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Einleitung 1

1. Einleitung

Die Therapie als auch die Heilung von Krankheiten und Verletzungen sind wesentliche
Tatigkeiten der Medizin. Der menschliche Koérper besitzt das Vermoégen, sich in einem
gewissen Male selbst zu heilen. Diese Fahigkeit der Regeneration von Gewebe (engl.
Tissue) ist ein Gegenstand der heutigen medizinischen Forschung. Mit Hilfe von Tissue
Engineering wird die Heilung von Gewebe inzwischen therapeutisch eingesetzt, aber noch
stecken diese Bereiche in den Anfangen, obwohl in den letzten Jahren bedeutende
Fortschritte darin erzielt wurden (1,2).

Beim Ablauf der Geweberegeneration im Koérper spielen Wachstumsfaktoren (WF) eine
wichtige Rolle und sind in den letzten zwei Jahrzehnten immer mehr in den Fokus geruckt.
Seit die Wundheilung wissenschaftlich besser verstanden ist, wurde auch die Bedeutung und
das Potenzial des Tissue Engineering erkannt. Die Blutplattchen sind dabei malRgeblich am
Prozess der Wundheilung von Verletzungen beteiligt. Neben ihrer bekannten Funktion in der
Gerinnung und Heilung von Wunden hat sich zudem herausgestellt, dass die Thrombozyten
durch die Ausschittung von bioaktiven Proteinen den Heilungsprozess verschiedener
Gewebe (u.a. Sehnen, Muskeln, Knorpel und Knochen) positiv beeinflussen kénnen (3,4).
Demzufolge ist die Verwendung von autologen Wachstumsfaktorpraparaten wie das
sogenannte Plattchen-reiche Plasma (Platelet-Rich Plasma/PRP) in den letzten Jahren
zunehmend popularer geworden. Durch Blutentnahme von 10 bis 60ml und der
anschlielenden Zentrifugation wird innerhalb kurzer Zeit ein Plattchen-reiches Plasma (PRP)
gewonnen, das reich an Wachstumsfaktoren aus den Alpha-Granula der Thrombozyten ist.
Mit der nachfolgenden gezielten Applikation wird versucht, die Heilung von beschadigten
Geweben zu verbessern, wie z.B. bei Arthrose, Tendopathien oder Muskelverletzungen (5—
14).

In der Sportmedizin und Orthopadie ist die Behandlungsmethode mit PRP-Injektionen
inzwischen weit verbreitet, aber auch andere Fachbereiche wie die Asthetische Chirurgie
und die Dermatologie zeigen in letzter Zeit vermehrt Interesse fir dessen Anwendung
(13,15-20). Die Behandlungsmethode mit PRP entstand urspriinglich in der Zahnmedizin
sowie Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie (MKG-Chirurgie) als Eigenblutbefiillung von
Kieferzysten im Jahre 1960 zur Unterstitzung der kndchernen Heilung. Seitdem ist der
Einsatz von autologen Blutprodukten Bestandteil der zahnarztlichen Therapie. Im Jahre 1969
publizierte Schulte et al. die Verwendung von zentrifugiertem Eigenblut zur Fillung von
Zysten, welche jedoch international kaum Aufmerksamkeit erlangte. Erst mit der Publikation
von Yamamoto et al. 1996 und der publizierten Erstbeschreibung zur Herstellung von PRP
nach Whitman et al. 1997 gewann die Verwendung mit Thrombozyten angereichertem
Plasma das internationale Interesse zur Heilung von Knochendefekten (21-25).

Das PRP ist ein aus zentrifugiertem Eigenblut gewonnenes konzentriertes Blutplasma,
angereichert mit einer erhdhten Thrombozytenzahl gegentber dem Vollblut (26,27). Gangige
PRP-Praparate unterscheiden sich durch unterschiedliche Konzentration an Erythrozyten,
Leukozyten, Thrombozyten sowie Wachstumsfaktorkonzentrationen, wodurch sich die
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standardisierte Forschung und der klinische Einsatz anspruchsvoll gestalten (28). Uber den
klinischen Einsatz von PRP haben inzwischen eine Vielzahl an Studien aussichtsreiche
Resultate bei der Behandlung von diversen muskuloskeletalen Pathologien berichtet
(11,29,30). In der Fachliteratur bestehen jedoch weiterhin Diskrepanzen zu den PRP-
Formulierungen und dessen Terminologie. Der Mangel an Charakterisierung und
Standardisierung der Herstellungsmethoden erschwert eine exakte Klassifizierung der
applizierten PRP Produkte (31-33). Aus 22 Studien im Bereich der Grundlagenforschung
lieferte eine daraus erhobene Evaluation, dass lediglich 19% der Studien die Zellzahlen im
PRP gemessen haben und nur 71% die tatsachlich erreichte Thrombozytenkonzentrationen
aufzeigten (34).

Die individuelle Zusammensetzung und der Wachstumsfaktorgehalt von PRP-Produkten
unterliegt dabei groRen Schwankungsbereichen und ist unter anderem stark abhangig von
der Herstellungs- und Anwendungsmethodik (35). In jeder einzelnen PRP-Applikation
werden daher Praparate mit verschiedenen Konzentrationen der einzelnen
Wachstumsfaktoren appliziert (32,36—38). Diese in einer publizierten Metaanalyse erfassten
Unterschiede kdnnten fur die unterschiedlichen Resultate verantwortlich sein und fassen die
Bedenken uber Validitat wie Reliabilitdt fir die steigende klinische Anwendung von PRP
zusammen (33). Eine generelle Bedingung fur ein besseres Verstandnis der Resultate von
klinischen Studien ist es, Uber die Variationen der PRP Zusammensetzung zu berichten (26).
Erforderlich ist es, jegliche Technologien unterschiedlicher Generationen zur PRP-
Herstellung bezlglich der Konzentration von Erythrozyten, Leukozyten, Thrombozyten und
Wachstumsfaktoren zu charakterisieren. Das Internationale Olympische Komitee hat im Jahr
2010 mehr als 14 verschiedene kommerziell verfigbare PRP-Herstellungssets registriert
(39). Hinsichtlich einer Studie, die 7 kommerzielle PRP-Herstellungsmethoden verglich (32),
kann davon ausgegangen werden, dass weitere Formulierungen existieren.

1.1 Aufbau und Funktion von Thrombozyten

Die zelluldren Bestandteile des menschlichen Blutes werden im Knochenmark aus
hamatopoetischen, multipotenten Stammzellen gebildet. Die Erythrozyten (ERY), Leukozyten
(LEUK) und Thrombozyten (THRO) entwickeln sich aus ihren jeweiligen Zelllinien der
Erythro-, Leuko- und Thrombopoese (40,41).

Die morphologisch variabelste Zelle des Knochenmarks, der Megakaryozyt, differenziert sich
durch Endomitose aus einem Megakaryoblast. Dieser zeichnet sich durch einen mehrfach
segmentierten Kern sowie basophiles Zytoplasma aus. Sie sind die Vorlaufer der
Thrombozyten, welche durch Abschnlirung von Megakaryozyten entstehen (40—42). Die
dadurch entstandenen Thrombozyten haben ein hellblaues Zytoplasma mit Auslaufern und
besitzen keinen Zellkern. Sie sind etwa 1 - 4 ym grof3 und haben ein Volumen von 5 - 8 fl
(42,43). Die Lebensdauer von Thrombozyten betragt etwa 8 - 11 Tage und ihr Abbau erfolgt
unter anderem durch Phagozytose in der Milz, Leber sowie im Knochenmark (40—42). Durch
den in der Leber gebildeten Wachstumsfaktor Thrombopoetin wird die Syntheserate der
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Thrombozyten gesteuert (44). Der Referenzbereich der Thrombozytenkonzentration von
alteren Kinder und Erwachsenen im Blut liegt zwischen 150 — 450 /nl (4,45,46). Das Proteom
der Thrombozyten besteht aus 1507 Bestandteilen, von denen 262 phoshorylierte und 190
membranassoziierte Proteine sind (4). Die im Zentrum gelegenen feinen rétlich-blauen
Granulakomponente setzen sich aus den Alpha-Granula und den kleinen elektronendichten
Granula zusammen. Die dominierenden Alpha-Granula beinhalten verschiedene und
plattchenspezifische Plasmaproteine wie Signalstoffe, Gerinnungs- und Wachstumsfaktoren.
Diese Inhaltsstoffe werden bei der Degranulation Uber ein Kanalchensystem in die
Umgebung abgesondert (42,43).

Thrombozyten besitzen auf ihrer Oberflache eine Glycocalix, welche zahlreiche saure
Mukopolysaccharide und Glykoproteine enthalt. Die gesamte Plasmamembran beinhaltet
zudem Phospholipide, Enzyme und verschiedenartige Rezeptoren zur Aktivierung der
Thrombozyten, welche wesentlich fur die Adhasion und Aggregation sind (42,43). Durch die
Bildung von chemotaktischen Faktoren und Wachstumsfaktoren sowie das Enthalten
diverser Enzyme und Granulakomponenten werden Thrombozyten zu wichtigen
Komponenten bei Entzindungsprozessen der Wundheilung, der Gefallneubildung, der
Blutstillung und scheinbar bei der Immunabwehr von Infektionen (4,40,41,43).

1.2 Funktion von Wachstumsfaktoren

Wachstumsfaktoren sind eine heterogene Gruppe von Polypeptiden, die sich bereits in sehr
niedrigen Konzentrationen an Membranrezeptoren binden und dadurch eine schnelle
Zellproliferation, Zelldifferenzierung sowie ein effektives Zellwachstum beglnstigen und
beeinflussen kénnen (27,47,48). Sie verfiigen Uber ein Molekulargewicht von 6-45 kD
(3,27,47,49) und werden hauptsachlich von Thrombozyten, Makrophagen, Fibroblasten,
Epithel- und Endothelzellen produziert (3). Demnach sind sie bereits in der
Embryonalentwicklung sowie postnatal wesentliche Regulatoren von Zellfunktionen (47,49).

Die Wachstumsfaktoren werden von anderen Polypeptidhormonen wie dem
Wachstumshormon oder Insulin durch ihre Wirkweise charakterisiert (48). Denn die
Wachstumsfaktoren werden raumlich sezerniert und wirken mittels intra-, para- und
autokriner Prozesse (27,48). Man gruppiert sie durch ihre &hnlichen Strukturen und
Funktionen in Familien, aber ihre Terminologie ist abweichend (3). Indem sie sich an
spezifische Membranrezeptoren binden, welche auch als Glykoproteinrezeptoren bezeichnet
werden und sich auf der Zelloberflache befinden, I6sen sie unterschiedliche Signalkaskaden
oder Anderungen im lonenstrom, Glukose- oder Aminosduretransport in ihrer Zielzelle aus.
Ebenfalls beeinflussen sie im Zellkern durch Aktivieren oder Deaktivieren von Genen, die
DNA-, RNA- und Proteinbiosynthese (3,27,48). Manche der Wachstumsfaktorrezeptoren
weisen eine intrinsische Tyrosinkinaseaktivitat auf, die durch Binden des Wachstumsfaktors
eine Autophosphorylierung des Rezeptors sowie die Phosphorylierung intrazellularer
Substrate in Bewegung setzt und somit einen erwiinschten biologischen Effekt erzielt
(27,48).
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Die Entdeckung der Wachstumsfaktoren begann mit dem 20. Jahrhundert durch Victor
Hamburger, der an spinalen Motoneuronen und Nervenzellen forschte. Ebenso trugen Rita
Levi-Montalcini und Stanley Cohen durch ihre intensive Forschung am Nerve Growth Factor
(NGF) und dem Epidermal Growth Factor (EGF) zur Entdeckung weiterer
Wachstumsfaktoren bei (48).

Die Unterscheidung des Ursprungs zwischen autogenen, xenogenen und rekombinanten
Wachstumsfaktoren spielt ebenso eine wesentliche Rolle. Die Wachstumsfaktoren
autogenen Ursprungs stammen vom Individuum selbst, wie z. B. bei der PRP-Herstellung.
Hingegen werden die Wachstumsfaktoren xenogenen Ursprungs aus tierischen Organen
oder Geweben gewonnen. Hierbei besteht die Gefahr einer Krankheitsibertragung von
human pathogenen Tierseuchen, wie beispielsweise die Bovine spongiforme
Enzephalopathie (BSE), was die klinische Anwendung kritisch erscheinen Iasst. Mithilfe von
genetischen Verfahren lassen sich rekombinante Wachstumsfaktoren synthetisch herstellen.
Dabei kommen Zellen oder Bakterien, meist E. coli, zur Anwendung, denen man das Gen
des betreffenden Wachstumsfaktors hineintransferiert, um dessen Produktion und Sekretion
zu Ubernehmen. Beispielsweise wurden die rekombinant hergestellten Wachstumsfaktoren
Platelet-derived Growth Factor - BB (PDGF-BB) und Bone-morphogenetic Protein - 2 (BMP-
2) in der Paradontaltherapie zur Behandlung von Knochendefekten erfolgreich eingesetzt
(27).

Die folgenden Wachstumsfaktoren sind maRRgeblich mit an der Wundheilung beteiligt:

Vascular endothelial Growth Factor (VEGF): Der WF wirkt bei der Angiogenese, der
Lymphangiogenese und der Gefalpermeabilitat mit. Durch die exogene Applikation von
VEGF in einzelnen experimentellen und klinischen Studien konnte eine beschleunigte
Wundheilung aufgezeigt werden (3,27).

Fibroblast Growth Factor (FGF): Ist ein WF, der von verschiedenen Zelltypen gebildet wird,
wie z.B. von Fibroblasten, Chondrozyten, Endothelzellen und glatten Muskelzellen. Die
Hauptvertreter und die am besten charakterisiertesten Mitglieder der Familie des WF FGF
sind die Mitglieder FGF-1 (acidic FGF) und FGF-2 (basic FGF). Der WF FGF hat eine
aktivierende Wirkung auf die Angiogenese sowie eine mitogene Wirkung auf
GefalRendothelzellen, Fibroblasten, Myoblasten, Chondrozyten und Osteoblasten. In
experimentellen Tierversuchen konnte mit dem WF FGF-2 eine gestérte Wundheilung
kompensiert sowie eine positive Wirkung bei bakteriell superinfizierten Wunden
nachgewiesen werden (3,27,48).

Platelet-derived Growth Factor (PDGF): Wird Uberwiegend von Thrombozyten gebildet
und kann variabel aus den Peptidketten A und/oder B zusammengesetzt sein. Die Isoform
AB ist dabei die haufigste vorkommende Form in menschlichen Thrombozyten. Der WF
PDGF setzt den Wundheilungsprozess in Gang und wirkt dabei mitogen sowie
chemotaktisch auf Entzindungszellen, Mesenchymzellen, Fibroblasten und glatte
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Muskelzellen. AuRerdem aktiviert der WF die Produktion von Hyaluronsaure, Kollagenasen
und Fibronektin (3,27,48).

Transforming Growth Factor beta 1 (TGF-B1): Ist ein WF der am besten beschriebenen
Isoform der gesamten TGF-B-Familie und hat eine antiinflammatorische Funktion in der
Entzindungsreaktion. Zudem aktiviert es sehr effektiv die Kollagensynthese und unterbindet
den Kollagenabbau bei der Wundheilung, wobei die Wundheilung durch einen Mangel an
TGF-31 dadurch nicht beeinflusst wird (3,27,48).

Insulin-like Growth Factor 1 (IGF-1): Ist in seiner Struktur mit dem Proinsulin verwandt,
wirkt endokrin und ist an Heilungsprozessen beteiltigt. Es stimuliert anabol die Glykogen-,
Glykosaminoglykan- und Proteinsynthese. Zusatzlich aktiviert es die Proliferation von
Fibroblasten und anderen Zelltypen, wobei dort ein Zusammenspiel mit den
Wachstumsfaktoren PDGF und FGF erforderlich ist. Gebildet wird der WF IGF-1 vorwiegend
in Leber, Thrombozyten, Lunge, Pankreas, Gehirn, Herz und Sklettmuskulatur. Erganzend
zu erwahnen ist, dass die Wachstumsfaktoren der IGF-Familie groftenteils an bekannten
IGF-Bindungsproteinen gebunden sind und im Gewebe sowie in der Zirkulation nur in sehr
geringer Menge in freier Form vorkommen (3,27,48).

Insulin-like Growth Factor Binding Protein-3 (IGF-BP3): Gehort zu den sechs
charakterisierten Insulin-like Growth Factor Bindungsproteinen (IGF-BP), die sich
Uberwiegend im Serum des erwachsenen Menschen befinden und der Haupttrager des
zirkulierenden IGF-Pools ist. AuRerdem wird die biologische Halbwertzeit der WF IGFs
durch die Existenz der Tragerproteine IGF-BPs stark verlangert. Ebenso besteht ein
abhangiges Mengenverhaltnis zwischen den WF IGFs und den IGF-BPs, wodurch
stimulierende sowie inhibierende biologische Effekte bewirkt werden kénnen (48).

1.3 Funktion von Zytokinen

Der Terminus Zytokine lasst sich aus dem Griechischen herleiten (kutog, Zyto, Zelle und
Kivelv, Kinese, Bewegung) und bedeutet soviel wie ,sich zwischen den Zellen bewegend®
(50). Zytokine sind kleine I6sliche Polypeptide, regulieren wichtige biologische Prozesse wie
Differenzierung, Zellwachstum, Apoptose, Angiogenese, Fetalentwicklung und stellen nach
Einwirkung von Noxen die Homdostase wieder her (50-52). Sie werden von einer Vielzahl
von Zellen produziert und wirken vorwiegend nahe der sezernierenden Zellen. Oft wirken
mehrere Zytokine zusammen und ihre lokale Interaktion besteht vorwiegend aus einer
kurzen Halbwertzeit (50,52). Die Mehrheit der Zytokine wird als Interleukine beschrieben,
jedoch ist die Nomenklatur der Zytokine nicht einheitlich (50,52-54). Es sind mehr als 30
Zytokine bekannt und ihre Sekretion kann zudem von Zellen au3erhalb des Immunsystems
erfolgen (51,52). Der Wirkmechanismus eines Zytokins hangt einerseits von der Bindung in
der Rezeptorstruktur ab und andererseits in der gemeinsamen Wirkung mit anderen
Zytokinen. Sie kdnnen daher pleiotrop, redundant, synergistisch als auch antagonistisch
wirken. Klassischerweise unterscheidet man Zytokine nach pro- und antiinflammatorischer
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Wirkung und sie gehen vielseitige Wechselbeziehungen zu Wachstumsfaktoren ein, wie z.B.
den hamatopoetischen Wachstumsfaktoren (51-54).

Von nahezu allen Zelltypen, inklusive Epithelzellen, GefaRzellen, Hautkeratinozyten,
Mesangiumzellen, Naturliche Killerzellen, B- und T-Zellen werden die zwei gemeinsam
strukturell verwandten Zytokine — Interleukin-1 alpha und -1 beta (IL-1c. und -1R) gebildet.
Zugleich bestehen Wechselwirkungen zu Interleukin-2 (IL-2), Interleukin-6 (IL-6), Colony-
Stimulating Factor (CSF) und Tumor Necrosis Factor (TNF). Dinarello stellte bereits 1988
fest, dass die Interleukin-1-Produktion durch Toxine, Antigene, Verletzungen und
Entziindungsprozesse ausgeldst wird. Aulerdem wirkt Interleukin-1 (IL-1) als Kofaktor bei
der Aktivierung der kérpereigenen Abwehr. Die Herstellung anderer Lymphokine wird erhéht
und ruhende T-Zellen werden aktiviert. Es Ubernimmt zusammen mit IL-6 und TNF eine
SchlUsselfunktion im Entziindungsprozess und bewirkt zudem die Proliferation von Zellen
der BlutgefaRe (48). Das Zytokin Interleukin-1 beta (IL-1R) hat ein Molekulargewicht von
17.000 Dalton wie das strukturell verwandte IL-1a und weist gleichartige Wirkmechanismen
auf (48). Seckinger et al. haben 1987 einen Inhibitor entdeckt, der den biologischen Effekt
von IL-1 blockiert (48). Das Zytokin Interleukin-1-Receptor Antagonist (IL-1RA) wirkt als
Gegenpart von IL-1 und verhindert kompetitiv die Wirkung von IL-1c. und IL-13 am IL-1-
Rezeptor. Es hemmt somit die SignalUbertragung ins Zellinnere und die proinflammatorische
Wirkung von IL-1 (55). Das Zytokin IL-1RA wird von Monozyten, Makrophagen, Neutrophilen,
Keratinozyten sowie anderen Epithelzellen sezerniert (48,55). Ohlsen et al. (1990) fand
zudem heraus, dass die durch ein Endotoxin bewirkte Letalitat bei Kaninchen durch einen
spezifischen IL-Receptor Antagonist reduziert werden konnte (48).

1.4 Anwendungsmoglichkeiten von PRP

PRP wird seit langerem in verschiedenen Bereichen der Medizin angewendet, wie es oben
bereits beschrieben wurde (13,15,16). In der Orthopadie und Sportmedizin wird die PRP-
Anwendung bei einer Vielzahl an Pathologie eingesetzt. Am besten untersucht ist dabei die
Behandlung von Patienten mit beginnender Gonarthrose. Hier zeigen mehrere prospektiv
randomisierte Studien einen klaren Wirkungseffekt (56—60). Weitere Anwendungsfelder sind
Muskelverletzungen oder Tendopathien, wie z. B. die Epicondylitis humeri lateralis oder das
Patellaspitzensyndrom (61-63). Des Weiteren findet es intraoperativ bei chirurgischen
Verfahren wie Sehnen- und Bandverletzungen, vorwiegend in der Kreuzbandchirurgie (64—
68), sowie bei Sehnennahten in der Schulterchirurgie zunehmend Verwendung zur
intraoperativen Stimulation der Heilung (69,70). Aber auch postoperativ wird versucht, durch
Verbesserung der Heilung positiv auf das Outcome einzuwirken. Laut einer Studie von
Mishra et al. (2006) ermoglicht der Einsatz von PRP mit einer hohen Konzentration an
Wachstumsfaktoren nach Verletzungen einen schnelleren Wiedereinstieg in den Sport,
wobei die Ergebnisse dieser Studie bei genauerer Betrachtung widerspriichlich erscheinen
(66).

