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New classification criteria
for antiphospholipid syndrome — 2023

Jacek Musiat

IT Department of Internal Medicine, Jagielllonian University, Medical College, Krakow, Poland

Summary

Antiphospholipid syndrome (APS) is an autoimmune disorder characterized by the clinical
presence of thrombotic episodes, and — in women — obstetric complications with the labora-
tory presence of antiphospholipid antibodies in blood. The main objective of this report is to
present in detail the new American College of Rheumatology (ACR)/Alliance of Associations for
Rheumatology (EULAR) APS classification criteria. According to EULAR methodology they
include entry criterion indispensable to initiate classification process and contain 8 clinical
and laboratory domains allowing to classify patient as having APS with 99% specificity.

Keywords: antiphospholipid syndrome; antiphospholipid antibodies;
lupus anticoagulant; thrombosis; obstetric complications; classification criteria

Introduction

Antiphospholipid syndrome (APS) is charac-
terized by clinical symptoms of venous or arterial
thrombosis (and obstetric complications in women)
and the presence of antiphospholipid autoantibo-
dies (aPL) in the patient’s plasma. These include
lupus anticoagulant (LA) detected by coagulation-
-based functional assay as well as anti-cardiolipin
antibodies (aCL) and anti-f,-glycoprotein I anti-
bodies (aP,-GPI) directed against complexes of
proteins and negatively charged phospholipids
detected by solid-phase assays.

APS is a systemic autoimmune disorder (pro-
bably one of the most common), the etiology of
which is unknown and the pathogenesis includes
a role of heterogeneous group of antiphospholipid
autoantibodies. Clinical manifestations co-existing
with the occurrence of these autoantibodies are
quite common and in the general population may be

J. Transf. Med. 2023; 16: 103-109

attributable to other causes. It is therefore necessa-
ry to single out and describe the laboratory and
clinical features characteristic for this syndrome
in order to develop classification criteria allowing
research in a relatively homogeneous groups of
patients. Such criteria are primarily used to include
patients into clinical trials on pathogenesis, diag-
nostics and management of the disease.

APS classification criteria were last developed
at the Sapporo congress and published in 2006 [1].
In brief: the Sapporo criteria for APS require that
the patient meets at least one clinical criterion
(macrovascular, or microvascular thrombosis, and
in women — obstetric complications) and one la-
boratory criterion (presence of lupus anticoagulant
LACand/or aCL and/or ap,-GPI antibodies of the
IgG or IgM class in moderate to high titers).

From the very beginning it was pointed out
that the suggested criteria did not include some
clinical and laboratory aspects. Firstly, they did not
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consider several other clinical manifestations not
suggestive of thrombosis but often co-existing with
aPL such as thrombocytopenia, hemolytic anemia,
valvular heart lesions, nephropathy, and a number
of less frequent thrombotic microangiopathy —
related symptoms. At that time, this was explained
mostly by low specificity of these symptoms. Mo-
reover, since the publication of these criteria new
types of antiphospholipid antibodies have been
described which strongly correlated with throm-
botic symptoms of the syndrome. Most prominent
among them are antibodies against domain I of
B,-glycoprotein I (aDI) — the domain against which
most pathogenic antiphospholipid antibodies were
to be directed [2]. Other antibodies manifesting
strong correlation with the presence of lupus an-
ticoagulant are antibodies directed against phosp-
hatidylserine/prothrombin (aPS/PT) complexes [3].
They were even included in the proposed global
anti-phospholipid syndrome score (GAPSS) [4].
Questions have also been raised about the po-
ssible independent role of IgA antiphospholipid
antibodies [5].

It also became obvious that the risk of develo-
ping clinical symptoms, mostly thrombotic events,
varies and depends on the type, titer and nature
(persistent/transient) of the detected antibodies.
On the other hand, in some patients, symptoms
of thrombosis (as well as others) may have been
explained by risk factors not related to antiphosp-
holipid antibodies, e.g. by classic cardio-vascular
risk factors.

In light of the above and based on the new
scientific data published after 2006, an attempt
was made to develop new classification criteria
following recommendations of the European Al-
liance of Associations for Rheumatology (EULAR).
Already at the initial stage of work, the number of
considered clinical symptoms was reduced, and
aDI, aPS/PT and IgA antibodies were eliminated,
mainly because they showed no independent diag-
nostic value (independent of co-occurring aPL,
hitherto included in the APS diagnostic criteria),
with no additional contribution to the specificity
of existing laboratory criteria [6]. Therefore, only
lupus anticoagulant, anticardiolipin antibodies and
antibodies to B,-glycoprotein I of IgG and IgM class
remained as in original list of the Sapporo criteria.

In 2023 the new antiphospholipid syndrome
classification criteria were finally published, follo-
wing the standardized EULAR methodology. The
new set of criteria was developed by a group of
experts of the American College of Rheumatology

(ACR) and EULAR [7, 8]. The new criteria differ
from the Sapporo criteria in several aspects [7, 8].

Firstly, entry criteria were introduced which
had to be fullfilled for the patient to be classified
(Fig. 1). The maximum interval between the occu-
rence of the clinical symptom/clinical criterion and
detection of antiphospholipid antibody was reduced
to 3 years. Clinical symptoms and laboratory crite-
ria were divided into domains and in each of them
the symptoms and laboratory test results were
assigned certain weight expressed as score-points.
The list of clinical symptoms was markedly expan-
ded to include a number of new ones as well as
some omitted from the Sapporo version. As regards
thrombosis transfudsion-related clinical symptoms,
much emphasis was devoted to deciding whether
the observed symptom, (non-specific to APS only)
may be otherwise explained. In the current APS
classification only criterion with the highest weight
within one domain should be included. A patient
who meets the entry criteria and accumulates at
least 3 points from each of the clinical and labora-
tory domains is classified as having APS.

According to EULAR methodology, the latest
criteria allow to classify patients as having APS
with 99% specificity and 84% sensitivity. It is
worth mentioning here that classification criteria
should not be confused with diagnostic criteria.
The former are used to single out homogeneous
groups of patients for further research.

Figure 1 presents the classification process
and the clinical and laboratory domains. We then
present fairly detailed definitions of classification
criteria with their specific ontology and explana-
tion.

Definitions of criteria used
in antiphospholipid syndrome
classification [7, 8]

Clinical criteria

Domain 1. Macrovascular
(venous thromboembolism)

Venous thromboembolism (VTE) otherwise
unexplained and confirmed by appropriate testing
for: pulmonary embolism, deep vein thrombosis
of lower extremities, splanchnic and renal vein
thrombosis, cerebral venous thrombosis and retinal
vein occlusion as well as others.

High VTE risk profiles:

a) any VTE high risk factor such as:
— active malignancy — ongoing curative treat-
ment (hormonal therapy included); disease

104 https://journals.viamedica.pl/journal_of transfusion_medicine
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ENTRY CRITERIA
At least one documented clinical criterion, included in domains 1-6 and

a positive antiphospholipid antibody (aPL) test result (lupus anticoagulant or moderate to high titer of anticardiolipin
antibodies, or anti-B2-glycoprotein | antibodies (IgG or IgM) within 3 years of identification of the aPL-related clinical

criterion

!

Absent — do not attempt to classify as APS; present — apply additive criteria

!

CLINICAL AND LABORATORY ADDITIVE CRITERIA
Do not accept as clinical criterion if there exists an equally, or more likely explanation than APS
In each domain, consider solely the highest weight (score) criterion

DOMAINS AND CLINICAL CRITERIA

Weight

D1. Macrovascular (venous thromboembolism [VTE])

— High risk profile for VTE*

— No high risk profile for VTE

D2. Macrovascular (arterial thrombosis — AT)

— High risk CVD profile for AT*

— No high risk CVD profile for AT

D3. Microvascular

Suspected one of the following:

— livedo racemosa (physical examination®)

— livedoid vasculopathy lesions (physical examination)

— acute/chronic aPL-related nephropathy (physical examination or laboratory tests?2)
— pulmonary hemorrhage (physical examination or imaging3)
Established one of the following:

— livedoid vasculopathy (physical examination or pathology?)
— acute/chronic aPL-related nephropathy (pathology)

— pulmonary hemorrhage (BAL® or pathology)

— myocardial disease (imaging or pathology)

— adrenal hemorrhage (imaging or pathology)

D4. Obstetric complications

— = 3 consecutive pregnancy losses at the (pre-fetal (< 10 weeks), or early fetal stage
(10 weeks 0 days—15 weeks 6 days)

— Fetal death (16 weeks 0 days—33 weeks 6 days) in the absence of preeclampsia (PEC)
with severe placental insufficiency (PI)

— Severe PEC (< 34 weeks 0 days) or severe Pl (< 34 weeks 0 days) with, or without fetal death
— Severe PEC (< 34 weeks 0 days) and severe Pl (< 34 weeks 0 days) with, or without fetal death
D5. Cardiac valve

— Valve thickening

— Valve vegetation

D6. Hematology

Thrombocytopenia (20-130 x 109/L)

DOMAINS AND LABORATORY CRITERIA

D7. aPL test by coagulation-based functional assay (lupus-anticoagulant test, LAC)
— Positive LAC (one time)
— Positive LAC (persistent)

D8. aPL test by solid-phase assay (anti-cardiolipin (aCL) ELISA and/or anti-B,-glycoprotein | antibody

(a-B,GPI) ELISA (persistent)

— Moderate/high® positive IgM (aCL and/or a-p,GPI)
— Moderate positive IgG (aCL and/or a-f3,GPI)

— high positive (IgG) aCL or af3,GPI

— high positive (IgG) aCL and ap,GPI

N U b =

TOTAL

Classify as antiphospholipid syndrome for research studies when there are at least 3 points from clinical

domains AND 3 points from laboratory domains

Figure 1. Antiphospholipid syndrome (APS) classification criteria — 2023 ACR/EULAR [7, 8]

*Factors related to VTE and AT risk — see below; 'physical examination — the suspicion based on physical examination; 2lab. — clinical suspicion based on laboratory
findings; 3imaging — clinical suspicion based on imaging; 4pathol. — diagnosis based on histo-pathological tests; >BAL — bronchoalveolar lavage; émoderate positive

antibodies 40-79 U, high positive = 80 U

https://journals.viamedica.pl/journal_of transfusion medicine
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recurrence/progression during/despite treat-
ment of the VTE episode;

— emergency hospitalization with at least
3 day bed confinement within 3 months prior
to the VTE event;

— major trauma with limb fractures, spinal
cord injury within one month prior to the
VTE event;

— surgery with general/spinal/epidural anaesthe-
sia for > 30 minutes within 3 months prior to
VTE event; or

b) at least two minor risk factors, i.e.:

— active systemic autoimmune disease or
active inflammatory bowel disease;

— acute/active infection, e.g.: sepsis, pneumo-
nia, SARS-CoV-2;

— central venous catheter in the same vas-
cular bed;

— hormone replacement therapy, with es-
trogen containing oral contraceptives or
ongoing in vitro fertilization treatment;

— long distance travel (= 8 hours);

— obesity (BMI = 30 kg/m?);

— pregnancy or postpartum period (within
6 weeks of delivery);

— prolonged immobilization for other reasons
than those already mentioned i.e. lower limb
injury associated with reduced mobility or out-
of-hospital confined to bed > 3 day;

— surgical procedure — as above but with gen-
eral/spinal/epidural anesthesia of < 30 min-
utes within 3 months prior to VTE event.

Domain 2. Macrovascular (arterial

thrombosis)

Arterial thrombosis otherwise unexplained
and confirmed by appropriate testing for: myocar-
dial infarction, peripheral/splanchnic/retinal artery
thrombosis, stroke, and other organ infarcts (kid-
ney, liver, or spleen) — in the absence of visualised
thrombus.

High risk cardiovascular disease (CVD) pro-
file — presence of one or more than one high-risk
CVD factors or three or more moderate-risk CVD
factors if timeline/severity is associated with the
event based on the investigator/s judgement.

a) High risk factors for CVD any of the following

at the time of the event:

— arterial hypertension, with systolic blood
pressure = 180 mmHg or diastolic blood pres-
sure = 110 mmHg;

— chronic kidney disease with estimated glo-
merular filtration rate (GFR) < 60 mL/min, for
more than 3 months;

— diabetes melitus with organ damage or long
duration (type 1 = 20 years, type 2 = 10 years);

— hyperlipidemia (severe); total cholesterol
= 310 mg/dL (8 mmol/L) or low-density li-
poprotein (LDL)-cholesterol > 190 mg/dL
(4.9 mmol/L);

b) moderate CVD risk factors:

— arterial hypertension on treatment, or with
systolic blood pressure = 140 mmHg or dias-
tolic blood pressure = 90 mmHg;

— current tobacco smoking;

— diabetes mellitus, with no organ damage and
short duration (type 1 < 20 years; type 2 <
10 years);

— hyperlipidemia (moderate) on treatment or
total cholesterol above normal but < 310 mg/dL
(8 mmol/L), or LDL-cholesterol < 190 mg/dL
(4.9 mmol/L);

— obesity (BMI = 30 kg/m?).

Domain 3. Microvascular
Suspected (based on physical examination,

clinical symptoms, imaging or laboratory tests):

— livedo racemosa — violaceous, net-like,
blotchy mottling of the skin. irregular, patchy,
persistent skin lesions, reticulated and asym-
metrical, nonuniform, irreversible; broken
and asymetric persistant discoloring should
be differentiated from livedo reticularis with
uniform, reversible, unbroken and symetric
discoloration and should not be scored. Livedo
reticularis is not included in the APS classifica-
tion criteria;

— livedoid vasculopathy lesions — otherwise
unexplained painful papules and violaceous
purpuric plaques, which may rapidly evolve
into hemorrhagic vesicles or bullae; if rup-
tured, may result in small, painful ulcers or
reticulute, confluent, geometric and painful
ulcers;

— antiphospholipid antibody (aPL) nephrop-
athy.

Otherwise unexplained, persistent:

a) arterial hypertension — new-onset hypertension
or deterioration of previously well-controlled
hypertension;

b) proteinuria = 0.5 g/24 hour urine specimen or
protein creatinine ratio 0,5 (mg/mg, or 50 mg/
/mmol); /day or protein/creatinine ratio = 0.5 mg/
/mg (50 mg/mmol);

¢) acute renal failure serum (creatinine level incre-
ased above normal), or

d) glomerular microscopic hematuria.
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Pulmonary hemorrhage (by clinical symp-
toms and imaging); respiratory symptoms (dyspno-
ea, cough, hemoptysis) and otherwise unexplained
pulmonary infiltrates or imaging suggestive of
pulmonary hemorrhage.

Confirmed/established:

— livedoid vasculopathy — by pathology,
once livedoid vasculopathy lesions are pre-
sent. Otherwise unexplained thrombosis of
the small dermal vessels and/or endothelial
proliferation.

— aPL nephropathy (by pathology once sus-
pected aPL nephropathy definition is fulfilled):
a) acute glomerular or and renal vascular
thrombotic microangiopathy lesions including
fibrin thrombi in the arterioles or glomeruli,
without inflammatory cells and immune com-
plexes, b) chronic glomerular and renal vascu-
lar lesions, described as: arterial or arteriolar
microthrombi with, or without recanalization;
fibrous, or fibrocellular occlusion of vessels;
focal cortical atrophy; fibrous and fibrocellular
(arterial or arteriolar) occlusions, focal corti-
cal atrophy with or without thydroidization,
fibrous intimal hyperplasia or chronic/organ-
ized glomerular thrombi. Note: in patients with
systemic lupus arythematosus, aPL nephropa-
thy occurs independent of lesions attributable
to lupus nephritis;

— pulmonary hemorrhage — by histopathol-
ogy or bronchoalveolar lavage (BAL) — oth-
erwise unexplained progressive hemorrhagic
return on BAL or hemosiderin-laden mac-
rophages (> 20%) or lung biopsy demonstrat-
ing capillaritis or microthrombosis;

— myocardial disease (by imaging, or histo-
pathology). Otherwise unexplained non-ST
segment elevation myocardial infarction and
with a normal coronary angiogram (myocardial
infarction with nonobstructive coronary arter-
ies, MINOCA) and cardiac magnetic resonance
imaging (CMRI) abnormalities including:
a) late gadolinium enhancement, b) T2 abnor-
malities, or ¢) perfusion MRI abnormalities.
OR histologically by thrombosis of the small
vessels of the heart.

Adrenal hemorrage or microthrombosis
(by imaging or pathology). Otherwise unexplained
CT or MRI demonstrating hemorrhage, histologi-
cally by thrombosis of the adrenal(micro) vascula-
ture, eg. adrenal plexus, adrenal vein.

Domain 4. Obstetric complications
Prefetal death (preembryonic or embryo-

nic loss) — otherwise unexplained pregnancy loss

before 10 weeks and 0 days of gestation.

Fetal death — otherwise unexplained pre-
gnancy loss between 10. w. 0 d. and 15 w. 6 d. of
gestation (early fetal death), or between 16 w.
0 d. and 34 w. 0 d. of gestation. Note: If a detailed
analysis of the fetal morphology or genetic consti-
tution are unavailable, reasonable clinical judge-
ment should be used based on review of available
medical records.

Preeclampsia with severe features

Preeclampsia, defined as hypertension;
systolic blood pressure = 140 mmHg or diastolic
blood pressure = 90 mmHg on 2 occasions at
least 4 hours apart after 20 weeks of gestation
in a previously normotensive or hypertensive
patient (a sudden blood pressure elevation and/
/or proteinuria after 20 weeks of pregnancy), and
proteinuria (also after 20 weeks of pregnancy),
determined as a) proteinuria = 0.3 mg/mg (30 g/
/mmol) in a random urine specimen, or b) dipstick
protein = 2+ strip test.

The definition of severe preeclampsia in-
cludes the above symptoms plus at least one
of the following severe features:

— severe blood pressure elevation — systolic
blood pressure = 160 mmHg or diastolic blood
pressure = 110 mmHg on 2 occasions, at least
4 hours apart, when the patient is on bed rest
(antihypertensive therapy can be started on
confirmation of severe blood pressure eleva-
tion in which case the 4-hour wait criterion
does not apply);

— central nervous system dysfunction
(CSN): new-onset headache, not accounted
for by other diagnosis and unresponsive to
medication;

— visual disturbances;

— pulmonary edema;

— impaired liver function — elevated blood
concentrations of liver enzymes (more than
twice the upper limit of normal concentration)
or severe, persistent right upper quadrant or
epigastric pain unresponsive to medication
and not accounted for by another diagnosis;

— renal dysfunction — serum creatinine con-
centration > 1.1 mg/dL or a doubling of the
serum creatinine concentration in the absence
of other renal disease;

— thrombocytopenia platelet count of < 100 x
109/L.
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Placental insufficiency with severe fea-
tures:

— intrauterine fetal growth restriction de-
fined as biometry indicating estimated fetal
weight of less than the 10th percentile for
gestational age or postnatal birth weight less
than the 10 th percentile for gestational age
in the absence of fetal-neonatal syndromes or
conditions associated with growth restriction
and;

— abnormal or non-reassuring fetal surveil-
lance tests suggestive of fetal hypoxemia;

— abnormal doppler flow velocimetry wave-
form analysis suggestive of fetal hypoxemia;

— severe intrauterine fetal growth restric-
tion — suggested by fetal biometry indicating
an estimated fetal or postnatal weight of < 3rd
percentile for gestational age;

— oligohydramnios — according to obstetric
criteria;

— maternal vascular malperfusion on his-
tology — suggested by placental thrombo-
sis/infarction, inadequate remodelling of the
uterine spiral arteries (decidual vasculopathy),
decreased vasculosyncytial membranes, in-
creased syncytial knots, or decidual inflamma-
tion. These findings are not specific for APS.

Domain 5: Cardiac valves

Valve thickening (otherwise unexplained) —
based on echocardiographic criteria, mitral valve
thickening is defined as > 4 mm between ages
20-39 years and > 5 mm for those older than age
40 years; and > 3 mm for other valves for any age.
Valve thickening can be associated with valvular
dysfunction (regurgitation or stenosis).

Valve vegetations (otherwise unexplained)
— based on the American Society of Echocardio-
graphy guidelines [9], valve vegetation is defined
as shaggy, lobulated or rounded masses typically
located on the atrial side of the atrioventricular
valves (mitral and tricuspid valves) or ventricular
side of the aortic valve, variable in size, usually
< 1 cm. Unlike lesions in infective endocarditis,
they are not related to valve damage but may be
associated with regurgitation or valve stenosis.

Domain 6. Hematology

Thrombocytopenia — otherwise unexpla-
ined lowest platelet count ever between 20 and
130 x 109/L, confirmed by peripheral blood smear
and repeat testing.

Laboratory criteria

Domain 7. Antiphospholipid antibody test
(aPL) by coagulation-based functional assay

Lupus anticoagulant (LAC) assay used and
interpreted based on ISTH guidelines [10]. A three-
-step procedure is recommended. Results of LAC
testing should be interptreted with caution because
false positive or false negative test results can
occur during anticoagulation treatment as acute-
-phase response due to acute-phase reactants or
in pregnancy due to increase in blood coagulation
factors. Samples from patients receiving anticoa-
gulants shold be marked positive or negative only
by individuals with expertise in performing and
interpreting the LAC assay.

Domain 8. Antiphospholipid antibodies
(aPL) determined by solid phase-based
assay

Anticardiolipin antibodies (aCL) and anti-
-B,-glycoprotein I antibody (ap,GPI) — thresholds
of moderate (40-79 U) and high (= 80 U) should
be determined based on standardized immunoen-
zymatic assays (ELISA) with solid-phase antigen
binding. New automated platforms with variations
of the solid-phase modifications (eg. magnetic mic-
roparticles and microspheres) and various detec-
tion systems (e.g. chemiluminescent immunoassay
(CLIA), multiplex flow immunoassay (MFI) or flow
cytometry ) should not be used for the purpose.
The correlation of the numerical values between
the moderate/high values of ELISA and automated
platforms varies substantially. Therefore these data
can only provide guidance but for classification
purposes they can be used only after additional
validation studies and publication of new guide-
lines issued by the SSC subcommittee of Lupus
Anticoagulant (LAC/aPL) of ISTH.

Conclusions

The presented classification criteria allow to
identify patients with high likelihood of having
antiphospholipid syndrome (APS) and to include
them into clinical trials devised to improve diag-
nosis and management of APS. Presently however,
the very determination of the type and titer of
antiphospholipid antibodies is sufficient to assess
the future risk of clinical complications [11] and to
make appropriate decisions regarding anticoagulant
treatment and duration [12, 13].
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Streszczenie

Zespol antyfosfolipidowy (APS) jest ogolnoustrojowym schorzeniem autoimmunologicznym,
ktory charakteryzuje si¢ klinicznym wystgpowaniem epizodow zakrzepowych, a u kobiet takze
powiklan polozniczych, oraz laboratoryjng obecnoscig we krwi przeciwcial antyfosfolipidowych.
Zasadniczym celem pracy jest szczegolowe przedstawienie nowych kryteriow klasyfikacyjnych
APS, opracowanych przez American College of Rheumatology (ACR) 1 Alliance of Associa-
tions for Rheumatology (EULAR). Zgodnie z metodologiq EULAR zawierajq one kryterium
wstepne, ktorego spelnienie jest niezbedne, aby rozpoczqc proces klasyfikacyi, orvaz skladajq sie
z 8 domen klinicznych i laboratoryjnych, pozwalajgcych zakwalifikowac chorego jako cierpig-

cego na APS z 99-procentowq swoistosciq.

Stowa kluczowe: zespot antyfosfolipidowy; przeciwciata antyfosfolipidowe;
antykoagulant tocznia; zakrzepica; powiktania potoznicze; kryteria klasyfikacyjne

Wstep

Zespol antyfosfolipidowy (APS, antiphospho-
lipid syndrome) to schorzenie, w ktorym wspoi-
wystepuja kliniczne objawy zakrzepicy zylnej lub
tetniczej, a u kobiet takze powikian potozniczych
z obecno$cig w osoczu chorego autoprzeciwcial
antyfosfolipidowych (aPL, antiphospholipid an-
tibodies). Naleza do nich: wykrywany metodami
koagulometrycznymi antykoagulant toczniowy
(LA, lupus anticoagulant) oraz wykrywane meto-
dami immunologicznymi przeciwciala skierowane
przeciwko kompleksom biatek i ujemnie natado-

J. Transf. Med. 2023; 16: 110-116

wanych fosfolipidow, do ktérych naleza: przeciw-
ciala antykardiolipinowe (aCL, anti-cardiolipin
antibodies) 1 przeciwciala skierowane przeciwko
B,-glikoproteinie I (aB,-GPI, anti-B,-glycoprotein I
antibodies).

Jest to zatem schorzenie autoimmunologiczne
(prawdopodobnie jedno z najczestszych), ktorego
etiologia nie jest znana, a w patogenezie uwzgled-
nia sie role autoprzeciwcial o do$¢ heterogenne;j
charakterystyce. Wspolistniejace z tymi autoprze-
ciwcialami objawy kliniczne wystepuja czesto i sa
wywolywane w ogolnej populacji szeregiem innych,
znanych przyczyn. W takiej sytuacji konieczne jest

Adres do korespondencji: prof. dr hab. n. med. Jacek Musiat, II Katedra Chorob Wewnetrznych im. Prof. Andrzeja Szczeklika,
Uniwersytet Jagiellonski, Collegium Medicum, ul. Skawinska 8, 31-066 Krakow, e-mail: jacek.musial@uj.edu.pl

Nadestano: 25.09.2023 Przyjeto do druku: 26.09.2023

Data pierwszej publikacji: 11.10.2023

Artykut jest dostepny bezplatnie na podstawie licencji Creative Common Attribution-Non-Commercial-No Derivatives 4.0 International (CC BY-NC-ND 4.0) umozliwiajacej jego pobra-
nie oraz udostepnianie pod warunkiem wskazania autorstwa i wydawcy. Niedopuszczalne jest wprowadzanie jakichkolwiek zmian lub wykorzystanie komercyjne bez zgody wydawcy.

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



Jacek Musial, Nowe kryteria klasyfikacyjne zespolu antyfosfolipidowego — 2023

wyodrebnienie 1 opisanie charakterystycznych dla
zespolu, powigzanych ze sobg cech laboratoryjnych
1 klinicznych, aby na ich podstawie stworzyc¢ kryte-
ria klasyfikacyjne, ktore pozwola prowadzi¢ badania
nad w miare jednolitymi grupami chorych. Kryteria
stuza przede wszystkim dla klasyfikowania chorych
wigczanych do badan naukowych nad patogeneza,
diagnostyka i leczeniem wyodrebnionych zespotow
chorobowych.

Takie ostatnie kryteria klasyfikacyjne dla
zespolu antyfosfolipidowego opracowano w czasie
konferencji w Sapporo i opublikowano w 2006 roku
[1]. Pokrétce: dla zakwalifikowania zespoiu wykry-
tych objawow jako pewnego zespolu antyfosfolipi-
dowego konieczne bylo spelnienie jednego kryte-
rium Kklinicznego (zakrzepica zylna, tetnicza lub
zakrzepica drobnych naczyn, a u kobiet powiktania
poloznicze) i jednego kryterium laboratoryjnego
(obecno$¢ antykoagulantu tocznia i/lub obecnosci
w umiarkowanym lub wysokim mianie przeciwcial
aCL i/lub aB,-GPI w klasie IgG lub IgM).

