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REZENZJA
rozprawy doktorskiej lek. Karoliny Magdaleny Liszka pt.:
,Ocena bezpieczenstwa i skutecznosci profilaktyki przeciwgrzybiczej pozakonazolem
w oparciu o badania farmakokinetyki leku u dzieci poddanych

intensywnej chemioterapii i/lub przeszczepieniu komorek hematopoetycznych”

Zgodnie z uchwatg Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Medycznego we
Wroctawiu podjetej w dniu 19 czerwca 2024 r. o powotaniu mnie na recenzenta rozprawy
doktorskiej lek. Karoliny Magdaleny Liszki pt. ,Ocena bezpieczeristwa i skutecznosci
profilaktyki przeciwgrzybiczej pozakonazolem w oparciu o badania farmakokinetyki
leku u dzieci poddanych intensywnej chemioterapii i/lub przeszczepieniu komorek
hematopoetycznych” mam zaszczyt przedstawi¢ ponizszg opinig.

Na przestrzeni kilku ostatnich dekad dokonat sie ogromny, wrecz spektakularny
postep w onkologii dziecigcej, czego wyrazem jest ponad 80% trwatych wyleczen dzieci
i mtodziezy z chorobg nowotworowa. Niestety, nadal ogotem u okoto 10-20% pacjentéw
pediatrycznych z chorobg nowotworowa podjete leczenie konczy si¢ niepowodzeniem,
ktérego najczestszg przyczyng jest wcigz nawrét choroby, ale moze by¢ spowodowane
réwniez powiklaniem bardzo intensywnej chemioterapii i/lub przeszczepienia komorek
krwiotworczych. Niepowodzenie leczenia spowodowane jego powiktaniami jest, w kontekscie
bardzo wysokich szans na trwatg remisjg choroby, szczegOlnie dramatycznym ;darzeniem,
z ktorym trudno sie pogodzi¢. Ze wzgledu na towarzyszaca intensywnej terapii nieunikniong
mielosupresje i immunosupresje j€j najczestszymi powiktaniami sg zakazenia, sposrod
ktorych najtrudniejszym i narastajgcym problemem w onkologii dzieciecej sa zakazenia
grzybicze. Czestym problemem, chociaz rzadziej zagrazajgcym zyciu niz powiktania
infekcyjne, jest takze toksycznos¢ narzadowa zwigzana przede wszystkim z intensywng
chemioterapig i/lub procedurg przeszczepienia komoérek hematopoetycznych, ale takze
z interakcjami lekowymi, ktérych trudno unikngé w zwigzku z koniecznoscig stosowania
wielolekowej terapii choroby nowotworowej prowadzonej réwnoczesnie z farmakologiczng
profilaktykg i leczeniem powikian leczenia onkologicznego. Stgd, aby zapewni¢ dalszg
poprawe wynikéw leczenia choréb nowotworowych u dzieci i mtodziezy stosowane leczenie
powinno byé nie tylko coraz bardziej skuteczne, ale takze coraz bardziej bezpieczne.



Jednym ze sposobéw do osiggniecia tego celu jest prowadzenie terapii monitorowane;j
stezeniem leku, zwtaszcza w odniesieniu do tych lekéw, ktérych farmakokinetyka iich
farmakodynamika nie zostaty jeszcze wystarczajaco zbadane u pacjentéw pediatrycznych.
Do takich lekéw nalezy miedzy innymi pozakonazol, ktéry obecnie jest czesto stosowany
w profilaktyce i leczeniu zakazen grzybiczych u dzieci poddawanych intensywne;j
chemioterapii i/lub przeszczepieniu komérek hematopoetycznych.

W zwigzku z tym podjgcie przez lek. Karoling Magdalene Liszke jako do tematu
rozprawy doktorskiej badan bezpieczenstwa i skutecznosci profilaktyki przeciwgrzybiczej
pozakonazolem w oparciu o badania farmakokinetyki leku u dzieci poddanych intensywnej
chemioterapii i/lub przeszczepieniu komérek hematopetycznych nalezy uzna¢ za w petni
uzasadnione i wazne.

