepieniu nerki. ,,]1 Ogélnopolskie Forum Mlodych— Aktualne
kierunki badan w naukach farmaceutycznych”, Lublin, 15 marca 2024
r. (Wystapienie ustne)

= |[KK2] A. Mikulska, A. Kocur, A. Czajkowska, T. Pawinski.
Opracowanie i walidacja nowej metody oznaczania stezenia
metotreksatu w osoczu krwi pacjentow pediatrycznych leczonych
onkologicznie. ,,]1 Ogélnopolskie Forum Miodych— Aktualne kierunki
badan w naukach farmaceutycznych”, Lublin, 15 marca 2024 r.
(wystapienie ustne)

= [KK3] M. Moczulski, B. Kot, A. Kocur, A. Czajkowska, T. Pawinski.
Walidacja i opracowanie metody LC-MS/MS  oznaczania
gancyklowiru i walgancyklowiru — u  pacjentow  leczonych
wyprzedzajgco po przeszczepieniu narzgdowym— zastosowanie w
terapeutycznym monitorowaniu  stezeniem leku we krwi. 1
Ogodlnopolskie Forum Mtodych— Aktualne kierunki badan w naukach
farmaceutycznych”, Lublin, 15 marca 2024 r. (wystapienie ustne)

= [KK4] M. Moczulski, A. Kocur. Zastosowanie metody QuEChERS
w terapeutycznym monitorowaniu stezeniem lekow przeciwgrzybiczych
w osoczu krwi krytycznie chorych pacjentow. X Minisympozjum
Mtodych Naukowcow na Wydziale Farmaceutycznym WUM,
Warszawa, 03 kwietnia 2025 r. (wystapienie ustne)

= |KKS5] A. Mikulska, A. Kocur. Zastosowanie techniki
mikroprobkowania wolumetryczno-absorpcyjnego (VAMS)
w terapeutycznym monitorowaniu farmakoterapii reumatoidalnego
zapalenia stawow (RZS)— opracowanie, walidacja i zastosowanie

kliniczne metody bioanalitycznej oznaczania metotreksatu i jego
metabolitow. X Minisympozjum Mtodych Naukowcéw na Wydziale
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Farmaceutycznym WUM, Warszawa, 03 kwietnia 2025 r. (wystgpienie
ustne)

[KK6] P. Michalczuk, D. Marszalek, A. Kocur. Opracowanie metody
jednoczesnego oznaczania kofeiny i teofiliny w osoczu ludzkim
z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC).
XI  Minisympozjum Mlodych Naukowcow na  Wydziale
Farmaceutycznym WUM, Warszawa, 20 maja 2026 r. (sesja
posterowa)

[KK7] M. Moczulski, A. Kocur, P. Michalczuk, J. Czech-Kowalska.
Opracowanie strategii ograniczonego pobierania probek (LSS) dla
terapeutycznego monitorowania Stezeniem gancyklowiru
u noworodkow ze wrodzong cytomegalig. 1 Ogodlnopolska Studencka
Konferencja Farmacji Klinicznej, Poznan, 30 maja 2026 r. (sesja
posterowa) — praca zaj¢ta 111 miejsce.

e Udzial w konferencjach o zasiegu mi¢dzynarodowym po uzyskaniu stopnia

doktora

[KM1] M. Moczulski, A. Kocur, A. Czajkowska. 4 simple LC—MS/MS
method for determination of calcineurin inhibitors in Mitra and
Capitainer microsampling systems — a pilot comparative study.
Interdisciplinary Conference on Drug Sciences, ACCORD 2024,
Warszawa, 23-25 maja 2024 r. (sesja posterowa)

[KM2] M. Moczulski, A. Kocur, A. Czajkowska. HPLC-DAD versus
LC-MS/MS methods for (val)ganciclovir therapeutic drug monitoring
in clinical practice— comparative study. Interdisciplinary Conference
on Drug Sciences, ACCORD 2024, Warszawa, 23-25 maja 2024 r.
(sesja posterowa)

[KM3] A. Kocur, A. Mikulska, M. Moczulski, A. Czajkowska. Novel
volumetric microsampling device for methotrexate determination in
capillary blood— LC-MS/MS method development and analytical
validation. Interdisciplinary Conference on Drug Sciences, ACCORD
2024, Warszawa, 23-25 maja 2024 r. (sesja posterowa)

