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Samenvatting

Het therapeutisch gebruik van autoloog bereidde
plaatjes-leukocytengel (PLG) is een nieuwe tech-
nologie welke de genezing van zachte weefsels en
bot bevordert en versnelt. De doeltreffendheid van
deze procedure ligt in de exogene aanvoer van di-
verse trombocytengroeifactoren, die vrijgemaakt
worden uit de autoloog bereidde PLG.

De reden om deze techniek toe te passen is,
het op een suprafysiologische manier stimule-
ren van genezingsprocessen om sneller wond-
genezing en weefselherstel te bewerkstelligen.

Inleiding

Tijdens het genezingsproces van zacht weefsel en
bot spelen cellulaire en hormonale factoren een
centrale rol, in het bijzonder de groeifactoren die
vrijkomen uit onder andere trombocyten."? Mo-
menteel kunnen trombocyten worden gewonnen en
geisoleerd uit een eenheid autoloog vers afgenomen
bloed. Intraoperatief wordt dit autoloog bloed door
middel van point-of-carecentrifuges in plaatjesarm
plasma, plaatjesrijk plasma (PRP) en erytrocyten
verdeeld. Er is een aantal firma’s die zowel appara-
tuur als gesloten disposable systemen leveren. Allen
gebaseerd op de scheiding van bloedcomponenten
door centrifugatie. Het geoogste PRP kan worden
geactiveerd door middel van autoloog geprepareer-
de trombine om een viskeuze oplossing te maken
die plaatjes-leukocytengel (PLG) genoemd wordkt.
De trombine wordt verkregen door het geoogste
plasma te activeren (vaak met een combinatie van
calcium en silicabolletjes). Bij sommige kits wordt
een boviene trombine geleverd om het PRP te ac-
tiveren, maar deze toepassing raakt uit de mode,
vanwege de nadelen van de herkomst van het bo-
viene trombine.

Het trombocytenstolsel kan exogeen worden toege-
past als een spray die met aerosoltechnieken wordt
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Tevens kan de transfusie van allogene bloed-
producten tijdens chirurgische ingrepen worden
gereduceerd door verminderd bloedverlies als
gevolg van snellere wonddichting.

Ondanks een toename in klinische toepassingen
van PLG is de structuur en kinetiek van dit bio-
logisch materiaal niet volledig bekend. In dit ar-
tikel worden toepassingen voor PLG besproken,
gebaseerd op publicaties in diverse chirurgische
disciplines.

(Tijdschr Bloedtransfusie 2010,3:87-93)

aangebracht op weefselstructuren of als een stevige
gelatineachtige massa op zachte weefsels, operatie-
wonden, chronische wonden, bot, of in synthetisch
bot. Daarnaast kan de gel subcutaan ingespoten
worden achter het dichtgenaaide wondgebied of
in/op diabetische wondlaesies, zoals ulceraties. De
reden om PLG op weefsels toe te passen is dat de
suprafysiologische concentratie van trombocyten-
groeifactoren het wondherstel versnellen.®*

Er zijn 3 overlappende fasen in het wondgenezings-
proces: de inflammatie-, de proliferatie- en de re-
modelleringsfase. Trombocyten(grocifactoren) spe-
len van nature een centrale rol in deze fasen. Nadat
de trombocyten geactiveerd zijn, bijvoorbeeld met
trombine, worden groeifactoren en cytokines vrij-
gelaten uit de a- en densegranula, die vervolgens
een actieve rol spelen tijdens de wondgenezing en
het vormen van de extracellulaire matrix.

Hoewel artsen steeds vaker het gebruik van PLG
toepassen, zijn er slechts weinig gegevens beschik-
baar over de functionele inhoud van PLG en het
exacte spaciotemporale werkingsmechanisme bij de
wondgenezing. Klinische studies waarbij gebruik
gemaakt wordt van PLG bij diverse chirurgische
ingrepen laten desondanks veelbelovende resulta-
ten zien.

