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Rozprawy doktorskiej Pani mgr Patrycji Olejarz
pt. ,,Chromatograficzne badania wybranych lekow przeciwwirusowych

w probkach biologicznych”

Badania nad nowymi metodami wykrywania i oznaczania roznych, waznych
z biologicznego punktu widzenia zwigzkow organicznych w probkach biologicznych leza od
wielu lat w kregu zainteresowan badawezych Katedry Chemii Srodowiska Uniwersytetu
Lodzkiego. W tym celu wykorzystywane sa roznorodne nowoczesne techniki separacyjne,
wsrdd ktorych wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) z detekcja UV-VIS lub
z detekcjg spektrofluorymetryczng zajmuja szczegdlng pozycje ze wzgledu na prostote
i szybkos¢ analizy oraz stosunkowo niskie koszty oznaczen.

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Patrycji Olejarz zatytutowana
~Chromatograficzne  badania  wybranych lekéw  przeciwwirusowych w  prébkach
biologicznych™ wpisuje si¢ zatem w tematyke badan prowadzonych w Katedrze poszerzajac je
o aspekty zwigzane z oznaczaniem dwoch lekow przeciwwirusowych tenofowiru i entekawiru
stosowanych w terapii zakazen wirusami HIV i HBV. Stosowanie tego typu lekow hamuje
replikacj¢ wirusa, ale niestety obarczone jest efektami niepozadanymi, w tym przede
wszystkim dziataniem nefrotoksycznym. Dlatego tez u pacjentéw w trakcie leczenia tymi

preparatami zaleca si¢ kontrolowanie czynnosci nerek.
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Wychodzgc naprzeciw tym zaleceniom, Doktorantka postawila sobie za cel
opracowanie nowoczesnych metod analitycznych umozliwiajacych oznaczanie w plynach
biologicznych czlowieka badanych lekow, tj. tenofowiru lub entekawiru jednoczesnie
z oznaczeniem poziomu kreatyniny pozwalajacej na oceng czynnosci nerek.

Oceniana rozprawa doktorka liczy 178 stron i sklada si¢ z dwoch glownych czesci.
W pierwszej czesci teoretycznej, po krotkim wprowadzeniu w oparciu o dostepng literaturg
Autorka przedstawita ogdlne informacje o wirusach HBV i HIV oraz podstawowe metody
leczenia zakazen tymi wirusami ze szczegdlnym uwzglednieniem dwoch lekéw bedacych
przedmiotem badan niniejszej rozprawy. czyli tenofowiru i entekawiru. W kolejnych dwach
rozdziatach czesci teoretycznej Doktorantka przedstawita kreatyning jako biochemiczny marker
funkcjonowania nerek, a nastepnie scharakteryzowala ptyny biologiczne wykorzystywane do
analizy =~ w  przedstawianej pracy, czyli mocz, krew (osocze) oraz Sling.
W ostatnim rozdziale cz¢sci teoretycznej Autorka omowita opisane do tej pory w literaturze
metody chromatograficzne umozliwiajace oznaczanie w prébkach biologicznych tenofowiru
i entekawiru. Czes¢ teoretyczna rozprawy wraz z wprowadzeniem liczy w sumie ok. 39 stron.
Po dobrze i wyraznie sformutowanym glownym celu rozprawy doktorskiej wraz ze
sprecyzowaniem celow szczegdlowych Autorka przeszta do drugiej czesci rozprawy, gdzie
opisata badania wlasne. Ta eksperymentalna czgé¢ rozprawy obejmuje opis stosowanych
odczynnikow, aparatury i materiatu do badan oraz szczegotowo przedstawia wyniki otrzymane
w toku opracowywania kolejnych procedur oznaczania tenofoviru w slinie oraz tenofowiru
wraz z kreatyning w moczu i osoczu czlowieka, a nastgpnie entekawiru w slinie oraz
entekawiru wraz z kreatyning w ludzkim moczu i osoczu. Tg czgs¢ rozprawy konczy 22 —
stronicowa dyskusja wynikow oraz krotkie podsumowanie i wnioski koficowe. Ta c¢z¢s¢ pracy
jest najbardziej rozbudowana, bo liczy w sumie 95 stron. Na Koncu rozprawy zamieszczona
zostata bogata bibliografia liczaca 157 pozycji literaturowych, a takze spis rycin, spis tabel oraz
streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Na ostatnich stronach rozprawy Autorka
przedstawita swoj dorobek naukowy obejmujacy publikacje naukowe. komunikaty
konferencyjne, zgloszenie patentowe, nagrody oraz udzial w projektach badawczych.