In der Zahnmedizin und der MKG-Chirurgie findet PRP wie eingangs erwahnt Anwendung,
beispielsweise zur Férderung der Ossifikation knécherner Hohlrdume, zur Rekonstruktion
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von Defekten im Unterkiefer, um die Blutstilung im Entnahmegebiet eines
Knochentransplantates  zu  beschleunigen, als  unterstitzender  Einsatz  bei
Sinusbodenaugmentationen oder Kieferspaltosteoplastiken, beim Verschluss von oronasalen
Fisteln oder einer Mund-Antrum-Verbindung (9,12,14,25,71). Des Weiteren findet es
Verwendung in der regenerativen Dermatologie und asthetischen Medizin (17-20). Dort
kommt es zur Anwendung in der Faltenbehandlung im Dekolletee, Hals und Gesicht, wie
z. B. bei blaulich schimmernden Augenringen oder Augenfalichen. Ebenso bei
Dehnungsstreifen, die durch eine Schwangerschaft entstanden sind, sowie bei Akne- und
stérenden Operationsnarben. Es wird aulRerdem zur Verdickung der Kopfhaut und zur
Stimulierung der Haarfollikel bei Haarausfall auf der Kopfhaut eingesetzt (18-20). Daneben
existieren noch unzahlige weitere Anwendungsgebiete, die oftmals jedoch noch nicht
ausreichend mit Studien belegt sind.

1.5 Klassifikation von PRP-Produkten

Im Laufe der Jahre wurden aufgrund der verschiedenen PRP-Herstellungsvarianten mehrere
Klassifikationssysteme entwickelt, um den Prozess zu vergleichen und zu standardisieren
(72). Bekanntlich kdnnen PRP-Praparate in vielen Bereichen variieren, einschliellich der
Thrombozytenkonzentration, der Anzahl der weilRen Blutkdrperchen, des Vorhandenseins
oder Fehlens von Erythrozyten sowie des Aktivierungsstatus des PRP-Praparats (73).

Mishra et al. erstellten daraufhin ein Klassifikationssystem fir PRP-Praparate, das auf der
vorhandenen Thrombozytenmenge basiert. Dabei liegt die Thrombozytenkonzentration
entweder Uber dem flnffachen Ausgangswert des nativen Blutes oder unterhalb der
funffachen Thrombozytenaufkonzentration. Des Weiteren war das Vorhandensein von
weillen Blutkdrperchen sowie der Aktivierungsstatus der Thrombozyten von Bedeutung (74).
Im Folgenden kategorisierten Dohan Ehrenfest et al. PRP mit Hilfe der Konzentration von
Thrombozyten (pure platelet-rich plasma/P-PRP) und Leukozyten (leucocyte- and platelet-
rich plasma/L-PRP) sowie der An- oder Abwesenheit von Fibrin (pure platelet-rich fibrin/P-
PRF, leucocyte- and platelet-rich fibrin/L-PRF) (75).

Im Jahr 2012 stellten Delong et al. das Klassifizierungssystem fur Thrombozytenzahl,
Aktivierung und Anwesenheit weilder Blutkdrperchen (PAW / Platelets, Activation, White
blood cells) vor. Das PRP wurde mittels der Thrombozytenkonzentration klassifiziert, die vom
Ausgangswert bis uber 1,2 Millionen Thrombozyten pro Milliliter reichte, ebenso des
Aktivierungsstatus der Thrombozyten sowie die Konzentration an Leukozyten und
Neutrophilen, die als Uber oder unter dem Ausgangswert liegend beschrieben wird (76).

Die letzte bekannte Kategorisierung fiir PRP prasentierten Mautner et al. mit Hilfe des
Klassifizierungssystems PLRA (Platelet count, Leukocyte presence, Red blood cell
presence, and use of Activation). Dort wurde die absolute Thrombozytenkonzentration pro
Mikroliter, die Erythrozytenkonzentration sowie die Konzentration von Leukozyten und
Neutrophilen gemessen, ebenso die Aktivierung der Thrombozyten durch exogene Mittel
(73).
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Diese Klassifizierungssysteme bieten umfangreiche Informationen zur Verwendung von
PRP-Praparaten in klinischen Studien sowie fur dessen Planung zukunftiger PRP-Studien.
Der Vergleich zwischen den Studien bleibt dabei weiterhin erschwert, weil es an einem
einzigen vereinbarten standardisierten Klassifizierungssystem fehlt. Ursachen dafir sind
standig verandernde PRP-Herstellungsmethoden und -Ausstattung, in Folge dessen missen
bestehende Klassifizierungssysteme regelmaflig Uberarbeitet werden (72). Eine
Zusammenfassung der oben benannten Klassifizierungssysteme ist in der folgenden Tabelle
(s. Tab. 1) dargestelit.

Tab. 1: Zusammenfassung gangiger Klassifikationssysteme fir PRP-Praparate (72).

Klassifikations- Messparameter und -kriterien
system

- Thrombozytenkonzentration liegt entweder funfmal Uber dem
Ausgangswert oder unterhalb der finffachen Aufkonzentration
- Vorhandensein von weil’en Blutkérperchen

Aktivierungsstatus der Thrombozyten

Mishra et al.

Konzentration von Thrombozyten
Konzentration von Leukozyten
Nicht- oder Vorhandensein von Fibrin

Dohan Ehrenfest et al.

- Thrombozytenkonzentration reicht vom Ausgangswert bis Uber
1,2 Millionen Thrombozyten pro Mikroliter
PAW - Aktivierungsstatus der Thrombozyten
- Konzentration von Leukozyten und Neutrophilen, die Uber oder
unter dem Ausgangswert beschrieben sind

- absolute Thrombozytenkonzentration pro Mikroliter
- Konzentration von Leukozyten und Neutrophilen

- Konzentration der Erythrozyten

- Aktivierung durch exogene Agenzien

PLRA

1.6 Problemstellung

Die technisch einfache und schnelle Herstellung von PRP lasst auf den ersten Blick eine
vielfaltige und erfolgversprechende Anwendung erahnen. Bei genauerer Betrachtung und
Auseinandersetzung mit der Herstellung sowie dem Einsatz von PRP werden jedoch
unterschiedliche Probleme deutlich (36).

Zunachst stellt die Vielzahl kommerzieller Anbieter mit verschiedenen Herstellungssystemen
von PRP eines der Probleme dar, sodass selbst bei prinzipiell gleichen
Herstellungsprozessen die Konzentration an Thrombozyten, Leukozyten und deren
biologisch aktive Molekile abweichend sind (28,36). Leukozyten sind aulierdem daflr
bekannt, dass sie Ausldser fiir proinflammatorische Mediatoren sind. Besonders neutrophile
Granulozyten zeigen hohe Konzentrationen an Interleukin-1 beta (IL-1R) und Tumor Necrosis
Factor alpha (TNF-a) auf (77). Eine hohe Konzentration an Leukozyten schittet vermehrt
Entzindungsmediatoren aus, was fir die meisten Anwendungsbereiche jedoch nicht
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gewunscht ist. PRP-Anwendungen mit erhohter Leukozytenzahl an Sehnen zeigten eine
Beeintrachtigung der Produktion der extrazelluldaren Matrix (78). Diesbezlglich gibt es
zunehmend Hinweise, dass eine Reduzierung an Leukozyten im PRP, zumindest in der
Verwendung bei vielen muskuloskelettalen Indikationen, eine wichtige Bedeutung gemaf der
Wirkung hat (78,79). Zusatzlich beeinflussen patientenspezifische Faktoren wie Alter,
Erkrankungen oder Gebrauch von Pharmaka die Funktion der Blutplattchen (36). Eine
weitere Abweichung und Einflussnahme stellt der uneinheitliche Aktivierungsstatus der
Thrombozyten der verschiedenen PRP-Produkte vor der Applikation dar. Offenbar besteht
ein Zusammenhang beim Aktivierungsstatus der Thrombozyten und der ausgeschitteten
WF-Konzentration (36,74,76).

Insofern wird deutlich, dass bislang kein einheitlicher Standard existiert und die dringend
bendtigte Standardisierung lediglich ansatzweise erfolgte. Die Schwierigkeit der
Standardisierung von PRP bei etablierten Herstellungsmethoden stellt daher die
Ausgangssituation dieser Studie dar. Zu Beginn richtete sich der Schwerpunkt der PRP-
Herstellung auf die Anzahl der Thrombozyten und deren Wachstumsfaktorkonzentrationen,
von denen angenommen wird, dass sie einen beschleunigenden Effekt auf die
Gewebeheilung  haben  (80-94). Dariber hinaus werden Bestandteile mit
antiinflammatorischer Wirkung im PRP betrachtet (36). Eine der Kernfragen beziiglich des
PRPs war, welche Herstellungsmethode fir den Heilungsprozess am effektivsten sein
kénnte. Ausschlaggebend fir die medizinische Anwendung und Wirkungsweise von PRP
sind die Wachstumsfaktoren und Zytokine, welche sich im Blutplasma und in den
Thrombozyten  befinden. Durch das Poolen und Lyophilisieren  mehrerer
Thrombozytenkonzentrate kénnte ein solches standardisiertes PRP-Produkt erzeugt werden
(28).

Ein Bestreben der vorliegenden Studie war es, ein standardisiertes PRP-Produkt zu
entwickeln, das in groken Mengen verfigbar, haltbar und in seinen
Wachstumsfaktorkonzentrationen konsistent ist sowie die Variabilitdt der bestehenden PRP-
Formulierungen beseitigt. Dadurch werden sowohl homogenere Ergebnisse als auch
erweiterte neue Forschungs- und Behandlungshorizonte erdffnet. Dabei wurde ein
standardisiertes Wachstumsfaktorpraparat aus allogenen, gepoolten
Thrombozytenkonzentraten hergestellt, durch Lyophilisierung haltbar und lagerungsfahig
gemacht sowie durch Bestrahlung sterilisiert (28).
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2. Material und Methoden

2.1 Studiendesign und Probanden

Im Rahmen dieser Studie wurde ein gepooltes und lyophilisiertes Thrombozytenkonzentrat
(PRP-Pulver) mit einzelnen Thrombozytenkonzentraten sowie von Probanden gewonnenem
nativen Blut, Serum aus Blutsenkungsgeschwindigkeits-Sedivetten und PRP mittels zwei
verschiedener Herstellungsverfahren (Arthrex und Harvest) verglichen. Somit gab es sechs
Gruppen (s. Abb. 1).
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Proben- und Methodeniibersicht.

Das standardisiert hergestellte Wachstumsfaktorpraparat aus gepoolten
Thrombozytenkonzentraten (PRP-Pulver) wurde von der Firma DOT GmbH (Rostock, DEU)
bezogen. Die einzelnen Thrombozytenkonzentrate (TK) stellte das Institut fur
Transfusionsmedizin der Universitadtsmedizin Rostock (UMR) fur diese Studie bereit. Zudem
wurden Blutproben von funf mannlichen Spendern gewonnen (Details siehe weiter unten).
Alle Probanden haben eine Einverstandniserklarung zur Teilnahme an dieser Studie
unterschrieben. Das Studienprotokoll wurde von der 6rtlichen Ethikkommission genehmigt (A
2016-0024, s. i.A.). Die Probanden sollten folgende Kriterien erfullen: 1) mannliches
Geschlecht, 2) im Alter von 25 bis 35 Jahren, 3) mindestens vier sportliche Aktivitaten pro
Woche und 4) gesunder kérperlicher Zustand. Zum Zeitpunkt der Blutentnahme flhlten sich
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alle Probanden kérperlich fit und psychisch gesund. Mindestens drei Stunden vor der
Blutentnahme wurde kein Training absolviert.

Ein Teil des abgenommenen Blutes wurde direkt im Anschluss zu Thrombozyten-reichem
Plasma (PRP/platelet-rich plasma) nach zwei etablierten Herstellungsmethoden aufbereitet
und flr die Untersuchungen verwendet. Ebenfalls wurde das Serum aus
Blutsenkungsgeschwindigkeits-Sedivetten (BSG-Serum) flr Analysen genutzt. Nach der
Blutentnahme wurde ein Basis-Blutbild am Institut fir Labormedizin der UMR aus den
Proben bestimmt, die spater zum Vergleich der enthaltenen korpuskuldren Bestandteilen
diente. Die Ubrigen Proben wurden kyrokonserviert, um sie spater flr die Analyse der
Wachstumsfaktoren mittels Sandwich-ELISA-Assays (Fa. R&D Systems Europe Ltd.,
Abingdon, UK) zu verwenden.

Insgesamt wurden in dieser klinischen experimentellen Studie zwei Versuchsreichen
durchgefihrt. Die erste Versuchsreihe diente als Vorversuch und der Optimierung der
Versuchsdurchfiihrung. Die gewonnen Daten aus der zweiten optimierten Versuchsreihe
stellen die Grundlage dieser wissenschaftlichen Arbeit dar. Insgesamt ergaben sich daraus
sechs verschiedene Probengruppen (s. Abb. 1).

2.2 Materialien
2.2.1 Gerate und Instrumente

Samtliche in dieser Arbeit gebrauchten Gerate und Instrumente sind in der folgenden Tabelle
aufgelistet (s. Tab. 2).

Tab. 2: Auflistung der verwendeten Gerate und Instrumente.

Geratename Gerateart Hersteller

Hettich Tischzentrifuge Rotofix | Tischzentrifuge Andreas Hettich GmbH &

32A Co.KG. (Tuttlingen, DEU)

SmartPReP® 2 Zentrifuge Tischzentrifuge HARVEST Technologies
GmbH (Munchen, DEU)

AEG SANTO Kahl- | Kahl- und | Electrolux Hausgerate GmbH —

Gefrierkombination Gefrierschrank Markenvertrieb AEG

(NUrnberg, DEU)

Skadi® SLIMVIP® ultra low | Ultra-Tiefkihlschrank | Skadi® Europe (Ede, NL)
temperature freezers 830 L -86°C | (-45°C bis -86°C)

Bioair Safeflow 1.2 Sicherheitswerkbank | Bioair Instruments s.r.l.
(Siziano, IT)

Unimax 1010 Inkubator 1000 Heidolph Instruments GmbH &
Co. KG (Schwabach, DEU)

anthos Washer fluido2 Mikrotiterplatten anthos Mikrosysteme GmbH

Wascher (Friesoythe, DEU)
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rosys anthos 2010 Photometer fur | anthos Mikrosysteme GmbH
Mikrotiterplatten (Friesoythe, DEU)
ThermoShaker TS1 Thermomixer Biometra GmbH (Jena, DEU)

MR Hei-Standard Magnetruhrer mit | Heidolph Instruments GmbH &
Heizung Co. KG (Schwabach, DEU)
Reax top Vortexer/ Heidolph Instruments GmbH &

Reagenzglasschuttler

Co. KG (Schwabach, DEU)

Analysewaage XA205

Feinmesswaage

Mettler-Toledo GmbH (Giel3en,

DualRange DEU)

Eppendorf Research®, Einkanal | Einkanal-Pipetten Eppendorf AG  (Hamburg,
0,5-10pl, 10 - 100 ul | DEU)
und 100 - 1000 pl

Eppendorf Research®, 8- | Mehrkanalpipette Eppendorf AG  (Hamburg,

Kanal 30 - 300 pl DEU)

Tranferpette® S-8 Mehrkanalpipette BRAND GMBH + CO KG
300ul (Wertheim, DEU)

accu-jet® pro Pipettierhelfer BRAND GMBH + CO KG

(Wertheim, DEU)

Reagenzreservoirs Pipettierschalen VWR International GmbH
(Darmstadt, DEU)
Mikroplate, 96well, PS, F-| 96-well Greiner Bio-One GmbH

BOTTOM, CLEAR

Mikrotiterplatte

(Frickenhausen, DEU)

Inkubations-/ Inaktivierungsbad

Wasserbad

GFL Gesellschaft fur Labor-
technik mbH (Burgwedel, DEU)

2.2.2 Chemikalien, Reagenzien und Puffer

Die gesamten in dieser Studie verwendeten Chemikalien, Reagenzien und Puffer sind in der

Tab. 3 aufgelistet.

Tab. 3: Auflistung der verwendeten Chemikalien, Reagenzien und Puffer.

Substanz

Hersteller

DPBS (Phosphate Buffered Saline) w/o:

Ca and Mg, non-sterile

PAN-Biotech GmbH (Aidenbach, DEU)

DPBS (Phosphate Buffered Saline) w/o:

Ca and Mg, sterile filtered

PAN-Biotech GmbH (Aidenbach, DEU)

Tween® 20

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Minchen, DEU)

Bovine Serum Albumin (BSA) Solution

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Minchen, DEU)

Stop Solutionen (2N H2S0O,)

Merck KGaA (Darmstadt, DEU)

Substrate Solution - 1:1 mixture of Colour

Reagent A (H202) and Colour Reagent B

(Tetramethylbenzidine)

R&D System Europe Ltd. (Abington, UK)
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treptavidin-HRP (H ish
Streptavidin (Horseradis R&D System Europe Ltd. (Abington, UK)

Peroxidase)

Wash Buffer enthalt aus 0,05% Tween® 20 in DPBS
Block Buffer enthalt 5% Tween® 20 in DPBS
Reagent Diluent enthalt 1% BSA in DPBS

2.2.3 Herstellersets

Folgende Herstellersets wurden zur PRP-Herstellung sowie zur Bestimmung der WF- und
Zytokinkonzentrationen mittels Sandwich-ELISA-Assays verwendet (s. Tab. 4).

Tab. 4: Auflistung der verwendeten Herstellersets.

Name Hersteller
Arthrex ACP Kit Series | - ABS-10011 Arthrex GmbH (Minchen, DEU)

® HARVEST Technologies GmbH (Munchen,
SmartPReP2"2 ACP-20

DEU)

Human VEGF DuoSet® ELISA DY293B R&D Systems Europe Ltd. (Abingdon, UK)
Human FGF basic DuoSet® ELISA DY233 R&D Systems Europe Ltd. (Abingdon, UK)
Human PDGF-AB DuoSet® ELISA DY222 R&D Systems Europe Ltd. (Abingdon, UK)
Human TGF-31 DuoSet® ELISA DY240 R&D Systems Europe Ltd. (Abingdon, UK)
Human IGF-1 DuoSet® ELISA DY291 R&D Systems Europe Ltd. (Abingdon, UK)
Human IGFBP-3 DuoSet® ELISA DY675 R&D Systems Europe Ltd. (Abingdon, UK)
Human IL-10/IL-1F1 DuoSet® ELISA DY200 R&D Systems Europe Ltd. (Abingdon, UK)
Human IL-13/IL-1F2 DuoSet® ELISA DY201 R&D Systems Europe Ltd. (Abingdon, UK)
Human IL-1ra/IL-1F3 DuoSet® ELISA DY280 R&D Systems Europe Ltd. (Abingdon, UK)

2.3 Durchfiihrung der Probengewinnung

Die Blutentnahme von circa 52 ml erfolgte in einem Behandlungsraum der Orthopadischen
Klinik und Poliklinik der UMR. Aus einer Vene der Ellenbeuge des Probanden wurden unter
Anwendung einer 23-Gauge-Nadel die jeweiligen Blutentnahmerdhrchen (3x Citrat-
Monovetten, 1x Ethylendiamintetraessigsaure-Monovetten/EDTA-Monovetten und 2x
Blutsenkungsgeschwindigkeits-Sedivetten (BSG-Sedivetten) der Fa. Sarstedt® AG & Co. KG,
Nimbrecht, DEU) sowie die PRP-Herstellungssysteme nach Arthrex® (s. Abb. 2A) und
Harvest® (s. Abb. 2B) befiillt.

Alle Proben, die zur Konzentrationsbestimmung der Wachstumsfaktoren und Zytokinen
bestimmt waren, wurden innerhalb einer Stunde bei minus 80°C eingefroren. Der
Einfrierprozess diente der Probenkonservierung und zur Lyse der enthaltenen korpuskularen
Bestandteile, um deren Inhaltsstoffe vor Analyse freizusetzen.
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Abb. 2: Blutabnahme mit den Systemen von A) Arthrex® und B) Harvest®.

2.3.1 Abnahme und Verarbeitung von Vollblut

Es wurden pro Proband jeweils drei 2,9 ml Citrat-Monovetten und eine 2,6 ml EDTA-
Monovette mit Blut befullt. Die EDTA-Monovette ging direkt im Anschluss an die Abnahme
ins Institut fir Labormedizin der UMR zur Bestimmung eines Hdmogramms. Die drei Citrat-
Monovetten mit Vollblut wurden bei minus 80°C eingefroren und dienten spater zur
Bestimmung der Wachstumsfaktoren (WF) und Zytokine durch Anwendung von Sandwich-
ELISA-Assays als Vergleichsgruppe.

Die Verwendung von Citrat- statt EDTA-Vollblut als Vergleichsgruppe war eine
Notwendigkeit, da beide patentierten Verfahren zur PRP-Herstellung ein Antikoagulans zur
langeren Haltbarkeit des PRPs empfehlen. Im Herstellungsset SmartPReP-2 von Harvest
wird das Anticoagulant Citrate Dextrose Solution A (ACD-A Ldsung) vom Hersteller
mitgeliefert und als Antikoagulans eingesetzt, welches Citrat enthalt (95). Die Fa. Arthrex
GmbH liefert kein Antikoagulans im Herstellungsset mit und gibt auch keine Empfehlung des
zu verwendenden Antikoagulans. AulRer dass sie eines empfiehlt, sollte das PRP, welches
Arthrex als Autologes Conditioniertes Plasma (ACP) bezeichnet, spater als 30 Minuten zur
Anwendung kommen (96). Da das PRP von Arthrex ACP in dieser Studie spater als 30
Minuten zur Anwendung kam, wurde vorab das Antikoagulans Natriumcitrat zur langeren
Haltbarkeit ausgewahlt und hinzugefligt. Die Auswahl und die Verwendung des
Antikoagulans Natriumcitrat erfolgte, weil es laut Hersteller Arthrex GmbH frei wahlbar ist,
Citrat enthalt und zudem gleiche Ausgangsbedingungen zu den anderen Probengruppen
schafft. Bei der Herstellung von Thrombozytenkonzentraten mit Hilfe des Aphereseverfahren
wird ebenfalls die ACD-A Loésung als Antikoagulans verwendet. Diese dient der
Gerinnungshemmung sowie Konservierung von Blutprodukten (97,98). Bei den BSG-
Sedivetten findet ebenfalls ein Citrat-Puffer (Tri-Natriumcitrat-Lésung) Anwendung (99).
Durch die einheitliche Verwendung von Citrat als Antikoagulans wurden gleiche
Ausgangsbedingungen zur Datenerhebung und deren Validitat geschaffen.
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2.3.2 Gewinnung von PRP mit dem Arthrex® ACP Kit Series |

Das PRP wurde unter Verwendung des Arthrex ACP Kit Series | (Fa. Arthrex GmbH,
Munchen, DEU) gemall den Anweisungen des Herstellers hergestellt. Das Arthrex ACP Kit
Series | enthalt die patentierte Arthrex ACP®-Doppelspritze (s. Abb. 3) sowie dazugehdrige
notwendige Einmalartikel.

