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1 Einleitung

1.1 Allgemeines

Auf den verschiedenen Gebieten der Medizin, wie Orthopadie, Oralchirurgie oder
Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie, wird immer haufiger versucht, eine beschleunigte
Regeneration von Knochengewebe zu erreichen. Das Ziel ist die Verkirzung der
Behandlung und entsprechend die Entlastung der Patienten. Daher arbeiten Arzte
zusammen mit Wissenschaftlern an der Entwicklung von Methoden, welche die
Knocheninduktion, die Knochenkonduktion, die Osteointegration und die

Beschleunigung der Wundheilung im Ganzen optimieren.

In der heutigen Zahnmedizin gehért die Versorgung der Patienten mit Implantaten
zur Routine. Allerdings belauft sich die Behandlungsdauer auf bis zu zwélf Monate,
abhangig davon, wie schnell ein Implantat mechanisch belastet werden kann. Eine
Methode zur Beschleunigung der  Knochenwundheilung  wirde  fir

Implantatpatienten eine dramatische Verkirzung der Behandlungsdauer bedeuten.

Verschiedene  aktuell  diskutiete ~ Methoden  zur  Stimulierung  der
Knochenregeneration basieren auf den Einsatz biologischer Faktoren. Eine dieser
Methode ist der Einsatz von Thrombozytenkonzentraten, oder Platelet Rich
Plasma, kurz ,PRP*.

PRP wird heute klinisch und in der Zahnarztpraxis -,chair side“- bereits verwendet,
der Einsatz ist jedoch weder wissenschaftlich gerechtfertigt noch kontraindiziert.
Aufgrund der Vielfalt verschiedener Methoden zur Herstellung von PRP, die auf
dem Markt existieren, sind in vivo Studien zur Wirkung aller PRP-Preparationen
sehr aufwéandig. Durch Etablierung geeigneter in vitro Systeme sollte man die
Wirkung von PRP einfacher untersuchen kénnen und gleichzeitig eine Optimierung
verschiedener Herstellungsmethoden erreichen. Die vorgestellte Arbeit
dokumentiert die Wirkung von PRP in verschiedenen in vitro Versuchssystemen.



1.2 Allgemeines uber PRP

PRP ist ein autologes Produkt, welches aus mit Thrombozyten angereichertem
Plasma besteht. Die Thrombozytenkonzentration betragt in Mittel 1-2,5 Mio.
Thrombozyten/ul Plasma. Sie kann allerdings bis auf 4 Mio. ansteigen [19]. Diese
Thrombozyten enthalten in ihren Alpha-Granula verschiedene Wachstumsfaktoren,
die wichtig fur die Wundheilung sind [36,83]. Die Wachstumsfaktoren werden von
den Zellen Uber spezifische Rezeptoren erkannt. Dadurch kénnen die Faktoren die
Rekrutierung, die Migration, die Chemotaxis und die Proliferation der Zellen

beeinflussen [32].

PRP wird durch verschiedene Zentrifugationsverfahren direkt aus dem mit Zitrat
versetztem Vollblut der zu behandelnden Patienten hergestellt. Unmittelbar vor
dem Einbringen in die Wunde wird PRP durch Zugabe von Aktivatoren zum
Gerinnen gebracht. Dadurch werden die Thrombozyten aktiviert und so die
Wachstumsfaktoren freigesetzt. Als Aktivatoren des Thrombozytenkonzentrates
werden Calcium und Thrombin oder nur Calcium allein (besonders in Europa)

eingesetzt.

Die Frage, ob eine Erhéhung der Konzentration an Wachstumsfaktoren, wie sie in
Thrombozytenkonzentraten erreicht werden kénnen, mdglicherweise eine

Beschleunigung der Wundheilung verursachen, wird aktuell diskutiert.

1.3 Geschichtliches zu PRP

In den 60er Jahren wurden von Schulte et al. einige Artikel und ein Buch publiziert,
in denen sie zum ersten Mal Gber die Verwendung von autologen Blutprodukte

zum Fordern der Knochen-Regeneration sprachen. Damals hatten Schulte et al.



autologes Blut und, wenige Jahren spater, zentrifugiertes autologes Blut
therapeutisch fur die Flllung von Zysten benutzt [84,85].

Erst 1996 wurde von Yamamoto et al. wieder von der Benutzung autologer
Blutprodukte als Gewebekleber fir die Blutstillung berichtet [111].

Ein Jahr spéater (1997) verdffentlichten sowohl Whitman et al. [108] als auch Green
[31] Verfahren zur Herstellung von PRP. Green stellte PRP als Alternative zum
Jfibrin glue® vor. Whitman et al. sprachen schon Uber die Beschleunigung von
Weichgewebe- und Knochen-Regeneration durch Fibrin und in PRP enthaltene
Wachstumsfaktoren.

Als 1998 Marx et al. [63] eine erste klinische Studie Uber die Anwendung von PRP
an Patienten veréffentlichten, provozierten sie eine breite Diskussion Uber den
Einsatz von PRP zur Wundheilung. Sie hatten in der Studie 88 Patienten
behandelt, welche eine Unterkieferrekonstruktion mit autologen
Knochentransplantaten erhalten hatten. Bei der Halfte der Patienten wurde in der
Behandlung PRP eingesetzt, die andere Halfte, bei der kein PRP eingesetzt
wurde, diente als Kontrolle. Die Auswertung der Knochendichte wurde nach sechs
Monaten mittels Panoramaschichtaufnahmen durchgeftihrt. Die Ergebnisse zeigten
eine Steigerung der Knochendichte von 19% in der mit PRP behandelten Gruppe.

Ein Jahr spater, 1999, spricht auch der spanische Zahnarzt Anitua in einem ersten
Artikel Uber ein Thrombozytenkonzentrat das er ,platelet rich in growth factors®,
kurz PRGF, nennt [4]. Das ist bei Anitua der Anfang einer ganzen Reihe von
Versuchen mit PRGF. Anitua ist der heute bekannteste Anwender von PRP in der
Oralchirurgie in Europa. So wie auch Marx, behauptet Anitua durch den Einsatz
von PRP eine Beschleunigung der Wundheilung und der Regeneration des
Knochengewebes erreicht zu haben. Im Gegensatz zu Marx jedoch untersucht
Anitua den Effekt von PRP auch in Tierversuchen [5] und recherchiert auch die
Wirkung einzelner Wachstumsfaktoren aus PRP auf die Wundheilung [6].



Obwohl seit der ersten in der Literatur h&ufig zitierter Publikation von Marx
inzwischen 5 Jahre vergangen sind, existieren in der Literatur bisher kaum
belastbare klinische Studien, die die von Marx fir den Einsatz von PRP

propagierten Effekte durch ,harte” klinische Daten bestatigen.

Um den mit der Durchfihrung klinischer Studien verbundenen hohen Aufwand zu
umgehen, wird daher auch vermehrt versucht, in vitro Belege flr die propagierte

stimulierende Wirkung von PRP zu finden.

Weibrich et al. [103] untersuchten in vitro den Effekt von reinen, gewaschenen
Thrombozyten auf osteoblastendhnliche Zellen. Sie stellten eine Steigerung der
Proliferation bis zu einer bestimmten Konzentration der Thrombozyten fest. Bei
héheren Konzentrationen wurde dagegen eine Hemmung der Proliferation
festgestellt. Die Relevanz dieser Ergebnisse ist noch diskutierbar, denn die
Versuche reproduzierten nicht die in vivo existierenden Bedingungen. Hinzu
kommt, dass die Autoren in den Versuchen einen Schritt ausgelassen haben, der
bei der Anwendung in der Praxis notwendig ist, namlich die Aktivierung von PRP
durch Calcium mit oder ohne Thrombin. Weibrich et al. vergleichen auch
verschiedene Methoden zur Herstellung von PRP [102,104-107].

Davies et al. erforschen intensiv die Schnittstelle zwischen Implantat und
Knochengewebe. Da das Implantat als erstes mit dem Blut des Patienten in
Berihrung kommt, soll das Thrombozytenkonzentrat eine wichtige Rolle in der
Osteoinduktion und Osteokonduktion spielen. Davies schreibt die Schliisselrolle
der Implantat-Integration allerdings nicht PRP (allein) zu, sondern der Fibrinmatrix,
in der sich auch die Thrombozyten befinden (Abb. 1) [17, 25].



Abb. 1. Fibrinmatrix und aktivierte Thrombozyten nach J. E. Davies

Heute ist die Anwendung von PRP ein hoch aktuelles Thema auch in der
Orthopédie, in der Oralchirurgie und in der Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie. Arzte
und Biologen sind gleichermaBen an wissenschaftlichen Daten interessiert, die den
Effekt von PRP belegen und quantifizieren, um damit die Realisierbarkeit von in

vivo Anwendungen von PRP abzuschéatzen.

14 Bestandteile von PRP

PRP ist zurzeit unter verschiedenen Begriffen bekannt, wie zum Beispiel PRGF
(platelet rich in growth factors) bei Anitua [4] oder cPRP (concentrated Platelet
Rich Plasma) bei Dugrillon [19]. Entsprechend groB ist die Vielfalt der Verfahren
zur Herstellung von PRP. In allen Fallen handelt es sich jedoch um ein mehr oder
weniger bezuglich der Trombozyten angereichertes Plasma, das mittels Calcium
oder mittels Calcium und Thrombin zum Gerinnen gebracht wird.



1.4.1  Thrombozyten

Die Konzentration der Thrombozyten betragt beim erwachsenen Menschen
200.000-400.000/ul  Blut.  Thrombozyten sind  kernlose, linsenférmige
Zellbestandteile mit einem Durchmesser von 2-4 um, die dennoch einen intensiven
Atmungsstoffwechsel aufweisen. lhre Funktion besteht darin, nach einer
Verletzung der GefaBwand, zusammen mit dem gebildeten Fibrin, ein Gerinnsel zu
bilden und dadurch die Wunde zu schlieBen [24].

Thrombozyten werden im Knochenmark aus Megakariozyten gebildet. Die
Plasmamembran der Thrombozyten enthalt verschiedene Glykoproteine, die als
spezifische Membranrezeptoren fiir Fibrinogen und Fibronektin dienen.

In den Alpha-Granula der Thrombozyten, welche sich im Plattchenzentrum
befinden, werden zahlreiche Plasmaproteine, die Blutgerinnungsfaktoren V und VII
sowie eine Reihe verschiedener Wachstumsfaktoren (siehe unten) gespeichert.

1.4.2 Wachstumsfaktoren

Thrombozyten  verfligen Uber eine hohe Tendenz, sich an die
Basalmembrankollagene anzuheften. Im Fall einer Verletzung heften sich die
Thrombozyten an den Rand der BlutgefaBoéffnung und schlieBen diese innerhalb
von Minuten. Die Adhé&sionsreaktion I6st eine Formveranderung der Trombozyten
und ihre Aggregation aus [21,43]. Gleichzeitig kommt es zu einer Stimulation des

Stoffwechsels der Thrombozyten und zur Sekretion von Wachstumsfaktoren [8,18].

Die wichtigsten Wachstumsfaktoren, die aus den Thrombozyten freigesetzt
werden, und welche die Regeneration des Gewebes beeinflussen, sind:

e Transforming Growth Factor-8 (TGF-B),

e Platelet Derived Growth Factor (PDGF),



e Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF),
e Insulin-like Growth Factor-I (IGF-1),

e Epidermal Growth Factor (EGF), basic Fibroblast Growth Factor
(bFGF), Interleukin-1 (IL-1).

TGF-B

Transforming Growth Factor - B (TGF-B) ist ein Cytokin, das in einer latenten Form
produziert wird. In dieser Form hat TGF-B eine Halbwertzeit von 90 Minuten. Nach
seiner enzymatischen Aktivierung reduziert sich die Halbwertzeit auf bis zu
2min.[6].

TGF-B stimuliert die Chemotaxis von Leukozyten und Fibroblasten und beeinflusst
gleichzeitig Proliferation, Migration oder Differenzierung von verschiedenen
Zelltypen [26,29,39,40,47,91]. An der Knochen-remodellierung und in der
Frakturheilung ist TGF-B1, durch die Regulation der Aktivitdt von Osteoblasten,
Osteoklasten, Chondrozyten und mesenchymalen Zellen direkt beteiligt
[14,15,44,67,69,70]

Der Effekt von TGF-B1, wie auch der anderen Wachstumsfaktoren, ist allerdings
dosisabhangig: in hohen Dosen kann TGF-B einen hemmenden Effekt auf die
Knochenbildung provozieren [25,30].

In PRP kann die TGF-B1 Konzentration, je nach Herstellungsmethode, Werte bis
zu 1020ng/ml erreichen.

Deshalb kann man heute nicht mit Sicherheit sagen, ob der Effekt von TGF-B1 bei
der Verwendung von PRP positiv oder negativ ist.
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PDGF

Platelet Derived Growth Factor (PDGF) ist ein Glykoprotein bestehend aus zwei
Polypeptidketten einer der Formen A oder B, und folgend aus drei Isoformen: AA,
BB und AB. PDGF ist der erste Wachstumsfaktor, welcher in dem Alpha-Granula
der Trombozyten entdeckt wurde [6,51].

Aus den Trombozyten wird vor allem PDGF-AB freigesetzt [114]. Neben PDGF-AB
(65%) werden auch die anderen zwei Isoformen PDGF-BB (23%) und PDGF-AA
(12%) in den Alpha-Granula produziert [6].

Eine wichtige Rolle von PDGF ist die Anregung der Proliferation von Osteoblasten.
PDGF war der erste Wachstumsfaktor, bei dem eine chemotaktische Wirkung auf
sowohl Préosteoblasten und Osteoblasten, als auch auf Fibroblasten
nachgewiesen werden konnte [28,41,58,62].

Die Konzentration von PDGF-AB kann in PRP bis zu 314ng/ml betragen [105]. Es
gibt nur wenige, sich widersprechende Untersuchungen, die den Effekt dieser

Konzentration auf die Knochenzellen untersuchen.
VEGF

Vascular Endothelial Growth Factor ist ein Protein, welches von Zellen wahrend
der Proliferation produziert wird. VEGF hat unterschiedliche biologische
Funktionen, wie die Erhdéhung der Permeabilitdt von GefédBen oder die

Stimulierung der Angiogenese [6,40,55].
IGF-I

Insulin-like Growth Factor - | wird hauptsachlich von Osteoblasten produziert und
ist in der Knochenmatrix quantitativ der am haufigsten angetroffene
Wachstumsfaktor [90,92].
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IGF-1 beeinflusst die Osteoblastenproliferation positiv, stimuliert also die
Knochenbildung (besonders bei einer Knochenfraktur) und die Bildung von
Kollagen Typ 1 [60,61,93,113]. Nach Bastian hat IGF-I in Serum eine Halbwertzeit
von 3min. [9]. In PRP kann die Konzentration von IGF-I bis 91ng/ml betragen [104].

