Aus der Charité — Universitatsmedizin Berlin
CharitéCentrum 17 fur Frauen-, Kinder- und Jugendmedizin
Klinik fir Neonatologie
Direktor: Prof. Dr. med. Christoph Bihrer

Habilitationsschrift

Thrombozytopenie, Immature platelet fraction, Erythroblasten und

Retikulozyten-Zellindices im Blutbild des Neugeborenen

zur Erlangung der Lehrbeféhigung

fur das Fach Padiatrie
vorgelegt dem Fakultatsrat der Medizinische Fakultat
Charité — Universitatsmedizin Berlin

von

Dr. med. Malte Cremer

geboren in Wolfsburg

Eingereicht: Marz 2017
Dekan: Professor Dr. Axel R. Pries
1. Gutachter/in: Professor Dr. Thorsten Orlikowsky, Aachen

2. Gutachter/in: Professor Dr. Michael Zemlin, Saarbriicken



Fur meine grol3e Liebe Carolin



Inhaltsverzeichnis

INNAISVEIZEICNNIS ..ottt e e e 3
Y o] QU 74 ¥ T o = o 1 PSPPI 4
I Y 0] =T (1] o PR 5
1.1  Inzidenz und Atiologie der neonatalen ThrombozytOPenie ............c.ccvevveereeeeieeveieeeeienns, 5
1.2 Immature platelet fraClioN ............ . 6
1.3 ENYENIOBIASTEN. ... 7
1.4  Retikulozyten-Zellindices bei NeugebOorenen ... 8
1.5 Hamorrhagie und ThrombozytentranSfuSIioN ............ccoovvviiiiiii e e, 8
2. EIQENE ATDEBITEN. ....eee e e 11
2.1 Immature platelet fraction bei Neugeborenen ............ooouviiiiiiiiiice e, 11

2.2 Immature platelet fraction und Erythroblasten

bei Sepsis und nekrotisierender ENterokolitiS .........cccoeeeiviiiiiiiiiieeiccis e, 15
2.3 Thrombozytopenie und andere Risikofaktoren bei pulmonaler Hamorrhagie ....................... 21
2.4 Internationaler Vergleich von Transfusionsgrenzen bei Thrombozytopenie.......................... 29

2.5 Erythroblasten bei very low birth weight infants

als Marker fur Morbiditat und MOTAlItAL..............ooviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 39

2.6 Retikulozyten-Hamoglobingehalt und Delta-Hamoglobingehalt.................cccccociiiiiiii s 45
3. DISKUSSION ...t s 57
4. ZUSAMMENTASSUNG ...t n e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaeaaaaaaaeeeens 63
T 1 (=T = U= T g To T o 1T o PSRRI 64
= 1] 7= o 1 U] o 71
2= 1 LT 72



Abklrzungen

AUC
AUT
CRIB
CRP
Delta-He
ECMO
EDTA
ELBW
FFP
GER
IL-6
IPF
IVH

Kl
MCH
MPV
NEC
NRBC
PAF-4
Ret-He
RNA
ROP
SGA
SSW
SuI
TK

us
VLBW

area under the curve

Osterreich

clinical risk index for babies
C-reaktives Protein
Delta-Hamoglobin
extrakorporale Membranoxygenierung
Ethylendiamintetraessigsaure
extremely low birth weight infants
fresh frozen plasma
Deutschland

Interleukin-6

immature platelet fraction
intraventrikulare Hamorrhagie
Konfidenzintervall

mean corpuscular hemoglobin
mean platelet volume
nekrotisierende Enterokolitis
nucleated red blood cells
Plattchen-aktivierender Faktor 4
Retikulozyten-Hamoglobingehalt
Ribonukleinsaure

retinopathy of prematurity

small for gestational age
Schwangerschaftswochen
Schweiz
Thrombozytenkonzentrat
Vereinigte Staaten von Amerika

very low birth weight infants



1. Einleitung

1.1 Inzidenz und Atiologie der neonatalen Thrombozytopenie
Die Thrombozytopenie wird definiert durch eine Thrombozytenzahl < 150 x 10°%1. Der Schweregrad
der Thrombozytopenie wird eingeteilt in leicht (Thrombozytenzahl 100 — 149 x 10%1), moderat (50 —
99 x 10%I) und schwer (< 50 x 10%I).1: 2 3 Bei Friih- und Neugeborenen, die intensiv-medizinisch
betreut werden, sind 18-35% mindestens einmal wahrend ihres stationaren Aufenthalts
thrombozytopen.* > Besonders haufig betroffen sind Friihgeborene, wobei die Inzidenz der
Thrombozytopenie negativ mit den Gestationsalter korreliert.® Bei Frihgeborenen mit einem
Geburtsgewicht unter 1000 g (extremely low birth weight infants, ELBW) liegt die Inzidenz bei
ca. 70%.3 Entwickelt sich eine Thrombozytopenie bei ELBW Friihgeborenen, ist diese in 40% der
Falle schwer.® Bei einer Thrombozytenzahl unter 20 x 109l erhoht sich das Blutungsrisiko.” Ob ein
Zusammenhang zwischen einer Thrombozytenzahl zwischen 50 — 150 x 10%I und einem erhdhten
Blutungsrisiko besteht, ist unklar.2 Daher wird aktuell auch der Referenzbereich fur eine ,normale“
Thrombozytenzahl in der Literatur diskutiert. Hier stehen sich zwei verschiedene Sichtweisen
gegeniber. Auf der einen Seite zeigte sich bei einer grolien Kohortenstudie (n > 47.000) von
Frihgeborenen mit einem Gestationsalter < 32 Schwangerschaftswochen (SSW) eine mediane
Thrombozytenzahl von 123 x 10%l, die 5. Perzentile lag bei 104 x 10%.° Diese Autoren
argumentieren, dass somit der Referenzbereich der Normalverteilung angeglichen werden sollte.®
Hierbei ist zu allerdings bedenken, dass die Frihgeburt per se mit einem Krankheitsprozess
verbunden ist, welcher eine Thrombozytopenie auslésen kénnte. Dem gegenlber steht eine
Untersuchung mit wesentlich kleinerer Fallzahl (n = 229), bei der die Thrombozytenzahl mittels
Cordozentese bei Feten bestimmt wurde und somit eher von einem ,gesunden“ Kollektiv
ausgegangen werden kann, welches nicht der Friihgeburtlichkeit unterliegt. In dieser Untersuchung
lag die mittlere Thrombozytenzahl bei 15 SSW bei 187 + 47x 1091 und stieg bis zur 40. SSW auf
274 £ 47x 109/1.°

Atiologisch sind bei Thrombozytopenie ein intravaskularer oder extravaskularer Verbrauch
bzw. Verlust von Thrombozyten, ein Produktionsdefizit der Thrombozyten oder eine Kombination
dieser Ursachen mdoglich.%® In der klinischen Einteilung der Thrombozytopenie ist der Zeitpunkt des
Auftretens entscheidend, da sich Ursachen und Verlauf der Thrombozytopenie grundlegend
unterscheiden.? In Analogie zur neonatalen Infektion wird die Thrombozytopenie in die ,early-onset*-
Thrombozytopenie (Beginn vor 72 Lebensstunden) und in ,late-onset“-Thrombozytopenie (Beginn
nach 72 Lebensstunden) unterteilt.?

Die early-onset Thrombozytopenie ist meist moderat oder mild.*! In diesem Fall liegt haufig eine
Plazentainsuffizienz vor, die zu einer akuten oder chronischen Hypoxie des Feten fihrt (z.B.
Praeklampsie, maternaler Hypertonus).* Als Ausdruck der Hypoxie findet sich postnatal eine
erhdhte Anzahl an erythrozytaren Vorlauferzellen (Erythroblasten, nucleated red blood cells, NRBC)

im Blut des Neugeborenen.? Daher wird davon ausgegangen, dass die fetale Hamatopoiese zu



Gunsten der Erythropoiese verschoben ist und die Megakaryopoiese verdrangt wird.® Durch den
postnatal deutlich h6heren Sauerstoffpartialdruck fehlt zunachst der Stimulus fir die Erythropoiese,
so dass die Megakaryopoiese sich erholt und die Thrombozytenzahl wieder ansteigt. Eine weitere
Ursache der early-onset Thrombozytopenie sind intrauterin oder perinatal erworbene bakterielle
(Streptokokken, Staphylokokken, E. coli etc.), virale (Zytomegalievirus, Herpes simplex Virus,
Humanes Immundefizienz Virus etc.) oder parasitare Infektionen (Toxoplasma gondii).? 1 15 16 Hier
ist die Thrombozytopenie oft ausgepragt und lang anhaltend; und der exakte Pathomechanismus
unklar. Bei einem Grof3teil der Patienten mit early-onset Thrombozytopenie kann die Ursache
allerdings nicht geklart werden.