Juz od poczatku zwracano uwage, iz zapropo-
nowane Kryteria nie uwzgledniaja wielu aspektow
klinicznych 1 laboratoryjnych. Po pierwsze, nie
uwzgledniono w nich szeregu innych objawow
klinicznych, ktore nie mialy podioza zakrzepo-
wego, a czesto wspolwystepowaly z obecnoScig
aPL. Naleza tu: maloplytkowo$¢, niedokrwisto$é
hemolityczna, zmiany zastawkowe serca, nefro-
patia oraz wiele rzadszych objawow zwigzanych
z wspolistnieniem mikroangiopatii zakrzepowej.
Ttumaczono to wowczas glownie mala swoistoScia
wyzej wymienionych objawow. Ponadto, od czasu
ukazania sie kryteriow opisano nowe rodzaje
przeciwcial antyfosfolipidowych, wigzacych sie
silnie z zakrzepowymi objawami zespotu. Wsrod
nich wyro6znia sie przede wszystkim przeciwciala
przeciwko domenie I f,-glikoproteiny I (aDI) —
domenie przeciwko ktorej miataby by¢ skierowana
wiekszo$¢ patogennych przeciwcial antyfosfolipi-
dowych [2]. Innymi przeciwciatami, ktore wykazuja
silny zwigzek z obecno$cig antykoagulantu tocz-
niowego, sa przeciwciala skierowane przeciwko
kompleksom fosfatydyloseryna/protrombina (aPS/
/PT) [3]. Staly sie one nawet elementem sugerowa-
nej skali oceny ryzyka zakrzepicy (GAPSS, global
antiphospholipid syndrome score) u chorych z ze-
spolem antyfoosfolipidowym [4]. Pojawily sie takze
pytania o ewentualng niezalezng role obecno$ci
przeciwcial antyfosfolipidowych w klasie IgA [5].

Jednoczes$nie oczywistym okazalo sie, iz zagro-
zenie objawami klinicznymi, a przede wszystkim
epizodami zakrzepowymi jest zréznicowane i za-
lezy od typu wykrywanych przeciwcial, ich miana

oraz trwalego czy tez przemijajacego charakteru
ich obecnoSci. Z drugiej strony bylo oczywiste,
1z u niektorych chorych objawy zakrzepowe (jak
1 inne) mogly znalez¢ uzasadnienie w obecno$ci
innych niz przeciwciata antyfosfolipidowe, klasycz-
nych czynnikach ryzyka ich wystepowania.

Na podstawie nowych danych pochodzacych
z badan naukowych opublikowanych po 2006 roku
podjeto probe opracowania nowych kryteriow
klasyfikacyjnych, postugujac sie metodologia sto-
sowang przez European Alliance of Associations for
Rheumatology (EULAR). Juz na wstepnym etapie
prac nad nowymi kryteriami zredukowano liczbe
rozpatrywanych objawow klinicznych i wyelimi-
nowano przeciwciala aDI, aPS/PT 1 przeciwciala
klasy IgA, jako nieposiadajace niezaleznej (od
wspolwystepujacych aPL, dotychczas ujmowanych
w kryteriach APS) warto$ci diagnostycznej, a wiec
nie podnoszacych dodatkowo swoisto$ci kryteriow
laboratoryjnych [6]. Dlatego wérod kryteriow
klasyfikacyjnych juz od poczatku, bez zmian w sto-
sunku do kryteriow z Sapporo, pozostaly jedynie:
antykoagulant tocznia oraz przeciwciala antykardio-
lipinowe i przeciwciala przeciwko f,-glikoproteinie
I w klasach IgG 1 IgM.

Ostatecznie w 2023 roku opublikowano nowe
kryteria klasyfikacyjne zespotu antyfosfolipidowe-
go, zgodnie z ujednolicong metodologia EULAR,
a opracowane przez zespol ekspertow, tgcznie
przez American College of Rheumatology (ACR)
1 EULAR [7, 8]. Roznig sie one w wielu punktach
od poprzednich kryteriow [7, 8].

Przede wszystkim wprowadzono kryteria
wyjSciowe, ktorych spelnienie jest niezbedne,
aby podja¢ sie klasyfikowania chorego (ryc. 1).
Skrocono do 3 lat maksymalny okres, jaki mogt
uplynac pomiedzy objawem/kryterium klinicznym,
a stwierdzeniem obecno$ci przeciwcial antyfosfoli-
pidowych. Objawy kliniczne i kryteria laboratoryjne
podzielono na 8 domen, a objawom i wynikom badan
zawartym w tych domenach przypisano pewng
wage, okreSlana liczbg punktow. Rozszerzono
znacznie liste objawow klinicznych, w tym wielu
nowych, oraz tych pominietych we wcze$niejszej
wersji kryteriow. Jednocze$nie wsrod kryteriow
klinicznych zwiazanych z zakrzepicg potozono duzy
nacisk na okre§lenie, czy stwierdzany (a nieswoisty
wylacznie dla APS) objaw moze mie¢ inng réwnie
lub bardziej prawdopodobng przyczyne. Obecnie
klasyfikujac chorego, nalezy uwzglednic tylko ten
objaw/wynik z danej domeny, ktéry ma przypisang
najwyzsza wage/najwyzsza liczbe punktow. Jesli
chory po spelnieniu kryteriéw wyjSciowych zgro-
madzi nastepnie po co najmniej 3 punkty z domen
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KRYTERIA WYJSCIOWE
Co najmniej jedno udokumentowane kryterium kliniczne, zawarte w domenach 1-6 oraz

Dodatni wynik badania przeciwciat antyfosfolipidowych (aPL) (antykoagulant tocznia, umiarkowane/wysokie
miano przeciwciat antykardiolipinowych lub przeciwko B2-glikoproteinie I, klasy IgG lub IgM) uzyskany w ciggu 3 lat
od udokumentowania kryterium klinicznego

Jesli nieobecne — nie usituj klasyfikowac¢ jako APS; jesli obecne — zastosuj kryteria dodatkowe

Y

KLINICZNE | LABORATORYJNE KRYTERIA DODATKOWE
Nie zaliczaj kryterium klinicznego, jesli istnieje jego réwnie lub bardziej prawdopodobna przyczyna niz APS
W zakresie kazdej domeny licz tylko kryterium o najwyzszej wadze (punktacji)

DOMENY | KRYTERIA KLINICZNE Waga
D1. Duze naczynia (zylna-choroba zakrzepowo-zatorowa [zChzZ])

— ZChZZ u chorego z wysokim profilem ryzyka* 1
— ZChZZ u chorego bez wysokiego profilu ryzyka 3
D2. Duze naczynia (zakrzepica tetnicza — [ZT])

— ZT u chorego z wysokim profilem ryzyka sercowo-naczyniowego* 2
— ZT bez wysokiego profilu ryzyka jw. i

D3. Mikronaczynia

Podejrzenie jednego z ponizszych: 2
— livedo racemosa (badanie przedmiotowe')

— livedoid vasculopathy (badanie przedmiotowe)

— ostra/przewlekta nefropatia zwigzana z aPL (badanie przedmiotowe lub laboratoryjne?2)

— krwawienie $rédpecherzykowe (badanie przedmiotowe lub obrazowe?)

Ustalone rozpoznanie jednego z ponizszych: 5
— livedoid vasculopathy (badanie przedmiotowe lub histopatologiczne?®)

— ostra/przewlekta nefropatia zwigzana z aPL

— krwawienie srédpecherzykowe (BAL® lub badanie histopatologiczne)

— choroba miesnia sercowego (badanie obrazowe lub histopatologiczne)

— krwawienie do nadnerczy (badanie obrazowe lub histopatologiczne)

D4. Powiktania potoznicze

— = 3 nastepujace po sobie utraty cigzy w stadium (przed)zarodkowym (< 10 tygodni),

lub obumarcia ptodu (10 tygodni 0 dni—15 tygodni 6 dni) 1
— Obumarcie ptodu (16 tygodni 0 dni—33 tygodnie 6 dni) bez obecnosci ciezkiego stanu przedrzucawkowego
lub ciezkiej niewydolnosci tozyska 1
— Ciezki stan przedrzucawkowy (< 34 tygodni 0 dni) lub ciezka niewydolnos¢ tozyska (< 34 tygodni O dni)
z lub bez obumarcia ptodu 3
— Ciezki stan przedrzucawkowy (< 34 tygodni O dni) i ciezka niewydolnos¢ tozyska
(< 34 tygodni O dni) z lub bez obumarcia ptodu 4
D5. Zastawki serca
— Pogrubienie 2
— Wegetacje 4
D6. Hematologia
Matoptytkowos¢ (20-130 x 109/1) 2
DOMENY | KRYTERIA LABORATORYJNE Waga

D7. Badanie aPL za pomocg czynnosciowego testu krzepniecia (badanie antykoagulantu tocznia [LA])
za pomocg czynnosciowego testu krzepniecia

— Dodatni LA (jednorazowo) 1
— Dodatni LA (trwale) 5

D8. Badanie aPL metoda ELISA w fazie statej (przeciwciata antykardiolipinowe [aCL] i/lub przeciwciata
przeciwko beta2-glikoproteinie | [a-beta,GPI] — obecnos¢ trwata)

— Umiarkowanie/wysoko® dodatnie aCL i/lub a-pB,GPI klasy IgM
— Umiarkowanie dodatnie aCL i/lub anty-3,GPI klasy IgG

— Wysoko dodatnie aCL lub ap,GPI klasy IgG

— Wysoko dodatnie aCL i aB,GPI klasy 1gG

N U b =

PODLICZ PUNKTY

Klasyfikuj dla celéw badawczych jako zespo6t antyfosfolipidowy, jesli zgromadzono co najmniej 3 punkty
z domen klinicznych oraz 3 punkty z domen laboratoryjnych

Rycina 1. Kryteria klasyfikacyjne zespotu antyfosfolipidowego — 2023 ACR/EULAR [7, 8]

*Czynniki okreslajace ryzyko ZChZZ oraz ZT — patrz nizej; 'badanie przedmiotowe — podejrzenie podijete na podstawie badania przedmiotowego; 2badanie laborato-
ryjne — podejrzenie kliniczne podjete na podstawie wynikéw badan laboratoryjnych; 3badanie obrazowe — podejrzenie kliniczne podjete na podstawie badan obra-
zowych; *badanie histopatologiczne — rozpoznanie ustalone na podstawie badania histopatologicznego; BAL (bronchoalveolar lavage) — ptukanie pgcherzykowo-
-oskrzelikowe; ®przeciwciata umiarkowanie dodatnie 40-79U, wysoko dodatnie = 80U; APS (antiphospholipid syndrome) — zespét antyfosfolipidowy
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klinicznych 1 laboratoryjnych, jest klasyfikowany
jako cierpigcy na zespo6! antyfosfolipidowy.

Zgodnie z zalozeniami dla dobrych kryteriow
klasyfikacyjnych aktualne zalecenia wykazuja
99-procentowg swoisto$¢ 1 84-procentowa czulosé.
Nalezy w tym miejscu podkreslié, iz kryteria klasy-
fikacyjne nie sa kryteriami diagnostycznymi. Stuza
one doborowi jednolitych grup chorych w celach
badan naukowych.

Opis procesu klasyfikacyjnego i domen Kkli-
nicznych oraz laboratoryjnych zawiera rycina 1.
W dalszej kolejnoSci przedstawiono takze dosc
szczegblowe definicje kryteriow klasyfikacyjnych,
ich swoistg ontologie, ktéra ma pomoc w ich jed-
nolitym rozumieniu.

Szczegolowe definicje kryteriow
klasyfikacyjnych zespolu
antyfosfolipidowego [7, 8]

Kryteria Kliniczne

Domena 1. Duze naczynia (Zylna choroba

zakrzepowo-zatorowa)

Zylna choroba zakrzepowo-zatorowa (ZChZZ),
nieznajdujaca innego wyjasnienia (réwnie lub bar-
dziej prawdopodobnego) oraz potwierdzona wiasci-
wymi metodami diagnostycznymi dla: zatorowosci
plucnej, zakrzepicy zyl giebokich konczyn, zyt
trzewnych 1 nerkowych, zakrzepicy zatok mozgu
oraz zamkniecia zy! siatkowki 1 itp.

Wysoki profil ryzyka ZChZZ to:

a) obecno$¢ jakiegokolwiek z duzych czynnikow

ryzyka ZChZZ, tzn.:

— aktywny proces nowotworowy — w trakcie
leczenia, w tym leczenia hormonalnego, a tak-
ze nawrotu/progresji choroby pomimo leczenia
w czasie wystapienia epizodu ZChZZ;

— hospitalizacja z ostrych przyczyn z unieru-
chomieniem w 16zku przez co najmniej 3 dni
w okresie do 3 miesiecy przed wystapieniem
epizodu ZChZZ;

— duzy uraz ze zlamaniami konczyn, uszko-
dzeniem rdzenia w ciggu jednego miesigca
poprzedzajacego epizod ZChZZ;

— zabieg chirurgiczny ze znieczuleniem ogoél-
nym/dordzeniowym/nadoponowym trwajacym
dtuzej niz 30 min w ciggu 3 miesiecy poprze-
dzajacych epizod ZChZZ, lub

b) obecnos¢ co najmniej dwoch mniejszych czyn-

nikow ryzyka, tzn.:

— aktywna ogolnoustrojowa choroba auto-
immunologiczna lub aktywne nieswoiste
zapalenie jelit;

— ostra/aktywna ciezka infekcja, np.: sepsa,
zapalenie pluc, SARS-CoV-2;

— cewnik w zyle centralnej, w tym samym co
zakrzep w lozysku naczyniowym;

— hormonalna terapia zastepcza, doust-
ne $rodki antykoncepcyjne zawierajace
estrogeny lub trwajacy proces zaplodnie-
nia in vitro;

— dlugotrwatla podroz (= 8 godz.);

— otylosé (BMI = 30 kg/m?);

— cigza lub polog (w okresie 6 tygodni po
porodzie);

— przedluzajace sie unieruchomienie inne
niz powyzej, czyli na przyklad uraz konczyny
dolnej z upoS§ledzeniem poruszania sie lub
unieruchomienie w 16zku ponad 3 dni, poza
szpitalem;

— zabieg chirurgiczny (jak wyzej), lecz trwaja-
cy ponizej 30 minut w ciggu 3 miesiecy przed
epizodem ZChZZ.

Domena 2. Duze naczynia (zakrzepica

tetnicza)

Zakrzepica tetnicza nieznajdujaca innego row-
nie lub bardziej prawdopodobnego wyjasnienia oraz
potwierdzona wlaSciwymi metodami diagnostycz-
nymi dla odpowiednio: zawalu serca, zakrzepicy
tetnic obwodowych/trzewnych/siatkowki, udaru
mozgu oraz zawalow innych organow (nerek, wa-
troby lub §ledziony) bez uwidocznienia zakrzepu.

oki profil ryzyka chorob sercowo-naczy-
niowych (ChS-N) to obecno$¢ jednego lub wiecej
czynnikoOw wysokiego ryzyka ChS-N lub trzech lub
wiecej czynnikdw umiarkowanego ryzyka ChS-N,
jesliich chronologia (obecnoS¢ w czasie)/nasilenie
wigze sie w uznaniu badacza z epizodem zakrzepicy.

a) Czynniki wysokiego ryzyka ChS-N:

— nadci$nienie tetnicze, z ciSnieniem skur-
czowym = 180 mmHg lub rozkurczowym =
110 mmHg;

— przewlekla choroba nerek przy GFR <
60 ml/min, przez ponad 3 miesigce;

— cukrzyca z uszkodzeniem narzadow lub o diu-
gim czasie trwania (typu 1 = 20 lat, typu 2 =
10 lat);

— hiperlipidemia (ciezka); stezenie choleste-
rolu catkowitego = 310 mg/dl (8 mmol/l) lub
stezenie cholesterolu frakcji LDL > 190 mg/
/dl (4,9 mmol/1);

b) Czynniki umiarkowane ryzyka ChS-N:
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— nadciS$nienie tetnicze w czasie lecze-
nia lub z trwalym ci$nieniem skurczowym
= 140 mmHg lub rozkurczowym = 90 mmHg;

— obecne palenie tytoniu;

— cukrzyca, bez uszkodzenia narzadow 1 krot-
kim czasie trwania (typu 1 < 20 lat; typu 2 <
10 lat);

— hiperlipidemia (umiarkowana) w czasie le-
czenia lub przy catkowitym poziomie chole-
sterolu powyzej warto$ci prawidlowej, lecz <
310 mg/dl (8 mmol/l) lub cholesterolu frakcji
LDL < 190 mg/dl (4,9 mmol/l);

— otylo§é (BMI = 30 kg/m?).

Domena 3. Mikronaczynia
Podejrzenie (na podstawie badania przedmio-

towego, objawow Kklinicznych, badan obrazowych

lub badan laboratoryjnych):

— livedo racemosa (pol. plamica groniasta) —
sinawe, nieregularne, poprzerywane, trwale
zmiany skorne, o siatkowatym rysunku i nie-
symetrycznym charakterze; nalezy odr6znic
od livedo reticularis (pol. plamicy siatkowatej),
ktora ma charakter regularny, przemijajacy
(np. pod wplywem ogrzania), symetryczny,
z rysunkiem regularnym, o zamknietych ocz-
kach sieci. Livedo reticularis nie jest zaliczane
do kryteriow APS;

— livedoid vasculopathy (pol. sinicze zapalenie
naczyn) — niewyjasnione innymi przyczynami
czerwonawo-sine, bolesne guzki i plamica,
ktore moga szybko zmieni¢ sie w krwawe
pecherze, ktore w przypadku pekniecia po-
zostawiaja drobne, bolesne owrzodzenia, lub
siatke bolesnych owrzodzen;

— mnefropatia zwigzana z obecno$cia aPL
(antiphospholipid antibody nephropathy).
Nieznajdujace innego wyjasnienia i utrwalone:

a) nadci$nienie tetnicze — nowo wykryte lub po-

gorszenie dobrze kontrolowanej choroby;

b) biatkomocz = 0,5 g/dobe lub wskaznik biatko/

/kreatynina = 0,5 (mg/mg lub 50 mg/mmol);

¢) ostra niewydolno$¢ nerek (wzrost kreatyniny

ponad gorng granice normy), lub

d) mikroskopowy krwinkomocz pochodzenia kieb-

kowego.

Krwawienie Srodpecherzykowe — objawy
ze strony uktadu oddechowego (np. dusznosé, ka-
szel, krwioplucie) oraz nacieki ptucne w badaniach
obrazowych bez innej przyczyny, a sugerujace
krwawienie.

Potwierdzone rozpoznanie:

— livedoid vasculopathy — w badaniach histo-
patologicznych zakrzepica drobnych naczyn

skornych i/lub proliferacja $rodbionka w bada-

niu histopatologicznym, bez innej okres§lonej

przyczyny;

— nefropatia zwigzana z obecnos$ciag aPL
w badaniach histopatologicznych: a) ostra
mikroangiopatia klebuszkowa i1 naczyn ner-
kowych z zakrzepami zlozonymi z widknika
w arteriolach i1 naczyniach kiebuszka, bez
komorek zapalnych i kompleksow immunolo-
gicznych, b) przewlekie zmiany kiebuszkowe
1 naczyniowe, opisywane jako: mikrozakrze-
pica tetnic 1 arterioli z lub bez rekanalizacji;
wioknikowe lub wibknisto-komorkowe okluzje
naczyn; ogniskowa atrofia korowa; wioknisty
przerost warstwy wewnetrznej lub przewlekle,
zorganizowane zakrzepy w klebkach. Uwaga:
u chorych na toczen ukltadowy rumieniowaty
zmiany te wystepujg niezaleznie od zmian
typowych dla nefropatii toczniowe;;

— krwawienie §rodpecherzykowe — w bada-
niach histopatologicznych lub w poptuczynach
oskrzelikowo-pecherzykowych (BAL), bez
innych znanych przyczyn: stala narastajaca
obecno$¢ krwistej wydzieliny w BAL z makro-
fagami obladowanymi hemosyderyng (> 20%),
lub capillaritis, lub mikrozakrzepy w biopsji
pluca;

— choroba mie$nia sercowego — w badaniach
obrazowych lub badaniach histopatologicznych,
bez innego, mozliwego wyjasnienia: zawal ser-
ca bez uniesienia ST 1 przy prawidlowym Kkoro-
narogramie (MINOCA, myocardial infarction
with non-obstructive coronary arteries) oraz
histologicznie z zakrzepica drobnych naczyn,
lub zmiany w sercu technika obrazowania rezo-
nansem magnetycznym, okreSlane jako: a) late
gadolinum enhancement, b) nieprawidiowosci
T2 lub c) zaburzenia perfuzji.

Krwotok do nadnerczy lub zakrzepica
splotu naczyniowego w badaniach technika
tomografii komputerowej lub rezonansu magne-
tycznego, ktore wykazuja niewyjasnione innymi
przyczynami: krwotok lub na podstawie badania
histopatologicznego zakrzepice nadnerczowego
splotu naczyniowego.

Domena 4. Powiklania poloznicze

Utrata ciazy w okresie przed- i embrio-
nalnym — utrata przed 10 tygodniem 0 dni cigzy,
bez innej uchwytnej przyczyny.

Smieré ptodu — to utrata ciazy pomiedzy
10. tygodniem 0 dni a 15 tygodniem 6 dni ciazy
(wczesna) lub pomiedzy 16 tygodniem O dni a 34 ty-
godniem 0 dni cigzy. Uwaga: Jesli nie jest dostepne
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dokladne genetyczne i morfologiczne badanie plo-

du, nalezy postuzyc¢ sie racjonalng ocena kliniczna,

opartg na dostepnych danych medycznych.

Ciezki stan przedrzucawkowy
(pre-eclampsia with severe features).

Stan przedrzucawkowy to nadci$nienie,
definiowane jako skurczowe tetnicze ciS$nienie
krwi = 140 mmHg lub rozkurczowe = 90 mmHg,
stwierdzone co najmniej dwukrotnie, w odstepie co
najmniej 4 godzin, stwierdzone po 20. tygodniu
ciazy u kobiety, ktora miala poprzednio prawidlowe
ci$nienie krwi lub cierpiata na nadci$nienie (w tym
ostatnim przypadku, aby rozpoznac¢ stan przedrzu-
cawkowy, powinno doj$¢ po 20. tygodniu ciazy do
nagltego wzrostu ci$nienia krwi i/lub hiatkomoczu),
oraz bialkomocz (takze po 20. tygodniu ciazy),
albo stwierdzony jako: a) biatkomocz = 0,3 mg/mg
(30 g/mmol) w przypadkowe] probce moczu lub b)
bialko w moczu przy uzyciu testu paskowego = 2+.

CiezKki stan przedrzucawkowy to powyz-
sze objawy oraz co najmniej jedno z poniz-
szych objawow ciezKkich (severe features):

— znaczne podwyzszenie ci$nienie krwi
— ci$nienie skurczowe = 160 mmHg lub roz-
kurczowe = 110 mmHg przy dwoch okazjach,
co najmniej w odstepie 4 godzin, kiedy chora
spoczywa w 16zku (jesli stwierdzimy znaczny
wzrost ciSnienia, mozna rozpoczaC leczenie
— wtedy nie obowigzuje kryterium 4 godzin);

— zaburzenia ze strony centralnego systemu
nerwowego (CSN): nowy bdl glowy, niewy-
jasniony innymi przyczynami i niereagujacy
na leki;

— zaburzenia widzenia;

— obrzek ptluc;

— uszkodzenie funkcji watroby — podwyz-
szenie aktywnosSci enzymow watrobowych co
najmniej 2 razy ponad gorng granice normy lub
silny, ciagly b6l w nadbrzuszu lub prawym gor-
nym kwadrancie jamy brzusznej, niereagujacy
na leki — niewyjasnione innymi przyczynami;

— zaburzenia czynno$ci nerek — stezenie
kreatyniny w surowicy ponad 1,1 mg% lub
podwojenie stezenia kreatyniny bez innej
choroby nerek;

— maloplytkowo$é < 100 x 10%/1.

Ciezka niewydolno§¢ tozyska:

— wewnatrzmaciczne ograniczenie wzrostu
plodu: waga ptodu < 10 percentyla dla wieku
plodowego lub masa urodzeniowa < 10 per-
centyla dla wieku plodowego przy nieobecnosci
zwiazanych z ograniczeniem wzrostu przyczyn
genetycznych lub zespolow ptodowo-noworod-
kowych, oraz

— nieprawidlowe lub niepokojace wyniki
monitorowania pfodu — badanie sugerujace
niedotlenienie plodu;

— nieprawidlowe przeplywy w badaniu
doplerowskim — badanie sugerujgce niedo-
tlenienie ptodu;

— ciezkie wewnatrzmaciczne ograniczenie
wzrostu pfodu — biometria ptodu wskazujaca
na wage plodowa lub po urodzeniu < 3 percen-
tyla dla wieku ptodowego;

— malowodzie — zgodnie z polozniczymi kry-
teriami;

— upoSledzenie matczynej perfuzji naczy-
niowej fozyska — na takie upo$ledzenie
wskazuja w badaniu histopatologicznym za-
krzepica/zawal fozyska, patologia naczyniowa
doczesnej, zapalenie doczesnej, nieprawidlo-
wosci syncytiotrofoblastu. Zmiany te nie sg
swoiste dla APS.

Domena 5. Zastawki serca

Pogrubienie zastawek (niewyjasnione in-
nymi przyczynami) — na podstawie kryteriow
echokardiograficznych pogrubienie > 4 mm u 0s6b
w wieku 20-39 lat, a > 5 mm u osob w wieku
= 40 lat; > 3 mm dla innych zastawek w kazdym
wieku. Pogrubieniu moze towarzyszy¢ niedomy-
kalno$c¢ lub zwezenie zastawki.

Wegetacje na zastawkach (niewyjasnione
innymi przyczynami) — na podstawie zalecen
American Society of Echocardiography [9] sa to
wieloplatowe, kragle twory, typowo zlokalizowane
na przedsionkowej powierzchni zastawek mitralnej
1trojdzielnej lub komorowej powierzchni zastawki
aortalnej, zmiennej wielkoSci, zwykle < 1 cm.
W odro6znieniu od zmian w infekcyjnym zapaleniu
wsierdzia nie s3 zwigzane z destrukcja zastawki.
Moga sie wiagzac z niedomykalnoScia lub zweze-
niem zastawki.

Domena 6. Hematologia

Matloplytkowo§¢é — niewyjasnione innymi
przyczynami obnizenie liczby ptytek krwi, nie nizej
niz 20-130 x 1091, potwierdzone rozmazem krwi
obwodowej 1 powtérzone pomiary.

Kryteria laboratoryjne

Domena 7. Badanie przeciwciat
antyfosfolipidowych czynnoS§ciowa
metodg koagulometryczng

Antykoagulant toczniowy — okresla-
ny zgodnie z zaleceniami International Socie-
ty on Thrombosis and Hemostasis (ISTH) [10].
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Zalecana jest procedura trojstopniowa. Nalezy
zwroci¢ uwage na mozliwo§¢ uzyskania wynikow
falszywie dodatnich i ujemnych, przy stosowaniu
lekow przeciwzakrzepowych, reakcjach ostrej
fazy (wplyw markerow ostrej fazy) czy w ciazy.
W przypadku stosowania lekow przeciwzakrzepo-
wych wyniki badah muszg by¢ wykonywane 1 in-
terpretowane przez osoby posiadajace eksperckie
doswiadczenie w wykonywaniu takich oznaczen.

Domena 8. Przeciwciala antyfosfolipidowe
oznaczane metodami z uzyciem fazy stalej

Przeciwciala antykardiolipinowe (aCL) 1 prze-
ciwciata przeciwko f3,-glikoproteinie I (aB,GPI) —
punkty odciecia dla umiarkowanych (40-79 U)
1 wysokich (= 80 U) wartoSci przeciwcial powinny
by¢ ustalone na podstawie wystandaryzowanych
testow immunoenzymatycznych (ELISA) z wia-
zaniem antygenu w fazie stalej. Nie powinno sie
dla tych celow uzywac szeroko obecnie wprowa-
dzanych zautomatyzowanych platform z réznymi
modyfikacjami fazy stalej dla wigzania antygenu
(mikrosfery, magnetyczne mikroczastki) i roznych
nowych sposobow detekcji (np. chemiluminescen-
cja, flowcytometria itp.). Wynika to z faktu, iz progi
odciecia dla warto$ci umiarkowanych/wysokich
pomiedzy testami ELISA a zautomatyzowanymi
platformami znacznie sie ro6znig. Ich zastosowa-
nie do celow klasyfikacyjnych bedzie mozliwe po
przeprowadzeniu dodatkowych badan i wydaniu
odpowiednich wskazowek przez podkomitet SSC
LAC/aPL, towarzystwa ISTH.