EGF, bFGF, IL-1

Epidermal Growth Factor (EGF), basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) und
Interleukin-1 (IL-1) sind andere Wachstumsfaktoren, die aus den aktivierten
Thrombozyten freigesetzt werden. Sie spielen eine wichtige Rolle in der
Wundheilung durch die Férderung der Proliferation von Osteoblasten, Fibroblasten
(bFGF) und Keratinozyten (bFGF). EGF stimuliert gleichzeitig die Mitose von
Fibroblasten und Keratinozyten und beschleunigt dadurch die Wundheilung
[12,55,57,58,82,98].

1.4.3 Calcium (Faktor IV des Gerinnungssystems)

Calcium existiert im Korper zu 99% (ca. 1,5Kg) als Apatit im Skelettsystem. Die
Knochenmin.eralien stellen ein Reservoir dar, aus welchem Calcium mobilisiert,
und in welchem (berschiissigen Calcium abgegeben werden kann. Das
Skelettsystem ist in der Lage, durch Osteoblasten und Osteoklasten das
Calciumniveau fein zu regulieren [22,100]. Die Konstanz des Calciumspiegels im
Blut und in den Kérperflissigkeiten setzt eine wirksame Regulation der Resorption,

der Verteilung und der Ausscheidung von Calcium voraus [101].

Die Gesamt-Calciumkonzentration im Blut betragt 9-11mg/100ml (2,25-
2,75mmol/l).  Wa&hrend der osteoklastischen Resorption kann die
Calciumkonzentration Werte bis 50mmol/I erreichen [33]. Nur das freie Calcium-lon
ist biologisch aktiv. Es ist in der Lage, sowohl die Zellmembrane zu stabilisieren,
als auch durch lonenkanale in die Zellen einzudringen [20].
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Calcium spielt im Blutgerinnungssystem eine entscheidende Rolle: nur in seiner
Anwesenheit wird das Thrombin gebunden. Dariber hinaus findet die
Degranulation von Thrombozyten, bzw. die Freisetzung von Wachstumsfaktoren
aus den Alpha-Granula, ebenfalls nur in Gegenwart von Calcium statt. Die Rolle
von Calcium in der Wundheilung wird auch debattiert [54]. Das extrazellulére
Calcium kann in hdheren Konzentrationen die Aktivitdt der Osteoblasten und

Osteoclasten beeinflussen [35,45,59].

Fir die Gerinnungsauslésung von PRP wird, je nach Methode, eine 5 oder 10%-
ige Calciumlésung benutzt, um das durch die Zugabe von Antikoagulantien
gebundene Calcium zu ersetzen [2,4,48-50,52,53,56,63,105,108,109]. Dadurch
kann die Calciumkonzentration lokal auf bis zu 130mmol/l ansteigen.

1.4.4 Thrombin

Unter dem Einfluss von Faktor V und Faktor X der Gerinnungskaskade wird das
Thrombin durch die Aktivierung von Prothrombin gebildet. Prothrombin wird als

Vorstufe von Thrombin in der Leber unter der Mitwirkung von Vitamin K gebildet.

Thrombin (Faktor lla des Blutgerinnungssystems) ist eine vielseitige, aktive
Serinproteinase mit einer zentralen Rolle in der Hemostase [110]. Zu den

wichtigsten Funktionen z&hlen:
e die Umwandlung von Fibrinogen in Fibrin,
e die Aktivierung von Trombozyten [24], sowie
e die Stimulierung der Freisetzung von Serotonin und Prostaglandin.

Die Osteoblasten besitzen Thrombinrezeptoren [1,13,23,42]. Bei bestimmten
Konzentrationen kann das Thrombin die Proliferation von Fibroblasten und
Osteoblasten stimulieren [23,95-98].
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1.5 PRP und seine Rolle in der Wundheilung

Das Knochengewebe gehért zu den Geweben, die zu einer restitutio ad integrum
in der Lage sind [77]. Bei einer Verletzung des Knochens setzt, in Abhangigkeit
von der Defektgrdsse, eine primare oder eine sekundare Knochenheilung an.

Die primare Knochenheilung setzt nur in wenigen Fallen an, namlich wenn ein

lickenloser, enger Kontakt der Fragmentenden einer Knochenfraktur besteht.

Die sekundare Knochenheilung nach Auffillung von Knochendefekten ist der
Regelfall. Die Bildung des neuen Knochengewebes erfolgt tGber die Bildung eines

Ubergangsgewebes - des Kallus.

Die Knochenheilung fangt mit einer Hamatombildung an, gefolgt von der
entzindlichen Reaktion. Diese fuhrt zur Aktivierung des Komplementsystems und
zum Abraumen von nekrotischem Gewebe. Danach werden die proliferativen und
Differenzierungsvorgange durch Wachstumsfaktoren aus den aktivierten®
Thrombozyten [7,21,43] und durch die morphogenetischen Knochenproteine
(BMPs) gesteuert [70,71,114]. Das Frakturhamatom wird von Gewebszellen in
Bindegewebe umgewandelt — in den Bindegewebekallus, welcher durch
Kalkeinlagerung verfestigt wird. Dieses Gewebe wird Intermediarkallus oder
Osteoid genannt. Der Intermediarkallus wird dann allmahlich zu Knochengewebe

umgebaut.

In  der Frihphase der Knochenheilung sind die Wachstumsfaktoren
héchstwahrscheinlich fur die Proliferation und Differenzierung der mesenchymalen
Zellen, fur die Chemotaxis der Leukozyten, aber auch der Makrophagen in die
Wunde [18,55,75] =zustandig. Nachgewiesen wurde auch, dass die
Wachstumsfaktoren (TGF-8, PDGF, VEGF) angiogenetisch sind [71]. Zu diesem
Zeitpunkt wird die propagierte positive Wirkung von PRP in der Wundheilung
vermutet. Es wird propagiert, dass aktivierte Thrombozytenkonzentrate (PRP)
Wachstumsfaktoren freisetzen und dadurch eine Beschleunigung der Wundheilung
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gefdrdert wirde [112]. Diese soll auf der Angiogenesis und hauptsachlich auf der
Proliferation von Vorlauferzellen und Osteoblasten basieren. Aus diesem Grund ist

die Anreichung dieser Faktoren eines der Ziele bei der Herstellung von PRP.

Neben der Stimulation der Bildung von Knochen- und Knorpelzellen aus
pluripotenten Vorstufen sind die Wachstumsfaktoren auch fir die Stimulation der
Angiogenese zusténdig. In der Literatur gibt es keine belastbaren Versuche, die
dokumentieren, welchen Einfluss PRP auf die Angiogenesis hat. Whitmann et al.
haben 1997 nur darauf hingewiesen, dass PRP die Regeneration der
Weichteildefekten, aber nicht speziell die Angiogenesis, stimuliert.

1.6 Osteokonduktion und Osteoinduktion

Nach Davies [17] ist eine schnelle Heilung in der Frihphase der Knochenwunde
entscheidend fUr die Stabilisierung enossaler Implantate. In dieser Phase finden
Osteokonduktion und Osteoinduktion statt, von denen die spatere Knochenbildung

abhangt.

Osteoinduktion ist definiert als ein Prozess, der die Bildung von Knochengewebe
stimuliert. Osteokonduktion wird definiert als Wanderung osteogener Zellen in
Richtung Knochendefekt bzw. Implantat oder Knochenersatzmaterial. Diese
Migration erfolgt Gber das Blutkoagulum am Implantatsort. Das Fibrin aus dem
Blutkoagulum bildet eine 3D Matrix flr diese Migration, die durch die Freisetzung
von Wachstumsfaktoren aus Blutzellen, insbesondere aus Thrombozyten, im
Koagel bescheunigt werden soll. Die osteokonduktiven Implantatoberflachen
binden das Fibringerinnsel und dadurch die osteogenen Zellen. Die entstehende

Knochen-Implantat-Oberflache entsteht eine ,Kontaktosteogenese® (Abb. 2).
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Abb. 2. Kontaktosteogenese nach J. E. Davies

Die sogenannte ,Distanzosteogenese” findet man bei den Implantatoberflachen,
die nicht osteokonduktiv sind und wo das Koagulum sich zurickzieht. Der neue
Knochen bildet sich auf dem schon existierenden Knochen und in seiner
Umgebung, aber nicht auf dem Implantat (Abb. 3) [17].
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Abb. 3. Distanzosteogenese nach J. E. Davies

Folglich wird heute versucht, Knochenersatzmaterialien und Implantatoberflachen
herzustellen, die osteoinduktiv und osteokonduktiv zugleich sind, um eine optimale

Anlagerung der osteogenen Zellen gewahrleisten zu kdnnen [3,68,86,88,89]

In diesem Zusammenhang wird heute propagiert, dass das Einbringen von PRP in
die Wunde und alternativ oder zusatzlich das Einbetten des Implantats in PRP vor

dem Implantieren eine Beschleunigung der Wundheilung verursacht [6]. Wenn dies
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der Fall ware, kénnte man eine Therapie mit sofort belastbaren Implantaten

realisieren.

1.7 Themenstellung

In der Fachliteratur und auf Symposien, die das Thema PRP behandeln, werden
Reihen von Fallberichten Uber den erfolgreichen Einsatz von PRP in der Mund-,
Kiefer-, Gesichtschirugie und in der Implantologie vorgestellt
[6,10,11,16,37,46,50,63,64,76,78,80,99,109,110]. Darlber hinaus werden auch
neue Anwendungsbereiche fir PRP beschrieben, wie zum Beispiel der Einsatz in
der plastischen Chirurgie (Marx). Die Autoren behaupten, dass die
Wachstumsfaktoren (TGF-B, PDGF, etc.), die aus den aktivierten Thrombozyten
freigesetzt werden, zur Beschleunigung der Regeneration von Knochengewebe

beitragen.

Obwohl in der Praxis Thrombozytenkonzentrate (PRP) immer h&ufiger zur
Regeneration von Hartgeweben eingesetzt werden, gibt es bis heute noch wenig
belastbare klinische Daten von Untersuchungen, die den Erfolg von PRP
unterstitzen. Infolge dessen werden vermehrt Versuche zur Reproduktion der
Wirkung von PRP in vitro durchgefihrt.

Die Fachliteratur berichtet von Versuchen in verschiedenen in vitro
Modellsystemen. Diese untersuchen zum einen die Wirkung von nicht mit Calcium
mit/ohne thrombinaktivierten Thrombozyten, zum anderen die Wirkung von reinen,
nicht aus PRP freigesetzten Wachstumsfakioren (TGF-B, PDGF) auf
osteoblastenahnliche Zellen [103-105].

Von der Wirkung der von Thrombozyten freigesetzten Wachstumsfaktoren wird
ebenfalls berichtet. In diesen Versuchsystemen wurden die Thrombozyten
allerdings zuerst eingefroren. Die Wachstumsfaktoren wurden durch das darauf
folgende Auftauen bzw. Denaturieren der Thrombozyten gewonnen [69,71]. Die
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Ergebnisse dieser Versuche sind daher nicht ohne weiteres auf die Anwendung
von PRP in vivo Ubertragbar.

1.8 Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit ist, die flir die Anwendung von PRP propagierte
Beschleunigung der Heilvorgdnge in Knochengewebe durch in vitro
Untersuchungen zu verifizieren, eventuell eine Optimierung der Verfahren zu

erreichen.

PRP wird in der Regel so eingesetzt, dass eine mdglichst hohe Konzentration von
Wachstumsfaktoren erreicht wird [19]. Dennoch zeigen Studien, dass eine zu hohe
Wachstumsfaktorenkonzentration in der Wunde eher eine Hemmung der
Zellproliferation (z.B. Osteoblasten) bewirken kann [30].

Zur Herstellung von PRP steht eine Reihe von Methoden zur Auswahl. Variationen
sind sowohl bezlglich des Ausgangsmaterials (Citratblut, EDTA-BIlut), bezlglich
der zur Anreichung eingesetzten Methoden (Zellseparator, verschiedene
differenzielle Zentrifugationsprotokolle) als auch bezlglich der Gerinnungs-
auslésenden Zusatze moglich. Als Aktivierungsfaktoren der Gerinnung von PRP
werden in der Regel, wie schon bereits erwahnt, Thrombin allein oder zusammen

mit Calcium in verschiedenen Konzentrationen benutzt.

Alle genannten Komponenten von PRP kénnen eine Rolle bei der Wirkung von
PRP auf das Knochengewebe spielen. Inwiefern jede einzelne Komponente an der
propagierten Wirkung von PRP beteiligt ist, ist heute noch nicht bekannt.
Deswegen fallt es schwer, Risiko und Nutzen der Therapie mit PRP abzuschéatzen.

Bevor PRP in der Praxis breit eingesetzt wird, sollten folgende Fragen geklart

werden:
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o Kann eine stimulierende Wirkung von PRP auf die Zielzellen, z.B.

eine Férderung der Proliferation, in vitro nachgewiesen werden?

o Kann diese Wirkung einer oder mehreren bestimmten Komponenten
der PRP-Praparation zugeordnet werden? Wenn ja, welcher oder

welchen?

o Kann die Wirkung von PRP durch Modifikation der Préaparation
optimiert werden und kann dementsprechend eine Optimierung von

Herstellerprotokollen vorgenommen werden?

Um diese Fragen zu beantworten sollten in vitro Bioassaysysteme
aufgebaut werden, die mdglichst getreu der in vivo Situation konzipiert

sind.
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2

2.1

2.1.1

Material und Methoden

Materialien und Gerate

Allgemeine Zellkultur- Materialien und Geréte

Far die Versuche wurden die folgenden gemeinsamen Materialien benutzt:

Gerate:

SAOS-2-Osteoblasten (human osteogenic sarcoma) (DSMZ Nr.