TIJDSCHRIFT VOOR BLOEDTRANSFUSIE



trombine -

trombineactivering —

glycoproteinereceptor

groeifactoren

pseudopodia

_ open canaliculair systeem

mitochondrium

cytoskelet

membraanskelet

a-granule

Figuur 1. Schematische tekening van een rustende en geactiveerde trombocyt.
Met toestemming overgenomen uit thesis van dhr. dr. PA.M. Everts, ISBN 10: 90-8590-016-6.

Bereiding van PLG: trombocytengroeifactoren
Perifeer bloed wordt via een infusiekatheter afge-
nomen en opgevangen in een disposable bloedzak
die citraat bevat, waardoor het bloed niet stolt. In-
traoperatief wordt het afgenomen bloed door mid-
del van point-of-carecentrifuges gefractioneerd in
bloedbestanddelen;  trombocyten-leukocytenrijk
plasma (de ‘buffy-coat’), trombocytenarm plasma
en een erytrocytenconcentraat. De ‘buffy-coat’
bevat een klein volume plasma met een hoge con-
centratie aan trombocyten en leukocyten, vandaar
de naam plaatjes-leukocytengel. Deze trombocy-
ten zijn inactief en in suspensie. Doorgaans is de
concentratie trombocyten in de geoogste ‘buffy-
coat’ 3 tot 9 keer hoger dan in normaal perifeer
circulerend bloed.>® Het is vooralsnog onmoge-
lijk om een leukocytenarm product te verkrijgen
met een voldoende opbrengst van trombocyten.
In de trombocyten zijn verschillende celstructuren
aanwezig, waaronder de o- en densegranula (zie
Figuur 1). De o-granula bevatten verschillende
soorten trombocytengroeifactoren, zie Tabel I op
pagina 89, en stolfactoren. In de densegranula be-
vinden zich plaatjesactivatoren, onder andere ade-
nosinetrifosfaat (ATP), adenosinedifosfaat (ADDP)
en serotonine.

Om deze trombocytengroeifactoren uit te schei-
den dienen de trombocyten in de ‘buffy coat’ ge-
activeerd worden. Door activering met trombine
wordt een fibrine-trombocytenstolsel als gelati-
neuze massa gevormd, de PLG. Hierbij zorgen de
densegranula (na activering door trombine) voor
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een maximale aggregatie en stolling en scheiden de
o-granula van de trombocyten hun groeifactoren
uit in het extracellulaire milieu. De PLG kan op
of in (subcutaan) het weefsel van de wond of bot
aangebracht worden met een steriele spuit, in de
fase vlak voor gelatinisatie (fibrinevorming), waar-
door het zich kan hechten aan weefselstructuren.
Daarnaast kan de PLG gesprayed worden op het
wondbed. In deze omgeving binden de groeifac-
toren aan specifieke receptoren, de tyrosine kinase
plaatjesreceptoren (TKR), aanwezig op de mem-
braan van diverse cellen in de weefsels. De TKR
is een transmembraan eiwit. Na binding van de
groeifactor op de TKR, vindt er activering plaats
van secondmessengereiwitten in het cytoplasma
door binding aan de cytoplasmatische staart (zie
Figuur 2 op pagina 90). De geactiveerde proteines
zetten in de celkern genen aan die celdeling be-
vorderen. Daardoor wordt een biologische reactie
veroorzaakt die het weefselherstel en de weefselre-
generatie stimuleert en reguleert.

Antimicrobiéle activiteit van PLG

Het gefractioneerde PRP is een ‘bufly coat’ product,
en bevat behalve trombocyten ook een hoge con-
centratie (2-4 maal uitgangswaarde in volbloed) van
niet-geactiveerde leukocyten.” Er zijn voornamelijk
neutrofiele granulocyten, lymfocyten en monocyten
aanwezig in de ‘bufly coat’. De neutrofiele granu-
locyten staan bekend om hun verdedigingmecha-
nismen van de gastheer tegen bacterién en schim-
mels door de werking van myeloperoxidase (MPO).

voL. 3 NR. 3 - 2010

88




89

Tabel 1. Overzicht trombocytengroeifactoren.

