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Recenzja rozprawy doktorskiej mgra ROMANA MALACHOWSKIEGO
pt. ,,Bezpieczenstwo i wydajnos$¢ procesu pobierania krwiotwoérczych komorek

macierzystych z krwi obwodowej za pomocg separatora komérkowego”

Wstep

Przeszczepienie krwiotworczych komoérek macierzystych (ang. hematopoietic stem cell
transplantation, HSCT) jest uznang metoda wykorzystywang w leczeniu wielu NOWOtworow
ukladu krwiotwérczego i chlonnego, a takze niektorych schorzen nienowotworowych, ktéra
pozwala potencjalnie uzyskaé wyleczenie. W przypadku, gdy komorki krwiotworcze zostaty
pozyskane od chorego mamy do czynienia z procedurg ich autotransplantacji (ang. autologous
HSCT, autoHSCT), natomiast gdy pochodza od honorowego dawcy mowimy o procedurze
allotransplantacji (allogeneic HSCT, alloHSCT). Jezeli chodzi o procedurg alloHSCT, dawca
jest najczesciej zgodna w zakresie gléwnego ukladu zgodnosci tkankowej (ang. human
leukocyte antigens, HLA) osoba niespokrewniona lub tez rodzenstwo pacjenta. W ostatnich
latach mozliwe stalo sie takze wykonywanie transplantacji od tzw. dawcow
haploidentycznych, czyli w potowie zgodnych w zakresie HLA (rodzice, rodzefistwo badz tez
dzieci chorego). Warunkiem niezbgdnym do powodzenia procedury jest przeszczepienie
odpowiedniej liczby krwiotworczych komoérek macierzystych. Ich zrodlem moze by¢ szpik
kostny, krew obwodowa badz tez krew pepowinowa. Obecnie komorki krwiotworcze
pobierane metodg aferezy z krwi obwodowej s3 wykorzystywane jako materiat
transplantacyjny w przypadku praktycznie wszystkich procedur autotransplantacji oraz w
blisko 70% zabiegéw transplantacji allogenicznych. Afereza krwiotworczych komorek

macierzystych jest wigc integralna czes$cig procedury transplantacyjnej, ktorej skutecznos¢ i



bezpieczenstwo warunkuje mozliwos$é prowadzenia jej kolejnych etapéw. Separator Spectra
Optia (Terumo BCT) jest systemem czgsto wykorzystywanym w pracowniach aferez.
Pobieranie macierzystych komdrek krwiotwérczych z uzyciem procedury MNC (ang.
mononuclear cell collection) jest stosowane od wielu lat i jest doktadnie scharakteryzowane w
literaturze. Natomiast procedura ciagtego pobierania komorek jednojgdrzastych cMNC (ang.
contionous mononuclear cell collection) jest dostgpna od kilku lat, a co za tym idzie

doswiadczenie kliniczne z nig zwigzane jest mniejsze.

Mgr Roman Matachowski w swojej pracy doktorskiej podazyl nakreslonym powyzej
tropem. Podjat si¢ poréwnania nowej procedury ¢cMNC z procedura MNC systemu aferezy
Spectra Optia. Ponadto podjat probg poréwnania i znalezienia najlepszego algorytmu, ktory
mozna stosowaé przy przewidywaniu uzysku i okreslaniu objetosci krwi do przetworzenia,
zarowno dla protokotu MNC, jak i cMNC. Temat ten, szczegdlnie jezeli chodzi czgs$¢
dotyczacg poszukiwania najlepszego algorytmu, nalezy uzna¢ za nowatorski i atrakcyjny

naukowo, a jego podjecie — za w pelni uzasadnione.

Struktura pracy

Praca ma typow3 strukture obejmujaca ,,Wstep”, ,,Zalozenia i cele pracy”, ,,Metodyke”,
,,Wyniki”, , Dyskusje”, ,,Podsumowanie i wnioski”, ,Streszczenie” oraz ,,Bibliografi¢”.

Calo$é, zawarta na 115 stronach, jest uzupetniona o spis tresci oraz wykaz skrotow.

UWAGA: Umieszczenie dodatkowo wykazu rycin oraz tabel umozliwiloby czytelnikowi

tatwiejsze odnajdywanie tresci zwartych w pracy.