ACC 243)

MC3T3-E1 mouse embryo / fetus calvaria
(Préosteoblasten) (DSMZ Nr. ACC210)

McCoy’s Medium(Sigma Nr. M8403)

a-MEM Medium (Gibco Nr. 22571-020)
Trypsin/EDTA (Cascade Biologics Nr. R-001-100)
75 cm? Kulturflaschen (Costar Nr. 3376)

Fetal Calf Serum (FCS) (PAA Nr. A15-773)
Calcium Chlorid Pure (Serva Nr. 15585)
Thrombin (Sigma T4648)

Pipetten

Pipettenspitzen

CO.-Brutschrank (Heraeus)

21

fibroblasts



2.1.2  Materialien und Geréte fiir die Versuche mit Calcium und Thrombin

Materialien:

Gerate:

96well-Platten (Costar Nr. 3596)

Phosphate buffered saline (PBS) (Gibco BRC)
XTT-Kit (Boeringer Mannheim Nr. 1465015)
BrdU-Kit (Boeringer Mannheim Nr. 1647229)

ELISA-Reader (340 ATTC Fa. SLT Labinstruments GmbH)

2.1.3 Materialien und Geréte fiir die Versuche mit PRP-Uberstand

Materialien:

96well-Platten (Costar Nr. 3596)
BrdU-Kit (Boeringer Mannheim Nr. 1647229)

Materialien zur Blutenthahme

S-Monovetten (10 ml mit 1 ml Citrat) (Fa. Sarstedt)
Butterfly

Staubinde

Sterile Handschuhe

Tupfer

Desinfektionsmittel

Pflaster

Materialien zur Herstellung des PRP-Uberstands

Handschuhe

S-Monovetten (Fa. Sarstedt)
Neutral Monovetten (Fa. Sarstedt)
Nadeln
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Geréate:

Monovetten Adapter

Zentrifuge (Biofuge T, Firma Heraeus)
Zentrifuge (Minifuge 15, Firma Heraeus)
ELISA-Reader

2.1.4 Materialien und Geréte flir die Versuche mit Membraneinsétzen

Materialien:

Gerate:

24well-Platten (Falcon Nr. 3504)

B. D. Falcon Cell Culture Insert Companion Plates (24 well plates)
(Falcon Nr. 353504)

Cell Culture Inserts mit Translucent PET Membrane 3 pum
Porengrésse, ( fur 24well-Platten) (Falcon Nr. 3096 50133)
Thrombo Plus Réhrchen 2 ml (Sarstedt Nr. 51.334)

Calcein AM (Sigma Nr. C1359)

Ethidiumbromid (EB) (Sigma Nr. E-8751)

Fluoreszenz-Mikroskop (Nikon)

Kamera (Olympus)

2.1.5 Materialien ftr BrdU (5-bromo-2’-deoxyuridine) Proliferationstest:

Gerate:

ELISA-Reader (340 ATTC Fa. SLT Labinstruments GmbH)
Mikroskop
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2.1.6  Materialien fiir die Erstellung der Calcein/EB-Farblésung:

e (Calcein AM (Sigma Nr. C1359)

e Ethidiumbromid (EB) (Sigma Nr. E-8751)

e Phosphate buffered saline (PBS) (Gibco BRC)
e Reagenzglaser

e Waage

e Vortex

2.1.7  Materialien und Geréte fiir die DNA-Isolierung

Materialien:
e High Pure PCR Template Preparation Kit (Fa. Boehringer Mannheim)
e Filter-Tube (Fa. Boehringer Mannheim)

e Auffanggefasse (Fa. Boehringer Mannheim)

1,5 ml Mikroreaktionsgefasse

Thermometer

Gerate:
e Standard-Tischzentrifuge (Heraeus, Biofuge 15), mit einer
Zentrifugalbeschleunigung bis 15000xg
e Wasserbad

e Vortex
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2.2 Methoden

Um die Wirkung der aus den PRP-Praparationen freigesetzten Wachstumsfaktoren
auf die Zellen beobachten zu kdnnen, wurden die folgenden Messmethoden

benutzt:

221 XTT Test

Der XTT Test dient dem Nachweis der Stoffwechselaktivitat der Mitochondrien und
damit der Lebensfahigkeit der Zelle. Das Messprinzip beruht bei diesem Test auf
der Bildung eines Farbstoffs durch mitochondriale Dehydrogenasen. AnschlieBend
wird die Menge des Farbstoffs, der innerhalb eines bestimmten Messzeitraums
gebildet wurde, photometrisch mit Hilfe eines ELISA-Readers ermittelt. Der XTT
Test wurde in dieser Arbeit benutzt um die Wachstumsrate der Zellen zu

bestimmen.

Der XTT Test wurde mit Hilfe vorgegebener Kits (XTT Kit, Boeringer Mannheim Nr.
1465015) durchgefiihrt. Dieses XTT Kit besteht aus:

e XTT Labeling Reagent (Reagenz 1)

e Electron-Coupling Reagent (Reagenz 2)
Testablauf:

Der XTT-Kit wurde zuerst in ReagenzgefaBe portioniert (je 2,5ml Reagenz 1 und je
50ul Reagenz 2) und bei -20°C eingefroren. Fir den XTT Test wurden 2,5ml
Reagenz 1 und 50ul Reagenz 2 aufgetaut und vereinigt (XTT Reagenz).

Zur Bestimmung der Zellproliferation wurde aus jedem Well von den insgesamt
220ul Flissigkeit 70ul Medium herausgenommen. Dann wurden pro Well 50ul XTT
Reagenz zugegeben. Die Farbreaktion in den Wells wurde nach zwei Stunden
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Einwirkungszeit bei Raumtemperatur mittels ELISA-Reader gemessen. Fir die
Messung im ELISA-Reader wurde eine Messwellenlange von 492nm und eine

Referenzldnge von 620nm ausgewahlt.

2.2.2 PRP-Herstellung mit der Curasan Methode

Das Curasan PRP-System existiert seit September 1999 auf dem Markt [16]. Somit
ist Curasan eine der ersten Firmen, die PRP-Herstellmethoden fir den Zahnarzt in
der Praxis (,chair side“) anbieten. Die Durchfiihrung der PRP-Herstellung ist in vier

Schritte unterteilt [siehe Anhang].

1. Durch eine oder mehrere Citrat-Monovetten (CPDA-Monovetten-10ml) wird dem
Patienten vendses Blut abgenommen. Um die Abnahme einer gréBeren Blutmenge
ohne hohen Aufwand flr den Patienten zu ermdglichen, wird bei der Abnahme ein

Butterfly verwendet.

2. Die Monovette wird bei einer niedrigen G-Zahl (900xg) zentrifugiert, um die
Erythrozyten und die Leukozyten vom pléatichenhaltigen Plasma zu trennen. Das
plattchenhaltige Plasma wird nach der Trennung in eine zweite neutrale Monovette
Uberflillt. Diese Monovette wird bei einer héheren G-Zahl zentrifugiert. Dadurch
werden Plattchen von Plasma getrennt. Nach dem Zentrifugieren befinden sich die
Thrombozyten als Pellet auf dem Monovettenboden. Der Uberstand ist
plattchenfreies Plasma (Platelet Poor Plasma — PPP).

3. Nach der Entfernung des Uberstandes bleibt in der Monovette nur 300l
Restvolumen Plasma, welches das Pellet beinhaltet. Durch Resuspendieren des
Pellets in dem verbleibenden Plasma wird das Thrombozytenkonzentrat (PRP)

hergestellt.

4. Im nachsten Schritt wird das Thrombozytenkonzentrat durch Zugabe von
Calcium mit/ohne Thrombin zur Gerinnung gebracht und sofort verwendet.
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2.2.3 BrdU (5-bromo-2’-deoxyuridine) Proliferationstest

Testprinzip

Der BrdU Proliferationstest ist eine nicht-radioaktive Methode, die zur
Quantifizierung des Zellwachstums als Standardtechnik im Labor benutzt wird. Das
Testprinzip besteht aus einer Markierung aller im Testzeitraum neu gebildeten
Zellen. Dazu wird ein Marker in Form eines ,falschen® DNA-Bausteines (Brom-
desoxy-Uridin; BrdU) dem Zellkulturmedium zugeftgt (10ul BrdU-Labeling zu 100yl
Zellkultur-Medium) und zwischen 2 und 24 Stunden im Medium gelassen. In dieser
Zeit wird das Pyrimidinanalog BrdU an Stelle von Thymidin in die DNA aller neu
gebildeten Zellen eingebaut. Der Test wurde mittels eines Kits (siehe Materialien)
durchgefihrt.

Nach der Ablauf der vorgegeben Zeit wird das Zellkulturmedium mit einer
Strahlpumpe abgesaugt. Die Zellen auf dem Wellboden werden mit FixDenat
Lésung fixiert. Durch FixDenat wird gleichzeitig die DNA der Zellen denaturiert und
somit der Zugang flur einen gegen BrdU gerichteten, mit Peroxidase gekoppelten
Antikérper (Anti-BrdU-POD) geschaffen. Anti-BrdU-POD bindet sich an das
Thymidinanalog BrdU und erkennt in die DNA eingebautes BrdU. AnschlieBend
wird die Menge des eingebauten BrdU durch eine nachgeschaltete Peroxidase-
Farbreaktion mittels ELISA-Reader bestimmt.

Die Extinktion (die Intensitat der Farbung) bildet ein direktes MaB fir die
Proliferation der Zellen wahrend der Markierungszeit.

2.2.4 Die Thrombozytapherese

Eine Methode zur Herstellung von PRP flr gréBere chirurgische Interventionen ist
die Thrombozytapherese. Bei der Thrombozytapherese werden die Thrombozyten

von Erythrozyten und Leukozyten, in einem Durchlaufverfahren mittels eines
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Zellseparators abgetrennt. Der Vorteil des Verfahrens besteht darin, dass eine
gréBere Menge von Thrombozytenkonzentrat unter minimaler Patientenbelastung
hergestellt werden kann.

Fir die Thrombozytapherese stehen spezielle Blutabnahmeeinrichtungen, in
Kliniken bzw. in Rahmen der Transfusionsmedizin, zur Verfligung. Bei dem
Verfahren wird zuerst, wie beim Blutspenden, nach der Hautdesinfektion eine Vene
in der Ellenbeuge punktiert. Ein Druckmesser gewahrleistet, dass
Blutdruckschwankungen sofort registriert und gemeldet werden. Das Blut flieBt
Uber eine Pumpe in den Zellseparator. Im Zellseparator wird mittels einer
rotierenden Trennkammer ein Teil der Blutplattchen abgetrennt.

Die Ubrigen Blutbestandteile werden wieder gemischt und Uber eine zweite Kanile
in der Ellenbeuge des anderen Armes in den Blutkreis des Spenders sofort
zurtickgegeben. In standigem Wechsel nimmt der Zellseparator Blut ab oder gibt
es zurlck. Damit das Blut im Schlauchsystem nicht gerinnt, wird ihm ein
Gerinnungs-hemmender Zusatz (Citrat) beigemischt, der innerhalb weniger
Minuten im Korper abgebaut wird. Das separierte Blutvolumen betragt etwa 2,5 bis
4,0 Liter. Die Separation dauert etwa 60 bis 90min..

FOr die in vitro Versuche, bei welchen gréssere Mengen an PRP gebraucht
wurden, wurde als Methode zur PRP-Herstellung die Thrombozytapherese
gewahlt.

2.2.5 Fluoreszenzmikroskopische Vital-Farbung

Die Fluoreszenzmikroskopische Vital-Farbung ist eine Methode, durch welche die
lebenden von den toten Zellen unterschieden werden kdnnen. Fur die Methode

wird eine Farbeldsung hergestellt, die aus Calcein und Ethidiumbromid besteht.
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Das Farbeprinzip

Calcein ist ein Fluorogen, welches durch enzymatische Spaltung in einen
fluoreszierenden Stoff umgewandelt werden kann. Das apolare Calcein kann die
Zellwand durchdringen und wird intrazelluldr durch den aktiven enzymatischen
Stoffwechsel in polares Calcein umgewandelt. Das polare Calcein hat die
Eigenschaft, zu fluoreszieren [34].

In diesem Zustand kann Calcein nicht mehr durch die Zellwand nach auBen
migrieren und wird intrazellular akkumuliert. Dadurch kommt es zu einer
,Fluorochromasie“ im Zytoplasma, welche unter UV-Anregung durch den Blaufilter
eines Fluoreszenzmikroskops zu einer Grinfluoreszenz der gesamten Zelle flhrt.
Tote Zellen kénnen Calcein nicht spalten und produzieren entsprechend keine
Fluoreszenz. Somit wird eine Differenzierung zwischen lebenden und toten Zellen

moglich.

Ethidiumbromid (EB) ist ein Fluorochrom, das selbst fluoresziert und dazu benutzt
wird, die toten Zellen sichtbar zu machen. EB kann leicht durch die zerstdrte
Membran toter Zellen eindringen und sich in deren Nukleinsduren (DNA bzw. RNA)
anlagern. Bei der Verwendung eines Grinfilters wird EB zum Fluoreszieren

(Rotfluoreszenz) angeregt, so dass die toten Zellen erkennbar werden.

Durch diese Methode konnte man die Proliferation der Zellen in Vergleich zur
Kontrolle bestimmen und gleichzeitig die lebenden von den toten Zellen
unterscheiden.

Herstellung der Calcein / Ethidiumbromid (EB)-Farbeldsung

FiOr die Herstellung der Farbelésung wurde 1mM Calcein Stammiésung in 1ml
Hanks Ldésung verdiinnt. Die 1,5ug EB wurden in 1ml Phosphate Buffered Saline
(PBS) geldst. Je 50ul Calceinlésung und EB wurden eingefroren und vor dem
Versuch aufgetaut. Danach wurden 50ul Calcein Lésung und 50ul EB Lésung in
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10ml Hanks L&dsung pipettiert. Die Farbeldsung wurde mittels eines Vortex
gemischt und sofort verwendet.

2.2.6 DNA-Isolierung

Die DNA-Isolierung durch Phenol-Extraktion ist eine Methode, die dazu dient, die
DNA aus Zellen zu isolieren. Dazu werden Phenol oder ein Gemisch aus Phenol
und Chloroform zu den Zellen gegeben, gut gemischt und zentrifugiert. Fir die
DNA-Isolierung wurde ein High Pure PCR Template Preparation Kit von Fa.
Boehringer Mannheim benutzt.

Protokoll zur DNA-Isolierung

FOr den guten Ablauf des Testes ist es sehr wichtig, dass alle Schritte unter

kontaminationsfreien Bedingungen durchgefiihrt werden.

Fir den Test wurden die MC3T3-Praosteolasten zusammen mit PRP aus der 96-
Well Platte in 1,5ml ReaktionsgeféaBe (Probenréhrchen) transferiert.