[KM4] A. Kocur, M. Moczulski, A. Czajkowska, J. Rubik. The novel
LC-MS/MS method for mTOR inhibitors (sirolimus and everolimus)
determination in human whole blood. Interdisciplinary Conference on
Drug Sciences, ACCORD 2024, Warszawa, 2325 maja 2024 r. (sesja
posterowa)

[KMS5] A. Czajkowska, A. Kocur, A. Czeczek, B. Kot, M. Moczulski.
A Simple HPLC-UV Method for 6-Thioguanine Determination in Red
Blood Cells During Pharmacotherapy with Azathioprine —
Application to Therapeutic Drug Monitoring in Clinical Practice. 22"
International Congress of Therapeutic Drug Monitoring and Clinical
Toxicology, Banff, Alberta, Kanada, 15-18 wrze$nia 2024 r. (sesja
posterowa)
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[KM6] A. Czajkowska, M. Moczulski, B. Kot, A. Mikulska, M.
Poniewierska, A. Kocur, T. Pawinski. Clinical Comparison of EMIT
and QMS Assays With LC-MS/MS Method for Methotrexate
Determination — Application for Therapeutic Drug Monitoring. 22"
International Congress of Therapeutic Drug Monitoring and Clinical
Toxicology, Banff, Alberta, Kanada, 15-18 wrze$nia 2024 r. (sesja
posterowa)

[KM7] B. Kot, M. Moczulski, A. Kocur, A. Czajkowska, J. Rubik, T.
Pawinski. Therapeutic Drug Monitoring of Cyclosporine A in Pediatric

Renal  Transplant Recipients Using Volumetric — Absorptive
Microsampling With LC-MS/MS Technique— Cross- and Clinical
Validation of the Bioanalytical Method. 22" International Congress of
Therapeutic Drug Monitoring and Clinical Toxicology, Banff, Alberta,
Kanada, 15-18 wrzes$nia 2024 r. (sesja posterowa)

[KMS8] A. Kocur, A. Czajkowska, K. Rebis, M. Moczulski, B. Kot, J.
Rubik, T. Pawinski. LC-MS/MS Determination of Rapamycin
(Sirolimus) in Whole Blood and Volumetric Absorptive Microsamples
— Assessment of Therapeutic Drug Monitoring in Immunosuppressive
Therapy and Comparison with Applications of Immunochemical
Techniques. 22" International Congress of Therapeutic Drug
Monitoring and Clinical Toxicology, Banff, Alberta, Kanada, 15-18
wrzesnia 2024 r. (sesja posterowa)

[KM9] R. Szewczyk, A. Kocur, A. Czajkowska, K. Izdebska, M.
Stopa. From Venous Blood to VAMS — Adaptation of a Commercial
CE-IVD Assay Kit for the Determination of Tacrolimus, Sirolimus,
Everolimus and Cyclosporin A. 22" International Congress of
Therapeutic Drug Monitoring and Clinical Toxicology, Banff, Alberta,
Kanada, 15-18 wrzes$nia 2024 r. (sesja posterowa)

[KM10] A. Kocur, M. Moczulski, B. Kot, A. Czajkowska, M.
Wildowicz, J. Suchota, T. Pawinski. Concomitantly Determination of
Mycophenolic Acid (MPA), Tacrolimus (TAC) and Creatinine (CRE)
in Saliva Using LC-MS/MS — Analytical Method Development,
Validation, and Clinical Application. 22" International Congress of
Therapeutic Drug Monitoring and Clinical Toxicology, Banff, Alberta,
Kanada, 15-18 wrzes$nia 2024 r. (sesja posterowa)

[KM11] M. Moczulski, B. Kot, A. Czajkowska, A. Kocur. 4 Simple
LC-MS/MS Method for Ganciclovir Determination in Dried Plasma
Collected by Mitra-VAMS and Its Application in Pediatric Renal
Transplant Recipients and Neonates. 22" International Congress of
Therapeutic Drug Monitoring and Clinical Toxicology, Banff, Alberta,
Kanada, 15-18 wrzes$nia 2024 r. (sesja posterowa)

[KM12] A. Czajkowska, A. Kocur, J. Rubik, J. Lesiak, B. Kot, M.
Moczulski. Therapeutic Drug Monitoring of Mycophenolic Acid in