Podsumowanie

Przedstawione kryteria pozwalaja z wysoka
swoisto$cig zaklasyfikowaé chorego do grupy
chorych cierpigcych na zesp6l antyfosfolidowy
1 wlaczy¢ ich do badan klinicznych usprawniaja-
cych diagnostyke i1 leczenie APS. Natomiast juz
obecnie okreslajgc rodzaj 1 miano przeciwcial an-
tyfosfolipidowych, mozna okres$li¢ przyszie ryzyko
wystapienia powikltan klinicznych [11] i podjac
wlasSciwe decyzje co do czasu trwania i doboru
leczenia przeciwzakrzepowego [12, 13].
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Summary

Platelet function disorders (PFD) are a rare and heterogeneous group of hemorrhagic diathesis.
Comprehensive diagnostics of impaired platelet function (PLT) — the so called thrombocyto-
pathy — requires the use of special testing. The gold standard for measurement/diagnostics of
platelet function disorders is light transmission aggregometry (LTA). A platelet agonist (ADE
arachidonic acid, collagen, ristocetin, epinephrine) is added at an appropriate concentration to
the sample of platelet-rich plasma. The interaction with the agonist leads to platelet activation
and subsequent platelet aggregation. Aggregate formation is accompanied by a corresponding
increase in light transmission. This review presents the principle of the LTA method, and
a discussion of the basic panel of platelet aggregation agonists. In addition, the strengths and
limitations of the LTA method are characterized and the method is compared with other alter-

native methods of PFD diagnostics.

Keywords: platelets; thrombocytopathies; agonist; laboratory diagnostics;

light transmission aggregometry; LTA

Introduction

Platelet abnormalities include both quantita-
tive disorders (problems with the number of pla-
telets) as well as the less frequent — disability of
the function performed by the PLT in hemostasis.
Thrombocytopathies are a group of bleeding abnor-
malities caused by congenital or acquired platelet
disorders that impair platelet function in the blood
coagulation process. Inherited thrombocytopathies
may result either from structural abnormalities
in platelet granules, receptors and phospholipid
membrane or from abnormal PLT activation due to
inappropriate signaling. However, acquired throm-
bocytopathies which result from the use of certain
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drugs and accompany other chronic diseases (e.g.
myeloproliferative neoplasms, cirrhosis, etc.) are
diagnosed more frequently. Correct diagnosis of
inherited thrombocytopathies is often problematic
due to the high complexity of platelet defects. In
addition, the diagnosis of this group of disorders is
often associated with series of complex laboratory
tests, which are not easily accessible and often
provide ambiguous information [1].
Comprehensive diagnosis of thrombocyto-
pathy — dysfunctional platelets (thrombocytes)
— requires special testing. Depending on their
availability, the panel of laboratory tests includes:
microscopic evaluation of the peripheral blood
smear, measurement of the occlusion time (CT,
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Figure 1. The mechanism of the LTA (description in the text) [6]; PLT — platelets, PRP — platelet-rich plasma

closure time) in the platelet function analyzer
(PFA-100/200), analysis of the degree of PLT
aggregation in the presence of aggregating factors,
measurement of the concentration of intraplatelet
proteins and their metabolites, flow cytometry
assessing proteins (glycoproteins) on platelet sur-
face as well as genetic tests which are becoming
increasingly frequent [1].

Among these special tests, the so-called pla-
telet aggregation tests, are classified as specific
for primary hemostasis. The most common as-
sessment method of platelet aggregation and also
the gold standard for PFD diagnosis is optical
aggregometry based on the measurement of visible
light transmission (LTA). The method was first
described by Born and O’Brien about 50 years ago,
and up to date it has remained a recognized diag-
nostic tool for identification of platelet dysfunction
(both congenital and acquired) and is still used in
many specialized hemostasis laboratories [2, 3].

Principle of the light transmission
aggregometry method

Light transmission aggregometry (LTA) is
based on the measurement of the changes in the
transmitted light which passes through two cuvet-
tes, one of which contains autologous standard
platelet-poor plasma (100% light transmittance).
The other cuvette contains the tested platelet-rich
plasma (PRP) sample with agonist (activator) ad-
ded at a volume not exceeding 10% of the plasma
sample. The observed aggregation of platelets
(aggregates formation) is induced by the intera-

ction between the agonist added to PRP and the
appropriate activated membrane receptor complex
(glycoprotein GP) [4]. During platelet aggregation,
a number of biochemical and structural changes
occur which are induced by the activation of various
receptor-associated signaling pathways. Ultimately,
irrespective of the mechanism, the fibrinogen
receptor (glycoprotein — GPIIb/IIIa) is activated
to form a platelet-fibrin network. Platelet aggre-
gates are formed which are visible in platelet-rich
plasma (Fig. 1). Aggregation of platelets makes cell
suspension less turbid (decreases optical density).
A minimum of 3 minutes is needed for an aggregate
to form. The process is multi-stage, so the time
may be extended to 5 minutes, and in some cases
even to 10 minutes. Specific conditions must be
ensured during the test; the tested citrate plasma
sample must undergo constant mixing with a mag-
netic stirrer and heated to 37°C to create an en-
vironment as similar as possible to the conditions
of blood vessels [5]. The test is semi-automated
using aggregometers (e.g. Chrono-log Corporation)
or performed on fully automated coagulation ana-
lyzers (e.g. Atellica COAG 360, Sysmex CS series,
Siemens Healthneers).

Platelet aggregation curve

Formation of platelet aggregates is accompa-
nied by higher light transmission which is related
to a lower number of light-scattering molecules
[1]. The output signal recorded by the detector is
proportional to the constantly measured difference
in light transmittance between the tested and the
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Figure 2. The aggregation curve (description in the text) [8]; PLT — platelets

reference samples. This signal is then expressed as
the “aggregation percentage [%]” of PLTs, which is
represented by the curve of aggregation intensity
versus reaction time (Fig. 2). Reference values are
usually in the range 60-90% [7]. The aggregation
curve is thus an illustration of the rate of formation
and the “quality” of platelet aggregates.

As result of interaction with the agonist chan-
ges in the shape of PLT occur, which may be
observed in the form of a small peak on the aggre-
gation curve. If the platelet-activating stimulus
is strong enough or the process of aggregation is
inhibited by the presence of antiplatelet drugs,
platelets desegregation may occur. The threshold
concentration of any agonist induces a change in
the shape of the PLT from discoidal to spiny sphe-
res, which is associated with a transient increase
in optical density. Further platelet exposure to the
agonist results in platelet adherence and aggre-
gate formation, so more light passes through the
platelet-rich plasma sample (primary aggregation).
When the stimulus is strong enough, the granular
content is released from platelets, and the pri-
mary aggregation is strengthened (the so called
secondary aggregation occurs). For some strong
agonists (e.g. arachidonic acid, thrombin, collagen)

the deformation of the curve is not clearly visible,
therefore only one aggregation phase is observed [8].

Platelet aggregation agonists

Under physiological conditions, collagen and
von Willebrand factor (VWF) are necessary for
activation and subsequent platelet adhesion and
aggregation. In vitro however, a number of compo-
unds collectively referred to as platelet aggregation
agonists can be used for the same purpose. The
panel of platelet aggregation agonists typically
used in the diagnosis of PFD includes five compo-
unds: ADP (adenosine diphosphate), arachidonic
acid (AA), collagen, ristocetin, and epinephrine
[9]. For each agonist the process of aggregation is
different; the so-called aggregation profile differs
as demonstrated on the time-aggregation curve.
Apart from the basic panel of agonists, sometimes
alternative activators from the extended panel of
agonists are used and these include, among others:
thrombin receptor activating peptide (TRAP) and
thrombin, thromboxane A2 (TXA2), as well as its
equivalent U46619 and collagen-related peptide
(CRP) [9]. The choice of an agonist requires the
determination of its optimal concentration (Table 1)
to eliminate the influence of individual variability
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Table 1. Optimum concentration values of platelet aggregation agonists [11]

PLT aggregation agonist Optimum

Concentration range  Platelet receptor

concentration

Adenosine diphosphate 2-2.5 uM 0.2-20 uM P2Y1, P2Y12
Arachidonic acid 1T mM 0.2-2.0 mM TXA2
Collagen 1-2 ug/ml 1.0-5.0 pug/ml GPVI
Ristocetin 1.2 mg/ml 1.0-1.5 mg/ml

0.5 mg/ml 0.5-0.7 mg/ml GPlb
Epinephrine 5uM 0.5-10 uM a2A
Extended panel agonists
Thrombin receptor activating peptide 10 uM 10-100 uM TXA2
U46619 1 uM 1-5 uM PAR-1
Collagen related peptide 10 ng/ml 10-1000 ng/ml GPVI

on the test result. In case of incorrectly selected
concentration, aggregation intensity may vary and
induce false aggregation profiles [10].

The use of diverse agonists allows to identify
PFD of various etiology in one examination. Inter-
pretation of LTA results should take into account
the aggregation profile in response to a single
activator, as well as a holistic view of the agonist
panel because many signaling pathways coupled to
PLT surface receptors are interconnected/interre-
lated. Abnormal platelet aggregation in response to
a particular agonist may be suggestive of specific
disorders as shown in Table 2.

Ristocetin

Ristocetin was once administered as an anti-
biotic in staphylococcal infections. Currently, the
in vitro properties of ristocetin are used to induce
platelet agglutination, provided VWF multimers
are present in plasma. Thus, ristocetin is used to
diagnose deficiencies of both VWF and its recep-
tor — GP Ib/IX/V glycoprotein. The mechanism
of ristocetin-induced platelet aggregation (RIPA)
test consists in adding ristocetin to platelet-rich
plasma at a standard concentration of 1.2 mg/ml.
Low Dose Ristocetin-induced platelet aggrega-
tion (LD-RIPA) test at a lower concentration of
0.5-0.7 mg/ml is used for more accurate diag-
nosis [13]. Healthy individuals present a normal
response to a high concentration of ristocetin and
no aggregation in response to a low concentration

of ristocetin. In contrast, excessive aggregation fol-
lowing the addition of low concentration-ristocetin
to PRP is observed in two cases namely for von Wil-
lebrand disease (VWD) type 2B and platelet-type
von Willebrand disease (PT-VWD). The difference
between these diseases is that in type 2B VWD the
defect refers to the von Willebrand factor, while in
PT-VWD the abnormalities affect the platelet GPIb
receptor, which results in higher affinity of PLT to
VWE. In the differential diagnosis of these disor-
ders, it may be helpful to add cryoprecipitate to the
tested plasma; the platelets will agreggate only in
PT-VWD. As for the other types of VWD (type 1,
2A, 2N, 2M), test with a higher concentration of
ristocetin is routinely performed and the result
may be either reduced or normal [14]. Moreover,
no ristocetin-induced aggregation or its reduction
is characteristic for congenital deficiency of the
GP Ib/IX/V complex, which is the cause of the
Bernard-Soulier syndrome (BSS). In Glanzmann’s
thrombasthenia, no platelet aggregation occurs in
response to ristocetin, while normal aggregation
with other agonists is maintained.

Collagen (Col)

Glycoprotein VI (GPVI) is the main receptor
for the collagen molecule on the platelet surface.
Isolated impaired aggregation (absent or reduced)
in response to 2 ug/ml collagen added to platelet-
-rich plasma indicates abnormalities of the GPVI
collagen-platelet receptor axis. The degree of
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Table 2. Agonist-related causes of the abnormal platelet response [12]

Agonist (basic panel)

Causes of incorrect PLT aggregation

Adenosine diphosphate

* P2Y12 receptor defect
* Gray platelet syndrome

* Glanzman's thrombasthenia myelodysplastic syndrome, acute myeloid leukemia

* Cytosolic phospholipase A2 deficiency
* Storage pool disease (SPD)

Arachidonic ACID

* COX-1 deficiency

* Thromboxane receptor defect
* Glanzman’s thrombasthenia
* P2Y12 receptor defect

* Storage pool disease (SPD)

* Myelodysplastic syndrome

Collagen

* GPVI receptor defect

* P2Y12 receptor defect

* Storage pool disease (SPD)

* Glanzman’s thrombasthenia

* Cytosolic phospholipase A2 deficiency

Ristocetin

* Platelet type von Willebrand disease
* Bernard-Soulier syndrome

Epinephrine

* a2-adrenergic receptor defect

* Quebec platelet disorder (QPD)

* Glanzman's thrombasthenia

* Myelodysplastic syndrome

* Storage pool disease (SPD)

* Cytosolic phospholipase A2 deficiency

COX-1 — cyclooxygenase-1

collagen-mediated aggregation in congenital or
acquired (autoimmune) GPVI deficiency depends
on the total number of receptors that remain on
platelet surface. It is also possible to extend the
diagnostics of the PLT response to collagen by
using alternative agonists from the extended pa-
nel such as convulxin and CRP [4]. Moreover, the
lack of inhibition of aggregation after adding low-
-concentration collagen to PRP is also indicative
of resistance to acetylsalicylic acid.

Epinephrine (EPI)

Platelet activation in response to epinephrine
in a concentration of 5-10 uM added to platelet-rich
plasma is the result of the interaction of this mole-
cule with its platelet adrenergic receptor — a2A.
Diagnosis of the platelet response to epinephrine
may prove problematic because healthy individuals
are often observed to present no aggregation after
epinephrine-stimulation of platelets which may
result from individual variability in the number of
platelet a.2A receptors [15]. An isolated, abnormal
result of epinephrine-stimulated PLT aggregation

is clinically insignificant unless it is accompanied
by other abnormalities or unless another specific
disease is suspected. An example of such a disease
1s the Quebec platelet disorder (QPD) with epi-
nephrine-induced abnormal aggregation profile.

Arachidonic acid (AA)

Arachidonic acid-induced platelet aggregation
is related to its conversion by cyclooxygenase 1
(COX-1) to prostaglandin G2 and H2 and then to
thromboxane A2 (a compound which belongs to
the family of prostanoids). This AA metabolite has
a pro-aggregating effect resulting from platelet
TPa and TP receptor activation (G protein-cou-
pled receptors). Moreover, platelets activation via
stimulation with low concentrations of collagen or
ADP is associated with the release of endogenous
arachidonic acid in consequence of phospholipase
enzyme-A activity, which is metabolized by COX-1
to TXA2. The inhibitor of this metabolic pathway is
acetylsalicylic acid, which permanently inhibits the
activity of the COX-1 enzyme [16]. The irreversibi-
lity of this process is due to the fact that platelets
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do not contain a cell nucleus and are incapable of
producing new, properly functioning cyclooxygena-
se-1. Apart from arachidonic acid, which belongs to
the basic panel of platelets aggregation agonists,
there are also alternative compounds (U46619 or
STA2) which can be useful in case of diagnostic
difficulties. No aggregation in response to these
compounds is indicative of a TXA2 defect, while
normal aggregation in the absence of platelets re-
sponse to arachidonic acid alone indicates an aspi-
rin defect [1]. Impaired aggregation in response to
stimulation with arachidonic acid may be related to
impaired conversion of AA to TXA2. In such case,
the use of an extended panel of agonists may prove
helpful. On the other hand, no platelets aggregation
may be due to the mutation in the TPa receptor
encoding gene.

Adenosine disphosphate (ADP)

ADP is a natural platelets aggregation agonist
which activates them by interacting with specific
purinergic receptors — P2Y, and P2Y,, [17].
ADP-induced platelets stimulation (via P2Y, recep-
tor) initially increases the concentration of calcium
ions (Ca?™) in the cytoplasm and leads to inhibition
of adenylyl cyclase (AC). Thus, no synthesis of the
cyclic adenosine monophosphate (cAMP) occurs
and aggregation is uninhibited. The ADP-induced
intracellular increase in Ca2* is responsible for
the activation of membrane calcium channels (pu-
rinergic P2X, receptor) and the influx of calcium
ions from the external environment into platelets
cytoplasm. Abnormal aggregation in response to
ADP stimulation may either result from congenital
defects of purinergic receptors or from platelets
signaling disorders. Due to the fact that ADP is
stored in dense granules of PLT, as a result of their
activation, the content of granules (including ADP)
is released to enhance aggregation and induce the
second phase of the aggregation curve. Disruption
of the PLT activation pathway by ADP leads to an
abnormal response to other agonists.

Strengths and limitations
of optical aggregometry

Optical aggregometry is a recognized tool
in the diagnosis of platelets dysfunction mainly
because it allows to use various groups of aggrega-
tion agonists that stimulate different mechanisms
leading to abnormal platelet activation and can be
detected during one test. Apart from PFD diagno-
sis, the LTA method has also been used for moni-
toring the effect of antiplatelet therapy. However

further analyses are required to see if the method
may be used for purposes other than scientific ones
(there is no accurate correlation between the clini-
cal phenotype and test results). Although the LTA
method is considered the gold standard for PFD
diagnosis, it has numerous limitations. The main
disadvantage is no adequate standardization of the
procedure as well as problematic quality control of
conducted tests [18]. The pre-analytical stage of
the LTA is rather complex therefore it is important
to properly prepare the patient for the procedure
as well as to properly prepare the test samples [5].
Standardization of the technical conditions aims at
obtaining the most repeatable and reliable results
as well as elimination of factors affecting platelet-
activation. The procedure of optical aggregometry
is time-consuming which is another example of its
limitations, especially when it comes to the proper
preparation of platelet-rich and poor plasma sam-
ples. However it should be emphasized, that the
use of automated coagulation analyzers significan-
tly improves the procedure. It is also recommended
to leave blood and PRP samples at rest for up to
30 minutes prior to centrifugation and testing of
PLT-agonist interaction [19, 20]. Thus the entire
time of LTA procedure is markedly prolonged but
the total testing time should not exceed 4 hours
(from blood collection) or 2 hours (from plasma
preparation). Prolonged time of LTA procedure may
lead to incorrect results — false-low aggregation
due to the loss of PLT activity over time. The LTA
test requires an adequate amount of plasma which
involves the collection of significant volume of
blood from the patient (even 20-25 ml) [7]. Furt-
hermore, fresh blood samples are required, with no
signs of hemolysis or lipemia [19]. It is not always
possible to obtain such volume of blood/so many
blood samples, particularly in the case of children.
An important aspect of the LTA method is also the
proper platelets count in the PRP. Determining
the number of PLT in the PRP sample of both the
patient plasma and normal plasma is an essential
element of the LTA and it is an internal control of
the test conditions. The PLT aggregation test is not
recommended if platelet count is < 150 G/L. The
LTA method cannot therefore be used to diagnose
platelet dysfunction with coexistent thrombocyto-
penia. Too high platelet count remain a debatable
issue. Dilution of PRP with autologous PPP to the
desired values is an internal control of the test
conditions. Standardization of the PLT count to
the desired values of 200-300 G/L may result in
abnormal platelet response to the agonists and it
1s not recommended. However, standardization of
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platelet count has been common in the LTA pro-
cedure for years [20, 21]. The procedure used in
PFD diagnostics also requires proper preparation
of the patient for the test, so as to eliminate the
factors that may affect PLT activity [19, 20] such as:
physical activity, stimulants, medications or meals,
as well as the type of food or stimulants consumed
[22]. The pre-analytical stage of the LTA method
is considered to be the most error-prone. There-
fore, only proper preparation of the patient for the
examination and proper handling of the collected
material will eliminate the impact of pre-analytical
variables on the LTA test results. Interpretation
of the outcome of platelet aggregation tests may
cause difficulties, therefore the laboratory staff
who analyzes the aggregation curves must be well
skilled and experienced [7].

Other diagnostic methods for platelet
dysfunction

Numerous limitations of LTA, have directed
attention to the use of complementary diagnostic
techniques for assessment of platelet function.
The right choice of the diagnostic method allows
either to confirm or exclude the preliminary diag-
nosis in the shortest possible time as well as to
implement the appropriate therapy or to continue
the diagnostic process.

A common screening method used to assess
primary hemostasis disorders is the Closure Time
(CT) test in the PFA-100 or PFA-200 analyzer
(Platelet Function Analyser-100/200). The prin-
ciple of the PFA method is to assess the function
of platelets in whole blood, which passes through
a hole in the membrane of a test cartridge coated
with an appropriate aggregation agonist (collagen
and epinephrine or collagen and ADP). Agonists
trigger platelets activation and aggregation. When
platelets aggregate enough to closes the hole and
prevent blood from passing through the membrane
that’s the closure time. The test is extremely use-
ful for the diagnosis of severe platelet dysfunction
(Glanzman’s thrombasthenia or Bernard-Soulier
syndrome) but it is of limited use in the case of
milder thrombocytopathies. A normal PFA result
allows to exclude — with high probability — serio-
us, congenital platelet dysfunctions [23].

Advancement in the technology of platelet
dysfunction diagnosis has also contributed to the
development of POCT (Point-of-Care Testing)
methods for assessment of platelet aggregation.
One of such methods is multiple electrode platelet
aggregometry (MEA) based on the measurement

of the change in electrical impedance between two
electrodes when platelets aggregation is induced
by an agonist. On the electrodes immersed in the
blood sample, PLT aggregation occurs as a re-
sult of interaction with the agonist. The change
in electrical resistance (impedance) is directly
proportional to the degree of platelet aggregation
[24]. Platelet aggregation is stimulated by a basic
panel of aggregating factors although at different
concentrations [7]. It is worth noting that the
platelets response to aggregation agonists is dif-
ferent for LTA and for impedance aggregometry,
especially in the presence of ADP and epinephrine.
The measurement expressed in ohms (Q) can be
converted to arbitrary aggregation units. Unlike the
LTA method, impedance aggregometry requires
no time-consuming sample preparation as whole
blood is used which markedly shortens the time
until the result becomes available. This reduces
the risk of PLT activation prior to testing. Also the
required volume of blood is smaller than for the
LTA method. However, the limitation of impedance
aggregometry, is its dependence on the platelet
count and hematocrit. The PLT aggregation test
in whole blood more closely reflects the in vivo
conditions in blood vessels due to the presence
of PLT subpopulations and other blood morphotic
elements. However, this test does not take into
account the effects of vascular endothelium and
shear forces on platelet activity. Table 3 is the
comparison of the above methods of assessing
the ability of platelet to aggregate in response to
stimulation with the appropriate activator. The
impedance method is used in hemostasis labora-
tories less frequently than LTA; in the literature
there are no extensive comparative studies with
LTA or clinical experience of its usefulness in the
diagnosis of platelet function disorders [7].

Another important method of PFD diagnosis
is flow cytometry (FCM). The test is primarily
performed to quantify (express) glycoprotein re-
ceptors, the deficiencies of which are the cause of
inherited thrombocytopathies [1]. An unquestioned
advantage of this method is that it enables a com-
prehensive assessment of platelet function, also in
thrombocytopenia patients. Moreover, it requires
a small volume of blood for testing [25]. Platelet GP
cytometry is performed in patients with abnormal
aggregation test results and/or a significant clinical
history suggestive of thrombocytopathy. Therefore,
FCM plays an important role in the diagnosis of
Glanzmann’s thrombasthenia (deficiency or lack
of GPIIb/IIIa) and Bernard-Soulier syndrome (de-
ficiency of GPIb/IX/V) [7].
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Table 3. Comparison of assessment methods for platelet aggregation [6]

Method Principle Platelet aggregation agonist Test material Test time
of the method

LTA Turbidimetric AA, ADP, collagen, epinephrine, PRP 1-2 h
measurement ristocetin (additionally extended

panel agonists)

PFA-100/200 CT measurement ADP, collagen, epinephrine Whole blood 5-10 min

MEA Impedance AA, collagen, ADP, TRAP Whole blood 5-7 min
measurement

AA — arachidonic acid, ADP — adenosine diphosphate, CT — closure time, LTA — light transmission aggregometry, MEA — multi-electrode aggregometry,
PFA-100/200 — platelet function analyzer 100/200, PRP — platelet-rich plasma, TRAP — thrombin receptor activating peptide

Molecular tests are also becoming increasin-
gly popular for PFD diagnosis. The use of Next
Generation Sequencing (NGS) techniques allow
for a comprehensive analysis of genes responsible
for platelet dysfunction. So far, more than 80 genes
whose mutations are responsible for the occur-
rence of platelet bleeding disorders have been
identified, and a given pathological variant has been
correlated with the presented phenotype. Identifi-
cation of the causative mutation allows to confirm
the diagnosis. However, due to the complex nature
of thrombocytopathy, the detection of the patho-
genic variant responsible for the development of
the disease is sometimes problematic. In addition,
it is also possible to detect numerous variants of
unknown etiology (VUS, Variants Of Uncertain
Clinical Significance). Due to the complex nature
of platelet bleeding disorders, such variants require
further analysis and continuous updating of com-
mon mutation databases in order to be considered
benign or pathogenic [26]. Few laboratories per-
form genetic tests for platelet dysfunction, which is
a significant limitation of this method. Considering
the fact that platelet bleeding disorders are a very
heterogeneous group of diseases, molecular tests
are mainly performed in the case of well-known
platelet disorders such as: Glanzmann’s thrombas-
thenia, Bernard-Soulier syndrome or platelet type
of von Willebrand disease. Molecular diagnostics of
PFD is not recommended as the test of first choice.
However, the exceptions are some rare disorders
that are difficult to diagnose in any other way (such
as QPD), as well as conditions in which there is
a clinical suspicion of a specific PFD [27]. In such
situations, the initial DNA analysis can significan-
tly save time in obtaining the correct diagnosis.
Therefore, NGS is an effective diagnostic tool for
PFD. However, it is necessary to thoroughly un-
derstand the molecular basis of platelet bleeding
disorders so that this method can be used in routine
practice [28].

Summary

The LTA assay is a recognized diagnostic tool
for the assessment of platelet dysfunction. Howe-
ver this technique is susceptible to pre-analytical,
analytical and interpretation errors as there is
no standardization of the testing procedure and
the procedure itself is work and time-consuming.
Despite numerous attempts at standardization, the
procedure still varies between laboratories, and the
interpretation of data requires special know-how.
Moreover, the LTA technique is available only to
high-tech laboratories of hemostasis. The recent
successful attempts at LTA automation using co-
agulation analyzers (Siemens, Sysmex CS series,
Atellica) represent therefore a breakthrough in the
availability of these tests. They simplify test per-
formance and enhance the readiness of clinicians
to order LTA tests [29]. Comparative studies of
these analyzers with standard aggregometers have
demonstrated the automated method to be highly
repeatable and less time-consuming for sample
processing. For better evaluation of the perfor-
mance and usefulness of the automated method, it
is necessary to conduct further research on these
coagulation analyzers in a broader spectrum of use
with alternative platelets aggregation agonists or
in patients with rare congenital platelet disorders
[30]. It is also worth emphasizing that the close
cooperation of clinicians/hematologists with the la-
boratory staff is essential for proper interpretation
of LTA results and accurate diagnosis of difficult
thrombocytopathies.
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Streszczenie

Zaburzenia funkcji plytek krwi (PFD) to rzadko wystepujgca, a zarazem heterogenna grupa
chorob nalezgcych do skaz krwotocznych. Kompleksowa diagnostyka nieprawidlowe; funkcji
plytek krwi (PLT), tzw. trombocytopatii — wymaga zastosowania specjalistycznych badan. Zio-
tym standardem diagnostyki PFD jest agregometria optyczna oparta na pomiarze swiatla wi-
dzialnego (LTA). Do probki badanego osocza bagatoplytkowego dodawany jest w odpowiednim
stezeniu okveslony agonista agregacji PLT (ADE kwas arachidonowy, kolagen, rystocetyna,
epinefryna). Na skutek interakcyi z agonistq dochodzi do aktywacyi i nastepczej agregacyi plytek
krwi. Powstawaniu agregatow plytkowych towarzyszy proporcjonalny wzrost przepuszczalnosci
swiatla. W pracy przedstawiono zasade metody LTA wraz z omowieniem podstawowego pa-
nelu agonistow agregacyi plytek krwi. Ponadto scharakteryzowano mocne strony metody LTA
1 ograniczenia oraz porownano jq z pozostalymi alternatywnymi metodami diagnostyki PFD.