Abb. 3: Darstellung der verwendeten Arthrex ACP®-Doppelspritze.

Vom Probanden wurden 15 ml vendses Blut mit der Arthrex ACP®-Doppelspritze iiber eine
23-Gauge-Nadel abgenommen. Dieses System ermdglicht nach fuinfminttiger Zentrifugation
bei 1500 U/Min. den Uberstand, gleich PRP, mit Hilfe der inneren kleinen Spritze abzuziehen
und somit zu trennen (s. Abb. 4). Das somit gewonnene PRP kann laut Hersteller direkt zur
medizinischen Anwendung genutzt werden. Sollte das gewonnene PRP (3 ml) zu einer
spateren Anwendung kommen, empfiehlt der Hersteller die Thrombozytenaggregation mittels
eines Antikoagulans zu hemmen. Dieses muss dann vor der Blutabnahme in die Arthrex
ACP®-Doppelspritze aufgezogen werden (96).

In dieser Studie kam als Thrombozytenaggregationshemmer Natriumcitrat zur Anwendung,
das zuvor in die ACP®-Doppelspritze aufgezogen wurde. Das je Proband gewonnene PRP
aus einem Arthrex ACP Kit Series | wurde anschliefsend in mehrere 1,5 ml Eppendorf Tubes
pipettiert. Ein 1,5 ml Eppendorf Tube wurde zur Bestimmung der enthaltenen Zellzahlen ins
Institut fur Labormedizin der UMR gegeben. Die restlichen 1,5 ml Eppendorf Tubes wurden
bei minus 80°C kyrokonserviert, um sie spater flr die Sandwich-ELISA-Assays zu
verwenden.
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Abb. 4: Trennung des PRPs mit Hilfe der kleineren Spritze im Inneren der Arthrex ACP®-
Doppelspritze.

2.3.3 Gewinnung von PRP mit dem Harvest® SmartPReP-2 APC-20

Gemall den Anweisungen des Herstellers (Fa. Harvest Technologies GmbH, Minchen,
DEU) wurde das PRP unter Verwendung des Harvest SmartPReP-2-Systems hergestellt.
Das PRP-Herstellungsset von Harvest SmartPReP-2 verwendet zur PRP-Aufbereitung ein
steriles Prozess-Doppelkammer-System (s. Abb. 5). Es ist ein Zentrifugenbechereinsatz, der
aus einer Blutkammer und einer Plasmakammer besteht. Des Weiteren enthalt das
Herstellungsset eine ACD-A Losung als Antikoagulans sowie entsprechend erforderliche
Einmalartikel (95).

Zu Beginn wurde mit Hilfe einer Spritze 1 ml ACD-A Ldsung als Antikoagulans in die
Plasmakammer gegeben. AnschlieBend wurden 20 ml Vollblut mit einer Spritze Uber eine
23-Gauge-Nadel vom Probanden abgenommen und danach in die Blutkammer des Prozess-
Doppelbechers hineingegeben. Dann wurde der Prozess-Doppelbecher fir etwa 14 Minuten
bei einem zweistufigen Zentrifugations-Zyklus zentrifugiert (95).

Der erste Zentrifugationszyklus zentrifugierte das Blut bei 2500 U/Min. 150 bei einer
Prozesszeit von ca. 1-3 Minuten. Das Plasma wird wahrend der Zentrifugation automatisch
vom Vollblut getrennt und tritt in die Plasmakammer Uber. Unter einer schwebenden
Umflllsperre werden der GroRteil der Erythrozyten und Leukozyten am Ubertritt gehindert.
Der Uberwiegende Teil des Plasmas inklusive der Thrombozyten und des oberen Anteils des
Buffy Coats (leukozyten- und thrombozytenreiche Fraktion) werden ohne Weiteres in die
Plasmakammer Uberflihrt. Darauf folgte ein zweiter l&angerer Zentrifugationszyklus bei 2300
U/Min. £140 mit ca. 6-9 Minuten, bei welchem das in die Plasmakammer Ubergetretene
Plasma schlieldlich in zellarmes- und zellreiches Plasma separiert wird. Im Anschluss wurde
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mit einer weiteren Spritze das PRP aus der Plasmakammer aufgezogen, wobei ungefahr 3
ml PRP erzeugt wurden (s. Abb. 5) (95).

Das pro Proband gewonnene PRP aus einem Harvest SmartPReP-2 ACP-20
Herstellungsset wurde anschlieend in mehrere 1,5 ml Eppendorf Tubes pipettiert. Hier
wurde ebenfalls ein 1,5 ml Eppendorf Tube zur Bestimmung der enthaltenen korpuskularen
Bestandteile ins Institut fur Labormedizin der UMR gegeben. Die restlichen 1,5 ml
Eppendorf Tubes wurden bei minus 80°C eingefroren, um sie spater flr die Sandwich-
ELISA-Assays zu verwenden.

G T T
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Abb. 5: Abziehen des PRPs mit einer Spritze aus der Plasmakammer des Harvest® Doppelkammer-
Systems.

2.3.4 Aufarbeitung der leukozytendepletierten Thrombozytenkonzentrate des Instituts fur
Transfusionsmedizin der UMR

Die Thrombozytenkonzentrate (TK) vom Institut fur Transfusionsmedizin der UMR wurden
mit  Hilfe eines Aphereseverfahrens hergestellt und werden zugleich als
Thrombozytapheresekonzentrate bezeichnet (100,101). Bei der Apherese werden durch
maschinelles Auftrennen des Spenderblutes wahrend einer Spende, Thrombozyten im
Plasma oder in einem Plasmaersatzmittel (kolloidale Lésung) gesammelt (97). Uber eine
anschlielRende Leukozytenfiltration oder einen weiteren Aphereseschritt werden die
Leukozyten aus dem TK entfernt (97). Die Anzahl an Thrombozyten in den TKs betragt 2-4 x
10" in 200-300 ml Plasma. Dabei diirfen weniger als 1 x 10° Leukozyten pro Einheit
enthalten sein (97,102).

Um die Ubertragung vermehrungsfahiger und immunkompetenter Lymphozyten auf den
Empfanger zu verhindern, kénnen die TKs mit 30 Gy, jedoch an keiner Stelle unter 25 Gy,
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gamma- oder rontgenbestrahlt werden (103). Diese Bestrahlung zeigt bisher keinerlei
Komplikationen bei den Thrombozyten und hat somit keine Auswirkungen auf die Haltbarkeit
(103). Auch hier muss laut Herstellervorschrift ein Antikoagulans zur Gerinnungshemmung
angewendet werden (97,98). In Ricksprache mit dem Institut fir Transfusionsmedizin der
UMR wurde eine ACD-A Ldsung als Antikoagulans in den von ihnen zur Verfigung
gestellten TKs verwendet. Die genutzten TKs wurden gammabestrahlt und unmittelbar nach
Erhalt bis zur Analyse bei minus 80°C kyrokonserviert.

2.3.5 Herstellung des PRP-Pulvers

Das PRP-Pulver wurde von der Firma DOT GmbH (Rostock, DEU) flr diese Studie zu
Forschungszwecken zur Verfligung gestellt. Fir dieses Produkt besteht ein Patent
[Patentschrift: EP 2 813 232 A1], weshalb nur grob auf die Herstellungsschritte eingegangen
werden kann.

Bei der Herstellung des PRP-Pulvers dienten leukozytendepletierte TKs, welche die Firma
DOT GmbH vom Institut fur Transfusionsmedizin der UMR bezogen. Die Erzeugung des
PRP-Pulvers erfolgte aus zwolf TKs, die von verschiedenen Spendern stammen. Alle TKs
enthielten circa 250 ml mit mindestens 2-4 x 10" Thrombozyten und weniger als 1-3 x 10°
Leukozyten. Zur Entfernung von zellularen Komponenten wurde jedes der zwolf TKs einer
Reihe von speziellen Waschschritten unterworfen. Es erfolgte die Verringerung des
Plasmaproteingehalts auf ungefahr 30 mg/ml (28). Im Anschluss wurden die Suspensionen
der zwoIf TKs vereinigt (28), um eine groflere Ausgangsmenge zu erhalten sowie durch das
Poolen der Suspensionen spenderbedingte Schwankungen zu eliminieren (104). Dann
wurde die gepoolte Suspension in 1 ml Portionen aliquotiert und gefriergetrocknet (s. Abb.
6), wodurch ein lyophilisiertes standardisiertes Wachstumsfaktorpraparat aus allogenen
Thrombozytenkonzentraten in Form eines Pulvers entstand. Eine Deaktivierung von
moglicherweise vorhandenen Pathogenen erfolgte mit Hilfe von Gammasterilisation bei 30
Gy. SchlieBlich wurde bei einer Menge von 3 ml PRP einer herkdmmlichen PRP-
Herstellungsmethode eine grof3e Einzelcharge mit 1000 mdglichen Anwendungen aus einem
Pool von 12 TKs hergestellt. Um es anwenden zu kdnnen, kann es in 3 ml Natriumchlorid
resuspendiert werden (28).

Die Messung der Wachstumsfaktorkonzentrationen erfolgte aus einer Charge. Durch
Resuspendieren des PRP-Pulvers mit einer Gesamtkonzentration von 10 mg/ml in einem
Reagenz-Verdinnungsmittelpuffer (Reagent-Diluent Lésung) wurde dieses mit Hilfe des
Sandwich-ELISA-Assays im Triplett getestet (28).



Material und Methoden 19

Abb. 6: Praparation der TK-Extrakte in verschiedenen Prozessphasen (Darstellung mit freundlicher
Genehmigung von Frau Dr. Prinz, Fa. DOT GmbH Rostock, DEU)

2.3.6 Aufarbeitung des Serums aus Blutsenkungsgeschwindigkeits-Sedivetten

Zusatzlich erfolgte die Abnahme von zwei 2,8 ml BSG-Sedivetten bei den Probanden. Die
BSG-Sedivetten enthalten laut Hersteller einen Citrat-Puffer (Tri-Natriumcitrat-Losung) als
Antikoagulans (99). Sorgfaltig wurden die BSG-Sedivetten nach Abnahme fir zwei Stunden
verkehrtherum senkrecht in einem Stander aufgestellt. Nach Ablauf der zwei Stunden wurde
der Serum-Uberstand vorsichtig mit Hilfe einer Pipette in mehrere 1,5 ml Eppendorf Tubes
Uberfuhrt. Anschlielend ging ein 1,5 ml Eppendorf Tube zur Bestimmung enthaltener
korpuskularer Bestandteile ins Institut fir Labormedizin der UMR. Die restlichen 1,5 ml
Eppendorf Tubes wurden bei minus 80°C eingefroren, um sie spater fur die Sandwich-
ELISA-Assays zu verwenden.

2.4 Methoden zur Probenanalyse
2.4.1 Hadmogramme der Probanden

Im Institut fur Labormedizin der UMR wurden mit Hilfe der Photometrie und der
Durchflusszytometrie Hamogramme aus allen gewonnenen Proben der Probanden
bestimmt. Diese beinhalteten zum einen Vollblut aus einer EDTA-Monovette und zum
anderen ein 1,5 ml Eppendorf Tube mit Serum aus den BSG-Sedivetten sowie mit PRP,
hergestellt mit dem Arthrex- bzw. Harvest-Verfahren. Folgende Parameter wurden im Vollblut
ermittelt: Hamoglobingehalt (HB), Hamatokritwert (HKT), mittlere korpuskulare Volumen der
Erythrozyten (MCV), mittlere korpuskulare Hamoglobingehalt (MCH), mittlere korpuskulare
Hamoglobin-Konzentration (MCHC), Anzahl der Erythro- (ERY), Leuko- (LEU) und
Thrombozyten (THRO). In den PRP-Proben und im BSG-Serum wurden ausschlie8lich die
Zellzahlen der ERY, LEU und THRO bestimmt.
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2.4.2 Antigen - Enzymgekoppelter Immunadsorptionstest (Sandwich-ELISA-Assay) mit
ausgewahlten Wachstumsfaktoren und Zytokinen

Mit Hilfe der immunologischen Methode des Antigen - enzymgekoppeltem
Immunadsorptionstests (Sandwich-ELISA-Assay), ferner als ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) bezeichnet, lassen sich Wachstumsfaktoren sowie Zytokine
detektieren und dessen Konzentration nachweisen (53). Die Konzentrationsbestimmung
wurde unter Verwendung von Sandwich-ELISA-Assays mit einem Kit-basierten System der
Fa. R&D Systems Europe Ltd. (Abingdon, UK) mittels 96-well-Mikrotiterplatten und gemafn
den Gebrauchsanweisungen nach ,General ELISA Protocol" des Herstellers umgesetzt. Die
Durchfuhrung erfolgte vier Wochen und 14 Monate nach der Probengewinnung.

Zuerst wurden die 96-well Mikrotiterplatten vorbereitet, indem jede Vertiefung, auch als Well
bezeichnet, mit je 100 ul Capture-Antikérper verdinnt in Phosphatgepufferter Salzlésung
(PBS), beschichtet und anschlieend Uber Nacht bei Raumtemperatur abgedeckt inkubiert
(105-113). Der Capture-Antikorper, ein fixierter monoklonaler Antikérper auf der Oberflache
des Wells, ermdglicht im Weiteren die Bindung der gesuchten Wachstumsfaktoren und
Zytokine aus der zu prufenden Probe (114).

Im Folgenden wurden die Platten mit Hilfe eines Mikrotiterplattenwaschers ausgespililt. Dabei
wurde der Inhalt der Wells aspiriert und anschliellend dreimal hintereinander mit 300 pl
Waschpuffer (Wash Buffer) gespult und verworfen. Nach dem Waschvorgang erfolgte
schonend das Ausklopfen der Platten, um Reste des Waschpuffers zu entfernen (105-113).
Danach wurden die Wells der 96-well-Mikrotiterplatte durch Zugabe von 300 ul des Reagent
Diluent, einer stabilisierenden polypeptidhaltigen Ldsung, blockiert (105—111). Bei einigen
der Kit-basierten Systemen von R&D-Systems wird zum Blockieren auf die Verwendung
eines Blockpuffers (Blocking Buffer) verwiesen, welcher an Stelle des Reagent Diluent
angewendet wurde (112,113). Nach mindestens einer Stunde Inkubation bei
Raumtemperatur wurden die Mikrotiterplatten, wie oben beschrieben, mit dem Waschpuffer
erneut gewaschen (105-113).

Im néachsten Schritt wurden die Verdlnnungsreihe sowie die Proben einer nachweisbaren
Konzentration des gesuchten Wachstumsfaktors oder Zytokins auf die 96-well-
Mikrotiterplatten aufgetragen. Je 100 pl der Verdinnungsreihe des getesteten
Wachstumsfaktors oder Zytokins, auch als Standard bezeichnet, wurden in die Vertiefungen
pipettiert. Sie diente am Ende als Referenzwert und reichte von der Konzentration 2000
pg/ml bis 31,2 pg/ml. Danach wurden je 100 ul Probe, verdiinnt mit Reagent Diluent (s. Tab.
5), in die Wells hineingegeben. Drei Wells der 96-well-Mikrotiterplatten enthielten
ausschlief3lich Reagent Diluent und dienten als Leerwert. Die bei minus 80°C gelagerten
kyrokonservierten Proben wurden zuvor mit Hilfe eines Inkubators auf Raumtemperatur
gebracht. Anschlieiend wurden die Platten mit einer Klebefolie abgedeckt und fir zwei
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die
Mikrotiterplatten abermals wie oben dargestellt mit dem Mikrotiterplattenwascher gespdilt.
Dann folgten 100 ul je Well des Detektionsantikérpers, verdinnt in Reagent Diluent (105—
113). Dieser polyklonale Antikdrper sollte an den zuvor gebundenen Wachstumsfaktor oder
Zytokin binden (114). Die Mikrotiterplatten werden erneut mit einer Folie zugeklebt und fur
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zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Danach folgt erneut der bereits beschriebene
Waschvorgang mit dem Mikrotiterplattenwascher (105-113).

Im Anschluss dessen wurden 100 pl Streptavidin-HRP (Horseradish Peroxidase) in die
Vertiefungen pipettiert und mit einer Klebefolie abgedeckt. Nach einer 20-minutigen
Einwirkzeit ohne Lichteinwirkung bei Raumtemperatur wurde anschliel3end das Streptavidin-
HRP mittels Waschpuffer, wie oben dargestellt, ausgespdilt (105-113).

Als nachstes wurden 100 ul einer Substratidsung (Substrate Solution) pro Well
hineingegeben, welches aus einer 1:1 Mixtur von Color Reagent A und B besteht (105-113).
Das darin enthaltene Tetramethylbenzidine [6st eine blauliche Farbreaktion aus, die
proportional zu der Menge an vorhandener Wachstums- oder Zytokinkonzentration ist (114).
Die 96-well-Mikrotiterplatten wurden mit der enthaltenen Substratiésung flr 20 Minuten bei
Raumtemperatur und ohne Lichteinwirkung inkubiert. Direkt im Anschluss wurden 50 pl einer
Stoplésung (Stop Solution) zu jeder Vertiefung hinzugefligt und danach die Platte vorsichtig
geklopft, um eine sorgfaltige Durchmischung zu garantieren (105-113). Infolgedessen
verfarbte sich der Inhalt gelblich.

Am Ende wurde mit Hilfe eines Photometers flr Mikrotiterplatten die optische Dichte (OD)
aller Vertiefungen der 96-well-Mikrotiterplatten, bei einer Wellenlange von 450 nm und einer
Wellenlangenkorrektur von 540 nm, gemessen und in einer dazugehdrigen Software erfasst.
Durch Subtraktion der Wellenlangen 540 nm von 450 nm wird ein optischer Fehler in der
Messung korrigiert (105—-113). Die daraus berechneten Messwerte wurden anschlielend in
das Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft® Excel zur weiteren Auswertung und
Darstellung Ubertragen.

Folgende Wachstumsfaktorkonzentrationen wurden im Vollblut aus den Citrat-Monovetten,
PRP-Praparate entsprechend den Herstellungsmethoden nach Arthrex und Harvest, TKs,
PRP-Pulver sowie im Serum aus den BSG-Sedivetten dreifach gemessen: VEGF, FGF-2,
PDGF-AB, TGF-B1, IGF-1 und IGF-BP3. Des Weiteren wurden die Konzentrationen
folgender Zytokine bestimmt: IL-1c, IL-18 und IL-1RA.

Mindestens zwei 96-well-Mikrotiterplatten wurden zur Konzentrationsbestimmung eines
Wachstumsfaktors oder Zytokins verwendet. Auf einer Platte waren zwei Verdinnungsreihen
mit je zwei Wells pro Verdinnungskonzentration von 2000 pg/ml bis 31,2 pg/ml angelegt
sowie der Leerwert mit drei Wells. Jede Probe wurde als Triplett auf einer 96-well-
Mikrotiterplatte aufgetragen. AufRerdem wurden verschiedene Verdinnungen zur
Bestimmung der enthaltenen Zytokine und WF-Konzentrationen verwendet. Die Proben
wurden zum Teil in unterschiedlichen Verhaltnissen mit Reagent Diluent verdiinnt und auf
die Platten aufgetragen (s. Tab. 5). Die Biologisch-Technischen Assistentinnen Stefanie
Adam und Anne Wolf unterstiitzten die Durchfihrung der Sandwich-ELISA-Assays.
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Tab. 5: Auflistung der verwendeten Verdiinnungen der Proben mit Reagent Diluent in den jeweiligen
Sandwich-ELISA-Assays.

ELISA

VEGF 1:2 Verdlnnung bei allen Proben

FGF-2 1:2 Verdunnung bei allen Proben

TGF-i31 1:40 Verdunnung bei allen Proben

PDGF-AB 1:20 Verdinnung bei Vollblut, TK, Serum (BSG) und WF-Extrakt

1:30 Verdunnung bei PRP nach Harvest- und Arthrex-Methode

IGF-1 1:2 Verdunnung bei allen Proben

IGF-BP3 1:20 Verdunnung bei allen Proben

IL-1a 1:5 Verdinnung bei allen Proben

IL-113 1:5 Verdlnnung bei allen Proben

IL-1ra 1:5 Verdlnnung bei allen Proben

2.5 Statistische Auswertung

Die deskriptive Datenanalyse und die schlieRende Statistik erfolgten zum einen mit dem
Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft® Excel Version 15.33 (Fa. Microsoft Corp.,
Redmond, USA) und zum anderen mit dem Statistikprogramm SPSS Statistics 20.0 (Fa. IBM
Corp., Armonk, USA).

Die gemessenen Daten der 96-well-Mikrotiterplatten im Photometer fir Mikrotiterplatten
wurden in eine Microsoft® Excel-Datei Ubertragen und auf ihre Plausibilitdt Gberpruft. Mit
dem anschlielend errechneten arithmetischem Mittel (MW) aus den zwei gemessenen OD-
Werten des jeweils verdinnten Standards und dem davon subtrahierten Leerwerts (Blank)
lie sich mit Hilfe entsprechender Excel-Funktionen eine graphische Standardkurve mit
steigender Konzentration darstellen. Anhand der daraus resultierenden Funktionsgleichung
konnte im Verlauf die WF-Konzentrationsmenge in Pikogramm pro Milliliter (pg/ml) errechnet
und auf deren Evidenz gepruft werden.

