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veiligere transfusies van trombocyten-

concentraten
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Trefwoorden

Samenvatting

Op 17 november 2004 promoveerde drs. M.J.
Dijkstra-Tiekstra aan de Vrije Universiteit in
Amsterdam op het promotieonderzoek getiteld
‘Biomedical excellence for safer transfusion of
platelet concentrates: BEST of PC's’ onder bege-
leiding van de promotor prof. dr. P.C. Huijgens en

Inleiding

Bloed dat op de bloedbanken gedoneerd wordyt, is
uiteindelijk bestemd voor de patiént. Alle processen
die hierbij doorlopen moeten worden, vinden plaats
binnen de zogenaamde transfusicketen. Het hier
beschreven onderzoek is met name gericht op trom-
bocytenconcentraten. Voor het maken van een
trombocytenconcentraat wordt bloed van vijf dono-
ren gebruikt. Na centrifugeren wordt elke eenheid
bloed gescheiden in een eenheid erytrocyten, een
eenheid plasma en een ‘buffy coat’ die het merendeel
van het totale aantal trombocyten (>90%) en het
totale aantal leukocyten (ongeveer 70%) bevat.
Vervolgens worden vijf ‘buffy coats’ en een eenheid
plasma samengevoegd en dit wordt zacht gecentrifu-
geerd. De trombocyten die in het plasma blijven
zweven worden met een pers en via een filter overge-
bracht in een bewaarzak. Het filter verwijdert de
leukocyten om leukocytentransfusiereacties, zoals
koortsreacties, allo-immunisatie en refractoriteit, bij
de patiént te voorkomen.

De hier beschreven studies zijn gericht op kwaliteits-
controle, opslag en transfusie van trombocytencon-
centraten.

Resultaten

Kwaliteitscontrole

Om zowel het product als het proces te controleren,
vindt er een kwaliteitscontrole plaats. De trombocy-
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copromotoren dr. HW. Reesink en dr. R.N.L
Pietersz. Hieronder volgt een samenvatting van
de belangrijkste bevindingen en conclusies uit
het proefschrift.

(Ned Tijdschr Hematol 2005,2:195-198)

tenconcentraten worden getest op onder andere
volume (eis: 150-400 ml), pHj37c in verlopen con-
centraten (eis: 6,8-7,4), trombocyten-, leukocyten-
en erytrocytenaantallen (respectievelijke eisen:
>250x10°, <1x10°¢ en <5x10° per product), en bacte-
riéle contaminatie (eis: negatief bij uitgifte).!

De trombocytenactivering kan getest worden met
behulp van de ‘swirl- en de CD62p (p-selectine)-
test. Met de ‘swirl’-test wordt de beweging van trom-
bocyten gemeten. De beweging is te zien door het
concentraat tegen het licht te houden en is goed
(score 3) wanneer de trombocyten mooi schijfvor-
mig zijn. De ‘swirl’ wordt steeds lager bij activering
van de trombocyten, omdat de trombocyten bolvor-
mig worden en dendrieten ontwikkelen.

CD62p bevindtzich in de a-granula van het trombo-
cyt. Bij trombocytenactivering fuseren de o-granula
met de buitenmembraan, waardoor CDG62p aan de
buitenkant van het trombocyt komt en met behulp
van flow-cytometrie gemeten kan worden. De acti-
vering van trombocyten neemt toe wanneer de con-
centraten meer dan een week worden bewaard (zie
Figuur 1).?

Twee hoofdstukken in het proefschrift zijn gewijd
aan het tellen van resterende leukocyten met behulp
van flow-cytometrie.** Deze methode heeft de
microscopische Nageotte-methode vervangen. Er
zijn twee commerciéle flow-cytometriemethoden
(LeucoCOUNT™ van BD-Biosciences en Leuko-
Sure™ van Beckman Coulter) en een goedkope
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in-huismethode getest. Alleen met de commerciéle
methoden was het mogelijk om lage aantallen leuko-
cyten (rond 1x10°/product) nauwkeurig en op de
juiste wijze te tellen.’ Enige tijd nadat de methoden
geimplementeerd waren bij de bloedbanken, vond
een evaluatie van deze testen plaats voor het tellen
van leukocyten in plasma, erytrocyten- en trombo-
cytenconcentraten. Het bleek echter dat geen van de
negen participerende locaties voor alle drie de pro-
ducten aan de eisen voor juistheid en nauwkeurig-
heid voldeden. Wel kon worden aangetoond dat de
methoden met het goed/fout-criterium te gebruiken
zijn, dat wil zeggen dat met grote zekerheid gezegd
kan worden of een product meer of minder dan
1x10° leukocyten bevat.*