Stowa kluczowe: ptytki krwi; trombocytopatie; agonista; diagnostyka laboratoryjna;

agregometria optyczna; LTA

Wstep

Nieprawidlowosci dotyczace ptytek krwi (PLT,
platelets) obejmujg zarowno zaburzenia ilo§ciowe,
jak i nieco rzadziej wystepujace zaburzenia pelnio-
nej przez PLT funkcji w hemostazie. Trombocyto-
patie to grupa skaz krwotocznych, ktorych przy-
czyng sg wrodzone lub nabyte defekty piytek krwi
uposledzajace ich czynno§¢ w procesie krzepniecia
krwi. Wrodzone trombocytopatie moga wynikac
zardwno z nieprawidiowoSci strukturalnych ptytek

J. Transf. Med. 2023; 16: 126-135

krwi dotyczacych ziarnisto$ci ptytkowych oraz
receptorow i fosfolipidow blonowych, jak i z niepra-
widlowej aktywacji PLT na skutek niewlaSciwego
przekazywania sygnatu. Jednak znacznie czeSciej
s rozpoznawane trombocytopatie nabyte, ktore sg
wynikiem stosowania niektorych lekow oraz towa-
rzysza innym przewleklym stanom chorobowym
(np. nowotworom mieloproliferacyjnym, marskosci
watroby itp.). Prawidiowe rozpoznanie wrodzonych
trombocytopatii nierzadko bywa problematyczne
ze wzgledu na znaczng zlozono$¢ defektow plytko-
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wych. Dodatkowo diagnostyka tej grupy schorzen
czesto wiaze sie z koniecznoS$cig przeprowadzenia
szeregu skomplikowanych bhadan laboratoryjnych,
czesto trudno dostepnych i dostarczajacych niejed-
noznacznych informacji [1].

Kompleksowa diagnostyka trombocytopatii
— nieprawidlowej funkcji trombocytow, wymaga
zastosowania specjalistycznych badan. Panel wy-
korzystywanych badan laboratoryjnych (zaleznie
od ich dostepnosci) obejmuje: ocene mikroskopowa
rozmazu krwi obwodowej, pomiar czasu okluzji
(CT, closure time) w analizatorze do badania funkcji
plytek krwi (PFA-100/200, platelet function ana-
lyser), analize stopnia agregacji PLT w obecnoS$ci
czynnikow agregujacych, pomiar stezenia bialek
wewnatrzplytkowych i ich metabolitow, cytometrie
przeplywowa oceniajacg biatka (glikoproteiny) na
powierzchni plytek krwi, a takze coraz czeSciej
wykonywane badania genetyczne [1].

Wsrod tych specjalistycznych badan najczes-
ciej wykorzystywane sg tak zwane testy agregacji
plytek krwi, ktore s3 zaliczane do swoistych testow
hemostazy pierwotnej. Najpowszechniej stosowang
metoda prowadzenia testow agregacji PLT, a za-
razem zlotym standardem diagnostyki zaburzen
funkcji plytek krwi (PFD, platelets function disor-
der) jest agregometria optyczna oparta na pomiarze
transmisji $wiatta widzialnego (LTA, light trans-
mission aggregomeltry). Po raz pierwszy metoda ta
zostala opisana przez Borna i O’Briena okoto 50 lat
temu, a do dzi$ jest uznanym narzedziem diagno-
stycznym dysfunkcji plytek krwi (wrodzonych oraz
nabytych) w wielu specjalistycznych laboratoriach
hemostazy [2, 3].

Zasada metody
transmisji Swiatla widzialnego

Ogoblny mechanizm dzialania metody LTA opie-
ra sie na pomiarze zmian Swiatla przechodzacego
(tzw. transmitancji, T) przez dwie kuwety pomia-
rowe, z ktorych jedna zawiera autologiczne osocze
ubogoptytkowe (PPP, platelet-poor plasma) peiniace
role wzorca (100% przepuszczalno$ci Swiatla).
W drugiej kuwecie natomiast znajduje sie analizo-
wana probka osocza bogatoplytkowego (PRP, pla-
telet-rich plasma), do ktorej dodawany jest agonista
(aktywator) plytek krwi w odpowiednim stezeniu
(w objetosci nie wiekszej niz 10% objetoSci badane;j
probki osocza). Obserwowana agregacja (tworzenie
agregatow) plytek krwi wynika z oddzialywania
dodanego do PRP agonisty z wlaSciwym, charakte-
rystycznym dla danego zwigzku powierzchniowym
receptorem bionowym (GP, glikoproteing) PLT [4].

W czasie agregacji wewnatrz plytek krwi zachodzi
szereg zmian zarowno biochemicznych, jak i struk-
turalnych na skutek pobudzenia r6znych szlakow
sygnalowych powiazanych z danym receptorem.
Ostatecznie, niezaleznie od mechanizmu dzialania
agonisty, dochodzi do aktywacji receptora dla fibry-
nogenu (glikoproteina — GPIIb/IIIa), co powoduje
wigzanie przez fibrynogen plytek krwi w sieé.
Polaczone ze soba wzajemnie plytki krwi tworza
widoczne w osoczu bogatoplytkowym agregaty
plytkowe (ryc. 1). Minimalny czas potrzebny do
utworzenia agregatow wynosi okolo 3 minuty. Ze
wzgledu na wieloetapowo§¢ tego procesu, czas ten
ulega wydtuzeniu do 5 minut, a takze w niektorych
przypadkach do maksymalnie 10 minut. W czasie
testu musza zostac zapewnione okre§lone warunki
badania poprzez doprowadzenie badanej probki
osocza cytrynianowego do temperatury 37°C oraz
zapewnienie stalych warunkow mieszania osocza
(umieszczenie mieszadelka magnetycznego). Ma
to na celu stworzenie odpowiednego Srodowiska
dla ptytek krwi, czyli mozliwie najbardziej zbli-
zonego do warunkow panujgcych w naczyniach
krwiono$nych [5]. Badanie przeprowadzane jest
W sposoOb polautomatyczny na agregometrach (np.
Chrono-log Corporation), badz tez w pelni zauto-
matyzowanych analizatorach koagulologicznych
(np. Atellica COAG 360, Sysmex serii CS, Siemens
Healthneers).

Krzywa agregacji ptytek krwi

Powstawaniu agregatow plytkowych towarzy-
szy wzrost przepuszczalno$ci Swiatla, ktory jest
wynikiem zmniejszenia iloSci czasteczek zdolnych
do jego rozproszenia [1]. Zarejestrowany przez
detektor sygnal wyjSciowy jest proporcjonalny do
stale mierzonej roznicy przepuszczalno$ci Swiatla
miedzy analizowang a wzorcowg probka. Nastepnie,
sygnal ten wyrazany jest jako ,procent agregacji
[%]” PLT, co przedstawia krzywa zalezno$ci inten-
sywnos$ci agregacji od czasu prowadzonej reakcji
(ryc. 2). Wartos$ci referencyjne zwykle zawieraja
sie w przedziale 60-90% [7]. Krzywa agregacji
jest zatem graficzna ilustracjg tempa tworzenia
1,jakoSci” agregatow ptytkowych.

Na skutek interakcji z agonistg dochodzi do
zmiany ksztaltu PLT, co obserwuje sie w postaci
niewielkiego piku na krzywej agregacji. Jezeli
bodziec pobudzajacy nie jest wystarczajaco silny
lub dochodzi do hamowania procesu agregacji na
skutek obecno$ci lekow przeciwplytkowych, plyt-
ki krwi ulegaja dezagregacji. Stezenie progowe
danego agonisty wywoluje zmiane ksztattu PLT
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Rycina 1. Ogdlna zasada metody transmisji $wiatta widzialnego (opis w tekscie) [6]; PLT (p/atelets) — ptytki krwi, PRP (p/atelet-

-rich plasma) — osocze bogatoptytkowe
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Rycina 2. Schemat krzywej agregacji (opis w tekscie) [8]; PLT (p/atelets) — ptytki krwi

z dyskoidalnej na kulistg z obecnymi pseudopodia-
mi, czego wynikiem jest poczatkowe zmniejszenie
przepuszczalnoSci Swiatla. Dalsze oddzialywanie
agonisty na PLT powoduje, ze zaczynaja one do
siebie przylegac i tworzyé agregaty, w zwiazku
z czym wiecej Swiatla przechodzi przez probke
osocza bogatoplytkowego (agregacja pierwotna).
Gdy bodziec pobudzajacy PLT jest wystarczajaco

silny, dochodzi do uwolnienia zawarto$ci ziarnisto-
Sci PLT (odksztalcenie krzywej), czego wynikiem
jest wzmocnienie pierwotnej agregacji (agregacja
wtorna). W przypadku niektorych silnych agoni-
stow (np. kwas arachidonowy, trombina, kolagen)
odksztalcenie na krzywej nie jest odpowiednio
widoczne, w zwigzku z czym uzyskiwana jest tylko
jedna faza agregacji [8].
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Tabela 1. Optymalne wartosci stezen w zaleznosci od zastosowanego agonisty agregacji ptytek krwi [11]

Agonista agregacji ptytek krwi

Stezenie optymalne

Zakres stezen Receptor ptytkowy

Adenozynodifosforan 2-2,5uM 0,2-20 uM P2Y1, P2Y12
Kwas arachidonowy 1 mM 0,2-2,0 mM TXA2
Kolagen 1-2 ug/ml 1,0-5,0 ug/ml GPVI
Rystocetyna 1,2 mg/ml 1,0-1,5 mg/ml GPIb

0,5 mg/ml 0,5-0,7 mg/ml
Epinefryna 5uM 0,5-10 uM a2A
Agonisci panelu rozszerzonego
Peptyd aktywujacy receptor trombiny 10 uM 10-100 uM TXA2
uU46619 1uM 1-5uM PAR-1
Peptyd zwigzany z kolagenem 10 ng/ml 10-1000 ng/ml GPVI

Agonisci agregacji plytek krwi

W warunkach fizjologicznych, aby doszlo do
aktywacji i nastepczej adhezji oraz agregacji plytek
krwi, niezbedny jest kolagen oraz czynnik von Wil-
lebranda (VWE, von Willebrand factor), natomiast
w warunkach i vitro w tym celu mozna zastosowac
szereg zwigzkow wspolnie okre§lanych mianem
agonistow agregacji plytek krwi. Panel najczes-
ciej stosowanych w diagnostyce PFD agonistow
agregacji PLT obejmuje piec zwiazkow: adenozy-
nodifosforan (ADP, adenosine diphosphate), kwas
arachidonowy (AA, arachidonic acid), kolagen,
rystocetyne, a takze epinefryne [9]. Kazdy z nich
charakteryzuje odmienny przebieg procesu agrega-
cji, tak zwany profil agregacji, co jest widoczne na
krzywej zaleznoSci agregacji od czasu. Niezaleznie
od wyzej wymienionych substancji, ktore stanowig
podstawowy wyjSciowy panel agonistow, mozliwe
jest takze zastosowanie w okreSlonych przypad-
kach alternatywnych aktywatoréw wchodzacych
w sklad rozszerzonego panelu agonistow. Do tej
grupy zaliczamy miedzy innymi: peptyd aktywu-
jacy receptor trombiny (TRAP, thrombin receptor
activating peptide), sama trombine, tromboksan
A2 (TXA2), jego odpowiednik U46619 oraz peptyd
zwiazany z kolagenem (CRP, collagen related pepti-
de) [9]. Bardzo waznym aspektem przy wyborze
agonisty jest rowniez ustalenie dla niego opty-
malnego stezenia dzialania (tab. 1), co pozwoli jak
najbardziej wyeliminowaé wplyw zmienno$ci osob-
niczej na uzyskany wynik badania. Nieprawidiowo
dobrane stezenie agonisty prowadzi do zmienno$ci
w intensywnosSci agregacji, co z kolei powoduje
powstawanie falszywych profili agregacji [10].

Ogromnag zaleta stosowania réznorodnej licz-
by agonistow jest diagnostyka zréznicowanych
etiologii PFD w jednym badaniu. Interpretacja
wynikow LTA powinna uwzgledniac profil agregacji
w odpowiedzi na pojedynczy aktywator, a ponadto
calo$ciowe spojrzenie na zastosowany panel agoni-
stow, gdyz wiele szlakow sygnatowych sprzezonych
z receptorami na powierzchni PLT jest ze sobg
wzajemnie powigzanych. Nieprawidiowa agregacja
plytek krwi w odpowiedzi na okreslonego agoniste
moze sugerowac specyficzne zaburzenia, co przed-
stawiono w tabeli 2.

Rystocetyna

Dawniej rystocetyna (Ris, 7istocetin) stuzyta
jako antybiotyk podawany na zakazenia wywolane
gronkowcami, natomiast obecnie wykorzystuje sie
jej zdolno$¢ in vitro do wywolywania aglutynacji
plytek krwi pod warunkiem obecno$ci w osoczu
multimeréw VWE. Zatem rystocetyna stuzy do
diagnostyki niedoboru zaréwno VWE, jak i jego re-
ceptora — glikoproteiny GP Ib/IX/V. Agregacja pty-
tek krwi indukowana rystocetyna, czyli tak zwany
test RIPA (ristocetin-induced platelet aggregation)
polega na dodaniu rystocetyny do osocza bogato-
plytkowego standardowo w stezeniu 1,2 mg/ml.
Dodatkowo, w celu dokladniejszej diagnostyki
przeprowadza sie takze tak zwany test LD-RIPA
(low dose ristocetin-induced platelet aggregation),
w ktorym rystocetyna jest uzywana w nizszym
stezeniu — 0,5-0,7 mg/ml [13]. W przypadku os6b
zdrowych uzyskuje sie prawidlowa odpowiedZ na
wyzsze stezenie rystocetyny oraz brak agregacji
w odpowiedzi na jej niskie stezenie, natomiast
nadmierna agregacja po dodaniu rystocetyny w ste-
zeniu nizszym do PRP jest obserwowana w dwoch
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Tabela 2. Przyczyny nieprawidtowej odpowiedzi ptytek krwi w zaleznosci od zastosowanego agonisty [12]

Agonista
(panel podstawowy)

Przyczyny nieprawidtowej agregacji PLT

* Defekt receptora P2Y12

* Zespot szarych ptytek

¢ Trombastenia Glanzmana

Adenozynodifosforan

* Zespot mielodysplastyczny, ostra biataczka szpikowa

* Niedobor cytoplazmatycznej fosfolipazy A2

e Choroba puli magazynowej

* Niedobor COX-1

 Defekt receptora tromboksanu

* Trombastenia Glanzmana
 Defekt receptora P2Y12

* Choroba puli magazynowej
* Zespot mielodysplastyczny

Kwas arachidonowy

* Defekt receptora GPVI

* Defekt receptora P2Y12

Kolagen

* Choroba puli magazynowej

¢ Trombastenia Glanzmana

* Niedobor cytoplazmatycznej fosfolipazy A2

* Ptytkowy typ choroby von Willebranda

Rystocetyna

* Zespot Bernarda-Souliera

 Defekt receptora a2-adrenergicznego
* Skaza ptytkowa Quebec

¢ Trombastenia Glanzmana

Epinefryna

* Zespo6t mielodysplastyczny

e Choroba puli magazynowej

* Niedobor cytoplazmatycznej fosfolipazy A2

COX-1 (cyclooxygenase 1) — cyklooksygenaza-1

przypadkach, a mianowicie w przypadku choroby
von Willebranda (VWD, von Willebrand disease)
typu 2B oraz typu plytkowego (PT-VWD, platelet-
-type von Willebrand disease). Roznica miedzy tymi
jednostkami chorobowymi polega na tym, ze w ty-
pie 2B VWD defekt dotyczy samego czynnika von
Willebranda, w przeciwienstwie do PT-VWD, gdzie
nieprawidiowosci dotycza plytkowego receptora
GPIb, co powoduje zwiekszone powinowactwo PLT
do VWE. W diagnostyce roznicowej tych zaburzen
pomocne moze by¢ wykonanie testu polegajacego
na dodaniu do osocza badanego krioprecypitatu,
gdyz tylko w przypadku PT-VWD dojdzie do agrega-
cji PLT. Jezeli chodzi o pozostate typy VWD (typ 1,
2A, 2N, 2M), rutynowo przeprowadza sie test
z wyzszym stezeniem rystocetyny, a uzyskany
wynik moze by¢ zaro6wno obnizony, jak i prawidlowy
[14]. Ponadto brak agregacji z rystocetyna lub obni-
zenie jej warto$ci jest charakterystycznym parame-
trem wrodzonego niedoboru kompleksu GP Ib/IX/V,
ktory jest przyczyna zespolu Bernarda-Souliera
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(BSS, Bernard-Soulier syndrome). W przypadku
chorych na trombastenie Glanzmanna nie docho-
dzi do agregacji PLT pod wplywem rystocetyny,
natomiast zachowana jest prawidlowa agregacja
z pozostalymi agonistami.

Kolagen

Glownym receptorem na powierzchni plytek
krwi dla czasteczki kolagenu (Col, collagen) jest gli-
koproteina VI (GPVI). Izolowana upo$ledzona agre-
gacja (catlkowity brak lub obnizona) wystepujaca
po dodaniu kolagenu w stezeniu 2 ug/ml do osocza
bogatoplytkowego wskazuje na nieprawidiowosci
dzialania osi kolagen—receptor ptytkowy GPVI. Sto-
pien agregacji pod wplywem kolagenu w przypadku
wrodzonego lub nabytego (autoimmunologicznego)
niedoboru GPVI zalezy od catkowitej liczby pozo-
stalych receptorow na powierzchni PLT. Mozna
rowniez rozszerzyc diagnostyke odpowiedzi PLT
na kolagen poprzez zastosowanie alternatywnych
agonistow nalezacych do panelu rozszerzonego,
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takich jak konwulksyna oraz CRP [4]. Dodatkowo,
brak hamowania procesu agregacji po dodaniu
do osocza PRP kolagenu w niskim stezeniu jest
rowniez wskaznikiem opornosci laboratoryjnej na
kwas acetylosalicylowy.

Epinefryna

Aktywacja plytek krwi po dodaniu do osocza
bogatopltytkowego epinefryny (EPI, epinephrine)
w stezeniu 5-10 uM jest wynikiem oddzialywania
tej czasteczki na jej plytkowy receptor adrener-
giczny — o2A. Diagnostyka odpowiedzi PLT na
epinefryne bywa klopotliwa ze wzgledu na fakt,
ze czesto u osob zdrowych obserwuje sie brak
agregacji po stymulacji PLT epinefryna, co wy-
nika ze zmiennoS§ci osobniczej liczby receptorow
plytkowych a2A [15]. Izolowany, nieprawidlowy
wynik agregacji PLT po stymulacji epinefryna nie
ma znaczenia klinicznego, jezeli nie towarzysza mu
inne nieprawidiowo$ci lub nie podejrzewa sie kon-
kretnej jednostki chorobowej. Przyktadem takiego
schorzenia, w ktorym obserwuje sie nieprawidlowy
profil agregacji z epinefryna, jest skaza plytkowa
Quebec (QPD, Quebec platelet disorder).

Kwas arachidonowy

Dziatanie kwasu arachidonowego (AA, ara-
chidonic acid) na plytki krwi jest zwigzane z jego
przeksztalceniem przez cyklooksygenze 1 (COX-1)
do miedzy innymi tromboksanu A2 — zwigzku
nalezacego do grupy prostanoidow. To wiasnie ten
metabolit AA wykazuje dzialanie proagregacyjne
w wyniku aktywacji plytkowych receptorow TPa
1 TP (receptory sprzezone z biatkiem G). Dodat-
kowo, aktywacja plytek krwi poprzez stymulacje
niskimi stezeniami kolagenu czy ADP wiaze sie
z uwolnieniem endogennego kwasu arachidono-
wego w wyniku dzialania enzymu — fosfolipazy
A, ktory podlega metabolizmowi przez COX-1 do
TXA2. Inhibitorem tego szlaku przemian jest kwas
acetylosalicylowy, trwale hamujacy dziatanie en-
zymu COX-1 [16]. NieodwracalnoS¢ tego procesu
wynika z faktu, ze ptytki krwi nie zawieraja jadra
komorkowego i nie sg w stanie wytworzyé nowej,
poprawnie dzialajacej cyklooksygenazy-1. Poza
kwasem arachidonowym, ktory wchodzi w skiad
podstawowego panelu agonistow agregacji PLT,
mozliwe jest takze zastosowanie innych alterna-
tywnych zwigzkow (U46619 lub STA2) w przypadku
trudno$ci diagnostycznych. Brak agregacji pod
wplywem tych zwigzkow wskazuje na defekt TXA2,
natomiast prawidiowa agregacja przy braku odpo-
wiedzi plytek na sam kwas arachidonowy §wiadczy
o defekcie aspirynowym [1]. Uposledzona agregacja

po stymulacji kwasem arachidonowym moze by¢
zwiazana z zaburzeniem przeksztalcania AA do
TXA2. W tym wiasnie przypadku pomocne staje
sie zastosowanie agonistow panelu rozszerzonego.
Ponadto brak agregacji PLT moze by¢ wynikiem
mutacji w genie kodujacym receptor TPa.

Adenozynodifosforan

Adenozynodifosforan (ADP, adenosine dipho-
sphate) ADP jest naturalnym agonista agregacji
plytek krwi 1 aktywuje je poprzez oddzialywanie
ze swoistymi receptorami purynergicznymi —
P2Y, oraz P2Y,, [17]. Stymulacja plytek krwi za
pomocg ADP (poprzez receptor P2Y,) poczatkowo
prowadzi do wzrostu stezenia jonéw wapnia (Ca2*+)
w cytoplazmie, czemu towarzyszy zahamowanie
czynnoSci cyklazy adenylowej (AC, adenylyl cyc-
lase). W zwiazku z powyzszym nie dochodzi do
syntezy inhibitora procesu agregacji — cyklicznego
monofosforanu adenozyny (CAMP, cyclic-adenosine-
-mono-phosphate). Za wewnatrzkomorkowy wzrost
Ca2* wywotlany stymulacja ADP odpowiada akty-
wacja blonowych kanaléw wapniowych (ich role
pelni purynergiczny receptor P2X ) i naptyw jonow
wapnia ze Srodowiska zewnetrznego do cytoplazmy
PLT. Jezeli chodzi o odbiegajace od normy wyniki
agregacji po stymulacji ADP, to moga one z jedne;j
strony wynika¢ z wrodzonych wad receptorow pu-
rynergicznych, a z drugiej — z zaburzen przekazy-
wania sygnalow wewnatrz plytek krwi. Ze wzgledu
na fakt, ze ADP jest magazynowany w ziarnisto$-
ciach gestych PLT, w wyniku ich aktywacji dochodzi
do uwolnienia zawartoSci ziarnisto$ci (w tym ADP),
ktore wzmacniaja agregacje i powoduja powstanie
drugiej fazy krzywej agregacji. Zaburzenia szlaku
aktywacji PLT przez ADP powoduja zatem nie-
prawidiowa odpowiedz na pozostalych agonistow.

Mocne strony i ograniczenia
agregometrii optycznej

Agregometria optyczna stanowi uznane przez
specjalistow narzedzie diagnostyczne dysfunk-
cji plytek krwi. Wynika to glownie z mozliwo-
Sci stosowania zroznicowanych grup agonistow
agregacji, stymulujacych odmienne mechanizmy
prowadzace do nieprawidlowej aktywacji PLT,
ktore moga zosta¢ wykryte w jednym badaniu.
Dodatkowo, oprocz diagnostyki PFD, metoda
LTA znalazla takze zastosowanie w monitorowa-
niu efektu leczenia przeciwplytkowego, niemniej
jednak wymaga to dalszych analiz, aby mogia by¢
zastosowana w innych celach niz naukowe (brak
dokladnej wspoizalezno§ci pomiedzy obrazem
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klinicznym a wynikami badan). Mimo ze metoda
LTA jest uznawana za zloty standard diagnostyki
PFD, posiada rowniez wiele ograniczen. Zasad-
nicza wada metody LTA jest brak odpowiedniej
standaryzacji procedury oraz trudno$ci w kontroli
jako$ci prowadzonych badan [18]. Ze wzgledu na
zlozono$¢ etapu przedanalitycznego metody LTA,
bardzo wazne jest prawidiowe przygotowanie
zarowno probek do badania, jak i samego pacjenta
[5]. Ujednolicenie warunkow technicznych ma na
celu uzyskiwanie jak najbardziej powtarzalnych
1 wiarygodnych wynikow oraz eliminacje czynnikow
wplywajacych na aktywacje plytek krwi. Kolejnym
istotnym ograniczeniem agregometrii optyczne;j
jest czasochlonno$¢ procedury, zwlaszcza jesli cho-
dzi o wlaSciwe przygotowanie probek osocza boga-
to- oraz ubogoplytkowego, lecz nalezy podkresli¢,
ze zautomatyzowanie tej metody w analizatorach
koagulologicznych znacznie usprawnia procedure
jej wykonania. Ponadto zaleca sie, aby probki krwi
oraz PRP odstaly do maksymalnie 30 minut przed
rozpoczeciem odpowiednio wirowania i badania
interakcji PLT z agonistg [19, 20]. Znacznie wy-
dluza to calo$¢ procedury badania LTA, przy czym
calkowity czas badania nie powinien przekraczaé
4 godzin (od momentu pobrania krwi) lub 2 godziny
(od momentu przygotowania osocza). Zbyt diugi
czas trwania badania LTA prowadzi do uzyskiwania
nieprawidlowych wynikow — falszywie zanizone;j
agregacji, co wynika ze spadku aktywnos$ci PLT
wraz z uplywem czasu. Do przeprowadzania bada-
nia LTA wymagana jest odpowiednia ilo§¢ osocza,
co wiaze sie z pobraniem znacznej iloSci krwi od
pacjenta (nawet 20-25 ml) [7]. Dodatkowo wyma-
gane s3 Swieze probki krwi, bez Sladow hemolizy
czy lipemii [19]. Nie zawsze jest mozliwe uzyskanie
tak duzej iloSci probek krwi, zwtaszcza w przypadku
dzieci. Waznym aspektem metody LTA jest takze
ilo§¢ PLT w osoczu bogatoptytkowym. OkreSle-
nie liczby plytek krwi w probce PRP zaréwno
badanego pacjenta, jak i osocza prawidiowego jest
niezbednym elementem badania LTA 1 stanowi we-
wnetrzng kontrole warunkow testu. Nie zaleca sie
wykonywania badania agregacji PLT, gdy ich liczba
jest mniejsza niz 150 g/l. Wyklucza to mozliwo$¢
zastosowania metody LTA do diagnostyki dysfunk-
cji plytek krwi z towarzyszaca maloplytkowoScia.
Natomiast dyskusyjna pozostaje kwestia zbyt duzej
liczby PLT. Rozcienczanie PRP przy uzyciu auto-
logicznego PPP do pozadanych wartoSci stanowi
wewnetrzng kontrole warunkow testu. Standaryza-
cjaliczby PLT do pozadanych wartosci 200-300 g/1
moze powodowac nieprawidiowa odpowiedz plytek
krwi na zastosowanego agoniste 1 nie jest obecnie

zalecane. Jednak od lat standaryzowanie liczby ply-
tek krwi bylo powszechnie wykonywang procedura
podczas badania LTA [20, 21]. Diagnostyka PFD za
pomoca metody LTA wymaga rowniez wlaSciwego
przygotowania pacjenta do badania, tak aby wy-
eliminowaé wszystkie czynniki mogace wplywac
na aktywnos§¢ plytek krwi [19, 20]. Do czynnikow
tych zaliczamy: aktywno$¢ fizyczna, uzywki, leki
czy posilek, a takze rodzaj spozywanych pokarmow
lub stosowanych uzywek [22]. Uwaza sie, ze etap
przedanalityczny metody LTA jest najbardziej
podatny na biedy. Z zwigzku z powyzszym tylko
prawidiowe przygotowanie pacjenta do badania oraz
wlasciwe obchodzenie sie z pobranym materialem
pozwoli mozliwie maksymalnie wyeliminowac
wplyw zmiennych przedanalitycznych na otrzy-
many wynik badania LTA. Interpretacja wynikow
testow agregacji plytek krwi moze sprawiaé wiele
trudno$ci, dlatego niezbedne jest do$wiadczenie
osoby analizujacej krzywe agregacyjne [7].

