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Te vroeg geboren baby’s worden vaak behandeld met rode bloedcel (RBC) transfusies vanwege
bloedarmoede.” Deze RBCs zijn afkomstig van gezonde volwassen donoren. In de literatuur
wordt een relatie gelegd tussen deze transfusies en nadelige neonatale klinische uitkomsten.?®
Een causaal verband is echter tot nu toe niet bewezen.”

De invoering van nationale bloedtransfusierichtlijnen heeft er toe geleid dat het aantal toegediende
RBC transfusies aan te vroeg geboren baby’s significant is verminderd.®'® De achtergrond van
deze transfusierichtlijnen is echter empirisch; wetenschappelijke ondersteuning voor het gebruik
van de geadviseerde transfusiedrempels en transfusievolume ontbreekt. Resultaten van studies
naar het gebruik van meer restrictieve en liberale transfusiedrempels toonden dat een restrictiever
transfusiebeleid leidde tot minder toegediende transfusies.'’'* De klinische uitkomsten van een
restrictief of meer liberaal transfusie beleid waren echter minder eenduidig. Eén studie toonde
dat een restrictief transfusiebeleid leidde tot meer neurologische problemen op de korte termijn.™
Alhoewel een liberaal transfusiebeleid geassocieerd was met een mogelijke betere neuro-motore
ontwikkeling op de gecorrigeerde leeftijd van 18-21 maanden, bleek daarentegen dat dit beleid
ook geassocieerd is met een kleiner hersenvolume en een minder goed cognitief profiel op de
schoolgaande leeftijd.’*'® Interpretatie van deze resultaten is niet eenvoudig. De methoden om
de ontwikkeling op de jonge kinderleeftijd te testen hebben een lage voorspellende waarde voor
het cognitief functioneren op de schoolgaande leeftijd, waarbij geen relatie is gevonden tussen
perinatale hersenschade en cognitief functioneren op 12 jarige leeftijd."”-'® Toekomstige studies
zullen moeten laten zien wat de invioed is van RBC transfusie op cognitieve uitkomsten.

Andere onderzochte methoden in de strijd tegen bloedarmoede bij te vroeg geborenen zijn het
gebruik van recombinant humaan Erytropoétine (EPO), vermindering van het bloedverlies door
afname voor diagnostiek en later afnavelen na een vroeggeboorte. Het gebruik van recombinant
humaan EPO bij te vroeg geboren baby’s is niet doelmatig en effectief gebleken.'*?' Daarentegen
leidden zowel minder bloedafnamen voor diagnostiek als later afnavelen wel degelijk tot minder
toegediende transfusies, alhoewel RBC transfusie niet volledig kon worden voorkomen.?2-23
Kortom, het gebruik van allogene RBC transfusies aan te vroeg geboren baby’s is significant
verminderd. Aangezien te vroeg geborenen een steeds betere overleving hebben, is het belangrijk
om zowel de korte als de lange termijn effecten van deze transfusies in kaart te brengen.

In dit proefschrift hebben we in twee Nederlandse neonatale intensive care units (NICU’s)
transfusie effecten en uitkomsten in kaart gebracht. Daarnaast hebben we onderzocht of RBCs
uit eigen navelstrengbloed als alternatief gebruikt kunnen worden voor het standaard donor RBC
product.

Neonataal transfusie beleid in Nederland

De Nederlandse bloedtransfusierichtlijn is opgesteld door het CBO Kwaliteitsinstituut voor de
Gezondheidszorg.?* In deze richtlijn worden aanbevelingen gedaan voor de transfusiedrempel,
maar geen eenduidig advies gegeven voor de transfusietarget, te bereiken door een lager of
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hoger transfusievolume per kg lichaamsgewicht. Daarom hebben we in twee Nederlandse NICU's
onderzoek gedaan naar de effecten van een verschillend transfusie volume (15ml/kg vs 20 ml/
kg) op de neonatale uitkomsten. Beide centra hanteerden de Nederlandse transfusierichtlijn en
gebruikten hetzelfde transfusieproduct. Desondanks zagen we grote verschillen. Het percentage
te vroeg geboren baby’s dat werd behandeld met transfusies was duidelijk hoger in het centrum dat
een volume van 20 ml/kg hanteerde (77% van de baby’s) in vergelijking met het andere centrum
(59% van de baby’s). Dit werd vooral bepaald door een groot verschil in getransfundeerde baby’s
geboren na 28 tot 32 weken zwangerschapsduur (74% versus 49 %). Bij de jongere prematuren
geboren voor 28 weken zwangerschapsduur werd een vergelijkbaar aantal baby’s behandeld met
RBC transfusies. Ondanks het gebruik van de nationale richtlijn waren er sterke aanwijzingen
dat frequent transfusies werden toegediend op klinische gronden ondanks dat de aanbevolen
transfusiedrempel niet was bereikt.