1. 200ul Gewebe-Lysepuffer und 40ul Proteinase K-Ldsung
werden gemischt und in die Probenréhrchen gegeben. Die
Probenréhrchen wurden zuerst intensiv durchgemischt
(10Sek. Vortex) und dann 10 min. bei 72°C inkubiert.

2. Danach wurden 200ul Bindungspuffer zugegeben und bei
95°C flr weitere 5min. inkubiert.

3. Weiter wurden 100ul Isopropanol noch zugefigt und die
Mischung erneut im Vortex gertttelt.

4. Die Filter Tubes wurden in Auffanggefasse eingesetzt, die
Mischung in das obere Reservoir pipettiert und anschlieBend

1min. bei 6000xg in einer Standardzentrifuge zentrifugiert.
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5.  Der Durchlauf wurde verworfen, die Filter-Tube wieder in das
AuffanggefadB gesetzt, 500yl Hemmstoffentfernungspuffer

zupipettiert und noch einmal bei 6000xg zentrifugiert.

6. Daraufhin wurden die Proben zweimal mit je 500ul
Waschpuffer gewaschen und wie im Schritt 5 zentrifugiert.

7. AnschlieBend wurden die Proben bei hoéchster

Geschwindigkeit (15.500xg) zentrifugiert.

8. Zur Elution der DNA wurden 200ul auf 72°C erwarmter
Elutions-Puffer zu den Proben gegeben und 1min. bei 6000xg
zentrifugiert. Die DNA befindet sich im Eluat.

9. Die isolierte DNA wurde mittels Spektralphotometer -
RNA/DNA Rechner GeneQuant gemessen.

23 Versuchsdurchfiihrung

2.3.1  Zellversorgung und Zellbestimmung

Fir unsere Versuchsysteme wurden als Zellen SAOS-2-Osteoblasten und MC3T3-
E1-Préaosteolasten benutzt.

Die SAOS-2-Osteoblasten wurden in McCoy’s Vollmedium kultiviert. Fir die
Herstellung des Vollmediums wurde 15% Fetal Calf Serum (FCS), 1% Antibiotika
(Penicyllin, Streptomycin-P/S) und 1% Glutamin. benutzt. Die Zellen wurden im
Brutschrank bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Zwei mal pro Woche wurden die
Zellen 1:3 gesplittet und weiter angeimpft.
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Die MC3T3-E1-Zellen wurden in a-MEM Medium mit 15% FCS, 1% Antibiotika
(Penicyllin, Streptomycin-P/S) und 1% Glutamin kultiviert. Die Zellen wurden im
Brutschrank bei 37°C und 5% CO. kultiviert und alle drei Tage gesplittet. Fir die

Zellbestimmung wurde eine Neubauer-Zahlkammer benutzt.
Lichtmikroskopie

Die lichtmikroskopischen Untersuchungen der Zellkulturen wurden an einem Nikon

Lichtmikroskop durchgefihrt.

2.3.2 Einfluss von Calcium auf die Zellproliferation

Bei der Vorbereitung von PRP kommen hohe Konzentrationen (bis 130mM) vom
Calcium zum Einsatz, die normalerweise in vivo eine Hemmung der Zellen

verursachen.

Die Wachstumsversuche mit Calcium wurden mit zwei Arten von Zellen (MC3T3-
E1-Praosteolasten und SAQOS-2-Osteoblasten), welche im vollsupplementierten
Medium kultiviert wurden, durchgeflihrt. Diese Versuche dienten zur Untersuchung
der Wirkung von verschiedenen Calciumkonzentrationen, so wie sie in den PRP-

Praparationen eintreten, auf Vorlduferzellen und auf Osteoblasten.

Fir diese Versuche wurden 2 verschiedene Calcium-Stammldsungs-
Verdinnungsreihen von 10mM bis 1000mM und von 10mM bis 1400mM in
folgenden Konzentrationsstufen: 10mM, 50mM, 100mM, 200mM, 300mM, 400mM,
600mM, 800mM, 1000mM, 1400mM hergestellt und im Verhéltniss 1 zu 10 ins

Zellkulturmedium zugegeben (s. u.).

Um die Verdinnungseffekte vom Calcium im Koérper zu simulieren, wurden drei
verschiedene Zeitrdume, in den Calcium auf die Zellen einwirken konnte,
untersucht: 3, 24 und 48 Stunden. Dazu wurden unter den gleichen Bedingungen

zwei Reihen von Versuchen durchgefihrt:
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e FEine Versuchsreihe, in der die Stoffwechselaktivitat der Zellen durch

einen XTT-Test nachgewiesen wurde.

e Eine Versuchsreihe, in der die Zellproliferation durch BrdU-Test

bestimmt wurde.

Einfluss einer Erhdhung der Ca-lonenkonzentration auf MC3T3-

Praosteoblasten

In einem ersten Schritt wurde der Effekt von PRP auf die MC3T3-Praosteoblasten
beobachtet. In der Literatur wird davon ausgegangen, dass die Proliferation,
besonders die von Vorlauferzellen, eine sehr wichtige Rolle bei der

Beschleunigung der Wundheilung spielen kénnte.

Fir diese Versuche wurden MC3T3-Praosteoblasten von Passage 10 bis Passage
30 benutzt. Die Numerierung der Passagen erfolgte, nachdem die Zellen aus dem
im Labor existierenden No-Tank herausgenommen und aufgetaut wurden. Weil die
Ca-Konzentration bei der in dieser Arbeit eingesetzten PRP-Herstellungsmethode
bis auf etwa 90mM ansteigt, wurde fir diese Versuche eine Calcium-
Endkonzentration von 1 bis 100mM-Endkonzentration, zusatzlich zu der schon
bereits in dem Zellkultur-Medium existierenden Ca**-Konzentration (1,8mM)

eingesetzt.

5.000 Zellen/well wurden in eine 96well-Platte in 200ul a-MEM Vollmedium fir 24h
kultiviert. Nach 24 Stunden wurde das Medium durch frisches a-MEM Vollmedium
ersetzt. Die Ca*"-Stammlosungen (zwischen 10mM und 1000mM) wurden im
Verhaltniss 1 zu 10 (20ul Ca™-Stammlésung zu 200ul Medium) ins Kulturmedium
gebracht. Die Einwirkungszeit der verschiedenen Ca-Konzentrationen betrug
jeweils 3, 24 und 48 Stunden.
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XTT-Test

Die Bestimmung der Stoffwechselaktivitat erfolgte fur alle Zellen einheitlich 24h
nach Ca-Zugabe.

Die Einwirkungszeit der erhdhten Ca-Konzentration wurde bei einem Teil der
Zellen jedoch auf 3h begrenzt. In diesem Kulturen wurde das Medium mit der
erhdhten Ca-Konzentration nach 3h abgesaugt und wieder durch normales
Vollmedium ersetzt. Bei den anderen Kulturen blieb die erhdhte Ca-Konzentration
fir 24h, bis zum Beginn des XTT-Tests, konstant.

Fir die Durchfiihrung des XTT-Tests wurden jeweils 70ul Medium aus den Wells
genommen und 50ul XTT-Reagenz zugegeben. Nach 2 Stunden Einwirkungszeit

wurde die Stoffwechselaktivitat mittels ELISA-Reader bestimmt.
BrdU-Test

Die Bestimmung der Zellproliferation wurde fur alle Zellen nach 48h nach Ca-
Zugabe durchgefiihrt. Bei einem Teil der Zellen wurde die erhbéhte Ca-
Konzentration fur 3h einwirken gelassen. Nach 3h wurde das Medium mit der
erhdhten Ca-Konzentration abgesaugt und frisches Vollmedium 2zu den
Zellkulturen gegeben. Bei den anderen Kulturen blieb die erhéhte Ca-
Konzentration fur 48h, d. h. bis zum Ende des BrdU-Tests, konstant.

Flr den BrdU-Einbau wurde 24h nach der Ca-Zugabe das BrdU-Label, welches in
a-MEM Vollmedium gelést wurde, in die Zellkultur zugegeben (im Verhaltniss 1:10)
und 24 Stunden einwirken gelassen. Nach 24 Stunden Markierungszeit wurde der
BrdU-Test durchgefihrt. Die Zellproliferation wurde nach 15min. Peroxidase-
Farbereaktion mittels ELISA-Reader bestimmt.
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Einfluss einer Erh6hung der Ca-lonenkonzentration SAOS-2-Osteoblasten

Zusétzlich wurden die Effekte von Calcium auf SAOS-2-Osteoblasten untersucht.
In diesen Versuchen wurden auch die Effekte von noch hdéheren Ca-
Konzentrationen auf Osteoblasten untersucht. Beim Einsatz bestimmter Methoden
zur Herstellung von PRP kann die Ca-Konzentration lokal auf bis zu 130mM
steigen. Entsprechend wurden flir diese Versuchsreihe Ca-Konzentrationen

zwischen 1 und 140mM eingesetzt.

Die SAOS-2-Osteoblasten (7500 Zellen/well) wurden in 200l McCoy’s Medium in
96well-Platten flr 24 Stunden kultiviert. Nach 24 Stunden wurde das Medium mit
frischem Vollmedium gewechselt. Eine Ca*™-Stammldésung (zwischen 10mM und
1400mM) wurde im Verhaltniss 1 zu 10 (20ul Ca*™-Stammlosung zu 200l
Medium) ins Kulturmedium (mit 0,9mM Ca-Konzentration) gebracht. Die
Einwirkungszeit der verschiedenen Ca-Konzentrationen betrug jeweils 3, 24 und
48 Stunden.

XTT-Test

Die Bestimmung der Stoffwechselaktivitat erfolgte flr alle Zellen einheitlich nach
24h nach Ca-Zugabe.

Die Einwirkungszeit der erhdhten Ca-Konzentration wurde bei einem Teil der
Zellen jedoch auf 3h begrenzt. In diesem Kulturen wurde das Medium mit der
erhdhten Ca-Konzentration nach 3h abgesaugt und wieder durch normales
Vollmedium ersetzt. Bei den anderen Kulturen blieb die erhdhte Ca-Konzentration
fr 24h, bis zum Beginn des XTT-Tests, konstant.

Fir die Durchfihrung des XTT-Tests wurden jeweils 70ul Medium aus den wells
genommen und 50ul XTT-Reagenz zugegeben. Nach 2 Stunden Einwirkungszeit
wurde die Stoffwechselaktivitat mittels ELISA-Reader bestimmit.
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BrdU-Test

Die Bestimmung der Zellproliferation wurde fir alle Zellen 48h nach Ca-Zugabe
durchgefliihrt. Bei einem Teil der Zellen wurde die erhéhte Ca-Konzentration fir 3h
einwirken gelassen. Nach 3h wurde das Medium mit der erhéhten Ca-
Konzentration abgesaugt und frisches Vollmedium zu den Zellkulturen gegeben.
Bei den anderen Kulturen blieb die erhdhte Ca-Konzentration fur 48h, bis zum
Ende des BrdU-Tests, konstant.

Fir den BrdU-Einbau wurde 24h nach der Ca-Zugabe das BrdU-Label (in McCoy’s
Medium geldst) in die Zellkultur zugegeben (im Verhaltniss 1:10) und 24 Stunden
einwirken gelassen. Nach 24 Stunden Markierungszeit wurde der BrdU-Test
durchgefihrt. Die Zellproliferation wurde, nach 15min. Peroxidase-Farbereaktion
mittels ELISA-Reader bestimmt.

2.3.3 Wachstumsversuche mit Thrombin

Bei der Aktivierung von PRP wird, je nach Methode, bovines Thrombin in
verschiedenen Konzentrationen (zwischen 1000 und 5000U/ml Thrombin)
zugesetzt [4,37,50]. Bei der hier eingesetzten Curasan-Methode zur PRP-
Herstellung wurden verschiedene Thrombin-Endkonzentrationen (4,5; 18; 36 oder
91U/ml) erreicht. Daher wurde eine Thrombin-Verdinnungsreihe mit
Endkonzentrationen zwischen 0,45U/ml und 91U/ml in Zellkultur-Medium
hergestellt, welche die in dieser Arbeit eingetretenen Thrombin-Konzentrationen

beinhalten.

FOr dieses Versuchssystem wurden die gleichen Zellen (MCS3T3-E1-
Praosteoblasten, 5000 Zellen/well/200ul a-MEM Medium) eingesetzt. Die Zellen
wurden for 24h in Vollmedium vorinkubiert. Nach 24h wurde das Medium
gewechselt. Eine Gruppe der Zellen bekamm Vollmedium, die zweite Gruppe
dagegen nur Basalmedium. Beide Gruppen bekammen danach die Thrombin-
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Verdunnungsreihe. Als Kontrolle wurden Zellen in Basalmedium und Vollmedium,
ohne Zugabe von Thrombin, kultiviert. In den gleichen Tag, nach 2h, wurde das
Label fur den BrdU-Einbau ins Medium eingebracht. Nach weiteren 24h, erfolgte
die Durchfihrung des BrdU-Tests. Nach ca. 15min. Entwicklung der Peroxidase-
Farbereaktion wurde die Vermehrungsrate mittels ELISA-Reader gemessen.

2.3.4  Versuche mit angereicherten Wachstumsfaktoren (PRP-Uberstand)

Dieser Versuch wurde Uber einen Zeitraum von insgesamt drei Tagen
durchgefuhrt.

Am ersten Tag wurden die Zellen (MC3T3-E1-Praosteoblasten) gesplittet, gezahlt
und 7.500 Zellen/well/200ul a-MEM Vollimedium in eine 96well-Platte angeimpft.
Die Zellen wurden 24h bei 37°C im CO.-Brutschrank inkubiert.

Am zweiten Tag folgte ein Wechsel des Mediums auf a-MEM Basalmedium ohne
FCS mit 1% Glutamin. und 1% P/S. Gleich danach wurde der die
Wachstumsfaktoren enthaltende PRP-Uberstand zu den Zellkulturen gegeben
(Endkonzentrationen: 5%, 20% bzw. 40% PRP-Uberstand im Basalmedium).

Herstellung von PRP-Uberstand und PPP

Far die Versuche wurden Blutproben von den im Labor arbeitenden Personen
entnommen. Das Blut wurde aus der Ellenbeugenvene in CPDA-Monovetten
enthommen und sofort verwendet. PRP und PPP wurden mittels der Curasan

Methode hergestellt.