Ocena poszczegolnych rozdzialow

Wstep

We wstepie przedstawiono najistotniejsze informacje na temat transplantacji, rodzaju
dawcow i Zrodet komoérek krwiotworczych oraz sposobow ich mobilizacji i peryferyzacji do
krwi obwodowej. W sposob szczegdtowy i wyczerpujacy omdéwiono zagadnienia techniczne i
kliniczne dotyczgce procedur aferez, z uwzglednieniem systemu Spectra Optia i protokolow
MNC i cMNC bedgcymi przedmiotem analizy. Omoéwiono takze i przedstawiono

tabelarycznie  dotychczasowe doniesienia  literaturowe  dotyczace  wykorzystania
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poszczegdlnych algorytméw w optymalizacji procesu mobilizacji i gromadzenia komdrek

krwiotworczych.

Struktura tego rozdzialu jest optymalna. Adekwatnie wprowadza czytelnika w tematyke
rozprawy i przekonujaco uzasadnia podjecie tematu. Na szczegdlne wyrdznienie zastuguje
cze$é dotyczaca aferez, ktora moze stuzyé jako kompendium wiedzy dla personelu cheaeego

podjaé prace i pracujacego w pracowniach aferez.

Pewne, drobne, zastrzezenia dotyczag warstwy jezykowej oraz kilku uwag
merytorycznych, ktore w gléwnej mierze odnosza si¢ do czesci klinicznej. Nie wptywaja one

jednak znaczaco na wysoka ocene tej czesci dysertacii.

UWAGTI:

W ,Wykazie skrétow” na str. 4 zamiast ,,szpiczak mnogiego” powinno by¢ ,szpiczak
mnogi”.

Nalezy zwréci¢é uwage i ujednolici¢ mianownictwo. W odniesieniu do procedury
auto/alloHSCT powinno si¢ uzywaé terminu "przeszczepienie" lub ,transplantacja”, a nie

"przeszczep". Przeszczep natomiast to materiat (tkanka lub narzad) przeszczepiany.

W odniesieniu do komorek krwiotwérczych (rzeczownik policzalny), powinno si¢
uzywa¢ sformutowania liczba, a nie ilo$¢. Autor uzywa tych okreslen naprzemiennie i

nickonsekwentnie.

Na str. 9 doktorant odnosi sie¢ do raportu Europejskiej Organizacji ds. Krwi i
Transplantacji Szpiku (EBMT) z 2017 r. wymieniajagc migdzy innymi wzrost liczby
,przeszczepéw komorek niehematopoetycznych”. Ta terminologia nie jest uzyta prawidlowo,
gdyz ta cze$é cytowanego raportu odnosi si¢ do liczby terapii komorkowych, takich jak np.
infuzje limfocytéw dawcy. Podobnie, leczenie z uzyciem genetycznie modyfikowanych
limfocytéw T — CAR-T cells (ang. chimeric antigen receptor T cells) nie powinno by¢

okreslne mianem transplantacji, a raczej immunoterapii.

W czesci dotyczacej mobilizacji komoérek krwiotwoérczych warto usystematyzowaé i
zwréci¢ uwage, ze w przypadku honorowych, zdrowych dawcéw stosuje si¢ wylacznie
mobilizacje z uzyciem czynnika wzrostu kolonii granulocytéw (ang. granulocyte colony-
stimulating factor, G-CSF), natomiast mobilizacja z uzyciem G-CSF +/- chemioterpaia +/-

pleryksafor dotyczy pozyskiwania komérek krwiotwérczych do procedury autoHSCT. Autor



podaje, ze w ostatnich latach wykazano bardzo dobre efekty chemomobilizacji z
wykorzystaniem $rednich dawek cytarabiny (ID-AraC) oraz G-CSF u pacjentow
z chloniakami ziarniczymi i nieziarniczymi. Warto uzupelni¢, ze dotyczy to takze chorych na
szpiczaka plazmocytowego.

Podobnie w czesci dotyczacej dostepu naczyniowego warto zwrdci€ uwage, ze w
przypadku honorowych, zdrowych dawcow wykorzystuje si¢ w przewazajgcej mierze dostep
do zyt obwodowych, natomiast dostgp do zyl centralnych dotyczy czgsciej chorych
przygotowywanych do procedury autoHSCT.