Groeifactor

‘transforming growth factor
(TGF)

‘basic’ fibroblastgroeifactor
(bFGF)

‘platelet-derived’ groeifactor
(PDGFa-b)

epidermale groeifactor (EGF)

vasculaire endotheliale
groeifactor (VEGF)

bindweefsel groeifactor
(‘connective tissue growth
factor"; CTGF)

Bron

plaatjes, extracellulaire
botmatrix, kraakbeenmatrix,
geactiveerde Th1-cellen

en 'natural killer' cellen,
macrofagen/monocyten en
neutrofielen

plaatjes, macrofagen,
mesenchymale cellen,
chondrocyten, osteoblasten

plaatjes, osteoblasten,
endotheelcellen, macrofagen,
monocyten, gladdespiercellen

plaatjes, macrofagen,
monocyten

plaatjes, endotheelcellen

plaatjes door endocytose van
extracellulaire omgeving in
beenmerg

Functie

stimuleert ongedifferentieerde
mesenchymale celproliferatie;
reguleert endotheliale, fibroblastische
en osteoblastische mitogenese;
reguleert collageensynthese en
collagenasesecretie; requleert
mitogenetische effecten van andere
groeifactoren; stimuleert endotheliale
chemotaxis en angiogenese; inhibeert
macrofaag- en lymfocytproliferatie

bevordert groei en differentiatie

van chondrocyten en osteoblasten;
mitogenetisch voor mesenchymale
cellen, chondrocyten en osteoblasten

mitogenetisch voor mesenchymale
cellen en osteoblasten; stimuleert
chemotaxis en mitogenese in
fibroblast/gliale/gladdespiercellen;
reguleert collagenasesecretie en
collageensynthese; stimuleert
chemotaxis van macrofagen en
neutrofielen

stimuleert endotheliale chemotaxis/
angiogenese; requleert
collagenasesecretie; stimuleert
epitheliale/mesenchymale mitogenese

vergroot angiogenese en
vaatdoorlaatbaarheid; stimuleert
mitogenese voor endotheelcellen

bevordert angiogenese,
kraakbeenregeneratie, fibrose en
plaatjesadhesie

Daarmee spelen zij een belangrijke rol in de afweer
van infecties. In weefsels katalyseert MPO de oxi-
datie van chloride in hypochloridezuur en andere
reactieve zuurstofderivaten. Deze stoffen zijn ster-
ke bactericide oxidanten en daardoor toxisch voor
micro-organismen en schimmels. De monocyten,
voorlopers van macrofagen, produceren cytokines
en chemotactische factoren die deelnemen aan het
inflammatoire proces. Helaas zijn er nauwelijks pu-
blicaties die verwijzen naar de rol van de leukocyten
in het PLG voor wat betreft antimicrobiéle effecten
en de groeifactor-release en chemotaxis naar het
wondgebied.

Tevens is bewezen dat trombocyten verschillende
antimicrobiéle peptiden (AMP’s) bevatten.® Daar-
door is het verleidelijk te speculeren over het bacte-
ricide vermogen van exogeen toegediende PLG op
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weefsels. In een recente grote cohortstudie bij pa-
tiénten met cardio-chirurgische operaties werd aan-
getoond dat intraoperatief gebruik van PLG tijdens
het sluiten van de operatiewond de incidentie van
oppervlakkige en diepesternuminfecties aanzienlijk
verminderde.” Om deze reden zou men kunnen ver-
onderstellen dat PLG, een antimicrobieel vermogen
heeft en in combinatie met de effecten van groeifac-
toren de wondgenezing kan bevorderen.