Renal Transplant Pediatric Patients — Clinical Laboratory
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Perspective. 22" International Congress of Therapeutic Drug
Monitoring and Clinical Toxicology, Banff, Alberta, Kanada, 15-18
wrzesnia 2024 r. (sesja posterowa)

[KM13] A. Kocur, A. Czajkowska, M. Mikaszewska-Sokolewicz.
Therapeutic Drug Monitoring of Selected Antibiotics Using the
Volumetric Absorptive-Microsampling Device in the Pediatric
Population with Sepsis: Bioanalytical and Pharmacokinetic Aspects of
ANTISEPSIS Study. 22" International Congress of Therapeutic Drug
Monitoring and Clinical Toxicology, Banff, Alberta, Kanada, 15-18
wrzesnia 2024 r. (sesja posterowa)

[KM14] A. Czajkowska, A. Kocur, M. Mikaszewska-Sokolewicz.
Therapeutic Drug Monitoring of Selected Antiviral and Antifungal

Agents Using the Volumetric Absorptive-Microsampling Device
(VAMS) in the Pediatric Population with Sepsis: Bioanalytical Aspects
of ANTISEPSIS Study. 22" International Congress of Therapeutic Drug
Monitoring and Clinical Toxicology, Banff, Alberta, Kanada, 15-18
wrzesnia 2024 r. (sesja posterowa)

[KM15] A. Kocur, B. Kot, M. Moczulski, A. Czajkowska.
Therapeutic Drug Monitoring of Apixaban Using Volumetric-
Absorptive Microsampling and LC-MS/MS Technique — Method
Development, Validation, and Clinical Application. 22" International
Congress of Therapeutic Drug Monitoring and Clinical Toxicology,
Banff, Alberta, Kanada, 15—18 wrze$nia 2024 r. (sesja posterowa)
[KM16] A. Kocur, M. Moczulski, A. Czajkowska, A. Cz¢czek, M.
Mikaszewska-Sokolewicz. The micro-QuEChERS meets LC-MS/MS
for the first time in antifungal drugs monitoring in capillary blood
microsamples: ANTISEPSIS study. The 73" ASMS Conference on
Mass Spectrometry and Allied Topics, Baltimore, Maryland, USA,
1-5 czerwca 2025 1. (sesja posterowa)

[KM17] A. Kocur, M. Moczulski, J. Czech-Kowalska. Development
and clinical application of HILIC-LC-MS/MS method for simultaneous
determination of ganciclovir and creatinine in capillary blood
microsamples. The 73" ASMS Conference on Mass Spectrometry and
Allied Topics, Baltimore, Maryland, USA, 1-5 czerwca 2025 r. (sesja
posterowa)

[KM18] A. Kocur, A. Mikulska, M. Moczulski, M. Kajfasz, B.
Kwiatkowska, T. Pawinski. Determination of methotrexate
polyglutamates (MTXPGs) in VAMS microsamples for monitoring
adult adherence. 23™ International Congress of Therapeutic Drug
Monitoring & Clinical Toxicology, Singapur, 21-24 wrze$nia 2025 r.
(Wystapienie ustne)

[KM19] A. Kocur, M. Moczulski, J. Czech-Kowalska. VAMS is
promising method for evaluating the pharmacokinetics of
(val)ganciclovir in neonates. 23 International Congress of
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Therapeutic Drug Monitoring & Clinical Toxicology, Singapur, 21-24
wrzesnia 2025 r. (wystgpienie ustne)

= [KM20] A. Kocur, M. Moczulski, A. Czajkowska, J. Rubik, T.
Pawinski. Quantification of creatinine as an endogenous analyte in
gDBS and VAMS microsampling devices. 23" International Congress
of Therapeutic Drug Monitoring & Clinical Toxicology, Singapur,
21-24 wrze$nia 2025 r. (wystagpienie ustne)

= [KM21] A. Kocur, M. Moczulski. Determination of direct oral
anticoagulants (DOACs) in gDBS and VAMS microsampling devices.
23" International Congress of Therapeutic Drug Monitoring & Clinical
Toxicology, Singapur, 21-24 wrze$nia 2025 r. (sesja posterowa)

= [KM22] A. Kocur, M. Moczulski, A. Czajkowska, A. Czgczek, R.
Szewczyk, K. Izdebska, M. Stopa. The QuEChERS method efficiently
extracts immunosuppressants from whole blood for LC-MS/MS
analysis. 23" International Congress of Therapeutic Drug Monitoring
& Clinical Toxicology, Singapur, 21-24 wrzes$nia 2025 r. (sesja
posterowa)