Die Proben wurden in Tripletts gemessen. Aus den drei gemessenen OD-Werten einer
Probe wurde ein MW gebildet und mit dem Leerwert (Blank) subtrahiert. Dieser Wert wurde
fur die Variable "x" in die zuvor errechnete Funktionsgleichung aus der graphischen
Standardkurve eingesetzt. Das Resultat wurde anschlieBend mit dem jeweiligen
verwendeten  Verdlnnungsfaktor multipliziet und ergab die enthaltene WF-
Konzentrationsmenge in pg/ml. Mit den finf errechneten WF-Konzentrationsmengen einer
Probengruppe wurde anschlielliend eine deskriptive Statistik durchgefiihrt sowie diese mit
den anderen Probengruppen des jeweiligen Wachstumsfaktors oder Zytokins grafisch
dargestellt. Des Weiteren wurden die Daten konvertiert und fir die abschlieRende
statistische Analyse in das Statistikprogramm SPSS 20.0 Uberfiihrt. Dort wurden die Daten
der Probengruppen des jeweiligen Wachstumsfaktors und Zytokins auf signifikante
Unterschiede mit ungepaarten t-Tests sowie gepaarten Mehrfachvergleichen unter

Verwendung der Varianzanalyse (Analysis of Variance/ANOVA) mit dem Bonferroni-Post-
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hoc-Test hin untersucht. Die Festlegung des Signifikanzniveaus erfolgte mit signifikant bei
p < 0,05 und hoch signifikant bei p < 0,01. AbschlieRend wurden diese Ergebnisse auf deren
Bedeutung geprift, bewertet und interpretiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Hamogramme der Probanden

Von den flnf Probanden mit einem Alter von 27 bis 34 Jahren (MW 31 + 3,21 Jahren) wurde
jeweils aus dem Vollblut einer EDTA-Monovette, aus den hergestellten PRPs nach Arthrex
ACP und Harvest SmartPReP-2 sowie aus dem Serum der BSG-Sedivetten ein Hdmogramm
im Institut fGr Labormedizin der UMR erstellt.

Die Hamogramme der funf Probanden dieser Studie lagen im Normbereich und wiesen
annahernd vergleichbare Werte auf. Krankheiten wie systemische Erkrankungen,
Infektionskrankheiten und Andmien lieRen sich aus diesen Hdmogrammen nicht erkennen
(Tab. 6).

Tab. 6: Datenubersicht der Himogramme von den Probanden aus den EDTA-Monovetten.

Einheit P1 P2 P3 P4 P5 Referenzbereich*
HB mmol/L 9,90 9,10 9,90 10,20 9,30 8,6-12

HKT % 48 42 47 48 45 40-51

ERY 10"%/L 5,27 4,78 5,55 5,34 4,99 4,5-55

MCV fl 91,80 88,50 84,50 89,10 91,00 83-93

MCH fmol 1,88 1,90 1,78 1,91 1,86 1,55-1,9
MCHC mmol/L 20,50 21,50 21,10 21,40 20,50 18,5-22,5
LEUK 10%L 6,58 6,64 6,92 6,48 6,19 4-9
THRO 10%/L 209 242 243 221 200 150-450

*Verwendeter Referenzbereich des Instituts fir Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin der UMR
(46).

Bei der PRP Herstellungsmethode nach Arthrex wurden die Thrombozyten um den Faktor
0,97 (217 + 27,81 vs. 223 + 19,3 x 10%L) und die Leukozyten um den Faktor 0,25 (1,63 +
0,97 vs. 6,56 + 0,26 x 10%L) zur Referenzgruppe Vollblut gesenkt. Die Erythrozyten lieRen
sich deutlich um den Faktor von 0,008 (0,04 + 0,02 vs. 5,19 + 0,3 x 10'?/L) zum Vollblut
reduzieren (s. Tab. 7).

Die Thrombozyten im PRP nach der Harvest-Methode wurden signifikant um den Faktor 4,0
(901 £ 66,27 vs. 223 + 19,3 x 10%/L) und die Leukozyten um den Faktor 2,4 (15,96 + 4,09 vs.
6,56 + 0,26 x 10%L) zum Vollblut aufkonzentriert. AuBerdem enthielt das PRP nach Harvest
SmartPReP-2 nur knapp ein Fiinftel an Erythrozyten (0,91 + 0,32 vs. 5,19 + 0,30 x 10'?/L) im
Vergleich zum Vollblut (s. Tab. 7).

Im Weiteren wird deutlich, dass die PRP-Aufbereitung nach Harvest SmartPReP-2 eine 4,15-
fach erhdhte Thrombozytenanreicherung aufzeigte als die nach Arthrex ACP (901 % 66,27
vs. 217 + 27,81 x 10%L) (s. Tab. 7). Gegenilber beiden herkémmlichen PRP-
Herstellungsmethoden nach Arthrex ACP und Harvest SmartPReP-2 weisen die TKs (1310 +
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4597 10°L) eine hohere Thrombozytenanreicherung und eine deutlich niedrigere
Leukozytenzahl (< 0,001 x 10%L) auf (s. Tab. 7).

Im abpipettierten Serum der BSG-Sedivetten, die vorab 2 Stunden in senkrechter Position
standen, waren mit dem Messgerat keine Zellzahlen nachweisbar.

Tab. 7: Dateniibersicht zu den Zellzahlen in mmol/L von den Probanden P1 bis P5 des Vollbluts, des
PRPs nach der Arthrex- und Harvest-Herstellungsmethode, des BSG-Serums, der
Thrombozytenkonzentrate TK1 bis TKS sowie des PRP-Pulvers.

P1 P2 P3 P4 P5 MW % SD Faktor*

ERY 10'?/L 5,27 4,78 5,55 5,34 4,99 5,19 £ 0,30
Vollblut  LEUK 10°/L 6,58 6,64 6,92 6,48 6,19 6,56 + 0,26
THRO 10°%/L 209 242 243 221 200 223 £ 19,30

ERY 10'?/L 0,04 0,02 0,05 0,02 0,05 0,04 £ 0,02 0,008x
LEUK 10%/L 1,01 1,04 1,89 0,97 3,22 1,63 £ 0,97 0,25x
THRO 10%/L 179 234 247 198 227 217 £ 27,81 0,97x

Arthrex
ACP

Harvest ERY 10'/L 1,19 0,55 0,83 1,29 0,68 0,91 +0,32 0,18x
Smart LEUK 10%/L 16,2 15,2 11,3 14,6 22,5 15,96 + 4,09 2,4x
PReP-2 THRO 10%L 847 915 997 830 915 901 + 66,27 4,0x

BSG ERY 10'2/L 0 0 0 0 0 00 Ox
LEUK 10%/L 0 0 0 0 0 00 Ox
Serum
THRO 10°%/L 0 0 0 0 0 00 Ox
TK1 TK2 TK3 TK4 TK5 MW * SD Faktor*
ERY 10'2/L 0 0 0 0 0 00 Ox
TK LEUK 10%L  <,001 <001 <001 <001 <,001 <,001%<,001 Ox
THRO 10%L 1376 1288 1299 1334 1256 1310 £ 45,97 5,9x
PRP-Pulver aus einer Charge (n = 1) Mw Faktor*
ERY 10'2/L 0 0 Ox
PRP-
LEUK 10%/L 0 0 Ox
Pulver
THRO 10°%/L 0 0 Ox

*Faktor der Verdinnung / Aufkonzentration zur MW-Konzentration des Vollbluts.

3.2 Wachstumsfaktor VEGF

In der Versuchsreihe des WF VEGF wurden deutlich erhohte WF-Konzentrationen (MW + SD
in pg/ml) im PRP-Pulver (1722 + 50 pg/ml) und im TK (1087 + 535 pg/ml) gemessen (s. Tab.
8, Abb. 7). Dabei weist das PRP-Pulver eine statistisch hoch signifikante hohe WF-Menge im
Vergleich zu den anderen Probengruppen (p < 0,001) auf, mit Ausnahme von der Gruppe
der TKs, die keine eindeutige Signifikanz (p = 0,057) aufweist (s. Tab. 9, Abb. 7).
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Tab. 8: Datenlbersicht der Konzentrationsmengen des WFs VEGF aller Probengruppen.

Probengruppe MW in pg/ml Min. in pg/ml  Max. in pg/ml  SD in pg/ml
Vollblut (n = 5) 574 364 723 1 147
Arthrex ACP (n = 5) 222 126 378 +99
Harvest SmartPReP-2 (n = 5) 528 233 775 + 233
TK (n = 5) 1087 528 1854 +535
PPR-Pulver (n = 1) 1722 1722 1722 + 50°
Serum aus BSG (n =5) 174 0 389 +170

@Berechnete technische Abweichung mittels der dreifachen OD-Messung.
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Vollblut Arthrex ACP Harvest PRP-Pulver Serum (BSG)
SmartPReP-2

Abb. 7: Datendiagramm der Konzentrationsmengen des WFs VEGF aller Probengruppen. Abgebildet
wurde der MW als Saule mit Wert und die SD-Range (®berechnete technische Abweichung mittels der
dreifachen OD-Messung).

Im Vergleich des TK (1087 + 535 pg/ml) zur Referenzgruppe Vollblut (574 + 147 pg/ml)
zeigte sich dagegen in der WF-Messung eine nicht signifikante Erhdhung (p = 0,114) des WF
VEGF. Dafir prasentieren die anderen paarweisen Mehrfachvergleiche einen hoch
signifikanten Unterschied (p < 0,001) zwischen dem TK und dem Serum aus den BSG-
Sedivetten (174 £ 170 pg/ml) sowie zwischen dem TK und dem PRP nach Arthrex (222 + 99
pag/ml) (s. Tab. 10). Ferner zeigte sich kein eindeutig signifikanter Unterschied (p = 0,077)
zwischen dem TK und dem PRP nach Harvest (528 + 233 pg/ml) (s. Tab. 10, Abb. 7).

Beim PRP der Herstellungsmethode nach Harvest (5628 + 233 pg/ml) zeigte die VEGF
Konzentrationsmessung keine signifikante Erhéhung (p > 0,999) gegenlber dem Vollblut
(574 + 147 pg/ml). Indes war die WF-Menge in der PRP-Aufbereitungsmethode nach Arthrex
(222 £ 99 pg/ml) um einen nicht signifikanten Faktor von 2,59 (p = 0,630) zum Vollblut (574 £
147 pg/ml) reduziert. Das BSG-Serum (174 £ 170 pg/ml) zeigte ebenfalls eine Verringerung
der VEGF WF-Konzentration zum Vollblut (574 + 147 pg/ml) ohne bestehender Signifikanz (p
=0,371) (s. Abb. 7, Tab. 10).
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Tab. 9: Datentibersicht des ungepaarten t-Test des WFs VEGF mit einer Probengruppe (n = 5) und
dem PRP-Pulver (n = 1).

VEGF PRP-Pulver = 1722 pg/ml (n=1)
Probengruppen T Signifikanz/  Mittlere 95% Konfidenzintervall der
(n=5) p-Wert Differenz Differenz
(2-seitig) Untere Obere

Vollblut -17,417 <,0012 -1147,62 -1330,56 -964,68
Harvest SmartPReP-2  -11,456 <,0012 -1194,29 -1483,74 -904,83
Arthrex ACP -34,007 <,0012 -1500,32 -1622,81 -1377,83
TK -2,652 ,057 -634,88 -1299,56 29,80
Serum BSG -20,360 <,0012 -1547,67 -1758,73 -1336,62

aStatistisch hoch signifikanter Unterschied: p <,01

Tab. 10: Datenlibersicht der Mehrfachvergleiche (Bonferroni-Post-hoc-Test) der Probengruppen (n= 5)
des WFs VEGF.

Abhangige Variable VEGEF in pg/ml
Mittlere Signifikanz/ 95%-Konfidenzintervall der
(A) Proben (B) Proben Differenz (A-B) p-Wert Differenz
(n =5) (n =5) Untergrenze Obergrenze

Vollblut Harvest 46,67 >,999 -564,48 657,83
Arthrex 352,70 ,630 -212,27 917,67
TK -512,74 114 -1123,89 98,42
Serum 400,05 ,371 -164,92 965,02

Harvest Vollblut -46,67 >,999 -657,83 564,48
Arthrex 306,03 >,999 -258,93 871,00
TK -559,41 ,077 -1170,56 51,75
Serum 353,38 ,625 -211,58 918,35

Arthrex Vollblut -352,70 ,630 -917,67 212,27
Harvest -306,03 >,999 -871,00 258,93
TK -865,44 <,0012 -1430,41 -300,47
Serum 47,35 >,999 -517,62 612,32

TK Vollblut 512,74 114 -98,42 1123,89
Harvest 559,41 ,077 -51,75 1170,56
Arthrex 865,44 <,0012 300,47 1430,41
Serum 912,79 <,001@ 347,82 1477,76

Serum Vollblut -400,05 ,371 -965,02 164,92
Harvest -353,38 ,625 -918,35 211,58
Arthrex -47,35 >,999 -612,32 517,62
TK -912,79 <,001@ -1477,76 -347,82

aStatistisch hoch signifikanter Unterschied: p <,01
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Im Weiteren zeigten sich interindividuelle Unterschiede in der VEGF-Konzentration bei P1
bis P5 (s. Abb. 8). Bei P1 und P5 wurde der WF VEGF der PRP-Herstellungsmethode nach
Harvest SmartPReP-2 in Bezug auf dessen Referenz Vollblut leicht aufkonzentriert. Der P2
zeigte keinen wesentlichen Konzentrationsunterschied. Bei P3 und P4 hingegen wurde
VEGF in keiner der herkdmmlichen PRP-Herstellungsmethoden sowie in dessen Serum
(BSG) zum Vollblut aufkonzentriert. Die Konzentrationen im PRP der Aufbereitungsmethode
nach Arthrex ACP zeigte hingegen bei P1, P2 und P5 anndhernd gleiche Mengen im
Verhaltnis zu deren individuellen Seren aus den BSG-Sedivetten. Bei P1 bis P5 liel3 sich in
deren PRP nach Arthrex ACP deutlich weniger VEGF-Konzentration als zum Vollblut
nachweisen. Nur sehr geringe Mengen an WF VEGF wurden bei P4 und keine bei P3 im
Serum (BSG) gemessen.

mVolblut = Harvest SmartPReP-2 Arthrex ACP  mSerum (BSG)
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Abb. 8: Datendiagramm der Konzentrationsmengen des WFs VEGF aller Probanden. Abgebildet
wurde die Konzentrationsmenge als Saule mit Wert.
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3.3 Wachstumsfaktor FGF-2

Es wurden erhohte Konzentrationen des WF FGF-2 (MW £ SD in pg/ml) im PRP-Pulver
(542 + 12 pg/ml), in den beiden herkdmmlichen PRP-Herstellungsmethoden (Arthrex:
242 + 203 pg/ml, Harvest: 410 £ 259 pg/ml) und im BSG-Serum (258 + 218 pg/ml)
gegenlber der Referenzgruppe Vollblut (198 £ 164 pg/ml) bestimmt. In den TKs (151 £ 99
pg/ml) wurde eine niedrigere FGF-2 WF-Menge gemessen (s. Tab. 11, Abb. 9).

Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Probengruppen des WF FGF-2 mit
Ausnahme des PRP-Pulvers wurde nicht festgestellt (s. Tab. 13). Allein im PRP-Pulver liel3
sich ein hoch signifikanter Unterschied zum Vollblut (p = 0,009) und zum TK (p = 0,01)
nachweisen (s. Tab. 12).
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Tab. 11: Datenibersicht der Konzentrationsmengen des WFs FGF-2 aller Probengruppen.
Probengruppe MW in pg/ml Min. in pg/ml  Max. in pg/ml  SD in pg/ml
Vollblut (n = 5) 198 59 467 + 164
Arthrex ACP (n = 5) 242 74 573 + 203
Harvest SmartPReP-2 (n = 5) 410 183 843 + 259
TK (n = 5) 151 47 288 £ 99
PRP-Pulver (n = 1) 542 542 542 + 122
Serum aus BSG (n =5) 258 84 602 +218

@Berechnete technische Abweichung mittels der dreifachen OD-Messung.
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Abb. 9: Datendiagramm der Konzentrationsmengen des WFs FGF-2 aller Probengruppen. Abgebildet
wurde der MW als Saule mit Wert und die SD-Range (®berechnete technische Abweichung mittels der

dreifachen OD-Messung).

Tab. 12: Datenlbersicht des ungepaarten t-Test des WFs FGF-2 mit einer Probengruppe (n = 5) und

dem PRP-Pulver (n = 1).

FGF-2 PRP-Pulver = 542 pg/ml (n = 1)
Probengruppen Signifikanz/ Mittlere 95% Konfidenzintervall der
(n =5) T p-Wert Differenz Differenz
(2-seitig) Untere Obere
Vollblut -4,697 ,0092 -343,65 -546,81 -140,50
Harvest SmartPReP-2  -1,139 318 -132,07 -454,08 189,94
Arthrex ACP -3,303 ,030° -300,01 -552,19 -47,83
TK -8,815 ,0012 -390,83 -513,92 -267,73
Serum BSG -2,917 ,043° -284,39 -555,06 -13,72

aStatistisch hoch signifikanter Unterschied: p < .01
bStatistisch signifikanter Unterschied: p < .050
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Im Vergleich zwischen beiden PRP-Herstellungsmethoden war die gemessene WF-Menge
nach der Harvest-Methode (410 £ 259 pg/ml) circa 1,7-fach hdher als nach der Arthrex-
Methode (242 + 203 pg/ml) ohne nachweislicher Relevanz (p > 0,999) (s. Abb. 9, Tab. 13).
Zudem enthielten beide PRP-Herstellungsmethoden weniger WF FGF-2 als das PRP-Pulver
(542 £ 12 pg/ml). Eine statistische Signifikanz zwischen dem PRP nach Harvest SmartPReP-
2 und dem PRP-Pulver (p = 0,318) bestehen nicht. Dafur besteht ein signifikanter
Unterschied des PRP-Pulvers zum PRP nach Arthrex ACP (p = 0,030) sowie zum Serum
aus den BSG-Sedivetten (p = 0,043) (s. Tab. 12).

Tab. 13: Datenlibersicht der Mehrfachvergleiche (Bonferroni-Post-hoc-Test) der Probengruppen (n= 5)
des WFs FGF-2.

Abhangige Variable FGF-2 in pg/ml
Mittlere Signifikanz/ 95%-Konfidenzintervall der
(A) Proben (B) Proben Differenz (A-B) p-Wert Differenz
(n =5) (n =5) Untergrenze Obergrenze
Vollblut Harvest -211,58 ,292 -538,65 115,49
Arthrex -43,64 >,999 -435,09 347,81
TK 47,18 >,999 -279,89 374,25
Serum -59,26 >,999 -450,71 332,19
Harvest Vollblut 211,58 ,292 -115,49 538,65
Arthrex 167,94 >,999 -223,51 559,39
TK 258,75 ,145 -68,32 585,83
Serum 152,32 >,999 -239,13 543,77
Arthrex Vollblut 43,64 >,999 -347,81 435,09
Harvest -167,94 >,999 -559,39 223,51
TK 90,82 >,999 -300,64 482,27
Serum -15,62 >,999 -407,07 375,83
TK Vollblut -47,18 >,999 -374,25 279,89
Harvest -258,75 ,145 -585,83 68,32
Arthrex -90,82 >,999 -482,27 300,64
Serum -106,44 >,999 -497,89 285,02
Serum Vollblut 59,26 >,999 -332,19 450,71
Harvest -152,32 >,999 -543,77 239,13
Arthrex 15,62 >,999 -375,83 407,07
TK 106,44 >,999 -285,02 497,89

Zugleich waren nur geringe interindividuelle Unterschiede der FGF-2 WF-Konzentrationen
bei den Probanden erkennbar. Auffallend ist hingegen, dass bei allen Probanden eine
héhere WF-Menge im PRP nach Harvest SmartPReP-2 als zur Referenz Vollblut, ebenso
zum PRP nach Arthrex ACP und zum BSG-Serum gemessen wurde (s. Abb. 10). In der
Datenubersicht der Probengruppen wird dies ebenfalls ersichtlich (s. Tab. 11), dagegen wird
im statistischen Vergleich der Probengruppen deutlich, das hier kein signifikanter
Unterschied besteht (s. Tab. 12, Tab. 13).
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Ferner wird sichtbar, dass das PRP der Aufbereitungsmethode nach Arthrex ACP eine
minimal hoéhere WF-Konzentration als zum Vollblut enthalt, mit Ausnahme von P5.
Geringfugige interindividuelle Konzentrationsunterschiede bestehen bei P4 und P5 zwischen
deren Vollblut, ihrem PRP nach Arthrex ACP und ihrem Serum aus den BSG-Sedivetten im
Gegensatz zu P1 bis P3. Bei P4 ist die WF-Menge im BSG-Serum am niedrigsten. Bei P5 ist
die Konzentration im PRP nach der Arthrex-Methode am kleinsten. Bei P1 bis P3 sind keine
Unterschiede innerhalb der Aufbereitungsmethoden untereinander erkennbar, daflir sind die
WEF-Konzentrationen der jeweiligen Aufbereitungsmethode zwischen den drei Probanden
sichtlich verschieden (s. Abb. 10).

mVolblut = Harvest SmartPReP-2 Arthrex ACP = Serum (BSG)
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Abb. 10: Datendiagramm der Konzentrationsmengen des WFs FGF-2 aller Probanden. Abgebildet
wurde die Konzentrationsmenge als Saule mit Wert.

Konzentration [pg/mi]

3.4 Wachstumsfaktor PDGF-AB

Es konnten deutlich angereicherte WF-Mengen von PDGF-AB (MW + SD in pg/ml) im PRP
nach Harvest SmartPReP-2 (17846 + 3087 pg/ml), im TK (18461 + 4455 pg/ml) und im PRP-
Pulver (23023 + 630 pg/ml) gegenuber der Referenz Vollblut (2394 + 451 pg/ml) gemessen
werden (s. Tab. 14, Abb. 11).

In den statistisch gepaarten Mehrfachvergleichen bestatigt sich die hoch signifikante
Differenz (p < 0,001) zwischen dem Vollblut und dem PRP nach der Harvest-Methode sowie
zwischen dem Vollblut und dem TK. Das PRP nach Harvest SmartPReP-2 und das TK
prasentieren gegeniber allen Probengruppen, mit Ausnahme des PRP-Pulvers, einen hoch
signifikanten Unterschied (p < 0,001) (s. Tab. 15, Tab. 16).

