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Hemostasis restoring in postpartum
hemorrhage — algorithm 2023

Elzbieta Nowacka

Anaesthesiology and Intensive Therapy Department of professor Witold Ortowski
Independent Public Clinical Hospital, Warsaw, Poland
Chairwoman of the Section of Fluid Therapy and Haemostasis
— Polish Society of Anaesthesiology and Intensive Therapy

Summary

Postpartum hemorrhage (PPH) is still the leading cause of perinatal death in women of repro-
ductive age. It is characterized by high dynamics, and most women die within the first day of
puerperium and as many as 88% of them within the first 4 hours from the onset of hemorrhage.
Management of each massive obstetric hemorrhage requires interdisciplinary, team-based and
multidirectional action. The need for simultaneous application of uterotonic agents, surgical
and/or endovascular methods as well as procedures aimed at restoring volume and hemostasis
should be emphasized. The protocol for the management of severe PPH should be individu-
alized and take into account hemorrhage etiology. Each time the volume of circulating blood
as well as the degree of blood loss have to be determined, and the adequate procedures, the
starting points for implementing aggressive treatment and the satisfactory end points must be
defined. The most common cause of severe, life-threatening PPH is uterine atony. Restoration
of hemostasis in massive PPH consists in transfusion of blood components, administration of
antifibrinolytic drugs and coagulation factor concentrates, rFVIla included. Patient survival
is often determined by the very risk assessment for hemorrhage, early diagnosis and rapid
implementation of PPH management algorithms.

Key words: hemorrhage, massive life-threatening PPH,
severe postpartum hemorrhage, massive transfusion, hemostasis, rFVila

Postpartum hemorrhage (PPH) is still the
most common cause of perinatal death in women
of reproductive age [1, 2]. It is characterized by
high dynamics, and its occurrence may surprise the
obstetrician team. Most women die within the first
day of the postpartum period, and as many as 88%
during the first 4 hours of the onset of hemorrhage
[3]. Most likely, even up to 90% of these deaths

J. Transf. Med. 2023; 16:1-11

could have been avoided if standardized medical
procedures were implemented [4]. Management
of each massive obstetric hemorrhage should be
interdisciplinary, team-based and multidirectional.
The management strategy emphasizes the need for
administration of uterotonic agents, surgical and/or
endovascular procedures aimed at restoring hemo-
stasis [5]. Patient survival is often determined by

Correspondence address: dr n. med. Elzbieta Nowacka, Anaesthesiology and Intensive Therapy Department of professor
Witold Ortowski Independent Public Clinical Hospital, ul. Czerniakowska 231, 00-416 Warsaw, Poland,
phone: +48 22 584 11 22, e-mail: elzbieta.nowacka@szpital-orlowskiego.pl, mops2506@interia.pl

Translation: mgr Krystyna Dudziak

This article is available in open access under Creative Common Attribution-Non-Commercial-No Derivatives 4.0 International (CC BY-NC-ND 4.0) license, allowing to
download articles and share them with others as long as they credit the authors and the publisher, but without permission to change them in any way or use them commercially.

https://journals.viamedica.pl/journal_of transfusion_medicine 1



Journal of Transfusion Medicine 2023, vol. 16, no. 1

the physician’s awareness of the risk for hemorr-
hage, early diagnosis and rapid implementation of
PPH management algorithms.

It is not easy to precisely define PPH; there is
currently no single satisfactory definition as reflec-
ted by several terms referring to this emergency
the use of which depends on the accepted criterion
[6]. The multitude of definitions is most likely one
of the reasons for delayed implementation of proper
management. PPH is most commonly defined as
the loss of 2000 ml of circulating blood. This term
however is too general and not sufficiently precise.
From the point of view of hemodynamic changes,
systemic effects/consequences and necessity of
timely therapeutic decisions, more functional seem
definitions referring to the rate of blood loss at
a definite time interval in relation to the patient’s
circulating blood volume. The most reliable defi-
nition of massive PPH refers to the loss of 20% of
circulating blood which corresponds to a loss of
150 ml/minute [7]. The current algorithms for the
management of severe postpartum hemorrhage
(sPPH), severe) are based on the physiology of the
womant’s homeostasis and hemostasis in pregnan-
cy and puerperium as well as on the cellular model
of thrombus/clot formation and dissolution [8-10].

The maternal organism adapts itself to the
developing pregnancy and the process of adaptation
induces changes in numerous systems and organs.
The adjusted mechanisms regulate the pregnant
woman’s homeostatic system at the molecular,
immunological, hormonal and neurogenic levels,
and together with the function and role of the
uteroplacental unit they determine her response
to nociceptive stimuli. In response to peripartum
haemorrhage, the adaptative ability of the circulato-
ry and coagulation systems is of crucial importance
as is the disturbed equilibrium between thrombus
formation and fibrinolysis within the placenta [11].

At the term of delivery, the serum platelet
count of pregnant women 1s lower than in the po-
pulation of non-pregnant women as caused by subli-
minal disseminated intravascular coagulation (DIC)
only in placental capillaries. A pregnant woman
synthesizes 200-500% of all coagulation factors,
with the exception of factor XIII (FXIII), which is
a fibrin stabilizing factor [12]. FXIII activity cannot
be assessed with such routine tests as: activated
partial thromboplastin time (APTT), prothrombin
time (PT) and thrombin time (TT) [13].

In response to vascular injury, the body in labor
or postpartum rapidly forms a clot which is unstab-
le. “Point of care” testing (([POC]: TEG — throm-
boelastography, ROTEM — thromboelastometry)

used to assess the overall physiological response
of the system of clot formation and dissolution,
display a hypercoagulable profile for pregnancy.
Hypercoagulability is primarily determined by an
increased concentration of coagulation factors,
fibrinogen included [14-16].

Fibrinogen plays a key role at all stages of he-
mostasis, including platelet hemostasis, clot forma-
tion and fibrinolysis. Recent research emphasizes
the correlation between fibrinogen concentration
at delivery and the risk of PPH; this refers to
20-25% of patients with a fibrinogen level > 4 g/1.
Hemorrhage might be expected in 50% of pregnant
women with normal fibrinogen level at term, while
all pregnant women with a fibrinogen level < 2 g/
are likely to develop PPH [17].

Placental hemostasis is characterized by
a disturbed equilibrium/balance between TF (tis-
sue factor) and TFPI (tissue factor inhibitor) and
impaired fibrinolysis which occurs as result of
adaptive changes [18, 19]. Activation of the coa-
gulation system and increased TF expression are
the main mechanisms that protect the parturient
against excessive blood loss following placental ab-
ruption, while impaired fibrinolysis facilitates fibrin
deposition and clot formation. Physiological pla-
centa abruption is associated with a simultaneous
reduction in platelet count and lower concentration
of coagulation factors involved in the process of
clot formation [20, 21]. Fibrinogen level is reduced
not only as result of clot formation, but also due
to deposition of fibrinogen in the extraplacental
hematoma. Fibrinolysis impairment facilitates clot
formation, while the relative deficiency of factor
XIII in pregnant women is responsible for lower
cohesion, stability and durability. In the physiolo-
gical bleeding at normal delivery, fibrinolysis is
significantly impaired and clot-formation activity
predominates [22, 23].

Any hemorrhage in the perinatal period acti-
vates fibrinolysis within the endometrium and
induces a mechanism of a vicious circle that in-
tensifies blood loss [24]. Fibrinolysis in PPH
results from endothelial ischemia and increased
activity of tissue plasminogen activator (tPA) [25].
A major problem in controlling PPH is fibrinolysis
in capillaries [26]. Activation of fibrinolysis at the
onset of hemorrhage may be confined merely to
the extraplacental site and often goes undetected
with POC methods such as thromboelastography
or thromboelastometry (TEG, ROTEM). Due
to fibrinogen consumption and deposit following
physiological placenta separation, the lowest
fibrinogen concentration is ohserved on the first

2 https://journals.viamedica.pl/journal_of_transfusion_medicine



Elzbieta Nowacka et al., Hemostasis restoring in postpartum hemorrhage — algorithm 2023

postpartum day and in such cases PPH correlates
with severe coagulopathy, afibrinogenemia and
life-threatening hemorrhage which is difficult to
control with conventional methods [27]. Fibrinogen
is an acute-phase protein and its concentration
increases systematically from the 72nd postpartum
hour. Additionally, in the first 3 postpartum days,
platelet adhesion and aggregation is impaired [28].

Management of sPPH requires defining the
parturient’s circulating blood volume, the degree
of blood loss, the starting points for aggressive
management and the satisfactory end points as well
as timely implementation of adequate procedures
[29-31].

The most common cause of severe, life-thre-
atening PPH is uterine atony (70% PPH) [32]. In
the setting of the maternity/obstetric ward, the
key problem is to define the volume of circulating
blood [33, 34].

The presented algorithm (Tables 1 and 2)
estimates the volume and percentage of blood loss
in relation to body weight and body mass index
(BMI) [35]. In normal weight pregnant women the
circulating blood volume is about 100/ml/kg [36],
while in women with BMI > 35-73 ml/kg; similar
to the estimated volume for non-pregnant women
with normal body weight (70 ml/kg on body weight)
[37]. In the clinical setting, the estimation of the
circulating blood loss in PPH may be difficult and
is usually underestimated [38]. In pregnant women
with low body weight or obese women the risk of
underestimation is high.

The loss of blood is estimated mainly by the
number of surgical drapes used during a procedu-
re; in everyday clinical practice however not all
surgical dressing material is routinely weighed.
Depending on the degree of saturation, a standard
surgical drape (45 x 45 cm) corresponds to the loss
of 100-300 ml of blood but this may be subjective.
For example, a 5 x 5 cm wet swab corresponds to
30 ml of blood loss and a 10 x 10 cm swab to as
much as 60 ml. The difference is usually overlo-
oked [39].

Depending on the degree of blood loss and the
accompanying clinical symptoms, four categories of
hypovolemic shock have been determined (Table 3)
[40, 41].

The intensity of hemorrhagic shock can
currently be estimated in a minute with an ana-
lyzer for rapid assessment of acid-base balance
and the reading is based only on the base excess
(BE) parameter. Successive assessment of this
BE parameter (approx. every 20 minutes) enab-
les hemorrhage follow-up. It also has prognostic

value because — as result of the adaptation of the
circulatory system to pregnancy — the maternal
general condition parameters remain normal for
long despite significant blood loss [42].

Noninvasive measurement of systolic and
diastolic arterial blood pressure displays normal
value in 20-30% of pregnant women who lose more
than 1500-2000 ml of blood [43]. The critical point
18 the loss of 40% of circulating blood because it is
then that the transition from hypovolemic shock
to decompensated shock occurs [44].

Disturbed microvascular flow in vital organs
brings about impaired oxygen delivery to tissues,
which results in hypoxia. Hypoxia enhances me-
tabolic acidosis, as well as neutrophil adhesion to
endothelial cells, blood stasis, intravascular coagu-
lation, ischemia and multiple organ failure, associa-
ted with poor prognosis and poor quality of life (if
the patient survives). Therefore, the last moment
to implement aggressive PPH management is the
loss of 30% of circulating blood. Obstetricians call
it the “Rule of 30” (Table 4) [45].

In every case of PPH, it is necessary to con-
sider the response of the coagulation system to
hemorrhage of different etiology. In uterine atony
and trauma to the genital tract, coagulopathy is
equally dependent on the consumption of co-
agulation factors and hemodilution [46], while
premature separation of a correctly positioned
placenta is a clear example of fibrinogen con-
sumption up to afibrinogenemia [47]. Amniotic
fluid embolism is a coagulopathy resulting from
the loss and biodegradation of coagulation fac-
tors and the intravascular coagulation syndrome.
Uterine atony during caesarean section may also
be an atypical form of amniotic fluid embolism
that requires implementing the AOK algorithm
(ATROPINE-ONDANSETRON-KETONAL) to
inhibit the transition from the pulmonary phase
to the next phases (cardiac, coagulopathy) [48].
It has been determined that each PPH episode is
primarily related to fibrinogen consumption [49].
There is a linear correlation between the circula-
ting blood loss and fibrinogen concentration that
has not been observed for hemoglobin levels and
routine coagulation tests [50, 51].

The management of severe PPH is a multi-
disciplinary approach that is conducted simulta-
neously. The treatment of a patient with severe
PPH is not based on the knowledge and skills of
a single physician but that of a team of professio-
nals who cooperate with each other. Severe PPH
always implies massive transfusion and volume and
hemostatic resuscitation. Implementation of the

https://journals.viamedica.pl/journal_of transfusion_medicine 3
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Table 4. Rule of , thirty” estimates approximate 30%
blood loss. Estimation is based on changes of selected
parameters by 30 (in corresponding units)

Rule of ,, 30"
Fall of systolic blood pressure by 30%
Increase of heart rate (HR) by 30%

A 30% increase in respiratory rate

Fall in hemoglobin level (HGB)
and hematokryt (HT) by 30%

Urine output of less than 30 ml/h

Holocomb algorithm (the RBC:FFP ratio of 1:1) is
successfully used in obstetrics and has contributed
to significant improvement of prognosis in severe,
life-threatening PPH [52].