= [KM23] A. Kocur, A. Czajkowska, M. Moczulski, A. Cz¢czek, M.
Mikaszewska-Sokolewicz.  Simultaneous determination of six
cephalosporins in critically ill pediatric patients using VAMS. 23"
International Congress of Therapeutic Drug Monitoring & Clinical
Toxicology, Singapur, 21-24 wrze$nia 2025 r. (sesja posterowa)

= [KM24] A. Czajkowska, A. Czeczek, D. Bulsiewicz, A. Kocur, D.
Gruszfeld. Keeping neonates calm and safe: a novel LC—-MS/MS
method for dexmedetomidine monitoring. 23" International Congress
of Therapeutic Drug Monitoring & Clinical Toxicology, Singapur, 21—
24 wrzesnia 2025 r. (sesja posterowa)

= [KM25] A. Czajkowska, A. Czeczek, D. Bulsiewicz, A. Kocur, D.
Gruszfeld. Small Samples, Big Impact: LC—-MS/MS Quantification of
Ketamine in Neonates. 23™ International Congress of Therapeutic Drug
Monitoring & Clinical Toxicology, Singapur, 21-24 wrze$nia 2025 r.
(sesja posterowa)

= [KM26] A. Kocur, J. Czech-Kowalska. Volumetric-Absorptive
Microsampling (VAMS) in Therapeutic Drug Monitoring of

Valganciclovir in Infants with Congenital CMV Infection— Preliminary
Results. 4" CMV Congress, Neapol, Wlochy, 20-21 listopada 2025 r.
(sesja posterowa)

7.5. Realizowane granty naukowe — kierownik lub wykonawca

e Od momentu uzyskania stopnia doktora, bylem/jestem kierownikiem lub
wykonawca w nastepujacych projektach i grantach:

» |GP1] Mikroprobkowanie objetosciowo-absorpcyjne (VAMS) podczas

monitorowania stezenia takrolimusu jako nowe narzedzie do poprawy
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przestrzegania zalecen lekarskich w populacji  pediatrycznej—
walidacja i opracowanie metody LC-MS/MS — kierownik, projekt
wewnetrzny ,,Mlody badacz” finansowany przez Warszawski
Uniwersytet Medyczny (lata realizacji 2022-2023, projekt zakonczony
po obronie doktoratu).

|GP2] Mikroprobkowanie wolumetryczno-absorpcyjne (VAMS) jako
nowe narzedzie stuzgce do optymalizacji leczenia immunosupresyjnego
i monitorowania czynnosci przeszczepu u dzieci po przeszczepieniu
nerki — glowny wykonawca, grant wewnetrzny finansowany przez
Instytut-Pomnik Centrum Zdrowia Dziecka w Warszawie (lata
realizacji 2023-2026).

IGP3] Wphw dawkowania ukierunkowanego na cel, opartego na
modelu farmakokinetyki klinicznej lekow przeciwdrobnoustrojowych,
na wynik kliniczny i jakos¢ zZycia dzieci i noworodkow — analiza
bezpieczenstwa, skutecznosci i oplacalnosci — projekt AntiSepsis —
kierownik cze$ci farmakokinetycznej eksperymentu, eksperyment
medyczny finansowany przez Agencj¢ Badan Medycznych,
realizowany w Instytucie ,,Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka”
w Warszawie (lata realizacji 2024-2030).

|GP4] Badanie wplywu implikacji w fazie przedanalitycznej
i analitycznej na przyktadzie metody LC-MS/MS jednoczesnego
oznaczania lekow immunosupresyjnych polgczonej z technikami
mikroprobkowania objetosciowo-absorpcyjnego (VAMS i qDBS) —
kierownik, projekt wewnetrzny ,,Mtody badacz” finansowany przez
Warszawski Uniwersytet Medyczny (lata realizacji 2024-2025).

|GP5] Personalizacja farmakoterapii doustnymi antykoagulantami
nowej generacji w oparciu o alternatywne strategie pobierania probek
— badania in vitro/ex vivo jako wstep do zdalnego monitorowania
leczenia przeciwkrzepliwego— Kierownik, projekt finansowany przez
Narodowe Centrum Nauki (konkurs: MINIATURA-8), realizowany
w Warszawskim Uniwersytecie Medycznym (lata realizacji 2024-
2025).