Leczenie chorych zakazonych wirusami HIV lub HBV powinno by¢ polaczone
z systematyczng kontrolg stezenia leku w plynach biologicznych, co pozwalaloby na ustalenie
odpowiedniej dawki terapeutycznej stosowanych lekow. Roéwnoczesnie ze wzgledu na
nicbezpieczenstwo stosowanych lekéw zwiazane z nefrotoksycznoscia w trakcie terapii
wskazana jest kontrola prawidlowej czynnosci nerek. Ponadto, u pacjentow z zaburzeniami

czynnosci nerek konieczne jest indywidualne dostosowanie dawki leku. Dlatego tez zadanie



podjete przez Doktorantke majace na celu opracowanie metod pozwalajacych na jednoczesne
oznaczenie stgzenia stosowanego leku oraz stezenia kreatyniny w plynach biologicznych
uwazam za zasadne 1 nowatorskie. Warto podkresli¢, ze opracowane przez Doktorantke
procedury analityczne sg pierwszymi chromatograficznymi metodami réwnoczesnego
oznaczania badanych lekow i kreatyniny. Na uwage =zastuguja takze inne cele, ktore
przyswiecaly Doktorantce w trakcie realizacji pracy doktorskiej, a mianowicie wykorzystanie
stosunkowo prostych i tanich, ale efektywnych technik chromatograficznych, a takze
minimalizacja czasu, zuzycia odczynnikéw oraz uproszczenie procedury analitycznej. Warto
podkresli¢ osiagniecia Doktorantki w aspekcie rozwinigcia badan o rzadko stosowne w tym
celu matryce biologiczne, czyli mocz i sling. Wykorzystanie tvch plynow biologicznych do
badan stezen lekow w trakcie terapii zakazeniami wirusowymi znacznie zmniejsza ryzyko
zakazenia w stosunku do pobierania probek krwi, a ponadto pobieranie tych probek jest
nieinwazyjne i mozliwe w warunkach domowych.
Po wnikliwej lekturze przedtozonej rozprawy doktorskiej moge z pewnoscia stwierdzic,
ze do najwazniejszych osiagnieé¢ Doktorantki w ramach realizacji pracy doktorskiej nalezy:
v" opracowanie i walidacja metody jednoczesnego oznaczania tenofowiru i kreatyniny
w probkach moczu czfowieka
v opracowanie i walidacja metody jednoczesnego oznaczania tenofowiru i kreatyniny
w probkach osocza ludzkiego
v" opracowanie metody oznaczania tenofowiru w slinie cztowieka
v’ opracowanie i walidacja metody jednoczesnego oznaczania entekawiru i kreatyniny
w probkach moczu i osocza czlowieka z detekcja spektrofotometryczng
v opracowanie metody oznaczenia entekawiru z  wykorzystaniem  detekcji

spektrofluorytetrycznej w moczu, osoczu i $linie cztowieka

W celu opracowania wyzej wymienionych metod konieczne byto wykonanie w trakcie
realizacji pracy doktorskiej ogromnej ilosci eksperymentow i analiz, ktérych wyniki
Doktorantka przedstawita na 62 rycinach i 23 tabelach. Pozwolitlo to na sformulowanie
koncowego wniosku, stwierdzajacego, ze przy zastosowaniu wysokosprawnej chromatografii
cieczowej z detektorem UV-VIS mozliwe jest jednoczesne oznaczanie stezenia leku
przeciwwirusowego (tenofowiru lub entekawiru) i kreatyniny w moczu i osoczu cztowieka, co
daje mozliwos¢ kontroli funkcjonowania nerek i dostosowania odpowiedniej dawki leku.
Ponadto, wyniki uzyskane przez Doktorantke w trakcie realizacji pracy pozwolily na