Das PRP-Pulver (23023 £ 630 pg/ml) weist gleichermal3en eine hoch signifikante grolde WF-
Konzentration (p < 0,001) zum Vollblut (2394 + 451 pg/ml), zum PRP nach Arthrex ACP
(2473 £ 643 pg/ml) und zum Serum aus den BSG-Sedivetten (7325 + 1900 pg/ml) auf.
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Aulerdem besteht eine signifikante Abweichung (p = 0,02) zwischen dem PRP-Pulver
(23023 £+ 630 pg/ml) und dem PRP nach Harvest SmartPReP-2 (17846 + 3087 pg/ml).
Zwischen dem PRP-Pulver und dem TK lasst sich dagegen kein eindeutig signifikanter
Unterschied (p = 0,084) erkennen (s. Tab. 15).

Tab. 14: Datenibersicht der Konzentrationsmengen des WFs PDGF-AB aller Probengruppen.

Probengruppe MW in pg/ml  Min. in pg/ml  Max. in pg/ml SD in pg/ml
Vollblut (n = 5) 2394 1850 2984 1451
Arthrex ACP (n = 5) 2473 1683 3361 1643
Harvest SmartPReP-2 (n = 5) 17846 13804 20870 + 3087
TK (n = 5) 18461 13056 21923 * 4455
PRP-Pulver (n = 1) 23023 23023 23023 + 6302
Serum aus BSG (n =5) 7325 4282 9364 + 1900

@Berechnete technische Abweichung mittels der dreifachen OD-Messung.
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Abb. 11: Datendiagramm der Konzentrationsmengen des WFs PDGF-AB aller Probengruppen.
Abgebildet wurde der MW als Saule mit Wert und die SD-Range (®berechnete technische Abweichung
mittels der dreifachen OD-Messung).

Des Weiteren konnte eine erhdhte Anzahl an WF PDGF-AB im BSG-Serum (7325 + 1900
pg/ml) vergleichsweise zum Vollblut (2394 + 451 pg/ml) ermittelt werden. Eine nur geringe
Erhéhung der Konzentration an PDGF-AB zeigt hingegen das PRP nach Arthrex ACP (2473
+ 643 pg/ml) im Vergleich zum Vollblut (2394 + 451 pg/ml) (s. Tab. 14, Abb. 11). Zugleich
lasst sich kein eindeutig signifikanter Unterschied zwischen dem Serum aus den BSG-
Sedivetten gegentber dem Vollblut (p = 0,070) sowie dem PRP nach Arthrex ACP (p =
0,077) annehmen (s. Tab. 16). Ebenso besteht keine Signifikanz zwischen dem Vollblut und
der PRP-Herstellungsmethode nach Arthrex ACP (p > 0,999) (s. Tab. 16).



Ergebnisse 33

Tab. 15: Datenlbersicht des ungepaarten t-Test des WFs PDGF-AB mit einer Probengruppe (n = 5)
und dem PRP-Pulver (n = 1).

PDGF-AB PRP-Pulver = 23023 pg/ml (n = 1)
Probengruppen Signifikanz/ Mittlere 95% Konfidenzintervall der
(n=5) T p-Wert Differenz Differenz
(2-seitig) Untere Obere

Vollblut -102,176 <,0012 -20628,66 -21189,21 -20068,11
Harvest SmartPReP-2 -3,750 ,020° -5176,80 -9009,36 -1344,24
Arthrex ACP -71,481 <,0012 -20550,43 -21348,65 -19752,22
TK -2,290 ,084 -4562,09 -10093,36 969,17
Serum BSG -18,478 <,0012 -15697,97 -18056,66 -13339,27

aStatistisch hoch signifikanter Unterschied: p < .01
bStatistisch signifikanter Unterschied: p < .050

Tab. 16: Datenlibersicht der Mehrfachvergleiche (Bonferroni-Post-hoc-Test) der Probengruppen (n= 5)
des WFs PDGF-AB.

Abhangige Variable PDGF-AB in pg/ml

Mittlere Signifikanz/ 95%-Konfidenzintervall der

(A) Proben (B) Proben Differenz (A-B) p-Wert Differenz

(n =5) (n =5) Untergrenze Obergrenze

Vollblut Harvest -15451,85 <,0012 -20971,34 -9932,37
Arthrex -78,23 >,999 -5248,07 5091,62
TK -16066,56 <,0012 -21586,05 -10547,08
Serum -4930,69 ,070 -10100,54 239,15
Harvest Vollblut 15451,85 <,0012 9932,37 20971,34
Arthrex 15373,63 <,0012 10203,79 20543,47
TK -614,71 <,0012 -6134,20 20971,34
Serum 10521,16 <,0012 5351,32 15691,01
Arthrex Vollblut 78,23 >,999 -5091,62 5248,07
Harvest -15373,63 <,0012 -20543,47 -10203,79
TK -15988,34 <,0012 -21158,18 -10818,49
Serum -4852,47 ,077 -10022,31 317,38
TK Vollblut 16066,56 <,0012 10547,08 21586,05
Harvest 614,71 <,0012 -20971,34 6134,20
Arthrex 15988,34 <,0012 10818,49 21158,18
Serum 11135,87 <,0012 5966,03 16305,72
Serum Vollblut 4930,69 ,070 -239,15 10100,54
Harvest -10521,16 <,0012 -15691,01 -5351,32
Arthrex 4852,47 ,077 -317,38 10022,31
TK -11135,87 <,0012 -16305,72 -5966,03

aStatistisch hoch signifikanter Unterschied: p < .01
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In den Ergebnissen der Menge an WF PDGF-AB im Vergleich zwischen den einzelnen
Probanden zeigen sich nur geringfligige Abweichungen. Deutlich wird, dass das PRP mit
Hilfe der Herstellungsmethode nach Harvest SmartPReP-2 bei allen Probanden die hochste
WEF-Anreicherung hat und sich dies ebenso in den Mehrfachvergleichen der Probengruppen
in deren Signifikanz widerspiegelt (p < 0,001) (s. Abb. 12, Tab. 16).

Aulerdem wurden im Serum der BSG-Sedivetten hohere WF-Konzentrationen gemessen
als im PRP nach Arthrex ACP und zum Vollblut (s. Abb. 12). In Bezug auf die Datenlbersicht
der Mehrfachvergleiche der Probengruppen von PDGF-AB besteht hier kein deutlich
signifikanter Unterschied (s. Tab. 16).

Eine niedrige Anzahl an WF PDGF-AB weisen das PRP nach Arthrex ACP und etwas
geringer das Vollblut bei der Mehrheit der Probanden auf, abgesehen von P3 und P5, bei
denen es sich umgekehrt darstellt (s. Abb. 12).
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Abb. 12: Datendiagramm der Konzentrationsmengen des WFs PDGF-AB aller Probanden. Abgebildet
wurde die Konzentrationsmenge als Saule mit Wert.

3.5 Wachstumsfaktor TGF-R1

Beim WF TGF-R1 wurden hohe Konzentrationen (MW + SD in pg/ml) im PRP-Pulver (87495
+ 457 pg/ml), im PRP nach der Harvest-Methode (77533 £ 13918 pg/ml), im TK (68582 +
7388 pg/ml) sowie mafig viel im PRP nach Arthrex ACP (23668 + 8225 pg/ml) im Vergleich
zur Referenzgruppe Vollblut (14356 + 4527 pg/ml) ermittelt (s. Tab. 17, Abb. 13). Hierbei
weist das PRP-Pulver eine statistisch hoch signifikante groRere WF-Menge als zum Vollblut
(p < 0,001), zum PRP nach Arthrex ACP (p < 0,001), zum BSG-Serum (p < 0,001) und zum
TK (p = 0,005) auf, mit Ausnahme vom PRP nach Harvest SmartPReP-2, was keinen
erheblichen Unterschied (p = 0,185) darlegt (s. Tab. 18).
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Tab. 17: Datenubersicht der Konzentrationsmengen des WFs TGF-R31 aller Probengruppen.

Probengruppe MW in pg/ml Min. in pg/ml  Max. in pg/ml SD in pg/ml
Vollblut (n = 5) 14356 10242 21627 14527
Arthrex ACP (n = 5) 23668 17395 37875 + 8225
Harvest SmartPReP-2 (n = 5) 77533 53092 87846 + 13918
TK (n = 5) 68582 56043 74280 + 7388
PRP-Pulver (n = 1) 87495 87495 87495 1 4572
Serum aus BSG (n = 5) 11990 10918 12632 + 663

@Berechnete technische Abweichung mittels der dreifachen OD-Messung.

In den gepaarten Mehrfachvergleichen prasentiert lediglich das PRP nach Harvest
SmartPReP-2 und das TK eine statistisch hoch signifikante WF-Erhéhung (p < 0,001)
gegenlber den anderen Probengruppen. Davon ausgenommen sind die beiden Gruppen in
ihrem Direktvergleich, dort liel3 sich kein relevanter Unterschied (p = 0,482) nachweisen
(s. Tab. 19). Eine nicht signifikante geringere TGF-R1 WF-Konzentration (p > 0,999) als das
Vollblut (14356 + 4527 pg/ml) weist ausschlieBlich das Serum aus den BSG-Sedivetten
(11990 + 663 pg/ml) auf (s. Abb. 13, Tab. 17, Tab. 19).
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Abb. 13: Datendiagramm der Konzentrationsmengen des WFs TGF-R1 aller Probengruppen.
Abgebildet wurde der MW als Saule mit Wert und die SD-Range (®berechnete technische Abweichung
mittels der dreifachen OD-Messung).
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Tab. 18: Dateniibersicht des ungepaarten t-Test des WFs TGF-R1 mit einer Probengruppe (n = 5) und
dem PRP-Pulver (n = 1).

TGF-131 PRP-Pulver = 87495 pg/ml (n = 1)
Probengruppen Signifikanz/ Mittlere 95% Konfidenzintervall der
(n=5) T p-Wert Differenz Differenz
(2-seitig) Untere Obere

Vollblut -36,129 <,0012 -73138,56 -78759,12 -67518,00
Harvest SmartPReP-2 -1,601 ,185 -9962,19 -27243,74 7319,36
Arthrex ACP -17,353 <,0012 -63826,88 -74039,13 -53614,63
TK -5,724 ,0052 -18912,70 -28086,44 -9738,96
Serum BSG -254,683 <,0012 -75504,57 -76327,69 -74681,45

aStatistisch hoch signifikanter Unterschied: p < .01

Tab. 19: Datenlibersicht der Mehrfachvergleiche (Bonferroni-Post-hoc-Test) der Probengruppen (n= 5)
des WFs TGF-1.

Abhangige Variable TGF-31 in pg/ml
Mittlere Signifikanz/ 95%-Konfidenzintervall der
(A) Proben (B) Proben Differenz (A-B) p-Wert Differenz

(n =5) (n =5) Untergrenze Obergrenze

Vollblut Harvest -63176,37 <,0012 -79815,78 -46536,97

Arthrex -9311,68 ,880 -25682,01 7058,65

TK -54225,86 <,0012 -70865,26 -46536,97

Serum 2366,01 >,999 -14004,32 18736,35

Harvest Vollblut 63176,37 <,0012 46536,97 79815,78

Arthrex 53864,69 <,0012 37494,36 70235,03

TK 8950,51 ,482 -7688,89 25589,92

Serum 65542,38 <,0012 49172,05 81912,72

Arthrex Vollblut 9311,68 ,880 -7058,65 25682,01

Harvest -53864,69 <,0012 -70235,03 -37494,36

TK -44914,18 <,0012 -61284,51 -28543,84

Serum 11677,69 ,359 -4692,64 28048,03

TK Vollblut 54225,86 <,0012 46536,97 70865,26

Harvest -8950,51 ,482 -25589,92 7688,89

Arthrex 4491418 <,0012 28543,84 61284,51

Serum 56591,87 <,0012 40221,54 72962,20

Serum Vollblut -2366,01 >,999 -18736,35 14004,32

Harvest -65542,38 <,0012 -81912,72 -49172,05

Arthrex -11677,69 ,359 -28048,03 4692,64

TK -56591,87 <,001@ -72962,20 -40221,54

aStatistisch hoch signifikanter Unterschied: p < .01



Ergebnisse 37

Die WF-Mengen von TGF-B1 zeigen nur geringe Differenzen in den
Konzentrationsverhaltnissen zwischen den einzelnen Probanden. Bei allen Testpersonen
wurden deutlich erhdhte WF-Konzentrationen im PRP nach Harvest SmartPReP-2
gemessen, gefolgt vom PRP nach Arthrex ACP. Ausgenommen P1, wo lediglich das Vollblut
eine leicht erhdhte Anzahl des WF TGF-R31 gegentber dem PRP nach Arthrex ACP aufweist
(s. Abb. 14). Im statistischen Mehrfachvergleich der Probengruppen bestatigt sich die hoch
signifikante Unterscheidung (p < 0,001) des PRPs nach Harvest SmartPReP-2 gegenuber
dem PRP nach Arthrex ACP, dem Vollblut und dem Serum der BSG-Sedivetten (s. Tab. 19).
Die niedrigste Menge an TGF-31 war im BSG-Serum nachweislich, mit Ausnahme von P3
und P4, dort enthalt das Vollblut die geringste WF-Konzentration (s. Abb. 14).
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Abb. 14: Datendiagramm der Konzentrationsmengen des WFs TGF-R1 aller Probanden. Abgebildet
wurde die Konzentrationsmenge als Saule mit Wert.

Konzentration [pg/mi]

3.6 Wachstumsfaktor IGF-1

In der Mehrheit der Probengruppen (Methode: MW % SD in pg/ml, TK: 2266 + 485 pg/ml,
PRP nach Arthrex ACP: 1234 + 823 pg/ml, PRP nach Harvest SmartPReP-2: 1539 + 348
pag/ml, BSG-Serum: 120 + 69 pg/ml) wurde weniger an IGF-1 verglichen zur Referenz
Vollblut (2317 + 711 pg/ml) gemessen. Im PRP-Pulver hingegen war kein WF IGF-1
detektierbar (s. Abb. 15, Tab. 20).
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Tab. 20: Datenibersicht der Konzentrationsmengen des WFs IGF-1 aller Probengruppen.

Probengruppen MW in pg/ml Min. in pg/ml  Max. in pg/ml SD in pg/ml
Vollblut (n = 5) 2317 1531 3365 711
Arthrex ACP (n = 5) 1234 526 2538 + 823
Harvest SmartPReP-2 (n = 5) 1539 1173 2039 + 348
TK (n = 5) 2266 1821 2833 1485
PRP-Pulver (n = 1) n.d. n.d. n.d. n.d.?
Serum aus BSG (n = 5) 120 39 218 + 69

an.d., nicht detektierbar.

Statistisch hoch signifikante Unterschiede werden beim Vollblut (p < 0,001), beim TK (p <
0,001) und beim PRP nach Harvest SmartPReP-2 (p = 0,006) gegenlber dem Serum aus
den BSG-Sedivetten deutlich. Ein weiterer signifikanter Unterschied (p = 0,048) besteht
zudem zwischen dem PRP nach Arthrex ACP und dem BSG-Serum. Keine eindeutig
signifikanten Abweichungen lassen sich beim PRP nach Arthrex ACP im Vergleich zum
Vollblut (p = 0,059) und zum TK (p = 0,82) erkennen. Aulierdem besteht keine signifikante
Differenz beim TK (p > 0,999) vergleichsweise zum Vollblut sowie zwischen den beiden
PRP-Herstellungsmethoden nach Arthrex ACP und Harvest SmartPReP-2 (p > 0,999),
ebenso wenig beim PRP nach Harvest SmartPReP-2 verglichen zum Vollblut (p = 0,122) und
zum TK (p = 0,160) (s. Tab. 21).
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Abb. 15: Datendiagramm der Konzentrationsmengen des WFs IGF-1 aller Probengruppen. Abgebildet
wurde der MW als Saule mit Wert und die SD-Range. Abkiirzung: n.d., nicht detektierbar.
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Tab. 21: Datenlibersicht der Mehrfachvergleiche (Bonferroni-Post-hoc-Test) der Probengruppen (n= 5)
des WFs IGF-1.

Abhangige Variable IGF-1in pg/ml
Mittlere Signifikanz/ 95%-Konfidenzintervall der
(A) Proben (B) Proben Differenz (A-B) p-Wert Differenz
(n =5) (n =5) Untergrenze Obergrenze
Vollblut Harvest 777,13 122 -165,16 1719,42
Arthrex 1082,42 ,059¢ -25,91 2190,76
TK 50,53 >,999 -891,76 992,83
Serum 2196,57 <,0012 1088,24 3304,91
Harvest Vollblut -777,13 122 -1719,42 165,16
Arthrex 305,30 >,999 -803,04 1413,63
TK -726,59 ,160 -1668,88 215,70
Serum 1419,45 ,0062 311,11 2527,78
Arthrex Vollblut -1082,42 ,059¢ -2190,76 25,91
Harvest -305,30 >,999 -1413,63 803,04
TK -1031,89 ,082¢ -2140,22 76,45
Serum 1114,15 ,048° 5,82 2222,49
TK Vollblut -50,53 >,999 -992,83 891,76
Harvest 726,59 ,160 -215,70 1668,88
Arthrex 1031,89 ,082¢ -76,45 2140,22
Serum 2146,04 <,0012 1037,70 3254,38
Serum Vollblut -2196,57 <,0012 -3304,91 -1088,24
Harvest -1419,45 ,0062 -2527,78 -311,11
Arthrex -1114,15 ,048° -2222,49 -5,82
TK -2146,04 <,0012 -3254,38 -1037,70

aStatistisch hoch signifikanter Unterschied: p < .01
bStatistisch signifikanter Unterschied: p < .050

Der ungepaarte t-Test des WFs IGF-1 zwischen dem PRP-Pulver und den anderen
Probengruppen ist nicht vergleichbar aufgrund des nicht nachweisbaren WF IGF-1 im PRP-
Pulver. Das PRP-Pulver ist somit 0, ebenfalls die Werte der jeweils vergleichenden
Probengruppe und deren Mittelwerte der Differenz.

Im Probandenvergleich zeigten die WF-Mengen von IGF-1 nur geringe Verschiedenheiten
untereinander auf (s. Abb. 16). Bei allen Testpersonen prasentiert das Vollblut die hdchste
WEF-Konzentration gefolgt vom PRP nach Harvest SmartPRep-2 sowie daran das PRP nach
Arthrex ACP. Eine Ausnahme stellt P1 dar, wo das PRP nach der Arthrex-Methode am
zweithdchsten war und danach das PRP der Herstellung nach Harvest SmartPReP-2 folgte.
Die niedrigste Anzahl an WF IGF-1 weist bei allen Probanden das Serum aus den BSG-
Sedivetten auf. Des Weiteren wird deutlich, dass die WF-Mengen zwischen den Probanden
unterschiedlich hoch bzw. niedrig sind und zum Teil bis zu doppelt so hohe Konzentrationen
aufweisen (s. Abb. 16).
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Abb. 16: Datendiagramm der Konzentrationsmengen des WFs IGF-1 aller Probanden. Abgebildet
wurde die Konzentrationsmenge als Saule mit Wert.

3.7 Wachstumsfaktor IGF-BP3

Eine grofle Anzahl an WF IGF-BP3 (MW = SD in pg/ml) war in den TKs (37198 + 6157
pg/ml) sowie im PRP der Herstellung nach Arthrex ACP (27213 + 10593 pg/ml) festzustellen.
Im Vollblut (13611 £ 4901 pg/ml), im PRP nach Harvest SmartPReP-2 (13765 + 3814 pg/ml),
im PRP-Pulver (6123 + 344 pg/ml) und im Serum aus den BSG-Sedivetten (5836 + 3015
pg/ml) fallt dies deutlich geringer aus. Die WF-Konzentration IGF-BP3 weist in den TKs
nahezu eine Verdopplung zum Vollblut auf (s. Abb. 17, Tab. 22).
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Abb. 17: Datendiagramm der Konzentrationsmengen des WFs IGF-BP3 aller Probengruppen.
Abgebildet wurde der MW als Saule mit Wert und die SD-Range (°berechnete technische Abweichung
mittels der dreifachen OD-Messung).
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Tab. 22: Datenibersicht der Konzentrationsmengen des WFs IGF-BP3 aller Probengruppen.

Probengruppe MW in pg/ml Min. in pg/ml  Max. in pg/ml SD in pg/ml
Vollblut (n = 5) 13611 10073 22194 + 4901
Arthrex ACP (n = 5) 27213 18852 45292 + 10593
Harvest SmartPReP-2 (n = 5) 13765 9949 19891 + 3814
TK (n =5) 37198 31017 45358 + 6157
PRP-Pulver (n = 1) 6123 6123 6123 + 3442
Serum aus BSG (n = 5) 5836 3730 11069 + 3015

@Berechnete technische Abweichung mittels der dreifachen OD-Messung.

Im Vergleich zur Referenz Vollblut besteht nur ein hoch signifikanter Unterschied (p < 0,001)
zu den TKs sowie eine signifikante Abweichung (p = 0,027) zum PRP-Pulver und PRP nach
Arthrex ACP (s. Tab. 23, Tab. 24). Des Weiteren weisen die TKs eine hoch signifikante
Differenz (p < 0,001) zum PRP nach Harvest SmartPReP-2 und zum BSG-Serum auf (s.
Tab. 24). Weitere statistische signifikante Verschiedenheiten (p = 0,011) werden zudem
zwischen dem PRP-Pulver und dem PRP der Herstellung nach Arthrex ACP und Harvest
SmartPReP-2 deutlich (s. Tab. 23). Zugleich besteht ein signifikanter Unterschied (p = 0,030)
zwischen beiden PRPs nach Harvest SmartPReP-2 und Arthrex ACP (s. Tab. 24).

Keine Divergenz zeigt dagegen das Serum aus den BSG-Sedivetten zum Vollblut (p =
0,647), zum PRP der Methode nach Harvest SmartPReP-2 (p = 0,600) und zum PRP-Pulver
(p = 0,842) (s. Tab. 23, Tab. 24). Zwischen den TKs und dem PRP nach Harvest
SmartPRep-2 wird ebenfalls kein statistischer Unterschied (p = 0,208) deutlich (s. Tab. 24).