Klinisch gebruik van PLG: wondgenezing

Gedurende het wondgenezingsproces treden (trom-
bocyten)groeifactoren op als boodschappers om een
goed gedirigeerd en complexe serie van gebeurtenis-
sen te reguleren die bij cel-cel- en cel-matrixinterac-
ties betrokken zijn. Het herstel van wonden en chi-
rurgische incisies begint met trombocytenactivering
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Figuur 2. Trombocytengroeifactoren en celmembraanreceptorbinding.
Met toestemming overgenomen uit thesis van dhr. dr. PA.M. Everts, ISBN 10: 90-8590-016-6.

en -degranulatie en daarbij de afgifte van groeifac-
toren, waarna de activering van de stollingscascade
en de formatie van een fibrine-trombocytenstolsel.
Gedurende de eerste 2 dagen van het wondgene-
zingsproces wordt het ontstekingsproces in gang
gezet door migratie van onder andere neutrofielen.
Daarna worden macrofagen naar het wondgebied
aangetrokken alwaar zij verscheidene groeifactoren
afscheiden inclusief de groeifactoren ‘transforming
growth factor’ (TGF)-a en -B, ‘platelet-derived
growth factor’ (PDGF), interleukine (IL)-1 en fibro-
blast groeifactoren (FGF). Angiogenese en fibropla-
sie beginnen op dag 3 gevolgd door de start van col-
lageensynthese op dag 3 tot dag 5. Dit proces leidt
tot een vroege toename van treksterkte van de wond
wat de meest belangrijke parameter van chirurgische
wonden is. Dit wordt gevolgd door epithelisatie en
uiteindelijk wondherstel.

Het is algemeen geaccepteerd dat trombocyten-
groeifactoren een sleutelrol spelen gedurende ver-
scheidene fasen van het wondgenezingsproces. Hoe
de groeifactoren uit de PLG het wondgenezingspro-
ces precies in de tijd beinvloeden, is echter onduide-
lijk. Vergeleken met enkele recombinant verkregen
groeifactoren, zoals ‘bone morphogenetic protein’
(BMP)-2, heeft PLG het voordeel dat het verschei-
dene synergistisch werkende groeifactoren biedt, die
mitogenese van mesenchymale stamcellen in het
wondgebied bevorderen.!®"" Om deze redenen zijn
er in diverse toepassingsgebieden PLG-applicaties
uitgevoerd. Bij chronische wondverzorging is PLG
succesvol toegepast bij (diabetische) patiénten die
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lijden aan chronische, en vaak pijnlijke, ulcera.'*'?

Margolis et al. trokken de conclusie dat PLG-be-
handeling bij diabetische wonden zelfs efficiénter
was bij patiénten met diepe wonden dan bij opper-
vlakkig letsel."

Pijnreductie na een PLG-toepassing werd geobser-
veerd in een studie door Crovetti et al., een effect
wat nog steeds niet volledig begrepen wordt.” Uit
eerdere onderzocken van onze groep bleek er een
verbeterde wondgenezing op te treden als PLG werd
toegepast gedurende het sluiten na het plaatsen van
een totaleknieprothese, minder pijn met een signi-
ficant betere ‘range of motion’ na schouderdecom-
pressicoperaties.'®” De effecten op beweeglijkheid
van het schoudergewricht waren al zichtbaar 2 we-
ken post-OK en bleef bestaan gedurende 12 weken
follow-up.'®" Tevens was de pijnscore (gemeten met
een visueel analoge schaal) significant beter (lager)
voor de PLG-behandelde groep dan voor de contro-
legroep.”