wyznaczenie profilu farmakokinetycznego badanych lekow z jednoczesng normalizacja ich
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stezenia wzgledem kreatyniny. Wszystkie opracowane i zoptymalizowane procedury HPLC
z detekcja UV, a w przypadku oznaczania entekawiru takze z detekcja FLD spelniaja
odpowiednie kryteria walidacyjne stawiane metodom dedykowanym dla probek biologicznych.
Opracowane i opisane w tej rozprawie przez Autorke metody analityczne pozwalajg rowniez na
minimalizacj¢ objetosci badanej prébki biologicznej w stosunku do innych opisanych
w literaturze metod oraz na ograniczenie zuzycia rozpuszczalnikow organicznych, co
niewatpliwie ma istotne znaczenie ekonomiczne i ekologiczne. Czes¢ wynikow uzyskanych
przez Doktorantke w trakcie realizacji pracy doktorskiej zostata opublikowana
w renomowanym czasopismie naukowym Pharmaceuticals. Ponadto uzyskane wyniki
i opracowana metoda réwnoczesnego oznaczania tenofowiru i kreatyniny w moczu staly sig

podstawa zgloszenia patentowego z udziatem Doktorantki.

Zadaniem recenzenta jest nie tylko podkreslenie osiggnig¢ Doktoranta, lecz takze
wskazanie niedociggnie¢ i bledow ocenianej rozprawy doktorskiej. W zwigzku z tym mam
kilka uwag do rozprawy, przy czym sa to uwagi gléwnie natury edytorskie;.

Mysle, ze w spisie tresci, ktory jest na poczatku rozprawy. warto byloby zamiesci¢
pelne nazwy zamiast skrotow TFV, ENT, czy Crn. W spisie tresci w pkt 8 zawarta jest
informacja, ze oznaczenie TFV i Crn wykonywano w osoczu krwi czlowieka, podczas gdy
w innych pkt. 7, czy 9 podano ogdlnie, ze oznaczenia wykonywano w moczu lub $linie nie
uscislajac, ze probki te pochodzily od cztowieka. W tytutach pkt. 9 i 10 podano dokladnie
z jaka detekcja (spektrofotometryczng lub spektrofluorymetryczna) oznaczano entekawir. Przez
analogie, w pkt. 7 i 8 mozna bylo roéwniez doda¢ sposob detekcji tenofowiru
i kreatyniny.

W wykazie skrotéow zamiast ,aminotransfereaza asparginianowa”™ powinno by¢
.aminotransferaza asparaginianowa”. We wprowadzeniu na str. 9 zamiast .kreatyniny”
powinien by¢ skrét Crn wprowadzony juz wezesniej na str. 8.

Na str. 19-20 zamieszczono wzory dwoch stosowanych prolekow tenofowiru, czyli TDF
i TAF. Zabraklo mi graficznego przedstawienia samej aktywnej formy tenofowiru, czyli jego
difosforanu. Mozna tez bylo na jednym rysunku przedstawi¢ przeksztafcenie prolekow
w aktywna forme.

W rozdziale 2.2 Autorka przedstawita informacje ogdlne na temat tenofowiru i jego
form podawanych jako proleki, tj. TDF i TAF. Nie jest do konca dla mnie jasne, czy piszac
o przypadkach nefrotoksycznosci wywolanej przez tenofovir, Autorka miata na mysli sam

tenofovir, czy forme tego leku, ktora jest podawana pacjentowi, czyli TDF. Podawanie innej



formy proleku, czyli TAF, jak pisze Doktorantka prowadzilo do zmniejszenia
nefrotoksycznosci. Czy wynikato to ze zmniejszenia st¢zenia tenofowiru, czy tez z faktu. ze
TDF jest bardziej nefrotoksyczny niz TAF?

Z rozdz. 2.2 wynika, ze TAF jest efektywniejszym prolekiem tenofowiru niz TDF,
poniewaz umozliwia leczenie mniejszymi dawkami i wykazuje mniejsza nefrotoksycznoscé.
Dlatego tez nie jest dla mnie jasne, dlaczego TDF, a nie TAF powinien by¢ stosowany jako lek
pierwszorzutowy sposrod analogéw nukleotydowych (str. 21).