The recommended initial procedure is the
quickest possible order of 4 units of RBC, 4 units
of FFP and 4 units of cryoprecipitate (Cryo). If
bleeding continues or becomes more intensive,
the next step is to order another 4 units of RBCs,
4 units of FFP, 4 units of Cryo and 1 therapeutic
dose of PC (platelet concentrate), either pooled
or from apheresis. If more than 5 units of RBC are
ordered from the start, it is recommended to order
PC in a stoichiometric ratio [53]. When ordering
blood components, even in centers with their own
Blood Bank, one should include the time necessary
for FFP and cryoprecipitate thawing which delays
transfusion by about 30-40 minutes [54]. Imme-
diate access to RBCs for rapid transfusion which
requires no compatibility test, is also possible
but the delivery of erythrocytes does not restore
hemostasis.

At least two large peripheral accesses ports
should be secured and intravenous fluid therapy
with balanced crystalloids should be started accor-
ding to the ROSE algorithm (resuscitation-optimi-
zation-stabilization-elimination), taking into acco-
unt the strong ion difference (SID) [55] to restore
the circulating blood volume [56]. In hypovolemic
shock the infused crystalloids act like colloids in
the blood vessel. After infusion, 60-70% leave
the vascular bed. Stabilization of the vascular bed
with intravenous catecholamines (norepinephri-
ne) should be considered to maintain permissive
hypotension with mean arterial pressure (MAP)
not exceeding 65 mmHg until the surgical cause
of bleeding is controlled [57]. Aggressive efforts
to restore circulating volume often result in iatro-
genic hemodilution [58]. Moreover, acidosis and
hypothermia exacerbate coagulopathy and impair
clot formation. Maternal death is usually caused by

hemostatic disorders and hypovolemia rather than
by abnormal hemoglobin levels [59].

One of the pillars of the operating team is the
“fourteenth” factor — a skilled and experienced ob-
stetrician (perinatologist) familiar with procedural
techniques of postpartum hemorrhage control [60].

Simultaneously, the team of anesthesiologists
strives/struggles to maintain normal body tempera-
ture (normothermia) and to prevent acidosis [61].
It is of crucial importance to inhibit fibrinolysis by
prompt intravenous administration of tranexamic
acid (TXA) at a dose of 20 mg/kg body weight,
usually 1 g [62-64]. The next step is fibrinogen
substitution with fibrinogen concentrate at a dose
of 2-4 g or with cryoprecipitate (2 U/10 kg b.w.)
[65]. Centers with no Blood Bank of their own can
use prothrombin complex concentrates (PCC) at
a dose of 500-1000 U as emergency bridging the-
rapy until blood components are delivered. [66].

In April 2022, the European Medicines Agency
(EMA) registered recombinant activated factor VII
(rFVIIa) for the management severe postpartum
hemorrhage [67, 68]. The drug is for intravenous
use if uterotonic drugs are ineffective, intensive
bleeding cannot be controlled by conventional
means, and surgical measures to save the patient’s
life must be escalated [69]. The procedure of rFVIIa
(1 rFVIIa) administration is presented as the first
step in the algorithm for restoring hemostasis in
obstetric hemorrhage (Fig. 1) [70].

Given the high physiological levels of fibri-
nogen and other coagulation factors in pregnancy
even despite the rapid loss of 20-30% of the cir-
culating blood, prompt/early administration of the
recommended dose of rFVIIa ensures conditions
for the drug to act so there is no time for acidosis
or hypothermia to develop. A routine dose of 60—
-90 ug/kg b.w. is recommended and can be repeated
after 30 minutes [71]. The body mass dependent
rFVIIa dosage is presented in Table 5.

Clot formation profiles based on TEG, ROTEM
thromboelastometry confirmed high safety of
a single infusion of up to 4 g of TXA in PPH. Tra-
nexamic acid reduces blood loss and the need for
transfusions by 50% [72].

Every case of PPH requires fibrinogen supple-
mentation; 1 g of fibrinogen concentrate increases
the level of the patient’s fibrinogen in plasma by
0.3 g/dl [73-76]. In Poland, the main source of fi-
brinogen is cryoprecipitate. Apart from F I it also
contains FXIII, FVIII and VWF factor.

Transfusion of cryoprecipitate is called for be-
cause pregnant women are deficient in factor XIII,
indispensable for clot stabilization and prevention

https://journals.viamedica.pl/journal_of transfusion_medicine 5
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of bleeding [77, 78]. Supplementation of fibrinogen
concentrate and/or cryoprecipitate is the only way
to increase fibrinogen content in plasma to a tar-
get fibrinogen level for hemostasis (2.5-3 d/I for
a bleeding patient) [65] whereas transfusion of FFP
often results in dilution of endogenous fibrinogen.
To achieve hemostasis, it is necessary to administer
FFP at a dose of 30 ml/kg b.w., because the routine
dose of 10-15 ml/kg b.w. is insufficient [79]. Intra-
venous PCC at a dose of 500-1000 units is more
effective than equivalent doses of FFP [80, 81].
If rFVIIa was used in the first step as defined by
the EMA, PCC cannot be administered for higher
risk of thromboembolic complications.

If PPH management proceeds according to the
hemostasis restoration algorithm (administration
of TXA, fibrinogen concentrate/cryoprecipitate,
PCC) followed by massive transfusion (RBC:FFP
— 1:1, cryoprecipitate 2 U/10 kg/b.w., PC — pla-
telet concentrate), maintenance of normal plasma
ionized calcium level, in the absence of satisfactory
hemostasis and/or uncontrollable parenchymal
bleeding and/or “ongoing” phenomenon, it is
recommended to administer rFVIIa according to
the second point of the hemostasis restoration
algorithm (2 rFVIla) [82] provided no acidosis or
hypothermia is reported and hemoglobin concen-
tration is above 7 g/dl, fibrinogen > 2 g/1, platelet
count > 50 x 10/1.

During ongoing surgery and persistent
bleeding, another dose of rFVIIa may be admini-
stered 30 minutes after the first one, if the drug is
effective. In exceptional situations, if parenchymal
hemostasis has not been restored despite surgical
procedures, administration of two doses of rFVIla
at 30-minute intervals may be considered under
conditions that ensure drug effectiveness (fibri-
nogen concentration > 2 g/l, platelet count over
50 x 1091, pH > 7.2) according to the third point
of the hemostasis restoration algorithm (3 rFVIla)
[83, 84].

Medical procedures in severe, life-threatening
PPH, performed according to the presented hemo-
stasis restoring algorithm, contribute to significant
reduction of the risk of maternal death in the per-
inatal period, improve prognosis and fertility pre-
servation. Crucial for effective performance of all
professional teams involved in PPH management
are constant knowledge update and upgrading of
qualifications and skills. Optimization of manage-
ment, preparation of background, rational use of
resources and recording of activities add to better
outcome of treatment and prognosis in patients
with postpartum hemorrhage.
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Streszczenie

Krwotok poporodowy (PPH) nadal pozostaje najczestszq przyczyng okoloporodowych zgonow
kobiet w wieku rozrodczym. Cechuje sig duzq dynamikq, a najwiecej kobiet umiera w ciggu
pierwszej doby pologu 1 az 88% z nich w pierwszych 4 godzinach od momentu jego wystgpienia.
Postepowanie w kazdym masywnym krwotoku polozniczym powinno byc interdyscyplinarne,
zespolowe 1 wielokierunkowe. Nalezy podkreslic koniecznosc jednoczesnego stosowania srod-
kow uterotonicznych, metod chirurgicznych i/lub wewngtrznaczyniowych oraz postgpowania
nakierowanego na przywracanie wolemii 1 hemostazy. Protokol leczenia cigzkiego PPH nalezy
nakierowac na dang pacjentke 1 uwzgledniac etiologie krwotoku. Wymaga to kazdorazowo
zdefiniowania objetosci kvwi krgzqcej, stopnia jej utraty, wdrozenia adekwatnego do utraty
postepowania oraz wyznaczenia punktow poczgtkowych, od ktorych rozpoczyna si¢ agresywne
leczenie, oraz punktow konicowych, ktore dajq efekt satysfakcjonujgcy. Najczestszq przyczyng
cigzkiego, zagrazajqcego zyciu PPH, jest atonia macicy. Przywracanie hemostazy w masywnym
PPH polega na toczeniu skladnikow krwi, podazy lekow hamujgcych fibrynolize, koncentratow
czynnikow krzepnigcia, w tym rFVIla. O przezyciu pacjentki czesto decyduje sama swiadomosc
ryzyka wystgpienia krwotoku, wczesne rozpoznanie i szybkie wdrozenie algorytmow leczenia
PPH.

Stowa kluczowe: krwotok, masywny krwotok zagrazajacy zyciu,
ciezki krwotok poporodowy, masywna transfuzja, hemostaza, rFVlla

J. Transf. Med. 2023; 16: 12-22

Krwotok poporodowy (PPH, postpartum he- stapienie moze stanowié zaskoczenie dla zespolu
morrhage) nadal pozostaje najczestsza przyczyng sprawujacego opieke poloznicza nad pacjentka.
okoloporodowych zgonow kobiet w wieku rozrod- Najwiecej kobiet umiera w ciggu pierwszej doby

czym [1, 2]. Cechuje sie duza dynamika, a jego wy- pologu 1 az 88% z nich w pierwszych 4 godzinach
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od momentu wystgpienia krwotoku [3]. Prawdopo-
dobnie nawet 90% tych zgon6w mozna by uniknaé
poprzez stosowanie ujednoliconych procedur me-
dycznych [4]. Postepowanie w kazdym masywnym
krwotoku polozniczym powinno by¢ interdyscy-
plinarne, zespolowe i wielokierunkowe. Nalezy
podkresli¢ konieczno$¢é jednoczesnego stosowania
Srodkow uterotonicznych, metod chirurgicznych
i/lub wewnatrznaczyniowych oraz postepowania
nakierowanego na poprawe hemostazy [5]. O prze-
zyciu pacjentki czesto decyduje sama SwiadomoSc
ryzyka wystapienia krwotoku, wczesne rozpozna-
nie 1 szybkie wdrozenie algorytmow leczenia PPH.

Nielatwo jest precyzyjnie zdefiniowa¢ PPH,
czego dowodem moze by¢ wystepowanie kilku
okreslen/termindow stosowanych w zaleznoSci
od przyjetego kryterium [6]. Mnogo$S¢ definicji
jest prawdopodobnie jedng z przyczyn opoznienia
wdrozenia wlasciwego leczenia. Najpopularniejsza
1 najbardziej znana formuta to utrata 2000 ml obje-
tosci krwi krazacej. Jednak jest to okreSlenie zbyt
ogo6lnikowe 1 nieprecyzyjne. Z punktu widzenia
zmian hemodynamicznych, nastepstw ogolno-
ustrojowych 1 koniecznoS$ci podjecia okreslonych
decyzji terapeutycznych bardziej funkcjonalne
wydaja sie pojecia oceniajace szybkos§¢ utraty krwi
w okreSlonym przedziale czasowym w odniesieniu
do aktualnej objeto$ci krwi krazacej u danej pa-
cjentki. Najbardziej rzetelng definicja masywnego
PPH jest utrata 20% objetos$ci krwi krazacej, co
odpowiada utracie 150 ml/minute [7]. Aktualne
algorytmy postepowania w ciezkim PPH (sPPH,
severe postpartum hemorrhage) oparte sa na fizjo-
logii homeo- 1 hemostazy ciezarnej/rodzacej oraz
na komorkowym modelu ukladu tworzenia i roz-
puszczania skrzepu [8-10].

Organizm matki adaptuje sie do rozwijajacej
sie cigzy. Adaptacja dotyczy wielu ukladow i narza-
dow. Zmienione mechanizmy regulujace homeosta-
ze ustroju ciezarnej na poziomie molekularnym,
immunologicznym, hormonalnym i neurogennym
oraz funkcja 1 rola jednostki maciczno-tozyskowe;j
decyduja o odpowiedzi ustroju kobiety na bodzce
nocyceptywne. W odpowiedzi na krwotok okolo-
porodowy fundamentalne znaczenie maja adaptacja
ukladu krazenia i ukladu krzepniecia oraz zmie-
niona rownowaga w ukladzie tworzenia skrzepu
1 fibrynolizy w obrebie fozyska [11].

W terminie porodu liczba plytek krwi w su-
rowicy ciezarnej jest nizsza niz w populacji kobiet
niebedacych w cigzy, co wynika z podprogowego
zespolu wykrzepiania wewnatrznaczyniowego
(DIC, disseminated intravascular coagulation),
ograniczonego tylko do naczyn wiosowatych lozy-

ska. Ciezarna syntetyzuje 200-500% wszystkich
czynnikoéw krzepniecia, z wyjatkiem czynnika XIII
(FXIII), ktory odpowiada za stabilizacje powstaja-
cego skrzepu [12]. Ocena aktywno$ci FXIII nie
jest mozliwa za pomoca rutynowych badan: czas
czeSciowe] tromboplastyny po aktywacji (APTT,
activated partial thromboplastin time), czas protrom-
binowy (PT, prothrombin time) i czas trombinowy
(TT, thrombin time) [13].