Het effect van een verschillend transfusievolume was niet eenduidig. Bij de jongere baby’s
geboren véor 28 weken zwangerschapsduur, resulteerde het hogere volume niet in een geringer
aantal transfusies. Bij de baby’s geboren tussen 28-32 weken zwangerschapsduur zagen we bij
transfusie met 20 ml per kg een vermindering van één transfusie episode per kind.?

In 2011 werd de CBO richtlijn voor bloedtransfusie toediening herzien. De belangrijkste wijzigingen
in de richtlijn zijn als volgt; de aanbeveling om laat af te navelen (30 tot max. 180 sec) indien
klinisch mogelijk is opgenomen in de richtlijn; de transfusie drempel van 8 mmol/I voor de eerste
24 uur na geboorte is verlaten, en het aanbevolen transfusievolume per kg lichaamsgewicht is
veranderd naar 15 ml/kg lichaamsgewicht in plaats van de eerder aanbevolen range van 10 tot
15 ml/kg lichaamsgewicht.?®

Deze verschillen in transfusiebeleid staan niet op zichzelf. Ook in andere landen is gebleken dat
er ondanks de invoering van een nationale transfusierichtlijn belangrijke verschillen bestaan in
de praktijk.?”2° Voorstellen om de compliantie van de zorgverlener te vergroten omvatten onder
andere het gebruik van een elektronisch transfusieproduct bestel- en monitorsysteem en het
implementeren van de klinische beoordeling van de zorgverlener binnen de richtlijn.?3" Met het
oog op de aangetoonde verschillen met betrekking tot het stellen van de transfusie indicatie
en het effect van het gebruikte transfusie volume op de blootstelling aan donorbloed, is het
belangrijk om uit te zoeken welke aanpassing bijdraagt aan de beste compliantie.

Transfusie effecten op neonatale klinische uitkomsten

Korte en lange termijn klinische uitkomsten

In bovengenoemde neonatale cohorten hebben we gekeken naar de invloed van het aantal
RBC transfusies en het toegediende transfusievolume op zowel korte als lange termijn neonatale
uitkomsten. Op de korte termijn zagen we geen verschillen tussen beide groepen met betrekking
tot frequentie van overlijden, hersenbloedingen, prematuren retinopathie en bronchopulmonaire
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dysplasie, ondanks dat er in één centrum een significant grotere groep kinderen werd behandeld
met RBC transfusies en een groter transfusievolume.?®

Er is weinig bekend over de relatie tussen RBC transfusie en neonatale uitkomsten op de langere
termijn. Zoals eerder genoemd is de literatuur niet eenduidig.'*®

Wij hebben de relatie tussen transfusie volume en neuro-motore ontwikkeling geévalueerd in
twee groepen extreem te vroeg geboren baby’s, geboren véor 28 weken zwangerschapsduur.
Het aantal toegediende transfusies was vergelijkbaar tussen beide groepen. We vonden geen
verschil in neuro-motore ontwikkeling op de gecorrigeerde leeftijd van (mediaan) 24 maanden
bij een groter of kleiner toegediend transfusievolume. Echter, onze studie had een aantal
beperkingen waaronder een relatief kleine studiepopulatie, verschillen in evaluatie methoden en
het observationele karakter van de studie.3 Het kan dus niet worden uitgesloten dat het totale
volume van een RBC transfusie invioed heeft op de neuro-motore ontwikkeling van extreem te
vroeg geboren kinderen. Goed opgezette gerandomiseerde klinische studies zijn essentieel om
dit verder te kunnen onderzoeken.