In de twee daaropvolgende studies is gebruik gemaakt
van PCR voor de bepaling van het resterende aantal-
len leukocyten, aangezien leukocyten de enige cellen
in het bloed zijn met DNA.>¢ Het bleek dat in plasma
ook een aanzienlijke, maar variabele, hoeveelheid
celvrij-DNA voorkomt (gemiddeld 0,5x10°¢ leuko-
cytenequivalenten/trombocytenconcentraat). Voor de
bepaling van de resterende hoeveelheden leukocyten
moet daarom gecorrigeerd worden.” Daarnaast werd
aangetoond dat bij het bewerken en het bewaren van
zowel bloed als trombocytenconcentraten de leuko-
cyten fragmenteren en dat bij filtreren deze frag-
menten niet worden weggevangen.® Ook hier dient
rekening mee gehouden te worden bij de bepaling
van de hoeveelheid intacte leukocyten. Bovendien is
het mogelijk dat deze fragmenten kunnen leiden tot
allo-immunisatie bij de patiént. Dit moet echter nog
verder worden onderzocht.

Opslag

De trombocytenconcentraten worden standaard,
gedurende maximaal 7 dagen, schuddend bij kamer-
temperatuur bewaard in een temperatuurgereguleer-
de schudkast. In combinatie met de speciale bewaar-
zak is op deze manier de gasuitwisseling voor de
trombocyten optimaal.

Een andere manier van opslag is cryopreservatie.
Met behulp van een cryoprotectant kunnen de con-
centraten gedurende enkele jaren bewaard worden
in de dampfase van vloeibare stikstof (-150°C).

In een studie over dit onderwerp is onderzocht of de
cryoprotectant dimethylsulfoxide (DMSO) verdund
kan worden in een synthetische bewaarvloeistof,
zodat het daarna op een steriele manier kan worden
toegevoegd aan de in te vriezen trombocyten. Het
bleek dat om de gecryopreserveerde concentraten 24
uur na ontdooien te kunnen bewaren met behoud
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Figuur 1. De 'swirl'-waarde en het percentage CD62p-

Bewaarduur trombocytenconcentraten (dagen)

expressie in trombocytenconcentraten bij verschillende
bewaarduren van de concentraten. De weergegeven waarden
zijn gemiddelden met n=12, 17, 13 en 13 voor respectievelijk
de bewaarduren 2-3, 4-5, 6-7 en 8-12 dagen.

van kwaliteit er minimaal 50% plasma in het in te
vriezen concentraat aanwezig moet zijn. Na verdun-
ning in een synthetische bewaarvloeistof kan
DMSO 1:1 (v/v) worden toegevoegd aan trombocy-
ten in het plasma.’

Transfusie

Transfusie van trombocytenconcentraten gebeurt
veelal bij hemato-oncologische patiénten die, van-
wege hun ziekte en behandeling, een zeer laag aantal
trombocyten hebben (<20x10%/l; normaal 180-
350x10°/1). Om bloedingen te voorkomen krijgen
deze patiénten regelmatig een trombocytentransfusie.
In een studie zijn bij 55 patiénten (195 transfusies) de
trombocytenopbrengsten, oftewel ‘corrected count
increment’ (CCI: het verschil in trombocytenaantal
bij de patiént voor en na de transfusie gecorrigeerd
voor het lichaamsoppervlak van de patiént en het
aantal getransfundeerde trombocyten), na transfusie
bestudeerd en is er een onderscheid gemaakt tussen
de concentraten met verschillende bewaarduren.®
Het percentage geslaagde transfusies (transfusies
resulterende in een CCI27,5) verschilde niet tussen
de concentraten met verschillende bewaarduren.
Wel bleek dat de gemiddelde opbrengst van concen-
traten die twee dagen oud waren iets hoger was dan
die van concentraten die zeven dagen oud waren.
Tussen de overige bewaarduren werd er geen verschil
gevonden (zie Figuur 2 op pagina 197).*

Naar aanleiding van deze studie werd besloten om
de bewaarduur van de concentraten te verlengen van
maximaal 5 naar maximaal 7 dagen. Deze verlen-
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Bewaarduur trombocytenconcentraten (dagen)