W odpowiedzi na uraz naczynia w organizmie
rodzacej 1 poloznicy szybko tworzy sie skrzep, ale
jest on mato stabilny. W testach ,,przy t6zku chore-
go0” ([POC, point of care]: TEG — tromboelastogra-
fia, ROTEM — tromboelastometria) oceniajacych
0go6lng fizjologiczng odpowiedz ukiadu tworzenia
1 rozpuszczania skrzepu, prawidlowy temogram
ciezarnej jest nadkrzepliwy. Nadkrzepliwo$¢ wa-
runkuje przede wszystkim zwiekszone stezenie
czynnikow krzepniecia, w tym fibrynogenu [14-16].

Fibrynogen odgrywa kluczowa role we wszyst-
kich etapach hemostazy, zarowno w procesie he-
mostazy plytkowej, tworzenia skrzepu, jak i fibry-
nolizy. W ostatnich latach podkre$la sie korelacje
pomiedzy poziomem fibrynogenu oznaczonym
u ciezarnej w terminie porodu a mozliwo$cig wy-
stapienia PPH, ktory moze sie pojawi¢ u 20-25%
pacjentek z poziomem fibrynogenu przekraczaja-
cym 4 g/l. U 50% ciezarnych, u ktérych poziom
fibrynogenu w terminie porodu oscyluje w grani-
cach normy laboratoryjnej, nalezy sie spodziewac
krwotoku, natomiast u wszystkich ciezarnych
z poziomem fibrynogenu nizszym niz 2 g/l praw-
dopodobnie rozwinie sie PPH [17].

Hemostaza miejsca tozyskowego charaktery-
zuje sie adaptacyjnie zmieniona rOwnowaga pomie-
dzy TF (czynnik tkankowy) a TFPI (inhibitor czyn-
nika tkankowego) oraz upo$ledzeniem fibrynolizy
[18, 19]. Aktywacja uktadu krzepniecia i zwiekszo-
na ekspresja TF nalezg do gtéwnych mechanizmow
zabezpieczajacych rodzaca przed nadmiernymi stra-
tami krwi po oddzieleniu lozyska, a upoSledzenie
fibrynolizy ulatwia depozycje fibryny i1 tworzenie
skrzepu. Fizjologiczne oddzielenie tozyska wiaze
sie z jednoczesnym obnizeniem liczby plytek
krwi i stezenia czynnikOw krzepniecia uczestni-
czacych w procesie tworzenia skrzepu [20, 21].
Poziom fibrynogenu ulega obnizeniu nie tylko
na skutek jego udzialu w procesie formowania
skrzepu, ale rowniez z uwagi na jego deponowanie
w krwiaku pozalozyskowym. UpoSledzenie fibry-
nolizy ulatwia tworzenie skrzepu, ale wystepujacy
u ciezarnych wzgledny niedobér czynnika XIII jest
odpowiedzialny za jego mniejsza spojnosc, stabil-
no$¢ i trwato$¢. W fizjologicznym krwawieniu, kto-
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re pojawia sie w prawidiowym porodzie, fibrynoliza
jest znaczaco uposledzona i1 przewaza aktywno$¢
zwigzana z tworzeniem sie skrzepu [22, 23].

Wystapienie kazdego krwotoku w okresie
okoloporodowym aktywuje fibrynolize w obrebie
§luzowki macicy i rozpoczyna mechanizm btednego
kota nasilajacego utrate krwi [24]. Fibrynoli-
za w PPH wynika z niedokrwienia endotelium
1 zwiekszonej aktywnoS$ci tkankowego aktywatora
plazminogenu (tPA, tissue plasminogen activator)
[25]. Duzym problem w opanowaniu PPH jest
fibrynoliza w drobnych naczyniach wlosowatych
[26]. Aktywacja fibrynolizy w poczatkowym okresie
krwotoku moze by¢ tylko ograniczona do miejsca
pozalozyskowgo 1 czesto nie mozna jej stwierdzi¢
systemowo przylozkowymi metodami POC, takimi
jak tromboelastografia i tromboelastometria (bada-
nie TEG lub badanie ROTEM). Z uwagi na zuzycie
1 depozyt fibrynogenu po fizjologicznym oddziele-
niu sie lozyska najnizsze jego stezenie obserwuje
sie w pierwszej dobie pologu i u takich pacjentek
wystapienie PPH koreluje z mozliwoScig ciezkiej
koagulopatii, afibrynogenemii i krwotokiem zagra-
zajacym zyciu, trudnym do opanowania klasycz-
nymi metodami [27]. Fibrynogen nalezy do hiatek
ostrej fazy i od 72. godziny potogu jego stezenie
systematycznie ro$nie. Dodatkowo w pierwszych
3 dobach pologu jest uposledzona zdolno$¢ plytek
krwi do adhezji 1 agregacji [28].

Postepowanie w ciezkim PPH wigze sie z ko-
niecznoScig zdefiniowania u rodzacej objetosci krwi
krazacej, stopnia jej utraty oraz punktow poczat-
kowych, od ktorych rozpoczyna sie agresywne
leczenie, 1 punktow koncowych takich, ktore nas
satysfakcjonujg, oraz wdrozenia adekwatnego po-
stepowania [29-31].

Najczestsza przyczyna ciezkiego, zagrazaja-
cego zyciu krwotoku poporodowego jest atonia
macicy (70% PPH) [32]. Kluczowym problemem,
w warunkach oddzialu polozniczego, pozostaje
zdefiniowanie objetoS$ci krwi krazacej [33, 34].

Na opracowanym algorytmie przedstawiono
w formie tabelarycznej (tab. 11 tah. 2) szacunkowa
objetos$C¢ 1 odsetek utraconej objetosci krwi u danej
pacjentki w zalezno$ci od masy ciata 1 wskaznika
masy ciata (BMI, body mass index) [35]. U ciezar-
nych z prawidiowa masg ciala szacowana objetoSc
krwi krazacej to 100/ml/kg mc. [36], natomiast
u ciezarnych z BMI > 35 to tylko 73 ml/kg mc.
1jest ona zblizona do szacowanej objetosSci u pacjen-
tek z prawidlowa masg ciala niebedacych w cigzy
(70 ml/kg mc.) [37]. Kliniczna ocena utraconej
objetos$ci krwi krazacej w PPH moze by¢ bardzo
trudna i1 zwykle niedoszacowana [38]. Duzym

ryzykiem niedoszacowania obciazone s3 zardOwno
kobiety ciezarne z niska masg ciala, jak 1 kobiety
z otylo$cia.

W codziennej praktyce rutynowo nie wazy sie
wszystkich materialow opatrunkowych wykorzy-
stanych w procedurze zabiegowej, a utrata oceniana
jest glownie na podstawie liczby uzytych serwet
operacyjnych. W zaleznoSci od stopnia nasgczenia
standardowej serwety chirurgicznej (45 x 45 cm)
przyjmuje sie utrate w zakresie 100-300 ml, ale
ocena jest bardzo subiektywna. Na przykiad mokry
gazik o wymiarach 5 x 5 cm to 30 ml utraconej ob-
jetosSci krwi, a gazik 10 x 10 cm to az 60 ml utraty
1 ten ubytek zwykle bywa pomijany [39].

W zaleznoSci od stopnia utraty i towarzy-
szacych objawow klinicznych wyrozniono cztery
kategorie nasilenia hipowolemicznego wstrzasu
krwotocznego, co przedstawiono w tabeli 3 [40, 41].

Aktualnie przyjmuje sie, iz wykonanie badania
rownowagi kwasowo-zasadowej (za pomocg anali-
zatora do szybkiej oceny parametrow krytycznych)
pozwala tylko na podstawie jednego parametru
— niedoboru zasad (BE) oceni¢ w ciggu minuty
stopien nasilenia wstrzasu krwotocznego. Sekwen-
cyjna (co ok. 20 minut) ocena BE pozwala takze
na monitorowanie krwotoku i moze mie¢ warto$¢
prognostyczna, zwlaszcza ze, z uwagi na adaptacje
uktadu krazenia do ciazy, parametry stanu ogblnego
matki do$¢ diugo pozostaja prawidlowe, pomimo
znacznej utraty krwi [42].

Zaro6wno skurczowe, jak 1 rozkurczowe ci$nie-
nie krwi mierzone metoda nieinwazyjng moze by¢
prawidiowe u 20-30% pacjentek z utratg powyzej
1500-2000 ml [43]. Punkt krytyczny to utrata
40% objetosci krwi krazacej z uwagi na przejsScie
wstrzasu w faze dekompensacji [44].

Efektem zaburzonego przeplywu wloSnicz-
kowego, w obrebie mikrokrazenia waznych zyciowo
narzadow, jest zmniejszone dostarczanie tlenu
do tkanek; skutkiem tego jest hipoksja i kwasi-
ca metaboliczna oraz przyleganie granulocytow
obojetnochtonnych do srodbtonka, zastd) krwi,
wykrzepianie wewnatrznaczyniowe, niedokrwienie
1 rozwoj niewydolno$ci wielonarzadowej, co wigze
sie ze ztym rokowaniem, a w przypadku przezycia,
z jako$cig zycia. Dlatego ostatnim momentem,
w ktorym nalezy rozpoczac agresywne leczenie
PPH, to utrata 30% objetosci krwi krazacej dla da-
nej pacjentki, co w poloznictwie nazwano ,, Regula
trzydziestek” (tab. 4) [45].

W kazdym przypadku PPH nalezy uwzgled-
ni¢ odpowiedz ukladu krzepniecia na krwotok
w zaleznoSci od jego etiologii. W atonii i urazach
drog rodnych koagulopatia jest zalezna w rownym

14 https://journals.viamedica.pl/journal_of_transfusion_medicine
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Tabela 4. Reguta , trzydziestek” pozwalajaca na sza-
cunkowa ocene utraty krwi o 30% na podstawie zmia-
ny wybranych parametréw o 30 (w odpowiadajgcych
jednostkach)

Reguta ,,30"

Obnizenie cisnienia skurczowego o 30%

Przyspieszenie czynnosci serca o 30%
Zwiekszenie liczby oddechéw o 30%

Obnizenie stezenia hemoglobiny (HGB)
i hematokrytu (HT) o 30%

Ograniczenie diurezy ponizej 30 ml/h

stopniu od zuzycia czynnikow krzepniecia 1 hemo-
dylucji [46], natomiast przedwczesne oddzielenie
tozyska prawidlowo usadowionego jest wyraznym
przyktadem zuzycia fibrynogenu az do afibrynoge-
nemii wigcznie [47]. Zator plynem owodniowym to
koagulopatia wynikajaca z utraty i biodegradacji
czynnikOw krzepniecia oraz zespolu wykrzepiania
wewnatrznaczyniowego. Atonia macicy w trakcie
cesarskiego ciecia moze byc¢ takze nietypowgq
postacia zatoru plynem owodniowym i wymaga
wdrozenia algorytmu AOK (ATROPINA-ONDA-
SETRON-KETONAL), aby zahamowac przejscie
fazy plucnej w nastepne (sercowa, koagulopatii)
[48]. Wykazano, ze kazdy PPH to przede wszyst-
kim zuzycie fibrynogenu [49]. Wystepuje liniowa
zalezno§¢ pomiedzy stopniem utraty objetosci krwi
krazacej a stezeniem fibrynogenu, czego nie za-
obserwowano w przypadku poziomu hemoglobiny
i rutynowych badan ukiadu krzepniecia [50, 51].
Postepowanie w ciezkim PPH to dzialanie
wielospecjalistyczne, ktore jest prowadzone jed-
noczasowo. Leczenie pacjentki z ciezkim PPH nie
opiera sie na wiedzy 1 umiejetno§ciach pojedyn-
czego lekarza, ale na licznym zespole 0sob ciezko
pracujacych i wspotpracujacych. Masywny PPH to
zawsze masywna transfuzja oraz resuscytacja obje-
tosciiresuscytacja hemostazy. Implementacja algo-
rytmu Holocomba (stosunek koncentratu krwinek
czerwonych (KKCz) do osocza Swiezo mrozonego
(FFP, fresh frozen plasma) — KKCz : FFP - 1:1)
bardzo dobrze sprawdza sie w poloznictwie 1 od
czasu wprowadzenia znaczaco poprawil rokowanie
w ciezkim, zagrazajacym zyciu PPH [52].
Rekomendowane wstepne postepowanie obej-
muje mozliwie szybkie wstepne zamowienie 4 j.
KKCz, 4 j. FFP i 4 j. KRIO (krioprecypitat). Jesli
krwawienie trwa nadal i/lub nasila sie, w nastep-
nym etapie nalezy zamowic kolejne 4 j. KKCz, 4 ].
FFP, 4 j. KRIO 1 1 j. KKP (koncentrat krwinek
plytkowych, zlewany lub z aferezy; dawka tera-
peutyczna). Jesli od samego poczatku zamawiamy

powyzej 5 j. KKCz, to od razu zamawiamy takze
KKP w stosunku stechiometrycznym [53]. Nalezy
pamietaé, ze zamowienie skladnikow krwi nawet
w o$rodkach, ktore w lokalizacji maja wiasny Bank
Krwi, wigze sie z konieczno$cig rozmrozenia FFP
1 krioprecypitatu, co op6znia o okoto 30—40 minut
mozliwoScC ich przetoczenia [54]. Istnieje procedura
bezzwlocznego pozyskania KKCz do szybkiej trans-
fuzji bez proby zgodnosci, ale podaz erytrocytow
nie wplywa na poprawe hemostazy.