Tab. 23: Datenibersicht des ungepaarten t-Test des WFs IGF-BP3 mit einer Probengruppe (n = 5)
und dem PRP-Pulver (n = 1).

IGF-BP3 PRP-Pulver = 6123 pg/ml (n = 1)
Probengruppe Signifikanz/ Mittlere 95% Konfidenzintervall der
(n=5) T p-Wert Differenz Differenz
(2-seitig) Untere Obere

Vollblut 3,417 ,027° 7488,24 1402,92 13573,56
Harvest SmartPReP-2 4,481 ,011° 7642,39 2906,64 12378,13
Arthrex ACP 4,452 ,011° 21090,49 7936,95 34244,04
TK 11,286 <,0012 31075,50 23430,45 38720,55
Serum BSG -,213 ,842 -286,98 -4030,16 3456,20

aStatistisch hoch signifikanter Unterschied: p < .01
bStatistisch signifikanter Unterschied: p < .050
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Tab. 24: Datenlibersicht der Mehrfachvergleiche (Bonferroni-Post-hoc-Test) der Probengruppen (n= 5)
des WFs IGF-BP3.

Abhangige Variable IGF-BP3 in pg/ml
Mittlere Signifikanz/ 95%-Konfidenzintervall der
(A) Proben (B) Proben Differenz (A-B) p-Wert Differenz
(n =5) (n =5) Untergrenze Obergrenze

Vollblut Harvest -154,15 >,999 -12697,73 12389,44
Arthrex -13602,25 ,027° -26145,84 -1058,67

TK -23587,26 <,0012 -36130,85 -11043,67

Serum 7775,22 ,647 -4768,37 20318,81

Harvest Vollblut 154,15 >,999 -12389,44 12697,73
Arthrex -13448,10 ,030° -25991,69 -904,52

TK -23433,11 <,0012 -35976,70 -10889,53

Serum 7929,37 ,600 -4614,22 20472,95

Arthrex Vollblut 13602,25 ,027° 1058,67 26145,84
Harvest 13448,10 ,030° 904,52 25991,69

TK -9985,01 ,208 -22528,59 2558,58

Serum 21377,47 <,0012 8833,89 33921,06

TK Vollblut 23587,26 <,0012 11043,67 36130,85
Harvest 23433,11 <,0012 10889,53 35976,70

Arthrex 9985,01 ,208 -2558,58 22528,59

Serum 31362,48 <,0012 18818,89 43906,07

Serum Vollblut -7775,22 ,647 -20318,81 4768,37
Harvest -7929,37 ,600 -20472,95 4614,22

Arthrex -21377,47 <,0012 -33921,06 -8833,89

TK -31362,48 <,0012 -43906,07 -18818,89

aStatistisch hoch signifikanter Unterschied: p < .01
bStatistisch signifikanter Unterschied: p < .050

In den Ergebnissen des WF IGF-BP3 préasentieren sich nur geringfugige Abweichungen
zwischen den Probanden (s. Abb. 18). Deutlich wird, dass das PRP der
Herstellungsmethode nach Arthrex ACP die hochste WF-Anreicherung bei allen Probanden
aufweist und das Serum der BSG-Sedivetten die niedrigste Konzentration darstellt. Minimale
Unterschiede treten zwischen dem Vollblut und dem PRP der Herstellung nach Harvest
SmartPReP-2 auf. Die WF-Mengen im Vollblut sind bei den Probanden 1, 2 und 4
geringflgig héher als im PRP nach Harvest SmartPReP-2. Bei P3 und P5 stellt es sich
andersherum dar. Ebenfalls wird ersichtlich, dass der P1 hohere WF-Konzentrationen
aufzeigt als die anderen Probanden. Besonders auffallend ist, dass die WF-Menge bei allen
Testpersonen im PRP nach Arthrex ACP fast doppelt so hoch aufkonzentriert ist verglichen
zu den anderen Probengruppen (s. Abb. 18). Im statistischen Mehrfachvergleich der
Probengruppen bestatigt sich die signifikante Unterscheidung des PRPs nach Arthrex ACP
gegenuber dem PRP nach Harvest SmartPReP-2 (p = 0,030), Vollblut (p = 0,027) und BSG-
Serum (p < 0,001) (s. Tab. 24).
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Abb. 18: Datendiagramm der Konzentrationsmengen des WFs IGF-BP3 aller Probanden. Abgebildet
wurde die Konzentrationsmenge als Saule mit Wert.
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3.8 Zytokin IL-1a

Das Zytokin IL-1a (MW £ SD in pg/ml) war in den TKs und im PRP-Pulver nicht detektierbar
im Gegensatz zum Vollblut (111 £ 35 pg/ml), Serum aus den BSG-Sedivetten (128 + 34
pg/ml) sowie den herkdmmlichen PRPs nach Arthrex ACP (125 + 26 pg/ml) und Harvest
SmartPReP-2 (119 + 44 pg/ml ) (s. Abb. 19, Tab. 25).

Bei den beiden PRP Herstellungsmethoden nach Arthrex ACP (p > 0,999) und Harvest
SmartPReP-2 (p > 0,999) sowie beim BSG-Serum (p > 0,999) wurde das Zytokin IL-1c in
Bezug zur Referenz Vollblut nicht signifikant aufkonzentriert. Auch in den weiteren
Mehrfachvergleichen zwischen den Probengruppen bestand kein signifikanter Unterschied (p
> 0,999), abgesehen von den TKs, dort zeigte sich eine hoch signifikante Differenz (p <
0,001) zu den anderen Probengruppen mit Ausnahme vom PRP-Pulver (s. Tab. 26).

Tab. 25: Datenlbersicht der Konzentrationsmengen des Zytokins IL-1c aller Probengruppen.

Probengruppen MW in pg/ml Min. in pg/ml  Max. in pg/ml SD in pg/ml
Vollblut (n = 5) 111 59 149 +35
Arthrex ACP (n = 5) 125 86 147 126
Harvest SmartPReP-2 (n = 5) 119 55 164 44
TK (n = 5) n.d.2 n.d.2 n.d.2 n.d.2
PRP-Pulver (n = 1) n.d. n.d. n.d.2 n.d.?
Serum aus BSG (n = 5) 128 77 162 + 34

an.d., nicht detektierbar.
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Ein statistischer Vergleich des Zytokins IL-1ac war mit Hilfe des ungepaarten t-Tests
zwischen dem PRP-Pulver und den anderen Probengruppen nicht durchfiuihrbar, aufgrund
des nicht detektierbaren Zytokins IL-1c. im PRP-Pulver (s. Abb. 19, Tab. 25). Im t-Test weist
das PRP-Pulver folglich den Wert null auf, wodurch die weiterfiihrenden Berechnungswerte
der jeweils vergleichenden Gruppe und deren Mittelwerte der Differenz gleichfalls den Wert
null ergaben.
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Abb. 19: Datendiagramm der Konzentrationsmengen des Zytokins IL-1c. aller Probengruppen.
Abgebildet wurde der MW als Saule mit Wert und die SD-Range. Abkiirzung: n.d., nicht detektierbar.

Im Vergleich der gemessen Mengen an Zytokin IL-1c. zwischen den Spendern lassen sich
einzelne Unterschiede in den Probengruppen sowie im Konzentrationsverhaltnis darstellen
(s. Abb. 20). Zwischen P1 und P2 bestehen keine wesentlichen Unterschiede mit Ausnahme
von den Zytokinkonzentrationen. Der P1 weist die geringsten Mengen an Zytokin IL-1a in
allen vier Probengruppen aller Testpersonen auf, gefolgt von P2. Die hdchsten
Konzentrationen wurden bei P3 gemessen, ausgenommen vom PRP nach Arthrex ACP, die
dort die niedrigste Menge darstellt. Bei P1, P2 und P5 prasentiert das PRP nach Arthrex
ACP zudem die hochste Zytokinkonzentration im Probengruppenvergleich, angeschlossen
vom BSG-Serum. P3 hat hingegen die grof3te Menge an Zytokin IL-1c. im PRP nach Harvest
und P4 im Serum der BSG-Sedivetten. Die Zytokinkonzentrationen sind zwischen P4 und P5
nur unwesentlich unterschiedlich. Im Konzentrationsvergleich beider herkdmmlich
hergestellten PRPs nach Arthrex ACP und Harvest SmartPReP-2 sind die Zytokinmengen an
IL-1ac im PRP nach Arthrex ACP bei der Mehrheit der Probanden am Hochsten,
ausgenommen P3. Ein weiterer nachweislicher Konzentrationsunterschied besteht bei allen
Testpersonen zwischen der Referenz Vollblut und dem BSG-Serum (s. Abb. 20).
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Tab. 26: Datenlibersicht der Mehrfachvergleiche (Bonferroni-Post-hoc-Test) der Probengruppen (n=5)
des Zytokin IL-1c.

Abhangige Variable IL-1c in pg/ml
Mittlere Signifikanz/ 95%-Konfidenzintervall der
(A) Proben (B) Proben Differenz (A-B) p-Wert Differenz

(n =5) (n =5) Untergrenze Obergrenze

Vollblut Harvest -7,37 >,999 -70,17 55,43

Arthrex -13,68 >,999 -76,48 49,12

TK 111,22 <,0012 48,42 174,02

Serum -16,65 >,999 -79,45 46,15

Harvest Vollblut 7,37 >,999 -55,43 70,17

Arthrex -6,31 >,999 -69,11 56,49

TK 118,59 <,0012 55,79 181,39

Serum -9,28 >,999 -72,08 53,52

Arthrex Vollblut 13,68 >,999 -49,12 76,48

Harvest 6,31 >,999 -56,49 69,11

TK 124,90 <,0012 62,10 187,70

Serum -2,97 >,999 -65,77 59,83

TK Vollblut -111,22 <,0012 -174,02 -48,42

Harvest -118,59 <,0012 -181,39 -565,79

Arthrex -124,90 <,0012 -187,70 -62,10

Serum -127,87 <,0012 -190,67 -65,07

Serum Vollblut 16,65 >,999 -46,15 79,45

Harvest 9,28 >,999 -53,52 72,08

Arthrex 2,97 >,999 -59,83 65,77

TK 127,87 <,0012 65,07 190,67

aStatistisch hoch signifikanter Unterschied: p < .01
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Abb. 20: Datendiagramm der Konzentrationsmengen des Zytokins IL-1a aller Probanden. Abgebildet
wurde die Konzentrationsmenge als Saule mit Wert.
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3.9 Zytokin IL-1p

Ebenso wie beim Zytokin IL-1c war auch das Zytokin IL-1f (MW £ SD in pg/ml) in den TKs
und im PRP-Pulver nicht detektierbar. In den beiden PRPs nach Arthrex ACP (18 = 25 in
pg/ml) und Harvest SmartPReP-2 (31 £ 24 in pg/ml) war es mit einer geringeren Menge als
zum Vollblut (42 + 16 in pg/ml) messbar. Dies zeigte sich ebenfalls beim Serum aus den
BSG-Sedivetten (20 + 28 in pg/ml) (s. Abb. 21, Tab. 27).

Tab. 27: Datenibersicht der Konzentrationsmengen des Zytokins IL-113 aller Probengruppen.

Probengruppen MW in pg/ml Min. in pg/ml  Max. in pg/ml SD in pg/ml
Vollblut (n = 5) 42 26 67 +16
Arthrex ACP (n = 5) 18 0 53 25
Harvest SmartPReP-2 (n = 5) 31 0 60 24
TK (n =5) n.d. n.d. n.d. n.d.?
PRP-Pulver (n = 1) n.d.2 n.d.2 n.d.@ n.d.2
Serum aus BSG (n = 5) 20 0 57 + 28

an.d., nicht detektierbar.

Tab. 28: Datenlibersicht der Mehrfachvergleiche (Bonferroni-Post-hoc-Test) der Probengruppen (n= 5)
des Zytokin IL-1R.

Abhangige Variable IL-183 in pg/ml
Mittlere Signifikanz/ 95%-Konfidenzintervall der
(A) Proben (B) Proben Differenz (A-B) p-Wert Differenz
(n =5) (n =5) Untergrenze Obergrenze

Vollblut Harvest 10,85 >,999 -31,64 53,34
Arthrex 24,47 ,844 -18,02 66,96
TK 42,12 ,053 -0,37 84,61
Serum 21,64 >,999 -20,85 64,13

Harvest Vollblut -10,85 >,999 -53,34 31,64
Arthrex 13,62 >,999 -28,87 56,11
TK 31,27 ,310 -11,22 73,76
Serum 10,79 >,999 -31,70 53,28

Arthrex Vollblut -24,47 ,844 -66,96 18,02
Harvest -13,62 >,999 -56,11 28,87
TK 17,65 >,999 -24,84 60,15
Serum -2,83 >,999 -45,32 39,67

TK Vollblut -42,12 ,053 -84,61 0,37
Harvest -31,27 ,310 -73,76 11,22
Arthrex -17,65 >,999 -60,15 24,84
Serum -20,48 >,999 -62,97 22,01

Serum Vollblut -21,64 >,999 -64,13 20,85
Harvest -10,79 >,999 -53,28 31,70
Arthrex 2,83 >,999 -39,67 45,32

TK 20,48 >,999 -22,01 62,97
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Das BSG-Serum (p > 0,999) als auch die beiden PRPs nach Arthrex ACP (P = 0,844) und
Harvest SmartPReP-2 (p > 0,999) zeigen keinen signifikanten Unterschied in der
Zytokinkonzentration IL-13 zur Referenz Vollblut. Selbst unter den beiden PRPs der
Herstellung nach Arthrex ACP und Harvest SmartPReP-2 besteht keine reprasentative
Differenz (p > 0,999). Im Weiteren lasst sich keine deutliche signifikante Abweichung
zwischen den TKs und dem PRP nach Harvest SmartPReP-2 (p = 0,310) sowie zwischen
dem Vollblut und den TKs (p = 0,053) feststellen. Alle weiteren Mehrfachvergleiche zwischen
den Probengruppen legten keine signifikante Unterscheidung (p > 0,999) dar (s. Tab. 28).
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Abb. 21: Datendiagramm der Konzentrationsmengen des Zytokins IL-13 aller Probengruppen.
Abgebildet wurde der MW als Saule mit Wert und die SD-Range. Abkiirzung: n.d., nicht detektierbar.

Aufgrund des nicht detektierbaren Zytokin IL-13 im PRP-Pulver (s. Tab. 27, Abb. 21) waren
die berechneten Folgewerte der jeweils zu vergleichenden Probengruppe und deren
Mittelwerte der Differenz im ungepaarten t-Test gleich null. Somit war eine statistische
Gegenuberstellung des PRP-Pulvers mit den anderen Probengruppen nicht durchfihrbar.
Bei den gemessenen Konzentrationen des Zytokins IL-18 im Probandenvergleich
prasentieren sich eindeutige Gegensatze (s. Abb. 22). Nur bei P1 und P2 waren Mengen des
Zytokin IL-1B im BSG-Serum sowie im PRP der Herstellungsmethode nach Arthrex ACP
messbar. Dabei weist das Serum aus den BSG-Sedivetten die hochste Konzentration im
Probenvergleich bei P1 und P2 auf. Ebenso wird deutlich, dass nur bei P5 im PRP der
Herstellung nach Harvest SmartPReP-2 kein Zytokin IL-13 nachweisbar war. Bei den
anderen Testpersonen zeigte sich eine hdhere Zytokinkonzentration im PRP nach Harvest
SmartPReP-2 als zur Referenz Vollblut, mit Ausnahme von P1 (s. Abb. 22).
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Abb. 22: Datendiagramm der Konzentrationsmengen des Zytokins IL-1R} aller Probanden. Abgebildet
wurde die Konzentrationsmenge als Saule mit Wert.

3.10 Zytokin IL-1RA

Das Zytokin IL-1RA (MW % SD in pg/ml) lieR sich in den TKs und im PRP-Pulver nicht
detektieren. Die groften Mengen des Zytokin IL-1RA waren im Vollblut (767 + 287 in pg/ml)
und im PRP nach der Harvest-Methode SmartPReP-2 (473 + 233 in pg/ml) nachzuweisen.
Geringere Konzentrationen lieen sich im BSG-Serum (172 £ 236 in pg/ml) und im PRP der
Herstellungsmethode nach Arthrex ACP (104 £ 146 in pg/ml) messen (s. Tab. 29, Abb. 23).

Tab. 29: Datenubersicht der Konzentrationsmengen des Zytokins IL-1RA aller Probengruppen.

Probengruppen MW in pg/ml Min. in pg/ml  Max. in pg/ml SD in pg/ml
Vollblut (n = 5) 767 499 1128 + 287
Arthrex ACP (n = 5) 104 0 305 + 146
Harvest SmartPReP-2 (n = 5) 473 295 833 + 233
TK (n = 5) n.d.2 n.d.@ n.d.2 n.d.@
PRP-Pulver (n = 1) n.d.2 n.d. n.d.2 n.d.?
Serum aus BSG (n = 5) 172 0 433 + 236

an.d., nicht detektierbar.
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Abb. 23: Datendiagramm der Konzentrationsmengen des Zytokins IL-1RA aller Probengruppen.
Abgebildet wurde der MW als Saule mit Wert und die SD-Range. Abkiirzung: n.d., nicht detektierbar.

Tab. 30: Datenlibersicht der Mehrfachvergleiche (Bonferroni-Post-hoc-Test) der Probengruppen (n= 5)
des Zytokin IL-1RA.

Abhangige Variable IL-RA in pg/ml
Mittlere Signifikanz/ 95%-Konfidenzintervall der
(A) Proben (B) Proben Differenz (A-B) p-Wert Differenz
(n=5) (n =5) Untergrenze Obergrenze
Vollblut Harvest 293,72 ,362 -118,77 706,22
Arthrex 662,71 ,0012 250,22 1075,21
TK 766,73 <,0012 354,24 1179,23
Serum 594,67 ,0022 182,17 1007,16
Harvest Vollblut -293,72 ,362 -706,22 118,77
Arthrex 368,99 ,106 -43,51 781,48
TK 473,01 ,017° 60,51 885,51
Serum 300,94 ,323 -111,55 713,44
Arthrex Vollblut -662,71 ,0012 -1075,21 -250,22
Harvest -368,99 ,106 -781,48 43,51
TK 104,02 >,999 -308,47 516,52
Serum -68,04 >,999 -480,54 344,45
TK Vollblut -766,73 <,0012 -1179,23 -354,24
Harvest -473,01 ,017° -885,51 -60,51
Arthrex -104,02 >,999 -516,52 308,47
Serum -172,07 >,999 -584,56 240,43
Serum Vollblut -594.,67 ,0022 -1007,16 -182,17
Harvest -300,94 ,323 -713,44 111,55
Arthrex 68,04 >,999 -344,45 480,54
TK 172,07 >,999 -240,43 584,56

aStatistisch hoch signifikanter Unterschied: p < .01
bStatistisch signifikanter Unterschied: p < .050
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Im Vergleich zur Referenz Vollblut besteht ein hoch signifikanter Unterschied zu den TKs (p
> 0,001), dem PRP der Herstellungsmethode nach Arthrex ACP (p = 0,001) und dem Serum
aus den BSG-Sedivetten (p = 0,002). Eine weitere signifikante Abweichung (p = 0,017) wird
zwischen dem PRP der Herstellung nach Harvest SmartPReP-2 und den TKs deutlich. Keine
reprasentativen Divergenzen bestehen hingegen beim PRP nach Harvest SmartPReP-2
zwischen dem PRP nach Arthrex ACP (p = 0,106), dem BSG-Serum (p = 0,323) sowie dem
Vollblut (p = 0,362). Auch in den weiteren Mehrfachvergleichen zwischen den
Probengruppen zeigte sich keine signifikante Differenz (p > 0,999) (s. Tab. 30).

Zwischen dem PRP-Pulver und den anderen Probengruppen war unter Verwendung des
ungepaarten t-Tests ein statistischer Vergleich infolge des nicht detektierbaren Zytokin
IL-1RA im PRP-Pulver nicht durchfiihrbar (s. Tab. 29, Abb. 23). Im t-Test weist das PRP-
Pulver infolgedessen den Wert null auf, wodurch die fortflihrenden Berechnungen der jeweils
heranziehenden Gruppe und deren Mittelwerte der Differenz ebenfalls den Wert null
ergaben.

Die Mengen des Zytokin IL-1RA zeigen nur geringe interindividuelle Differenzen der
Testpersonen auf (s. Abb. 24). Allein bei P1 und P2 waren Konzentrationen des IL-1RA im
PRP nach Arthrex ACP und im Serum der BSG-Sedivetten detektierbar. Bei P3 bis P5
hingegen waren keine IL-1RA-Mengen messbar. Zwischen P1 und P2 bestehen keine
wesentlichen Unterschiede mit Ausnahme von den Zytokinkonzentrationen. Die héchste
Zytokinmenge liel3 sich in der Referenz Vollblut, gefolgt vom PRP der Herstellungsmethode
nach Harvest SmartPReP-2 bei allen Testpersonen nachweisen. Des Weiteren wird
erkennbar, dass die Konzentrationen des Zytokin IL-1RA im Vollblut und im PRP nach
Harvest SmartPReP-2 bei P1 und P2 annahernd doppelt so hoch sind wie bei den restlichen
drei Testpersonen (s. Abb. 24).
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Abb. 24: Datendiagramm der Konzentrationsmengen des Zytokins IL-1RA aller Probanden. Abgebildet
wurde die Konzentrationsmenge als Saule mit Wert.
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4. Diskussion

Diese Arbeit im Gebiet der medizinischen Grundlagenforschung zeigt eine mogliche
Methode zur besseren Standardisierung von PRP durch Herstellen eines direkt
verwendbaren und lagerfahigen gepoolten PRP-Pulvers. Die Wachstumsfaktorzusammen-
setzung des PRP-Pulvers ist mit "klassischen" etablierten PRP-Produkten wie beispielsweise
dem PRP nach Arthrex ACP oder Harvest SmartPReP-2 vergleichbar und kénnte durch
Erhéhen oder Verringern der verwendeten Pulvermenge individuell eingestellt werden.