Pozostate metody diagnostyki
dysfunkcji plytek krwi

Ze wzgledu na liczne ograniczenia LTA bardzo
wazne jest zastosowanie uzupelniajgcych technik
diagnostycznych stuzacych ocenie funkcji piytek
krwi. Wybor odpowiedniej metody pozwoli na
potwierdzenie lub wykluczenie postawionej diag-
nozy w jak najkrotszym czasie, co odpowiednio
umozliwi wdrozenie wiaSciwego dla danej jednostki
chorobowej leczenia, lub ukierunkuje dalszy proces
diagnostyczny.

Szczegoblnie popularng oraz przesiewowa
metoda wykorzystywana do oceny zaburzen he-
mostazy pierwotnej jest badanie czasu okluzji (CT)
w aparacie PFA-100 lub PFA-200. Zasada metody
PFA polega na ocenie czynno$ci PLT w krwi pelnej,
ktora przeplywa przez otwor w blonie pokrytej
odpowiednim agonistg agregacji (kolagenem i epi-
nefryna lub kolagenem i ADP). AgoniSci wyzwalaja
aktywacje i agregacje plytek, co powoduje zamknie-
cie otworu 1 prowadzi do ustania przeplywu krwi.
Ocenia sie czas potrzebny do zamkniecia otworu
blony poprzez tworzace sie agregaty plytkowe.
Badanie to jest bardzo uzyteczne do diagnostyki
ciezkich dysfunkcji ptytek krwi (trombastenia
Glanzmana czy zesp6t Bernarda-Souliera), nato-
miast wykazuje ograniczona uzyteczno$S¢ w przy-
padku fagodniejszych trombocytopatii. Prawidlowy
wynik badania PFA pozwala z duzym prawdo-
podobienstwem wykluczy¢ powazne, wrodzone
dysfunkcje PLT [23].
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Tabela 3. Poréwnanie metod oceny zdolnosci ptytek krwi do agregacji [6]

Metoda Zasada metody Agonista agregacji PLT Badany Czas badania
materiat
LTA Pomiar AA, ADP, kolagen, epinefryna, ~ PRP 1-2 godz.
turbidymetryczny rystocetyna (dodatkowo
agonisci panelu rozszerzonego)
PFA-100/200 Pomiar czasu CT ADP, kolagen, epinefryna Krew petna 5-10 min
MEA Pomiar impedancyjny AA, kolagen, ADP, TRAP Krew petna 5-7 min

AA (arachidonic acid) — kwas arachidonowy, ADP (adenosine diphosphate) — adenozynodifosforan, CT (closure time) — czas zamkniecia, LTA (light transmis-
sion aggregometry) — agregometria oparta na transmisji Swiatta widzialnego, MEA (multi-electrode aggregometry) — wieloelektrodowa agregometria, PFA-
100/200 (platelet function analyzer 100/200) — analizator funkcji ptytek krwi 100/200, PRP (platelet-rich plasma) — osocze bogatoptytkowe, TRAP (thrombin

receptor activating peptide) — peptyd aktywujacy receptor trombiny

Nieustanny postep technologiczny diagnosty-
ki dysfunkcji plytek krwi przyczynit sie takze do
opracowania przytozkowych (POCT, point-of-care
testing) metod oceny agregacji PLT. Zaliczamy do
nich agregometrie opartg na zjawisku impedancji
elektrycznej we krwi peinej (MEA, multiple elec-
trode aggregometry). Na zanurzonych w badanej
probce krwi elektrodach dochodzi do agregacji PLT
na skutek interakcji z agonistg. Mierzona zmiana
oporu elektrycznego (impedancji) jest wprost pro-
porcjonalna do stopnia agregacji plytek krwi [24].
Do stymulacji krwinek plytkowych wykorzystuje
sie podstawowy panel czynnikow agregujacych,
cho¢ w odmiennych stezeniach [7]. Warto pod-
kresli¢, ze odpowiedz plytek krwi na te zwigzki
w przypadku LTA i agregometrii impedancyjnej jest
rozna, zwlaszcza w obecnosci ADP i epinefryny.
Wynik pomiaru wyrazony w omach () moze byc
konwertowany na arbitralne jednostki agregacji.
W przeciwienstwie do metody LTA agregometria
impedancyjna nie wymaga tak pracochtonnego
przygotowania probek, gdyz wykorzystuje probke
krwi pelnej, co zdecydowanie znacznie skraca czas
potrzebny do uzyskania wyniku oraz zmniejsza
ryzyko aktywacji PLT przed przystapieniem do
badania. Wymagana jest takze mniejsza iloS¢ krwi
w porownaniu z metodg LTA. Natomiast ogranicze-
niem agregometrii impedancyjnej jest jej zalezno§¢é
od liczby plytek krwi oraz warto$ci hematokrytu.
Badanie agregacji PLT we krwi pelnej bardziej od-
zwierciedla warunki panujace iz vivo w naczyniach
krwiono$nych, ze wzgledu na obecno$¢ subpopula-
¢ji PLT oraz pozostalych elementoéw morfotycznych
krwi. Jednakze badanie to nie uwzglednia wplywu
Srodblonka naczyniowego oraz sil Scinajacych na
aktywno$c¢ plytek krwi. Pordwnanie powyzszych
metod oceny zdolno$ci plytek krwi do agregacji
w odpowiedzi na stymulacje odpowiednim akty-
watorem przedstawiono w tabeli 3. Metoda impe-
dancyjna jest rzadziej stosowana w laboratoriach

hemostazy niz LTA. W piSmiennictwie brakuje
szerzej zakrojonych badan poréwnawczych z LTA
oraz do$wiadczen klinicznych opisujacych jej do-
ktadna przydatno§¢ w diagnostyce zaburzen funkcji
plytek krwi [7].

Kolejng wazna dla diagnostyki PFD jest cy-
tometria przeplywowa (FCM, flow cytometry).
Badanie to jest przede wszystkim wykonywane
w celu iloSciowe] oceny (ekspresji) receptorow
glikoproteinowych, ktorych niedobory sa przyczyna
wrodzonych trombocytopatii [1]. Niewatpliwa zale-
ta tej metody jest mozliwo$¢ kompleksowej oceny
czynnoSci plytek krwi, takze wsrod pacjentow
z maloplytkowoscig. Dodatkowo, wymagana jest
niewielka objeto$¢ krwi do badania [25]. Bada-
nie cytometryczne GP plytkowych wykonuje sie
u pacjentéw z odchyleniami w wynikach testow
agregacji i/lub istotnym wywiadem klinicznym
wskazujacym na trombocytopatie. Dlatego FCM
odgrywa wazna role w diagnostyce miedzy inny-
mi trombastenii Glanzmanna (niedobor lub brak
GPIIb/IIIa) 1 zespolu Bernarda-Souliera (deficyt
GPIV/IX/V) [7].

Coraz bardziej popularnym narzedziem diagno-
stycznym PFD staja sie takze badania molekularne.
Zastosowanie technik sekwencjonowania nowej ge-
neracji (NGS, next generation sequencing) pozwala
na kompleksowsa analize genoéw zaangazowanych
w rozwoj dysfunkcji ptytek krwi. Dotychczas
poznano ponad 80 genéw, ktorych mutacje odpo-
wiadaja za wystapienie plytkowych skaz krwotocz-
nych oraz skorelowano dany wariant patologiczny
z prezentowanym fenotypem. Identyfikacja mutacji
sprawczej pozwala na potwierdzenie postawionej
diagnozy. Jednak ze wzgledu na zlozony charakter
trombocytopatii wykrycie wariantu patogennego
odpowiedzialnego za rozwoj choroby staje sie nie-
kiedy problematyczne. Dodatkowo istnieje takze
mozliwos§¢ wykrycia licznych wariantéw o niezna-
nej etiologii (VUS, variants of uncertain clinical
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significance). Ze wzgledy na zlozony charakter
plytkowych skaz krwotocznych takie warianty
wymagaja dalszej analizy oraz ciaglej aktualizacji
powszechnie uzywanych baz danych mutacji, aby
mogly zostac uznane za fagodne lub patogenne [26].
Nieliczne laboratoria wykonuja badania genetyczne
w kierunku dysfunkcji plytek krwi, co stanowi
znaczne ograniczenie tej metody w diagnostyce
skaz krwotocznych. Majac na uwadze fakt, ze
plytkowe skazy krwotoczne to bardzo heterogenna
grupa schorzen, badania molekularne sg gtownie
wykonywane w przypadku dobrze poznanych skaz
plytkowych, takich jak: trombastenia Glanzmanna,
zespol Bernarda-Souliera czy ptytkowy typ choroby
von Willebranda. Diagnostyka molekularna PFD
nie jest zalecana jako badanie pierwszego wybo-
ru, natomiast wyjatek stanowig niektére rzadkie
zaburzenia, ktore trudno zdiagnozowaé w inny
sposob (jak np. QPD), a takze stany w przypadku
ktorych istnieje kliniczne podejrzenie okres$lonej
PFD [27]. W takich sytuacjach wstepna analiza
DNA moze znacznie zaoszczedzi¢ czas w uzyskaniu
wlaSciwego rozpoznania. Dlatego NGS stanowi
skuteczne narzedzie diagnostyczne PFD, niemniej
jednak niezbedne jest dokiadne poznanie podioza
molekularnego ptytkowych skaz krwotocznych,
aby metoda ta mogla by¢ rutynowo stosowana [28].

Podsumowanie

Badanie LTA stanowi uznane przez specjali-
stow narzedzie diagnostyczne w ocenie dysfunkcji
plytek krwi. Jednak brak standaryzacji procedury
wykonania badania, pracochtonno$¢ i czasochion-
noS$¢ metody LTA czynig te technike do$§¢ podatna
na bledy przedanalityczne, analityczne i interpreta-
cyjne. Pomimo wielu podjetych prob standaryzacji
procedury procesy analityczne nadal roznig sie
miedzy laboratoriami, a interpretacja danych wy-
maga specjalistycznej wiedzy. Istotnym problemem
w diagnostyce PFD jest ograniczenie dostepnoSci
LTA tylko do wysokospecjalistycznych laborato-
riow hemostazy. Podjete w ciagu ostatnich kilku lat
1 zakonczone sukcesem proby automatyzacji LTA
z wykorzystaniem analizatorow koagulologicznych
(Siemens, Sysmex serii CS, Atellica) stanowig
zatem przelom w dostepnosci tych testow i uprasz-
czaja wykonywanie w laboratorium i zlecanie
testow LTA przez klinicystow [29]. Jak wykazaly
badania poréwnawcze tych analizatorow ze standar-
dowym agregometrem, metoda zautomatyzowana
charakteryzuje sie wysoka powtarzalnoScia oraz
zdecydowanie krotszym czasem przetwarzania
probek. Potrzebne s3 takze dalsze badania wyzej

wymienionych analizatorow koagulologicznych
w szerszym zakresie uzytecznoSci, na przykiad
z uzyciem alternatywnych agonistow agregacji
plytek krwi lub u pacjentow z rzadkimi wrodzo-
nymi zaburzeniami funkcji PLT, by w pelni ocenié
ich wydajno$c¢ i przydatnosc [30]. Warto rowniez
podkresli¢, ze Scista wspotpraca klinicysty/hema-
tologa z personelem laboratorium jest niezbednym
elementem we wlaSciwej interpretacji wynikow
LTA i rozpoznaniu tak trudnych choréb hematolo-
gicznych, jakimi s3 trombocytopatie.
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Summary

Acquired haemophilia A is an autoimmune bleeding disorder treated with immunosuppres-
sion and bypassing agents such as recombinant factor Vila (rFVIla). The half time of rFVIla
1s short, which requires frequent bolus injections in order to maintain hemostasis. Providing
a continuous pump infusion instead of bolus injections could not only be more time and cost-
-efficient but also safer by maintaining a constant level of the bypassing agent.

rFVIla is administered intravenously usually through a peripheral venous catheter. In patients
with prolonged intravenous treatment or difficult-to-access peripheral vasculature, midline
long peripheral intravenous catheters are an interesting alternative. They have favourable
dwell times and failure rates while maintaining the same risk of infection as other peripherally
inserted central catheters. This technique has the potential to reduce the costs as well as risk
to the patients.

Herein, we report a case of a patient with AHA, who was treated with rFVIla by an infusion

pump and midline catheter.

Keywords: acquired haemophilia A; infusion pump; recombinant factor Vila;

midline catheter

Introduction

Acquired haemophilia A (AHA) is a bleeding
disorder caused by an autoimmune reaction be-
tween the autoantibodies (inhibitors) and factor
VIII (FVIII). It occurs mainly in elderly patients
with comorbidities as well as women around their
pregnancy, often causing severe and prolonged
bleeding [1, 2].

J. Transf. Med. 2023; 16: 136-140

Acquired haemophilia A is a rare but severe
bleeding disorder. There is no strict relationship
between the activity of FVIII in plasma and the
severity of hemorrhagic diathesis. The treatment
of choice is the use of bypassing agents such as re-
combinant factor VIla (rFVIIa), activated prothrom-
bin complex concentrate (aPCC) or a relatively new
treatment option — recombinant porcine factor
VIII (rpFVIIID) along with immunosuppressants
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such as prednisone, cyclophosphamide or rituxi-
mab [3].

The half time of bypassing agents, such as
rFVIIa, is short (2.8 h in vivo for rFVIIa), which
requires frequent bolus injections in order to
maintain hemostasis [4]. There are studies discus-
sing the use of infusion pump instead of bolus injec-
tions in AHA patients [4-6]. Providing a continuous
pump infusion for patients with AHA could not only
be more time-efficient but also safer by maintaining
a constant level of the bypassing agent [4-6].

rFVIIa is administered intravenously usually
through a peripheral venous catheter. When the
patient requires prolonged intravenous treatment
or the placement of a peripheral venous cathether
1s impossible, midline long peripheral venous cat-
heters (MC) can be a good alternative [7]. They
can be inserted at the patient’s bedside, require
no radiological verification and their bleeding
safety profile does not differ from other venous
catheters [8].

Herein, we report patient with AHA, who
was treated with rFVIIa by an infusion pump and
midline catheter.

Case report

A 74-year-old Caucasian female was admit-
ted to the General Haematology Inpatient Clinic
due to ecchymoses of the upper and lower limbs,
which had been occurring for several days. Prior to
admission, patient was hospitalized due to sepsis
and referred from county hospital with suspicion
of AHA.

The patient had a history of Escherichia coli
septic infection, pneumonia, urinary tract infection,
chronic kidney disease, hypertension, chronic
heart failure, atherosclerosis, bronchial asthma,
hypothyroidism, depression, extrapyramidal symp-
toms and folic acid deficiency.

On admission, patient in average overall con-
dition with extensive subcutaneous ecchymoses on
the upper and lower limbs as well as lateral sides
of thorax (Fig. 1-3). Laboratory studies revealed
prolonged activated partial thromboplastin time
(aPTT) of 104.9 s (normal range 25.4-36.9 s).
There were no signs of thrombocytopenia, inter-
national normalized ratio (INR) and thrombin time
(TT) were within the range. The level of factor VIII
was less than 1% and inhibitor titer against human
factor VIII was 4.9 j.B/ml (norm < 0.5 j.B/ml).

Patient was diagnosed with AHA and the
following treatment was implemented: bypassing
agent — recombinant human coagulation factor

Figure 1. Extensive ecchymosis of the left upper limb

Figure 2. Extensive ecchymosis of the right upper limb

VIla — eptacog alfa (0.09 mg/kg intravenously (iv)
in infusion pump with bolus intervals of 3 hours)
and eradication of inhibitor — prednisone (1 mg/
/kg per day). Due to the fact that the placement of
a peripheral venous cathether was not possible,
a midline long peripheral venous catheter was
placed.

The frequency of rFVIIa administration was
being progressively prolonged to respectively 4 h
and 6 h bolus intervals and ultimately the treat-
ment was switched from infusion pump to bolus
injections. Hemostatic treatment was then changed
to porcine factor, and due to the intensification of
anemia and increased demand for factor VIII, Anti-
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Figure 3. Echymosis of the lower limb

-Inhibitor Coagulant Complex (Feiba) was applied.
The treatment eradicating the inhibitor was also
extended with cyclophosphamide, and then with
rituximab, resulting in the elimination of the in-
hibitor and an increase in the value of factor VIII.

Discussion

The administration of rFVIIa using an infusion
pump is a novel but promising method. There are
studies presenting the favorability of hemostatic
effects in patients who are administered factor
products, such as factor VIII or rFVIIa in infusion
instead of intermittent bolus injections [9]. The do-
sage of rFVIla is more precise when it is administe-
red through an infusion pump. While administering
a bolus injection, the dosage of rFVIIa is rounded
to the closest number. Whereas through the pump,
patients can be provided a precise fixed dose [6].
The precision of a dosage enables reduction of the
expenses related to patient’s treatment. It is also
more convenient for the patient who is not woken
up at night for bolus injection [6].

Fixed doses and intervals do not only offer
more accurate, efficient and reliable administration
but can also reduce burden on nursing staff and thus
minimalize the risk of human error [5]. According
to study conducted by Pollard et al., the overall
nursing time involved in reconstituting and admi-
nistering rFVIla can be reduced from 3-6 hours
a day to 1-2 hours per day just by switching the

rFVIIa administration method from bolus to pump
infusion [6].

In terms of nursing time, an infusion pump of
rFVIIa is also more favourable in comparison to
recombinant porcine factor VIII (rpFVIII), which is
a relatively new bypassing agent [3]. The dosage
of rpFVIII should correspond to the FVIII levels,
which ought to be closely monitored throughout the
treatment. Therefore, in order to adjust the dosage
of rpFVIII, patients require multiple factor VIII me-
asurements [10]. rFVIla is physically and chemical-
ly stable for over 24 hours when administered in an
infusion pump, thus only one factor measurement
daily is required in those patients [11].

We have conducted a survey among 10 nursing
staff members working at the Department of Ge-
neral Hematology in L.6dZ with the aim to assess
their preferences of rF'VIIa administration. 80% of
interviewees pointed to rFVIIa in infusion pump
as more comfortable treatment method than 4h
interval boluses. Half of the surveyed nursing staff
members assessed infusion pump administration of
rFVIla as very easy (1 out of 5 points) while only
10% evaluated it as very difficult (5 out of 5 points).
Amongst the advantages of the bolus administra-
tion over pump infusions, the majority defined lack
of patient’s permanent connection to the infusion
pump. While as the greatest advantage of the in-
fusion pump, 60% pointed to the administration of
the drug at precise time intervals (Fig. 4-5).

Intravenous infusion of rFVIla can be admini-
stered through peripheral venous catheter. Howe-
ver in situation of prolonged intravenous treatment
or difficult-to-access peripheral vasculature, pa-
tients are eligible for MC insertion [7]. MCs have
favourable dwell times and failure rates against
other types of catheters. They can be inserted at
the patient’s bedside and require no radiological ve-
rification [8]. They have a high rate of first-attempt
placements as well as low complication rate. The
risk of catheter-related bloodstream infections was
proven not to be significantly different between
MCs and PICCs (peripherally inserted central
catheters) [12]. They have favourable dwell times
and failure rates while maintaining the same risk
of infection as other PICCs. This technique has
potential to reduce the costs as well as risk to the
patients [13-14].

Conclusions

Administration of rFVIIa in infusion pump
outweighs bolus intermittent injections in terms
of accuracy and reliability. It is favoured amongst
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Figure 4. Graph presenting the nursing staff’s preferences
regarding the way of recombinant factor Vlla administration.
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Figure 5. Graph presenting the nursing staff's assessment
of level of difficulty recombinant factor Vlla administration
by infusion pump. The x axis corresponds to the percen-
tage of answers. The y axis indicates the level of difficulty
(from 1 — very easy to 5 — very difficult)

nursing staff and can have significant influence on
minimizing the risk of human error. In patients
with prolonged intravenous treatment or difficult-
-to-access peripheral vasculature, MCs are an
interesting alternative.
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Nalezy cytowac wersje pierwotna.

Streszczenie
Nabyta hemofilia A to skaza krwotoczna o podiozu autoimmunologicznym, ktorej leczenie
obeymuje immunosupresje 1 leczenie omiyajgce inhibitor, miedzy innymi rekombinowanym
czynnikiem VIla (rFVIla). Czas poltrwania rFVIla jest krotki, co wymaga czestej podazy
leku w celu utrzymania hemostazy. Zapewnienie cigglego wlewu z pompy infuzyjnej zamiast
podazy bolusow moze sig okazac nie tylko korzystne czasowo i finansowo, ale rowniez bardziej
bezpieczne dla pacjenta ze wzgledu na mozliwosc utrzymania stalego poziomu czynnika omi-
Jjajgcego inhibitor.
Zazwyczay vFVIIa jest podawany dozylnie poprzez cewnik wprowadzany obwodowo. Ciekawq
alternatywe dla pacjentow poddawanym leczeniu dozylnemu lub dla 0sob z trudnym dostepem
naczyniowym stanowi wklucie posrednie (midline insertion). Zalozenie takiego wklucia jest
bezpieczniejsze dla pacjenta, a ryzyko infekcji mozna porownac z ryzykiem przy zastosowaniu
innych obwodowych cewnikow zylnych. Zastosowanie techniki wkiucia posredniego stanow:
mmniejsze zagrozenie dla pacjentow 1 pozwala obnizyc koszty leczenia.
W niniejszym artykule przedstawiono przypadek pacjentki z nabytq hemofiliq A, ktorej poda-
wano rFVIla przez cewnik posredni (midline) przy uzyciu pompy infuzyjnej.
Stowa kluczowe: nabyta hemofilia A; pompa infuzyjna; rekombinowany czynnik Vlla;
wktucie posrednie (midline)
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Wstep

Nabyta hemofilia A (AHA, acquired haemophi-
lia A) jest skaza krwotoczng spowodowana reakcja
autoimmunologiczng pomiedzy autoprzeciwciatami
(inhibitorami) a czynnikiem VIII (FVIII). Wystepuje
gléwnie u pacjentow w podesztym wieku z choro-
bami wspolistniejgcymi, a takze u kobiet w okresie
okolociazowym, czesto powodujac ciezkie i dtugo-
trwale krwawienia [1, 2].

Nabyta hemofilia A jest rzadkim, ale ciezkim
zaburzeniem krzepniecia. Nie ma Scistej zalezno-
Sci pomiedzy aktywnoscig czynnika VIII w osoczu
a intensywnoscia skazy krwotocznej. Leczeniem
z wyboru jest stosowanie czynnikdw omijajacych,
takich jak rekombinowany czynnik VIIa (rFVIla,
recombinant factor VIII), koncentrat aktywowa-
nego kompleksu protrombiny (aPCC, activated
prothrombin complex concentrate) lub stosunkowo
nowa opcja lecznicza — rekombinowany wieprzowy
czynnik VIII (rpFVIII, recombinant porcine factor
VIII) wraz z lekami immunosupresyjnymi, takimi
jak prednizon, cyklofosfamid lub rytuksymab [3].

Ze wzgledu na krotki czas poltrwania czynni-
koéw omijajacych, takich jak rFVIIa (2,8 h iz vivo dla
rFVIla), utrzymanie hemostazy wymaga czestego
podawania leku w bolusach [4]. W niektorych
badaniach autorzy omawiajg zastosowanie pompy
infuzyjnej do automatycznego podawania bolusow
u chorych na AHA [4-6]. Zapewnienie ciagiego po-
dawania boluséw pacjentom z AHA moze sie okazaé
nie tylko bardziej efektywne czasowo, ale rowniez
bezpieczniejsze dla pacjenta, poniewaz umozliwia
utrzymanie stalego poziomu $rodka omijajacego
w ustroju [4-6].

Rekombinowany czynnik VIIa jest podawany
dozylnie zazwyczaj przez obwodowy cewnik zyl-
ny. Jesli pacjent wymaga przediuzonego leczenia
dozylnego lub jesli zalozenie obwodowego cewnika
zylnego nie jest mozliwe, dobrym rozwigzaniem
moze by¢ tak zwane wklucie posrednie midline
(MC, midline catheter) [7]. Zalozenie takiego cew-
nika przy 16zku chorego nie wymaga kontroli ra-
diologicznej, a profil bezpieczenstwa krwawienia
nie odbiega od profilu bezpieczenstwa dla innych
cewnikow zylnych [8].

W niniejszej pracy przedstawiono przypadek
chorej na AHA, u ktorej zastosowano rFVIla po-
dawany przez cewnik poSredni (wklucie posrednie
midline) 1 przy uzyciu pompy infuzyjnej.

Opis przypadku

Kobiete rasy kaukaskiej, w wieku 74 lat, przy-
jeto na Oddzial Hematologii Ogdlnej z powodu
obserwowanych od kilku dni wybroczyn koficzyn
gornych 1 dolnych. Przed przyjeciem na oddziat
pacjentka przebywata w szpitalu powiatowym z po-
wodu sepsy i1 zostala przekierowana ze wzgledu na
podejrzenie AHA.

W wywiadzie stwierdzono: zakazenie Esche-
richia coli, zapalenie pltuc, zakazenie drog moczo-
wych, przewlekla chorobe nerek, nadci$nienie
tetnicze, przewlekla niewydolno$¢ serca, miaz-
dzyce, astme oskrzelows, niedoczynnos¢ tarczycy,
depresje, objawy zespolu pozapiramidowego oraz
niedobo6r kwasu foliowego.

Przy przyjeciu stwierdzono rozlegle podskorne
wybroczyny na konczynach gornych i dolnych oraz
po bokach klatki piersiowej (ryc. 1-3). W badaniach
laboratoryjnych stwierdzono wydluzony czas czes-
ciowej tromboplastyny po aktywacji (aPTT, activa-
ted partial thromboplastin time) wynoszacy 104,9 s
(zakres normy 25,4-36,9 s). Nie stwierdzono
maloplytkowoSci, miedzynarodowy wspolczynnik
znormalizowany (INR, international normalized
ratio) 1 czas trombinowy (TT, thrombin time) byly
w zakresie normy. Poziom czynnika VIII byt ponizej
1%, a miano inhibitora wobec ludzkiego czynnika
VIII wynosito 4,9 j.B/ml (norma < 0,5 j.B/ml).

U pacjentki rozpoznano AHA i wdrozono na-
stepujace leczenie: czynnik omijajacy — rekombi-
nowany ludzki czynnik krzepniecia VIla — eptacog
alfa (0,09 mg/kg dozylnie [i.v., intravenous]) poda-
wany przy uzyciu pompy infuzyjnej, z 3-godzinnymi
odstepami pomiedzy bolusami, oraz eliminacje
inhibitora — prednizon (1 mg/kg dziennie). Ze
wzgledu na brak mozliwo$ci zalozenia obwodo-
wego cewnika zylnego posluzono sie cewnikiem
posSrednim midline.