Zawsze powinno sie zabezpieczyC przynaj-
mniej dwa duze dojScia obwodowe 1 rozpoczaé
plynoterapie zbilansowanymi krystaloidami
z uwzglednieniem roéznicy silnych jonow (SID)
[55] w algorytmie ROSE (resuscytacja—optymali-
zacja—stabilizacja—eliminacja) w celu przywrocenia
wolemii [56]. W trakcie infuzji, w hipowolemicz-
nym wstrzasie krwotocznym, krystaloidy pozosta-
ja w Swietle naczynia i zachowujg sie jak koloidy. Po
zakonczeniu wlewu w 60-70% opuszczaja lozysko
naczyniowe. Dodatkowo nalezy wlaczy¢ stabiliza-
cje lozyska naczyniowego wlewem katecholamin
(noradrenalina) tak, aby do czasu opanowania
chirurgicznej przyczyny krwawienia utrzymywac
permisywna hipotensje ze Srednim ci$nieniem
tetniczym (MAP, mean arterial pressure) nie-
przekraczajacym 65 mmHg [57]. Agresywne
postepowanie w celu poprawy wolemii czesto jest
przyczyna jatrogennej koagulopatii z rozcienczenia
[58]. Ponadto narastajaca kwasica 1 wychlodzenie
pogarszaja warunki powstawania skrzepu. Matka
umiera najczesciej z powodu zaburzen hemosta-
zy 1 wolemii, nie za$ z powodu nieprawidiowego
stezenia hemoglobiny [59].

Jednym z najwazniejszych czlonkow zespolu
operujacego jest czynnik ,,czternasty” — sprawny
1 doSwiadczony poloznik (perinatolog), ktoremu
nie obce s3g chirurgiczne techniki opanowywania
krwawienia [60].

Jednoczasowo zespdt anestezjologiczny stara
sie utrzymac prawidiowg cieplote ciala (normoter-
mia) 1 zapobiegac kwasicy [61]. Kluczowe znacze-
nie ma zahamowanie fibrynolizy przy zastosowaniu
kwasu traneksamowego (TXA, tranexamic acid),
ktory nalezy podaé dozylnie, najszybciej jak to
tylko mozliwe, w dawce 20 mg/kg mc., najczeSciej
1 g [62-64]. Kolejny etap to substytucja fibryno-
genu w formie koncentratu w dawce 2—4 g lub
krioprecypitatu (2 j./10 kg mc.) [65]. W oSrodkach,
ktore nie majg wiasnego Banku Krwi, ratunkowo
w terapii pomostowe] w oczekiwaniu na skladniki
krwi mozna zastosowac koncentrat czynnikow
zespotu protrombiny (PCC, prothrombin complex
concentrates) w dawce 500-1000 j. [66].

16 https://journals.viamedica.pl/journal_of transfusion_medicine
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W kwietniu 2022 roku Europejska Agencja
Lekow (EMA, European Medicines Agency) zareje-
strowala stosowanie aktywowanego rekombinowa-
nego VII czynnika krzepniecia (rFVIla, recombinant
activated factor VII) w ciezkim krwotoku poporodo-
wym [67, 68]. Lek nalezy uzy¢ dozylnie w sytuacji
nieadekwatnego dzialania Srodkow uterotonicznych
1 nasilajacego sie krwawienia niedajacego sie
opanowac postepowaniem konwencjonalnym oraz
prawdopodobnej konieczno$ci eskalacji dziatan
zabiegowych w celu ratowania zycia pacjentki [69].
To postepowanie zostalo przedstawione jako pierw-
szy punkt zdefiniowanej podazy rFVIla (1 rFVIIa)
w algorytmie przywracania hemostazy w krwotoku
polozniczym (ryc. 1) [70].

Z uwagi na fizjologicznie wysoki poziom fibry-
nogenu 1 innych czynnikoOw krzepniecia u ciezarnej,
nawet przy szybkiej utracie 20-30% objeto$ci krwi
krazacej, przy odpowiednio wczesnym podaniu
rekomendowanej dawki leku, zapewnione sa hemo-
statyczne warunki dzialania rFVIla, a u pacjentki
nie zdazy sie rozwina¢ kwasica 1 nie wystepuje hi-
potermia. Rutynowo zaleca sie dawke 60-90 ug/kg
mc. z mozliwoscia jej powtorzenia po 30 minutach
[71]. Dawkowanie rFVIIa w zalezno$ci od masy
ciala przedstawiono w tabeli 5.

Na podstawie wykonanych badan globalnej
oceny tworzenia skrzepu (TEG, ROTEM) wyka-
zano duze bezpieczenstwo jednorazowego zastoso-
wania nawet do 4 g TXA w PPH. Kwas traneksa-
mowy zmniejsza o 50% utrate krwi i konieczno$é
transfuzji [72].

W kazdym przypadku PPH nalezy suplemen-
towac fibrynogen; 1 g koncentratu fibrynogenu
podnosi stezenie fibrynogenu w osoczu pacjentki
0 0,3 g/dl [73-76]. W Polsce gtownym zrodiem fi-
brynogenu jest krioprecypitat, ktory zawiera, poza
pierwszym czynnikiem krzepniecia, dodatkowo
czynnik FXIII, FVIII oraz czynnik VWE

Transfuzja krioprecypitatu jest niezbedna
z uwagi na niedobor u kobiet ciezarnych czynnika
XIII, ktory stabilizuje skrzep [77, 78]. Tylko podaz
koncentratu fibrynogenu i/lub krioprecypitatu
podnosi poziom fibrynogenu w osoczu do poziomu
hemostatycznego (poziom hemostatyczny u krwa-
wiacej pacjentki wynosi 2,5-3 d/1) [65], natomiast
transfuzja FFP czesto rozciencza endogenny fibry-
nogen. Aby uzupelni¢ poziom czynnikow Kkrzep-
niecia do warto$ci hemostatycznych, nalezy podac
osocze w dawce 30 ml/kg mc., poniewaz rutynowa
podaz FFP w dawce 10-15 ml/kg mc. nie zapewnia
ich hemostatycznych poziomow [79]. Zastosowanie

dozylnie PCC w dawce 500-1000 j. jest skutecz-
niejsze niz ekwiwalentne dawki FFP [80, 81]. Jesli
zastosowano rFVIla w pierwszym punkcie zdefi-
niowanej podazy przez EMA, nie wolno podawac
PCC z uwagi na podwyzszone ryzyko powiklan
zakrzepowo-zatorowych.

W przypadku postepowania w PPH zgodnie
z algorytmem przywracania hemostazy (podanie
TXA, koncentratu fibrynogenu/krioprecypitat,
PCC) z nastepowa masywna transfuzja (KKCz:FFP
— 1:1, krioprecypitat 2 j./10 kg/mc., KKP — kon-
centrat krwinek plytkowych), utrzymaniem pra-
widlowego osoczowego poziomu wapnia zjonizowa-
nego, pod warunkiem ze u pacjentki nie wystepuje
kwasica, temperatura ciala nie jest obnizona (hipo-
termia), a stezenie hemoglobiny wynosi powyzej
7 g/dl, fibrynogenu > 2 g/l, liczba ptytek krwi
> 50 x 10%/1, wobec braku zadowalajacej hemostazy
1/lub krwawienia migzszowego niedajacego sie opa-
nowac i/lub zjawiska ,,ongoing”, nalezy rozwazyc
podanie rFVIIa wedlug punktu drugiego algorytmu
przywracania hemostazy (2 rFVIla) [82].

W sytuacji trwajacego zabiegu operacyjnego
1 utrzymujacego sie krwawienia po 30 minutach
od pierwszej dawki mozna podaé kolejng dawke
rFVIIa, pod warunkiem skutecznego dzialania
leku. W wyjatkowych sytuacjach, jes§li pomimo
wdrazanych dzialan chirurgicznych nie uzyskano
hemostazy miazszowej, mozna rozwazy¢ podanie
dwoch dawek rFVIIa w odstepach 30-minutowych
w warunkach zapewniajacych skuteczne dzialanie
leku (stezenie fibrynogenu > 2 g/l, liczba ply-
tek krwi powyzej 50 x 1091, pH > 7,2) wedlug
punktu trzeciego algorytmu ratowania hemostazy
(3 rFVIIa) [83, 84].

Dziatania medyczne w ciezkim, zagrazajacym
zyciu PPH, zgodne z zaprezentowanym algoryt-
mem wsparcia hemostazy, znaczaco zmniejszaja
ryzyko zgonu matek w okresie okotoporodowym,
poprawiaja rokowanie i pozwalajg na zachowanie
plodnoSci. Zasadnicza role odgrywa state uak-
tualnianie wiedzy oraz podnoszenie kwalifikacji
wszystkich zespolow bioracych udzial w procesie
leczenia PPH. Optymalizacja postepowania, przy-
gotowanie, racjonalne wykorzystanie zasobow
1 protokolowanie dzialan przyczyniaja sie do popra-
wy wynikow 1 rokowania u pacjentek z krwotokiem
poporodowym.
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Summary

Worldwide serum-based eye drops are successfully used in the treatment of the Dry Eye Syn-
drome (DES). Autologous serum eye drops (ASEDs) are most common but allogenic eye drops
were introduced in many countries mostly because of the COVID-19 pandemic. Not all aspects
of the product formula have however been worked out so far. Each medical entity involved
in the preparation, packaging and distribution of the product performs according to its own
procedures.

Various actions have therefore been undertaken to standardize, harmonize and exchange the
experience in this field. In 2022 the 5 edition of EDQM’s Guide to the quality and safety of
tissues and cells for human application was issued. Within the EU4Health Programme a new
group for Recommendations and Guidance Documents for the Management of Substances
of Human Origin (SoHO) in Hospitals is being formed. International cooperation of serum-
-based product users lead to the establishment of working group events — Workshops on the
Eye Drops of Human Origin (EDHO) and Serum eye drop manufacturer’s group.

Despite the widespread use of serum-based eye drops all over the world, in almost none of the
countries, EU included, are there strict legal regulations for handling the product. It is therefore
necessary to come up with a universal definition of artificial tears therapy and to determine
specific procedures for the product preparation.

Key words: serum-based eye drops, autologous eye drops, allogenic eye drops,

dry eye syndrome

Introduction

Serum-based eye drops are successfully used
in the treatment of Dry Eye Syndrome (DES) aro-
und the world. Artificial tears made from serum
were first used in the 1970s and since then they
gradually became more common. Most common are
autologous serum eye drops (ASEDs) but in many
countries allogenic eye drops were introduced due
to COVID-19 pandemic. Frequently allogeneic

J. Transf. Med. 2023; 16: 23-26

drops were the only therapeutic option when au-
tologous donations were limited to a minimum or
even stopped altoghether.

European standards

Not all aspects of product formula have howe-
ver been worked out. Each medical entity involved
in the preparation, packaging and distribution
of the product performs according to in-house
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procedures. This applies to both autologous and
allogeneic preparations [1, 2]. In December 2022
the 5th edition of Guide to the quality and safety of
tissues and cells for human application was issued
[3]. One of the chapters is dedicated to good pra-
ctices for preparation of autologous and allogenic
artificial tears. The edition of the Guide that first
mentioned serum eye drops did not come forward
with any strict rules to be applied by European
countries but merely with guidelines.

Currently a group for Recommendations and
Guidance Documents for the Management of
Substances of Human Origin (SoHO) in Hospitals
is being formed as part of EU4Health Programme
for the period 2021-2027. The main aim is to
strengthen the quality, safety and efficacy of SOHO
in health care entities. The recommendations
would refer to blood products, serum eye drops
included [4].

International experience and cooperation

Working groups of ISBT are also involved
in the development of consensus guidelines and
expertise on regulations, methodology and clinical
use of serum eye drops. On May 2022, Vienna ho-
sted Workshops on the Eye Drops of Human Origin
(EDHO) which had been planned for March 2020
but were postponed due to COVID-19 pandemic.
The workshops were conducted both on-line and
on-site and included over 80 participants. One of
the topics were the results of ISBT survey pro-
vided by Australian Lifeblood showing how the
methods/procedures of eye drop preparation vary
between countries as does the source of serum/
/plasma (whole blood, cord blood, platelet lysate).
The sessions also focused on the comparison of the
human tears and serum tears, tissue engineering of
lacrimal glands, different eye diseases that require
EDHO as well as issues related to manufacture,
labelling and processing. Several presentations
referred to the advantages of introducing EDHO at
early stages of the diseases for better results. The
subject of allogeneic eye drops and their advantage
over autologous drops was also addressed. One of
the approaches to allogenic eye drops preparation
is pooling and pathogen inactivation. Participants
from many countries raised the crucial problem
of the lack of regulations and classification of the
EDHO — blood product, drug, pharmaceutical
product [5].

The field of novel blood-derived products,
including serum-based eye drops, still requires
development and improvement. Recently, DES

affects more and more patients, and so the serum
eye drops therapy is gradually becoming more
popular worldwide. The last several years have
come up with numerous publications on artificial
tears. Articles have also appeared on the Interna-
tional Society of Blood Transfusion (ISBT) Virtual
Meeting 2022.