Der Beginn der late-onset Thrombozytopenie ist meist pldtzlich, und die Thrombozytenzahl fallt
rasch auf < 50 x 10%1. Die late-onset Thrombozytopenie geht oft einer nekrotisierenden Enterokolitis
(NEC), bakteriellen, viralen (Cytomegalie, Herpes simplex, Humanes Immundefizienz Virus) oder
Pilz-Sepsis voraus.!” ¥ Auf Grund des Schweregrades und der Dynamik der Thrombozytopenie
besteht ein erhohtes Blutungsrisiko.*® Atiologisch kommen des Weiteren ein Thrombozyten-
verbrauch bei Thrombose oder eine medikamenten-assoziierte Thrombozytopenie (Virusstatika,
Heparin) als Ursache in Betracht.

Auf Grund der unterschiedlichen Ursachen der neonatalen Thrombozytopenie ist es von
Interesse, die Bildungsrate der Thrombozyten zu bestimmen, um so den Verlauf der

Thrombozytopenie abschétzen zu kénnen.

1.2 Immature platelet fraction

Die ,immature platelet fraction” (IPF) stellt den Anteil der RNA-haltigen Thrombozyten im peripheren
Blut dar. Im Zytoplasma neu gebildeter, ,unreifer* Thrombozyten ist fur circa 24 Stunden RNA
nachweisbar. Der Begriff ,immature” erscheint in diesem Zusammenhang unprézise, da es sich um
junge Thrombozyten handelt, die ein gréReres Zellvolumen aufweisen und ein hoheres
hamostaseologisches Potential als reife Thrombozyten besitzen. 1969 konnte erstmals im
Tierversuch gezeigt werden, dass nach einem artifiziell herbeigefihrten Thrombozytenverlust
vermehrt RNA-haltige Thrombozyten — mikroskopisch nach geeigneter Farbung als retikulierte
Thrombozyten identifizierbar - im peripheren Blut als Ausdruck einer gesteigerten Megakaryopoiese
erscheinen.'® Kienast et al. etablierten dann eine durchflusszytometrische Methode, bei der die
zytoplasmatische Thrombozyten-RNA mittels Thiazolorange-Farbstoff gefarbt und quantifiziert
werden konnte. Die Anzahl der RNA-haltigen Thrombozyten im Blut korrelierte mit der Anzahl der
Megakaryozyten im Knochenmark.?® Seither wurde eine Vielzahl an klinischen Studien zur
Untersuchung der retikulierten Thrombozyten durchgefihrt, auch bei Neugeborenen. Allerdings sind
die Untersuchungen sehr heterogen hinsichtlich der Methodik (Art des Farbstoffs, Gating), so dass
kaum vergleichbare Resultate entstanden.?! 22 22 Eine Weiterentwicklung dieser Methode mit der

Mdoglichkeit, die Ergebnisse zu vergleichen, ist die Messung der IPF an voll-automatisierten



hamatologischen Analysegeraten der Firma Sysmex (Kobe, Japan).?* Diese basiert auf der
Fluoreszenz-Durchflusszytometrie nach Zusatz eines patentierten Fluoreszenz-Farbstoffes auf der
Basis von Polymethin/Oxazin und einem weltweit standardisiertem Gating im sogenannten
Retikulozyten-Kanal.?* Die IPF kann als prozentualer Anteil (IPF%) der Thrombozytenzahl
angegeben werden oder als absolute Zahl (IPF# x 10%I). Die Interpretation des prozentualen IPF%
muss immer unter Berticksichtigung der Thrombozytenzahl vorgenommen werden. Die Bestimmung
des absoluten IPF-Wertes erméglicht eine Interpretation unabhangig von der Thrombozytenzahl.
Dies kann im Falle einer Thrombozytopenie hilfreich sein. Es konnte gezeigt werden, dass die IPF#
verringert ist bei einer Thrombozytopenie durch einen Produktionsmangel (nach Chemotherapie)
bzw. bei einer Thrombozytopenie auf Grund eines gesteigerten Verbrauchs erhoéht ist, wie bei der
Immun-Thrombozytopenie.?*

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Etablierung der IPF-Messung bei neonataler
Thrombozytopenie hilfreich sein kann, um ein verbessertes Management zum Beispiel hinsichtlich

der Haufigkeit von Blutenthahmen zur Kontrolle der Thrombozytenzahl zu erreichen.

1.3 Erythroblasten
Erythroblasten (nucleated red blood cells, NRBC) sind Vorlauferzellen der Erythrozyten, die noch
den Zellkern aufweisen. Vor dem Verlassen aus der hamatopoietischen Nische des Knochenmarks
wird der Zellkern ausgestofRen. Im Gegensatz zu Erwachsenen finden sich bei Neugeborenen und
Frihgeborenen physiologischerweise NRBCs in der peripheren Zirkulation.'? 25 26 |n der
Neonatalperiode ist das Ausmald des Auftretens der NRBC mit fetalem Stress oder intrauteriner
Wachstumsretardierung assoziiert.?> Damit korreliert eine erhohte Erythropoietin-Konzentration als
Folge einer Hypoxie.?” 2 2% |n klinischen Studien in der Erwachsenenmedizin konnte
interessanterweise das Outcome wahrend einer intensivmedizinischen Behandlung mit dem
Auftreten von NRBC in der peripheren Zirkulation korreliert werden.3% 31

Heutzutage kann die Anzahl der NRBC mittels Fluoreszenz-Durchflusszytometrie auch bei
niedriger Konzentration bestimmt werden.*? Diese Methode wird tblicherweise bei der Analyse des
neonatalen Blutbilds angewandt, da in der Routinediagnostik im hamatologischen Analyseautomat
die Leukozyten und NRBC auf Grund ihrer &hnlichen GroRRe schlecht unterschieden werden kénnen
und somit die NRBC-Anzahl mit der Leukozytenzahl interferiert. Die Analyse der NRBC in EDTA-
Blut im vollautomatischen Blutanalysator Sysmex XE-2100™ (Sysmex, Kobe, Japan) beinhaltet
zwei Schritte: Lyse und Farbung mit Fluoreszenzfarbstoff (STROMATOLYSER-WH™, Sysmex).%?
Im ersten Schritt lysiert das Reagenz die Zellmembran der NRBC komplett, so dass nur der Zellkern
Ubrig bleibt. Die Zellmembran der Erythrozyten wird ebenfalls komplett lysiert. Die Membran der
Leukozyten wird durch das Lysereagenz zwar perforiert, bleibt aber im Wesentlichen erhalten. Der
Fluoreszenzfarbstoff farbt nun den Zellkern, so dass in der Fluoreszenz-Durchflusszytometrie diese

drei Zellpopulationen eindeutig voneinander getrennt werden kénnen: Die Leukozyten stellen sich



als grof3e Zellen mit hoher Fluoreszenz dar, die NRBC-Zellkerne als kleine Zellen mit mittlerer
Fluoreszenz und die lysierten Erythrozyten als sehr kleine Partikel mit geringer Fluoreszenz. Auf
Grund der grol3en Anzahl von ausgezahlten Zellen kénnen im Gegensatz zur manuellen
mikroskopischen Auszdhlung im Blutausstrich auch geringe Verdnderungen der NRBC-

Konzentration detektiert werden.

1.4 Retikulozyten-Zellindices bei Neugeborenen

Der Hamoglobingehalt der Retikulozyten (Ret-He) kann im hamatologischen Analyse-Automaten
verschiedener Hersteller (Siemens, Beckman-Coulter, Abbott, Sysmex) gemessen werden.33 34
Nach der Perforation der Zellmembran durch ein selektives Lysereagenz markiert der gleiche
Fluoreszenz-Farbstoff, der bei der IPF-Messung verwendet wird (Ret-Search Il, Sysmex), die
intrazellulare RNA. Die Fluoreszenz-Durchflusszytometrie detektiert dann im Seitwartsstreulicht die
Fluoreszenzintensitat und im Vorwartsstreulicht die ZellgroRe. Der Hamoglobingehalt der reifen
Erythrozyten (MCH) wird dann vom Hamoglobingehalt des Retikulozyten (Ret-He) subtrahiert und
ergibt das Delta-Hamoglobin (Delta-He):

Delta Hdmoglobin = Hamoglobingehalt des Retikulozyten — MCH

Bei gesunden Erwachsenen ist das Delta-He immer positiv, da die Retikulozyten groRer sind als
reife Erythrozyten und mehr Hamoglobin enthalten. Der Normwert bei Erwachsenen liegt zwischen
+2 pg und + 8 pg pro Zelle (Herstellerangabe). Durch die kurze Lebensdauer der Retikulozyten von
durchschnittlich ein bis drei Tage kdnnen Veréanderungen des Retikulozyten-Hamoglobingehalt und
des Delta-He zeitnah im Blutbild detektiert werden. Beide Parameter, Ret-He und Delta-He, sind
geeignet, die funktionelle Verfugbarkeit von Eisen zusammen mit klinisch-chemischen Parametern
wie dem Ferritin, dem Transferrin sowie der Transferrin-Sattigung bei erwachsenen Patienten zu
messen.3> 36. 37, 38, 39 Baj giner Eisenmangelanamie ist Delta-He reduziert, bleibt aber im positiven
Bereich. Bei der Anamie bei chronischer Entzindung oder Tumoranamie wird der Delta-He auf
Grund der Sequestrierung des Eisens durch den Inflammationsprozess haufig negativ.*> 4> Bei
Neugeborenen und very low birth weight Friihgeborenen (VLBW, Geburtsgewicht < 15009)
existieren Daten zum Ret-He,*? aber nicht zum Delta-He. Die Messung des Ret-He und des Delta-
He konnte hilfreich sein, um die Effektivitat der Erythropoiese bei der Andmie des Frilhgeborenen

oder anderen Andmien mit vermindertem Hamoglobingehalt in den Retikulozyten abzuschatzen.