Zatozenia i cel pracy
Cele pracy podzielono na trzy czesci:

1. Retrospektywne porownanie nowej procedury cMNC z procedurg MNC systemu
aferezy Spectra Optia.

2. Retrospektywna walidacja algorytméw optymalizacji procesu gromadzenia komorek

krwiotwdrczych dla obu procedur cMNC 1 MNC.

3. Prospektywna ocena wybranego algorytmu oraz poréwnanie wynikow z danymi

zgromadzonymi retrospektywnie.

Przedstawione zalozenia sa stuszne. Cele zostaly sformulowane prawidtowo.

UWAGA: Cele mogly by¢ przedstawione bardziej zwigzle. Autor niepotrzebnie streszcza

tu ponownie dane uzasadniajace podjecie analizy przedstawione juz szczegbtowo we wstepie.

Pacjenci i metody

Grupe badang stanowito w ocenie retrospektywnej (cele analizy 1 oraz 2) 100 chorych na
szpiczaka plazmocytowego i chtoniaki poddanych procedurom MNC i cMNC (50 chorych na
kazda z procedur), natomiast prospektywnie (cel 3 analizy) oceniono 41 chorych poddanych
procedurze ¢cMNC. U wigkszosci pacjentéw zastosowano przed aferezg chemomobilizacie,
gléwnie z uzyciem $rednich dawek cytarabiny (ID-AraC) i G-CSF. Przedstawiono opis

procedur pobierania komorek krwiotwérczych oraz metodyke oznaczania liczby komorek

4



krwiotwérczych CD34+. Metody analizy statystycznej zostalty opisane w sposob
wyczerpujacy. Rozdzial od strony merytorycznej i edytorskiej nie budzi zastrzezefi. Na
przeprowadzenie badan uzyskano zgode Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie

Medycznym w Lodzi.

UWAGI: Nie podano wprost w ktorej jednostce 1 komorce organizacyjnej
przeprowadzano procedury aferez. Warto rowniez wymieni¢ w kilku punktach kryteria

wlaczenia do analizy.

Wyniki

Jest to obszerny rozdzial, w ktorym zaprezentowano wyniki duzej liczby analiz
adekwatnych do zatozonych celow badania i przyjetej metodyki. Edycja tego rozdziatu jest
bardzo przejrzysta, a zamieszczenie licznych tabel i rycin ulatwia szybkg orientacje. Wyniki
przedstawiono w sposob logiczny. Wiele z nich ma charakter nowatorski i stanowi o duzej

wartos$ci rozprawy. Na szczegdlng uwagg zashuguje wykazanie:

1. PorOwnanie protokolow MNC i cMNC:

e wydajno$é pobierania oparta na wyjsciowej liczbie komérek CD34" (CE2) byta
statystycznie wyzsza dla protokotu MNC w poréwnaniu do cMNC

e ilosci podanego pacjentowi antykoagulantu ACD(A) oraz liczba pobranych do
pojemnika kolekcyjnego granulocytéw nie roznily si¢ pomigdzy procedurg MNC i
cMNC

e w obu badanych grupach zaobserwowano dodatnig korelacj¢ pomigdzy liczba
przetworzonych TBV (ang. total blood volume) i ubytkiem ptytek krwi u pacjenta

e protokdl cMNC powoduje istotne statystycznie obnizenie poziomu hemoglobiny
u pacjenta w odroznieniu od protokotu MNC. Protokét MNC powoduje natomiast
wiekszg utrate ptytek u pacjentéw w poréwnaniu do cMNC.

2. Retrospektywna walidacja algorytmow:

e wyniki walidacji procedury MNC daty zblizone wyniki dla wszystkich ocenianych
algorytméw, zaréwno w wyznaczeniu przewidzianego uzysku, jak i objgtosci krwi
do przetworzenia. Wyniki te byly spdjne niezaleznie od wyjsciowej liczby komorek

CD34+ we krwi pacjenta.



e w odniesieniu do procedury cMNC, algorytmy stworzone z wykorzystaniem regresji
liniowe;j i nieliniowej miaty tendencje do przeszacowywania uzysku lub wykazywaly
umiarkowang korelacje w przypadku liczby komérek CD34+ <100/uL krwi pacjenta
przed afereza. Jednoczesnie, algorytmy te moga nie doszacowaé objetosci krwi do
przetworzenia, co moze skutkowaé koniecznoscig powtdrzenia aferezy lub brakiem
uzyskania odpowiedniej liczby komérek do transplantacji.

e algorytm oparty na $redniej wydajnosci CD34+ CE2 w przypadku obu procedur
MNC i cMNC dat najlepszy rezultat, tj. wysoki stopien korelacji oraz brak tendencji
do przeszacowania lub niedoszacowania.