Figuur 2. De ‘correct count increment’ (CCI; trombocytenop-
brengsten), gemeten 1 uur na transfusie bij niet-refractaire
hemato-oncologische patiénten met een pretransfusie trom-

bocytenaantal van <20x10°/l, is uitgezet tegen de verschil-
lende bewaarduren van trombocytenconcentraten. De ruitjes
tonen de individuele trombocytenopbrengsten van de
patiént. De horizontale balkjes zijn de gemiddelde waarden,
gecorrigeerd voor het aantal transfusies per patiént (bepaald
middels multi-levelanalyse; MLwiN), van de betreffende
bewaarduur van het trombocytenconcentraat. De lijn bij
CCI=7,5 is de ondergrens voor een geslaagde transfusie.

ging is een enorme verbetering voor de logistiek
rond de bereiding van trombocytenconcentraten,
met name bij zon- en feestdagen. Bovendien is het
percentage trombocytenconcentraten waarvan de
houdbaarheid verloopt hierdoor een stuk lager.
Omdat de trombocyten die 6 en 7 dagen oud zijn als
het ware nieuwe producten zijn, wordt in een post-
surveillanceonderzoek de trombocytenopbrengsten
bij meerdere ziekenhuizen nog gemonitord.

In een pilotstudie is onderzoek gedaan naar de corre-
latie tussen CDG62p (trombocytenactivering) in het
concentraat en de hoeveelheid bloedverlies (gemeten
aan de hoeveelheid borstdrainagevloeistof) in ‘coro-
nary artery bypass graft’ (CABG)-patiénten na trans-
fusie (n=21). Deze patiénten hebben, omdat ze aan
de hart-longmachine hebben gelegen en/of aspirine
hebben gebruikt, te weinig effectieve trombocyten om
de bloeding van de operatie te stoppen en ze krijgen
daarom een trombocytentransfusie. Er werd echter
geen correlatie (r’=0,03) gevonden tussen CDG62p-
expressie in de concentraten en de hoeveelheid bloed-
verlies bij de patiént. Waarschijnlijk komt dit door-
dat de getransfundeerde trombocytenconcentraten
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een dusdanig goede in-vitrokwaliteit hadden, waar-
door er slechts weinig variatie in CD62p-expressie
werd gevonden. Het bloedverlies van de patiént tot
12 uur na CABG en trombocytentransfusie varieer-
de van 150 tot 1.310 ml (gemiddeld 542 ml).?

Conclusie

Bij de eerste transfusies (19 eeuw) werd bloed dat
van de donor was afgenomen rechtstreeks getrans-
fundeerd bij de patiént. De transfusicketen is inmid-
dels behoorlijk uitgebreid met onder andere de
donatie, de scheiding van de verschillende bloed-
componenten, de leukocytenverwijdering, de kwali-
teitscontroletesten, opslag, transfusies, et cetera. Alle
processen worden voortdurend geoptimaliseerd,
zodat een steeds betere biomedische topkwaliteit
voor veiligere transfusies van trombocytenconcen-
traten wordt bereikt.

In de hier beschreven studies betreft dit met name de
invoering van de flow-cytometriebepaling voor het
tellen van resterende aantallen leukocyten als kwali-
teitscontroletest. Verder is gebleken dat trombocyten-
concentraten trombocytenfragmenten bevatten die
mogelijk ook allo-immunisatie kunnen veroorzaken.
Dit moet echter nog verder onderzocht worden.

Uit het onderzoek naar cryopreservatie van trombo-
cyten is gebleken dat het mogelijk is DMSO te ver-
dunnen in een synthetische vloeistof in plaats van
plasma, voordat het aan de trombocyten wordt toe-
gevoegd. De producten houden nog 24 uur na ont-
dooien een goede kwaliteit. De trombocytenop-
brengst na de transfusie van regulier bewaarde
trombocytenconcentraten (20-24°C) blijft ook voor
de langer bewaarde trombocytenconcentraten goed.
Hierdoor kan de bewaarduur van trombocytencon-
centraten nu verlengd worden van maximaal 5 naar
maximaal 7 dagen.
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Aanwijzingen voor de praktijk

1. Resterende leukocyten kunnen op dit moment het beste bepaald worden met een flow-
cytometrische test.

2. Trombocytenconcentraten bevatten naast intacte leukocyten ook leukocytenfragmenten.
Mogelijk moet hier rekening mee gehouden worden in verband met allo-immunisatie. Dit
behoeft echter nog verder onderzoek.

3. Gecryopreserveerde trombocytenconcentraten met DMSO in een synthetische bewaarvloeistof
kunnen tot 24 uur na ontdooien bewaard worden met behoud van kwaliteit.

4. Trombocytenconcentraten zijn zeven dagen te bewaren, waarbij de trombocytenopbrengst na
transfusie goed blijft.
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