Odstepy pomiedzy dawkami rFVIIa stopniowo
zwiekszano do 4 godzin i1 6 godzin, a ostatecznie
zaczeto podawac lek w pojedynczych bholusach.
W leczeniu hemostatycznym wprowadzono czynnik
wieprzowy i preparat zespolu czynnikow krzepnie-
cia przeciw inhibitorowi czynnika VIII ze wzgledu
na nasilenie niedokrwisto$ci 1 zwiekszone zapo-
trzebowanie na czynnik VIII. Leczenie eradykujace
rozszerzono rowniez o cyklofosfamid, a nastepnie
o rytuksymab, co pozwolilo wyeliminowac inhibitor
1 uzyskac wzrost wartos$ci czynnika VIII.
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Rycina 1. Rozlegta wybroczyna lewej konczyny gérnej

Rycina 2. Rozlegta wybroczyna prawej konczyny gornej

Dyskusja

Podaz rFVIla za pomoca pompy infuzyjnej
jest metoda nowatorska, ale obiecujacg. W wielu
badaniach przedstawiono korzystne efekty hemo-
statyczne u pacjentow, ktorym podaje sie czynniki
krzepniecia, takie jak czynnik VIII lub rFVIIa, za
pomoca pompy infuzyjnej zamiast w postaci bolu-
s6w w odpowiednich odstepach [9]. Dawkowanie
rFVIIa przez pompe infuzyjng jest bardziej precy-
zyjne. Podawanie rFVIla w postaci wstrzyknieé
(w bolusie) wigze sie z zaokraglaniem dawki do
najblizszej liczby calkowitej, natomiast przy za-
stosowaniu pompy infuzyjnej pacjenci otrzymuja

Rycina 3. Rozlegta wybroczyna konczyny dolnej

precyzyjnie wyliczong, stala dawke preparatu [6].
Precyzyjnie wyliczona dawka przektada sie na
zmniejszenie wydatkow zwigzanych z terapig, a dla
pacjenta jest to bardzo korzystne, poniewaz nie
trzeba go wybudzaé w nocy po to, by wstrzyknaé
kolejng dawke leku [6].

Stale dawki 1 odstepy czasowe nie tylko za-
pewniaja doktadniejsze, bardziej skuteczne i pewne
podawanie lekow, ale rowniez odcigzaja personel
szpitalny w ich pracy, a tym samym przyczynia-
ja sie do zminimalizowania ryzyka wystgpienia
btedu ludzkiego [5]. Zgodnie z badaniem Pollarda
1 wsp., calkowity czas pracy pielegniarki zwigzany
z rekonstytuowaniem i podawaniem rFVIla moz-
na zredukowaé do 1-2 godzin dziennie (zamiast
3-6 godzin) wylgcznie dzieki zamianie metody
podawania rFVIla (uzycie pompy infuzyjnej zamiast
jednorazowych wstrzykniec) [6].

Pod wzgledem czasu poSwieconego opiece nad
pacjentem, podawanie rFVIla przez pompe infuzyj-
na jest rowniez korzystniejsze w odniesieniu do
rpFVIII, ktory jest stosunkowo nowym Srodkiem
omijajacym [3]. Dawka rpFVIII powinna odpowia-
dac poziomowi FVIII, ktory nalezy monitorowac
w trakcie leczenia. W celu dostosowania dawki
rpFVIII nalezy dokonaé wielokrotnych pomiarow
czynnika VIII [10]. Rekombinowany czynnik VIIa
podawany w pompie infuzyjnej jest stabilny pod
wzgledem fizycznym i chemicznym przez okres
ponad 24 godzin, dlatego pomiar tego czynnika
u pacjenta wystarczy zrobi¢ raz dziennie [11].
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Rycina 4. Preferencje personelu pielegniarskiego dotyczace
sposobu podazy rekombinowanego czynnika Vlla. O$ x
odpowiada metodzie podawania, a 0$ y odpowiada procen-
towi odpowiedzi

Poziom trudnosci

o 10 20 30 40 50 X

Odsetek odpowiedzi (%)

Rycina 5. Ocena personelu pielegniarskiego dotyczaca ska-
li trudnos$ci podazy rekombinowanego czynnika Vlla przez
pompe infuzyjng. O$ x odpowiada procentowi odpowiedzi,
a o$ y odpowiada poziomowi trudnosci (od 1— bardzo tatwy
do 5 — bardzo trudny)

Autorzy niniejszego artykulu przeprowadzili
ankiete wsrod 10 czlonkow personelu pielegniar-
skiego zatrudnionego na Oddziale Hematologii
Ogolnej w Lodzi w celu oceny ich preferencji do-
tyczacych sposobu podawania rFVIIa. Osiemdzie-

sigt procent ankietowanych uznalo, ze podawanie
rFVIIa w pompie infuzyjnej jest wygodniejsze niz
stosowanie bolusow w odstepie 4 godzin. Polowa
ankietowanych ocenita podawanie rFVIla w pom-
pie infuzyjnej jako metode bardzo prostg (1/5 pkt),
natomiast tylko 10% ocenilo jg jako bardzo trudng
(5/5 pkt). Wérod zalet podawania bolusa w po-
roOwnaniu z uzyciem pompy infuzyjnej wiekszo§¢é
ankietowanych wymienita brak statego podlacze-
nia pacjenta do pompy infuzyjnej, natomiast 60%
wskazalo podawanie leku w Scisle okreSlonych
odstepach czasu jako najwiekszg zalete pompy
infuzyjnej (ryc. 4-5).

Rekombinowany czynnik VIIa mozna podawac
przez wklucie obwodowe, jednak w sytuacji prze-
diuzajacego sie dozylnego leczenia lub trudnego
dostepu do naczyn obwodowych chorych kwalifi-
kuje sie do wktucia posredniego (MC) [7]. Cewniki
posrednie charakteryzuja sie dluzszym czasem
uzytkowania i rzadziej ulegaja awarii w porownaniu
z innymi rodzajami cewnikow. Mozna je zaktadac
przy 16zku chorego, nie wymagaja kontroli rentge-
nowskiej [8] 1 cechujg sie sie wysokim odsetkiem
udanych pierwszorazowych prob zakladania oraz
niskim odsetkiem powikian. Wykazano, ze ryzyko
zakazen krwi zwigzane z MC nie r6zni sie w istotny
sposob od cewnikow centralnych wprowadzanych
obwodowo (PICC, peripherally inserted central cathe-
ters) [12]. Charakteryzujg sie one diuzszym czasem
uzytkowania i mniejszym odsetkiem niepowodzen
przy zachowaniu takiego samego ryzyka zakazenia
jak przy innych PICC. Technika ta pozwala obnizy¢
koszty leczenia jak rowniez ryzyko zakazen u pa-
cjentow [13-14].

Whioski

Podawanie rFVIla przy uzyciu pompy infuzyj-
nej przewyzsza wstrzykniecia w bolusie w odste-
pach czasowych pod wzgledem dokladnoSci i nie-
zawodnoSci. Jest ono preferowane przez personel
pielegniarski 1 ma istotny wplyw na ograniczenie
ryzyka bledu ludzkiego. U pacjentéow z przedlu-
zajacym sie leczeniem dozylnym lub z trudnym
dostepem do naczyn obwodowych MC stanowig
ciekawa alternatywe.

Konflikt interesow: nie zgloszono
Wkiad autorow: MW i TR zaproponowali

pomyst opisu przypadku. MW prowadzit pacjentke;
WR, MW przyczynili sie do napisania artykutu.
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Wszyscy autorzy (WR, MW, TR) przyczynili sie do
weryfikacji 1 edycji manuskryptu.
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Issues related to artificial tears were discussed
at the 334 Regional Congress
of the International Society of Blood Transfusion
(ISBT) in Gothenburg, June 17-21, 2023

Katarzyna Chmielewska

, Joanna Janus

, Jolanta Antoniewicz-Papis

Department of Transfusion Medicine, Institute of Hematology and Transfusion Medicine, Warsaw, Poland

Serum-based artificial tears are becoming
increasingly popular worldwide. During the ISBT
(International Society of Blood Transfusion) con-
gress held in Gothenburg, Sweden, in 2023, re-
search centers from various countries shared
their experiences on the topic. Artificial tears are
primarily used in the treatment of dry eye syndro-
me (DES), a condition associated with abnormal
secretion of the tear film. Visual disturbances and
headaches associated with DES have a negative
impact on every day activity. In his 2021 study,
Papas states that the prevalence of DES is growing
and currently affects nearly 10% of the global po-
pulation [1]. Because the procedure of collecting
blood from older individuals or persons undergoing
cancer treatment may often prove problematic,
more attention is focused on allogeneic tears which
are becoming increasingly popular.

During the first day of the ISBT congress,
which was dedicated to Scandinavia (Nordic Day),
Sofia Frindberg from Sahlgrenska Universi-
tetssjukhuset in Sweden presented the activities
of her centre as regards the preparation of serum-
-based eye drops. The centre has been involved in
the preparation of autologous serum-based tears
since 2016. Three types of eye drops are produced:
100% and 20% serum-based eye drops and eye
drops with platelet-rich plasma (PRP). The eye
drops are prepared following orders from ophthal-
mic clinics. The COL 10/20 system from Biomed
Device is used for capsule portioning, and then

the eye drops are frozen and stored at —20°C until
release, which occurs when microbiological tests
prove negative. The amount of capsules issued is
sufficient for a 2-month treatment of DES. Between
2019 and 2020, the number of referrals for artificial
tears at Sahlgrenska Universitetssjukhuset incre-
ased by 45%, which only confirms the growing
interest in serum-based artificial tears [2].

During the poster session, as many as 7 po-
sters were dedicated to artificial tears. Specialists
from various countries presented their own expe-
riences on the topic. The Rambam Health Care
Campus in Israel described their experience from
the preparation of autologous artificial tears. The
procedure was implemented in 2022, when the
Israeli Ministry of Health entrusted the supervi-
sion and production of artificial tears to blood banks.
Patients received a 20% or 50% concentration of
serum eye drops to be administered 4 to 8 times
daily for 2 to 3 months. During 12 months of their
activity, 135 patients benefited from autologous
serum tears. The main indications for treatment
were: dry eye syndrome (DES) associated with
Graft-versus-Host Disease (GvHD) and corneal
neuralgia. The procedure was implemented in
blood banks and this move resulted in a widespread
adoption of the method and an easier access for
Israel patients to artificial tear drops [3].

The scientists from Uniklinik Koln in Ger-
many presented their 11-year experience related
to the preparation of autologous eye drops. As it
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was sometimes difficult to obtain samples of whole
blood from patients, the research team also con-
centrated on the production of allogeneic tears and
presented their 6-year experience in the field. In
total, the Uniklinik K6ln produced 2466 prepara-
tions of autologous and allogeneic tears. Between
2017 and 2022, 556 allogeneic tear products were
prepared for 140 patients, children included. For
allogeneic tear production, it was necessary to find
a suitable donor eligible for whole blood donation.
The donor was selected for a specific recipient
based on ABO blood group and Rh antigen (D an-
tigen) compatibility. The tear drops were issued
once a negative microbiological test result became
available The entire procedure however, (starting
with suitable donor search) is time-consuming and
that may be a problem for patients who require
urgent intervention [4].

Storage and issue of serum eye drops may
pose a challenge for many centres. Because of the
excellent treatment outcomes with both autologous
and allogeneic tears, centres worldwide are striving
to find the most convenient method for capsule
storage. No preservatives are added to serum and
the shelf life of thawed serum is short, therefore
the system used for portioning and application
must be adapted to serve only several applica-
tions. The volume of serum in the capsule should
not be too large so as to avoid wastage and, most
importantly, to prevent bacterial contamination of
artificial tears. One of the topics discussed at the
poster session of the ISBT congress was the use
of the Meise Medizintechnik GmbH system by
the Australian Red Cross Lifeblood in Australia
for the preparation of serum tears. In May 2020,
the Australian Red Cross Lifeblood introduced the
packaging process for artificial tears using Meise
technology. A specific group of patients received
tears packaged in the new vials and were asked to
complete questionnaires to assess improvement
or deterioration of their health condition as well
as their experience using the Meise system. The
patients used the eye drops approximately five
times daily. The centre also shared the results
obtained from patients treated with autologous
and allogeneic serum. Surveys were collected from
24 patients who had previously received autologous
tears, as well as from 40 new patients. Additionally,
feedback was obtained from 10 regular patients
and 8 new patients who used allogeneic tears. The
average age was 57 years (= 13) for patients using
autologous tears and 70-74 years (= 11) for those
applying allogeneic tears. The results obtained
for Australian patients indicate better efficacy of

autologous tears. The Meise system was positi-
vely evaluated; however, some patients reported
difficulties with opening and closing the vials [5].

The Institute of Hematology and Transfusion
Medicine (IHTM) presented three posters devoted
to autologous and allogeneic artificial tears. The
statistical data from IHTM included 1493 autolo-
gous donations for the production of artificial tears.
Both adults and paediatric patients benefited from
the use of the artificial tears. Over the course of
3 years since 2019 when allogeneic tears were first
introduced, 114 patients had benefited. An analysis
of the medical conditions for which patients sought
treatment with artificial tears was also presented.
The most common indication for the use of artificial
tears was dry eye syndrome (DES), including DES
of various aetiologies: Sjogren’s syndrome, Graft-
-versus-Host Disease (GvHD), cataracts, glauco-
ma, and corneal damage resulting from mechanical
trauma or surgical procedures. The analysis also
included the assessment of the Ocular Surface
Disease Index (OSDI) in patients participating in
the study devoted to the use of allogeneic tears.
Between 2019 and 2022, 51 patients returned
completed OSDI questionnaires. The average
OSDI score before the use of allogeneic serum
tears was 67.94. After the use of allogeneic serum
tears without any additional processing, the OSDI
score was reduced to 51.60. The OSDI score after
the use of inactivated allogeneic serum tears was
44.75. In all three cases, the eye drops were used
for one month. The effect of using the eye drops
was reported to be very good, with the question-
naires indicating a significant improvement in the
patients’ health condition [6].

The IHTM also highlighted the stability of
vitamin A in artificial tears, which is essential for
the proliferation and proper functioning of corneal
epithelial cells. For healthy individuals, the refe-
rence range for serum vitamin A concentration is
typically 0.2-0.43 mg/L. On average, the initial
concentration of vitamin A in the samples was
0.33 mg/L. After a 6-month storage period, the
average concentration of vitamin A was 0.36 mg/L.
According to the presented findings, vitamin A in
serum remains stable for up to 6 months if stored
under standard conditions for this preparation,
which is typically at —18°C [7].

The IHTM conducted another study in which
the concentrations of interleukins IL-1f, IL-6,
IL-2, IL-10, and vascular endothelial growth factor
(VEGF) were examined. The analysis included
38 serum samples collected from autologous do-
nors and 10 serum samples collected from 7 do-
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Table 1. Information on artificial tears. Data from the ISBT congress held in Goteborg (Sweden) in 2023

Medium Serum The system used Dosage Application

dilution (%) for instillation
Sahlgrenska 100% COL system Not specified DES and DES of various etio-
Universitetssjukhuset 20% (Biomed) logies: GvHD, Sjogren’s syn-
(Gothenburg, Sweden) drome, mechanical corneal

injury

Rambam Health 50% COL system 4-8 times daily DES, DES associated with
Care Campus 20% (Biomed) GvHD, corneal neuralgia

(Haifa, Israel)

Uklinik Kéln
(Cologne, Germany)

Australian Red Cross
Lifeblood
(Australia)

Institute of Hematology
and Transfusion

Not specified

Not specified

100%

Meise system
(Meise Medizintech-
nik GmbH)

Meise system
(Meise Medizintech-
nik GmbH)

Long Drains
(Technochemistry)

Not specified

5 times daily

2-6 times daily

DES, DES associated with
GvHD

Not specified

DES of various etiologies:
Sjogren’s syndrome, GvHD,

Medicine
(Warsaw, Poland)

cataracts, glaucoma, mecha-
nical damage to the cornea,
or damage resulting from
surgical procedures

GvHD — graft-versus-host disease; DES — dry eye syndrome

nors. The cytokine concentrations in the 6 samples
from allogeneic donors were significantly lower
than in the autologous samples, with the ex-
ception of IL-2. During the study, very high levels
of cytokines IL-1f (47.26 pg/mL), IL-2 (0.49 pg/
/mL), IL-6 (55.60 pg/mL), IL-10 (34.83 pg/mL),
and VEGF (63.86 pg/mL) were observed in one of
the donors, with negative impact on the efficacy
of their serum for patients. The patients reported
improvement in eye condition, although not as
satisfactory as in the case of eye drops prepared
from the serum of other donors. The high cytokine
levels in the “outlier” donor may indicate the onset
of an infection, recent surgical procedure, or the
early stages of an autoimmune disease. During
the screening of blood donors for the preparation
of allogeneic artificial tears, it may be beneficial to
expand the medical interview and include cytokine
profiling as part of the examination [8].

The Blood Services and Apheresis Institute
in Israel presented the protocol of preparing eye
drops from fresh frozen plasma dedicated to in-
dividuals with DES associated with GvHD. The
patients were treated for three months only with
FFP eye drops. The eye drops were prepared from
apheresis plasma. The plasma was aliquoted using
the COL system by Biomed. Patients were asked
to complete the OSDI questionnaire, they had the
fluorescein eye stain test, and were provided with
a questionnaire to assess the quality of life after

using the eye drops. The eye drops were compa-
tible with the patients’ blood groups and only one
AB blood type patient received group A eye drops.
25 individuals were enrolled in the study. One of
them reported ocular irritation after using the tear
drops for 2 months but the irritation resolved when
a different batch of eye drops was used. No other
adverse reactions were reported. This prospective
phase II study demonstrated that the treatment of
chronic GVHD with drops prepared from alloge-
neic fresh frozen plasma is safe and effective. This
therapy is beneficial in the case of GVHD, because
allogeneic FFP contains no pro-inflammatory
cytokines and immunological factors that may be
present in autologous serum or plasma [29].

The growing interest in the use of artificial
tears, has led to increasingly high numbers of
products prepared in centres which implement new
formulas and procedures for autologous and alloge-
neic artificial tears. Indeed, the current situation
calls for development of standardized procedures
to ensure that the treatment with artificial tears
meets the specific needs of patients.

Treatment with both autologous and alloge-
neic artificial tears gives very good results in the
therapy of the dry eye syndrome (DES) as well as
in the treatment of patients with DES associated
with graft-versus-host disease (GVHD). One of
the challenges that the centres face is the lack
of standardized procedures for producing highest
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possible quality tears. Preparation stages such
as clotting, centrifugation, or dilution, may have
impact on the biochemical properties of artificial
tears. According to a study conducted by Jaksche A.
in 2005, undiluted serum provided slightly better
results than diluted serum [10]. It seems necessary
to establish a working group that would be respon-
sible for developing guidelines for the preparation
of both autologous and allogeneic artificial tears.
Table 1 shows the collected data from the ISBT
congress in Sweden and presents the differences
in the methodology of preparing artificial tears in
different countries.

Development of a standardized patient eligibi-
lity protocol and selection of the appropriate source
material (serum/PRP, autologous/allogeneic) would
facilitate the implementation of the procedure in
a greater number of centres, thus improving access
to treatment. The above mentioned centres report
an increase in the number of patients, which further
confirms the need to establish uniform standards
and to continue research on artificial tears.

Conflict of interest: none declared
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Nalezy cytowac wersje pierwotna.

Sztuczne 1zy z surowicy cieszg sie coraz wiek-
sza popularno$cig na calym $wiecie. Podczas kon-
gresu International Society of Blood Transfusion
(ISBT), ktory odbyt sie w Goteborgu (Szwecja)
w 2023 roku, oSrodki z roznych krajow podzieli-
ly sie swoimi doSwiadczeniami w tym temacie.
Sztuczne 1zy sa wykorzystywane giownie w le-
czeniu zespolu suchego oka (ZSO). Schorzenie to
wiaze sie z nieprawidlowym wydzielaniem filmu
tzowego. Zaburzenie ostrosci widzenia lub bole
glowy zwigzane z ZSO wplywaja negatywnie na co-
dzienne funkcjonowanie wielu osob. Papas w swojej
pracy z 2021 roku podaje, iz czesto$¢ wystepowania
7250 wzrasta 1 na ten moment dotyka prawie 10%
Swiatowe] populacji [1]. Ze wzgledu na trudnoSci
w pobraniu krwi od 0s6b starszych lub po leczeniu
onkologicznym popularne stajg sie rowniez lzy
allogeniczne.

Podczas pierwszego dnia kongresu ISBT, ktory
byl po$wiecony Skandynawii (Nordic Day), Sofia
Frindberg z Sahlgrenska Universitetssjukhuset
w Szwecji przedstawila dzialalno$¢ swojego oSrod-
ka w zakresie kropli do oczu z surowicy. O$rodek
zajmuje sie sztucznymi izami autologicznymi od
2016 roku. Wykonywane sa w nim trzy rodzaje
kropli do oczu: ze 100% surowicy, 20% surowicy
oraz krople z osocza bogatoptytkowego (PRP,
platelet rich plasma). Krople sg wykonywane na

podstawie skierowan z klinik okulistycznych. Do
porcjowania kapsulek jest wykorzystywany system
COL 10/20 firmy Biomed Device, nastepnie krople
s3 zamrazane 1 przechowywane w temperaturze
—20°C do momentu zwolnienia, ktory nastepuje po
otrzymaniu ujemnych wynikow badan mikrobio-
logicznych. Wydawana liczba kapsulek wystarcza
na 2 miesigce leczenia ZSO. Liczba skierowan
w latach 2019-2020 na wykonanie sztucznych
tez w Sahigrenska Universitetssjukhuset wzrosta
0 45%, co potwierdza zwiekszone zainteresowanie
sztucznymi zami z surowicy [2].

Podczas sesji plakatowe] w trakcie Kongresu
az 7 plakatow dotyczylo tematu sztucznych lez.
SpecjaliSci z ro6znych krajow przedstawili swoje do-
Swiadczenia w tym temacie. Rambam Health Care
Campus w Izraelu opisal doSwiadczenia zwigzane
z wykonywaniem sztucznych lez autologicznych.
Procedura zostata wdrozona w 2022 roku, kiedy
Izraelskie Ministerstwo Zdrowia powierzylo nadzor
oraz wykonywanie sztucznych lez bankom krwi.
Pacjenci otrzymywali rozcieficzong surowice: 20%
lub 50%. Dozowanie kropli nastepowalo 4-8 razy
dziennie przez okres 2-3 miesiecy. Przez 12 mie-
siecy dzialalnoSci z tez z surowicy autologicznej
skorzystato 135 pacjentow. Glownymi wskazaniami
do leczenia byl: ZSO zwiazany z chorobg przeszczep
przeciwko gospodarzowi (GvHD, graft-versus-host
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disease) oraz neuralgia rogowki. Wdrozenie proce-
dury w bankach krwi pozwolilo na rozpowszech-
nienie metody 1 latwiejszy dostep dla pacjentow na
terenie Izraela [3].

Zespot z Uniklinik Koln z Niemiec przedstawit
swoje 11-letnie do$wiadczenie w wykonywaniu
kropli autologicznych. Ze wzgledu na problemy
z pobraniem krwi pelnej pacjentow zaprezentowano
rowniez 6-letnie doSwiadczenie w wykonywaniu ez
allogenicznych. Lacznie w Uniklinik Koln uzyskano
2466 preparatow. W latach 2017-2022 wykonano
556 preparatow allogenicznych dla 140 pacjentow.
Wsrod pacjentow korzystajacych z kropli allo-
genicznych znalazly sie rowniez dzieci. W celu
wykonania sztucznych Iez allogenicznych nalezalo
znalez¢ odpowiedniego dawce, ktory po pozytyw-
nej kwalifikacji lekarskiej zostal dopuszczony do
oddania krwi petnej. Dawca byt dobierany do kon-
kretnego biorcy pod wzgledem zgodno$ci grupy
krwi w uktadzie ABO oraz antygenu D z ukladu
Rh. Po pobraniu, wykonaniu lez oraz uzyskaniu
ujemnego wyniku mikrobiologicznego preparat
byt gotowy do wydania. Niestety cala procedura,
facznie z szukaniem odpowiedniego dawcy, jest
bardzo czasochtonna, co stalo sie problematyczne
w przypadku pacjentow potrzebujacych pilnej in-
terwencji [4].

Przechowywanie oraz wydawanie kropli z su-
rowicy stanowi wyzwanie dla wielu oSrodkow. Ze
wzgledu na bardzo dobre wyniki leczenia sztucz-
nymi Izami autologicznymi oraz allogenicznymi
os$rodki na calym Swiecie probuja znalez¢ najwygod-
niejszy sposob przechowywania kapsulek. Z powo-
du braku substancji konserwujacych dodawanych
do surowicy oraz krotkiego terminu przydatnosci
rozmrozonej surowicy system uzyty do porcjowania
1 zakraplania musi zostac przystosowany do mak-
symalnie kilkukrotnego uzycia przez pacjenta. Ob-
jeto$¢ surowicy w fiolce/drenie nie moze by¢ duza,
aby unikng¢ strat oraz, co najwazniejsze, zakazenia
bakteriami sztucznych tez. Jednym z tematow po-
ruszonych na sesji plakatowej kongresu ISBT bylo
uzycie systemu Meise Medizintechnik GmbH przez
Australian Red Cross Lifeblood w Australii w pro-
cedurze wykonywania tez z surowicy. Australian
Red Cross Lifeblood w maju 2020 roku wprowadzit
proces pakowania sztucznych tez w technologii
Meise. OkreSlona grupa pacjentow otrzymala Izy
zapakowane w nowe fiolki oraz zostala poproszona
o wypelnienie kwestionariuszy, ktore dotyczyly
oceny poprawy lub pogorszenia stanu zdrowia oraz
uzytkowania systemu Meise. Pacjenci stosowali
krople okoto 5 razy dziennie. OSrodek podzielit sie
rowniez wynikami uzyskanymi od pacjentow po

leczeniu surowicg autologiczng oraz allogeniczna.
Uzyskano ankiety od 24 pacjentow przyjmujacych
juz wezesniej krople autologiczne oraz od 40 no-
wych pacjentow, a takze od 10 stalych 18 nowych
pacjentow przyjmujacych izy allogeniczne. Srednia
wieku wynosita 57 lat (= 13) dla pacjentow przyj-
mujacych krople autologiczne i 70-74 lat (= 11)
dla pacjentow przyjmujacych krople allogeniczne.
W przypadku pacjentéw z Australii uzyskane wyni-
ki wskazuja na lepsze dzialanie ez autologicznych.
Zastosowany system Meise zostal pozytywnie
oceniony, jednak niektorzy pacjenci zwrocili uwage
na trudno$§é w otwieraniu 1 zamykaniu fiolek [5].

Instytut Hematologii 1 Transfuzjologii przed-
stawil 3 plakaty, ktore dotyczyly sztucznych lez
autologicznych oraz allogenicznych. Przedstawiono
dane statystyczne Instytutu Hematologii 1 Trans-
fuzjologii, w ktorych uwzgledniono 1493 pobrane
donacje autologiczne w celu wykonania sztucz-
nych lez. Z tez korzystali dorosli oraz pacjenci
pediatryczni. W 2019 roku wprowadzono 1zy al-
logeniczne, z ktorych w ciggu 3 lat skorzystaio
114 pacjentow. Przedstawiono rowniez analize
jednostek chorobowych, z ktorymi zglaszali sie
pacjenci. Najczestszym wskazaniem do wykonania
sztucznych tez byt ZSO0, jak réwniez ZSO o roznej
etiologii: zespo6l Sjogrena, GvHD oraz zaéma,
jaskra i uszkodzenie rogoéwki mechaniczne lub
w wyniku operacji chirurgicznej. Przeanalizowano
rowniez wskaznik choroby powierzchni oka (OSDI,
ocular surface diseases index) pacjentow biora-
cych udzial w badaniu dotyczacym zastosowania
kropli allogenicznych. W latach 2019-2022 51 pa-
cjentow zwrocilo wypelnione kwestionariusze
OSDI. Sredni wynik OSDI przed zastosowaniem
kropli z surowicy allogenicznej wynosit 67,94. Po
zastosowaniu allogenicznych kropli z surowicy
niepoddawanych zadnej dodatkowej preparatyce
wynosil 51,60. Wskaznik choroby powierzchni oka
po zastosowaniu inaktywowanych allogenicznych
kropli z surowicy wynosit 44,75. We wszystkich
trzech przypadkach krople do oczu stosowano
przez miesiac. Efekt stosowania kropli byt bardzo
dobry, formularze wskazywaly na duza poprawe
stanu zdrowia pacjentow [6].