Rozprawa doktorska przedstawiona do oceny liczy ogétem 216 stron i sktada sie ze
spisu tresci, wykazu uzywanych skrétéw, wykazu 94 tabel, wykazu 7 rycin, wykazu 22
wykresow, krotkiego wprowadzenia, streszczenia w jezyku polskim, streszczenia w jezyku
angielskim, czeg$ci teoretycznej rozprawy, ktéra jest obszernym wstepem do rozprawy, czesci
doswiadczalnej rozprawy, w ktérej przedstawione zostaty cele pracy i hipotezy badawcze,
materiat i metody badan, wyniki badan wraz z ich podsumowaniem, a w dalszej kolejnosci
z dyskusji, wnioskéw i bibliografii zawierajacej 135 pozycji cytowanego piémiennictwa
i dodatkowo takze zawiera zestawienie dorobku naukowego Doktorantki, kopie zgody
Komisji Bioetycznej na przeprowadzenie badan oraz informacje o grantach w ramach,
ktérych zostata zrealizowana rozprawa.

W obszernej ,Czesci teoretycznej” rozprawy doktorskiej zostat najpierw szczegétowo
omowiony problem zakazen grzybiczych u pacjentéw pediatrycznych leczonych intensywna
chemioterapigi/lub poddanych transplantacji komérek hematopoetycznych z uwzglednieniem
etiologii tych zakazen, ich diagnostyki oraz pierwotnej i wtérnej profilaktyki, a takze
aktualnych rekomendacji dotyczacych ich leczenia, a nastepnie podsumowana zostata
dotychczasowa wiedza dotyczgca charakterystyki farmakodynamicznej i farmakokinetyczne;
pozakonazolu, jego dziatan niepozadanych i toksycznosci, a takze aktualne wskazania do
leczenia pozakonazolem i rekomendacje odnosnie docelowych stezed osoczowych
pozakonazolu. Przedstawiony wstep do rozprawy $wiadczy o duzej wiedzy teoretycznej
i praktycznej Doktorantki dotyczacej wszystkich aspektow zakazeh  grzybiczych i ich
leczenia, w tym z uzyciem pozakonazolu, u dzieci z chorobg nowotworowg leczonych
intensywng chemioterapig i/lub przeszczepieniem komorek hematopoetycznych. W tym
miejscu nalezy réwniez wspomnie¢ o dorobku naukowym Doktorantki, na ktéry skiada sie
ogdtem 12 doniesier naukowych, w tym 8 publikacji w czasopismach recenzowanych, w tym
4 w czasopismach z IF i sumarycznym IF wynoszgcym 11.714, oraz 4 doniesienia
kongresowe, w tym 3 przedstawiane w formie prezentacii ustne;.,



Na tle przedstawionego we ,Wstepie” aktualnego stanu wiedzy na temat zakazen
grzybiczych u pacjentéw pediatrycznych leczonych onkologicznie i/lub poddawanych
przeszczepieniu komérek hematopoetycznych oraz roli pozakonazolu w profilaktyce
i leczeniu tych zakazen sformutowane zostaty cele szczegbtowe przeprowadzonych badan, a
mianowicie - podsumowujgc je — ocena farmakokinetyki pozakonazolu podawanego
dzieciom z grupy badanej w postaci zawiesiny doustnej lub infuzji, ocena wplywu wybranych
czynnikéw na stezenia osoczowe posakonazolu u tych dzieci oraz ocena wptywu stezen
spoza zakresu referencyjnego na skutecznos¢ i ryzyko powikfan toksycznych zwigzanych z
podazg pozakonazolu. Nadrzednym celem koncowym przeprowadzonych badan byto
wdrozenie terapeutycznego monitorowania stgzen pozakonazolu do codziennej praktyki w
celu optymalizacji i indywidualizacji terapii u poszczegolnych pacjentow.

Grupe badang stanowito ogdtem 171 pacjentow w wieku od 1 do 18 lat, z mediang
wieku 7 lat, ktorzy w Klinice Transplantacji Szpiku, Onkologii i Hematologii Dziecigecej we
Wroctawiu w latach 2020-2023 poddani byli intensywnej chemioterapii i/lub przeszczepieniu
komérek hematopoetycznych, a w ramach profilaktyki przeciwgrzybiczej otrzymywali
pozakonazol w formie zawiesiny doustnej lub infuzji dozylnej.