Ubliche PRP-Produkte unterscheiden sich in ihrer Zusammensetzung und damit in ihrer
biologischen Wirksamkeit. Unterschiede in den Ergebnissen klinischer Studien mit PRP
kénnen auf die zahlreichen verschiedenen PRP-Formulierungen zurtickgefihrt werden
(72,115,116). Dies liefert unzureichende Evidenz flir Metaanalysen sowie systematische
Rezensionen, obwohl sich die Qualitat klinischer Studien in den letzten Jahren verbessert
hat (38,117-119).

Das Ziel der vorliegenden Studie war es demzufolge, ein PRP-Derivat zu entwickeln, das
hinsichtlich der WF-Konzentrationen sowie der Anzahl der Erythrozyten und Leukozyten
standardisiert (31), als auch die Konsensaufforderung zur Standardisierung von PRP durch
Kompensation der inter- und intraindividuellen Variabilitat erfullt (26,38). Es kann demnach
standardisierte Studien zu den Auswirkungen von PRP zulassen, wodurch die Heterogenitat
aktueller experimenteller und klinischer Studien reduziert wird. Ein Vergleich von Mazzocca
et al. zeigte grole Unterschiede in der intraindividuellen Anzahl von Thrombozyten und
Zellzahlen in 3 verschiedenen PRP-Herstellungssystemen (11). Dies lie} sich in dieser
Studie ebenfalls darlegen. Es ist unklar, ob diese intraindividuellen Unterschiede,
unabhangig von den Aufbereitungsmethoden, an individuelle Entziindungs- oder
Heilungsprozessen angepasst oder fiir die Regeneration von Gewebe optimal sind, da auch
die zeitliche Abstimmung eine wichtige Rolle spielt (120-122).

Die Standardisierung und der Vergleich von Grundlagenforschungen sowie klinischen
Studien zu PRP, die fiur eine evidenzbasierte Medizin erforderlich sind, scheinen in
Anbetracht der verdffentlichten wissenschaftlichen Daten zu PRP eine weit entfernte
Vorstellung von Mazzocca et al. zu sein (11). Das PRP-Pulver erfillt die Kriterien fir einen
standardisierten Herstellungsprozess und kénnte unter Bezugnahme allgemein akzeptierter
Klassifikationen wie folgt eingeordnet werden: 1.) PAW-Klassifizierungssystem (76) oder 2.)
P-PRP (37,75).

Thrombozyten wurden seit ungefahr 60 Jahren lyophilisiert. Die Studie ist jedoch die erste,
die die Lyophilisierung menschlicher Blutplattchen mit dem Ziel beschreibt, die Regeneration
von Weichgewebe in der Sportmedizin zu beschleunigen (123). Frihere Ansatze waren auf
militarische Opfer zurlickzuflihren und zielten darauf ab, die Blutung bei hamorrhagischen
Patienten zu kontrollieren und die Wundheilung zu férdern (123,124). Im Gegensatz zu den
positiven Wirkungen der lokalen (d.h. intratendindsen, peritendindsen oder intramuskularen)
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Injektionen in der Sport- und Regenerationsmedizin waren diese Anwendungen entweder
intravends oder topisch.

4.1 Diskussion der Methoden

In dieser Studie wurden Proben von Vollblut, Serum aus BSG-Sedivetten, PRP der
Herstellung nach Arthrex ACP und Harvest SmartPReP-2 von finf mannlichen Probanden in
einem Alter von 27 bis 34 Jahren (MW 31 + 3,21 Jahren) sowie funf TKs von unbekannten
Spendern nach der Gewinnung kyrokonserviert. Um bei allen Probengruppen die Gerinnung
der Thrombozyten zu verhindern, erfolgte eine einheitliche Verwendung von Citrat als
Antikoagulans, um gleiche Ausgangsbedingungen zur Datenerhebung und deren Validitat zu
schaffen.

Unmittelbar vor der Konzentrationsbestimmung der WF und Zytokine mit Hilfe der Sandwich-
ELISA-Assays wurden die Proben aufgetaut. Die Freisetzung der zelluldren Inhaltsstoffe
erfolgte mit der angewendeten Methode des Einfrieren-Auftauens, die eine geringe
mechanische Belastung verursacht und als ein Standardverfahren zur Messung von
Wachstumsfaktoren in vitro angesehen werden kann. Hier bewirkt dieser Prozess das
Zerreilen der Thrombozytenmembran und die anschlieBende Freisetzung von
Wachstumsfaktoren (125,126). Diese Methode ist in seiner Anwendung pragmatisch und
einfach durchzufihren.

Um alle Proben unterschiedlicher Herstellungsmethoden und Herkunft valide vergleichen zu
kénnen, wurden sechs Wachstumsfaktoren und drei Zytokine mittels humanen ELISA-Kits
zur Konzentrationsbestimmung ausgewahlt und analysiert. Alle Messungen wurden dreifach
durchgefliihrt, um eine hohe Datenqualitat sicherzustellen.

Die WF-Konzentrationen kénnen pro Milligramm des PRP-Pulvers oder nach Resuspension
des PRP-Pulvers in pg/ml gemessen werden. Ein Vorteil von PRP-Pulver besteht darin, dass
durch Anderung der aufgebrachten Pulvermenge die Konzentration an WF leicht geandert
werden kann, da das PRP-Pulver in ausreichender Menge verflgbar ist. Demzufolge kann
die WF-Konzentration an die klinischen Anforderungen angepasst werden. Das Bestreben
nach sehr grolen Thrombozytenzahlen ist nicht immer gerechtfertigt und hangt nicht direkt
mit der Verbesserung der Heilung in vivo zusammen.

Als limitierende Faktoren dieser experimentellen Arbeit sind die geringe Anzahl an
Teilnehmern als auch die durchgangig mannliche Kohorte zu nennen. Des Weiteren stellt
das zur Verfugung gestellte PRP-Pulver der Firma DOT GmbH aus nur einer Charge,
bestehend aus einem Pool von zwolf TKs, einen weiteren limitierenden Faktor dar. Die
Konzentrationsbestimmung wurde dreifach optisch gemessen, um eine hohe Datenqualitat
sicherzustellen. Infolgedessen war die statistische Analyse beim PRP-Pulver beschrankt und
nur die Berechnung einer technischen Abweichung anstelle einer Standardabweichung
moglich. Im Weiteren wurde das PRP-Pulver mit nur zwei herkdmmlichen PRP-
Herstellungskits, Harvest SmartPReP-2 sowie Arthrex ACP, verglichen und nicht mit
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weiteren "klassischen" PRP-Herstellungssystemen. Eine mogliche Fehlerquelle kann zudem
eine unterbrochene Kiihlkette im Transport der humanen ELISA-Kits sein, die zu fehlerhaften
ELISAs fuhren kdnnte und somit zu verfalschten Ergebnissen.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

In dieser Studie prasentiert die hdmatologische Analyse des Vollbluts der funf Spender
annahernd gleiche Werte, die im Normbereich liegen. Die Hamatokritwerte der Probanden 1
bis 5 betrugen 48%, 42%, 47%, 48% bzw. 45% (s. Tab. 6). Erkrankungen wie beispielsweise
eine Anamie oder Infektion zeigten sich nicht.

In den Hamogrammen weisen die beiden herkdbmmlichen PRP-Herstellungssets
unterschiedliche Thrombozytenkonzentrationen zur Referenz Vollblut auf. Die PRP-
Herstellung nach Harvest = SmartPReP-2 zeigt eine  4,15-fach héhere
Thrombozytenaufkonzentration gegentber der PRP-Herstellungsmethode nach Arthrex ACP
(901 £ 66,27 vs. 217 + 27,81 x 109/L) und eine 4-fache zum Vollblut (901 + 66,27 vs. 223 +
19,3 x 10%L) auf. In den Studien von Weibrich et al. sowie Fitzpatrick et al. zeigt sich eine
etwa 4,5-fache Thrombozytenanreicherungen im PRP nach Harvest SmartPReP-2 zum
Vollblut (127,128). Bei der PRP-Herstellung nach Arthrex ACP zeigt sich in dieser Studie
eine minimale Abnahme der Thrombozyten auf das 0,97-fache verglichen zur Referenz
Vollblut (217 + 27,81 vs. 223 + 19,3 x 10%L) (s. Tab. 7). Die Studien von Magalon et al. und
Fitzpatrick et al. prasentieren dagegen eine 1,31-fache und 1,53-fache Aufkonzentration der
Thrombozyten im PRP nach Arthrex ACP zum Vollblut (128,129). Gegenlber beiden
herkdbmmlichen PRP-Herstellungssets, ebenso dem Vollblut, weisen die TKs hohere
Konzentrationen an Thrombozyten auf, was infolge des komplexen und zeitlich
aufwendigerem Herstellungsprozesses mit Hilfe der Apherese reproduzierbar ist (s. Tab. 7).
Bei den Erythrozyten lasst sich dagegen eine drastische Reduzierung bei beiden PRP-
Herstellungsmethoden (Arthrex: Faktor 0,008x / 0,04 + 0,02 vs. 5,19 + 0,3 x 10'?/L; Harvest:
Faktor 0,18x / 0,91 + 0,32 vs. 5,19 + 0,3 x 10'%/L) dem gegenibergestellten Vollblut
feststellen. Ahnliche Resultate legen Magalon et al. sowie Fitzpatrick et al. in ihren
wissenschaftlichen Arbeiten dar (128,129). Eine komplette Entfernung der Erythrozyten liel3
sich bei allen funf Probanden in beiden PRP-Herstellungssets nicht feststellen (s. Tab. 7).
Ursache fur die unterschiedlichen verbliebenen Erythrozytenzahlen in beiden PRPs sind die
verschiedenen Arbeitsvorgdnge wahrend des PRP-Herstellungsprozesses gemal dem PRP-
Herstellungssystem.

Ein weiterer Unterschied zwischen beiden PRP-Herstellungskits wird bei der Anzahl der
Leukozyten deutlich. Das PRP nach Harvest SmartPReP-2 enthielt die Buffy Coat Fraktion,
die leukozyten- und thrombozytenreich ist und dadurch eine 2,4-fach héhere Leukozytenzahl
gegeniiber der Referenz Vollblut (15,96 + 4,09 vs. 6,56 + 0,26 x 10%L) aufweist. Ein
ahnliches Ergebnis prasentiert Fitzpatrick et al. mit einer 2,8-fachen Leukozytenanreicherung
beim PRP nach Harvest SmartPReP-2 (128). Beim PRP nach Arthrex ACP zeigt sich dies
gegensétzlich zum Vollblut (1,63 + 0,97 vs. 6,56 + 0,26 x 10%L) mit einem 0,25-fachem
Faktor (s. Tab. 7). Eine gréiere Leukozytenreduktion weisen dagegen die beiden Arbeiten
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von Magalon et al. (0,06-fache) und Fitzpatrick et al. (0,15-fache) beim PRP nach Arthrex
ACP gegenuber dem Vollblut auf (128,129).

Zellzahlen im Serum aus den BSG-Sedivetten wurden mit dem Messgerat nicht ermittelt. Alle
korpuskularen Bestandteile sind innerhalb von 2 Stunden in der senkrechtstehenden Position
der BSG-Sedivetten abgesunken, so dass keine Zellen mehr im Serum enthalten waren.
Dennoch waren einige WF im Serum aus den BSG-Sedivetten in den ELISAs nachweisbar.
Das im Blut enthaltene Thrombin aktivierte offenbar die Freisetzung einiger WF aus den
Thrombozyten ins Serum.

An den Hamogrammen dieser Studie wird deutlich, dass die beiden herkdmmlichen PRP-
Herstellungssets keine einheitliche Standardisierung aufgrund der grof3en individuellen und
intraindividuellen Konzentrationsschwankungen aufweisen (s. Tab. 7). Dies belegen zugleich
andere Studien sowie die dadurch aufgekommene Anstrengung, nach einer einheitlichen
Standardisierung zu streben (11,128,129). Eine Standardisierung des PRP-Pulvers wurde
durch Apherese und Zusammenfiigen der erzeugten Suspensionen aus den einzelnen zwolf
TKs der verschiedenen Spender erreicht. Durch das Poolen aller Suspensionen wurde eine
grolle Ausgangsmenge zur Herstellung des PRP-Pulvers erzeugt ebenso bestehende
Unterschiede und spenderbedingte Schwankungen zwischen den einzelnen Spendern
eliminiert, wie z. B. unterschiedliche Thrombozytenzahlen. Infolgedessen konnte durch die
anschlielende Lyophilisierung des Suspensionspools eine Charge von identischen 1000
Praparaten mit bekannten WF-Konzentrationen aus zwdlf TKs hergestellt werden (Abb. 6).
Das PRP-Pulver erflllt somit die Konsensaufforderung zur Standardisierung von PRP durch
die Kompensation der inter- und intraindividuellen Variabilitat (26,38).

Die Daten der deskriptiven Analyse dieser experimentellen Studie zeigten, dass das PRP-
Pulver stets hdhere WF-Konzentrationen von VEGF (s. Abb. 7), FGF-2 (s. Abb. 9), PDGF-AB
(s. Abb. 11) und TGF-1 (s. Abb. 13) gegeniber zwei reguldren kommerziellen PRP-
Herstellungssystemen (Arthrex ACP und Harvest SmartPReP-2), dem TK, dem Serum aus
BSG-Sedivetten und zur Referenz Vollblut beibehielt. Die abschlieRende Statistik zeigt im
Weiteren, das mehrheitlich signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen dem PRP-Pulver
und den herkdmmlichen PRP-Herstellungsmethoden nach Arthrex ACP und Harvest
SmartPReP-2 sowie zum Vollblut fir die WF VEGF (s. Tab. 9), FGF-2 (s. Tab. 12), PDGF-
AB (s. Tab. 15), TGF-31 (s. Tab. 18) und IGF-BP3 (s. Tab. 23) bestehen. Das PRP-Pulver
lasst im Vergleich zum TK keine eindeutige signifikante Differenz (p < 0,1) fir die WF VEGF
(s. Tab. 9) und PDGF-AB (s. Tab. 15) erkennen. Zwischen dem PRP-Pulver und dem PRP
nach Harvest SmartPReP-2 bestehen keine signifikanten Abweichungen fir die WF FGF-2
(p =0,318) und TGF-R1 (p = 0,185).

Im Gegensatz zum PRP-Pulver erzeugten die PRP-Herstellungskits von Arthrex ACP und
Harvest SmartPReP-2 grolde Schwankungen in den Konzentrationen der WF VEGF (s. Abb.
7) und FGF-2 (s. Abb. 9), wie es ebenfalls weitere Studien berichten (32,35,129). Die
Mengen der WF VEGF, FGF-2 und IGF-1 waren besonders abhangig vom Spender, wobei
sich zwischen den einzelnen WF-Werten des Vollbluts und PRPs nach beiden
kommerziellen Herstellungssystemen groRRe interindividuelle Unterschiede zeigten (s. Abb. 8,
Abb. 10, Abb. 16). Das PRP-Pulver weist dagegen keine Schwankungen auf, da es
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standardisiert ist. Eine signifikante Differenz Iasst sich in den Daten dieser Arbeit zwischen
den beiden herkdmmlichen PRP-Herstellungssystemen fur die WF VEGF und FGF-2 nicht
feststellen (p > 0,999). Der WF VEGF ist fur die Angiogenese und Lymphangiogenese
verantwortlich. Der WF FGF-2 spielt eine Rolle bei der Zellproliferation und Angiogenese.
Demzufolge kdnnten diese Unterschiede die verschiedenen Resultate nach Behandlungen
mit PRP-Praparaten erklaren (130-132).

Nachweislich signifikant (p < 0,01) héhere PDGF-AB- und TGF-R1-Konzentrationen zeigten
das PRP nach Harvest SmartPReP-2 und das TK gegenlber dem Vollblut (s. Tab. 16, Tab.
19). AuRerdem auffallig war die etwa 5-fach erhéhte TGF-R1-Anreicherung beim PRP-
Pulver, PRP nach Harvest SmartPReP-2 und TK im Verhaltnis zum Vollblut (s. Abb. 13).
Gegensatzlich dazu schienen die WF-Konzentrationen PDGF-AB und TGF-R1 von der PRP-
Aufbereitungsmethode nach Arthrex ACP und Harvest SmartPReP-2 nicht wesentlich
betroffen zu sein. Selbst der Einfrier- und Auftauprozess konnte den WF PDGF-AB nicht
zerstoren. Diese Informationen konnten darauf hindeuten, dass mechanischer Stress
wahrend der Herstellung von PRP fir die Freisetzung des PDGF-AB wichtiger ist als die
Aktivierung durch Thrombin und Calciumchlorid (142). Es besteht Einigkeit darlber, dass die
Aktivierungsmethode zur Degranulation von Thrombozyten zu unterschiedlichen WF-
Mengen fuhren kann. Aulerdem ist die Messung von WF-Konzentrationen schwierig
(134,135). Daher kann die Methode des Einfrieren-Auftauens zur Bestimmung von WF in
vitro als Standardverfahren angesehen werden (126). Obwohl sich die wahren Werte
unterschieden, erhéhte ein Anstieg der mechanischen Belastung die PDGF-Konzentrationen
(136). Im Gegensatz zu den Daten von Kushida et al. zeigte der WF TGF-31 (s. Abb. 13)
eine homogene Verteilung zwischen den einzelnen Proben und eine annahernd direkte
Korrelation mit den Konzentrationen von PDGF (s. Abb. 11) (32). Die demonstrierten Daten
in dieser Arbeit stitzen die Hypothese nicht, dass die Konzentrationen von PDGF-AB und
TGF-R1 in Konzentrationen mit Leukozyten héher sind (143), da die Konzentrationen von
PDGF-AB und TGF-B1 im PRP-Pulver sowie in den TKs hdher sind als im
leukozytenreichem PRP nach Harvest SmartPReP-2 (s. Abb. 11, Abb. 13).

Die hoéchsten WF-Konzentrationen an IGF-1 zeigen das Vollblut (2317 = 711 pg/ml) und das
TK (2266 * 485 pg/ml). Unerwartet wurden die Konzentrationen des WF IGF-1 in der PRP-
Herstellung nach Harvest SmartPReP-2 (1539 + 348 pg/ml) und Arthrex ACP (1234 + 823
pg/ml) gegeniber dem Vollblut (2317 £ 711 pg/ml) gesenkt (s. Abb. 15). In der Studie von
Weibrich et al. zeigt sich dagegen beim PRP nach Harvest SmartPReP eine deutlich héhere
Menge an IGF-1 (91400 £ 21300 pg/ml) (127). Im PRP-Pulver hingegen wurde kein IGF-1
detektiert (s. Abb. 15). Eine Ursache daflir kdnnte sein, dass die wenig vorhandene freie
Form des WF IGF-1 in seiner Proteinstruktur wahrend des Lyophilisierungsprozesses bei der
Herstellung des PRP-Pulvers denaturierte und der andere unfreie Anteil am WF IGF-BP3
gebunden war (3,48). Der WF IGF-BP3 war dagegen in geringen Konzentrationen im PRP-
Pulver (6123 1 344 pg/ml) nachweisbar (s. Abb. 17, Tab. 22). Des Weiteren waren die IGF-
BP3-Mengen im PRP nach Arthrex ACP und im TK signifikant (p < 0,05) héher als zur
Referenz Vollblut (s. Tab. 24).

Im Ubrigen waren Abweichungen zwischen dem PRP nach Harvest SmartPReP-2 und dem
TK fur die WF VEGF, PDGF-AB, IGF-1 und IGF-BP3 erkennbar, wobei die grélieren Mengen
beim TK zu verzeichnen waren (s. Abb. 7, Abb. 11, Abb. 15, Abb. 17). Die niedrigste
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Konzentration zeigte das TK beim WF FGF-2 (s. Abb. 9). Bei den WF PDGF-AB, TGF-R’1
und IGF-BP3 weisen die beiden herkdmmlichen PRP-Herstellungssysteme Arthrex ACP und
Harvest SmartPReP-2 zum Teil erwartend signifikante Unterschiede (p < 0,05) auf
(s. Tab. 16, Tab. 19, Tab. 24). Deutlich verschiedene WF-Konzentrationen prasentieren
dagegen Magalon et al. im PRP nach Arthrex ACP bei PDGF-AB und TGF-31 sowohl
Weibrich et al. im PRP nach Harvest SmartPReP bei PDGF-AB im Vergleich zu den Daten
dieser Arbeit (129,127). Eine anndhernd gleiche TGF-31-Konzentration weist wiederum das
PRP nach Harvest SmartPReP in Weibrich et al. mit dieser Studie auf (127).

Bei den Zytokinen bestanden indessen keine signifikanten Abweichungen zwischen den
beiden herkommlichen PRP-Aufbereitungsmethoden (s. Tab. 26, Tab. 28, Tab. 30). Oh et al.
haben  kirzlich  verschiedene  Zytokinspiegel beim  Vergleich  grundlegender
Praparationstechniken veranschaulicht, die ebenfalls keine signifikanten Unterschiede
zeigten sowie der Mittelwert niedriger war als die der Kontroligruppe Vollblut. AuRerdem
korrelierte die IL-1-Konzentration nicht mit der Leukozyten- oder Thrombozytenkonzentration
(137). Dass das standardisierte PRP effizienter ist als die derzeit erhaltlichen kommerziellen
Kits, zeigte Kreuz et al. (138). Die Zytokine IL-1a und IL-1R, ein katabolischer Faktor, blieben
bei der PRP-Herstellung nach Harvest SmartPReP-2 ungeféhr auf Vollblutkonzentration,
schienen jedoch im TK und im PRP-Pulver entweder durch Gammastrahlensterilisation
und/oder Lyophilisierung zerstort worden zu sein (s. Abb. 19 und Abb. 21). Die einzigen
signifikanten Unterschiede (p < 0,01) verzeichnet das TK beim Zytokin IL-1a. zu den anderen
Probengruppen mit Ausnahme vom PRP-Pulver (s. Tab. 26). Die Ergebnisse dieser Studie
stimmen mit denen von McCarrel und Fortier Gberein (122). Zugleich war das Zytokine IL-
1RA im PRP-Pulver und TK nicht detektierbar. Es kann gleichermallen angenommen
werden, dass es durch den Gammastrahlensterilisations- und/oder Lyophilisierungsprozess
zerstort wurde. Die hdéchste IL-1RA-Konzentration wurde im Vollblut gemessen sowie
geringe Mengen in beiden herkdmmlichen PRP-Herstellungskits und im BSG-Serum (s. Abb.
23). Eine bestehende Signifikanz (p < 0,05) wird deutlich zwischen dem Vollblut in Bezug
zum PRP nach Arthrex ACP, TK und dem Serum aus den BSG-Sedivetten. Eine weitere
signifikante Differenz (p < 0,05) liegt zwischen dem PRP nach Harvest SmartPReP-2 und
den TKs vor (s. Tab. 30). Da keine Zytokine im PRP-Pulver detektierbar waren, kdnnen
keine Aussagen Uber eine bestehende Signifikanz des PRP-Pulvers gegenliber den anderen
Probengruppen erhoben werden.