The center from Malaysia presented a poster
referring to the use of autologous serum in the
treatment of patients with chemical eye injury.
Chemical injury to the eye may lead to perma-
nent vision loss unless promptly recognized and
treated. The paper presented the management
outcome of a 29-year-old patient who suffered
from explosion of high-pressure acetylene gas
with damage to his eyes. The patient was treated
with autologous eye serum. Saline hydration was
administered immediately (pH dropped from 9.0 to
7.0 after administration of a total of 7 L of saline
per eye [6]. Slit-lamp examination revealed bila-
teral eyelid edema, conjunctival damage, limbal
ischemia, visualization inability while pupil and
iris lesions were classified as grade IV chemical
injury. Following saline hydration, the next stage
of management was the use of topical antibiotics,
steroids and commercial eye drops. Conventional
therapy was ineffective so autologous serum eye
drops (ASEDs) were introduced on the seventh
day of injury. Drops were applied to each eye every
2 hours. After 4 months of treatment, the patient’s
visual acuity improved in both eyes.

The Institute of Hematology and Transfusion
Medicine (IHTM), Warsaw, Poland presented the
research on inactivation used in processing of al-
logenic “artificial” tears [7]. The aim was to analyze
the opinions of patients regarding allogeneic “arti-
ficial tears”, pathogen inactivated with the Mirasol
system as well as their impact on vision-related
quality of life.

Autologous “artificial tears” (from patient’s
serum) have been prepared at the Institute since
1991. Over the period of 30 years, 662 patients
with eye disorders such as Sjogren’s syndrome
or graft-versus-host disease (GvHD) following al-
logeneic haematopoietic stem cell transplantation
have benefited from this form of therapy. However,
to prepare an autologous product is not always
possible. Since 2021, the PRT system with Mirasol
has been implemented for pathogen inactivation
during preparation of allogeneic “artificial tears”.
This was caused by the threat brought about by the
ever-present infectious agents and the necessity to
strengthen microbiological safety of the product.
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In 2021, 40 patients (9 men and 31 women)
with Sjogren’s syndrome (44%), dry eye syndrome
(33%, GvHD (11%) and other diseases such as
glaucoma or eye damage in (12%) were found
eligible for the study. Whole blood was collected
from healthy AB men (RhD irrelavant) with no
transfusion history. The blood units were incubated
for clotting, then centrifuged to obtain cell-free
serum. Serum was inactivated in the MIRASOL
system and then transferred into tubes (under
sterile conditions) and divided into 0.5 ml capsules
to be stored frozen at < —18°C for up to 12 months.
Before therapy and one month after its termina-
tion, each patient was requested to complete the
OSDI questionnaire (Ocular Surface Disease In-
dex), which is a reliable tool for assessment of the
severity of dry eye syndrome.

The average OSDI score prior to therapy was
69 (22.5-100) and after a month of using MIRASOL
inactivated “artificial tears”, the value decreased
to 44, which only confirms the positive attitude
of patients to the therapy. Patients experienced
better eye lubrication/hydration (intensified tear
production), less pain and sensitivity to light as
well as much clearer vision. Only two patients
reported adverse reactions after using inactivated
“artificial tears”. The adverse reactions included
the feeling of sand under the eye lid and eye ir-
ritation. Effective treatment was reported in 12/14
patients (93%). In conclusion, allogeneic eye drops,
subjected to inactivation in the Mirasol system,
are effective for the management of the dry eye
syndrome, Sjogren’s syndrome and GvHD. The
inactivation procedure has no adverse effect on
the eye drops.

A centre from the Netherlands presented
a poster on which micro sized and conventional
sized eye drop systems used for the preparation
of allogenic serum were compared [8]. Research
was performed on the use of capsules in micro
size and the capsules that are normally dispensed
to patients. Effectiveness of therapy was based on
the OSDI index. For one month patients applied
micro capsules and then conventional capsules.
Fifty-three patients took part in the study and 48
completed the trial. For both types of capsules
the improvement was significant as reflected by
the OSDI index (from 0 to 100) which was used to
compare patients’ satisfaction before and after the
use of both types of capsule sizes. After using the
micro capsules the OSDI dropped from 52 to 41 and
after standard size capsules — from 53 to 45. The
smaller size capsules showed similar efficacy to the
standard size ‘artificial tears’. The smaller capsules

are a good alternative because of the lower serum
content, but they are less convenient.

In November 2020, the serum eye drop
manufacturer’s group was initiated by the repre-
sentatives of Meise Medizintechnik GmbH. The
participants are centres from European countries,
as well as Australia, South Africa and Asia, which
produce autologous and allogeneic artificial tears.
The topics discussed during the last meeting in-
cluded: management under COVID-19 pandemic
conditions of serum eye drops preparation in NHS
Blood and Transplant, Liverpool, UK as well as
strengthening the safety of allogenic eye drops
by inactivation in the Institute of Hematology and
Transfusion Medicine (IHTM), Warsaw, Poland.
The discussion focused mainly on allogeneic eye
drops, which are currently gaining popularity be-
cause they strengthen patient’s safety, are easily
accessible and perform better than ASEDs in
patients suffering from numerous disorders (au-
toimmune disorders included).

Summary

Despite the widespread and worldwide use of
serum-based eye drops, there are no strict legal
regulations for handling the product. There is also
the problem of qualifying serum eye drops to the
appropriate group of medicinal/blood products. It
therefore seems necessary to implement appro-
priate regulations for placement of artificial tears
therapy and to define specific rules of performance
which would be the same across Europe.

All attempts at unification and determination
of regulations among expert groups, such as the
EU4Health Program or workshops on EDHO will
certainly contribute to safer and wider use of ar-
tificial tears.
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Nalezy cytowad wersje pierwotna.

Streszczenie

Krople do oczu z surowicy sq z powodzeniem stosowane w leczeniu zespolu suchego oka na
calym swiecie. Najczesciej stosowanym preparatem sq autologiczne krople do oczu. Jednak
w wielu krajach, glownie z powodu pandemii COVID-19, wprowadzono do rutynowego sto-
sowania allogeniczne krople do oczu. Do tej pory nie istniejq jednolite zasady przygotowania
sztucznych lez. Kazda jednostka, ktora wykonuje preparat, ma opracowane wiasne procedury
przygotowania, pakowania oraz dystrybucyi.

Z tego wzgledu podeymowane sq rozne dzialania majgce na celu standaryzacje procesu
1 wymiane doswiadczen ekspertow. W 2022 roku wydano piatq edycje publikowanego przez
EDQM Guide to the quality and safety of tissues and cells for human application. W ramach
europejskiego programu EU4Health powstaje rowniez nowa grupa ds. zalecen 1 wytyczmych
dotyczqcych zarzqdzania substancjami pochodzenia ludzkiego (SoHO) w jednostkach ochrony
zdrowia. Miedzynarodowa wspotpraca doprowadzila takze do powstania grup zwigzanych
z kroplami do oczu z surowicy (EDHO, Eye Drops of Human Origin) oraz uzytkownikow
kropli do oczu z surowicy (Serum eye drop manufacturer’s group).

Pomimo powszechnego stosowania kropli do oczu z surowicy na calym swiecie nie zostaly
jeszcze wypracowane wystandaryzowane procedury czy regulacje prawne. Dlatego tez niezbed-
ne wydaje si¢ zakwalifikowanie sztucznych lez z surowicy do odpowiedniej grupy produktow
krwiopochodnych oraz okreslenie konkretnych zasad postgpowania z preparatem.

Stowa kluczowe: krople do oczu z surowicy, autologiczne sztuczne fzy,

allogeniczne sztuczne tzy, zespét suchego oka
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Wstep 1 od tego czasu stalo sie powszechne. NajczeScie]

stosowanym preparatem sg autologiczne krople do

Na catym Swiecie krople do oczu z surowicy oczu. Jednak w wielu krajach, gléwnie z powodu

sa z powodzeniem stosowane w leczeniu zespoiu pandemii COVID-19, wprowadzono do rutynowego
suchego oka (ZSO). Stosowanie sztucznych fez stosowania allogeniczne krople do oczu. Czesto
zostalo zapoczatkowane w latach 70 XX wieku krople te byly jedynym rozwiazaniem, gdy odda-
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wanie krwi przez dawcow autologicznych zostalo
ograniczone lub nawet wstrzymane.

Standardy europejskie

Do tej pory nie istniejg jednolite zasady przy-
gotowania sztucznych lez z surowicy. Kazda jed-
nostka, ktéra wykonuje preparat, ma opracowane
wlasne procedury zwigzane z przygotowaniem,
pakowaniem oraz dystrybucja. Dotyczy to zar6wno
preparatow autologicznych, jak i1 allogenicznych
[1, 2]. W grudniu 2022 roku wydano piata edycje
publikowanego przez EDQM Guide to the quality
and safety of tissues and cells for human applica-
tion dotyczacego jakoSci i bezpieczenstwa tkanek
1 komorek przeznaczonych do stosowania u ludzi
[3]. Jeden z rozdzialow poSwiecono dobrym prak-
tykom podczas wykonywania sztucznych fez auto-
logicznych 1 allogenicznych. Pierwsza wzmianka
o kroplach z surowicy w Guide nie zawierala $cisle
okreSlonych wytycznych dotyczacych wykonania
preparatu, ktorych powinny przestrzegaé kraje
europejskie.

W ramach europejskiego programu EU4Health
na lata 2021-2027 powstaje nowa grupa ds. zalecen
1 wytycznych dotyczacych zarzadzania substancja-
mi pochodzenia ludzkiego (SoHO) w jednostkach
ochrony zdrowia. Glownym celem grupy bedzie
wspieranie jakoSci, bezpieczenstwa i skutecznoSci.
Wytyczne majg obejmowac produkty krwiopochod-
ne, w tym krople do oczu z surowicy [4].

Miedzynarodowe doswiadczenie
1 wspolpraca

Grupy robocze ISBT poszukuja rowniez sposo-
bu na wypracowanie konsensusu w sprawie meto-
dologii, wytycznych oraz klinicznego zastosowania
kropli do oczu z surowicy. Planowane na marzec
2020 roku warsztaty Eye Drops of Human Origin
(EDHO) w zwiazku z pandemig COVID-19 odbyty
sie w Wiedniu w maju 2022 roku w formie online
oraz stacjonarnie z udzialem ponad 80 uczestnikow.
Jednym z poruszanych tematow byly wyniki ankie-
ty ISBT dostarczonej przez Australian Lifeblood
pokazujacej roznice w poszczeg6lnych krajach od-
nosnie metodologii wykonywania kropli z surowicy
oraz materialu uzywanego do ich wykonania, tj.
surowicy/osocza (krew pelna, krew pepowinowa,
lizat plytkowy). Sesje obejmowaly porownanie lez
ludzkich oraz sztucznych tez z surowicy, inzynierie
tkankowa gruczotow izowych, rézne choroby oczu,
jak rowniez problemy zwigzane z etykietowaniem
kropli 1 preparatyka materiatu. Kilka wystapien

dotyczylo zalet wprowadzenia EDHO we wczes-
nych stadiach choroby w celu osiagniecia lepszych
wynikow. Poruszono takze kwestie allogenicznych
kropli do oczu 1 ich przewagi nad autologicznymi.
Jednak glownym problemem poruszanym przez
uczestnikow z wielu krajow byt brak regulacji
prawnych oraz kwestia klasyfikacji EDHO jako pro-
duktu krwiopochodnego, leku czy indywidualnego
preparatu farmaceutycznego [5].

Obszar nowych produktow krwiopochodnych,
w tym kropli do oczu na bazie surowicy, wciaz
wymaga ulepszen 1 rozwoju. W ostatnich latach,
kiedy ZSO dotyka coraz wiecej pacjentow, krople
z surowicy zyskujg popularno$é na calym Swiecie.
W ciagu ostatnich lat pojawilo sie wiele publikacji
dotyczacych sztucznych lez. Prace odnoszace sie
do tego tematu pojawily sie rowniez na konferencji
ISBT Virtual Meeting 2022.

W sesji Blood products — Plasma products:
oSrodek z Malezji przedstawil prace ,,Thicker
than tears: Autologous Serum Eyedrop (ASED)”
dotyczaca zastosowania autologicznej surowicy
w leczeniu pacjenta z chemicznym urazem oka.
Urazy chemiczne oka moga doprowadzi¢ do trwatej
utraty wzroku, jesli nie zostana szybko rozpoznane
1leczone. W pracy przedstawiono wyniki leczenia
autologiczng surowicg oczu 29-letniego pacjenta,
ktory ulegt wypadkowi w pracy — wybuch gazu
acetylenowego pod wysokim ci$nieniem. Natych-
miast wdrozono nawadnianie solg fizjologiczna (pH
z wartos$ci 9,0 obnizylo sie do 7,0 po zastosowaniu
tacznie 7 1 soli fizjologicznej do kazdego oka) [6].
W wyniku wypadku stwierdzono rozlegly uraz oczu,
w tym uszkodzenia zrenicy i teczowki zaklasyfiko-
wane jako uraz chemiczny IV stopnia. Kolejnym
etapem leczenia po nawodnieniu solg fizjologiczng
bylo miejscowe stosowanie antybiotykow, stery-
dow 1 komercyjnych kropli do oczu. Ze wzgledu
na brak skutecznos$ci konwencjonalnej terapii
w 7. dniu od urazu zdecydowano sie na zastoso-
wanie autologicznych kropli do oczu z surowicy,
ktore aplikowano co 2 godziny do kazdego oka.
Po 4 miesigcach kuracji stwierdzono poprawe
w ostro$ci widzenia w obu oczach.