1.5 Hamorrhagie und Thrombozytentransfusion

Die Transfusion von Thrombozytenkonzentrat (TK) ist bislang die einzige Mdglichkeit, die neonatale
Thrombozytopenie zu therapieren. Die Transfusion wird insbesondere bei sehr unreifen
Frihgeborenen oder immunologisch bedingter Thrombozytopenie meistens prophylaktisch

durchgefihrt, sobald die Thrombozytenzahl unter einen bestimmten Wert sinkt.** 44 45 Bislang ist



unklar, ob eine prophylaktische Thrombozytentransfusion eine Blutung bei Neugeborenen
verhindern oder das Blutungsrisiko senken kann.** Die schwerwiegendste Blutung in der
Neonatalperiode ist die intraventrikulare Hamorrhagie (IVH).*® Der Zusammenhang zwischen
Schweregrad der Thrombozytopenie und Auftreten einer Blutung, insbesondere der IVH, ist unklar.*”:
8 Es ist anzunehmen, dass andere Risikofaktoren eine wichtige Rolle spielen.*® 4° Ein wesentlicher
Risikofaktor fiur das Auftreten einer IVH ist das Gestationsalter.** %° Die Inzidenz der IVH korreliert
invers mit dem Gestationsalter bzw. mit dem Geburtsgewicht, betroffen sind im wesentlichen
Frihgeborene mit dem Geburtsgewicht <1500g (Inzidenz 10-15%).%® Fur das Auftreten einer IVH
sind etliche andere Risikofaktoren identifiziert, wie zum Beispiel postnatale Hypothermie,
Geminigravidiat, Amnioninfektionssyndrom oder fehlende antenatale Steroidgabe zur
Lungenreifeinduktion.®0: 51:52.53.54 Dje |VH zieht oft bleibende neurologische Schaden nach sich und
ist mit einer hohen Mortalitat assoziiert.>® Es existiert eine einzige randomisierte, kontrollierte Studie
aus dem Jahr 1993 zu der Frage, ob eine prophylaktische Transfusion eine IVH bei VLBW
Frihgeborenen verhindern kann.®® Randomisiert wurde in zwei Gruppen: Transfusion bei einer
Thrombozytenzahl < 50 x 10%I oder bei einer Thrombozytenzahl < 150 x 10%I. Die Inzidenz der IVH
war in den Gruppen gleich (25% versus 28%).%° Eine weitere schwere Form der Hamorrhagie ist die
Lungenblutung.** Die Inzidenz der Lungenblutung ist wesentlich niedriger als die der IVH.>’ Die
pulmonale Hamorrhagie ist mit einer hohen Mortalitat von 50 - 68% assoziiert.>® % 60 Verschiedene
klinische Risikofaktoren (niedriges Geburtsgewicht und Gestationsalter, Lungenhypoplasie, Sepsis,
intrauterine  Wachstumsrestriktion) sowie Thrombozytopenie und Koagulopathie sind fir das
Auftreten einer Lungenblutung beschrieben.%® & Inwieweit die Transfusion von TK oder fresh frozen
plasma (FFP) mit einer Lungenblutung assoziiert ist, ist bislang unklar.

In  Ermangelung besserer evidenz-basierter Daten, beruhen Empfehlungen zur
Thrombozytentransfusion im Wesentlichen auf Expertenmeinung.® 6. 62 63 64 65 66 67 pjg
Empfehlungen sehen in der Regel eine Transfusionsgrenze mit Angabe einer bestimmten
Thrombozytenzahl unter Beriicksichtigung einer klinischen Situation vor, die allerdings oft unscharf
definiert ist. Die aktuellen Empfehlungen britischer und amerikanischen Experten berticksichtigen
bei nicht-blutenden Neugeborenen drei klinische Situationen: pré- und postoperativ oder ECMO
(Transfusionsgrenze <100.000 x 10%1), klinisch instabil (Transfusionsgrenze < 50.000 x 10%1) und
klinisch stabil (Transfusionsgrenze <20.000 x 109%1).%8 % 70 Hierbei meint der Begriff ,klinisch
instabiles Neugeborenes" ein Neugeborenes mit erhéhtem Risiko fiir eine Hamorrhagie, wie zum
Beispiel Frilhgeborene in der ersten Lebenswoche.®® Diesen Empfehlungen wird der Evidenzgrad
2B bis 3 zugeordnet.”® Ein weiteres interessantes Konzept zur Festlegung der Transfusionsgrenze
wird von Christensen et al. vorgeschlagen:”* Die Transfusionsgrenze wird abhéngig von der
vorliegenden mittleren Thrombozytengréf3e, dem mean platelet volume (MPV) und der
Thrombozytenzahl festgelegt. Bei diesem Konzept wird die sogenannte Thrombozytenmasse
berechnet, indem die Thrombozytenzahl mit dem MPV multipliziert wird. Die Autoren argumentieren,

dass grofRere Thrombozyten ein héheres hAmostaseologisches Potential als kleinere Thrombozyten



aufweisen und somit eine niedrigere Thrombozytenzahl zur Bestimmung der Transfusionsgrenze
herangezogen werden kann. Diese Hypothese wurde in einer quasi-experimentellen Studie an zwei
US-Zentren untersucht, wobei zwei ZeitrAume verglichen wurden. Im ersten Zeitraum wurde die
Transfusionsgrenze konventionell anhand der Thrombozytenzahl festgelegt, in den anschlielRenden
zwOIf Monaten anhand der berechneten Thrombozytenmasse. Es zeigte sich in beiden Zeitraumen
eine vergleichbare Blutungsinzidenz, jedoch eine geringere Anzahl an Thrombozytentransfusionen,
wenn die Thrombozytenmasse berticksichtigt wurde.”* Problematisch an dieser Herangehensweise
kénnte sein, dass es bei einer schweren Thrombozytopenie zu einer schiefen Verteilung der
Thrombozytengrol3e kommen kann und somit die MPV nicht berechnet werden kann. Im Gegensatz
zur Messung des MPV durch elektrische Impedanzénderung ist bei der Bestimmung der IPF die

Normalverteilung der ThrombozytengroRe keine Voraussetzung.”?
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2. Eigene Arbeiten

2.1 Immature platelet fraction bei Neugeborenen
Cremer M, Paetzold J, Schmalisch G, Hammer H, Loui A, Dame C, Weimann A.

.Jmmature platelet fraction as novel laboratory parameter predicting the course of neonatal
thrombocytopenia.” Br J Haematol. 2009 Feb;144(4):619-21.