Die Thrombozytenkonzentration im Ausgangsblut lag bei unseren Versuchen
zwischen 270.000 und 320.000 Thrombozyten/ul, in PRP jedoch bei 950.000-
1.000.000 Thrombozyten/ul (ein Anreicherungsfaktor von etwa 3,4).
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Bei den in der Literatur beschriebenen Methoden wird fir die PRP-Zubereitung
eine 10%-ige CaCl, Lésung mit oder ohne 1000 — 5000 U/ml Thrombin benutzt.
Fir die hier beschriebenen Versuche wurde eine 5%ige CaCl,-Lésung mit und
ohne 1.000 U/ml von bovinem Thrombin benutzt.

Eine Stunde nach der Aktivierung der Gerinnung wurde PRP mittels der
Laborzentrifuge bei 15.000xg (entspricht 18.000rpm) fir 15min. zentrifugiert. Der

Uberstand wurde zu den Zellen gegeben.

Als Kontrolle wurden eingesetzt:
e Zellen mit 5%, 20% bzw. 40% Platelet Poor Plasma (PPP)
e Zellen mit den koagulierenden Agentien der PRP-Pr&paration
(CaCly, Thrombin) in der gleichen Endkonzentrationen wie sie durch
das zugegebene PRP erreicht werden

e Zellen ohne Supplemente

Die Zellproliferation wurde nach 24h durch einen BrdU-Test bestimmt. Fir den
BrdU-Test wurde im gleichen Tag der PRP-Zugabe auch das BrdU-Label (in a-
MEM Basalmedium geldst) im Verhaltnis 1 zu 10 zu den Zellkulturen gegeben. Die
Einwirkungszeit von PRP wurde auf 24h fegelegt, wahrend das Labelzeitraum 18h

betrug.

2.3.5 Versuche mit vollstdndiger PRP-Préparation in Membraneinsétzen

Das Testsystem wurde auf Basis von Multiwell-Kulturplatten und

Membraneinsatzen aufgebaut.

Sinn dieses Ansatzes war es, die Gerinnung des Fibrinclots unter simulierten
Kérperbedingungen bei 37°C in den Membraneinsatzen des Kultursystems
durchzufiihren. Zusétzlich konnten die Wachstumsfaktoren unmittelbar nach der
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Freisetzung aus der a-Granula der Thrombozyten durch die Membraneinsatzen ins
Zellkulturmedium in Kontakt mit den Zellen kommen. Weiter wurde die Wirkung der
freigesetzten Wachstumsfaktoren auf die Zellen am Boden der KulturgefaBe Uber

einen Zeitraum von 24h untersucht.

In diesen Versuchen wurden MC3T3-Praosteoblasten (18.000 Zellen/well/600ul o-
MEM Vollmedium) eingesetzt. Nach 24h Wachstumszeit wurde das Medium durch

Basalmedium ersetzt und die Membraneinsatze in die Wells eingebracht.

Daraufhin wurden je 200ul PRP bzw. PPP in die Membraneinsatze gebracht und
anschlieBend mit 20ul Aktivatorlésung aktiviert, die 5% CaCl, und 1.000U
Thrombin pro 1ml H>O enthielt. Der Versuch beinhaltete je zwei Parallelproben pro

Versuchsgruppe.

Aufgrund des viel gréBeren Bedarfs an PRP wurden diese Versuche mit
Thrombozytenkonzentraten aus der Blutbank  durchgeflhrt (durch
Thrombozytapherese hergestellt). PPP wurde durch zusatzliches Zentrifugieren

(9009, 10min.) mittels einer Labor-Zentrifuge hergestellt.

Als Kontrolle wurden genommen:
e Zellen, in Basalmedium kultiviert
e Zellen, in Vollmedium kultiviert
e 5%ige Calciumldsung in den Membraneneinsatzen

e 1.000 U/ml Thrombinlésung in den Membraneinsatzen

Nach 24h wurden die Membraneinsatze entfernt. Die Zellproliferation wurde durch
Vitalfarbung mikroskopisch ausgewertet. Die Thrombozytenzahl wurde zusatzlich
mittels Thrombo-Plus Réhrchen bestimmt. Im Durchschnitt lagen die Werte bei
2.000.000 Thrombozyten/ul in PRP und 100.000 Thrombozyten/ul in PPP.

Nach 24h Einwirkungszeit wurde die Proliferation der MC3T3-Préosteolasten durch

Auszahlung nach fluoreszenzmikroskopischer Farbung gemessen.
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Fluoreszenzanfarbung

Die Zellen in den Wells wurden fir 10min. mit 300ul Calcein/EB-Farblésung
benetzt und unter dem Mikroskop bei Lichtanregung durch Grin- bzw. Blaufilter

dargestellt.
Quantitative Bestimmung und Auswertung der Zellen

Die Wells wurden unter dem Mikroskop unter 100facher Vergrdsserung auf Diafilm
(Fuji Provia 400) fotografiert. Es wurden mindestens zwei Fotos pro Well gemacht.
Um die Zellen z&hlen zu kénnen, wurden die Dias gescannt und vergréBert. Auf
jedem Foto wurden die Zellen gezéahlt und fir die Parallelproben wurde ein
Mittelwert gebildet.

Der Versuch wurde wie oben beschrieben insgesamt drei Mal durchgefihrt. Die
Beeinflussung der Wachstumsrate durch PRP, PPP und Thrombin wurde jeweils
gegenilber der Kontrolle (Zellen in Basalmedium) bewertet. Dazu wurde flr jeden
Versuch die jeweilige mittlere Zellzahl fir die Kontrolle als interner Standard des
jeweiligen Versuchs gleich 100% gesetzt und alle Werte auf diese Referenz
bezogen. Diese Art der Auswertung erlaubt eine Mittelwertbildung und
Abschatzung der  Messungenauigkeit  durch  die  Berechnung  der
Standardabweichungen unter Einbeziehung aller Messwerte.

2.3.6  Versuche mit MC3T3-E1-Prdosteoblasten, die in PRP als Matrix
eingebettet sind

Im Klinischen Einsatz wird Knochentransplantat mit PRP gemischt und in die
Wunde eingebracht [63]. Dadurch befinden sich die Zellen in unmitteloarem
Kontakt mit einer PRP-Matrix und werden direkt von Wachstumsfaktoren

beeinflusst.
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Im nachsten Schritt wurde daher der Einfluss von PRP auf Zellen beobachtet, die
sich in aktiviertem PRP befanden. Das Versuchssystem wurde entwickelt, um der
in vivo Situation ndher zu kommen. Durch das Versuchssystem waren die Zellen

den Wachstumsfaktoren unmittelbar ausgesetzt.

Die Versuche wurden mit drei verschiedenen Zellkonzentrationen durchgeflhrt:
5.000, 15.000 und 25.000 Zellen/well. Es wurden jeweils zwei Parallelproben
eingesetzt. Die Zellen wurden direkt in einer 96 Wellplatte in 200ul PRP kultiviert.

Als Kontrolle wurden die gleiche Anzahl Zellen jeweils in PPP angeimpft. Die PRP-
und PPP-Préparationen, die die Zellen beinhalteten, wurden sofort mit 20pl
Aktivatorlésung (5% CaCl, und 1.000U Thrombin pro 1ml H>O) zur Gerinnung

gebracht. Die Zellen wurden far 48h kultiviert.

Nach 48h wurde das Clot aus jedem well entnommen und in
Mikroreaktionsgefasse transferiert. AnschlieBend wurde die DNA der Zellen durch
DNA-Isolierung (siehe Materialien und Methoden Kapitel 2.2.6) bestimmt.
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3 Ergebnisse

Der Einfluss von PRP auf die Zellproliferation wurde anhand verschiedener
physiologischer Parameter untersucht. Es wurden Untersuchungen zur
Beeinflussung der Stoffwechselaktivitdt (XTT-Test), der DNA-Synthese (BrdU-
Einbau), der Zellzahl (mikroskopische Quantifizierung nach Vitalfarbung) und der

Proliferation, gemessen an der gebildeten Gesamt-DNA-Menge durchgefihrt.

Bei den Untersuchungen wurden Praosteoblasten (MC3T3-Praosteoblasten) und
Osteoblasten (SAOS-2- Osteoblasten), die als vermutliche priméare Zielzellen fir

PRP in vivo gelten kdnnen, eingesetzt.

Die fir PRP propagierten Effekte werden auf die Freisetzung spezifischer

Wachstumsfaktoren aus den a-Granula aktivierter Thrombozyten zurtickgefihrt.

Um diese spezifischen, durch Wachstumsfaktoren hervorgerufenen Effekte von
unspezifischen Stimulationen durch andere Bestandteile der PRP-Préparationen
unterscheiden zu kdnnen, wurden verschiedene Versuchssysteme aufgebaut. In
diesen Versuchen wurden die durch die einzelnen Komponenten bedingten Effekte

vergleichend untersucht.
Im Folgenden sind Ergebnisse dargestellt zu:

e Einfluss der bei der Aktivierung von PRP eingesetzten

Gerinnungsfaktoren Calcium und Thrombin (Kap. 3.1);

e Einfluss von aus PRP freigesetzten Wachstumsfaktor-Konzentraten
(PRP-Uberstand) im Vergleich zu PPP (Platelet Poor Plasma) sowie
Calcium und Thrombin (Kap. 3.2);
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e Einfluss vollstandiger PRP-Praparationen, die in Membraneinséatzen
koagulieren und so mittelbar in Kontakt mit den Zellen stehen, im
Vergleich mit PPP (Kap. 3.3);

e Einfluss von PRP auf Zellen, die unmittelbar in das gelierende PRP
als Matrix eingebettet werden, im Vergleich mit PPP (Kap. 3.4).

3.1 Ergebnisse der Versuche mit Calcium

PRP wird in der Regel durch Zugabe von 5% oder 10% Calcium zum Gerinnen
gebracht. Dadurch werden Ca-Konzentrationen bis zu 130mM erreicht.

Der Einfluss erhéhter Ca-Konzentrationen auf MC3T3- und SAOS-2-Zellen wurde
in Konzentrationsreihen ermittelt. Dabei wurde die im Medium vorliegende
Konzentration von 1,8mM bzw. 0,9mM durch Zugabe von zusatzlichem Calcium in
Konzentrationen von 1 bis 140mM erhdht.

Um den Verdinnungseffekt im Gewebe zu simulieren wurden zuséatzlich zur
konstanten Erhéhung der Ca-Konzentration Uber den gesamten Versuchszeitraum
(24 bzw. 48h) auch Versuche zur kurzzeitigen (3h) Erhéhung des Ca-Spiegels in
den Zellkulturen durchgefihrt.

Bei den Versuchen zum Einfluss von Calcium auf die Zellen wurden jeweils zwei

verschiedene biologische Parameter getestet:
1. die mitochondriale Stoffwechselaktivitat mit Hilfe des XTT-Tests und

2. die Proliferation, gemessen anhand der DNA-Synthese mittels
BrdU-Einbau.
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3.1.1  Einfluss einer kurzzeitigen (3h) Erhéhung der Ca-lonenkonzentration auf
MC3T3-Préosteoblasten

Die Beeinflussung des Zellwachstums durch Calcium wurde im Vergleich zur
Kontrolle (MC3T3-Préaosteoblasten in Vollimedium) bewertet. Dazu wurde fir jeden
Versuch die jeweilige mittlere gemessene OD (optische Dichte) der Kontrolle als
interner Referenzwert des jeweiligen Versuchs gleich 100% gesetzt. Alle Werte
wurden dann auf diese Referenz bezogen. Diese Art der Auswertung erlaubt eine
Mittelwertbildung und eine Abschatzung der Messungenauigkeit Uber mehrere
Versuchsreihen durch die Berechnung der Standardabweichungen unter
Einbeziehung aller Messwerte. Dazu wurden die Mittelwerte und die
Standardabweichungen (StAbw. fir Stichproben: n-1) fir die jeweils vier
Parallelproben in insgesamt drei Versuchen berechnet und als Balkendiagramm

dargestellt.

Die Balken geben somit fiir jede Calciumkonzentration und fir die Kontrolle den

Mittelwert aller gemessenen Werte (n=12) sowie die Standardabweichung wieder.

Abb. 4 zeigt beispielhaft den Einfluss einer Ca-Konzentrationsreihe auf die

Zielzellen in einem einzelnen Versuch.

44



0,9

—]
—+
——
—F

N
o

0,4 1

(Zellen in Volimedium)

e
©

0,2

01 —T
07 T T T T T T T T T =

Kontrolle imM 5mM 10mM 20mM 30mM 40mM 60mM 80mM 100mM
(1,8mM)

Stoffwechselaktivitat in OD (optische Dichte) bezogen auf die Kontrolle

Ca**-Konzentrationen

Abb. 4. Einfluss von Ca'"-Konzentrationsreihen auf die Zielzellen im einen
einzelnen Versuch. Die angegebenen Ca**-Konzentrationen reprasentieren die
zusatzlich zu der bereits im Medium existierenden Ca**-Konzentration
zugegebenen Werte. Das Balkendiagramm zeigt die Mittelwerte und

Standardabweichungen von einem Versuch (4 Parallelproben).

Um die Ergebnisse statistisch abzusichern wurden insgesamt drei unabhangige
Versuchsreihen zur Stoffwechselaktivitdt mittels XTT-Test durchgefihrt. In der
Summe zeigte sich nach 3h Ca**-Einfluss (bei Ca**-Konzentrationen zwischen
1mM und 60mM) eine Hemmung der Stoffwechselaktivitdt in Mittel um 20%
gegeniiber der Kontrolle (Zellen in Vollmedium). Ca*"-Konzentrationen von 80mM
bzw. 100mM bewirkten eine starkere Hemmung der Stoffwechselaktivitat der
Zellen um 41% bzw. 68% (Abb. 5).
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Abb. 5. Einfluss einer kurzzeitigen (3h) Erhéhung der Ca**-lonenkonzentration im
Kulturmedium auf das Wachstum von MC3T3-Praosteoblasten (XTT-Einbau). Die
angegebenen Ca**-Konzentrationen reprasentieren die zuséatzlich zu der bereits im
Medium  existierenden  Ca'"-Konzentration = zugegebenen  Werte. Das
Balkendiagramm zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen von drei
Versuchen mit je 4 Parallelproben.

Einfluss auf die Proliferation (BrdU-Einbau)

Es wurden drei unabhangige Versuche zur Zellproliferation mittels BrdU-Einbau
durchgefuhrt.