Podczas tej samej sesji Instytut Hematologii
1 Transfuzjologii w Warszawie przedstawil pra-
ce ,Inactivation used in processing of allogenic
‘artificial tears’”, ktorej celem byla analiza opinii
pacjentoOw na temat allogenicznych sztucznych
tez, poddanych inaktywacji czynnikow zakaznych
w systemie MIRASOL i ich wplyw na jakoS¢ zycia
zwigzang z widzeniem [7].

Autologiczne sztuczne 1zy otrzymywane sa
w Instytucie Hematologii i Transfuzjologii od
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1991 roku. W ciagu 30 lat z leczenia tego rodzaju
preparatami skorzystalo 662 pacjentow z zespotem
suchego oka, zespolem Sjogrena czy chorobg prze-
szczep przeciwko gospodarzowi (GvHD, graft-ver-
sus-host disease), wystepujaca po przeszczepieniu
allogenicznych krwiotworczych komorek macierzy-
stych. Ze wzgledu na rézne ograniczenia nie zawsze
istnieje mozliwos$¢ przygotowania preparatu autolo-
gicznego. Ryzyko obecno$ci czynnikow zakaznych
1 konieczno§¢ zwiekszania bezpieczenstwa mikro-
biologicznego spowodowaly wdrozenie systemu
do inaktywacji czynnikow zakaznych (MIRASOL),
zastosowanego podczas preparatyki allogenicznych
sztucznych tez od 2021 roku.

W 2021 roku do badan zakwalifikowano 40 pa-
cjentow (9 mezczyzn i 31 kobiet), u ktorych zdiag-
nozowano zespot Sjogrena (44%), zespo6t suchego
oka (33%), GvHD (11%) oraz inne choroby oczu,
takie jak jaskra lub uszkodzenie w wyniku urazu
(12%). Dziesiec¢ jednostek krwi pelnej pobrano
do pojemnikow bez antykoagulantu od zdrowych
mezczyzn z grupg krwi AB (czynnik RhD nieistot-
ny) bez historii transfuzji. Osiem jednostek krwi
pelnej poddano inaktywacji w systemie MIRASOL.
Jednostki krwi inkubowano w celu wykrzepienia,
a nastepnie poddawano wirowaniu dla uzyskania
surowicy bez zawartosci komorek. Otrzymang
surowice przelewano do drenow (w warunkach
sterylnych) i dzielono na 0,5-mililitrowe kapsul-
ki, ktore przechowywano w stanie zamrozonym
w temperaturze < —18°C do 12 miesiecy. Kazdy
pacjent zostal poproszony o wypelnienie kwestio-
nariusza OSDI (Wskaznik choroby powierzchni
oka), ktorego wartoS$¢ jest rzetelnym i1 wiarygod-
nym narzedziem stuzacym do oceny nasilenia
zespolu suchego oka przed rozpoczeciem terapii
1 po miesigcu od zakonczenia leczenia.

Sredni wynik OSDI przed leczeniem wynosil
69 (22,5-100, natomiast po miesigcu stosowania
sztucznych fez poddanych inaktywacji w systemie
MIRASOL warto§¢ obnizyta sie do 44, co potwier-
dzaja pozytywne opinie pacjentow. Pacjenci od-
czuwali lepsze nawilzenie oka (nasilona produkcja
tez), zmniejszony bol 1 wrazliwoS¢ na Swiatlo oraz
wyrazniejsze widzenie. Tylko 2 pacjentow zglosito
dzialania niepozadane po zastosowaniu inaktywo-
wanych sztucznych tez. Dziatania niepozadane
objawialy sie uczuciem piasku pod powiekami lub
swedzeniem oczu. Skuteczne leczenie zaohserwo-
wano u 12 sposrod 14 (93%) pacjentow. Podsumo-
wujac, mozna stwierdzié, ze allogeniczne krople do
oczu, poddane metodzie inaktywacji w systemie
MIRASOL, s3g skuteczne w leczeniu ZSO, zespolu

Sjogrena 1 GvHD. Z badan wynika, ze inaktywacja
nie wplynela niekorzystnie na krople do oczu.

W pracy z Holandii zaprezentowano poréwna-
nie mikrokapsulek sztucznych lez oraz kapsulek
konwencjonalnych [8]. O$rodek przedstawil bada-
nia dotyczace stosowania kropli w duzo mniejszym
rozmiarze niz kapsulki, ktore standardowo sa
wydawane pacjentom, a do oceny skutecznoSci po-
stuzyt arkusz OSDI. Pacjenci przez miesigc otrzy-
mywali mikrokapsulki, a nastepnie konwencjonalne
kapsutki. W badaniu wzielo udziat 53 pacjentow,
a 48 ukonczylo badanie. W obu przypadkach wyka-
zano znaczng poprawe. Porownano wskaznik OSDI
przed oraz po uzyciu obu wielkoSci kapsutek. Po
zastosowaniu mikrokapsutek OSDI spadio z 52 do
41, a po wykorzystaniu kapsutek standardowe;j
wielko$ci z 53 do 45. Kapsulki w mniejszym rozmia-
rze wykazaly podobna skuteczno$¢ do standardowe;j
wielko$ci wykonywanych sztucznych tez. Mniejsze
kapsulki sg dobrg alternatywa ze wzgledu na mniej-
sze starty surowicy, jednak pod wzgledem wygody
uzytkowania byly oceniane gorze;.

W listopadzie 2020 roku z inicjatywy Meise Me-
dizintechnik GmbH zostala stworzona grupa zajmu-
jaca sie kroplami do oczu z surowicy. Uczestnikami
spotkan grupy byly oS§rodki wykonujace preparaty
sztucznych tez autologicznych oraz allogenicznych.
Byly to gtownie oSrodki z krajow europejskich,
a takze z Australii, RPA i krajow azjatyckich. Na
ostatnim spotkaniu — 23 listopada 2022 roku po-
ruszono tematy zwigzane z przygotowaniem kropli
z surowicy podczas pandemii COVID-19 w o§rodku
NHS Blood and Transplant w Liverpoolu (Wielka
Brytania) oraz zwiekszeniem bezpieczenstwa al-
logenicznych kropli do oczu poprzez inaktywacje
w Instytucie Hematologii 1 Transfuzjologii w War-
szawie (Polska). Dyskusja skupita sie glownie na
allogenicznych sztucznych tzach, ktore obecnie
zyskuja na popularnosci ze wzgledu na latwiejszy
dostep do materialu, wydajno§¢, bezpieczenstwo
pacjenta oraz doniesienia potwierdzajace lepsze
dzialanie niz preparaty autologiczne u pacjentow
cierpigcych miedzy innymi na choroby autoimmu-
nologiczne.

Podsumowanie

Pomimo powszechnego stosowania kropli
do oczu z surowicy na calym $wiecie nie zostaly
jeszcze wypracowane wystandaryzowane proce-
dury czy regulacje prawne. Dlatego tez niezbedne
wydaje sie zakwalifikowanie sztucznych tez z su-
rowicy do odpowiedniej grupy produktow krwio-
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pochodnych oraz okre§lenie konkretnych zasad
postepowania z preparatem.

Wszelkie proby ujednolicenia tego procesu,

w tym utworzenie grup eksperckich, takich jak
EU4Health czy warsztatow EDHO, z pewnoscig
pozytywnie wplyng na bezpieczniejsze i szersze
zastosowanie sztucznych tez w przyszioSci.

Konflikt interesow: nie zgloszono

Wsparcie finansowe: brak
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Platelet concentrates (PCs) have long been in
use in the hemotherapy of thrombocytopenia and
accompanying symptoms of bleeding disorder. In
the 1980s, the stimulating effect of platelet-derived
growth factors on cell metabolism was observed
in animals. The factors include: platelet-derived
growth factor (PDGF-aa, PDGF-ab and PDGF-hb),
transforming growth factor beta (TGF-B1 and TGF-
-B2), vascular endothelial growth factor (VEGF)
and fibroblast growth factor (FGF). The important
role of biological mediators that regulate early
proliferation and participate in the differentiation
of all cell types relevant for regeneration of soft
and hard tissues has also been confirmed. Since
then, the interest in platelet-based products has
significantly increased, and the use of platelet-rich
plasma or PC, has become the subject of a growing
number of publications not only in the field of rege-
nerative medicine (e.g. limb ulcers, osteoarthritis
or bone graft fixation), but also in plastic surgery
or cosmetology. Frequent reports on the clinical
use of platelet derivatives in the form of lysates
have been appearing. Since the 1990s, there has
also been growing interest in products containing
autologous serum, e.g. for patients with dry eye
syndrome (DES).

During the virtual congress of the Internatio-
nal Society of Blood Transfusion (ISBT) held on
June 4-8, 2022, several papers on the unconven-
tional use of platelet derivatives were presented.
The related issues were accessible during poster
sessions: “Blood products — The versatility of
platelets and their products” and “Cellular thera-
pies — New avenues of cellular therapy” [1-3].

In the paper “Although expired, platelets are
now starting a new life in medicine”, Burnouf’
(Taipei University of Medical Sciences) discus-
ses an alternative use of expired PCs. The study
results demonstrate that allogeneic platelets in
expired PCs can be a valuable material for prepa-
ration of human platelet lysates (HPL) or platelet
biomaterials for clinical use in cell therapies and
regenerative medicine. The scientific rationale
for these clinical applications is the large amount
of trophic factors in platelets (growth factors, cy-
tokines, chemokines, antioxidants, inflammatory
and anti-inflammatory factors, etc.) which are in-
dispensable for coordination and promotion of cell
growth and tissue regeneration. Lysates obtained
from expired PC are stored frozen in blood estab-
lishments and delivered to the HPL manufacturer
under previously agreed conditions. The process of
lysate preparation consists in freezing and thawing
of PCs in order to promote platelet lysis. The result
is the release of biologically active substances from
platelet granules. The obtained protein solution is
subjected to centrifugation (or filtration) to remove
residual morphotic elements. The final step invol-
ves sterile filtration, bottling, freezing and storage.
Lysates are used, i.a. to supplement culture media
for mesenchymal stromal cells (MSC) (bone mar-
row, adipose tissue, Wharton’s jelly or tooth pulp),
as alternative to the most common fetal bovine or
horse serum. With zoonotic serum there is always
the higher risk of both culture contamination and
transfer to the medium of: xenoproteins, toxins,
growth inhibitors and zoonotic infectious agents
such as bovine herpesvirus Type-1 (BHV-1) which
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causes infectious bovine rhinotracheitis (IBR/IPV)
or bovine viral diarrhoea virus (BVDV) [1].

Such risk is eliminated if human lysate is used.
Experimental studies have also confirmed the ef-
fectiveness of adding platelet lysate to the growth
medium of corneal epithelial cells, chondrocytes,
fibroblasts and endothelial cells.

The potentially beneficial effect of platelet
lysates in regenerative medicine was based on the
extensive clinical experience with allogeneic in
autologous platelet rich plasma (PRP) in orthope-
dic surgery (e.g. osteoarthritis), soft tissue wound
healing (e.g. resistant ulcers), maxillofacial surgery,
dentistry and implantology, sports medicine and
ophthalmology. Allogeneic PCs are also used in
preparation of eye drops of human origin (EDHO)
in the form of serum or platelet lysates used for the
management of the dry eye syndrome. In the precli-
nical stage are currently studies on the assessment
of neuroprotective and neuro-regenerative effects
of lysates in the management of neurodegenerative
disorders and brain tissue injuries [4-6].

As emphasized in another study — “Prepara-
tion and neuroprotective activity of nanofiltered hu-
man platelet lysate in Parkinson’s disease and trau-
matic brain injury models” — which was presented
during the Session: Cellular therapies — New
avenues of cellular therapy, platelet lysates may
be the future of biotherapy of neurodegenerative
diseases and injuries of the central nervous system.
A homogeneous series of lysate are obtained by
pooling PC and introducing pathogen inactivation
methods to ensure product safety. Burnouf et al.
presented studies evaluating the impact of nano-
filtration during the process of lysate preparation
from pooled PCs on the effectiveness of therapy
of Parkinson’s disease and brain tissue damage.
The PC pool was obtained from 50 PC units first
subjected to initial filtration (0.2 and 0.1 wm) and
then to nanofiltration (0.001 m2 Planova 20 N
(19 nm)) at a constant flow rate of 0.1 ml/min and
under controlled pressure. The mouse parvovirus
(MVM) model and the immuno-qPCR method were
used to assess the degree of viral reduction. Total
protein content was determined by the Bradford
method, and the quantification of neurotrophic
factors was determined by ELISA tests. Platelet-
-derived extracellular vesicles (PEVs) were studied
by dynamic light scattering (DLS) and nanoparticle
tracking (NTA). Proteomic analysis was performed
with liquid chromatography and mass spectrome-
try. In vivo cell models were used to evaluate the
neuroprotective and anti-inflammatory functions of
platelet lysates subjected to nanofiltration. Diffe-

rentiated human midbrain dopamine (DA) neurons

were used as a model for Parkinson’s disease (PD).

At the same time, an in vivo mouse model was used

to perform a mild traumatic brain injury to assess

whether intranasal administration of human plate-
let lysates (nanofiltred) reduces the expression of
pro-inflammatory mRNA markers (RT-PCR). The
studies revealed that nanofiltration can be imple-
mented in the process of obtaining platelet lysates
in order to increase viral safety with no effect on
the neuroprotective and anti-inflammatory effects

of these products [2].