Instytut Hematologii 1 Transfuzjologii zwrocit
rowniez uwage na stabilnoS¢ witaminy A w sztucz-
nych 1zach, ktora jest niezbedna do proliferacji
1 prawidlowego funkcjonowania komorek nabion-
ka rogowki. Dla osob zdrowych zakres referen-
cyjny stezenia witaminy A w surowicy wynosi
0,2-0,43 mg/l. Poczatkowe stezenie witaminy A
w probkach wynosito rednio 0,33 mg/l. Po okresie
6-miesiecznego przechowywania Srednie stezenie
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Tabela 1. Informacje o sztucznych fzach. Dane pochodza z kongresu ISBT (Goteborg [Szwecja] 2023 r.)

Osrodek Rozcienczenie

surowicy (%)

System uzyty
do zakraplania

Dawkowanie Zastosowanie

Nie podano ZS0, ZSO0 o roznej etiolo-
gii: GvHD, zespot Sjogrena,
mechaniczne uszkodzenie

rogowki

ZS0, ZS0 zwigzane z GvHD,
neuralgig rogowki

4-8 razy dziennie
Nie podano

ZS0, ZS0 zwigzane z GvHD

5 razy dziennie Nie podano

Sahlgrenska 100% COL system (Biomed)

Universitetssjukhuset 20%

(Goteborg, Szwecja)

Rambam Health 50% COL system (Biomed)

Care Campus 20%

(Haifa, Izrael)

Uniklinik KoIn Nie podano Meise system (Meise

(Kolonia, Niemcy) Medizintechnik
GmbH)

Australian Red Cross Nie podano Meise system (Meise

Lifeblood Medizintechnik

(Australia) GmbH)

Instytut Hematologii 100% Dtfugie dreny

i Transfuzjologii
(Warszawa, Polska)

(Technochemia)

2-6 razy dziennie  ZSO o roznej etiologii: zespot
Sjogrena, GvHD, za¢ma, ja-
skra, uszkodzenie rogéwki
mechaniczne lub w wyniku

operacji chirurgicznej

7SO — zespot suchego oka; GvHD (graft-versus-host disease) — choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi

wynosito 0,36 mg/l. W surowicy przechowywanej
w standardowych dla tego preparatu warunkach
(-18°C) witamina A jest stabilna przez 6 miesiecy
od pobrania 1 zamrozenia materiatu [7].

Kolejna praca Instytutu Hematologii i Trans-
fuzjologii dotyczyla badania stezenia interleukin
IL-1B, IL-6, IL-2, IL-10 oraz czynnika wzrostu
Srodbtonka naczyniowego (VEGE, vascular endo-
thelial growth factor). Analizie poddano 38 probek
surowicy pobranych od dawcow autologicznych oraz
10 probek surowicy pobranych od 7 dawcow. Steze-
nia cytokin w 6 probkach pochodzacych od dawcow
allogenicznych byly znacznie nizsze niz w probkach
autologicznych z wyjatkiem IL-2. W trakcie badan
stwierdzono bardzo wysokie wartosci cytokin [L-1B
(47,26 pg/ml), IL-2 (0,49 pg/ml), IL-6 (55,60 pg/
/ml), IL-10 (34,83 pg/ml) i VEGF (63,86 pg/ml)
u jednego z dawcow, co mialo negatywny wplyw
na efekty stosowania jego surowicy u pacjentow.
Pacjenci zgltaszali poprawe stanu oczu, ale nie byla
ona tak zadowalajaca jak w przypadku kropli przygo-
towanych z surowicy pozostatych dawcow. Poziom
cytokin u ,,odstajacego” dawcy moze Swiadczyé
o rozpoczynajacej sie infekcji, niedawnym zabiegu
chirurgicznym lub poczatkach choroby autoimmu-
nologicznej. Podczas screeningu dawcow oddajacych
krew stuzaca do przygotowania sztucznych Iez allo-
genicznych moze sie okazaC wskazane rozszerzenie
wywiadu lekarskiego oraz zakresu badan, miedzy
innymi o profil cytokinowy [8].

Blood Services and Apheresis Institute w 1zraelu
przedstawil wykorzystanie osocza S§wiezo mrozo-

nego jako krople do oczu stosowane u osob z ze-
spolem suchego oka zwigzanym z GvHD. Pacjenci
byli leczeni 100% kroplami z FFP przez 3 miesiace.
Krople byly przygotowane z osocza uzyskanego
metoda aferezy. Osocze bylo porcjowane z wyko-
rzystaniem systemu COL firmy Biomed. Pacjentow
proszono o uzupelnienie formularza OSDI, przepro-
wadzono u nich takze badanie z fluoresceing oraz
przekazano kwestionariusz oceniajacy jakoS¢ zycia
po zastosowaniu kropli. Krople podawano zgod-
nie z grupa krwi pacjentow z wyjatkiem jednego
pacjenta z grupa krwi AB, ktory otrzymat krople
grupy krwi A. W badaniu uczestniczylo 25 osob.
U jednego pacjenta wystapilo podraznienie galki
ocznej po 2 miesigcach leczenia, ktore ustgpito po
podaniu innej partii kropli. Nie zgloszono zadnych
innych reakcji niepozadanych. To prospektywne
badanie II fazy wykazalo, ze leczenie przewleklej
GVHD kroplami z allogenicznego osocza §wiezo
mrozonego jest bezpieczne i skuteczne. W przypad-
ku GVHD terapia ta ma te zalete, ze allogeniczne
FFP nie zawiera cytokin prozapalnych i czynnikow
odporno§ciowych, ktore mogg by¢ obecne w auto-
logicznej surowicy lub osoczu [9].

Ze wzgledu na rosnace zainteresowanie stoso-
wania sztucznych lez zwieksza sie liczhba wykony-
wanych preparatow oraz oSrodkow, ktore wdrazaja
nowe procedury dotyczace sztucznych tez zarowno
autologicznych, jak 1 allogenicznych. Taka sytuacja
wymaga wprowadzenia standaryzacji procedury
tak, aby leczenie sztucznymi Izami jak najlepiej
odpowiadalo potrzebom pacjentow.
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Leczenie sztucznymi lzami autologicznymi
oraz allogenicznymi daje bardzo dobre rezultaty
w ZS0, jak rowniez u pacjentow z ZSO zwigzanym
z GvHD. Jednym z problemoéw, z jakim mierzg sie
os$rodki, jest brak ujednoliconych procedur, ktore
pozwolilby na otrzymywanie preparatu o jak naj-
lepszych wtasciwoSciach. Etapy wytwarzania, takie
jak krzepniecie, wirowanie czy rozcienczanie, moga
wplywac na wlasciwosci biochemiczne sztucznych
tez. Z przeprowadzonych badan w 2005 roku przez
Jaksche wynika, ze surowica nierozcienczana dawa-
ta nieco lepsze efekty od surowicy rozcienczonej
[10]. Koniecznym wydaje sie stworzenie grupy
roboczej, ktora zajelaby sie przygotowaniem wy-
tycznych do wykonywania sztucznych tez zar6wno
autologicznych, jak i allogenicznych. W tabeli 1
przedstawiono dane z kongresu ISBT w Szwecji,
ktore pokazuja roznice w metodyce przygotowania
sztucznych tez w roznych krajach.

Stworzenie jednolitego schematu dziatania
podczas kwalifikacji pacjentow, doboru preparatu
(surowica/PRP oraz autologiczne/allogenicze)
pozwolitoby na wdrozenie procedury w wiekszej
liczbie oSrodkow 1 dzieki temu latwiejszy dostep
do leczenia. Wyzej wspomniane o$rodki wskazuja
na wzrost liczby pacjentow, co tylko potwierdza
konieczno$§¢é wypracowania jednolitych standar-
dow 1 prowadzenia dalszych badan nad sztucznymi
tzami.
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Introduction

The International Society of Blood Transfusion
(ISBT) is a leading society combining a global com-
munity of professionals who share the knowledge
on clinical and laboratory transfusion, as well as
the safety of blood and blood components for the
welfare of blood donors and patients. Every two
years ISBT organizes international and regional
congresses. On June 17-21, the 33" Regional
Congress was hosted by Goteborg (Sweden). This
congress was organized jointly with the Swedish
Society for Clinical Immunology and Transfusion
Medicine (KITM, Svensk Forening for Klinisk Im-
munologi och Transfusionsmedicin). The congress
agenda included: Nordic Day (June 17), during
which reports from five Scandinavian countries
were presented, Academy Day (June 18), during
which educational lectures covering practical
aspects of the most recent topics in transfusion
medicine were presented, three days (June 19-21)
of sessions presenting the latest reports in the field
of transfusion medicine and the related fields. This
paper presents some selected issues related to cell
therapies presented during the Congress.

Cell therapies

Three lecture sessions and part of the poster
session of this year’s ISBT Regional Congress were
devoted to cell therapies, including hematopoietic
stem cell (HSC) transplantation and chimeric

antigen receptor T-cell (CAR-T) therapy. One of
the ISBT working parties is dedicated to cell the-
rapies and its purpose is to increase awareness of
cell therapies, to support their advancement and to
improve the quality of cell therapies for the benefit
of patients. The group has 4 projects underway: ar-
tificial tears (EDHO, Eye Drops of Human Origin),
platelet lysates (Human Platelet Lysate — Current
Standards and Future Developments workshop),
cell therapies with unproven effectiveness (Un-
proven Cellular Therapies) and a sub-group dealing
with the development of guidelines for stem cell
processing based on GMP (Guide to set up a GMP
facility for Stem Cell Processing). One of the great
advantages of the stationary Congress was the
possibility of networking with practitioners dea-
ling with cell therapies on daily basis, who also
operate within the aforementioned working group.
On Academic Day, the ISBT Young Professionals
Council (YPC) hosted a Young Professionals net-
-working breakfast during which groups divided
by fields of interest discussed various aspects
of their scientific activity with experts and other
young professionals. As many as two of the six
groups were focused on the topic of cell therapies
and shared their experience under the supervision
of Denese Marks and Katharina Schallmoser who
acted as experts. The first day of the main scientific
program was opened by Meet the Experts sessions
— Cellular Therapies led by Reinhard Henschler
and Mickey Koh. The topics discussed included,
among others, the current state and advances in
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cell therapy and new cell therapy products based
on various blood components. Many of the pa-
pers presented at the Congress, mentioned the
COVID-19 pandemic in reference to the difficulties
in performing blood collection, transplantation or
donor recruitment procedures.

Abstracts on cell therapies submitted to the
Congress were divided into 4 groups: 1) stem cell
and tissue banking, including umbilical cord blood,
2) collection, processing, storage and issue, 3) cli-
nical applications, 4) tissue compatibility in stem
cell transplantation.

Due to the large number of reports both in the
lecture and poster sessions, this paper focuses only
on the most interesting works devoted to hemato-
poietic stem cell transplantation, CAR-T, modern
cell therapies and hematopoietic cell donors.

Lecture sessions

One of the sessions organized by ISBT in
cooperation with the AABB (Association for the
Advancement of Blood & Biotherapies) concerned
the harmonization of apheresis material for use in
cell therapies.

Schwartz (Tampa, USA) drew attention to the
differences in the requirements for cell harvest-
ing for the purpose of obtaining lymphocytes for
CAR-T therapy. More and more clinical trials are
conducted worldwide to test the effectiveness
of CAR. There are also newly registered CAR-T
drugs for various indications (in the USA there are
currently 6 products approved by the FDA). One of
the key elements related to CAR-T is the effective
collection of lymphocytes as well as the problem
of no well-defined apheresis criteria [1]. Schwartz
presented the results of a study initiated, among
others, by the American Society for Apheresis
— the analysis included 621 clinical trials using
CAR-T therapy. The aim of the analysis was to
collect and evaluate the variability of descriptions
referring to collection of material by apheresis.
Apheresis as such was mentioned in only 51.9% of
study reports. There are also discrepancies in the
guidelines regarding the procedure of apheresis —
some sponsors/manufacturers require apheresis
to be based on a specific duration of the procedure
(apheresis), total blood volume (TBV), leukocyte
(WBC) count or CD3+ lymphocyte count. The
laboratory parameters mentioned in the descrip-
tions and checked in the collected preparation in-
cluded WBC (100 tests), absolute neutrophil count
(220 tests), absolute lymphocyte count (102 tests),
CD3+ cells (38 tests), hemoglobin (233 tests)

and platelets (269 tests). Laboratory parameters
useful for apheresis cell collection described in the
analysed studies vary and are inconsistent with
current practices [2]. Each company responsible
for a given Advanced Therapy Medicinal Product
(ATMP) or CAR-T medicinal product has its own
quality control criteria. Only a small percentage
of centres determine CD3+ cell yield in the final
product and this parameter seems to be crucial for
product quality. Schwartz pointed to the need of
studying the expression of the CD3 surface antigen
as the best indicator of the quality of the material
collected for CAR-T.

During Schwartz’s lecture, a discussion en-
sued on logistical problems of centres which
collect cells for CAR-T therapy, the differences in
cell cryopreservation methods and quality tests as
well as the multitude of audits, and also protocols/
/procedures for each ATMP/CAR-T medicinal pro-
duct. Moreover, preparations that serve as material
for CAR-T are marked with various ISBT128 co-
des. All these aspects complicate the work of the
manufacturing centres and cell banks involved in
the procedure and may contribute to higher risk
of error. It seems necessary therefore to develop
a uniform standard for collecting material for
CAR-T production in order to facilitate the work
of the collecting and/or processing staff as well
as to minimize the risk of error and to limit the
scope of documentation related to a given ATMP/
/medicinal product.

It was interesting to listen to Schafer’s (Fre-
iburg, Germany) lecture on the collection of ma-
terial from allogeneic donors. Currently, lympho-
cytes/mononuclear cells as the starting material
for the production of CAR-T, are obtained mainly
from autologous donors — patients suffering from
haematological and oncological malignancies.
Such procedure of collecting the material from
the patient has however numerous drawbacks
and is work-intensive and costly. Therefore new
methods of producing CAR-T from allogeneic do-
nors are being developed. Precise genome editing
may lead to the production of allogeneic immune
cell therapies. During Schafer’s presentation, the
impact of the patient’s and donor’s health status
and individual characteristics on the quality of pro-
duct were discussed, as well as the practical issues
related to donor management (intervals between
donations, deferrals or donor identification and
eligibility). Additionally, some aspects of material
collection techniques for bone marrow-derived cell
therapies were discussed as well as the need for
cryopreservation and its impact on the quality of

https://journals.viamedica.pl/journal_of transfusion_medicine 155



Journal of Transfusion Medicine 2023, vol. 16, no. 3

the material [3]. Two studies by Mauer et al. were
also presented during this session. They described
a lower incidence of GvHD (graft-versus-host
disease) after transplantation of cryopreserved
allogeneic HSCs from an unrelated donor. The
study also demonstrated an insignificant effect
of cryopreservation on the quality of HSCs and
the final effect of transplantation. The study was
performed after the implementation of guidelines
on obligatory cryopreservation of allogeneic graft
material as consequence of the COVID-19 pande-
mic [4, 5].

During the other sessions devoted to cell
therapies, reports on new therapies were presen-
ted. Since the discovery of CAR, which is one of
the greatest achievements of the last decade, still
ongoing is the search for new methods of CAR
therapy in hematological, oncogical and other dise-
ases. There is a lot of talk about CAR-NK, which
makes use of natural killer (NK) cells instead of T
cells. Since NK cell-based immunotherapy requires
a relatively large number of cells, which is not so
easily done, attempts have been made to develop
new methods of obtaining the material. Moazzeni et
al. (Tehran, Iran) suggested isolating NK cells from
leukoreduction filters (LRF) to recover CAR-NK
cells directed against the B-cell maturation antigen
(BCMA) used in multiple myeloma patients. The
cells retained in the filters are usually disposed of
together with the filter. In their study, leukocytes
were isolated from the LRF using a special wash
and NK cells were purified using the MACS column
separation kit. After isolation, the proliferative
capacity and cytotoxic effect of the obtained NK
cells as well as the presence of surface antigens
were assessed. NK cells were then modified by
lentiviral transduction with vectors comprising the
second-generation anti-BCMA CAR construct. The
rate of transduction and the anti-BCMA construct
expression on transduced NK cells were assessed
using appropriate antibodies. The expression of
CD107a, CD16, CD56, IFN-y and granzyme B was
performed by flow cytometry and PCR. The isola-
tion yield was 85 x 106 = 5.7 cells/filter, which is
a satisfactory result. The isolated cells were of good
quality with highly preserved NK cell proliferation
and cytotoxic capacity [6].

Fernandez-Rodriguez (Oviedo, Spain) presen-
ted the results of the Phase Il clinical trial EudraCT
2008-003015-12, which focused on the treatment
of pressure ulcers/sores with the ATMP product
containing mononuclear cells (MNC). Bedsores are
defined as local damage to the skin and subcuta-
neous tissue that occurs as a result of intense and

prolonged pressure and/or friction. Because of high
infection risk, these wounds are a significant cause
of mortality among immobile people. The typical
method of treatment is surgery but it is burdened
with the risk of failure or recurrence. The clinical
trial was designed to evaluate the safety and effi-
cacy of cell therapy in 92 patients with stage III/IV
bedsores. Autologous bone marrow was collected
from patients for obtaining ATMP and diluted 1:1 in
saline with 100 Ul/ml heparin and MNCs were
isolated using Ficoll. At least 50 x 106 MNCs were
thus obtained, which were then resuspended in
heparinized saline and subjected to filtration. The
material (volume of 10-12 ml) was applied to the
sutured wound, which had been cleaned of necrotic
tissue. The average number of MNC cells in the
product was 104.42 x 10°. Significant differences
were observed between the control group (surgical
treatment only) and the study group (ATMP) in the
percentage of wound dehiscence at 6 months and
1 year after surgery. The comparison was in favour
of conventional treatment and the mean hospital
stay was in favour of ATMP. Mononuclear cell tre-
atment minimizes the length of hospital stay, which
is cost savings, but long-term results still show
conventional treatment to be more effective [7].

Khan (Birmingham/Oxford, UK) presented
the outcome of his study during which he created
a model of a bone marrow organoid that faithfully
mimics human tissue. Such models are used to
study normal and pathological haematopoiesis
in vitro in the bone marrow microenvironment.
The model of the marrow organoid was derived
from human induced pluripotent stem cells. The
resulting cytokine-exposed cell cultures contained
inter alia stromal cells, myeloid cells and their
progenitors cells. Cells grown in this way included
megakaryocytes, erythroid cells, monocytes and
granulocyte progenitors. The resulting stroma
comprised a branched, three-dimensional network
of endothelial cells supported by fibroblasts and
mesenchymal-stromal cells. The model not only
allowed to test the impact of inflammatory stimuli
on the medullary cavity, but also to implement
cells from healthy donors and patients with hema-
tologic malignancies (including multiple myeloma,
myelofibrosis and acute lymphoblastic leukaemia)
in order to create an ex vivo system for the study
of haematopoiesis [8].

Poster session

During the congress, the discussions covered
many topics related to blood donor recruitment,
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eligibility and safety as well as quality of haema-
topoietic cells. One of the posters presented the
results of follow-up of 56 peripheral blood stem
cell (PBSC) and bone marrow (BM) donors (23 wo-
men and 17 men; median age 36 years (22-52)).
Prior to collection, PBSC donors were mobilized
with G-CSF at a dose of 12 ug/kg/day; in 86% it
was a 5-day mobilization. The most commonly
reported symptoms associated with the donation
were: systemic and local myalgia, nausea, and pain
at the puncture site. Poor exercise capacity and
weakness were also observed (more common in
BM than PBSC donors). One month after dona-
tion, 14% of BM donors and 13% of PBSC donors
still complained of moderate pain. 95% of PBSC
donors reported no symptoms after 1-5 days of
recovery. In the group of bone marrow donors, it
was 6-15 days [9].

The Korean Red Cross Blood Service (KRCBS)
team presented the results of a 4-year analysis of
hematopoietic cell donor recruitment. Since the
establishment of Korean stem cell donor registry
in 1994, a total of 420,217 potential stem cell do-
nors have been registered 37.8% of which were
donors registered with KRCBS. In 2022, 50.9%
of qualified donors came from the KRCBS regi-
stry. KRCBS focuses on the so-called individual
recruitment conducted by qualified nursing staff
in blood donation centres. This program is targe-
ted at repeat blood donors — 99.9% of registered
potential stem cell donors were also blood donors.
The study includes an analysis of the effectiveness
of the individual recruitment program as compared
to group recruitment and a comparison of KRCBS
results with that of other organizations recruiting
donors in the years 2019-2022. During the pande-
mic, organizations relying on group recruitment
demonstrated lower effectiveness, which is why
KRCBS played a significant role in recruiting new
potential stem cell donors when group recruitment
was limited due to the COVID-19 pandemic [10].

Useini et al. (Skopje, North Macedonia) pre-
sented their experience in collecting PBSC by
apheresis from both patients and healthy donors.
Patients and donors were mobilized with G-CSF
(Granulocyte-Colony Stimulating Factor). The
minimum target of apheresis was to collect 2 X
10%/kg CD34+cells or 2 x 108/kg MNCs. PBSC
separation was carried out using Baxter CS3000,
COBE Spectra and Spectra Optia cell separators
with ACD-A anticoagulant. The TBV processed
during apheresis was within the range of 2.0-2.5.
Between 2000 and 2022, their centre performed
977 PBSC (Peripheral Blood Stem Cell) apheresis

procedures, of which 81% were for autologous
patients and 19% for healthy donors, including
5 unrelated donors. A single apheresis procedure
lasted from 180 to 270 minutes, and the volume of
preparations ranged from 50 to 400 ml. The most
common indications for autologous transplantation
were multiple myeloma (51.1%), acute myeloid
leukaemia (18.5%), non-Hodgkin’s lymphoma
(13.6%), and Hodgkin’s lymphoma (13.4%) while
the indications for allogeneic transplantation were
mainly: acute myeloid leukaemia (55.8%), acute
lymphoblastic leukaemia (14.2%), chronic myelo-
genous leukaemia (7.5%), severe aplastic anaemia
(5.8%), myeloproliferative diseases (5%) [11].
The routinely applied method of maintaining
cell viability for an extended period is the afore-
mentioned method of stem cell cryopreservation.
For this purpose, a cryoprotective mixture is added
to the cells to protect them from extracellular and
intracellular crystal formation. This mixture typi-
cally contains a 5-10% concentration of dimethyl
sulfoxide (DMSO) as cryoprotectant, along with
plasma, albumin, or hydroxyethyl starch (HES),
depending on the protocol used in that particular
centre. Due to either temporary market shortages
of certain reagents or following changes in guide-
lines, centres are focused on developing new
methods of cryopreservation. Pursuant to suspen-
sion of HES production by EU countries, Jacobsen
et al. (Trondheim, Norway) decided to validate the
cryopreservation process at freezing conditions dif-
ferent from the previously used. The aim of the va-
lidation procedure was to establish freezing curves
for the cryopreservation method with 5% DMSO
with no HES in a -80°C freezer, and to compare
the results for cell viability in frozen samples with
HES. Prior to thawing and analysis the material
and samples were stored in liquid nitrogen vapor
for a week. After thawing, the cell viability in the
stem cell preparations and the collected samples
was examined. The cell viability averaged 99.9%
and 98.5% in the products and samples frozen with
5% DMSO and HES respectively and 99.7% and
98.8% when they were frozen using 5% DMSO.
The obtained results confirm that both freezing
methods yield similar and high cell viability [12].
The toxic effects of DMSO and the numerous
side effects observed in patients after transplan-
tation of cryopreserved stem cells encourage cell
banks to improve their preparation procedures.
This includes testing various modifications of
the qualitative and quantitative composition of
cryoprotective mixtures, as well as the solution
used for DMSO rinsing after thawing. In their
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study, the Al-Mozain team (Riyadh, Saudi Arabia)
attempted to assess the impact of reduced DMSO
concentration (from 10% to 5%) in the cryopro-
tective mixture on cell viability. The study was
performed on 10 random preparations of PBSC
(Peripheral Blood Stem Cells) and bone marrow.
Each donation was subjected to cryopreservation
in two variants: using 5% and 10% DMSO con-
centrations. The qualitative parameters assessed
in the products before cryopreservation and at 2,
4, and 8 weeks after thawing were: WBC count,
total number of CD34+ cells, and cell viability. The
results at 2, 4, and 8 weeks after cryopreservation
clearly indicated that in preparations with lower
DMSO concentrations, cell viability was higher.
The validation results encouraged the centre to
consider the 5% DMSO method as the new stan-
dard for cryopreservation of paediatric stem cell
preparations; the potential adverse effects of large
amounts of dimethyl sulfoxide can be particularly
serious in paediatric patients [13].

The administration of thawed stem cell prepa-
rations with DMSO as a cryoprotectant is recom-
mended within 10-15 minutes of thawing because
at room temperature, dimethyl sulfoxide may
adversely affect the cells. For this reason, many
centres remove DMSO before administering stem
cells to the patient. Some of the methods of DSMO
removal include rinsing with human serum albumin
(HSA) and dextran or albumin and HES. In their
study, Larrea et al. (Valencia, Spain), described only
HSA used for rinsing stem cells because of the
aforementioned market shortages of HES and dex-
tran. The study included 26 stem cell preparates
destined for disposal. All of them met the criteria
of final cell concentration of < 3 X 108 cells/ml as
well as cryopreservation with 10% DMSO within
24 hours of collection under controlled freezing
conditions. The containers were thawed in a water
bath at 37°C. After thawing, a rinsing solution con-
taining HES-HSA (control group) or HSA solution
(experimental group) was added to the stem cells.
In each final product, the total nucleated cell (TNC)
count, viability, and clonogenicity were assessed
immediately after rinsing and 60 minutes later. No
significant differences in the quality parameters of
the tested preparations were observed between
the groups, thus the HSA solution was deemed
equivalent to the HSA-HES mixture [14].

Summary

Numerous reports presented during the 33
ISBT Regional Congress demonstrate the dynamic

changes in the field of cell therapies and show how
much still requires investigation. Every year brings
a growing number of reports on the improvement
or development of new life-saving cell therapies.
Centres involved in the collection and processing
of material must be prepared for dynamic changes
related to evolving standards, material and reagent
shortages, as well as necessity to ensure adequate
quality and safety measures. Standardization is
also required in the area of guidelines related to
lymphocyte collection for CAR-T therapy, which is
still a significant challenge for laboratory, nursing,
and medical staff. A critical aspect of allogeneic
material collection is the donor himself who needs
to be well-guided throughout the entire process,
from recruitment to post-donation.
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Wstep

Miedzynarodowe Towarzystwo Przetaczania
Krwi (ISBT, International Society of Blood Trans-
fusion) jest wiodacym towarzystwem lgczacym
w sobie zagadnienia transfuzjologii klinicznej,
laboratoryjnej czy bezpieczenstwa krwi i jej sktad-
nikow. Co 2 lata ISBT organizuje miedzynarodo-
we 1 regionalne kongresy. W tym roku w dniach
17-21 czerwca gospodarzem 33. Regionalnego
Kongresu byl Goteborg (Szwecja). Kongres ten
przygotowano wspoélnie ze Szwedzkim Towa-
rzystwem Immunologii Klinicznej i Medycyny
Transfuzjologicznej (KITM, Svensk Forening for
Klinisk Immunologi och Transfusionsmedicin).
Kongres obejmowal: Nordic Day (17 czerwca),
podczas ktoérego byly prezentowane doniesienia
z pieciu krajow skandynawskich, Academy Day
(18 czerwca), w ramach ktorego byly prezento-
wane wykliady edukacyjne obejmujace praktyczne
aspekty dotyczace najbardziej aktualnych tematow
w transfuzjologii oraz 3 dni (19-21 czerwca) sesji
prezentujacych najnowsze doniesienia z zakresu
transfuzjologii oraz dziedzin pokrewnych. Niniejsza
praca dotyczy wybranych zagadnien zwigzanych

z terapiami komorkowymi przedstawionymi pod-
czas Kongresu.