IGP6] Zastosowanie technik mikroprobkowania w terapeutycznym
monitorowaniu  leczenia  immunosupresyjnego u  pacjentow
pediatrycznych po przeszczepieniu wagtroby— kierownik, grant
wewnetrzny finansowany przez Instytut-Pomnik Centrum Zdrowia
Dziecka w Warszawie (lata realizacji 2024-2027)

[GP7] Optymalizacja  farmakoterapii (wal)gancyklowirem
z  wykorzystaniem techniki mikroprobkowania wolumetryczno—
absorpcyjnego (VAMS) u noworodkow z zakazeniem CMV— gldwny
wykonawca, grant wewngtrzny finansowany przez Instytut-Pomnik
Centrum Zdrowia Dziecka w Warszawie (lata realizacji 2024-2027)
|GP8] Ocena przydatnosci oznaczenia wzglednej wymiennej miedzi
(REC-relative  exchangable copper) oraz wymiennej miedzi
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(exchangable copper) w diagnostyce i monitorowaniu leczenia choroby
Wilsona (WilsonREC)— wykonawca, grant wewngtrzny finansowany
przez Instytut-Pomnik Centrum Zdrowia Dziecka w Warszawie (lata
realizacji 2024-2027)

» [GP9] Ocena skutecznosci alternatywnych drog podania deks-
medotomidyny i ketaminy- badanie jednoosrodkowe z elementami
modelowania farmakodynamicznego (PK/PD) i wykorzystaniem
techniki mikroprobkowania (MicroAntiPain)- wykonawca, grant
wewnetrzny finansowany przez Instytut-Pomnik Centrum Zdrowia
Dziecka w Warszawie (lata realizacji 2024-2027)

» [GP10] Ocena zasadnosci i skutecznosci badania stezenia kwasu
mykofenolowego metodg mikroprobkowania u dzieci z czesto
nawracajgcymi  i/lub  steroidozaleznym zespotem nerczycowym.
(MICRO-NEPH)— wykonawca, grant wewngetrzny finansowany przez
Instytut-Pomnik Centrum Zdrowia Dziecka w Warszawie (lata
realizacji 2026-2029)

» [GP11] Opracowanie referencyjnej metody oznaczania busulfanu
u pacjentow pediatrycznych w leczeniu kondycjo-nujgcym przed HSCT
— projekt w trakcie oceny, kierownik, projekt wewnetrzny ,,Mtody
badacz” finansowany przez Warszawski Uniwersytet Medyczny (lata
realizacji 2026-2027).

W marcu 2026 roku razem z mgr Agnieszka Czajkowska, kierujaca Pracownia

Terapii Monitorowanej, Farmakokinetyki Klinicznej i Toksykologii Instytutu
,2Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka”, uzyskalismy finansowanie projektu: Zakup
wysokosprawnego chromatografu cieczowego sprzezonego z detekcjqg masowq
(LC MS/MS) na potrzeby optymalizacji terapii monitorowanej stezeniem leku we
krwi  w  populacji pediatrycznej z zastosowaniem pobran krwi metodg
mikroprobkowania wolumetryczno-absorpcyjnego (VAMS), w ramach realizacji
inwestycji (aparatura — zakup) zwigzanej z dziatalno$cig naukowa (finansowanie:
Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego).

Bylem réwniez opiekunem minigrantow studenckich finansowanych przez
Warszawski Uniwersytet Medyczny:

» [MGI1] Zastosowanie alternatywnych strategii pobierania probek
w monitorowaniu stezenia kreatyniny jako biomarkera czynnosci nerek
u pediatrycznych biorcow przeszczepu narzgdowego— kierownik: stud.
Barttomiej Kot, lata realizacji: 2024-2025;

» [MG2] Zastosowanie techniki mikroprobkowania wolumetryczno-
absorpcyjnego (VAMS) w terapeutycznym monitorowaniu farmakoterapii
reumatoidalnego zapalenia stawow (RZS)— opracowanie, walidacja
i zastosowanie kliniczne metody bioanalitycznej oznaczania metotreksatu
i jego metabolitow— kierownik: mgr farm. Aleksandra Mikulska, lata
realizacji: 2024-2025;

= [MG3] Zastosowanie techniki suchej plamy osocza (qDPS)
w  terapeutycznym — monitorowaniu  leczenia  wyprzedzajgcego
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(wal)gancyklowirem u pacjentow po przeszczepieniu nerki— opracowanie
i walidacja  metody  analitycznej oraz  badanie  zaleznosci
farmakokinetyczno-farmakodynamicznych— kierownik: stud. Mateusz
Moczulski, lata realizacji: 2024-2025.