In the same session — New avenues of cellular
therapy, Le et al. presented the results of multi-
-center studies performed in China and France
(“Proteomics studies of human platelet lysates
for optimized applications in cell therapies and
regenerative biotherapies”). The paper empha-
sizes the fact that no standard method of platelet
lysate preparation has been developed so far, and
the differences in the method of preparation may
affect the protein content and biological function,
of the product and therefore its safety and clinical
effectiveness. The aim of the study was to compa-
re 7 methods of preparing human platelet lysate
(HPL):

1. Freeze-thaw platelet lysate (FTPL): PC was
frozen and thawed to release platelet content
into plasma compartment.

2. Serum-Converted Platelet Lysate (SCPL):
calcium chloride added to PC to convert fibri-
nogen into fibrin.

3. Heat treated Serum-Converted Platelet Ly-
sate (HSCPL): SCPL was heat-treated (56°C,
30 min).

4. Platelet Pellet Lysate (PPL): isolated plasma-
-free platelets lysed by freeze/thaw.

5. Heat-treated-Platelet Pellet Lysate subjected
to heating (56°C, 30 min) (HPPL).

6. Micro-Filtered-HPPL (HPPL0201):20.2-0.1um
filtration sequence was used to remove large
molecules or particles.

7. Nanofiltered-HPPL (HPPL0201): HPPL0201
was filtered through Planova 20 N, a 19-virus
removal filter.

Proteomics studies identified 1441 proteins
in various types of lysates. Some plasma proteins
were too abundant and masked platelet-derived
proteins. Removal of the ‘interfering proteins’
made it possible to evaluate the platelet proteome.
The protein composition of platelet lysates was
found dependent on the preparation method used,
and particularly on the additional steps such as
plasma removal, heating and filtration. Differences
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in the proteome composition of platelet lysates may
therefore affect their functions and in consequence
their effectiveness for cell therapy and regenera-
tive medicine [3].

The latest reports on the use
of platelet lysates

Research-outcome on platelet lysates pre-
sented at the ISBT congress confirms the rising
interest in these products. There is a growing
number of literature reports on both the methods of
preparation and application. One study demonstra-
ted that platelet lysates used in growth media en-
hanced the clonogenic properties of mesenchymal
stem cells (MSC) from bone marrow and adipose
tissue. The same study showed the slight effect
of the preparation method on the pluripotent cells
(e.g. on the differentiation potential). Because of
the lack of uniform methods of obtaining platelet
lysates, they are not often used for the production
of growth media. It may however be expected
that promising research outcome as well as safe
methods used for preparation of PC as starting
material (e.g. virus detection, pathogen inactivation
techniques) will render lysates a more appreciated
addition to growth media) [4, 7, 8].

Apart from participation in the coagulation
process, platelets also play an important role in
other physiological mechanisms. Platelets have
been found to secrete pro-neurogenic factors and
communicate with the brain tissue to affect the
cognitive functions of the brain (the ability to
process environmental stimuli). This is closely
related to the presence of neurotrophic factors
in the platelet a-granules such as brain-derived
neurotrophic factor (BDNF), platelet factor 4 (PF4)
stimulator of neurogenesis, as well as other afo-
rementioned proteins involved in the mechanisms
of growth and regeneration (e.g. EGF, VEGF or
PDGF). These reports have raised interest in
the potential use of lysates in neuro-regenerative
processes. The results of both in vitro and in vivo
studies in such models of diseases as: amyotrop-
hic lateral sclerosis (ALS), traumatic brain injury
(TBI), Parkinson’s and Alzheimer’s confirmed the
supportive role of lysates in the optimal structure
and function of neurons (neuroprotective effect).
In the ischemic stroke model, also the stimulating
effect on nerve cell and blood vessel formation
was confirmed. For the above mentioned disease
entities, the induction of nerve cell division is of
crucial importance and a great chance for health
improvement. In advanced cases of traumatic brain

injury (TBI), which may cause physical, cognitive,
socio-emotional impairment or even death, pallia-
tive (i.e. symptomatic) management seems to be
the only approach. Lysate therapy, due to the wide
spectrum of proteome proteins (a set of proteins
present in the cell at a given moment), may be one
of the very few accessible therapeutic options. For
the maximal safety of studies, HPLs subjected to
nanofiltration and inactivation by heating (approx.
55°C for 0.5 h) (Heat-treated Inactivated Platelet
Pellet Lysate; IHPPL) are used. Membrane filtra-
tion removes viruses. High temperature prevents
the activation of thrombin and factor XI and minimi-
zes thrombosis risk. A 5% solution of IHPPL after
a week of incubation with microglia and neurons
showed no toxicity towards them and did not induce
inflammatory activity (as marked by no expression
of inflammatory factors — tumor necrosis factor;
TNF and anti-cyclooxygenase, COX-2). With sup-
port of research on neuron division, there is hope
for implementation of lysates to clinical procedures
for management of the disorders of the nervous
system [6, 9, 10].

Due to the biologically active substances,
platelet-derived products have already found their
way to the therapy of numerous diseases, such
as: hard-healing wounds and degenerative joint
diseases. The current research may open the
pathway for future clinical use of these products in
neurodegenerative diseases and the regeneration
of bones, tendons, neurons etc.
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Nalezy cytowad wersje pierwotna.

Koncentraty krwinek ptytkowych (KKP) od lat
sg stosowane w krwiolecznictwie u pacjentow z ma-
foplytkowoScia i1 z towarzyszacymi jej objawami
skazy krwotocznej. Juz w latach 80. XX wieku zaob-
serwowano stymulujacy wplyw plytkopochodnych
czynnikow wzrostu na metabolizm komorek u zwie-
rzat. Do czynnikoéw tych naleza: ptytkopochodny
czynnik wzrostu (PDGF-aa, PDGF-ab 1 PDGF-bb,
Dplatelet-derived growth factor), transformujacy czyn-
nik wzrostu beta (TGF-B11 TGF-B2, transforming
growth factor), naczyniowo-$rodblonkowy czynnik
wzrostu (VEGE, vascular endothelial growth factor)
oraz czynnik wzrostu fibroblastow (FGE, fibroblast
growth factor). Potwierdzono takze, ze biologiczne
mediatory regulujace wczesng proliferacje biora
udzial w roznicowaniu wszystkich typow komorek
odgrywajacych wazng role w regeneracji tkanek
miekkich i1 twardych. Od tego czasu znacznie
zwiekszylo sie zainteresowanie preparatami na
bazie plytek krwi, coraz wiecej ukazujacych sie
prac przedstawialo zastosowanie osocza bogato-
plytkowego lub KKP, ktore stosowano nie tylko
w medycynie regeneracyjnej (np. owrzodzenia
konczyn, choroby zwyrodnieniowe stawow czy
umocowania przeszczepoOw kosci), ale rowniez
w chirurgii plastycznej czy tez kosmetologii. Coraz
czeSciej zaczely pojawiaC sie takze doniesienia

o mozliwoSciach zastosowania klinicznego prepa-
ratow plytkopochodnych stosowanych w formie
lizatow. Od lat 90. XX wieku zainteresowanie
budzg takze preparaty zawierajace autologiczng
surowice, stosowane m.in. u pacjentow z zespolem
suchego oka.

W trakcie wirtualnego kongresu Miedzyna-
rodowego Towarzystwa Przetaczania Krwi (ISBT,
International Society of Blood Transfusion), ktory
odbyt sie w dniach 4-8 czerwca 2022 roku, zapre-
zentowano kilka prac odnoszacych sie do niekon-
wencjonalnego zastosowania preparatow piytkopo-
chodnych. Zagadnienia dotyczace ww. preparatow
prezentowano podczas sesji plakatowych: ,,Blood
products — The versatility of platelets and their
products” oraz ,,Cellular therapies — New avenues
of cellular therapy” [1-3].

W pracy Burnoufa (Although expired, platelets
are now starting a new life in medicine) z Me-
dycznego Uniwersytetu w Taipei przedstawiono
mozliwo§¢ alternatywnego wykorzystania przeter-
minowanych KKP. Na podstawie wynikoéw badan
stwierdzono, ze allogeniczne krwinki plytkowe
w przeterminowanych KKP moga by¢ cennym
materialem do przygotowania ludzkich lizatow
plytkowych (HPL, human platelet lysates) lub bio-
materialow ptytkowych w celu ich medycznego
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zastosowania w terapiach komorkowych 1 w me-
dycynie regeneracyjnej. Naukowe uzasadnienie
dla tych klinicznych zastosowan lezy w fakcie, ze
krwinki plytkowe zawierajg duzg ilo§¢ czynnikow
troficznych (czynniki wzrostu, cytokiny, chemoki-
ny, przeciwutleniacze, czynniki zapalne 1 przeciw-
zapalne itp.), ktore sg niezbedne do koordynowania
1 promowania wzrostu komorek i regeneracji tka-
nek. Lizaty, otrzymane z przeterminowanych KKP,
sg zamrazane 1 przechowywane w centrach krwio-
dawstwa, a nastepnie dostarczane do producenta
HPL, zgodnie z wcze$niej ustalonymi warunkami.
Proces otrzymywania lizatow obejmuje zamrazanie
irozmrazanie KKP w celu lizy krwinek plytkowych
skutkujacej uwolnieniem z ich ziarnisto§ci aktyw-
nych biologicznie substancji. Nastepnie otrzymany
rozwor biatka jest poddawany wirowaniu (lub filtra-
¢ji) w celu usuniecia resztkowych elementow mor-
fotycznych. Ostatni etap obejmuje sterylna filtracje,
rozlewanie do butelek 1 przechowywanie w stanie
zamrozonym. Lizaty sg wykorzystywane miedzy
innymi w charakterze suplementu w podiozach
hodowlanych dla mezenchymalnych komorek zrebu
(MSC, mesenchymal stromal cells) (szpiku, tkanki
ttuszczowej, galarety Whartona czy miazgi zeba),
zamiennie dla najczeScie] stosowanej plodowe;j
surowicy bydlecej lub konskiej. Stosujac surowice
odzwierzeca, zawsze zwieksza sie ryzyko zar6wno
kontaminacji hodowli, jak 1 mozliwo$¢ przeniesie-
nia do podloza ksenoprotein, toksyn, inhibitorow
wzrostu oraz odzwierzecych czynnikow zakaznych,
takich jak na przyklad herpeswirus bydia typu-
1 (BHV-1, bovine herpesvirus type-1), ktory moze
wywolac zapalenie nosa i tchawicy bydia (IBR/IPY,
nfectious bovine rhinotracheitis), wirus biegunki
bydta (BVDV, bovine viral diarrhoea virus) [1].

Stosowanie ludzkiego lizatu eliminuje to ry-
zyko. W badaniach eksperymentalnych potwier-
dzono rowniez skuteczno$¢ zastosowania podioza
z dodatkiem lizatu krwinek plytkowych w hodowli
komorek nablonka rogowki, chondrocytow, fibro-
blastow czy komorek Srodblonka.

Mozliwos$¢ stosowania lizatow krwinek plyt-
kowych w medycynie regeneracyjnej oparto na
bogatym do$wiadczeniu klinicznym wynikajacym
z zastosowania allogenicznego lub autologicznego
osocza bogatoptytkowego (PRP, platelet rich plas-
ma) miedzy innymi w chirurgii ortopedycznej (np.
choroba zwyrodnieniowa stawOw), gojeniu ran tka-
nek miekkich (np. opornych owrzodzen), chirurgii
szczekowo-twarzowej, stomatologii 1 implantologii,
medycynie sportowej czy okulistyce. Alloge-
niczne KKP sg uzywane takze do otrzymywania
kropli do oczu pochodzenia ludzkiego (EDHO,

eye drops of human origin) w postaci surowicy lub
lizatow krwinek plytkowych stosowanych w le-
czeniu zespolu suchego oka. Obecnie (faza badan
przedklinicznych) oceniane jest rowniez dziatanie
neuroprotekcyjne 1 neuroregeneracyjne lizatow,
co moze mieC zastosowanie w leczeniu zaburzen
neurodegeneracyjnych i urazo6w tkanki mozgowe;j
[4-6].