W pierwszej fazie, do ktérej wigczono 51 pacjentéw, w tym 42 z rozpoznaniami
onkologicznymi i 9 z chorobami nieonkologicznymi, badano profile farmakokinetyczne
pozakonazolu oznaczajgc stgzenie leku w osoczu w 4 punktach czasowych, natomiast
w drugiej fazie realizacji projektu, do ktorej wigczono 120 pacjentow, w tym 91 z
rozpoznaniami onkologicznymi i 29 z chorobami nieonkologicznymi, osoczowe stezenia leku
oznaczano jednorazowo bezposrednio przed podaniem porannej dawki leku. Materiatem do
badan byto kazdorazowo 0.5 ml krwi pobierane zwykle poprzez cewnik centalny.

Stezenia osoczowe pozakonazolu oznaczano w Laboratorium MonitLab™ w Poznaniu z
zastosowaniem metody wysokosprawnej  chromatografii cieczowej z detekcjg
fluorescencyjng (HPLC-FLD) opracowanej i zwalidowanej przez Spoétke Celowa MonitLab™
w ramach grantu Narodowego Centrum Badan i Rozwoju.

Zawiesine doustng pozakonazolu dawkowano w oparciu o algorytm wedtug Welzen,
natomiast roztwor do infuzji dozylnej podawano w pojedynczej dawce dobowej 150 mg lub
300 mg w zaleznoéci od masy ciata pacjenta.

W drugiej fazie badania, w przypadkach wymagajacych modyfikacji dawkowania
pozakonazolu w zwigzku z uzyskaniem stezenia leku spoza zakresu referencyjnego, dawke
leku zwigkszano lub zmniejszano o okoto 30% dazgc do optymalizacji stgzenia leku. Za
docelowe stezenie pozakonazolu w osoczu przyjeto zakres 0,7 - 3,0 mg/L.

Nastepnie dokonano analizy wptywu wybranych czynnikéw, w tym wieku, pici,
rozpoznania leczenia z udziatem przeszczepienia komorek hematopoetycznych lub terapii
CART-T, drogi zywienia pacjenta, stezenia albumin w osoczu, spostrzeganej patologii w



przewodzie pokarmowym oraz wybranych lekéw podawanych réwnocze$nie
z pozakonazolem na stezenie tego leku w osoczu, a przez to na bezpieczenstwo i
skuteczno$é leczenia.

Zgody na przeprowadzenie badan udzielita Komisja Bioetyczna przy Uniwersytecie
Medycznym we Wroctawiu (nr uchwaty 604/2020) pod warunkiem zachowania anonimowsci
uzyskanych danych.

Przed wigczeniem do badania opiekunowie oraz pacjenci powyzej 16 roku zycia
podpisywali formularz $wiadomej zgody na udziat w projekcie.

Projekt badawczy bedacy podstawg rozprawy doktorskiej zostat sfinansowany na
podstawie odpowiedniej umowy przez Fundacje ,Na ratunek dzieciom z chorobg
nowotworow3q”, a pierwszy etap projektu, tj. ocena profili farmakokinetycznych pozakonazolu,
zostat zrealizowany przy wspodffinansowaniu z grantu Narodowego Centrum Badan i
Rozwoju, ktéry zostat przyznany spétce celowej MonitLab™ w celu opracowania efektywnej
metody oznaczania stezenia pozakonazolu w osoczu.

Wyniki badan zostaty przedstawione na 90 stronach. W | fazie badan wykazano, ze
stezenie pozakonazolu pozostaje na stabilnym poziomie w ciggu catej doby, a pacjenci
najczesciej uzyskujg zabezpieczajgce stezenie leku w catym przedziale czasowym pomigdzy
kolejnymi podazami dawek leku.