Na str. 27 Autorka wymienia prawidlowe sktadniki ludzkiego moczu zaliczajac do nich
cukry. Glukoza jest wymieniana jako sktadnik suchej masy moczu, ale w warunkach
prawidlowych glukoza jest prawie w calosci reabsorbowana z moczem pierwotnym
i wydalana w ilosciach sladowych niewykrywanych w rutynowym badaniu moczu. Dopiero
gdy stezenie glukozy w osoczu przekracza wartos¢ 180 mg/dL. (prég nerkowy), w wydalanym
moczu pojawia si¢ glukoza w wiekszej, wykrywalnej ilosci, co S$wiadczy o patologii.
To wyjasnienie przydaloby si¢ w tekscie, poniewaz obecna wersja sugeruje obecno$¢ w moczu
prawidlowym wykrywalnych ilosci glukozy. Ponadto, wsrdd sktadnikéw moczu znajduje sie
raczej urobilinogen, a nie urobilina. W opisie sktadnikoéw moczu zabraklo mi oprocz mocznika
innych zwigzkéw azotowych, np. malych ilosci amoniaku, kwasu moczowego,
a przede wszystkim kreatyniny, zwlaszcza ze jest ona oznaczana przez Doktorantk¢ m.in.
W moczu.

W rozdziale 6 Autorka pisze, ze probki moczu lub sliny byly analizowane od razu po
dostarczeniu do laboratorium lub zamrazane i1 analizowane pdzniej. Sugeruje to, ze czesc
oznaczen byla wykonywana w swiezym moczu badz Slinie, a czgs¢ w materiale po
rozmrozeniu. Czy Doktorantka zauwazyla jakies réznice w wynikach w zaleznosci od czasu
analizy? Wyniki przedstawione na str. 64 na Ryc. 14 wyraznie wskazujg, ze pierwsze
rozmrozenie probek moczu wywolato spadek zawartosci TFV o 5,6%, a w slinie o 6,2%.
Wydaje sig wiec, ze kwestia analizy swiezego materialu lub po jego rozmrozeniu nie jest
dowolna. Mam watpliwosci, czy informacja o analizowaniu prébek moczu i sliny bezposrednio
od razu po dostarczeniu do laboratorium lub analizowaniu pdzniej po rozmrozeniu oznacza
dowolnos¢ czasu analizy, czy moze dotyczy oznaczania stabilnosci probki, ktéra przedstawiono
na Ryc. 14. Z opisu przedstawionego na str. 54 wynika, ze w przypadku osocza wszystkie
probki byly mrozone. Czym byto podyktowane takie podejscie? Czy nie lepiej bylo ujednolicié
wszystkie procedury, np. wszystkie probki mrozié¢ i analizowaé po rozmrozeniu?

W metodyce na str. 54 napisano, ze cz¢sé probek moczu pochodzila od pacjentow

z WZWB zazywajacych tenofovir w postaci tabletek Viread. W odniesieniu do wstepu,



w ktorym Autorka doktadnie opisata dwie formy stosowanego proleku tenofowiru, brakuje tu
informacji jaka forma proleku jest Viread. Informacja ta pojawia sie wprawdzie pdzniej
w wynikach na str. 68 w podrozdziale 7.5, jednak powinna by¢ podana juz wczesniej. czyli
w metodyce.

Szkoda, ze Doktorantce nie udato si¢ przeprowadzi¢ analizy farmakokinetycznej na
wigkszej liczbie pacjentow leczonych tenofowirem, co umozliwitoby zaprezentowanie danych
statystycznych, jednak rozumiem, ze znalezienie takich pacjentéw oraz pozyskanie od nich
materiatu, np. moczu w kilku interwatach czasowych po zazyciu leku jest niezwykle trudne.
Tym bardziej warte jest docenienie staran i pracy Doktorantki w tym zakresie i podkreslenie
faktu zweryfikowania proponowanej procedury analitycznej na materiale pochodzgcym od
pacjentow leczonych preparatem Viread.

Prosze¢ takze o wyjasnienie, dlaczego w przypadku entekawiru w detekcji
spektrofotometrycznej nie wykonano badan stabilnosci analitu w badanym plynie (moczu.
slinie, osoczu) po kolejnych cvklach mrozenia analogicznie jak w przypadku tenofowiru.