Jak podkre§lono w kolejnej pracy, zaprezento-
wane] w Sesji: Cellular therapies — New avenues
of cellular therapy (Preparation and neuroprotective
activity of nanofiltered human platelet lysate in
Parkinson’s disease and traumatic brain injury
models) w przyszioSci stosowanie lizatow krwinek
plytkowych moze stanowi¢ nowa bioterapie neu-
rodegradacyjnych chorob 1 uszkodzen centralnego
ukiadu nerwowego. Otrzymanie jednorodnej serii
lizatu jest zwiazane z koniecznoS$cig pulowania
KKP oraz wprowadzenia metod redukcji czynnikow
zakaznych w celu zwiekszenia bezpieczenstwa sto-
sowanych preparatéw. Burnouf i wsp. przedstawili
badania oceniajgce wplyw wprowadzenia nanofiltra-
cji w procesie otrzymywania lizatow z pul KKP na
ich ewentualng skuteczno$¢ w leczeniu Parkinsona
1 uszkodzen tkanki moézgowej. Pule otrzymano
w wyniku polaczenia 50 preparatéow KKP, ktorg
poddano wstepnej filtracji (0,2 1 0,1 um), a nastep-
nie nanofiltracji (0,001 m? Planova 20 N (19 nm))
przy stalym natezeniu przeplywu 0,1 ml/min
1 pod kontrolowanym ci$nieniem. W celu oceny
stopnia redukcji wirusa zastosowano model par-
wowirusa mysiego (MVM, minute virus of mice)
1 metode immuno-qPCR. Zawarto$¢ biatka catko-
witego oznaczano metoda Bradforda, a iloSciowe
oznaczenie czynnikow neurotroficznych okreslono
za pomoca testow ELISA. Plytkowe pecherzyki
zewnatrzkomorkowe (PEVs, platelet-derived ex-
tracellular vesicles) badano metoda dynamicznego
rozpraszania Swiatta (DLS, dynamic light scat-
tering) 1 metoda Sledzenia nanoczasteczek (NTA).
Analize proteomiczng przeprowadzono za pomoca
chromatografii cieczowej i spektrometrii masowe;.
W celu oceny neuroprotekcyjnych i przeciwza-
palnych funkcji poddanych nanofiltracji lizatow
krwinek ptytkowych zastosowano komorkowe
modele in vivo. Zréznicowane ludzkie neurony
dopaminergiczne $rodmozgowia zastosowano jako
model choroby Parkinsona (PD). Jednocze$nie,
stosujac model mysi iz vivo, przeprowadzono la-
godne urazowe uszkodzenie mozgu w celu oceny,
czy donosowe podanie ludzkich lizatow krwinek
plytkowych (poddanych nanofiltracji) powoduje
zmniejszenie ekspresji prozapalnych markerow
mRNA (RT-PCR). Na podstawie wynikow badan
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stwierdzono, ze nanofiltracje mozna wdrozy¢ do

procesu otrzymywania lizatow krwinek ptytkowych

w celu zwiekszenia bezpieczenstwa wirusologicz-

nego bez wplywu na dzialanie neuroprotekcyjne

1 przeciwzapalne tych preparatow [2].

W tej samej Sesji: Cellular therapies — New
avenues of cellular therapy. Le 1 wsp. przedstawili
wyniki badan (Proteomics studies of human platelet
lysates for optimized applications in cell therapies
and regenerative biotherapies) otrzymane podczas
wielooSrodkowych badan wykonanych w Chinach
1 we Francji. W pracy podkreslono, ze nie opra-
cowano jeszcze jednej standardowo stosowanej
metody otrzymywania lizatow krwinek plytkowych,
natomiast réznice w sposobie ich przygotowywania
moga wplywac na ich skiad bialkowy 1 funkcje bio-
logiczng, a w konsekwencji na ich bezpieczenstwo
1 skutecznos$c kliniczng. Celem tej pracy byla proba
poroéwnania 7 metod otrzymywania lizatow krwinek
ptytkowych (HPL):

1. Zamrazanie-rozmrazanie lizatu krwinek plyt-
kowych (FTPL): KKP zamrazano i rozmrazano
w celu uwolnienia zawarto$ci krwinek ptytko-
wych do osocza.

2. Konwertowany lizat krwinek plytkowych
w surowicy (SCPL): do KKP dodawano chlorku
wapnia w celu przeksztalcenia fibrynogenu
w fibryne.

3. Konwertowany lizat krwinek plytkowych
w surowicy (HSCPL) poddany procesowi
ogrzewania (56°C, 30 min).

4. Lizat osadu krwinek ptytkowych (PPL): wy-
izolowane krwinki plytkowe, pozbawione
osocza poddawane lizie przez zamrazanie/
/rozmrazanie.

5. Lizat osadu krwinek plytkowych poddany
procesowi ogrzewania (56°C, 30 min) (HPPL).

6. Lizat osadu krwinek ptytkowych z mikrofiltra-
cja (HPPL0201): filtracja 0,2-0,1 um.

7. Lizat osadu krwinek plytkowych z mikro-
filtracja (HPPL0201) poddany dodatkowo
nanofiltracji (Planova 20 N, filtr usuwajacy
wirusy 19 nm).

W wyniku badan proteomicznych zidentyfi-
kowano 1441 biatek w réznych rodzajach lizatow.
Stwierdzono, ze niektore bialka, wystepujace
w wysokich stezeniach w osoczu, maskowaty hiatka
pochodzenia ptytkowego. Usuniecie ,,przeszkadza-
jacych biatek” umozliwilo ocene proteomu krwinek
plytkowych. Stwierdzono takze, ze sktad biatek
lizatow krwinek plytkowych zalezy od metody
ich otrzymywania, a szczeg6lnie od dodatkowych
etapow, takich jak usuwanie osocza, ogrzewanie
1 filtracja. Roznice w sktadzie proteomu lizatow

krwinek plytkowych, moga zatem wplywac na
ich funkcjonalno§¢, a w konsekwencji na rézna
skuteczno$¢ w terapii komorkowej i w medycynie
regeneracyjnej [3].

Zastosowanie lizatow krwinek
plytkowych — najnowsze doniesienia

Prace dotyczace lizatow krwinek ptytkowych,
przedstawione podczas kongresu ISBT, potwierdza-
ja coraz wieksze zainteresowanie tymi preparatami.
W piSmiennictwie coraz czesSciej pojawiaja sie
doniesienia dotyczace zarowno metod ich otrzy-
mywania, jak 1 ich zastosowania. W jednej z prac
udowodniono na przykiad, ze stosowanie podlozy
hodowlanych zawierajacych lizaty krwinek plytko-
wych nasila wtasciwo$ci klonogenne komorek MSC
ze szpiku 1 tkanki ttuszczowej. W wyzej wymienio-
nym badaniu wykazano niewielki wplyw metody
otrzymywania lizatow na namnazane komorki (np.
na ich potencjat réznicowania). Obecnie ze wzgledu
na brak jednoznacznych metod otrzymywania liza-
ty krwinek plytkowych nie sg preparatem czesto
stosowanym do produkcji podiozy wzrostowych.
Jednak nalezy oczekiwaé, ze zachecajace wyniki
badan oraz bezpieczne metody otrzymywania ma-
terialu wyjSciowego, jakim sg KKP (m.in. detekcja
wirusow, metody inaktywacji biologicznych czynni-
kéw chorobotworczych) spowoduja, ze lizaty beda
coraz czesciej otrzymywane 1 dodawane do podlozy
wzrostowych) [4, 7, 8].

Krwinki plytkowe oprocz udzialu w procesie
krzepniecia odgrywaja istotng role w innych fizjo-
logicznych mechanizmach. Potwierdzono na przy-
kiad, ze krwinki plytkowe, wydzielajac czynniki
proneurogenne, komunikujg sie z tkanka mozgowa,
wplywajac na funkcje kognitywne mézgu (zdolnosé
przetwarzania bodZcow z otoczenia). Jest to Scisle
zwiazane z obecno§cig w ziarnisto§ciach krwinek
plytkowych czynnikéw neurotroficznych — neu-
rotropowego czynnika pochodzenia moézgowego
(BDNE, brain-derived neurotrophic factor), czynnika
plytkowego 4 (PF4, platelet factor 4), pelniacego
funkcje stymulatora neurogenezy oraz innych,
wspomnianych wczesniej biatek, biorgcych udziat
w mechanizmach wzrostu i regeneracji, miedzy
innymi czynnik wzrostu naskorka (EGE, epider-
mal growth factor), VEGF lub PDGE. W zwiazku
z powyzszymi doniesieniami zainteresowano sie
zastosowaniem lizatow w procesach neuroregene-
racyjnych. Wyniki badan (zaro6wno i vitro, jak 1in
vivo) otrzymane w modelach chordb: stwardnienia
zanikowego bocznego (ALS, amyotrophic lateral
sclerosis), urazowego uszkodzenia mozgu (TBI,
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traumatic brain injury), Parkinsona czy Alzhaime-
ra potwierdzily, ze lizaty podtrzymuja optymalng
strukture 1 funkcje neuronow (wykazuja dziatanie
neuroprotekcyjne), a w modelu udaru niedokrwien-
nego mozgu potwierdzono takze dzialanie pobu-
dzajace tworzenie komorek nerwowych 1 naczyn
krwiono$nych. W przypadku ww. jednostek choro-
bowych wazna jest mozliwo$¢ indukcji podziatow
komorek nerwowych, co daje szanse na poprawe
stanu zdrowia pacjentow. W przypadku urazowego
uszkodzenia mézgu (TBI) mogacego doprowadzi¢
w zaawansowane]j formie do zaburzen fizycznych,
poznawczych, spoleczno-emocjonalnych lub nawet
Smierci stosuje sie wylgcznie leczenie paliatywne
(tzn. objawowe). Leczenie lizatami, ze wzgledu
na ich szerokie spektrum bialek proteomu (ze-
staw bialek wystepujacych w komorce, w danym
momencie), moze stanowi¢ w tym przypadku
jedng z nielicznych opcji terapeutycznych. W celu
zapewnienia maksimum bezpieczenstwa do badan
stosuje sie HPLs poddane nanofiltracji oraz inak-
tywacji poprzez ogrzewanie (ok. 55°C przez 0,5 h)
(IHPPL, heat-treated Inactivated Platelet Pellet Ly-
sate). Filtracja membranowa zapewnia usuniecie
wiruso6w, natomiast wysoka temperatura zapobiega
aktywacji trombiny, aktywacji czynnika XI oraz
chroni pacjenta przed ewentualnym ryzykiem
zakrzepicy. Piecio-procentowy roztwor IHPPL
po tygodniu inkubacji z komoérkami mikrogleju
1 neuronami nie wykazywal w stosunku do nich
toksyczno$ci 1 nie indukowal stanu zapalnego, wy-
razanego w komorkach przez ekspresje czynnikow
zapalnych (m.in. czynnika martwicy nowotworow
[TNE, tumor necrosis factor] oraz cyklooksygenazy
[COX-2, cyclooxygenase-2]), co w polaczeniu z ba-
daniami nad podziatami neuronéw daje nadzieje
na mozliwo$¢ implementacji lizatow do leczenia
uktadu nerwowego [6, 9, 10].

Aktywne biologicznie substancje zawarte
w plytkach krwi sprawiajg, ze obecnie preparaty
plytkopochodne juz znalazly swoje zastosowanie
w terapii wielu jednostek chorobowych, miedzy

innymi takich jak niegojace sie rany i choroby
zwyrodnieniowe stawow, a prowadzone obecnie
badania moga umozliwi¢ wykorzystanie tych pre-
paratow w przyszloSci, na przykiad w chorobach
neurodegeneracyjnych oraz regeneracji kosSci,
Sciegien, neuronéw 1 innych.

Konflikt interesow: nie zgloszono

PiSmiennictwo
1. Burnouf T. Although expired, platelets are now starting a newlife
in medicine. Vox Sanguinis 2022.
2. Delila L, NebieO, Le N. Preparation and neuroprotective activity

of nanofiltered human platelet lysate in Parkinson’s disease and
traumatic brain injury models. Vox Sanguinis 2022.

3. Le N, Han C, Delila L. Proteomics studies of human platelet ly-
sates for optimized applications in el therapies and regenerative
biotherapies. Vox Sanguinis 2022.

4. Barro L, Burnouf PA, Chou ML, et al. Human platelet lysates
for human cell propagation. Platelets. 2020; 32(2): 152-162, doi:
10.1080/09537104.2020.1849602, indexed in Pubmed: 33251940.

5. Antoniewicz-Papis J. Artificial tears to treat dry eye syndrome.
Acta Haematol Pol 2021; 4 (52): 412-415.

6. Nebie O, Carvalho K, Barro L, et al. Human platelet lysate bio-
therapy for traumatic brain injury: preclinical assessment. Brain.
2021; 144(10): 3142-3158, doi: 10.1093/brain/awab205, indexed
in Pubmed: 34086871.

7. Gao Y, Ku NJ, Sung TC, et al. The effect of human platelet
lysate on the differentiation ability of human adipose-derived
stem cells cultured on ECM-coated surfaces. ] Mater Chem
B. 2019; 7(45): 7110-7119, doi: 10.1039/c9th01764;j, indexed in
Pubmed: 31513217.

8. Mareschi K, Marini E, Niclot AG, et al. A new human platelet ly-
sate for mesenchymal stem cell production compliant with good
manufacturing practice conditions. Int J Mol Sci. 2022; 23(6),
doi: 10.3390/1jms23063234, indexed in Pubmed: 35328655.

9. Nebie O, Barro L, Wu YW, et al. Heat-treated human platelet pel-
let lysate modulates microglia activation, favors wound healing
and promotes neuronal differentiation in vitro. Platelets. 2020;
32(2): 226-237, doi: 10.1080/09537104.2020.1732324, indexed
in Pubmed: 32106742.

10. Delila L, Nebie O, Le N, et al. Neuroprotective activity of a virus-
-safe nanofiltered human platelet lysate depleted of extracellu-
lar vesicles in Parkinson’s disease and traumatic brain injury
models. Bioengineering & Translational Medicine. 2022; 8(1),
doi: 10.1002/btm2.10360, indexed in Pubmed: 36684076.

38 https://journals.viamedica.pl/journal_of transfusion_medicine



	Pusta strona