Het effect van RBC transfusie op EPO

Meerdere (oudere) studies hebben laten zien dat RBC transfusies bij premature pasgeborenen de
endogene EPO productie kunnen onderdrukken. Dit EPO onderdrukkend effect werd echter pas
na een aantal weken postnataal gemeten, wanneer de kinderen al een groot aantal transfusies
hadden gekregen.®-¢

Het huidige neonatale transfusie beleid is aanzienlijk anders dan in deze oudere studies. Dankzij
de invoering van nationale transfusierichtlijnen, met aanbevolen transfusiedrempels, is het
aantal toegediende RBC transfusies significant gedaald.®'° Dit heeft ertoe geleid dat de meeste
transfusies worden toegediend in de eerste maand na geboorte.

Meerdere dierexperimentele studies hebben laten zien dat EPO neuro-protectieve eigenschappen
heeft.?’-3 Een restrictiever transfusiebeleid zou in theorie de endogene EPO productie minder
onderdrukken en kunnen bijdragen aan betere neuro-protectie en het voorkomen van
hersenschade op de langere termijn. Om deze theorie te ondersteunen zouden we meer moeten
weten van EPO waarden bij te vroeg geboren baby’s. Volwassenen zonder bloedarmoede hebben
EPO waarden tussen de 2.6 — 18.5 mU/mL.** Kinderen (tussen 1 maand -16 jaar) hebben iets
hogere EPO waarden, tussen de 9.1-27.6 mU/mL.“>#2 Van te vroeg geboren baby’s geboren
hebben we beperkt beschikbare gegevens.

We hebben daarom bij 46 prematuur geboren baby's EPO concentraties gemeten in plasma. We
hebben alleen spijtmateriaal gebruikt, dat wil zeggen, bloed wat over was van bloedafnamen
voor reguliere diagnostiek. Hierdoor waren we alleen in staat om vooral in de eerste maand na
geboorte onze metingen te verrichten, omdat enerzijds veel kinderen daarna werden overgeplaatst
naar ziekenhuizen elders, en anderzijds omdat in de eerste maand de meeste bloedtesten
worden verricht. De kinderen kregen in deze periode geen rh-EPO toegediend. De baby’s die
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wel transfusies kregen toegediend hadden hogere EPO waarden dan de niet-getransfundeerde
te vroeg geboren zuigelingen. Dit reflecteert de diepere bloedarmoede bij deze kinderen en
mogelijk een compensatoire EPO respons op deze anemie. Anderzijds is ook bekend dat EPO een
marker is voor stress. Qok klinisch zieker zijn zou dus in theorie kunnen bijdragen aan een hogere
EPO productie. De waarden laten zien dat vroege transfusies in de eerste levensmaand de EPO
productie niet duidelijk onderdrukken.

Navelstrengbloed voor transfusiedoeleinden

Het afnemen van navelstrengbloed

Navelstrengbloed kan afgenomen worden véor (in utero) of na (ex utero) de geboorte van de
placenta. In utero afname van navelstrengbloed leidt tot aanzienlijk hogere bloedvolumes, zowel
na een vaginale bevalling als na een keizersnede.***¢ Daarnaast is het vroeg afklemmen van de
navelstreng ook een belangrijke factor die bijdraagt aan een groter volume van de bloedafname.®’
Bacteriéle contaminatie komt voor in 0 tot 9% van de navelstrengbloedafnames.*&-2

Het verwerken en bewaren van navelstrengbloed voor transfusiedoeleinden

Navelstrengbloed kan met behulp van centrifugatie bewerkt worden tot een RBC concentraat.**>3
Ook zonder centrifugeren is scheiding van RBCs uit navelstrengbloed mogelijk. Deze techniek
heet 'hollow-fibre in-line’ filtratie en maakt alleen gebruik van zwaartekracht. Deze methode
veroorzaakt mogelijk minder schade aan rode bloedcellen, maar is alleen doelmatig met een
minimaal afgenomen volume van 60 mL navelstrengbloed, aangezien anders relatief teveel
RBCs achterblijven in het filtersysteem.>* Aangezien de afgenomen volumina na een premature
geboorte kleiner zijn, lijkt deze methode vooralsnog niet geschikt voor het opwerken van
prematuur navelstrengbloed.>?