Uber einen Zeitraum von sechs Monaten wurde bei allen Patienten, die auf die Neugeborenen-
Intensivstation aufgenommen wurden, mit dem Blutbild die IPF wéhrend der ersten Lebenswoche
untersucht. Ziel dieser Untersuchung war es, Referenzwerte flir Neugeborene zu etablieren, sowie
einen Zusammenhang zwischen der Thrombozytenzahl und der IPF herzustellen. Insgesamt wurden
612 Neugeborene in die Studie aufgenommen. Im Mittel wurde 2,18-mal das Blutbild wahrend der
ersten Lebenswoche untersucht, so dass insgesamt 1339 Blutbilder vorlagen, bei denen in 1045
Fallen Thrombozyten- und IPF-Werte simultan gemessen wurden. 156 (25%) Neugeborene wiesen
wahrend der ersten Lebenswoche mindestens einmalig eine Thrombozytopenie auf
(Thrombozytopenie-Gruppe). 456 Neugeborene waren nicht-thrombozytopen (Kontroll-Gruppe). Die
Thrombozytopenie-Gruppe hatte signifikant héhere IPF-Werte als die Kontroll-Gruppe. Die mittlere
IPF war in der Thrombozytopenie-Gruppe am ersten Lebenstag (IPF: 8,7%) fast doppelt so hoch
wie in der Kontroll-Gruppe (IPF: 4,5%). In der Thrombozytopenie-Gruppe kam es zunachst zu einem
stetigen Abfall der Thrombozytenzahl bis zum flinften Lebenstag und dann zu einem Wiederanstieg
an Lebenstag 6 und 7. Die IPF fiel zundchst vom ersten zum zweiten Lebenstag und stieg ab Tag 3
kontinuierlich wieder an. In der Kontroll-Gruppe blieb die Thrombozytenzahl bis zum 5. Lebenstag
konstant und stieg an Tag 6 und 7 an. Die IPF stieg kontinuierlich ab Tag 4. Zur Etablierung eines
Referenzwertes wurde in der Kontrollgruppe der Median des IPF wahrend der ersten Lebenswoche
errechnet (4,8%; 95%-Konfidenzintervall: 0,7 — 7,9%). In der Thrombozytopenie-Gruppe kam es bei
nur funf von 99 Patienten (5%) zu einem ausgepragten Thrombozytenabfall (> 50 x 10%1) am
Folgetag, wenn die IPF >8% war und somit eine gesteigerte Bildungsrate vorlag. Lag die IPF <8%,
kam es bei 71 von 299 Patienten (24%) zu einem schweren Thrombozytenabfall (Relatives Risiko
4,7; 95%-Konfidenzintervall: 1,9 — 11,8).
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2.2 Immature platelet fraction und Erythroblasten bei Sepsis und

nekrotisierender Enterokolitis

Cremer M, Weimann A, Szekessy D, Hammer H, Bihrer C, Dame C.

,LOW immature platelet fraction suggests decreased megakaryopoiesis in heonates with sepsis or
necrotizing enterocolitis”. J Perinatol. 2013 Aug;33(8):622-6.

Im Gegensatz zur early-onset Thrombozytopenie kommt es bei der late-onset Thrombozytopenie (>
72 h post natum) haufiger zu einer schweren Thrombozytopenie (<50 x 10%l). Circa 6-10% aller
Neugeborenen auf einer Intensivstation sind von einer late-onset Thrombozytopenie von betroffen.
Die bakterielle Sepsis und die nekrotisierende Enterokolitis (NEC) sind die h&ufigsten Ausléser. Der
Pathomechanismus dieser Thrombozytopenie ist nicht geklart. Denkbar sind ein
Thrombozytenverbrauch, eine Bildungsstérung oder eine Kombination dieser Mechanismen. Bei der
NEC ist die Anzahl der im Zuge der Thrombozytopenie verabreichten TKs mit einem schlechteren
Outcome verknupft (erhthte Mortalitdt, Kurzdarmsyndrom). Ob die Thrombozytentransfusion bei
NEC urséchlich oder Ausdruck der Schwere der Erkrankung ist, ist unklar. Es kdnnte daher
bedeutsam sein, die Bildungsrate bei der late-onset Thrombozytopenie zu bestimmen, um
moglicherweise TKSs restriktiv zu verabreichen.

Untersucht wurden 21 Neugeborene mit Blutkultur positiver Sepsis und 11 Neugeborene mit
NEC, die in einer Laparotomie bestatigt wurde. Bei den Patienten wurde zu vier verschiedenen
Zeitpunkten die Thrombozytenzahl, der IPF-Wert und die Anzahl der NRBCs bestimmt: TO = letzte
Blutwert vor Beginn der Symptome; T1 = Zeitpunkt der Diagnosestellung; T2 = drei bis funf Tage
nach Diagnosestellung; T3 = acht bis zwdlf Tage nach Diagnosestellung. Der Thrombozyten-Nadir
trat bei T2 ein. Parallel zum Abfall der Thrombozyten kam es zu einem Abfall der IPF#. Bei Patienten
mit niedriger IPF (< 2 x 10%I) kam es zu keinem Wiederanstieg der Thrombozyten zum Zeitpunkt
T3. Neugeborene mit NEC, die verstarben, hatten signifikant niedrige IPF# als die Uberlebenden.
NRBC wurden bei 29 (88%) der Patienten mit Sepsis/NEC detektiert. Die NRBC korrelierten invers
mit der IPF# (r=0,52; p<0,001). Der Quotient aus NRBC/IPF# war bei verstorbenen Patienten hoher
als bei Uberlebenden (0,483 versus 0,0053; P<0,008).

Niedrige IPF# wahrend einer Sepsis/INEC Episode spiegeln eine supprimierte

Megakaryopoiese wider.
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2.3 Thrombozytopenie und andere Risikofaktoren bei pulmonaler Hamorrhagie
Usemann J, Garten L, Buhrer C, Dame C, Cremer M.

.Fresh-frozen plasma transfusion - a risk factor for pulmonary hemorrhage in extremely low birth
weight infants?” J Perinat Med. 2017 Feb [epub ahead of print]

Wie auch bei anderen Blutungsereignissen bei Frihgeborenen, ist der Zusammenhang zwischen
der Thrombozytenzahl und dem Risiko fur eine Lungenblutung unklar. Aus diesem Grund wurden in
einer retrospektiven Fall-Kontroll-Studie Patienten mit einem Geburtsgewicht < 1000 g (n=20,
ELBW) analysiert, bei denen sich eine schwere Lungenblutung ereignete. Diese Patienten wurden
mit Kontrollpatienten im Verhdltnis von 1:2 und entsprechendem Gestationsalter und
Geburtsgewicht gematcht. Erhoben wurden epidemiologische Daten, Ergebnisse aus der
Gerinnungsanalyse, der Thrombozytenzahl, sowie die transfundierten Blutprodukte (TKs und fresh
frozen plasma, FFP) vor Auftreten der Lungenblutung. Blutuntersuchung wurden am ersten
Lebenstag und nach 24 — 96 h post natum miteinander verglichen.

Die Lungenblutung trat im Median am 3. Lebenstag auf (Spannweite: 2. — 5. Lebenstag). Die
Mortalitat (35 %) bis zum 7. Lebenstag war im Vergleich zur Kontrollgruppe (10 %) signifikant erhoht.
ELBW Frithgeborene mit spaterer Lungenblutung erhielten signifikant seltener antenatale Steroide
zur Lungenreifeinduktion. Die Haufigkeit der Intubation und Surfactantapplikation wahrend der
Erstversorgung waren nicht verschieden. Der CRIB-Score (clinical risk index for babies), ein Score
zur Pradiktion der frihen Mortalitéat, war in den Gruppen nicht unterschiedlich. Bei den klinischen
Parameter unterschied sich lediglich der maximale Sauerstoffoedarf in den ersten 12
Lebensstunden; dieser lag bei Friihgeborenen mit spaterer Lungenblutung hoher.

Die Gerinnungsanalyse am ersten Lebenstag zeigte bei der international normalized ratio
(INR) und der Fibrinogenkonzentration keinen Unterschied zwischen den Gruppen. Die mittlere
aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) war bei ELBW Frihgeborenen mit spéterer
Lungenblutung verlangert, jedoch war der Anteil der Patienten mit einer aPTT aul3erhalb des
Referenzbereichs im Vergleich zu den Kontrollen nicht erhoht. Die initiale Thrombozytenzahl
zwischen den Gruppen war nicht unterschiedlich. Zum Zeitpunkt der Lungenblutung lag die
Thrombozytenzahl signifikant niedriger als bei Patienten der Kontrollgruppe, allerdings war der Anteil
der Patienten mit einer schweren Thrombozytopenie in den Gruppen gleich. Die Anzahl und die
Haufigkeit der vor einer Lungenblutung transfundierten TKs waren gleich. Patienten mit spaterer
Lungenblutung erhielten signifikant haufiger FFP vor Auftreten der Lungenblutung im Vergleich zu
den Kontrollen. In der multivariaten Regressionsanalyse wurden fehlende Lungenreifeinduktion,
maximaler Sauerstoffbedarf sowie FFP Transfusion vor Auftreten der Lungenblutung als

unabhangige Risikofaktoren fir eine spatere Lungenblutung identifiziert.
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2.4 Internationaler Vergleich von Transfusionsgrenzen bei Thrombozytopenie
Cremer M, Sola-Visner M, Roll S, Josephson CD, Yilmaz Z, Bihrer C, Dame C

.Platelet transfusions in neonates: practices in the United States vary significantly from those in
Austria, Germany, and Switzerland”. Transfusion. 2011; 51:2634-2641

Im Jahr 2009 wurde eine Umfrage bei Neonatologen (n=2700) in den Vereinigten Staaten (US) zur
Praxis und Indikationsstellung der Thrombozytentransfusion durchgefihrt. Es wurden 11
verschiedene klinische Fallvignetten beschrieben und daran abgefragt, bei welcher
Thrombozytenzahl der Neonatologe ein TK transfundieren wirde. Die Fallbeispiele wurden so
konstruiert, dass sie verschiedene Risikofaktoren zur Blutung beinhalteten.®?