In de sportgeneeskunde komt trauma van het zachte
weefsel (pees en ligamentrupturen), capsulair letsel
van de gewrichten en tendinitis vaak voor. Recente-
lijk hebben Mishra en Pavelko PLG bij de behande-
ling van chronische elleboog tendinitis gebruike."
Behandelde patiénten hadden minder pijn en een
betere functie vergeleken met orthodox gestandaar-
diseerde fysiotherapeutische protocollen en een va-
riéteit van niet-operatieve behandelingen.’”® Bij een
achillespeesblessure in een rattenmodel werd PLG
gebruikt en werd aangetoond dat met PLG behan-
delde pezen een gemiddelde toename van 30% had-
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den in treksterkte en stijfheid na de eerste week ver-
geleken met de controledieren.”

Chirurgie van de voorste kruisband wordt routi-
nematig uitgevoerd om het ligament met een auto-
graft te reconstrueren. Sanchez et al. rapporteerde
in een retrospectief klinisch onderzoek, waarbij 100
patiénten met kruisbandplasticken met autologe
trombocytengrocifactoren werden behandeld, ver-
beterde genezing en minder complicaties, met een
verbeterde fixatie van het transplantaat binnen de
bottunnel.*® De gemelde duidelijke betere genezing
van deze zachte weefsels volgend op de behandeling
met PLG verklaren de auteurs door hoge concentra-
ties van VEGF in het aangedane weefselgebied dat
uitgescheiden wordt door PLG, waardoor de angio-
genese zou worden bevorderd. Tevens is de bloed-
toevoer naar de aangedane pees, die noodzakelijk is
voor het helingsproces, verbeterd.”

Botgenezing

Verstoorde botgenezing, de ontwikkeling van schijn-
gewrichten na fractuurgenezing en botcontinuiteit-
defecten veroorzaken beperkingen en pijn. Deze
omstandigheden treden vaak op bij orthopedische,
maxillo-faciale, neuro- en reconstructieve chirur-
gie. De traditionele chirurgische behandeling omvat
autogeen graften van het bot.”> Het succes van de
graftingmethode hangt onder andere af van graft-
hostintegratie tijdens implantatie en botgenezing.
Dit proces omvat een verscheidenheid aan factoren
waaronder bloedtoevoer en de beschikbaarheid van
een osteoconductieve matrix. Verder spelen trombo-
cytengroeifactoren die uitgescheiden zijn op de plaats
van de botweefselwond een belangrijke rol omdat zij
signalen voor osteoinductie geven.”® Ook stimuleren
groeifactoren die uitgescheiden worden uit trombo-
cyten osteogenese gedurende verschillende stadia van
het botgenezingsproces. PDGF heeft mitogene eigen-
schappen waarbij mesenchymale stamcellen zichzelf
op de plaats van de wond differentiéren in osteoclas-
ten. TGF-, een belangrijke botstimulatiegroeifactor,
wordt aangeduid als een van de plaatselijke regulato-
ren van botformatie en resorptie.

Vanwege deze redenen kan men de hypothese stel-
len dat het mengen van PLG met gefragmenteerde
(autologe) botsplinters of -chips een actieve biograft
oplevert, die verrijkt is met hoge concentraties aan
trombocytengroeifactoren. Verkorting van botre-
generatietijd is waargenomen bij toevoeging van
PDGF-aff, TGF-f en VEGF-groecifactoren in
bot en botachtige scaffolds. Daarbij komt nog dat
vanwege de viscositeit van PLG, de botsplinters
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gedurende de chirurgische procedure gemengd en
verkleefd blijven zodat voorkomen wordt dat er on-
gewilde migratie plaatsvindt van botstukjes in het
wondgebied. Een andere mogelijke toepassing van
PLG omvat de combinatie van PLG met verschil-
lende botvervangers. Verscheidene auteurs hebben
histomorfometrische analyses gebruikt om het ef-
fect van PLG aan te tonen bij gebruik van verschil-
lende botsubstituten.?