Aufgrund des Studiendesigns kann in dieser experimentellen Studie keine Vorhersage uber
die Aktivitat der WF im biologischen Umfeld getatigt werden. McCarrel und Fortier zeigten
jedoch in einem Tiermodell, dass lyophilisierte Thrombozyten innerhalb der ersten 24
Stunden nach Applikation zu einer verstarkten Freisetzung von WF, gefolgt von einem
stabilen niedrigen Niveau flhrten (122). Im Gegensatz dazu zeigt das PRP nach Harvest
SmartPReP-2 im Zeitverlauf zumindest einen Trend zu héheren WF.

Da viele weitere WF im Blut vorhanden sind, muss die In-vivo-Bioaktivitat in weiteren
Grundlagenforschungen und klinischen Studien bewertet werden. Es bleibt zudem unklar, ob
Nicht-Blutgruppen-identische TKs eine relevante Immunmodulation bewirken koénnen.
Obwohl die Erythrozyten wahrend der Verarbeitung vollstandig entfernt wurden, sollte das
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Potenzial der Immunreaktion gegen Rhesus negativ (RhD) bei Schwangeren analysiert
werden. Fir klinische Anwendungen ist Sicherheit von gréfiter Bedeutung. PRP gilt aufgrund
seines autologen Charakters fur die Anwendung ohne nachteilige Wirkungen wie allergische
Reaktionen und Hautnekrosen als sicher (139,140). Als Lésung fur die zuvor genannten
widerspruchlichen Beweise und klinischen Ergebnisse bericksichtigen Experten allogene
PRP-Produkte (141). Das in dieser Arbeit vorgestellte gepoolte PRP-Pulver ist heterologen
Ursprungs und kénnte eine allergische Immunreaktion auslésen. Es besteht auch die
Mdglichkeit der Ubertragung von infektidsen und ansteckenden Krankheiten (142). Daher
sind spezifische Malkinahmen erforderlich, um das allergene Potenzial zu reduzieren und alle
Krankheitserreger zu inaktivieren. Demzufolge umfasst die Produktion des PRP-Pulvers
Gegenmallnahmen gegen Immunreaktionen (28). Um diese Bedenken auszurdumen, wurde
bei jedem verwendeten TK in dieser Studie eine Leukozytendepletion durchgefuhrt (143).
Zusatzlich wurden alle zwolf TKs vor der Verarbeitung einmalig mit 30 Gy gammabestrahlt,
was die transfusions-assoziierte Graft-versus-Host-Reaktion (Transplantat-gegen-Wirt-
Reaktion) verhindern sollte (101,144). Im weiteren Herstellungsprozess wurden die
Thrombozyten durch geeignete Verfahren aus dem Plasma und den verschiedenen
Plasmaproteinen getrennt. Durch die Verarbeitung der TKs zu PRP-Pulver wurden zudem
Infektionserreger entfernt und durch die Waschvorgange der Proteingehalt reduziert, was zu
allergischen Reaktionen fuhren koénnte. Die WF-Konzentrationen wurden durch die
Leukozytendepletion und die Gammastrahlensterilisation nicht negativ beeinflusst. Ebenso in
Ubereinstimmung mit Pan et al. zeigen die vorgelegten Daten, dass die WF-Konzentration
durch die Lyophilisierung nicht beeintrachtigt wurde (145). Es gibt aul’erdem Hinweise
darauf, dass alle potenziell allergenen Proteine durch Verarbeitung von TKs zu einer
Trockensubstanz wie dem getesteten PRP-Pulver denaturiert werden. Bode und Fischer
nannten fixierte und gefriergetrocknete Thrombozyten sogar als das erste wirklich sterile
zellulare Transfusionsprodukt, weil gezeigt wurde, dass der Prozess Viren und Bakterien
zerstort (123). In einem interspezifischen Tiermodell wurden nach mehrfacher intravendser
Infusion von lyophilisierten Blutplatichen bei Hunden keine Antikérper detektiert (146). Dies
muss jedoch in weiteren Studien bestatigt werden. Dariber hinaus fanden Anitua et al. eine
indirekte Korrelation zwischen hoheren Leukozytenkonzentrationen und der Biosicherheit
(147,148). Leukozyten erhdhen die Expression von katabolischen Signalmolekilen (149). Da
PRP-Pulver keine Erythrozyten oder Leukozyten enthalt, kbnnen im Vergleich zu PRP-
Praparaten nach Harvest und Arthrex in vivo weniger unerwinschte Ereignisse wie
Schmerzen und Schwellungen auftreten.

Im Weiteren ist angesichts des allogenen Charakters des PRP-Pulvers ein Risikoausschluss
zur Entstehung maligner Tumore notwendig sowie eine eingehende Prifung der
Produktsicherheit vor dem breiten Einsatz in der Klinik erforderlich. Denn WF haben
aullerdem in der Bildung von Tumoren einen wesentlichen Einfluss auf Proliferation,
Malignitat und Metastasierung von Tumorzellen (40). Ebenfalls ist die Beeinflussung einer
rekombinanten Genexpression auszuschlieBen. Denn die Anwendung von bakteriell
hergestellten rekombinanten WF zeigte ein erhdhtes Risiko in der Bildung von
Immunogenitaten und eine geringe Produktstabilitat (27,150). Ferner war das Fehlen
weiterer Chargen des PRP-Pulvers eine limitierende Grof3e in der statistischen Auswertung
dieser Studie.
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5. Ausblick

Das PRP-Pulver erdffnet neue Mdéglichkeiten in der PRP-Grundlagenforschung und in der
klinischen Anwendung. Die bekannten Probleme des Ublichen PRPs wie fehlende
Standardisierung sowie Mangel an Konsistenz in Studien kénnen durch das PRP-Pulver
behoben werden. Es lasst zudem eine bessere Vergleichbarkeit von klinischen Studien
sowie Spezifikation von Softwaretests (z. B. Black-Box-Tests) aufgrund der standardisierten
Wachstumsfaktorkonzentration zu. Somit sind jetzt definierte Behandlungen ohne intra- und
interindividuelle Schwankungen potentiell moglich.

Ein Vorteil des PRP-Pulvers liegt in der sofortigen Verfigbarkeit ohne nennenswerte
Blutverarbeitung. Je nach Methode dauert die Herstellung von PRP etwa 10 bis 20 Minuten
und erfordert eine Zentrifuge. Das PRP-Pulver ware in der klinischen Praxis sofort verfigbar
und damit das schnellste aller PRP-Kits. Dies kdonnte auflerdem zu einer Kosteneffizienz
fuhren. Einige Autoren empfehlen die Verwendung von PRP innerhalb von drei Stunden
nach dessen Herstellung, da sich im Laufe der Zeit die Bioaktivitdt von Thrombozyten
verandert (139). Das PRP-Pulver kénnte dagegen bis zu zwolf Monate gelagert und
Injektionen jederzeit nach Resuspension durchgefihrt werden, wodurch die Verabreichung
wahrend der Wundheilungsphase ermoglicht werden wirde. Daruber hinaus ist die
Verwendung fur Spitzensportler wahrend einer Trainings- oder Wettkampfreise einfacher, da
keine Zentrifuge transportiert werden muisste.

Im Weiteren gibt es Daten, die die Hypothese bekraftigen, dass hitzeempfindliche
Plasmaproteine (z. B. Komplementfaktoren) anstelle von Thrombozyten oder Leukozyten fir
eine antibakterielle Aktivitat verantwortlich sind (120). Interessanterweise zeigten ahnliche
Produkte wie das untersuchte PRP-Pulver, dass diese Fahigkeit auch nach der Verarbeitung
von Thrombozytenkonzentraten zu PRP-Pulver erhalten bleibt (120,151). Anstelle der
Ubertragung von Infektionskrankheiten kénnen einige PRP-Derivate bakterizide
Eigenschaften gegen einige Bakterienstdmme wie Escherichia coli aufweisen. Dies kénnte
zu erweiterten Indikationen fir die klinische Anwendung flihren, die Uber die Sportmedizin
hinausgehen, wie z. B. zur Wundheilung. Trotz Fortschritten beim Verstandnis von PRP gibt
es noch viele Variablen, die die Behandlung bei Erkrankungen des Bewegungsapparates
beeinflussen und somit berticksichtigt werden muissen (72). Bereits im Anschluss dieser
experimentellen Studie erfolgten erste Zellkulturversuche an Chondrozyten mit dem PRP-
Pulver. Diese zeigten eine positive Wirkung auf die Zellproliferation der Chondrozyten (152).

Ferner kann moglicherweise die Grundsubstanz zur weiteren Sequenzierung und
Herstellung einzelner Wachstumsfaktorpraparate oder zur Fertigung von individuell
angepassten  Wachstumsfaktorpraparaten mit  verschiedenen Wachstumsfaktor-
konzentrationen, die optimal auf die jeweilige Pathologie zur besseren Heilung abgestimmt
sind, genutzt werden.

Vor dem routinemafigen klinischen Einsatz missen regulatorische Fragen geklart werden.
Die Behdrden in den USA sowie der Europaischen Union mussen festlegen, ob dieses
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Produkt unter das Bluttransfusionsgesetz fallt und als Arzneimittel oder Medizinprodukt
gelten kann.
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Zusammenfassung

Die Anwendung von autologen Wachstumsfaktoren (WF) in Form von Thrombozyten-
reichem Plasma (Platelet-Rich Plasma/PRP) rluckte in den letzten zwei Jahrzehnten immer
mehr in den Fokus der Medizin und ist in der Sportorthopadie in der Therapie bei Arthrose,
Sehnenerkrankungen, Muskelverletzungen und Knochenheilungsstorungen weit verbreitet.
Die bisherige Herstellung von PRP folgte keiner festen Standardisierung und zeigt daher
stark schwankende Konzentrationen von WF sowohl intra- als auch interindividuell. Die
Grunde hierfur sind vielfaltig, u.a. verschiedene Herstellungssysteme, biologische Varianz
und diverse PRP-Formulierungen. Die Frage nach der dringend bendtigten Standardisierung
ist daher bislang nicht geldst. Ziel dieser Arbeit war es, erstmalig in der vorliegenden Studie
ein standardisiert hergestelltes Wachstumsfaktorpraparat aus allogenen
Thrombozytenkonzentraten (TK) mit der Benennung PRP-Pulver (Fa. DOT GmbH, Rostock,
DEU) im Vergleich zu herkémmlichen PRP-Herstellungsmethoden zu untersuchen und
auszuwerten. Durch das Zusammenfassen und Verarbeiten von zwolf allogenen TK wurde
eine homogene Trockensubstanz hergestellt, die durch Resuspendierung mit Natriumchlorid
ungefahr 1000 identische "klassische" PRP-Anwendungen von jeweils 3 ml liefert.

Insgesamt wurden sechs verschiedene WF-Konzentrate verglichen: PRP-Pulver (n = 1),
allogene TK (n = 5), Vollblut (n = 5), Serum aus BSG-Sedivetten (Serum-BSG, n = 5), PRP
nach Harvest SmartPReP-2 (n = 5) und PRP nach Arthrex ACP (n = 5). Es erfolgte eine
hamatologische Analyse der Probengruppen auf Anzahl der enthaltenen Erythro-, Leuko-
und Thrombozyten. Im Weiteren wurden die WF-Konzentrationen des Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF), Fibroblast Growth Factor - 2 (FGF-2), Platelet-Derived Growth Factor
- AB (PDGF-AB), Transforming Growth Factor - beta 1 (TGF-R1), Insulin-like Growth Factor -
1 (IGF-1) und Insulin-like Growth Faktor - Binding Protein 3 (IGF-BP3) sowie der Zytokine
Interleukin - 1 alpha (IL-1a), Interleukin - 1 beta (IL-1R) und Interleukin - 1 Receptor
Antagonist (IL-1RA) mit Hilfe von Sandwich-ELISA-Assays (Fa. R&D Systems Europe Ltd.,
Abingdon, UK) bestimmt. Die daraus resultierten Messdaten wurden anschliel®end deskriptiv
mit dem Programm Excel (Fa. Microsoft Corp. Redmond, USA) dargestellt und in der
schlielenden Statistik von gepaarten Mehrfachvergleichen unter Verwendung der
Varianzanalyse (ANOVA) mit dem Bonferroni-Post-hoc-Test sowie dem ungepaarten t-Test
im Programm SPSS 20.0 (Fa. IBM Corp., Amonk, USA) analysiert und interpretiert.

Die hamatologische Analyse beider herkdmmlichen PRP-Herstellungssets weisen
unterschiedliche Thrombozytenkonzentrationen zur Referenz Vollblut auf. Das PRP nach
Harvest SmartPReP-2 zeigt eine 4,15-fach héhere Aufkonzentration gegenuber dem PRP
nach Arthrex ACP (901 vs. 217 x 10%/1) und eine 4-fache zum Vollblut (901 vs. 223 x 10%1).

Bei der Bestimmung der WF-Konzentrationen wurden folgende Werte (Mittelwert +
Standardabweichung / ®technische Abweichung in pg/ml) fir Vollblut, PRP nach Arthrex
ACP, PRP nach Harvest SmartPReP-2, TK, PRP-Pulver und Serum-BSG ermittelt: VEGF
(574 £ 147; 222 + 99; 528 + 233; 1087 + 535; 1722 + 50% 174 £ 170), FGF-2 (198 + 164; 242
+ 203; 410 £ 259; 151 £ 99; 542 + 12?%; 258 + 218), PDGF-AB (2394 + 451; 2473 + 643;
17846 + 3087; 18461 + 4455; 23023 + 630% 7325 £ 1900) und TGF-B1 (14356 + 4527;
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23668 + 8225; 77533 + 13918; 68582 + 7388; 87495 + 4577, 11990 + 663). Das PRP-Pulver
weist Uberwiegend signifikant (p < 0,05) hohere WF-Konzentrationen von VEGF, FGF-2,
PDGF-AB und TGF-31 gegenuber dem Groldteil der Probengruppen auf. Entgegen der
Annahme waren die WF-Konzentrationen von IGF-1 in Bezug auf Vollblut (2317 + 711 pg/ml)
und TK (2266 *+ 485 pg/ml) im PRP nach Arthrex ACP (1234 + 823 pg/ml), PRP nach
Harvest SmartPReP-2 (1539 £ 348 pg/ml) und Serum-BSG (120 £ 69 pg/ml) niedriger. Im
PRP-Pulver war IGF-1 dagegen nicht detektierbar, daflir aber in geringer Menge der WF
IGF-BP3 (6123 + 344 pg/ml) nachweislich. Besonders abhangig vom Probanden waren die
WEF-Konzentrationen von VEGF, FGF-2 und IGF-1, wobei zwischen den einzelnen
Vollblutwerten sowie den beiden kommerziellen PRP-Herstellungssets grof3e interindividuelle
Differenzen  bestanden. Ebenfalls zeigten die beiden herkdmmlichen PRP-
Herstellungssysteme signifikante Unterschiede (p < 0,05) bei den WF PDGF-AB, TGF-}31
und IGF-BP3. Bei den Zytokinen bestanden indessen keine signifikanten Abweichungen.
Daruber hinaus waren die Zytokine IL-1¢, IL-1 und IL-1RA in geringen Mengen im Vollblut,
Serum-BSG, PRP nach Arthrex ACP und Harvest SmartPReP-2 nachweisbar. Im TK und
PRP-Pulver waren sie dagegen nicht detektierbar.

Diese Studie zeigt eine moégliche Methode zur besseren Standardisierung von PRP durch
Erstellen eines direkt verwendbaren und lagerfahigen PRP-Pulvers. Die Wachstumsfaktor-
zusammensetzung des PRP-Pulvers ist mit "klassischen" etablierten PRP-Produkten
vergleichbar und kann durch Erhéhen oder Verringern der verwendeten Pulvermenge
individuell eingestellt werden. Ubliche PRP-Produkte unterscheiden sich in ihrer
Zusammensetzung und damit in ihrer biologischen Wirksamkeit. Unterschiede in den
Ergebnissen Kklinischer Studien mit PRP kdnnen auf die vielen verschiedenen PRP-
Formulierungen zurickgefiihrt werden. Dies liefert eine unzureichende Evidenz flr
Metaanalysen und systematische Rezensionen. Das PRP-Pulver erflllt die
Konsensaufforderung zur Standardisierung von PRP durch Kompensation der inter- und
intraindividuellen Variabilitdt. Die Daten dieser Studie zeigten, dass das PRP-Pulver
hauptsachlich WF-Konzentrationen im oberen Bereich gegenuber zweier kommerzieller
PRP-Praparaten beibehielt. Im Gegensatz zum PRP-Pulver erzeugten die beiden
herkdbmmlichen PRP-Herstellungskits starke Schwankungen in den VEGF- und FGF-2-
Konzentrationen. Dagegen schienen die PDGF-AB- und TGF-31-Konzentrationen von den
beiden PRP-Herstellungssets nicht betroffen zu sein. Andere Studien zeigten bei TGF-R’1
eine homogene Verteilung zwischen den einzelnen Proben und eine direkte Korrelation mit
den PDGF-AB-Werten. Die demonstrierten Daten in dieser Arbeit stitzen die Hypothese
nicht, dass die Mengen von TGF-31 und PDGF-AB in Konzentrationen mit Leukozyten héher
sind. Die WF-Konzentration von IGF-1 war unerwartet im PRP nach Harvest Smart-PReP-2
gesenkt und im PRP-Pulver nicht detektierbar. Der Grund dafur ist moglicherweise die
Denaturierung der Proteinstruktur der freien Form des IGF-1 wahrend des Lyophilisierungs-
prozesses bei der Herstellung des PRP-Pulvers. Die unfreie Form des IGF-1 ist offenbar am
WF IGF-BP3 gebunden, das in geringer Menge im PRP-Pulver nachgewiesen werden
konnte. Die Zytokine IL-1c und IL-1B, ein katabolischer Faktor, blieben im PRP nach Harvest
SmartPReP-2 ungefahr auf Vollblutkonzentration, schienen jedoch im TK und PRP-Pulver
entweder durch Gammabestrahlung und / oder Lyophilisierung denaturiert worden zu sein.
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Aufgrund des Studiendesigns kann keine Vorhersage Uber Aktivitat der WF im biologischen
Umfeld getétigt werden. Das vorgestellte PRP-Pulver ist heterologen Ursprungs und kann
moglicherweise eine allergische Immunreaktion ausléosen. Um diese Bedenken
auszuraumen, wurden bei den verwendeten zwolf TKs zur Herstellung des PRP-Pulver eine
Leukozytendepletion sowie eine Gammabestrahlung mit 30 Gy durchgeflhrt. Diese
Malnahmen sollen das allergene Potenzial senken und alle Krankheitserreger inaktivieren.
Limitierungen der vorliegenden Studie waren, dass das PRP-Pulver nur mit zwei
herkémmlichen PRP-Herstellungssystemen verglichen wurde. Auch die statistische Analyse
war aufgrund von nur einer verfiigbaren Charge des PRP-Pulvers begrenzt. Im Weiteren
befinden sich noch viele weitere WF im Blut, daher muss die In-vivo-Bioaktivitat des PRP-
Pulvers in weiteren Grundlagenforschungen und klinischen Studien bewertet werden.

Die Herstellung von gepooltem PRP mittels Lyophilisierung erméglicht dem Arzt, unter
Verwendung einer bestimmten Menge des PRP-Pulvers eine definierte Wachstumsfaktor-
konzentration anzuwenden. Zusatzlich besteht keine Spenderabhangigkeit mehr. Das PRP-
Pulver ist als Trockensubstanz ohne Notwendigkeit der Zentrifugation tberall in beliebiger
Menge verfugbar und lagerstabil. Dies spart Zeit inklusive Personalressourcen und konnte zu
Kosteneffizienz in der klinischen Praxis flihren. Es ist damit das schnellste aller PRP-Kits.

Die leitende Hypothese dieser experimentellen Studie, dass eine grole Menge eines PRP-
Derivats hergestellt werden koénnte, das langfristig bestandig konstante einheitliche
Wachstumsfaktorkonzentrationen aufweist und mit herkdmmlichen PRP-
Herstellungsprodukten  vergleichbar ist, wurde mit dem PRP-Pulver bestatigt.
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,vergleichende Untersuchung eines standardisiert hergestellten, allogenen
Wachstumsfaktorextraktes®

1. Durch das Bindeln und Lyophilisieren  von  mehreren  allogenen
Thrombozytenkonzentraten ist es mdglich, ein standardisiertes PRP-Produkt zu
erzeugen.

2. Es kann eine grolRe Menge eines PRP-Derivats hergestellt werden, das langfristig
bestandig konstante einheitliche Wachstumsfaktorkonzentrationen aufweist und mit
herkdbmmlichen PRP-Herstellungsprodukten vergleichbar ist.

3. Das PRP-Pulver weist eine einheitliche Standardisierung auf und die dringend
bendtigte  Standardisierung  konnte  durch  die  herkdmmlichen  PRP-
Herstellungssysteme bisher nicht gelést werden.

4. Bei etablierten PRP-Herstellungsverfahren lassen sich inter- und intraindividuelle
Unterschiede in der PRP-Zusammensetzung sowie in deren Wachstumsfaktor-
konzentrationen feststellen.

5. Das PRP-Pulver weist hohere Wachstumsfaktorkonzentrationen zu PRPs aus
etablierten Herstellungsverfahren auf.

6. Konzentrationen an Zytokine lassen sich im PRP-Pulver nicht nachweisen.

7. Die Wachstumsfaktorkonzentrationen von PDGF-AB und TGF-31 sind in etablierten
PRP-Produkten mit gréRerer Leukozytenzahl héher.





