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1. STRESZCZENIE

Procedura aferezy z wykorzystaniem separatora komaérkowego jest szeroko uznang
metodg pobierania krwiotwodrczych komérek macierzystych z krwi obwodowej do
przeszczepdw autologicznych i allogenicznych. Ciggty rozwéj dziedziny i postep technologiczny
sprawiajg, ze doskonali sie dostepne rozwigzania oraz wprowadza nowe. Jedna z najnowszych
procedur mozliwych do wykonania z uzyciem separatora Spectra Optia (Terumo BCT) to ciggty
pobdr komdrek jednojgdrzastych (ang. continuous mononuclear cell collection, cMNC). Ocena
bezpieczenstwa podczas prowadzonych procedur jest jednym z kluczowych zagadnien
poruszanych przez klinicystow.

Celem pracy byta retrospektywna ocena nowej procedury cMNC i porédwnanie jej
z dotychczas dostepng procedurg poboru komorek jednojgdrzastych (ang. mononuclear cell
collection, MNC), a w tym poréwnanie parametréw procedury, analiza czynnikéw majgcych
wptyw na wydajnosc i bezpieczenstwo zabiegu.

Ponadto celem badania byfo stworzenie w oparciu o dane retrospektywne
algorytmu umozliwiajgcego precyzyjne wyznaczenie objetosci krwi do przetworzenia przez
separator oraz przewidziany uzysk (ilos¢ komoérek CD34*/kg m. c.). Powstaty algorytm zostat
zbadany prospektywnie na procedurze cMNC.

Najwazniejsze obserwacje dotyczace porownania protokotu MNC i cMNC to:
wieksze zageszczenie elementdw morfotycznych oraz mniejsza objetos¢ produktéw aferezy
prowadzonej protokotem cMNC w pordwnaniu do MNC (WBC, granulocyty, komorki
jednojadrzaste); wieksza wydajnos¢ pobierania CD34* CE2 oparta tylko na wyjsciowej liczbie
komodrek CD34* we krwi pacjenta przed aferezg, dla procedury MNC mediana 58,8%
w poréwnaniu do 51,3% dla cMNC, p=0,003. Wykazano silng zalezno$¢ wyjsciowej liczby
komodrek CD34*, a uzyskiem, czyli liczbg komdrek CD34* w przeliczeniu na kilogram masy ciata
zarowno dla procedur MNC (r=0,96), jak i cMNC (r=0,93). Wydajnos¢ CD34* CE2 dla obu
procedur korelowata z wyjsciowa liczbg WBC i komodrek jednojgdrzastych, nie korelowata
natomiast z wyjsciowg liczbg komorek CD34* we krwi, objetoscig przetworzonej krwi,
czy predkoscia naptywu.

Poniewaz bezpieczenstwo pacjenta podczas pobierania komodrek ma kluczowe
znaczenie, zbadano wptyw aferezy na poziom ptytek krwi oraz hemoglobiny pacjenta. Ubytek

ptytek krwi po aferezie byt mniejszy dla nowej procedury cMNC, mediana 12,2%
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w poréwnaniu do 24,2%, p=0,002. Zbadano rowniez wptyw czynnikdw majacych wptyw
na ubytek ptytek. Poziom hemoglobiny przed i po zabiegu nie rdznit sie istotnie statystycznie
u pacjentéw poddanych separacji komérek procedurg MNC, natomiast spadek ten byt istotny
statystycznie dla procedury cMNC, p=0,009.