Abb. 6 zeigt zusammenfassend die Ergebnisse aller drei Versuche. Nach drei
Stunden Einwirkungszeit zeigten die verschiedenen Calciumkonzentrationen

praktisch keinen Einfluss auf die Proliferation von MC3T3-E1-Zellen gegenliber der
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Kontrolle (Zellen im Vollmedium). Die Abweichungen von der Kontrolle lagen bis
auf eine Ausnahme (80mM) unter 10%.
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Abb. 6. Einfluss einer kurzzeitigen (3h) Erhéhung der Ca**-lonenkonzentration im
Kulturmedium auf das Wachstum von MC3T3-Praosteoblasten (BrdU-Einbau). Die
angegebenen Ca**-Konzentrationen reprasentieren die zuséatzlich zu der bereits im
Medium  existierenden  Ca*"-Konzentration  zugegebenen Werte. Das
Balkendiagramm zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen von drei
Versuchen mit je vier Parallelproben.
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3.1.2  Einfluss einer langzeitigen (24-48h) Erhéhung der Ca-lonenkonzentration
auf MC3T3-Préosteoblasten

Einfluss auf Stoffwechselaktivitat (XTT-Test)

Es wurden insgesamt drei unabhangige Versuche zur Stoffwechselaktivitat mittels
XTT-Test durchgefiihrt.

Eine Zusammenfassung aller drei Versuche zeigt Abb. 7. Nach 24h Calcium-
Einfluss war die Stoffwechselaktivitdit insgesamt gehemmt. Eine 1mM
Calciumkonzentration bewirkte eine Hemmung der Stoffwechselaktivitat von 28%.
Die Calciumkonzentrationen von 5mM und 10mM verursachten eine Inhibition der
Stoffwechselaktivitdt der Zellen in Mittel von 25%. Ab 20mM bis 100mM
Calciumkonzentration nahm die Hemmung progressiv zu. Bei einer Konzentration

von 100mM Calcium betrug sie Uber 90%.
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Abb. 7. Einfluss einer langzeitigen (24h) Erhéhung der Ca**-lonenkonzentration im
Kulturmedium auf das Wachstum von MC3T3-Praosteoblasten (XTT-Einbau). Die
angegebenen Ca**-Konzentrationen reprasentieren die zusétzlich zu der bereits im
Medium der Kontrolle existierenden Ca*"-Konzentration zugegebenen Werte.Das
Balkendiagramm zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen von drei
Versuchen mit je vier Parallelproben.

Einfluss auf die Proliferation (BrdU-Einbau)

Es wurden drei unabhangige Versuche zur Zellproliferation mittels BrdU-Einbau
durchgefihrt.

Alle drei Versuche wurden in der Abb. 8 zusammengefasst. Nach 48h fordert eine
Calciumkonzentration zwischen 1TmM und 10mM die Stoffwechselaktivitat um ca.
20% im Vergleich mit der Kontrolle (maximale Wirkung von 30% Férderung bei
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5mM). Ab 20mM bewirkte die Calcium-Zugabe eine progressive Hemmung der
Stoffwechselaktivitat der Zellen. Im Bereich 80mM und 100mM war fast keine
Aktivitat der Zellen mehr sichtbar, die Hemmung der Stoffwechselaktivitat der
Zellen lag bei 100mm im Bereich von 90 % verglichen mit der Kontrolle.
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Abb. 8. Einfluss einer langzeitigen (48h) Erh6hung der Ca*™-Konzentrationen im
kulturmedium auf das Wachstum vom MC3T3-Osteoblasten (BrdU-Einbau). Die
angegebenen Ca**-Konzentrationen reprasentieren die zusétzlich zu der bereits im
Medium der Kontrolle existierenden Ca**-Konzentration zugegebenen Werte. Das
Balkendiagramm zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen von drei

Versuchen mit je vier Parallelproben.
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3.1.8 Einfluss einer kurzzeitigen (3h) Erhéhung der Ca-lonenkonzentration auf
SAQOS-2-Osteoblasten

Einfluss auf Stoffwechselaktivitat (XTT-Test)

Bei der Versuchen mit SAOS-2-Osteoblasten wurde die Calciumkonzentration bis
zu 140mM erhoht.

Es wurden insgesamt vier Versuche zur Stoffwechselaktivitdt mittels XTT-Test
durchgefuhrt.

Die Abb. 9 zeigt zusammenfassend die Ergebnisse aller vier Versuche. Nach 3h
hatte die Calcium-Verdinnungsreihe einen starken hemmenden Effekt auf die
Stoffwechselaktivitadt der SAOS-2-Osteoblasten. Unter dem Einfluss vom Calcium
(zwischen 1mM und 40mM Konzentration) sank die Stoffwechselaktivitat der Zellen
um etwa 60% (bei 40mM nur 56%) verglichen mit der Kontrolle. Ab 60mM
Calciumkonzentration nahm die Stoffwechselaktivitdt progressiv ab. Bei einer
140mM Calciumkonzentration betrug die Hemmung 98%.
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Abb. 9. Einfluss einer kurzzeitigen (3h) Erhdhung der Ca*™-lonenkonzentration im
Kulturmedium auf das Wachstum von SAOS-2-Osteoblasten (XTT-Einbau). Die
angegebenen Ca**-Konzentrationen reprasentieren die zusétzlich zu der bereits im
Medium der Kontrolle existierenden Ca**-Konzentration zugegebenen Werte. Das
Balkendiagramm zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen von vier
Versuche mit je vier Parallelproben.

Einfluss auf die Proliferation (BrdU-Einbau)

Es wurden funf unabhangige Versuche zur Zellproliferation mittels BrdU-Einbau
durchgefihrt.

Die Zusammenfassung der Ergebnisse aller Versuche wird in Abb. 10 dargestellt.
Nach 3h Einfluss bewirkten die Calciumkonzentrationen zwischen 1mM und 80mM
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eine Steigerung der Zellproliferation von etwa 10% bezogen auf die Kontrolle. Die
100mM Calciumkonzentration verursachte eine leichte Hemmung (von 4%) in der
Zellproliferation. Die folgenden Calcium-Verdinnungen von 120mM und 140mM
bewirkten eine starkere Hemmung des Zellwachstums (24% bzw. 58%) im
Vergleich mit der Kontrolle.
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Abb. 10. Einfluss einer kurzzeitigen (3h) Erhéhung der Ca**-lonenkonzentration im
Kulturmedium auf das Wachstum von SAOS-2-Osteoblasten (BrdU-Einbau). Die
angegebenen Ca**-Konzentrationen reprasentieren die zusétzlich zu der bereits im
Medium der Kontrolle existierenden Ca**-Konzentration zugegebenen Werte. Das
Balkendiagramm zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen von finf

Versuche mit je vier Parallelproben.
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3.1.4  Einfluss einer langzeitigen (24-48h) Erhéhung der Ca-lonenkonzentration
auf SAOS-2-Osteoblasten

Einfluss auf Stoffwechselaktivitat (XTT-Test)

Es wurden insgesamt vier Versuche zur Stoffwechselaktivitat mittels XTT-Test
durchgefihrt.

Die Abb. 11 zeigt zusammenfassend die Ergebnisse aller vier Versuche. Nach 24h
Calcium-Einfluss war die Stoffwechselaktivitait der SAOS-2-Osteoblasten
gegentber der Kontrolle (Zellen in Vollmedium) bei allen Konzentrationen
gesunken. Dabei zeigte sich interessanterweise ein erstes Minimum der Aktivitat
(unter 20%) bereits bei einer Konzentration von 10mM Ca*™". Anschliessend stieg
die Stoffwechselaktivitat im Konzentrationsbereich zwischen 20 und 40mM wieder
auf annahernd 60% des Ausgangswertes an, um dann erneut kontinuierlich bis auf
etwa 20% des Ausgangswertes (bei 120 und 140mM) zu sinken.
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Abb. 11. Einfluss einer langzeitigen (24h) Erhéhung der Ca**-lonenkonzentration
im Kulturmedium auf das Wachstum von SAOS-2-Osteoblasten (XTT-Einbau). Die
angegebenen Ca**-Konzentrationen reprasentieren die zusétzlich zu der bereits im
Medium der Kontrolle existierenden Ca**-Konzentration zugegebenen Werte. Das
Balkendiagramm zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen von vier
Versuche mit je vier Parallelproben.

Einfluss auf die Proliferation (BrdU-Einbau)

Es wurden funf unabhangige Versuche zur Zellproliferation mittels BrdU-Einbau
durchgefihrt.

Die Zusammenfassung der Ergebnisse aller Versuche wird in Abb. 12 dargestellt.
Uber einen langeren Zeitraum (48h) stimulierte 1mM Calcium die Proliferation der
Zellen (+25%). Allerdings verursachten alle anderen Konzentrationen zwischen
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5mM und 140mM eine starke Hemmung der Zellproliferation. Im Bereich 30-40mM
Calcium wurde eine in Mittel 45%ige Hemmung des Zellwachstums festgestellt,
welche bis 140mM weiter deutlich zunahm (bis zu 85%). Der Verlauf der DNA-
Synthese folgte in etwa dem fir die Stoffwechselaktivitdt (XTT) gemessenen
Erscheinungsbild. Ein erstes Minimum wurde bei einer Calciumkonzentration von
10mM erreicht. Im Konzentrationsbereich zwischen 20 und 40mM Calcium nahm
die Hemmung der Proliferation bis zu etwa 45% des Ausgangswertes ab, um dann
weiter kontinuierlich bis auf unter 20% des Ausgangswertes (bei 100, 120 und
140mM) zu sinken.
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Abb. 12. Einfluss einer langzeitigen (48h) Erhéhung der Ca**-lonenkonzentration
im Kulturmedium auf das Wachstum von SAOS-2-Osteoblasten (Brdu-Einbau). Die
angegebenen Ca**-Konzentrationen reprasentieren die zuséatzlich zu der bereits im

Medium der Kontrolle existierenden Ca**-Konzentration zugegebenen Werte. Das
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Balkendiagramm zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen von finf

Versuche mit je vier Parallelproben.

3.2 Ergebnisse der Versuche mit Thrombin

Je nach Herstellungsmethode werden in PRP Konzentrationen von bis zu etwa
130U/ml Thrombin erreicht. In dieser Arbeit wurde bei der Herstellung von PRP
maximal 91U/ml Thrombin-Konzentration erreicht. Daher benutzten wir eine
Verdinnungsreihe zwischen 0,5U/ml und 91U/ml Thrombin, um den Einfluss von

Thrombin auf die MC3T3-Préosteoblasten zu beobachten.

Um beobachten zu kdénnen, ob die Zugabe von Thrombin auch bei
vollsupplementietem Medium die Zellen noch beeinflussen kann, wurde der
Einfluss von Thrombin auf die Zellen im Basalmedium wie auch auf die Zellen im

Vollmedium mittels BrdU-Einbau beobachtet.

3.2.1  Ergebnisse nach 24h Einwirkung von Thrombin auf MC3T3-E1-

Praosteoblasten in Basalmedium

Abb. 13 zeigt, dass in Basalmedium niedrige Thrombinkonzentrationen zwischen
0,5U/ml und 18U/ml die Zellproliferation gegentber der Kontrolle bis auf maximal
140% (bei 4,5U/ml Thrombin) erhéhen. Thrombinkonzentrationen im Bereich
20U/ml und 36U/ml haben keinen Einfluss auf die Zellen und ab 40U/ml bis 91U/ml

Thrombin wird die Proliferation gehemmt.
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Abb. 13. Einfluss von verschiedenen Thrombinkonzentrationen auf MC3T3-
Praosteoblasten im Vergleich zur Kontrolle (Zellen in Basalmedium) (BrdU-
Einbau). Das Balkendiagramm zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen
von einem Versuch mit vier Parallelproben. Die orangemarkierten Balken zeigen
die Thrombinkonzentrationen wie sie in den Versuchen mit PRP-Uberstand
eintreten (bei einer Zugabe von 5% PRP entsteht eine Thrombinkonzentration von
4,5%U/ml, bei 20% PRP-18U/ml Thrombin und bei 40% PRP-36U/ml Thrombin).

3.2.2 Ergebnisse nach 24h Einwirkung von Thrombin auf MC3T3-E1-

Praosteoblasten in Vollmedium

In diesem Fall hatte die im Versuch eingesetzte Thrombin-Verdinnungsreihe iin
der Regel nur einen minimalen (+5%) Einfluss auf die Zellen, verglichen mit der
Kontrolle (Zellen in Vollmedium). Eine Ausnahme machte die 45 U/ml

Thrombinlésung, bei welcher eine starkere Hemmung gegeniber der Kontrolle
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eingetreten ist. Die 36U/ml und 91U/ml Thrombinlésungen verursachten dagegen
nur eine leichte Hemmung der Proliferation der MC3T3-Préaosteoblasten (Abb. 14).
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Abb. 14. Einfluss von verschiedenen Thrombinkonzentrationen auf MC3T3-
Praosteoblasten im Vergleich zur Kontrolle (Zellen in Vollmedium) (BrdU-Einbau).
Das Balkendiagramm zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen von einem

Versuch mit vier Parallelproben.
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3.3 Ergebnisse der Versuche mit angereicherten Wachstumsfaktoren
(PRP-Uberstand)

In diesem Versuchsystem wurde durch die im Kapitel 2.3.4 beschriebene Methode
untersucht, welchen Einfluss die aus PRP freigesetzten Wachstumsfaktoren auf
die MC3T3-Praosteoblasten haben.

Dazu wurde ein aus PRP jeweils frisch gewonnener Wachstumsfaktorextrakt
(Zentrifugationstiberstand) eingesetzt.

Far  diese  Versuche wurden  verschiedene  Konzentrationen  von
Wachstumsfaktorextrakt eingesetzt (5%, 20%, 40%-Endkonzentrationen in der
Zellkultur). Um spezifische, durch die Wachstumsfaktoren hervorgerufene Effekte
von unspezifischen, durch die normalen Komponenten des Blutplasmas
hervorgerufenen Wirkungen zu unterscheiden, wurden als Kontrolle PPP (Platelet
Rich Plasma), Thrombin allein und PPP nur mittels Calcium aktiviert eingesetzt.

3.3.1  Einfluss von 40% PRP-Uberstand auf die Zellproliferation

Der Einfluss von PRP-Uberstand auf die Zellproliferation wurde mittels BrdU-
Einbau getestet. Die statistische Signifikanz der Unterschiede zwischen den
Mittelwerten der einzelnen Versuchsgruppen wurde mittels t-Test innerhalb des
Excel-Programms durchgefihrt. Die Angaben zur statistischen Signifikanz
beziehen sich auf das 5%-Niveau.

Wie in Abb. 15 zu sehen ist, bewirkte eine Zugabe von 40% PRP-Uberstand eine
signifikante Steigerung (p=0,002) der Zellproliferation um 59% im Vergleich zur
Kontrolle (Zellen in Basalmedium).