Najczestszym problemem zidentyfikowanym w | fazie badan, u blisko potowy badanych
chorych otrzymujgcych pozakonazol doustnie, byto stezenie leku ponizej zakresu
referencyjnego, ktére moze wigza¢ sie z nieskutecznym postepowaniem profilaktycznym,
jednak w trakcie realizacji projektu tej zaleznosci nie zaobserwowano. Natomiast w grupie
dzieci otrzymujgcych pozakonazol dozylnie nie odnotowano problemu zbyt niskiego stgzenia
leku w osoczu, natomiast stezenia przekraczajgce gorng granicg przedziatu referencyjnego
byly czestsze niz u dzieci otrzymujacych pozakonazol doustnie, u ktorych zbyt wysokie
stezenie pozakonazilu spostrzegano tylko sporadycznie. U dzieci ze zbyt wysokim stezeniem
osoczowym pozakonazolu nie zaobserwowano wyktadnikéw toksycznosci tego leku.
Ponadto u zadnego z 51 pacjentéw wigczonych do pierwszej czesci badania nie rozpoznano
prawdopodobnego lub potwierdzonego inwazyjnego zakazenia grzybiczego w okresie
badania.

Analiza parametréw farmakokinetycznych wykazata istotny wptyw drogi podania
pozakonazolu nie tylko na stezenie leku w osoczu, ale takze na pole powierzchni pod krzywa
zalezno$ci stezenia leku od czasu (AUCy), a mianowicie pacjenci otrzymujacy lek dozylnie
wykazywali zdecydowanie wyzsze warto$ci AUCy, co oznacza, ze catkowita ekspozycja na
lek podany dozylnie, a takze skutecznosé terapii dozylnej jest wyzsza. Nie wykazano wptywu
drogi podania leku na czas potrzebny do osiggniecia stezenia maksymailnego.



Ponadto przeprowadzona analiza wykazata, ze nizsze stezenia maksymailne i $rednie
pozakonazolu oraz nizsze warto§¢ AUCy wystepuja u pacjentéw z hipoalbuminemia, a takze
u pacjentéw otrzymujgcych ondansetron lub lewetiracetam.

Natomiast nie wykazano istotnego wptywu na badane parametry farmakokinetyczne
pozakonazolu pozostatych badanych zmiennych, w tym rozpoznania, wieku, pici, leczenia z
udziatem HSCT lub komérek CAR-T, zywienia pozajelitowego, wyktadnikéw uszkodzenia
btony $luzowej przewodu pokarmowego oraz lekéw innych poza wyzej wymienionymi
stosowanych u badanych pacjentéw réwnoczesnie z pozakonazolem.

W | czesci badania wykazano réwniez, ze osoczowe stezenie pozakonazolu
oznaczone W punkcie czasowym Co u pacjentéw, ktérzy osiagneli docelowe wartosci
stezenia leku koreluje z jego stezeniami w pozostatych punktach czasowych. Stad wniosek,
ze stezenie pozakonazolu we krwi pobranej w punkcie Co w kolejnych dniach jego podazy
dobrze odzwierciedla ogdlng ekspozycje pacjenta na ten lek.

W drugiej czeéci projektu oznaczano stezenie pozakonazolu w jednym punkcie
czasowym — tuz przed podaniem porannej dawki leku w przypadku podazy doustnej lub
przed rozpoczeciem infuzji w przypadku podazy dozylnej. U wigkszosci dzieci (115 chorych)
pozakonazol podawano w postaci zawiesiny doustnej, jedynie 5 pacjentéw otrzymywato lek
w postaci roztworu do infuzji. Wyniki oznaczen prezentowaty si¢ podobnie jak w przypadku
wyznaczania petnych profili farmakokinetycznych leku w | czgsci badania. Mianowicie, u 61
chorych uzyskano zadowalajace stgzenie pozakonazolu w osoczu, jednak az 59 badanych
wymagato modyfikacji dawkowania z powodu nieprawidiowego stgzenia leku w osoczu.
Dawke pozakonazolu zmodyfikowano u 26 pacjentéw, a modyfikacja okazata sie skuteczna
u 13 chorych (50%).