= [MG4] Terapeutyczne monitorowanie acyklowiru i jego metabolitu (9-
karboksymetoksymetyloguaniny) u  pacjentow  pediatrycznych — po
transplantacji macierzystych komorek krwiotworczych lub transplantacji
nerki w oparciu o alternatywne strategie pobierania probek— kierownik:
stud. Mateusz Moczulski, projekt w trakcie oceny, planowane lata
realizacji: 2026-2027.

7.6. Dzialalno$é recenzencka

Poczawszy od 2023 roku wykonatem tacznie 163 recenzji manuskryptow

w czasopismach naukowych (uwzgledniono rowniez powtdrne recenzje danego
manuskryptu): Advances in Medical Sciences (2x), Analytical Biochemistry (1x),
Antibiotics (9x), Bioanalysis (10x), Biomedicine and Pharmacotherapy (1x),
Clinica Chimica Acta (3x), Clinical Biochemistry (6x), Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine (3x), Current Pharmaceutical Analysis (2x), Diagnostics
(2x), European Journal of Drug Metabolism (3x), Expert Opinion on Drug
Metabolism and Toxicology (1x), Frontiers in Immunology (1x), Frontiers in
Medicine (1x), Frontiers in Pediatrics (1x), Frontiers in Pharmacology (2x),
Heliyon (3x), Immunotherapy (1x), International Journal of Molecular Sciences
(10x), Journal of Chromatography B (2x), Journal of Chromatography Open (1x),
Journal of Clinical Medicine (19x), Journal of Clinical Pharmacy and
Therapeutics (1x), Journal of International Medical Research (1x), Journal of
Personalized Medicine (2x), Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis
(20x), Metabolites (5x), Personalized Medicine (2x), Pharmacogenomics (2x),
Pharmaceutics (9x), Pharmaceuticals (11x), Prospects in Pharmaceutical
Sciences (23x), Talanta (4x), Talanta Open (1x), Therapeutics and Clinical Risk
Management (1x), Toxics (4x).

Bytem redaktorem goscinnym w wydaniu specjalnym State-of-the-Art Molecular
and Translational Medicine in Poland, 3rd Edition w czasopismie Biomedicines.

Recenzowalem streszczenia zgloszen komunikatéw ustnych i posterowych na
konferencj¢ TATDMCT/SFPT 2026, ktéra odbedzie si¢ we wrzesniu 2026
w Rennes, we Francji.

7.7.  Przyznane nagrody i wyrdznienia

Nagrody JM Rektora Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego za dziatalnos¢
naukowg i dydaktyczna:
= 3 nagrody za rok 2024:
o za opracowanie dobrych praktyk w fazie przedanalitycznej,
analitycznej 1 postanalitycznej shuzacych opracowaniu nowych
strategii monitorowania metotreksatu i jego metabolitow podczas
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leczenia niskimi 1 wysokimi dawkami leku — nagroda naukowa
zespotowa III stopnia.

o za opracowanie innowacyjnej metody terapeutycznego
monitorowania stezen (wal)gancyklowiru podczas terapii
wyprzedzajacej] po  przeszczepieniu nerki u  pacjentow
pediatrycznych — nagroda naukowa zespotowa III stopnia;

o za opracowanie skryptu pt. Ozmnaczanie substancji leczniczych
w  preparatach wielosktadnikowych — nagroda dydaktyczna
zespotowa II stopnia.