Die Transfusionsgrenzen innerhalb einer Fallvignette, die von den nordamerikanischen
Kollegen ausgewahlt wurden, waren sehr unterschiedlich. Haufig wurde die Indikation zur
Thrombozytentransfusion bei einer Thrombozytenzahl > 50 x 10%I1 bei nicht-blutenden Patienten
gestellt. Diese Ergebnisse veranlassten uns, die identische web-basierte Umfrage bei leitenden
Neonatologen (n=116) in Osterreich (AUT), der Schweiz (SUI) und in Deutschland (GER)
durchzufiihren. Die Ergebnisse wurden mit den Ergebnissen der nordamerikanischen Umfrage
verglichen. Insgesamt wahlten die deutschsprachigen Neonatologen signifikant niedrigere
Transfusionsgrenzen in allen 11 Szenarien, zugleich gab es auch hier eine grol3e Heterogenitat
hinsichtlich der gewahlten Transfusionsgrenzen.

Es wurden das Transfusionsverhalten bei drei ibergeordneten klinischen Konstellationen
abgefragt: (stabiles Friihgeborenen, instabiles Friihgeborenen, reifes Neugeborenes). Beispielhaft
werden nun die Ergebnisse ausgewahlter Félle prasentiert: Die ersten Fallbeispiele bezogen sich
auf ein klinisch stabiles, nicht-blutendes Frihgeborenes (27 SSW, 950 g Geburtsgewicht). Fall 1 (27
SSW, 950 g, zweiter Lebenstag, klinisch stabil): Die Transfusionsgrenze der AUT/SUI/GER
Neonatologen lag im Median bei 30 x 10%, wohingegen die Transfusionsgrenze der
nordamerikanischen Neonatologen 50 x 10% (p<0,0001) betrug. Fall 4 (gleicher Patient, vor
Lumbalpunktion): In AUT/SUI/GER lag die mediane Transfusionsgrenze bei 50 x 10%l, US
Neonatologen wahlten im Median 75 x 10%1 (p<0,001). Die nachsten Fallbeispiele bezogen sich auf
ein instabiles, kritisches krankes Friihgeborenes (27 SSW, 950q). Fall 6 (Sepsis, Katecholamin-
Therapie, beatmet, IVH): In AUT/SUI/GER wurde im Median 50 x 10%I als Transfusionsgrenze
gewahlt, die US Neonatologen wahlten im Median 100 x 10%I (p<0,0001). Als nachstes wurde ein
Fall eines reifen Neugeborenen présentiert, bei dem die Anamnese eine Allo-
Immunthrombozytopenie suggerierte: Hier lag in beiden Gruppen die mediane Transfusionsgrenze
bei 30 x 10%I mit engen Interquartilen-Abstand. Um die Ergebnisse des Transfusionsverhaltens zu
guantifizieren, kalkulierten wir die Odds-Ratio, mit der US-Neonatologen im jeweiligen Szenario eine

hohere Kategorie als AUT/SUI/GER Neonatologen wéahlen. In 9 von 11 Szenarien lag die Odds-
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Ratio zwischen 3,25 und 5,05; gleichbedeutend mit der hoheren Wahrscheinlichkeit, dass US-
Neonatologen eine héhere Thrombozytenzahl als Grenze fir die Transfusionsindikation wahlen. Nur
bei zwei Szenarien (vor Lumbalpunktion und beim Neugeborenen mit Allo-immunthrombozytopenie)
lag die Odds-Ratio <2, welches ahnlich ausgewdahlte Transfusionsgrenzen zeigt. Durch die
Ermittlung der Inzidenz der Thrombozytopenie auf unserer Intensivstation wurde anhand der
gegebenen Antworten zur Transfusionsgrenze die Haufigkeit einer Thrombozytentransfusion
extrapoliert: In AUT/SUI/GER wéaren 167 von 1000 Patienten, in US 299 von 1000 Patienten

transfundiert worden, entsprechend einer 1,8-fach héheren Transfusionsrate.

30



https://doi.org/10.1111/j.1537-2995.2011.03208.x

31



32



33



34



35



36



37



38



2.5 Erythroblasten bei very low birth weight infants als Marker fir Morbiditat

und Mortalitat
Cremer M, Roll S, Graf C, Weimann A, Buhrer C, Dame C

.Nucleated red blood cells as marker for an increased risk of unfavorable outcome and mortality in
very low birth weight infants” Early Hum Dev. 2015 Okt; 91(10):559-63.

Die Konzentration von Erythroblasten (NRBC) im peripheren Blut ist bei Neugeborenen mit dem
Auftreten von verschiedenen, das Outcome beeinflussenden Erkrankungen assoziiert.
Verschiedene Studien konnten einen Zusammenhang einer erhéhten Konzentration von NRBC und
der Inzidenz von NEC, periventrikularen Leukomalazie, Zerebralparese oder Tod bei reifen
Neugeborenen nach Asphyxie herstellen. In der vorliegenden Arbeit wurde die Assoziation zwischen
der Anzahl der NRBC am ersten Lebenstag (d1) sowie im Zeitraum zwischen dem zweiten und
funften Lebenstag (d2-5) und dem Outcome (Mortalitat sowie zusammengesetztes Outcome aus
Mortalitat und schwerer Morbiditat) bei einer Kohorte von 438 VLBW Frithgeborenen untersucht.
Insgesamt verstarben 46 VLBW Frihgeborene und 65 wiesen eine schwere Morbiditat auf. Im
Median trat der Tod am 13. Lebenstag ein. Die verstorbenen VLBW Friihgeborenen zeigten eine
hoéhere NRBC-Konzentration als Uberlebende. Es zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen
dem Geburtsgewicht und der NRBC-Anzahl an d1 (r= -0,247; p<0,001) und an d2-5 (r=-0,536;
p<0,001). VLBW Frihgeborene mit schwerer IVH, spaterer Laparotomie und Retinopathie (ROP)-
Intervention zeigten eine hohere NRBC-Anzahl zum Zeitpunkt d2-5, aber nicht an d1. Die NRBC-
Anzahl blieb bei Patienten am d2-5 (7,9 x 10°%I; Spannweite 0,2—42,7 x 10°%1) im Vergleich zu den
Uberlebenden erhéht (0,9x 10%1; Spannweite 0-29,1 x 10%1). Ein Anstieg von 10 x 10%I der mittleren
NRBC-Anzahl am zweiten bis flinften Lebenstag zeigte eine Odds-Ratio fir die Mortalitat von 6,92
(95%-Konfidenzintervall 2,21 — 21,86) und einer Odds-Ratio von 3,43 (95%-Konfidenzintervall 1,43
— 8,24) fur das zusammengesetzte Outcome aus Mortalitat und schwerer Morbiditat. Der pradiktive
Wert fur die Sterblichkeit im Krankenhaus war fir die NRBC-Anzahl an Tag d2-5 hoher als der des
Geburtsgewichts. Die entsprechende area under the curve Werte (95% KI) waren 0,87 (0,81-0,93)
fur NRBC und 0,82 (0,74-0,90) fur das Geburtsgewicht. Der optimale Cut-off Wert fiir NRBC war 2
x 10%1, welches eine Sensitivitait von 83% und eine Spezifitast von 75% ergab. 85,4% der
Verstorbenen hatten einen NRBC-Wert > 2 x 109/ und 25,9% der Uberlebenden. Zusammengefasst
ist eine erhéhte NRBC-Anzahl an d2-5 ein unabhangiger Pradiktor fur die Mortalitat bei VLBW

Frihgeborenen.
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2.6 Retikulozyten-Hamoglobingehalt und Delta-Hamoglobingehalt
Weimann A, Cremer M, Hernaiz-Driever P, Zimmermann M
.Delta-He, Ret-He and a New Diagnostic Plot for Differential Diagnosis and Therapy Monitoring of

Patients Suffering from Various Disease-Specific Types of Anemia” Clin Lab. 2016; 62(4):667-77.