3. Prospektywna walidacja algorytmu opartego na Sredniej wydajnosci CD34+ CE2 dla
procedury cMNC:

e zastosowanie algorytmu w okreslaniu objetosci krwi do przetworzenia skrécito czas

procedury i ilo$é podanego pacjentowi antykoagulantu.

UWAGA: Brak legendy opisujacej, jaki kolor wykreséw odpowiada procedurze MNC i
c¢cMNC na rycinach dotyczacych czynnikéw majgcych wplyw na wydajnos¢ pobierania
komorek CD34+ i ptytek krwi.

Dyskusja

W dyskusji autor omawia wyniki wlasnych obserwacji w kontekscie danych
literaturowych. Jest to bogate i kompetentne opracowanie z krytycznym odniesieniem si¢ do
zaobserwowanych réznic. Tok dyskusji wskazuje na duza wiedze ekspercka autora oraz
zdolno$¢ analitycznego podejscia do uzyskanych wynikow. Autor stusznie podkresla
oryginalno$¢ swoich wynikow w odniesieniu do analizy poszczegélnych algorytmow
predykcji uzysku krwiotwérczych komorek macierzystych, jak 1 objetosci krwi
do przetworzenia dla procedur MNC i cMNC. Przedstawia takze przydatne klinicznie sugestie
wynikajace z uzyskanych wynikéw, odnosnie zalet i wad poszczegdlnych procedur (MNC i
c¢MNC) oraz rekomenduje algorytm oparty na sredniej wydajnosci CE2, jako najlepszy do

stosowania w praktyce kliniczne;j.

UWAGA:



W kilku fragmentach dyskusji autor stwierdza, ze w przypadku niedoszacowania objgtosci
krwi do przetworzenia przy uzyciu danego algorytmu, moze to skutkowa¢ koniecznoscig
powtdrzenia aferezy lub nawet nieudang mobilizacja. Bardziej precyzyjne wydaje si¢ by¢
stwierdzenie, Ze moze to skutkowa¢ koniecznoscia powtdrzenia aferezy lub brakiem
uzyskania odpowiedniej liczby komoérek do transplantacji. Sam proces mobilizacji moze

natomiast by¢ skuteczny.

Wnioski

Whioski s3 sformutowane prawidtowo. Odpowiadajg postawionym celom i uzyskanym

wynikom.

Bibliografia

Pismiennictwo obejmuje 128 pozycji, pochodzacych w wigkszosci z XXI wieku. Sg one

w pracy odpowiednio cytowane.

Podsumowanie

W przedstawionej do oceny pracy podjeto oryginalny i wazny z punktu widzenia praktyki
klinicznej temat badawczy. Zastosowana metodyka pozwolila na realizacjg zatozonych celow.
Autor dowiédt umieje¢tnosci samodzielnego planowania i realizacji zadania naukowego, a
takze interpretacji wynikoéw na tle wlasciwie wykorzystanego pismiennictwa. Przedstawione
uwagi, dotyczgce w przewazajacej mierze warstwy nomenklaturowej i edytorskiej, nie
wplywaja w sposéb istotny na wysoka ocen¢ dysertacji. Praca ,,Bezpieczefistwo i wydajnos¢
procesu pobierania krwiotworczych komorek macierzystych z krwi obwodowej za pomoca
separatora komorkowego” odpowiada kryteriom stawianym rozprawom na stopien naukowy

doktora.

Przedstawiam zatem Radzie Wydziatu Lekarskiego w Uniwersytetu Medycznego w
Lodzi wniosek o dopuszczenie mgra Romana Matachowskiego do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego. Wnosz¢ o uznanie pracy za wyrozniajaca.