Voor het bewaren van navelstrengbloed RBC zijn verschillende bewaarvloeistoffen getest. Het
bewaren van volbloed uit de navelstreng in citraat-fosfaat-dextrose-adenine en autoloog plasma
toonde goede parameters na een bewaarduur van 21-28 dagen; een gemiddelde pH van 6.6 na
21 dagen, en een gemiddelde pH van 6.51 en een hemolyse van 0.39 + 0.05% na 28 dagen.>>%
Aangezien in Nederland geldt dat de hemolyse <0.8% moet zijn ten tijde van een transfusie,
hebben deze studies laten zien dat het bewaren van volbloed navelstrengbloed voldoet aan deze
strenge eis.

Het bewaren van door centrifugatie opgewerkte navelstrengbloed RBC in bewaarvloeistoffen,
zoals gebruikt voor RBCs van bloeddonoren, leidde tot minder goede resultaten. Bij het bewaren
van navelstrengbloed RBCs in saline-adenine-glucose-mannitol (SAG-M) of phosphate-adenine-
glucose-guanosine-saline-mannitol (PAGGS-M) werd gezien dat de hemolyse aanzienlijk toenam
in de tijd.**5” PAGGS-M bleek een betere bewaarvloeistof dan SAG-M, met lagere hemolyse
waarden.” Gezien de toename in hemolyse en de pH daling kunnen we concluderen dat
navelstrengbloed RBCs sneller in kwaliteit achteruitgaan indien deze cellen bewerkt en bewaard
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worden onder omstandigheden die zijn geoptimaliseerd voor volwassen RBCs. Aangezien
PAGGS-M de beste resultaten gaf, concluderen we dat niet alleen de opwerkprocedure middels
centrifugatie, maar ook het bewaarmedium kan bijdragen aan schade aan foetale RBCs tijdens
het bewaren.

Er is weinig bekend over de optimale bewaarcondities van afgenomen navelstrengbloed van
prematuur geborenen. Voor onze klinische studie over het gebruik van prematuur navelstrengbloed
voor autologe transfusie, hebben we eerst een navelstrengbloedproduct validatie studie
opgezet.”® We hebben prematuur navelstrengbloed opgeslagen als volbloed in CPDA of als,
door centrifugatie gefractioneerd, RBC component in SAG-M of Additional Solution 3 (AS-3).
De volbloed RBC kwaliteitparameters na 21 dagen waren beter dan van de RBC componenten.
Echter, gezien de lagere en variabele hematocriet en de hoge witte bloedcel contaminatie, die na
centrifugatie verlaagd werd met gemiddeld 37%, is volbloed minder aantrekkelijk voor autologe
transfusie. SAG-M of AS-3 waren even goed als bewaarvloeistof. De hemolyse in onze studie
was hoger in vergelijking met andere studies®****’, maar de pH was wel vergelijkbaar.>*%4 Het is
mogelijk dat navelstrengbloed RBC van prematuren kwetsbaarder zijn en minder bestand tegen
mechanische stress tijdens centrifugering. Al met al kunnen we concluderen dat navelstrengbloed
RBC van prematuur geborenen geschikt is voor autologe transfusie. Met het oog op de RBC
bewaarparameters, is de houdbaarheid van deze producten aanzienlijk korter (tot maximaal 21
dagen) dan van standaard volwassen RBC bewaard als ‘pedi-pack’. Maar aangezien premature
baby’s vrij snel na geboorte transfusie behoefte hebben', is dit geen praktisch bezwaar.