Der sogenannte ,Hama-Plot* tragt das Ret-He auf der X-Achse und das Delta-He auf der Y-Achse
auf und wird in 9 Quadranten eingeteilt. Der ,Thomas Plot* trdgt den Ferritin-Index (Transferrin /
Logarithmus Ferritin) auf der Y-Achse gegen das Ret-He auf der X-Achse auf.”® Der Thomas-Plot
wird in vier Quadraten eingeteilt. Beide Plots sind hilfreich, die Verfligbarkeit des Eisens unter einer
Substitutionstherapie zu Uberwachen. In der vorliegenden Arbeit wurde das Ret-He und Delta-He
bei 23 gesunden Neugeborenen sowie bei einem Saugling mit alimentaren Vitamin B12- und
Folsduremangel gemessen. Es konnte gezeigt werden, dass bei gesunden Neugeborenen das
Delta-He stets negative Werte aufweist (Median: -2 pg, Spannweite: -8 bis 0 pg) und sich somit
signifikant von gesunden Erwachsenen unterschied. Das Ret-He unterschied sich nicht im Vergleich
von gesunden Neugeborenen zu Erwachsenen. Gesunde Neugeborene werden somit im vierten
Quadranten des Hama-Plot abgebildet. Bei einem Saugling mit megaloblastarer Anamie konnten
serielle Messungen wahrend der Therapie mit Folsdure und Vitamin B12 durchgefiihrt werden. Bei
Diagnosestellung zeigte der Saugling stark positive Delta-He Werten und einen hohen Ret-He Wert.
Die Ret-He / Delta-He Werte lagen bei Therapiebeginn im dritten Quadraten des Hama-Plot. Nach
92 Tagen Therapie normalisierten sich die Werte und lagen im flnften Quadraten des Hama-Plot.
Im Thomas-Plot lagen die Werte bei Therapiebeginn im zweiten Quadraten. Nach Therapieende

normalisierten sich die Werte und lagen im ersten Quadraten.
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3. Diskussion

In unseren Studien haben wir verschiedene Aspekte der neonatalen Thrombozytopenie betrachtet
und moderne Messmethoden der voll-automatisierten Fluoreszenz-Durchflusszytometrie in der
Analyse des neonatalen Blutbilds angewandt: 1) Messung der IPF zur Verlaufsbeschreibung der
Thrombozytopenie, bei der early-* und der late-onset Thrombozytopenie. 2) Beschreibung von
Risikofaktoren der pulmonalen Hamorrhagie bei ELBW Frihgeborenen. 3) Epidemiologische Daten
zum Transfusionsverhalten bei neonataler Thrombozytopenie im internationalen Vergleich. 4)
Relevanz der NRBC als Marker fur Mortalitat und Morbiditéat bei VLBW Frihgeborenen.

Die Ergebnisse der IPF-Messung zeigen insgesamt, dass die Messung bei Friih- und Neugeborenen
durchfihrbar ist und dass die IPF die Bildungsrate der Thrombozyten reflektiert. Diese
Schlussfolgerung wird in Analogie zu den Studien von Kienast et al. und Briggs et al. gezogen.?® 7
Kienast et al. untersuchten die Anzahl der retikulierten Thrombozyten bei erwachsenen Patienten
mit verschiedenen Formen der Thrombozytopenie und korrelierten dies mit der Anzahl der durch
Knochenmarkpunktion ermittelten Zahl von Megakaryozyten. Hier konnte gezeigt werden, dass die
Anzahl der Megakaryozyten mit der Anzahl der retikulierten Thrombozyten korreliert: Bei einer
Thrombozytopenie auf Grund eines gesteigerten Verbrauchs, wie bei der Immunthrombozytopenie,
kommt es zu einer Steigerung der retikulierten Thrombozyten. Bei einer Thrombozytopenie als Folge
eines Produktionsmangels, beispielsweise nach Chemotherapie, kommt es zu einem Abfall der
retikulierten Thrombozyten.?® Im Jahr 2004 etablierten Briggs et al. IPF%-Normwerte fir
Erwachsene (n=50).” IPF% ist erhoht, wenn ein Thrombozytenverbrauch vorliegt. Im Gegensatz
dazu bleibt bei der chemotherapie-induzierten Thrombozytopenie der Anstieg der IPF% aus.” Die
Untersuchung der IPF bei Neugeborenen wurde unseres Wissens von unserer Arbeitsgruppe
erstmals beschrieben. Bei nicht thrombozytopenischen Neugeborenen in der ersten Lebenswoche
(Kontrollgruppe) lag die IPF mit 4,3% (95%-KI 0,7-7,9%) héher als bei Erwachsenen (3,4%; 95%-KI
1,1 - 6,1) und als bei Kindern (2,7+1,3%),’® was eine hohere Bildungsrate von Thrombozyten bei
Neugeborenen widerspiegelt. Bisher wurden bei Neugeborenen nur drei Studien mit Messungen der
retikulierten Thrombozyten durchgefihrt. Die gemessene héhere Bildungsrate wurde auch
Ubereinstimmend in zwei von drei Untersuchungen der retikulierten Thrombozyten bei
Neugeborenen gezeigt. In den Studien von Saxonhouse et al. und Joseph et al. wurden héhere
prozentuale retikulierte Thrombozyten im Vergleich zu Erwachsenen gemessen.”” 7 Bei Peterec et
al. waren nur bei Frilhgeborenen, nicht aber bei reifen Neugeborenen die retikulierten Thrombozyten
erhoht.?! Diese Unterschiede konnten auf die eingangs erlauterte unterschiedliche Methodik
zurickzufuhren sein. Diese Ergebnisse zeigten eine gesteigerte megakaryopoietische Aktivitat bei
Neugeborenen, wie dies auch die erhdhten Plasma- oder Serumspiegel von Thrombopoietin bei
Neugeborenen im Vergleich zu Erwachsenen vermuten lassen.’® 8 8L 82 |n unserer ersten
Untersuchung zur IPF zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen der IPF% und der

Thrombozytenzahl. Bei niedriger Thrombozytenzahl steigt der prozentuale Anteil der IPF an. In der
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Beobachtung wahrend der ersten Lebenswoche zeigte sich ein Anstieg der IPF ein bis zwei Tage
bevor es zu einem Anstieg der Thrombozyten kommt. Bei inadaquater Produktionsrate (IPF% < 8)
war das relative Risiko fur einen schweren Thrombozytenabfall ca. 8-fach erhdht im Vergleich zu
Neugeborenen mit einer IPF% > 8. Da eine Verringerung der IPF mit einer gestorten
Megakaryopoiese einhergeht, ist anzunehmen, dass diese Neugeborenen eine inadaquate
Megakaryopoiese aufweisen. Sola et. al beschrieben solche Neugeborenen mit Thrombozytopenie,
bei denen eine verringerte Anzahl von Megakaryozyten im Knochenmarkpunktat detektiert wurden.®
Bei einer stabilen Abbaurate der Thrombozyten, scheint die IPF geeignet, den Verlauf einer

Thrombozytopenie zu antizipieren.

Sepsis und NEC verursachen haufig eine Thrombozytopenie, die im Vergleich zur early-onset
Thrombozytopenie, ofters zu einer schweren Thrombozytopenie und Thrombozytentransfusion
fuhrt.2 158 Bej Patienten mit NEC fielen die Thrombozyten im Vergleich zum Ausgangswert um 74%
und bei der Sepsis um 34%. Der starkere Abfall der Thrombozytenzahl bei der NEC kénnte einen
hoheren Verbrauch bei gleicher Produktionsrate im Vergleich zu den Sepsis-Patienten darstellen.
Insbesondere bei Patienten mit hohen Entziindungswerten (CRP und IL-6) zeigte sich allerdings
auch eine verringerte IPF, was fiur eine supprimierte Megakaryopoiese durch die
Entzindungsmediatoren sprechen koénnte. Die Pathophysiologie der NEC beinhaltet eine
Thrombozytenaktivierung mit der Freisetzung des Plattchen-aktivierenden Faktors-4 (PAF-4).8 Die
Darmentzindung fiohrt zu mikroembolischen Ereignissen mit konsekutiv —erhdhtem
Thrombozytenbedarf.?® Die kapillaren DarmgefaRe werden thrombotisch verschlossen. Es kommt
zur Freisetzung von PAF-4 aus Thrombozyten wahrend der Thrombusformation. Dieser Faktor
supprimiert die Megakaryopoiese in vivo.® Ob eine Thrombozytentransfusion wahrend einer NEC
diesen Prozess beschleunigt, ist Gegenstand aktueller Forschung.®”- 8 Die Ergebnisse zur IPF im
Rahmen der late-onset Thrombozytopenie zeigten, dass es parallel zum Abfall der
Thrombozytenzahl zu einem Abfall der IPF kommt und somit zum Riickgang der Produktionsrate.
Insbesondere Patienten mit einer deutlich supprimierten Megakaryopoiese (IPF < 2 x 10%I) blieb ein
Wiederanstieg der Thrombozyten aus. Brown et al. evaluierten die retikulierten Thrombozyten und
Thrombopoietin-Konzentration bei Neugeborenen (n=20) mit Sepsis oder NEC und konnten
tbereinstimmend eine reduzierte Anzahl der retikulierten Thrombozyten messen.®® Zeitgleich war
die Thrombopoietin-Konzentration erhéht, ohne dass dieser Stimulus fur eine Steigerung der
Produktion auszureichen scheint.®