= 4 nagrody za rok 2023:

o za opis analitycznych 1 klinicznych zastosowan mikro-
probkowania  objetosciowo-absorpcyjnego  podczas  terapii
monitorowanej stezeniem takrolimusu— nagroda naukowa
zespotowa II stopnia

o zapublikacje opisujacg analityczne i kliniczne zastosowanie nowej,
innowacyjnej techniki pobierania probek krwi— nagroda naukowa
zespotowa III stopnia

o za publikacje przegladowa opisujaca zastosowanie technik
mikroprobkowania w  terapii monitorowanej lekow
immunosupresyjnych — nagroda naukowa zespotowa III stopnia

o za opracowanie skryptu Oznaczanie ilosciowe substancji
leczniczych, z zastosowaniem analizy miareczkowej, w preparatach
Jjednosktadnikowych w postaci tabletek, drazetek i kapsutek —
nagroda dydaktyczna zespotowa II stopnia.

e Wyro6znienie za wdrozenie rozwigzania Diagnostyka Matych Bohaterow—
przetomowe mozliwosci microsamplingu w sepsie i chorobach przewlektych
u dzieci, przyznane podczas 3. Kongresu ,,Nauka dla Spoleczenstwa”.

e W roku akademickim 2025/2026, ze wzgledu na osiagni¢cia i dorobek naukowy,
zostalem uhonorowany stypendium JM Rektora Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego dla Mtodych Naukowcow.

e W latach akademickich 2023/24, 2024/25, 2025/26 bylem powotywany przez JM
Rektora Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego do sktadu organu doradczego
— Rady Mtodych Naukowcow WUM.

e W roku akademickim 2024/2025 ze wzgledu na wyrdzniajace si¢ osiggnigcia
naukowe, zostalem objety programem mentoringowym przez JM Rektora
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. W ramach programu otrzymatem
wsparcie finansowe umozliwiajace wyjazd na Kongres ASMS 2025 w Baltimore,
USA.

7.8.  Szkolenia i certyfikaty

Ponizej przedstawiono wykaz odbytych szkolen i uzyskanych certyfikatow (wybrane, po
obronie doktoratu):
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* Szkolenie z zakresu obstugi, utrzymania i przeprowadzania analiz przy uzyciu
aparatury LC-MS/MS-IVDR (LabExperts/Bioanalytic, 2024)

» Certyfikat GCP ICH E6 (R2) (Agencja Badan Medycznych 2024)

« PXI100VR | PKanalix® Summer School (Simulations Plus, 2024)

* ICH GCP E6 R3 — Summary of Changes (2025)

*  Antimicrobial resistance — theory and methods (Technical University of Denmark,
Coursera, 2025)

*  Pharmacokinetics (Novartis/Coursera, 2025)

» Kurs: Apiksaban i odwracalne inhibitory czynnika Xa — bezpieczenstwo, skutecznosé
i praktyczne aspekty stosowania w codziennej praktyce (Okrggowa Izba Aptekarska
w Krakowie, 2025)

» Certyfikat ICH E6 (R3) GCP, wersja 1.0. (Agencja Badan Medycznych, 2026)

* Masterclass Antybiotykoterapia dla farmaceutow - poziom podstawowy (Polskie
Towarzystwo Farmacji Klinicznej, 2026)

» Udziat w posiedzeniach klinicznych organizowanych przez Instytut ,,Pomnik-
Centrum Zdrowia Dziecka” w Warszawie (lata 2024-2026, wybrane wyktady).

» Certyfikat Zasady transportu materiatu biologicznego zgodnie z migdzynarodowymi
wytycznymi IATA w kontekscie badan klinicznych (Agencja Badan Medycznych, 2026)

7.9. Rankingi pracownikéw naukowych WUM

e Listy pracownikow WUM najlepiej publikujacych i najbardziej efektywnych
w pozyskiwaniu $srodkow w latach 2022-2025:
= Lista ogdlna: 139 miejsce (w skali uczelni)
» Lista mlodych naukowcéw: 18 miejsce (w skali uczelni), 2 miejsce (na
Wydziale Farmaceutycznym WUM)
e Listy pracownikow WUM najlepiej publikujacych i najbardziej efektywnych
w pozyskiwaniu $rodkow w latach 2021-2024:
= Lista ogdlna: 170 miejsce (w skali uczelni)
» Lista mlodych naukowcéw: 16 miejsce (w skali uczelni), 4 miejsce (na
Wydziale Farmaceutycznym WUM)

8. Podsumowanie calkowitego dorobku naukowego — wskazniki bibliometryczne

e Impact Factor: 71,300

e Punktacja MNiSW: 1987

e Liczba cytowan w Web of Science (bez autocytowan): 81 (61)
e Liczba cytowan w Scopus (bez autocytowan): 79 (61)

e Liczba cytowan w Google Scholar: 125

e Indeks Hirscha: 5 (WoS)/ 5 (Scopus)/ 6 (Google Scholar)
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