Bloedverlies

Tijdens grote operaties (totaleknievervanging, hart-
operaties) treedt er in veel gevallen bloedverlies op,
tijdens en na de operatie. Als een gevolg hiervan
vindt er in veel gevallen allogene bloedtransfusie(s)
plaats. Het toepassen van PLG bij deze operaties
kan het bloedverlies significant reduceren omdat het
aanbrengen van PLG op grote wondgebieden voor
een acute wonddichting zorgt. Bij totalekniever-
vanging wordt de PLG aangebracht op afgezaagde
botdelen die niet bedekt worden door de prothese,
met name achter in de knie.'® In een groep van 165
patiénten (85 waarbij PLG gebruikt werd en 80
controles) werden 7 patiénten getransfundeerd met
15 erytrocyteneenheden in de PLG-groep en 22
patiénten werden getransfundeerd met 42 erytro-
cyteneenheden in de controlegroep (p<0,001)."° De
toepassing van PLG leidt tot minder bloedverlies en
een hoger hemoglobinegehalte direct na operatie.'
Bij hartoperaties kan de PLG aangebracht worden

op de botstructuren van het sternum.’

Conclusie

PLG’s hebben het potentieel een biologisch ideaal
product te zijn. De PLG wordt geprepareerd uit au-
toloog bloed, waarbij een suprafysiologische plaat-
jesconcentratie bereikt wordt. De PLG kan exogeen
gebruikt worden op een verscheidenheid aan weef-
sels alwaar de hoge concentraties trombocytengroei-
factoren de wonddichting en het genezingsproces
bevorderen. Daarbij zijn de voordelen ten opzichte
van fibrinelijm, dat alleen als dichtingsproduct
wordt gebruikt, het aanbieden van een hoge concen-
tratie aan groeifactoren uit de geactiveerde plaatjes.
Tevens lijkt het erop dat PLG antimicrobacteriéle
eigenschappen bezit die kunnen bijdragen aan het
voorkomen van infecties. In een eerdere studie heb-
ben we de afgifte van trombocytengroeifactoren
gemeten als PRP werd geactiveerd met trombine.
Gepubliceerde data ondersteunen de release van
trombocytengroeifactoren uit de a-granula na acti-
vering door autoloog trombine. Op dat moment be-
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Aanwijzingen voor de praktijk

1. Het gebruik van plaatjes-leukocytengel kent veel voordelen voor wonddichting, wondgenezing
en bloedbesparing, zoals gebleken uit een aantal kleine klinische (case)studies. Dit dient nog
bevestigd te worden in gerandomiseerd gecontroleerde studies.

2. Het exacte werkingsmechanisme en de rol van leukocyten is onduidelijk

3. Standaardisatie van het product is noodzakelijk om resultaten te vergelijken.

ginnen de trombocyten met verandering in celstruc-
tuur en worden de groeifactoren uitgescheiden naar
de extracellulair matrix, alwaar zij het vermogen
hebben om zich te binden aan weefselreceptoren.
PLG-applicaties zijn met succes gebruikt bij maxil-
lo-faciale chirurgie, orthopedie, cosmetische chirur-
gie, hartchirurgie, chronische wondzorg en dentale
implantologie. De methode om PLG te bereiden en
op te brengen verschilt echter erg tussen centra, wat
kan leiden tot inconsistente resultaten. Bovendien
zijn vaak kleine groepen patiénten gebruikt en is
de uitval door technische problemen soms groot.
Om tegenstrijdige data te vermijden is verdere
standaardisatie van de PLG-methodologie noodza-
kelijk. Daarbij kan natuurlijk gedacht worden aan
de toepassing van allogene plaatjesconcentraten bij
trombocytopathieén, zoals beschreven voor de ca-
sus elders in dit tijdschrift (artikel Curvers et al. op
pagina 94). Daarnaast is de rol van de leukocyten
in het product nog ernstig onderbelicht. Verder zijn
gerandomiseerd gecontroleerde onderzoeken nodig
om de effecten van PLG bij wondherstel, beperking
van bloedverlies tijdens chirurgie, weefselbehande-
ling en botgroei alsook het bactericide effect te be-
studeren bij verschillende toepassingen.
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