Eine wesentliche Limitation der IPF-Messung ist, dass mit ihr ausschlief3lich die Bildungsrate,
jedoch nicht die Verbrauchsrate der Thrombozyten gemessen wird. Dies bedeutet, dass eine
Vorhersage der Entwicklung der Thrombozytenzahl nur bei einer konstanten Verbrauchsrate mdglich
ist. Dies ist mit Sicherheit unméglich bei klinischen Ereignissen wéahrend einer late-onset
Thrombozytopenie. Zu Beginn der late-onset Thrombozytopenie kommt es regelmaldig zum raschen

Absturz der Thrombozytenzahl, die letztendlich auf Grund dieser Dynamik nur Folge eines
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Thrombozytenverbrauchs sein kénnen. Kommt es im Verlauf der Thrombozytopenie zu einem
.Steady-state” des Thrombozytenverbrauchs und der Bildungsrate, bleibt die Thrombozytenzahl
konstant. Ab diesem Moment kann ein Anstieg der IPF einen Anstieg der Thrombozytenzahl
vorhersagen. Eine weitere Einschréankung der Interpretation der IPF wurde von Kulshrestha et al.
mit Hilfe eines mathematischen Vorhersagemodels bei 27 VLBW Friihgeborenen demonstriert. Die
Autoren zeigten, dass wéhrend einer Thrombozytopenie die Uberlebensdauer sowohl der
Thrombozyten als auch der IPF reduziert ist.°° Des Weiteren zeigte sich im tierexperimentellen
Modell, dass der Anstieg der Thrombozytenmasse in den ersten beiden Lebenswochen auf einer
konstanten Produktionsrate in Kombination mit einer verlangerten Uberlebensdauer der
Thrombozyten bei neonatalen Mausen im Vergleich zu adulten Tieren beruht.*!

Aus den genannten Untersuchungen und aus den Ergebnissen der eigenen Arbeiten kénnten
sich neue Konzepte fir Klinische Studien ergeben. So konnte bei der Frage nach der

Indikationsstellung zur Thrombozytentransfusion die Bildungsrate (IPF) miteinbezogen werden.

Unsere epidemiologische Studie zum Transfusionsverhalten von US Neonatologen im Vergleich zu
AUT/SUI/GER Neonatologen zeigte, dass die US Neonatologen eindeutig hohere
Transfusionsgrenzen bei Neugeborenen ansetzen als ihre europaischen Kollegen. Unklar ist
allerdings, wie die Unterschiede zu Stande kommen. Besonders grof3 waren die Unterschiede beim
Transfusionsverhalten in der ersten Lebenswoche bei VLBW Friihgeborenen. Bei diesem
Patientenkollektiv existiert die hochste Inzidenz der IVH, die in der ersten Lebenswoche ablauft.
Mdoglicherweise wahlten die US Neonatologen liberale Transfusionsgrenzen in der Annahme, so
eine IVH verhindern zu kénnen. Eine Evidenz zu prophylaktischen Thrombozytentransfusion bei
einer Thrombozytenzahl > 50.000 x 109 ist allerdings nicht gegeben.’® Die Umfrage zeigte
aul3erdem, dass insbesondere in den US haufig bei einer Thrombozytenzahl zwischen 50 und 100
x 10% transfundiert wird. Eine liberale Transfusionsgrenze fiihrt zu einer haufigeren
Thrombozytentransfusion. Die klinische Konsequenz einer haufigeren Thrombozytentransfusion ist
allerdings unklar.® % % Qb eine Transfusion bei héheren Grenzwerten eine schwere Hamorrhagie
verhindert, ist nicht bewiesen.®® In Ermangelung von randomisiert kontrollierten Studien kann diese
Frage nur teilweise beantwortet werden. In einer retrospektiven Beobachtungsstudie untersuchten
von Lindern et al. die IVH-Inzidenz in zwei hollandischen Zentren mit unterschiedlichen
Transfusionsrichtlinien.®® Hierbei wurde eine ahnliche IVH-Inzidenz unabhangig von der
Transfusionsgrenze beschrieben.®® Bei fehlendem klinischem Nutzen resultieren aus einer
Transfusion jedoch die Exposition zu adulten Blutprodukten und Kosten. Die Ergebnisse der
gegenwartig durchgefihrten PlaNet-2-Studie werden sicherlich wichtig sein, um eine
Transfusionsgrenze zu ermitteln.®® In dieser Studie werden 660 Friihgeborene mit einem
Gestationsalter < 34 SSW in zwei Gruppen randomisiert (Transfusionsgrenze < 25 versus < 50 x
10%1) und hinsichtlich dem Auftreten von Blutungsereignisse nachverfolgt.%

Bemerkenswert waren die weniger grol3en Unterschiede beim Transfusionsverhalten bei
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reifen Neugeborenen mit Allo-immunthrombozytopenie. Sowohl die US als auch die AUT/GER/SUI
Neonatologen wahlten im Median 30 x 10%l als Transfusionsgrenze. Dies konnte durch das
Vorliegen von Studien mit groRerer Patientenzahl mit AITP liegen, auch wenn diese Studien nicht
auf randomisierten Ergebnissen beruhen.®” Aus der klinischen Erfahrung resultieren internationale
Empfehlungen fir eine Thrombozytentransfusion bei AITP vom < 30 x 10%1. Diese ist haufig in der
Literatur zitiert, was eine hohere Adharenz an die Empfehlung bewirken konnte.%

Bei der Befragung wurde nach einem hypothetischen Handeln gefragt. Ob die tatsachliche
klinische Entscheidung mit der Antwort im Fragebogen Ubereinstimmt, kann nicht beantwortet
werden. Eine weitere Einschrdnkung der Dateninterpretation ergibt sich wie bei jeder Umfrage aus
der Rucklaufrate bzw. dem Antwortausfall. Bei Umfrage der US Neonatologen lag die Antwortrate
nur bei 37%, bei den Neonatologen in AUT/GER/SUI bei 67%. Auf Grund der grol3en Anzahl der US
Neonatologen (n=1001), die geantwortet haben, gehen wir allerdings von einer soliden Datenbasis
aus. Es ist anzunehmen, dass auch die klinische Erfahrung des Arztes, die Entscheidung zur
Transfusionsgrenze beeinflusst. Da der Erfahrungsgrad der Neonatologen in keiner der beiden

Umfragen erfragt wurde, konnte dies allerdings nicht bericksichtigt werden.

Die pulmonale Hamorrhagie ist ein seltenes Ereignis bei Friihgeborenen. In unserer Studien lag die
Inzidenz bei 2,6 von 100 ELBW Friihgeborenen und damit im ahnlichen Bereich wie bei bisher
publizierten Untersuchungen.%® %° Sicherlich ist das retrospektive Studiendesign nicht geeignet,
einzelne Risikofaktoren zu identifizieren. Vielmehr sollte in dieser Kohortenstudie versucht werden,
einen Zusammenhang zwischen der Thrombozytenzahl, den Ergebnissen der Gerinnungsanalyse
und der Transfusion von TKs und FFPs vor Eintreten der Lungenblutung herzustellen. Es konnte
gezeigt werden, dass die aPTT am ersten Lebenstag im Vergleich zur Kontrollgruppe verlangert war.
Dies kodnnte die h&ufigere Transfusion von FFPs bei Patienten mit spaterer Lungenblutung erklaren.
Wahrend die Thrombozytenzahl am ersten Lebenstag in beiden Gruppen nicht unterschiedlich war,
war die Thrombozytenzahl zum Zeitpunkt der Lungenblutung signifikant niedriger. Zu diesem
Zeitpunkt kdnnte bereits ein Thrombozytenverbrauch im Lungenparenchym wahrend der akuten
Hamorrhagie stattgefunden haben. Bemerkenswerterweise war, dass nur 10 % der Patienten mit
Lungenblutung eine schwere Thrombozytopenie aufwiesen im Vergleich zu 7,5% der
Kontrollpatienten. In Studienergebnissen aus der PlaNet 1-Studie zeigten der 9% der Patienten mit
einer Thrombozytenzahl < 60 x 10%I eine schwere Hamorrhagie.**

Patienten mit einer Lungenblutung erhielten haufiger FFP im Vergleich zur Kontrollgruppe. In
der logistischen Regression konnte die Transfusion von FFP, eine fehlende Lungenreifeinduktion
und der Sauerstoffbedarf bei Aufnahme auf die Intensivstation als unabhangige Risikofaktoren fir
eine Lungenblutung identifiziert werden. Die hohere Transfusionsrate von FFP konnte
moglicherweise mit einer klinischen Instabilitéat erklart werden, allerdings spiegelte sich dies nicht im
standardisierten Risikoindex CRIB-Score, Beatmungsform, Surfactanttherapie oder Inzidenz der

early-onset Infektion wider. Die Wirksamkeit einer FFP-Transfusion bei Frilhgeborenen zur
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Vermeidung einer IVH wurde in einer groRangelegten randomisierten Multizenter-Studie
untersucht.®® 1% 776 Friihgeborene < 32 SSW wurden in zwei Gruppen randomisiert: Die erste
Gruppe erhielt eine FFP Transfusion, die zweite Gruppe eine Infusion mit kolloidalem
Volumenersatzmittel. Der primdre Endpunkt war Tod oder ein schlechtes neurologisches Outcome
nach zwei Jahren, wobei kein Unterschied zwischen den Gruppen bestand.®® 1% In einem in vitro
Experiment konnte ein negativer Effekt von FFP, welches von erwachsenen Blutspenden stammt,
auf die Funktion von neonatalen Thrombozyten gezeigt werden. Es kam zu langeren Clotting-Zeiten,
die moglicherweise eine Blutungsneigung férdern.0

Zusammengefasst lasst sich nicht sagen, ob eine pathologische Gerinnungsanalyse oder die
Transfusion von FFP urséachlich fur die Lungenblutung sind. Eine schwere Thrombozytopenie trat

nicht haufiger bei Patienten mit Lungenblutung auf.