W przypadku obu procedur, na danych retrospektywnych zbadano algorytmy
predykcyjne: model oparty na Sredniej wydajnosci CE2, model regresji oparty na kalkulacji,
ktora nie uwzglednia masy ciata (dopasowanie liniowe i potegowe), model regresji oparty na
kalkulacji, ktéra uwzglednia mase ciata (dopasowanie liniowe i potegowe). Walidacje
algorytmow (wykresy przedstawiajgce zaleznos¢ przewidzianego do rzeczywistego uzysku)
sporzadzone dla procedury MNC daty zblizone wyniki, tj. wysoki stopien korelacji,
wspotczynnik determinacji R? zawierajacy sie w przedziale 0,9474 - 0,9547. Nieco nizsze
wartosci wspdtczynnika determinacji R? zanotowano na wykresach walidacji dotyczgcych
procedury cMNC, przedziat 0,7871 - 0,8169. Przeprowadzono rowniez analize ilosci
niedoszacowanych i przeszacowanych procedur, czyli tych, w ktérych przewidziany uzysk byt
odpowiednio nizszy lub wyzszy od rzeczywistego.

Na podstawie powyziszej analizy wybrano algorytm oparty na sredniej
wydajnosci CD34* CE2 do badania prospektywnego. Odnotowano wysokg korelacje uzysku
przewidzianego i rzeczywistego, R?=0,9028. Ustalono takie skrdcenie czasu procedury,
mediana 203 min w grupie, w ktdrej ilos¢ krwi do przetworzenia byta ustalana szacunkowo
i 194 min w grupie, w ktorej ilos¢ przetwarzanej krwi wyznaczat algorytm, p=0,041. Ponadto
zaobserwowano zmniejszenie ilosci antykoagulantu podanego pacjentowi, odpowiednio
894 mli 676 ml, p<0,001.

Zgromadzone w pracy wyniki oraz przeprowadzone analizy pozwolity
na wyciggniecie ponizszych wnioskéw, majacych praktyczny wymiar dla klinicystow
i operatoréw separatorow komoérkowych. Wykazano jednakowy wptyw nowej procedury
cMNC na zarzadzania antykoagulantem iiloscig pobieranych granulocytéw. Ustalono, ze
niezaleznie od protokotu i wyjsciowej liczby ptytek mozna maksymalizowac predkos¢ naptywu,
w celu skrdcenia czasu procedury, bez obawy o spadek wydajnosci, czy nadmierny ubytek
ptytek krwi u pacjenta. W celu zwiekszenia bezpieczenstwa zabiegu zaleca sie pobieraé
komorki krwiotwdrcze u pacjentdw z granicznie niskim poziomem ptytek krwi procedurg
cMNC, natomiast u pacjentéw z granicznie niskim poziomem Hb powinno sie wybrac protokot

MNC.



Skonkludowano, ze algorytmy stworzone z wykorzystaniem regresji liniowej
i nieliniowej moga wykazywac¢ tendencje do przeszacowywania uzysku i jednoczesnie
przejawiajg umiarkowang korelacje w przedziale CD34+pre <100kom./uL. Algorytmy te mogg
nie doszacowal objetosci krwi do przetworzenia, co moze skutkowaé koniecznoscig
powtdrzenia aferezy lub nawet nieudang mobilizacjg. Zarekomendowano algorytm oparty
na sredniej wydajnosci CE2, jako najlepszy do stosowania w praktyce klinicznej, poniewaz
wykazat wysoki stopien korelacji oraz brak tendencji do przeszacowania lub niedoszacowania
wynikdéw. Zastosowanie tego algorytmu w wyznaczaniu objetosci krwi do przetworzenia
pozwolito skrécic czas procedury i ilosci podanego pacjentowi antykoagulantu, a jednoczesnie

zebrac wystarczajacg liczbe komorek CD34* do przeprowadzenia przeszczepu.



2. SUMMARY

Apheresis is a widely utilized method for collecting hematopoietic stem cells from
peripheral blood for autologous and allogenic stem cell transplantations. Continuous
technological development in this field enables improvement of existing solutions as well as
developing new ones. One of the latest protocols introduced by Terumo BCT, to be used with
Spectra Optia cell separator is continuous mononuclear cell collection (cMNC). Safety
assessment of the apheresis procedure is one of the most important issues raised by clinicians.