Bei der Zugabe von PPP wurde ein vergleichbares Ergebnis erzielt, die Steigerung
betrug etwa 58 %. Die Steigerung der Proliferation war auch in dem Fall signifikant
(p=0,001).
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Unter den gleichen Bedingungen verursachte die Zugabe von Thrombin allein eine
signifikante Steigerung (p=0,004) der Proliferation von 45% gegenuber der

Kontrolle (Zellen in Basalmedium).
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Abb. 15. Einfluss von 40% PRP-Uberstand auf die MC3T3-E1-Priosteoblasten
bezogen auf die Kontrolle (Zellen in Basalmedium) (BrdU-Einbau). Das
Balkendiagramm zeigt die Mittelwerte und Konfidenzintervalle von drei

zusammengefassten Versuchen mit je vier Parallelproben.

3.3.2  Einfluss von 20% PRP-Uberstand auf die Zellproliferation

Bei der Zugabe von 20% PRP-Uberstand wurde eine signifikante Steigerung
(p=0,002) der Proliferation um 159% nachgewiesen. PPP-Uberstand allein
verursachte eine Steigerung (p=0,001) der Proliferation um 148% verglichen mit

der Kontrolle.



Thrombin allein bewirkte eine signifikante (p=0,002) Steigerung von 95% in
Vergleich mit der Kontrolle (Zellen im Basalmedium) (Abb. 16). Die Steigerung der
Zellproliferation durch Zugabe von Thrombin war statistisch, auf dem 5%-Niveau,

nicht signifikant (p=0,15 bzw. p=0,18) niedriger als durch die durch PRP bzw. PPP
erzielte Steigerung.
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Abb. 16. Einfluss von 20% PRP-Uberstand auf die MC3T3-E1-Préosteoblasten
bezogen auf die Kontrolle (Zellen in Basalmedium) (BrdU-Einbau). Das
Balkendiagramm zeigt die Mittelwerte und Konfidenzintervalle von drei
zusammengefassten Versuchen mit je vier Parallelproben.



3.3.3  Einfluss von 5% PRP-Uberstand auf die Zellproliferation

Bei der Zugabe des 5%igen PRP-Uberstands betrug die Steigerung der
Proliferation 150% gegeniiber der Kontrolle (p=0,007). PPP-Uberstand hatte
ebenfalls einen signifikant (p=0,008) stimulierenden Effekt auf die Proliferation der
Zellen von 106%. Thrombin allein verursachte eine signifikante (p=0,00001)
Steigerung der Zellproliferation von 155 % (Abb. 17). Die Unterschiede zwischen
der Forderung der Zellproliferation durch Zugabe von Thrombin und der Steigerung
der Proliferation durch Zugabe von PRP bzw. PPP waren, bezogen auf das 5%-
Niveau, nicht signifikant (p=0,56 bzw. p=0,65).

In diesem Versuch war die Steigerung der Proliferation der MC3T3-
Praosteoblasten nur unbedeutend niedriger als bei Zugabe von 20 % PRP
Uberstand.

Die Ergebnisse dieser Versuche lassen sich wie folgt zusammenfassen:

e Alle beobachteten férdernden Effekte werden durch die
Plasmakomponenten und/oder Thrombin, nicht durch
Wachstumsfaktoren herforgerufen.

e Die Konzentration der zugefigten Komponenten ist entscheidend.
Eine hbéhere Forderung wird eher bei niedriger Konzentration (5%
bzw. 20%) hervorgerufen, als bei Zugabe von 40%. Dies ist
unabhangig davon, ob PRP, PPP oder Thrombin zugesetzt wird.
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Abb. 17. Einfluss von 5% PRP-Uberstand auf die MC3T3-E1-Préosteo-blasten
bezogen auf die Kontrolle (Zellen in Basalmedium) (BrdU-Einbau). Das
Balkendiagramm zeigt die Mittelwerte und Konfidenz-intervalle von drei

zusammengefassten Versuchen mit je vier Parallelproben.

3.4 Ergebnisse der Versuche mit vollstandiger PRP-Praparation in

Membraneinsatzen

Diese Versuche wurden durchgefihrt, um die Zellen den aus PRP freiwerdenden
Wachstumsfaktoren mdéglichst unmittelbar, ohne zeitlichen Verzug, auszusetzten
(siehe Kap. 2.3.5).

Als zusatzliche Kontrolle wurden Zellen in Vollmedium, aber ohne Zusatz von PRP,
eingesetzt. Diese Kontrolle sollte Aufschluss dariber geben, ob durch Einfluss von
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PRP eine Wachstumsrate erzielt werden kann, die Uber die Wachstumsrate unter

optimierten Zellkulturbedingungen hinausgeht.

Es wurden insgesamt drei Versuche durchgefihrt. Die Beeinflussung der
Wachstumsrate durch PRP, PPP und Thrombin wurde jeweils gegenlber der

Kontrolle (Zellen in Basalmedium ohne alle Zusatze) bewertet.

Die statistische Signifikanz der Unterschiede zwischen den Mittelwerten der

einzelnen Versuchsgruppen wurde mittels t-Test bewertet.

Abb. 18 zeigt zusammenfassend die Ergebnisse aller drei Versuche. Unter dem
Einfluss von PRP wurde eine nicht signifikante (p=0,09) Steigerung der
Zellproliferation von 94% gegenlUber der Kontrolle (Zellen in Basalmedium)
gemessen. In der mit PPP behandelten Zellkultur war die Proliferation ebenfalls
nicht signifikant (p=0,07) um 92% gestiegen. Das Thrombin allein bewirkte in
diesem Versuchssystem eine nicht signifikante Erhéhung der Proliferation von 16%
(p=0,29). Die Férderung der Zellproliferation durch Zugabe von PRP, PPP bzw.
Thrombin in das Zellkulturmedium (Basalmedium) war jedoch geringer als die
Zellproliferation in Vollmedium mit normalem Serumzusatz (Abb. 18).

65



400

350

300

250

200

150

100

Zellproliferation in % bezogen
auf die Kontrolle (Zellen in BM)

50

Zellen in BM Zellen in ZelleninBM  Zellenin BM  Zellen mit Thr
Volimedium mit PRP mit PPP

Modifikation

Abb. 18. MC3T3-Praosteoblasten Proliferation nach 24h Einfluss von PRP, PPP
und Thrombin, bezogen auf die Kontrolle (Zellen in Basalmedium) (Vital-Farbung).
Das Balkendiagramm zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen von drei
zusammengefassten Versuchen.
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3.5 Ergebnisse der Versuche mit MC3T3-E1-Praosteoblasten, die in PRP
als Matrix eingebettet sind

Bei Augmentationen werden autologe ,bone chips” mit PRP gemischt, wodurch die
Zielzellen den freigesetzten Wachstumsfaktoren unmittelbar ausgesetzt sind.

Mit diesen Versuchen sollten die Bedingungen beim klinischen Einsatz von PRP
mdglist weitgehend simuliert werden. Es wurden drei Konzentrationen von Zellen
(5000, 15000 bzw. 25000 Zellen/Well) eingesetzt. Als Kontrolle dienten Zellen, die
in PPP eingebettet wurden (Details s. Kap. 2.3.6.).

Wie in der Abbildung 19 dargestellt ist, konnte man nach 48h Wachstum bei einer
Zelldichte von 5000 Zellen/Well keinen signifikanten Unterschied (p=0,37)
zwischen den in PRP oder PPP kultivierten Zellkulturen beobachten. Die DNA-
Werte lagen in beiden Fallen in Mittel bei 5ug/ml.

Bei einer Ausgangszellzahl von 15000 Zellen/Well war nach 48h eine leicht
erhéhte Menge von Gesamtzell-DNA in PRP-Kulturen gegeniiber PPP-Kulturen
(10pg/ml bzw. 9ug/ml) feststellbar, allerdings war der Unterschied nicht signifikant
(p=0,88).

Im Gegensatz dazu bewirkte PPP bei einer Konzentration von 25000 Zellen/Well
eine Erhdéhung der Menge von Gesamtzell-DNA, verglichen mit den in PRP
kultivierten Zellen (7ug/ml bzw. 4ug/ml). Diese Erhdéhung war allerdings auch in
dem Fall nicht signifikant (p=0,07).
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Abb. 19. Gesamtzell-DNA in PRP-Kulturen verglichen mit der Gesamtzell-DNA in
PPP-Kulturen (DNA-Isolierung). Das Balkendiagramm zeigt die Mittelwerte und

Standardabweichungen von drei zusammengefassten Versuchen.
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3.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Bei den Versuchen zum Ca-Einfluss zeigten sich bei den Kurzzeitversuchen (3h
Einwirkungszeit von Ca*™) erst bei hohen Konzentrationen (ab 100mM) deutliche
Effekte.

Stoffwechselaktivitdt und Proliferation wurden bei beiden eingesetzten Zelltypen
gehemmt. Nicht ohne weiteres erklart werden kbénnen die im Kurzzeittest auf
Stoffwechselaktivitat bei SAOS-Osteoblasten bereits bei Konzentrationen zwischen
1mM und 40mM, aufgetretenen konstanten Hemmefekte (Abb. 9). Es ist méglich,
dass es sich dabei eher um einen methodischen Einfluss als einen Ca-Effekt
handelt.

Bei den Versuchen mit langerer Einwirkungsdauer von Ca (24-48h) traten deutliche
Effekte bereits bei Konzentrationen von 1-10mM Ca auf. Die SAOS-Osteoblasten
zeigten hier ein vollig anderes Verhalten als die MC3T3-Préaosteoblasten. Wahrend
die SAOS-Zellen bei Konzentrationen von 10mM bezlglich der Stoffwechselaktivitat
und Proliferation auf unter 20% bzw. 10% der Ausgangsaktivitat abfielen, zeigten die
MC3T3-Zellen beziiglich der Proliferation hier eine Férderung.

Bei mittleren Konzentrationen von 40-60mM dagegen waren die MC3T3-Zellen
schon deutlich gehemmt (Abb. 7,8), wahrend die SAOS-Zellen hier ein relatives
Maximum zeigten (Abb. 11,12), das jedoch nicht die Ausgangswerte der Kontrolle
erreichte.

Generell wurden die Zellen durch die erhéhte Ca-Konzentrationen eher gehemmt als

gefordert. Die Ergebnisse aller Ca-Versuche sind in Tab. 1 zusammengefasst.
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Furzzeit (3h) Langzeit (24-48h)

b Zellen: Stoffwechsel- Stoffwechsel-
Konzentration Typ aktivitat Proliferation aktivitit Proliferation
YTT. Test ErdlJ-Test WTT.Test ErdU-Test
nidriege Konz. OB lv_l»_l ' l_l_l l_l
5 i Pra-0B | § - | |
mittlere Konz. UB m I l_l l_II
T | - (VT [T3T
oreranz. | OB | R RBF] B Y 11111111
100-140mM [Prace | § § § = 111131111

Tab.1. Zusammenfassung der Versuche zum Einfluss von Ca auf SAOS- und

MC3T3-Zellen. Legende:
l =Verringerung der entsprechenden Aktivitdt um bis zu 25% (75%-100%

des Kontrollwerts),
=) =Kein Einfluss auf die ensprechenden Aktivitat der Zellen,
' =Steigerung der entsprechenden Aktivitdt um bis zu 25% (75%-100%

des Kontrollwerts).

Die in drei verschiedenen Versuchsystemen mit PRP erhaltenen Ergebnisse haben
gezeigt, dass die erzielte Foérderung der Zellproliferation nicht von den
Wachstumsfaktoren hervorgerufen wird, sondern von den Serumkomponenten.
Daflir sprechen die vergleichbaren Werte der PRP- und PPP-Wirkung auf die

Zellkulturen.

Gleichzeitig scheint die eingesetzte Konzentration von PRP eine sehr wichtige

Rolle in der Stimulierung der Zellproliferation in Zellkulturen zu spielen.
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Ein 5%iger oder 20%iger PRP Uberstand bewirkte eine Steigerung der
Zellproliferation von im Mittel 160%, d. h. auf 260% des Ausgangswertes. Ein
40%iger PRP-Uberstand verursachte dagegen lediglich eine Stimulation der
Zellproliferation von im Mittel 60% gegenlUber den im Basalmedium kultivierten

Zellen.

Bei Zellen, die direkt in PRP bzw. PPP kultiviert wurden, scheinen PRP und PPP,
unter unseren Versuchsbedingungen, ebenfalls die gleiche Wirkung auf Zellen zu

haben.

Ausserdem lieB sich feststellen, dass die Zellkulturen durch Zugabe von PRP oder
PPP keine hdhere Proliferation als die der Kontrolle, bestehend aus Zellen in

Vollmedium, erreicht haben.
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Versuche

Das Ziel dieser Arbeit war, die fir die Anwendung von PRP postulierte
Beschleunigung der Heilvorgdnge in Knochengewebe durch in vitro
Untersuchungen zu verifizieren und eventuell eine Optimierung der PRP-

Herstellungsverfahren und deren Einsatz zu erreichen.

Ein zentraler Prozess der Wundheilung ist die Zellproliferation. Durch die
Zellproliferation wird das neue Gewebe aufgebaut, und so die Wunde
verschlossen. Nach Tatsuyama erreicht die Proliferation der mesenchymalen
Zellen in der Wunde ihr héchstes Niveau am zweiten Tag nach der Fraktur [98]. Es
wurde daher eine Reihe von Versuchssystemen aufgebaut, durch welche
untersucht wurde, ob PRP die Proliferation der Osteoblasten bzw. Praosteoblasten
Uber einen Zeitraum von bis zu zwei Tagen stimuliert. Die Versuche wurden mit
diesen Zelltypen durchgefihrt, weil eine hohe Wahrscheinlichkeit besteht, dass sie

die Zielzellen von PRP in vivo sein kbnnen.

In den verschiedenen Versuchssystemen wurde der Einfluss einzelner
Komponenten von PRP untersucht. Im klinischen Einsatz wird PRP durch Zugabe
von Calcium oder Calcium/Thrombin ,aktiviert*, das bedeutet die Gerinnung wird
durch diese Komponenten ausgelést. Es wurde daher zunachst der Effekt von
Calcium auf SAOS-2-Osteoblasten und MC3T3-E1-Praosteoblasten und der Effekt
von Thrombin auf MC3T3-E1-Praosteoblasten untersucht.

In Anschluss daran wurde der Einfluss der aus verschiedenen PRP-Préparationen
freigesetzten Wachstumsfaktoren auf MC3T3-E1-Praosteoblasten untersucht.