Ponadto zbadano wptyw wybranych czynnikéw, czesto wspétistniejacych z podaza
pozakonazolu, na stezenie tego leku w osoczu i na podstawie przeprowadzonej analiz
stwierdzono wystepowanie wyzszych stgzen pozakonazolu u chorych przyjmujgcych
hydrokortyzon, natomiast wystepowanie nizszych stezen pozakonazolu u pacjentow
otrzymujacych metyloprednizolon, ihibitor pompy protonowe; lub ryfampicyne, a takze u
pacjentéw zywionych parenteralnie, u pacjentéw leczonych z udziatem przeszczepienia
komorek hematopoetycznych oraz u pacjentdw z biegunka, jako wyktadnikiem uszkodzenia
btony $luzowej przewodu pokarmowego. Ponadto stwierdzono, ze hipoalbuminemia w
zaleznoéci od stopnia jej nasilenia moze predysponowa¢ zaréwno do zbyt niskich, jak i zbyt
wysokich stezen pozakonazolu w osoczu. Nie stwierdzono natomiast réznic w stezeniach
pozakonazolu w zaleznosci od rozpoznania, wieku, pici, stosowania terapii CAR-T i innych
niz biegunka objawéw chorobowych ze strony przewodu pokarmowego. Ponadto w badanej
grupy dzieci nie odnotowano dziatan niepozgdanych, ktére mozna bytoby bezposrednio

powigza¢ z podaza pozakonazolu.



W oparciu o uzyskane wyniki przesiewowych testéow statystycznych podjgto probe
zbudowania modelu regresji logistycznej, ktéory w oparciu o dane kliniczne przewidywatby
szanse wystgpienia nieterapeutycznego stezenia pozakonazolu. Wykazano, ze
skonstruowany model charakteryzuje sie wprawdzie niskg, co najprawdopodobniej zwigzane
jest z niskg liczebnoscig préby, ale wcigz zadowalajgcg dobrocig dopasowania.

Oméwienie wynikow badan jest szczegétowe i jednoczesnie klarowne, a zapoznanie
sie z wynikami utatwiajg liczne dobrze skonstruowane i starannie wykonane tabele, ryciny
i wykresom ilustrujgcym rezultaty badan.

W pierwszej czesci ,Dyskusji” wiasne wyniki monitorowania stezenia terapeutycznego
pozakonazolu umiejetnie i w intersujgcy sposéb odniesiono do wynikéw opublikowanych
przez innych autoréw, zwracajac przy tym szczegéling uwage na fakt, ze takie badania po raz
pierwszy przeprowadzono u najmtodszych pacjentéw pediatrycznych ponizej 8 roku zycia
oraz na to, ze az u okoto potowy badanych dzieci stezenia pozakonazolu byty suboptymaine.
To ostatnie spostrzezenie skitonito do podjecia interwencji terapeutycznej, ktora, a takze jej
wyniki, poréwnano w ,Dyskusji” z interwencjami i ich rezultatami podejmowanymi przez
innych autorow.

W drugiej czeéci ,Dyskusji” spostrzezenia wtasne dotyczace wptywu wybranych
czynnikéw zwigzanych z chorym i stosowanym leczeniem na stezenie osoczowe
pozakonazolu skonfrontowano z podobnymi obserwacjami dokonanymi przez innych
autorow.

W trzeciej czesci ,Dyskusji” zwrécono uwage na pacjentéw z najwyzszym ryzykiem
wystgpienia niezabezpieczajacego stezenia pozakonazolu, do ktérych na podstawie
wiasnych obserwaciji zaliczono dzieci ponizej drugiego roku zycia, pacjentow z pierwotnym
niedoborem odpornoéci przyjmujacych ryfampicyng w profilaktyce gruzlicy, pacjentow po
allogenicznej  transplantacji ~ komorek hematopoetycznych z  GvHD  leczong
metyloprednizolonem oraz dzieci poddane terapii CAR-T otrzymujgce lewetiracetam
w profilaktyce drgawek towarzyszacych neurotoksycznosci zwigzanej z w/w terapia.
U wymienionych pacjentow w przypadku stwierdzenia bardzo niskich stezen pozakonazolu
Doktorantka zaproponowata rozwazenie zmiany rodzaju profilaktyki przeciwgrzybiczej w celu
zapewnienia skutecznej ochrony przed rozwojem grzybicy inwazyjnej. Nalezy podkreslic, ze
Doktorantka jako pierwsza zaobserwowata i opisata wystepowanie niskich stezen
pozakonazolu w trakcie podazy lewetiracetamu u dzieci po terapii CAR-T.