The aim of this study was to retrospectively evaluate the performance of cMNC
protocol and to compare it with widely utilized mononuclear cell collection (MNC) protocol.
The analysis included a comparison of safety and efficiency parameters.

Moreover, the study was designed to create and validate algorithms based on
retrospective data. The purpose of the algorithm was to calculate blood volume to process
and to predict the procedure yield (CD34* cells/kg body weight). The most accurate algorithm
was chosen for prospective analysis.

Main observations regarding the procedures comparison include: higher
concentration of morphotic components and lower volume of apheresis product in the cMNC
procedure compared to MNC (white blood cells, granulocytes, mononuclear cells); higher
collection efficiency CD34* CE2 for MNC protocol (median 58,8% for MNC, 51,3% for cMNC,
p=0,003). A strong correlation between CD34* precount and CD34" yield was observed for
both protocols (MNC r=0,96; cMNC r=0,93). The collection efficiency CD34* CE2 for both
protocols was correlated with WBC precount and mononuclear cell precount. Conversely, it
did not correlate with CD34" precount, total blood volume (TBV) processed, nor average flow
rate.

The platelet count and hemoglobin level in patient’s blood was measured before
and post apheresis to determine the impact of the protocols on the safety of patients. Platelet
loss was lower for the new cMNC protocol, median 12,2% compared to MNC, 24,2% (p=0,002).
The influence of various variables on platelet loss was also examined. The difference between
pre and post hemoglobin level was not statistically significant for MNC protocol. However, in
the cMNC protocol post-procedure hemoglobin level was significantly lower (p=0,009).

For the predictive analysis five algorithms were created: based on collection

efficiency CD34* CE2, regression model including body weight (linear and nonlinear),
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regression model not including body weight (linear and nonlinear). Validation graphs,
presenting predicted versus collected CD34* yield, resulted in comparable coefficient of
determination, R? for the MNC procedure, ranging 0,9474 - 0,9547. Slightly lower coefficient
of determination was observed for the cMNC procedure (range 0,7871 - 0,8169). Additionally,
the analysis determining the number of underpredicted and overpredicted procedures was
performed.

Basing on this retrospective analysis the algorithm based on mean collection
efficiency CD34* CE2 was chosen for prospective investigation with the cMNC protocol. High
correlation between predicted and collected CD34* dose was noticed, R?=0,9028.
The utilization of the algorithm enabled shortening the time of apheresis (median 203 min
in the retrospective group, 194 min in the group were the algorithm was employed) and
lowering the volume of infused anticoagulant (median 894 ml and 676 ml, p<0,001).

The results collected in this paper and the analyses performed have allowed
the following conclusions to be drawn, which have a practical importance for clinicians and
cell separator operators. The new cMNC protocol is as safe as the MNC procedure in terms of
anticoagulation management and the number of collected granulocytes. Regardless
the protocol used and the patient platelet precount, the flow rate can be maximized in order
to shorten the time of procedure without the risk of decreased performance or excessive
platelet loss in the patient. In order to increase patient safety, it is recommended to perform
stem cell collection with the cMNC protocol in patients with low platelet precount and to use
MNC protocol for patients with low hemoglobin precount.

The study revealed that regression algorithms, both linear and nonlinear, may show
a tendency to overpredict the yield and moderate correlation in the CD34*pre 0-100 cells/uL
range. These algorithms may also underpredict the blood volume to process, which can result
in apheresis repetition or even mobilization failure. The study recommends algorithm based
on mean collection efficiency CD34* CE2 to be utilized in clinical practice as it has resulted in
high coefficient of determination in validation and it does not show a trend to underpredict
or overpredict the results. Application of this calculus to determine blood volume to process
enabled shortening the time of procedure and lowering the anticoagulant volume, therefore

increasing patient safety and reaching CD34* target dose for the transplantation.