Czy nie udato si¢ pozyska¢ zadnvch pacjentow leczonych entekawirem, aby podobnie
jak dla tenofowiru zaprezentowaé uzytecznos¢ opracowanej metody do badania stezenia leku

w moczu?

Przy czytaniu pracy zauwazytam kilkanascie bledow literowych lub innych drobnych
niedociggnieé, ktorych liste przedstawiam ponizej:

Str. 8 ostatni akapit —.,liczba™ zamiast .,liczbg”

Str. 19 w podpisie rysunku odwrdcona kolejnosé w nazwie
Str. 20 powinien by¢ skrét TFN, zamiast pelnej nazwy

Str. 21 ,.nukleotydydowych™ zamiast ,.nukleotydowych™

Str. 30 Tabela — kolumna opisana jako komérki (mm?) lepiej byloby opisaé jako ilo$é/liczba
komorek

Str. 29 ,.dezoksyhemoglobina™ zamiast ..deoksyhemoglobina”
Str. 38 ,,praca” zamiast ,,prace”

Str. 54, przeprowadzono™ zamiast ,.przeprowadzona”

Str. 58 ,.zmniejszy¢” zamiast ..zmniejszenia™

Str. 62 ., 10-ktornie” zamiast 10-krotnie™

Na Ryc. 23 proponowatabym przedstawienie wynikow w odwrotnej kolejnosci, analogicznie
jak na innych rycinach, tj. A) TFV, aB) Cm

Str. 83 ,,puncie” zamiast ,,punkcie”

Str. 83 ..a poziomie™ zamiast ,.,na poziomie”

Str. 83 ,,wynosil” zamiast ,,wynosita”

Str. 88 .,ETN” zamiast ,,ENT”

Str. 88 ..pochodzgcymi™ zamiast ,,pochodzacych™

Str. 89 ,.gradientowy” zamiast ,,gradientowych”

Str. 90 ,.skladnia” zamiast ,.skfadnika”

Str. 90 na Ryc. 36B w opisie osi ,,EN™ zamiast ,,ENT”
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Str. 118 ..do mocz” zamiast ,.do moczu”

Str. 127 ,,ZOBRAX"™ zamiast ,,ZORBAX"™

Str. 137 dwukrotnie powtdrzone stowa ,temperaturach, temperaturze™

Str. 137 . ,potwierdzaj” zamiast .,potwierdzajg”

Str. 138 ostatnie zdanie przed rozdz. 12.2.— brakuje okreslenia ..badan zaleznosci miedzy
stezeniem leku, a czym...”

Str. 139 .wynosi’ zamiast ,.wynoszg’

Str. 141 ,,umozliwi” zamiast ,.umozliwiajacego”™

Str. 142 , zaprezentowane” zamiast ,,zaprezentowano”™

Str. 143 ,,szerokim™ zamiast ,,szerokie™

Str. 144 ‘rozwiniecie metody separacji i identyfikacji ENT w probkach osocza i sliny™ —
brakuje okreslenia .,z wykorzystaniem detekcji FLD™

Str. 149 ..moze™ zamiast ,,mogg”’

Biorac pod uwage obszerno$¢ rozprawy doktorskiej taka ilos¢ drobnych bledéw
edytorskich jest dopuszczalna i w zaden sposdb nie umniejsza wysokiemu poziomowi pracy.

Podsumowujac, mimo moich uwag przedstawionych z obowigzku recenzenta, rozprawe
doktorskg Pani magister Patrycji Olejarz oceniam pozytywnie. Praca ma charakter nowatorski,
przeprowadzone badania zostaly dobrze zaplanowane i bardzo starannie wykonane, a cel
wyznaczony przez Doktorantke zostat zrealizowany.

W mojej ocenie rozprawa doktorska mgr Patrycji  Olejarz  zatytulowana
..Chromatograficzne  badania  wybranych lekdow  przeciwwirusowych w  probkach
biologicznych™ spelnia wszystkie warunki wymagane dla pracy doktorskiej i okreslone
w artykule 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 65 poz. 695 z pdzn. zm.). Dlatego tez
zwracam sie z wnioskiem o dopuszczenie mgr Patrycji Olejarz do dalszych etapdw przewodu

doktorskiego.
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