Die Untersuchungen zu NRBC als Marker fir ein ungiinstiges Outcome zeigten zwei wesentliche
Ergebnisse: Die Konzentration der NRBC zwischen der 24-120 Lebensstunde kann als Surrogat-
Marker fur das spatere klinische Outcome dienen und eine persistierende Erhéhung der NRBC bei
hypotrophen (SGA) VLBW Friihgeborenen deutet auf eine unginstige Prognose. Wie in unserer
Untersuchung wurde in vorherigen Studien bereits der enge Zusammenhang zwischen der NRBC-
Konzentration und dem Outcome beschrieben, allerdings wurde hier die licht-mikroskopisch Z&hlung
im Blutausstrich verwendet. Kil et al. zeigten bei 112 VLBW Frilhgeborenen eine Korrelation
zwischen der NRBC-Konzentration nach Geburt bzw. am siebten Lebenstag und der perinatalen
Mortalitat.!°> Baschat et al. untersuchten die NRBC-Konzentration ausschlieBlich bei SGA
Frihgeborenen (n=172).1% Hier lag der Grenzwert bei > 70 NRBC / 100 Leukozyten zur Pradiktion
einer schweren Morbiditat und damit deutlich héher als in unserer Untersuchung (> 2 NRBC x 109%1).
Der Unterschied kdnnte durch die unterschiedlichen Messmethoden erklart werden. Prinzipiell kann
die NRBC Konzentration durch manuelles Auszahlen der NRBC im Blutausstrich erfolgen, oder es
wird die automatisierte Methode angewandt. Bei der manuellen Methode erfolgt der Bezug analog
zum Differentialblutbild pro 100 ausgezadhlte Leukozyten. Durch starke Schwankungen der
Leukozytenzahl in den ersten Lebenstagen ist diese Methode weniger prazise als die automatisierte
Methode. Moderne hamatologische Analyseautomaten der Hersteller Abbott, Beckman-Coulter,
Siemens Health Care oder Sysmex bieten die direkte Messung der NRBC durch Fluoreszenz-
Flowzytometrie an. Gerade im Bereich niedriger NRBC Konzentrationen weist diese Methode eine
hohere Genauigkeit im Vergleich zur mikroskopischen Methoden auf,’** weil ein unter anderem
Vielfaches an Zellen analysiert wird.

Wichtig bei der Untersuchung der NRBC ist die Untersuchung zu verschiedenen Zeitpunkten
nach der Geburt. Die NRBC-Konzentration unmittelbar nach der Geburt spiegelt eher die intrauterine
Sauerstoffversorgung wider, wahrend die spater postnatal gewonnenen Proben den klinischen
Verlauf der ersten Lebenstage reflektieren. Geschéatzt wird, dass es im Neugeborenenalter mit einer

Zeitverzodgerung von ca. 30 Minuten nach einem hypoxischen Ereignis zu einem Anstieg der NRBC-
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Konzentration im peripheren Blut kommt.?® Im tierexperimentellen Modell zeigte sich hingegen ein
Anstieg der NRBC-Konzentration nach 6 bis 12 Stunden.' Bei erwachsenen Patienten, die auf
einer Intensivstation behandelt werden, und NRBC im peripheren Blut aufweisen, zeigte sich ein
Zusammenhang zwischen dem Sauerstoffpartialdruck, der Erythropoietin-Konzentration und der
Hohe der NRBC-Konzentration.'® Daher gehen wir davon aus, dass die Erhéhung der NRBC-
Konzentration bei VLBW Frihgeborenen mit einem unginstigen Outcome das Resultat

rezidivierender hypoxischer Perioden ist.

Die Messung von Retikulozyten-Indices bietet eine Moéglichkeit, in einer einzigen EDTA-Blutprobe
zusammen mit der Routineanalyse des Blutbildes Einblicke in die Erythropoiese zu nehmen. Bei
Frih- und Neugeborenen findet allerdings gestationsalterabhangig die Umstellung der
Hamoglobinbildung von fetalem zu adulten Hamoglobin statt. Daher sind auch die Referenzwerte
fur die Ret-He Konzentration in den ersten 90 Lebenstagen sehr unterschiedlich.*? Dies erschwert
die Bewertung vor allem des Ret-He als Verlaufsparameter zur Messung des Eisenstoffwechsels.1”:
108 |n unserer Untersuchung zeigten alle Neugeborenen negative Werte fir das Delta-He. Die
Ursache hierflr ist bisher nicht hinreichend geklart. Wahrscheinlich ist hier auch die Umstellung der
Erythropoiese von fetalem Hamoglobin zu adultem Hamoglobin. Dies kdnnte zu einer quantitativ
niedrigeren Hamoglobinisierung der neugebildeten Retikulozyten im Vergleich zu reifen Erythrozyten

fuhren. Dies wirde die negativen Werte bei gesunden Neugeborenen erklaren.
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4. Zusammenfassung

Trotz der hohen Inzidenz der Thrombozytopenie auf einer Neugeborenen-Intensivstation sind
Pathophysiologie, Blutungsrisiko sowie die Transfusionsgrenze nicht geklart. Durch die Anwendung
der fluoreszenz-durchflusszytometrischen IPF-Messung konnte sowohl bei der early- als auch bei
der late-onset Thrombozytopenie gezeigt werden, dass die Produktionsrate gesteigert werden kann.
Im Falle einer schweren Thrombozytopenie ist sie jedoch vermindert. Daher ist davon auszugehen,
dass die Ursache ein Thrombozytenverbrauch ist, der durch eine Produktionsstdrung verstarkt
werden kann. Bei der meist mild verlaufenden early-onset Thrombozytopenie ist es anhand der IPF
maoglich, der einen Anstieg der Thrombozyten zu antizipieren.

Bei der Untersuchung zur Lungenblutung lag die mediane Thrombozytenzahl zwar niedriger
als bei der Kontrollgruppe, die Inzidenz der schweren Thrombozytopenie hingegen war gleich.
Andere Faktoren hingegen waren mit der Lungenblutung assoziiert (verlangerte aPTT, FFP
Transfusion, fehlende Lungenreifeinduktion, hoéherer Sauerstoffbedarf). Somit scheint auch bei
dieser Krankheitsentitdt so zu sein, dass andere Faktoren als die Thrombozytenzahl das
Blutungsrisiko determinieren.

Im internationalen Vergleich zum Transfusionsverhalten bei neonataler Thrombozytopenie
waren die angegebenen Transfusionsgrenzen sehr heterogen. In den US lag die mediane
Transfusionsgrenze in den fast allen Fallen héher als im europaischen Vergleich (AUT/GER/SUI).
Bei fehlender Evidenz, dass liberale Transfusionsgrenzen zu einem klinischen Benefit fiihren, ergibt
dies eine geschatzt 1,8fach erhohte Transfusionsrate bei klinisch stabilen Friihgeborenen ohne
Blutung in den US.

Als weitere fluoreszenz-durchflusszytometrischen Methode wurde die NRBC Messung bei
VLBW Friihgeborenen in den ersten Lebenstagen und bei Patienten mit Sepsis/NEC durchgeftihrt.
Mit Hilfe dieser Methode konnte gezeigt werden, dass Verdnderungen im Verlauf der NRBC-
Konzentration mit einem ungunstigen Outcome assoziiert sind.

Die Messung der Retikulozyten-Indices, insbesondere das Delta-He, ist in der Neonatologie
bisher nicht etabliert, kdnnte aber interessantes Werkzeug in der Anamiediagnostik in Zukunft
werden.

Insgesamt zeigten die Studien, dass mit Hilfe der modernen voll-automatisierten
Blutbildanalyse rund um die Uhr zusatzliche Informationen gewonnen werden, die das arztliche
Verhalten beeinflussen kénnen. Die Messung der IPF kénnte zukinftig in Zusammenhang mit der

Thrombozytenzahl und klinischen Risikofaktoren Einfluss auf die Transfusionsindikation haben.
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