Klinische toepasbaarheid — Autologe navelstrengbloedtransfusie

In een gerandomiseerde studie hebben we de haalbaarheid van autologe navelstrengbloed
transfusies onderzocht voor de behandeling van anemie van de prematuriteit. Prematuur
navelstrengbloed werd afgenomen na bevallingen bij een termijn van 25 tot 32 weken
zwangerschap. In 57% van de gevallen was er voldoende (> 15 ml) navelstrengbloed geoogst voor
verdere bewerking tot een autoloog RBC product. Na het opwerken, het uitvoeren van dezelfde
kwaliteitstesten als voor volwassen donor RBCs en bacteriéle testen van alle navelstrengbloed
RBC producten, waren er goedgekeurde autologe producten beschikbaar voor 36% van de totale
studie populatie. Voor 27% van de prematuren met een daadwerkelijke transfusiebehoefte was
er een autoloog RBC product beschikbaar, dat gemiddeld 58% van de transfusiebehoefte van
deze pasgeborenen kon dekken (range van 25-100%).°?

Het kweken van navelstrengbloed CD34 positieve cellen naar rode cellen

Navelstrengbloed is een belangrijke bron voor CD34 positieve hematopoietische stamcellen en
van andere voorlopercellen. Deze multipotente cellen kunnen ondermeer worden opgekweekt
tot RBC geschikt voor transfusie.®® Het gebruik van gekweekte rode voorlopercellen uit
navelstrengbloed is overigens momenteel een ontwikkeling die met veelbelovende resultaten
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wordt geéxploreerd als een toekomstig alternatief voor het standaard transfusie product. De
daadwerkelijke toepasbaarheid van deze gekweekte cellen voor transfusie is nog niet bekend.
Met name het gebruik van groeimedia die dierlijke eiwitten bevatten en dure complexe
kweekprotocollen zijn debet aan het feit dat de toepasbaarheid nog niet uitgebreid is onderzocht
in de kliniek.%?

Na het bewerken van het prematuur navelstrengbloed tot een autoloog RBC product hebben
we in de afgescheiden buffy coat, die een groot deel van de witte bloedcelfractie bevat, het
aantal CD34 positieve stamcellen bepaald. We vonden gemiddeld 2.5x10° CD34 positieve cellen
per buffy coat (range 1.2x10°-1.7x107; n = 10). Onze hypothese was dat het kweken van deze
stamcel bevattende buffy coats zou kunnen leiden tot extra rode (voorloper) cellen, geschikt voor
transfusie na 21 dagen kweek, wanneer de bewaarduur van het autologe RBC navelstrengbloed
product verlopen zou zijn.

We hebben hiertoe een eenvoudige 1-staps kweekmethode opgezet met gebruik van recombinant-
humaan Stem Cell Factor (SCF), Interleukine-3 (IL-3) en EPO, zonder het gebruik van dierlijke
eiwitten. De efficiéntie van onze methode hebben we getest met zowel CD34 positieve cellen
uit (prematuur en a terme) navelstrengbloed, en uit CD34 positieve celbronnen van volwassenen
(gemobiliseerd perifeer bloed (PBSC) en beenmerg (BM)). Na 21 kweekdagen hadden we een
celvermenigvuldiging van gemiddeld 4000 tot 4700 keer in zowel de navelstrengbloed kweken
als de PBSC en BM kweken. Na 21 dagen kweken bestonden alle kweken uit rode voorlopercellen.
We berekenden dat met onze gemiddelde vermenigvuldigingssnelheid, we 4.7x108 tot 4.4x10'°
rode voorlopercellen kunnen genereren. Deze voorlopercellen kunnen in vivo verder uitrijpen
tot rode cellen. In theorie is het aantal CD34 positieve stam en voorlopercellen in de buffy coat
van navelstrengbloed van prematuren buffy coat met de behaalde celvermenigvuldigingsfactor,
voldoende voor tenminste één extra neonatale transfusie. Verdere optimalisatie van de
kweekmedia en het in vivo testen van het patroon van uitrijping en functionaliteit van deze rode
voorlopercellen, zal ons dichter bij een gekweekt autoloog rode bloedcelproduct brengen. In
combinatie met ons autologe RBC navelstrengproduct, kan dit leiden tot verder verminderen, of
eventueel elimineren van de blootstelling aan allogene bloedtransfusies aan premature neonaten.
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