Ostatnig cze$¢ ,Dyskusji” stanowi oméwienie ograniczen, z ktérymi musiaty zmierzyc¢
przeprowadzone badania, a wséréd nich Doktorantka wymienia duze zréznicowanie
pacjentéw, zmienno$¢ sytuacji klinicznej, jednosrodkowy charakter badania, a takze brak
badan polimorfizmu genetycznego dotyczgcego genow kodujgcych enzymy metabolizujgce.



Sposob w jaki Doktorantka przeprowadzita ,Dyskusje” $wiadczy o bardzo dobrym
opanowaniu umiejetnosci przedstawiania wynikéw badan naukowych oraz myslenia
naukowego, aco za tym idzie o dojrzatosci naukowej Doktorantki. Ponadto w ,Dyskusji”
zostaty umiejetnie podkreslone wiasne oryginalne spostrzezenia.

Na podstawie wynikéw przeprowadzonych badar Doktorantka sformutowata trzy
whnioski, sposrod ktérych dwa pierwsze podsumowujg uzyskane wyniki oraz dokumentujg
realizacje gtéwnego celu badan, ktorym byta poprawa skutecznosci i bezpieczenstwa
profilaktyki przeciwgrzybiczej pozakonazolem poprzez zastosowanie terapeutycznego
monitorowania stezenia leku u pacjentéw pediatrycznych leczonych intensywna
chemioterapig i/lub poddawanych przeszczepieniu. W trzecim wniosku, odnoszac sie do
uzyskanych wynikéw badan ispostrzezen dokonanych podczas realizacji projektu,
Doktorantka wskazuje na potrzebe dalszych badan dotyczacych optymalnego sposobu
dawkowania pozakonazolu i docelowego stezenia tego leku, ktére objetyby wiekszg liczbe
dtuzej obserwowanych pacjentow.

W trakcie oceny niniejszej rozprawy doktorskiej recenzentowi nie nasunety sie zadne
istotne uwagi krytyczne dotyczace realizacji lub treSci ocenianej rozprawy, poza uwagda
dotyczgcg braku w czesci rozprawy zatytutowanej ,Materiaty i metody” zbiorczego
oméwienia zastosowanych metod analizy statycznej.

Reasumujgc, rozprawe doktorskg lek. Karoliny Liszka oceniam bardzo wysoko.
Stanowi ona oryginalne opracowanie zagadnienia waznego dla onkohematologii dzieciece;.
Uzyskane wyniki badan majg duze znaczenie poznawcze, ale przede wszystkim bardzo
duze znaczenie kliniczne, poniewaz powinny przyczyni¢ do poprawy bezpieczenstwa
pacjentéw pediatrycznych poddawanych intensywnej chemioterapii i/lub allogenicznemu
przeszczepieniu komorek hematopoetycznych poprzez prowadzenie skuteczniejszej
profilaktyki przeciwgrzybiczej z zastosowaniem pozakonazolu, a poprzez to do poprawy
odleglych wynikéw leczenia. Praca opiera si¢ na wynikach badan przeprowadzonych
w stosunkowo duzej grupie dzieci | miodziezy z chorobami  onkologicznymi
i nieonkologicznymi, a zastosowana innowacyjna metodyka badan osoczowych stezen
pozakonazolu jest wiasciwa i moze byé wykorzystana w praktyce klinicznej. Wyniki badan
zostaly prawidtowo i bardzo starannie opracowane. Omowienie wynikow i dyskusja poparte
sg obszernym wspoétczesnym pismiennictwem, inspirujg do dalszych badan i$wiadczg
o0 znakomitym przygotowaniu Doktorantki do podjetego tematu badan. Wnioski znajduja
odzwierciedlenie w wynikach.

Stad, uwazam, ze rozprawa doktorska lek. Karoliny Liszka spetnia wszystkie warunki
stawiane pracom doktorskim okreslone w art. 187 ust. 1-4 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz. U. 2018 poz. 1668) i zwracam si¢ do Rady
Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu 2z wnioskiem




o dopuszczenie lek. Karoliny Liszki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Jednocze$nie wzigwszy pod uwage nowatorski charakter podjetych badan, sposéb ich
realizacji i znaczenie wynikéw badan uzyskanych w trakcie realizacji rozprawy wnioskuje

0 jej wyrdznienie.

Poznan, 18 wrzesnia 2024 r.
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Prof. zw. dr hab. med. Jacek Wachowiak