Terapie komorkowe

Trzy sesje wykladowe oraz czeSc sesji pla-
katowe] tegorocznego Regionalnego Kongresu
ISBT zostaly poSwiecone terapiom komorkowym,
W tym przeszczepianiu komorek krwiotworczych
(KK) oraz terapii CAR-T (chimeric antygen receptor
T-cell). W ramach ISBT dziata grupa robocza ds.
terapii komorkowych, ktorej celem jest podnosze-
nie $wiadomos$ci na temat terapii komorkowych,
wspieranie ich rozwoju oraz podnoszenie jako$ci
w zakresie wykorzystania komorek do leczenia
pacjentow. Grupa ma aktualnie rozpoczete 4 pro-
jekty dotyczace: sztucznych tez (EDHO, Eye Drops
of Human Origin), lizatow plytkowych (Human
Platelet Lysate — Current Standards and Future
Developments workshop), terapii komoérkowych
o nieudowodnionej skutecznosci (Unproven Cellu-
lar Therapies) oraz podgrupe zajmujaca sie utwo-
rzeniem wytycznych dotyczacych przetwarzania
komorek macierzystych w oSrodkach stosujacych
GMP (Guide to set up a GMP facility for Stem Cell
Processing). Jedna z ogromnych zalet stacjonarnego
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Kongresu byla mozliwo§¢ networkingu z prak-
tykami zajmujacymi sie na co dzien terapiami
komoérkowymi, ktorzy rowniez dziataja w ramach
wspomnianej grupy roboczej. Podczas Academic
Day Rada Mtodych Profesjonalistow ISBT (The
ISBT Young Professionals Council, YPC) zorgani-
zowala wydarzenie Young Professionals networking
breakfast, podczas ktorego grupy podzielone we-
diug dziedziny dyskutowaly o r6znych aspektach
swojej pracy z ekspertami z danej dyscypliny oraz
innymi mlodymi profesjonalistami. Az dwie z sze$-
ciu grup zajmowaly sie tematem szeroko pojetych
terapii komorkowych pod opieka ekspertek Denese
Marks oraz Kathariny Schallmoser. Pierwszy dzien
glownego programu naukowego otworzyla sesja
Meet the Experts sessions — Cellular Therapies
prowadzona przez Reinharda Henschlera i Mickey
Koha. Poruszane tematy obejmowaty miedzy inny-
mi aktualny stan i postepy w terapii komorkowe;j
oraz nowe produkty terapii komorkowej powsta-
jace na bazie roznych preparatow krwi. W wielu
pracach na Kongresie wspominana byta pandemia
COVID-19 w nawigzaniu do utrudnien w wykony-
waniu procedur pobierania, przeszczepienia czy
rekrutacji dawcow.

Zglaszane na Kongres abstrakty z zakresu
terapii komorkowych byly podzielone na 4 grupy:
1) bankowanie komorek macierzystych i tka-
nek, w tym krwi pepowinowej, 2) pobieranie,
przetwarzanie, przechowywanie i zwalnianie, 3)
zastosowania kliniczne, 4) zgodno$¢ tkankowa
W przeszczepianiu komorek macierzystych.

Ze wzgledu na duzg liczbe doniesien zaro6wno
w sesjach wyktadowych, jak 1 plakatowej, w niniej-
szej pracy skupiono sie tylko na najciekawszych
pracach dotyczacych przeszczepiania krwiotwor-
czych komorek macierzystych, CAR-T, nowoczes-
nych terapii komoérkowych oraz dawcoéw komorek
krwiotworczych.

Sesje wykladowe

Jedna z sesji organizowana przez ISBT we
wspolpracy z Association for the Advancement of
Blood & Biotherapies (AABB) dotyczyta harmoni-
zacji materiatu z aferezy do wykorzystania w tera-
piach komorkowych.

Schwartz (Tampa, Stany Zjednoczone) zwrocit
uwage na réznice w wymaganiach dotyczacych po-
bierania komorek w celu uzyskania limfocytow do
terapii CAR-T. Na §wiecie jest prowadzonych coraz
wiecej badan klinicznych sprawdzajacych skutecz-
no$¢ CAR. Pojawiajg sie takze nowe zarejestrowane
leki CAR-T w ro6znych wskazaniach (w Stanach

Zjednoczonych obecnie jest to juz 6 preparatow
zatwierdzonych przez Agencje Zywnos$ci 1 Lekow
[FDA, Food and Drug Administration]). Jednym
z kluczowych elementow zwigzanych z wytworze-
niem CAR-T jest przeprowadzenie efektywnego
pobrania limfocytow oraz problem zwigzany z bra-
kiem dobrze zdefiniowanego kryterium aferezy [1].
Schwartz przedstawit wyniki badania zainicjowane-
go miedzy innymi przez American Society for Aphe-
resis — analiza obejmowata 621 badan klinicznych
wykorzystujacych terapie komorkami CAR-T, kto-
rej celem bylo zebranie i ocena zmienno$ci opisow
pobierania materiatu metoda aferezy. O same;j afe-
rezie wspomniano jedynie w 51,9% opisach badan.
Obserwuje sie takze rozbiezno$ci w wytycznych
dotyczacych samej aferezy — niektorzy sponsorzy/
/producenci wymagaja przeprowadzenia aferezy
na podstawie okreSlonego czasu trwania aferezy,
calkowitej objetosci krwi (TBY, total blood volume),
oznaczenia leukocytow (WBC) czy oznaczenia lim-
focytow CD3+. Wymienione w opisach parametry
laboratoryjne sprawdzane w pobranym preparacie
obejmowaty WBC (100 badan), bezwzgledna liczbe
neutrofili (220 badan), bezwzgledna liczbe limfocy-
tow (102 badania), komoérki CD3+ (38 badan), he-
moglobine (233 badania) i ptytki krwi (269 badan).
Parametry laboratoryjne przydatne do pobierania
komorek metoda aferezy opisywane w analizowa-
nych badaniach sa zmienne i niespojne z obecnymi
praktykami [2]. Kazda firma odpowiedzialna za
dany Produkt Leczniczy Terapii Zaawansowane]
(ATMP, Advanced Therapy Medicinal Product) lub
produkt leczniczy CAR-T wypracowuje wlasne kry-
teria odnoSnie kontroli jakoSci materiatu. Jedynie
niewielki procent o$rodkow oznacza w materiale
koncowym komorki CD3+, ktore to badanie oka-
zuje sie kluczowym parametrem jakoSciowym
preparatu. Schwartz wskazywal na konieczno$é
badania ekspresji antygenu powierzchniowego
CD3 jako najlepszego wskaznika jakos$ci materiatu
pobranego do CAR-T.

Podczas wykladu Schwartza wywigzala sie
takze dyskusja dotyczaca problemow logistycznych
osrodkow pobierajgcych komorki do terapii CAR-
-T, réznic w metodach krioprezerwacji komorek,
badan jakoS$ciowych preparatow, a takze mnogoSci
audytow, tworzenia wielu procedur — osobnych
dla kazdego ATMP/produktu leczniczego CAR-T.
Preparaty bedace materialem do produkcji CAR-T
sg oznaczane takze r6znymi kodami ISBT128.
Wszystkie te aspekty utrudniaja prace oSrodkom
pobierajgcym oraz zaangazowanym w procedure
bankom komorek 1 moga stwarzac ryzyko biedu.
Konieczne okazuje sie wypracowanie jednolitego
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standardu pobierania materialu do wytworzenia
CAR-T, aby ulatwié prace personelowi pobiera-
jacemu i/lub przetwarzajacemu material, a takze
zminimalizowac ryzyko popelnienia btedu oraz zre-
dukowac ilo$¢ tworzonej dokumentacji zwigzane;j
z danym ATMP/produktem leczniczym.

Interesujacy byt wykiad Schafera (Freiburg,
Niemcy) dotyczacy pobierania materiatu od daw-
cow allogenicznych. Obecnie wyjSciowy materiat
do produkcji CAR-T stanowiacy limfocyty/komorki
jednojadrzaste jest uzyskiwany gtownie od dawcow
autologicznych — pacjentoéw cierpiacych na no-
wotwory hematoonkologiczne. Jednak procedura
pobrania materialu od pacjenta jest narazona na
liczne niepowodzenia, ponadto jest pracochionna
1 kosztochtonna. Dlatego sa opracowywane nowe
metody wytwarzania CAR-T od dawcow allogenicz-
nych. Precyzyjna edycja genomu moze pozwoli¢ na
opracowanie koncepcji produkcji allogenicznych
immunologicznych terapii komérkowych. Podczas
prezentacji omowiono potencjalne znaczenie stanu
zdrowia 1 osobniczych cech pacjentow 1 dawcow
na jako§¢ preparatow, a takze praktyczne kwestie
zarzadzania dawcami, w tym odstepy miedzy pobra-
niami, dyskwalifikacje czy identyfikacje i kwalifika-
cje dawcy. Ponadto w nawigzaniu do pracy Schwar-
tza zostaly omowione aspekty technik pobierania
materiatu dla terapii komorkowych wytwarzanych
ze szpiku. Poruszona zostala takze potrzeba krio-
prezerwacji1jej wplyw na jako$¢ materiatu [3]. Pod-
czas tej sesji zostaly zaprezentowane rowniez dwa
badania Mauer i wsp. opisujace mniejsza czestoS¢
wystepowania przewleklej choroby przeszczep
przeciwko gospodarzowi (GvHD, graft-versus-host
disease) po transplantacji kriokonserwowanych
allogenicznych KK od dawcy niespokrewnionego.
W badaniu opisano takze niewielki wplyw kriopre-
zerwacji na jako$¢ KK i finalny efekt transplantacji.
Badanie zostato przeprowadzone po wprowadzeniu
wytycznych dotyczacych obowigzkowej krioprezer-
wacji allogenicznego materialu przeszczepowego
w zwiazku z pandemia COVID-19 [4, 5].

Podczas pozostalych sesji dotyczacych terapii
komorkowych zostaly przedstawione doniesienia
dotyczace nowych terapii. Od czasu wynalezienia
CAR, ktore sg jednym z najwiekszych osiggnieé
ostatniej dekady w medycynie, wcigz sg poszukiwa-
ne nowe metody opracowania CAR w leczeniu cho-
rob hematoonkologicznych i nie tylko. Coraz wiecej
mowi sie o CAR-NK, ktore zamiast limfocytow T
wykorzystuja komoérki NK (ang. natural killers).
Poniewaz immunoterapia oparta na komérkach NK
wymaga stosunkowo duzej liczby komorek, co nie
jest tatwo osiggalne, podjeto proby opracowania

nowych metod pozyskiwania materialu. Moazzeni
1 wsp. (Teheran, Iran) w swojej pracy zapropono-
wali izolacje komorek NK z filtrow do usuwania
leukocytow (LRE, leukoreduction filters) w celu
odzyskania komoérek CAR-NK skierowanych prze-
ciwko antygenowi dojrzewania komoérek B (BCMA,
B-cell maturation antygen), wykorzystywanych
u pacjentow ze szpiczakiem mnogim. Zatrzymane
w filtrach komorki zwykle sg utylizowane wraz
z filtrem. W badaniu leukocyty wyizolowano z LRF
przy uzyciu specjalnego plukania, a komorki NK
oczyszczono przy uzyciu zestawu do separacji
kolumnowej MACS. Po izolacji zostala oceniona
zdolnoS§¢ proliferacyjna 1 efekt cytotoksyczny
otrzymanych komoérek NK oraz obecno$¢ anty-
gendw powierzchniowych. Komorki NK zostaly
nastepnie transdukowane wektorami lentiwiruso-
wymi zawierajacymi konstrukt CAR anty-BCMA
drugiej generacji. Oceniono szybko§¢ transdukcji
1 ekspresje konstruktu anty-BCMA na transduko-
wanych komorkach NK przy uzyciu odpowiednich
przeciwcial. Badania ekspresji CD107a CD16,
CD56, IFN-y i granzymu B wykonano metodami
cytometrii przeptywowej i metoda PCR. W wyniku
izolacji uzyskano 85 x 106 + 5,7 komoérek/filtr, co
jest satysfakcjonujacym wynikiem. Wyizolowane
komorki byty dobrej jakoSci z wysoce zachowang
proliferacja i zdolno$cig cytotoksyczng komorek
NK [6].

Fernandez-Rodriguez (Oviedo, Hiszpania)
przedstawita wyniki badania klinicznego II fazy
EudraCT 2008-003015-12, ktore dotyczyto leczenia
odlezyn za pomoca produktu ATMP zawierajacego
komorki jednojadrzaste (MNC, mononuclear cells).
Odlezyny definiuje sie jako miejscowe uszkodze-
nie skory 1 tkanki podskornej, ktore pojawia sie
w wyniku intensywnego 1 dlugotrwatego ucisku
i/lub tarcia. Z uwagi na wysokie ryzyko infekcji
rany te stanowig istotne zrédio SmiertelnosSci
wsrod osob unieruchomionych. Tradycyjnie me-
toda leczenia opiera sie na zabiegu chirurgicznym,
ktory jest opatrzony ryzykiem niepowodzenia lub
nawrotu. Badanie kliniczne miafo na celu ocene
bezpieczenstwa i skutecznoS$ci terapii komorkowe;j
u 92 pacjentow z odlezynami III/IV stopnia. W celu
uzyskania produktu ATMP od pacjentow pobrano
autologiczny szpik, ktory nastepnie rozcienczono
w stosunku 1: 1 w soli fizjologicznej z heparyna
100 Ul/ml 1 wyizolowano MNC z wykorzystaniem
Ficollu. W ten sposéb uzyskano co najmniej 50 x
108 MNC, ktére ponownie zawieszano w hepary-
nizowane]j soli fizjologicznej, a nastepnie przefil-
trowano. Tak przygotowany preparat (w objetosSci
10-12 ml) nanoszono na zamknieta szwem 0czysz-
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czong z tkanki martwiczej rane. Srednia liczba
komérek MNC w preparacie wynosita 104,42 x 106.
Zaobserwowano istotne réznice miedzy grupa
kontrolng (leczenie wylgcznie chirurgiczne) i gru-
pa badang (ATMP) w odsetku rozej$cia sie rany
po 6 miesigcach 1 roku po operacji na korzysé
konwencjonalnego leczenia oraz Sredniego czasu
hospitalizacji na korzy$¢ ATMP. Leczenie z wyko-
rzystaniem komorek jednojadrzastych minimalizuje
dtugo$¢ hospitalizacji, co skutkuje zmniejszeniem
kosztow, lecz wyniki dtugoterminowej obserwacji
wciaz wskazuja konwencjonalne leczenie jako bar-
dziej efektywne [7].

Khan (Birmingham/Oxford, Wielka Brytania)
przedstawil prowadzone przez jego zespol badania
nad wytworzeniem modelu organoidu szpiku, ktory
wiernie odzwierciedla ludzka tkanke. Modele te sg
wykorzystywane do badan prawidlowe;j 1 patolo-
gicznej hematopoezy in vitro w mikrosrodowisku
szpiku. Stworzony przez zespol model organoidu
szpiku pochodzit z ludzkich indukowanych plu-
ripotencjalnych komoérek macierzystych. Uzy-
skane hodowle komorek poddawane ekspozycji
na cytokiny zawieraly miedzy innymi komorki
zrebu, komorki mieloidalne i ich progenitory.
Wyhodowane tym sposobem komorki obejmowaly
megakariocyty, komorki erytroidalne, monocyty
1 progenitory granulocytow. Wytworzony zrab obej-
mowal rozgaleziona, trojwymiarowg sie¢ komorek
Srodblonka wspierang przez fibroblasty 1 komorki
mezenchymalno-zrebowe. Powstaly model oprocz
mozliwosci testowania wptywu bodZcow zapalnych
najame szpikowg umozliwia rowniez wszczepianie
komorek od zdrowych dawcow 1 pacjentow z nowo-
tworami krwi (w tym szpiczakiem mnogim, zwiok-
nieniem szpiku 1 ostrg bialaczka limfoblastyczng),
umozliwiajgc powstanie systemu ex vivo do badania
hematopoezy [8].

Sesja plakatowa

Podczas kongresu poruszano wiele tematow
z zakresu kwalifikacji, rekrutacji oraz bezpieczen-
stwa dawcy krwi oraz komorek krwiotworczych.
Jeden z plakatoéw przedstawial wyniki obserwacji
56 dawcow komorek macierzystych z krwi obwo-
dowej (PBSC, peripheral blood stem cell) 1 szpiku
(BM, bone marrow) (23 kobiety i 17 mezczyzn
z mediang wieku 36 lat (22-52). Dawcy PBSC przed
pobraniem byli poddawali mobilizacji czynnika
stymulujacego kolonie granulocytow (G-CSE, gra-
nulocyte colony-stimulating factor) w dawce 12 ug/
/kg/dzien, w 86% byla to mobilizacja 5-dniowa.
NajczeSciej zgltaszanymi objawami zwigzanymi

z pobraniem byly: ogblnoustrojowy i miejscowy bol
miesni, nudnos$ci, b6l w miejscu wktucia. U dawcow
zaobserwowano rowniez slaba wydolno$¢ fizyczna
1 ostabienie (czesSciej u dawcow BM niz PBSC). Po
1 miesigcu od pobrania 14% dawcow BM 1 13%
dawcow PBSC nadal skarzylo sie na umiarkowany
bol. Dziewiecdziesiat pie¢ procent dawcow PBSC
juz po 1-5 dniach rekonwalescencji nie zgtaszaio
zadnych objawow. W grupie dawcow szpiku okres
ten wynosit 6-15 dni [9].

Praca zespolu z Koreanskiego Czerwonego
Krzyza (KRCBS) przedstawila wyniki 4-letniej
analizy rekrutacji dawcow komorek krwiotwor-
czych. W koreanskim rejestrze dawcow od poczat-
ku jego istnienia, tj. 1994 roku, zarejestrowano
42 0217 potencjalnych dawcow KK, sposrod kto-
rych 37,8% byli to dawcy zarejestrowani w KRCBS.
W 2022 roku 50,9% dawcow faktycznych pocho-
dzito z rejestru KRCBS. Rejestr ten skupia sie na
tak zwanej rekrutacji indywidualnej prowadzone;j
przez wykwalifikowany personel pielegniarski
w osrodkach krwiodawstwa. Program ten skiero-
wany jest do wielokrotnych dawcow krwi — 99,9%
zarejestrowanych potencjalnych dawcow KK byto
jednocze$nie dawcami krwi. W pracy zawarto anali-
ze skuteczno$ci programu rekrutacji indywidualnej
W porownaniu z rekrutacja grupowsg oraz porow-
nanie wynikow KRCBS z innymi organizacjami
rekrutujacymi dawcow w latach 2019-2022. W cza-
sie pandemii organizacje polegajace na grupowych
rekrutacjach wykazywaly mniejsza skutecznos¢,
przez co KRCBS odegralo istotna role w rekrutacji
nowych potencjalnych dawcow KK, gdy rekruta-
cja grupowa byla ograniczona z powodu pandemii
COVID-19 [10].

Useini 1 wsp. (Skopje, Macedonia Péinocna)
W swojej pracy przedstawili do§wiadczenia oSrodka
w pobieraniu PBSC metodg aferezy u pacjentow
1 zdrowych dawcow. Pacjenci i dawcy byli mobilizo-
wani czynnikiem G-CSFE. Minimalnym celem afere-
zy bylo pobranie 2 x 10%/kg komorek CD34 +cells
lub 2 x 108/kg MNC. Separacja PBSC odbywata
sie za pomocg separatorow komorkowych Baxter
CS3000, COBE Spectra oraz Spectra Optia z an-
tygoagulantem ACD-A. Catkowita objeto$¢ krwi
przetwarzana podczas aferezy mieScila sie w zakre-
sie 2,0-2,5. W latach 2000-2022 oSrodek wykonat
977 aferez PBSC, z czego 81% dotyczylo pacjentow
autologicznych, a 19% zdrowych dawcow, w tym
5 dawcow niespokrewnionych. Pojedynczy zabieg
aferezy trwat 180-270 minut, a objeto$¢ preparatow
wynosita 50-400 ml. Najczestszymi wskazaniami
do przeszczepienia autologicznego byly: szpiczak
mnogi (51,1%), ostra biataczka szpikowa (18,5%),
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chloniak nieziarniczy (13,6%), chioniak Hodgkina
(13,4%), natomiast wskazaniami do przeszczepie-
nia allogenicznego byly glownie: ostra bialaczka
szpikowa (55,8%), ostra biataczka limfoblastyczna
(14,2%), przewlekla biataczka szpikowa (7,5%),
ciezka anemia aplastyczna (5,8%), choroby mielo-
proliferacyjne (5%) [11].

Metoda rutynowo stosowang w celu utrzyma-
nia zywotno$ci komorek przez diuzszy czas jest
wspomniana krioprezerwacja KK. W tym celu do
komorek jest dodawana mieszanina krioochronna
chronigca komorki przed tworzeniem sie zewnatrz-
komorkowych i wewnatrzkomoérkowych kryszta-
t6w. Mieszanina ta zawiera zazwyczaj odczynnik
DMSO (dimetylosulfotlenek) w stezeniu 5-10%
oraz w zaleznoSci od o$rodka osocze, albumine
lub hydroksyetylowang skrobie (HES, hydroxyethyl
starch). W zwiazku z czasowymi brakami niekto-
rych odczynnikéw na rynku lub zmiang wytycznych
oSrodki wypracowuja nowe metody krioprezer-
wacji. W nastepstwie wstrzymania przez kraje
UE produkcji HES, Jacobsen 1 wsp. (Trondheim,
Norwegia) postanowili wykonaé walidacje procesu
krioprezerwacji przy innych niz dotychczas stoso-
wanych warunkach zamrazania. Celem walidacji
byto ustalenie krzywych zamrazania dla metody
kriokonserwacji z 5-procentowym DMSO bez HES
w zamrazarce —80°C oraz poréwnanie zywotnosci
komorek w preparatach zamrozonych z dodatkiem
HES. Materiat i pobrane prébki przed rozmroze-
niem 1 analiza przechowywano w parach cieklego
azotu przez tydzien. Po rozmrozeniu zbadano zy-
wotno$¢ komorek w preparatach KK i pobranych
probkach. Zywotnos§¢ komoérek wynosifa Srednio
99,9% 198,5% w produktach 1 probowkach zamro-
zonych przy uzyciu 5-procentowego DMSO 1 HES
oraz 99,7% 1 98,8% przy zamrozeniu przy uzyciu
5-procentowego DMSO. Uzyskane wyniki potwier-
dzaja, ze obie metody zamrazania daja podobna,
odpowiednio wysoka zywotnoS¢ komorek [12].

Toksyczne dziatanie DMSO oraz liczne skutki
uboczne obserwowane u pacjentdw po przeszcze-
pieniu krioprezerwowanych KK sktaniaja banki
komorek do ulepszania swoich procedur prepa-
ratyki, w tym testowania ré6znych modyfikacji
sktadu jako$ciowego i iloSciowego mieszaniny
krioochronnej czy roztworu stosowanego do od-
plukiwania DMSO po rozmrozeniu. W swoim ba-
daniu zesp6! Al-Mozain (Rijad, Arabia Saudyjska)
probowal oceni¢ wplyw zmniejszenia stezenia
DMSO z 10% do 5% w mieszaninie krioochronne;j
na zywotno$¢ komorek. Badanie przeprowadzono
na 10 losowych preparatach PBSC i szpiku. Kazda
donacja zostala poddana kriokonserwacji w dwoch

wariantach: dla stezen 5% 1 10% DMSO. Parame-
trami jakoSciowymi ocenianymi w preparatach
przed kriokonserwacja oraz 2, 4 1 8 tygodni po
rozmrozeniu bylty WBC, catkowita liczba komorek
CD34+ i zywotno$¢. Wyniki po 2, 4 1 8 tygodniach
od kriokonserwacji wyraznie wskazywaty, ze w pre-
paratach o nizszym stezeniu DMSO zywotno$é
komorek byta wyzsza. W wyniku tej walidacji
o$rodek uznal metode z 5-procentowym DMSO
za nowy standard krioprezerwacji preparatow KK
od pacjentéw pediatrycznych, u ktérych skutki
podania duzej iloSci dimetylosulfotlenku mogg by¢
bardzo powazne [13].

Podanie rozmrozonych preparatow KK
z DMSO jako krioprotektantem zalecane jest
w ciggu 10-15 minut od rozmrozenia, poniewaz
w temperaturze pokojowej dimetylosulfotlenek
wplywa niekorzystnie na komorki. Dlatego wiele
osrodkow stosuje metody usuniecia DMSO przed
podaniem KK pacjentowi. Jednymi z takich metod
jest ptukanie ludzka albumina (HSA, human albu-
min solution) 1 dekstranem lub albuming 1 HES.
Larrea i wsp. (Walencja, Hiszpania) w swojej pracy
opisali zastosowanie wylgcznie HSA jako $rodka
wykorzystanego podczas ptukania KK z powodu
wspomnianych juz niedoboro6w HES oraz dekstranu
na rynku. Do badania wykorzystano 26 preparatow
KK przeznaczonych do utylizacji. Wszystkie pre-
paraty spelniaty kryteria: koncowe stezenie komo-
rek < 3 x 108 komérek/ml, kriokonserwacja przy
uzyciu 10% DMSO w ciaggu 24 godzin od pobrania
w warunkach kontrolowanego mrozenia. Pojemniki
byly rozmrazane w 1azni wodnej o temperaturze
37°C. Po rozmrozeniu do KK dodawano roztwor
pluczacy zawierajacy HES-HSA (grupa kontrol-
na) lub roztwor HSA (grupa badana). W kazdym
konicowym produkcie bezpo$rednio po plukaniu
1 po 60 minutach sprawdzano zawarto$§¢ catkowi-
tej liczby komorek jadrowych (TNC), zywotnosé
1 klonogennosS¢. Nie stwierdzono istotnej roznicy
w parametrach jakoSciowych badanych preparatow
miedzy grupami, wiec uznano roztwor HSA za
rownowazny mieszaninie HSA-HES [14].

Podsumowanie

Liczne doniesienia prezentowane podczas 33.
Regionalnego Kongresu ISBT pokazujg, jak dyna-
micznie zmieniajg sie terapie komorkowe oraz jak
wiele wciaz pozostaje do zbadania i potwierdzenia.
Z kazdym rokiem pojawia sie coraz wiecej donie-
sien o udoskonaleniu lub tworzeniu nowych terapii
komorkowych ratujacych zycie pacjentow. OSrodki
pobierajace i przetwarzajace material muszg by¢
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przygotowane na dynamiczne zmiany, takie jak
zmiany standardow, braki materialéw 1 odczynni-
koéw, oraz zapewnienie odpowiedniego bezpieczen-
stwa i jakoSci komorek. Ujednolicenia wymagaja
takze wytyczne dotyczace pobierania limfocytow do
terapii CAR-T, ktora nadal jest sporym wyzwaniem
zar6wno dla personelu laboratoryjnego, pielegniar-
skiego oraz lekarskiego. Kluczowym aspektem
pobrania materiatu allogenicznego jest takze sam
dawca, ktory musi by¢ dobrze przeprowadzony
przez caly proces od rekrutacji az do okresu po
oddaniu KK.
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