Um eine spezifische Stimulation durch die aus den PRP-Préparationen
freigesetzten Wachstumsfaktoren nachzuweisen, wurden in diesen Versuchen die
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Gerinnungsaktivatoren sowie die Plasmabestandteile der
Thrombozytenkonzentrate (PPP) als Kontrollen eingesetzt.

411 Einfluss von Calcium auf MC3T3-E1-Prdosteoblasten und SAQOS-2-
Osteoblasten

Unter normalen in vivo Bedingungen ist die Calciumkonzentration bei 2,5mM
konstant. Wahrend der  osteoklastischen Resorption kann die
Calciumkonzentration Werte von 40-50mMol/l erreichen [33]. In den PRP-
Praparationen kann die Calciumkonzentration lokal auf bis zu 130mM gesteigert
werden [4,64,109]. Im Normalfall liegt die Calciumkonzentration in den meisten
PRP-Praparationen nicht unter 100mM.

Daher wurden fiir die Versuche zur Untersuchung des Calcium-Einflusses auf
MC3T3-E1-Praosteoblasten wurde eine Konzentrationsreihe von 1 bis 100mM
Ca*" benutzt. Diese Konzentrationen schlossen die maximale Ca-Konzentration ein
(etwa 90mM), die in den PRP-Praparationen, die in dieser Arbeit eingesetzt
wurden, auftreten. Fir die Versuche zur Untersuchung des Calcium-Einflusses auf
SAOS-2-Osteoblasten wurden die Calciumkonzentrationsreihen im
Zellkulturmedium auf bis zu 1 und 140mM erweitert. Um die Verdinnung von
Calcium im Kérper zu simulieren, wurden drei verschiedene Zeitrdume ausgewahlt,

in denen Calcium auf die Zellen wirken konnte: 3-, 24- und 48h.

Die Effekte von Calcium auf die Zellen wurden in Bezug auf zwei verschiedene
Mechanismen untersucht:

e Einfluss auf die mitochondriale Stoffwechselaktivitat (XTT-Test) flr
die 3- und 24h Zeitrdume

e Einfluss auf die Proliferation (DNA-Synthese gemessen Uber BrdU-
Einbau) fur die 3- und 48h Zeitraume
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Es zeigte sich, dass bei SAOS-2-Osteoblasten eine Ca-Konzentration Gber 100mM
bei allen getesteten Zeitrdumen (3, 24 oder 48h) einen hemmenden Effekt

bezlglich Stoffwechselaktivitat und Proliferation der Zellen hat.

Im Gegensatz dazu war der Effekt verschiedener Ca-Konzentrationen auf MC3T3-

E1-Préaosteoblasten viel starker vom Zeitraum der Einwirkung abhangig.

Nach 3h hatten die Ca-Konzentrationen unter 100mM keinen nennenswerten
Einfluss auf die Zellproliferation. Nach 48h wurde bei einer 5mM Ca-Konzentration
eine Steigerung der Proliferation der Préosteoblasten um 30% erreicht. Aus der
Literatur sind fir diese niedrigeren Ca-Konzentrationen verschiedene
Auswirkungen auf die Zellen bekannt, die zum Teil die hier erhaltenen Ergebnisse
unterstitzen und einen positiven Effekt auf die Wundheilung in vivo ausiben

koénnten.

Kanatani et al. 1991 und Sugimoto et al. 1994 berichten auch Uber eine Stimulation
der Zellproliferation bei 5mM Ca-Konzentration [45,92]. Eklou-Kalonji et al. 1997
finden dagegen eine Hemmung der ALP-Aktivitat schon bei 5mM Ca?* [22].

Bei héheren Ca-Konzentrationen wurde dagegen in unseren Versuchen nach 24-
und 48h eine starke Hemmung der Zellproliferation (in Mittel um 80%)

nachgewiesen.

Insgesamt zeigte sich bei allen Versuchen eher eine Hemmung als eine Férderung
der Zellproliferation durch das bei der PRP-Herstellung eingesetzte Calcium. Dies
gilt insbesondere bei hohen Konzentrationen und langeren Einwirkungszeiten.
Inwieweit diese Effekte in vivo durch Verdinnungsvorgéange Uber Diffusion des
Calcium aus dem PRP-Clot in das umliegende Gewebe kompensiert werden, kann

nur vermutet werden.
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41.2 Einfluss von Thrombin auf MC3T3-E1-Prdosteoblasten

Aus der Literatur ist bekannt, dass Zellen, darunter auch MC3T3-E1-
Praosteoblasten, Rezeptoren fir Thrombin besitzen. Es ist auch bekannt, dass
diese Rezeptoren fur verschiedene Effekte von Thrombin auf Zellen verantwortlich
sind [1,42]. Unter diesen Voraussetzungen wurde in dieser Arbeit der Effekt von
Thrombin allein (ohne PRP) auf MC3T3-E1-Praosteoblasten untersucht. Bei der
Herstellung von PRP kann die Thrombin-Konzentration, je nach Methode, bis auf
143U/ml steigen [63,109]. In dieser Arbeit wurden bei der Herstellung von PRP
maximal  91U/ml  Thrombin-Konzentration  eingesetzt.  Daher  wurden

Thrombinkonzentrationen zwischen 0,45 und 91U/ml getestet.

Die Ergebnisse zeigen, dass Thrombinkonzentrationen von 0,45 bis 18U/ml eine
Steigerung der Zellproliferation auf bis zu 140% im Vergleich mit der Kontrolle
(Zellen in Basalmedium) verursachen. Thrombinkonzentrationen Uber 18U/ml

hemmten dagegen die Zellproliferation.

Tatakis et al. [94,95] fanden einen férdernden Effekt auf Osteoblasten bei 8U/ml
Thrombin in einer Konzentrations-Reihe von 0-16U/ml. In Gegensatz zu unseren
Ergebnissen konnten Gandossi et al. eine maximale Zellproliferation bei 36U/ml
Thrombin beobachten [23,27].

Die Versuche mit Thrombin zeigten, dass zumindest bei niedrigen Konzentrationen
eine unspezifische Stimulation der Zellen allein durch Zusatz von Thrombin
mdglich ist. Es scheint daher méglich, dass auch beim Einsatz von PRP ein
férdernder Effekt durch die Thrombin-Komponenten der PRP-Praparationen, ohne
Beteiligung von Wachstumsfaktoren, erreicht wird.

In den weiteren Versuchen sollte daher versucht werden, zwischen unspezifischen
Reaktionen, die durch Thrombin und andere Komponenten von PRP hervorgerufen
werden, und Reaktionen, die durch PRP-Wachstumsfaktoren verursacht werden,

ZU unterscheiden.
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4.1.3 Einfluss von angereicherten Wachstumsfaktoren (PRP-Uberstand) auf
MC3T3-E1-Prédosteoblasten

Das Ziel dieser Arbeit war es, den Effekt von PRP auf die Zellen unter
Bedingungen, die mdglichst nah an den von Marx in seiner grundlegenden Arbeit
[63] beschriebenen in vivo Bedingungen sind, zu beobachten.

Die direkte Simulation der Marx’schen Versuchsbedingungen (Zielzellen in der
Knochenhaut von autologen Knochentransplantaten werden mit PRP vermischt
und sind so den freiwerdenden Faktoren unmittelbar ausgesetzt) stdsst dabei auf
grundlegende methodische Schwierigkeiten.

Bei der Zugabe von PRP direkt in die Zellkultur entsteht nach der Aktivierung des
PRP durch Zusatz von Calcium und Thrombin ein Clot, das es schwierig macht,
am Ende des Versuches die Zellen mit den Ublichen Zellkulturtests zu bewerten.

Um die Wachstumsfaktoren ohne Bildung eines Clots in die Zellkultur zu bringen,
wurde daher PRP nach der Aktivierung noch einmal zentrifugiert. Dadurch wurde
ein PRP-Uberstand erzielt, der reich in Wachstumsfaktoren ist. Der PRP-
Uberstand wurde in drei verschiedenen Konzentrationen (5%, 20% und 40%) der
Zellkultur zugegeben.

Der Wachstumsfaktor-Extrakt (PRP-Uberstand) erhdhte die Zellproliferation bei
allen getesteten Konzentrationen (5, 20, 40%PRP-Uberstand). Die Stimulation der
Zellproliferation war jedoch stark von der Endkonzentration des PRP-Uberstandes
in der Zellkultur abhangig. Uberraschenderweise wurde die hdchste Stimulation,
etwa 2,5fach verglichen mit der Kontrolle-(Zellen in Basalmedium), bei geringeren
(5% bzw. 20%) Konzentrationen an PRP-Uberstand gemessen. Bei héheren
Konzentrationen (40%) wurde demgegentber eine geringere Steigerung (nur etwa
1,5fach) der Zellproliferation erreicht.
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Auf Grund der Ergebnisse der mitgeflhrten Kontrollen scheint es wahrscheinlich,
dass dieser Effekt auf eine Hemmung durch die bei Zugabe von 40% PRP zum
Zellkulturmedium ebenfalls erhdéhte Ca-Konzentration zurlickzufihren ist. Die
Zugabe von Ca™ allein bewirkte in diesen Experimenten eine starke Hemmung
der Proliferation auf 18% des Ausgangswertes (oberster Balken in Abb. 15). Hier
wird also warhscheinlich der primar férdende Effekt von PRP, PPP bzw. Thrombin

durch die erhéhte Ca-Konzentration verringert.

In allen Versuchsgruppen (5, 20, 40%) wurde jedoch eine praktisch identische
Stimulation auch durch Zugabe von Platelet Poor Plasma (PPP) erzielt (2,5fach bei
5% PPP-Uberstand Zugabe, 2,5fach bei 20%, 1,5fach bei 40%).

Bei Zugabe von Thrombin konnte ebenfalls eine eindeutige Fdrderung der
Zellproliferation (2,5fach bei 5% Thrombin-Zugabe, 2fach bei 20%, 2,5fach bei
40%) erreicht werden.

Auf Grund der Ergebnisse der mitgeflihrten Kontrollen scheint es wahrscheinlich,
dass dieser Effekt auf die Hemmung durch die bei Zugabe von 40% PRP zum
Zellkulturmedium ebenfalls erhbéhte Ca-Konzentration zurlickzufihren ist. Die
Zugabe von Ca™" allein bewirkte in diesen Experimenten eine starke Hemmung der
Proliferation auf 20%

PPP bildet die wichtigste Kontrolle fir die Untersuchung der Wirksamkeit von PRP
bzw. der aus den PRP-Préparationen gewonnenen Wachstumsfaktor-Konzentrate.
Die PPP-Kontrollen enthalten mit den Plasma-Komponenten des Bluts und den
Gerinnungsaktivatoren praktisch alle Bestandteile der PRP-Praparationen bis auf
die angereicherten Thrombozyten mit den aus den o-Granula freigesetzten

Wachstumsfaktoren.

Die vergleichbare Steigerung der Zellproliferation durch Zugabe von PRP, PPP
bzw. Thrombin zeigt, dass eine unspezifische Stimulation durch Plasma-

Komponenten und/oder eine Thrombin-Wirkung vorliegt. Eine spezifische
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Steigerung durch Wachstumsfaktoren, wie von PRP-Beflirwortern propagiert, ist

nicht nachweisbar.

Um zu klaren, ob die unspezifische Stimulation durch PPP auf Plasma-
Komponenten oder durch das in PPP-Praparationen enthaltene Thrombin
zurtckzufihren ist, wurde als zusatzliche Kontrolle PPP, das nur mit Calcium
aktiviert wurde, mitgetestet. Die Zellproliferation war insignifikant niedriger als bei
der Aktivierung von PPP mit Calcium und Thrombin, was darauf hinweist, dass

Thrombin nur eine kleine zusatzliche Steigerung der Zellproliferation verursacht.

In der Literatur werden bis jetzt nur wenige in vitro Versuche beschrieben, welche
den Effekt von PRP auf Knochenzellen untersuchen. Weibrich et al. untersuchten
2002 den Effekt von reinen, gewaschenen Thrombozyten (ohne Plasma-
Komponenten) auf Osteoblasten und postulierten: ,Die Steigerung der
Proliferationsrate von humanen Zellen osséarer Herkunft scheint in vitro durch die
Zugabe von Thrombozyten konzentrationsabhangig bis zu einem Plateau
realisierbar. Eine  Ubertragung der hier in  vitro  verwendeten
Thrombozytenkonzentrationen auf die in vivo Situation ist nur begrenzt méglich*
[103].

Aus den Ergebnissen unserer Versuche wurde geschlossen, dass alle positiven
Effekte durch normales Blut bzw. Plasma erzielt werden. Daher ist der zusatzliche
Einsatz von angereicherten Thrombozyten nicht erforderlich, da keine zusatzlichen

positiven Effekte zu beobachten sind.

4.1.4  Untersuchungen mit vollstdndiger PRP-Préparation in Membraneinsétzen

Ein méglicher Kritikpunkt der Versuche mit PRP-Uberstand ist, dass die Zellen
nicht unmitteloar nach der Aktivierung von PRP in Kontakt mit den aus den
Thrombozyten freigesetzten Wachstumsfaktoren kommen. Nach Aktivierung der

Thrombozyten kénnen durch die einstindige Inkubation und nach folgende 15-
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minltige Zentrifugation zur Herstellung des PRP-Uberstandes bis zu maximal 1,5h
vergehen, bevor die Wachstumsfaktoren in die Zellkultur gebracht werden.

In der Literatur gibt es Hinweise darauf, dass die Halbwertszeiten einzelner
Wachstumsfaktoren zwischen 2 und 3 Minuten liegen kénnen [9,30]. Daher wurde
versucht, ein Versuchssystem aufzubauen, dass eine zeitgleiche Einwirkung der
Wachstumsfaktoren auf die Zellen unmittelbar nach der Freisetzung ermdglicht.

Um die oben bereits beschriebenen Probleme mit der Gerinnung von PRP in den
Wells zu vermeiden, wurden flir dieses Versuchssystem Membraneinsatze
benutzt. Diese Ergebnisse wurden zuerst in die Zellkulturplatte eingesetzt. Danach
wurde das PRP in die Membraneinsatze gebracht und dort aktiviert.

Zur Etablierung dieses Versuchsystems mussten einige Schwierigkeiten
uberwunden werden, da stets auch ein Teil des Fibrins durch die Membran in die
Wells dbertrat und dort gerann. Deswegen war die Anwendung von bisher
eingesetzten Tests (XTT-, BrdU-Test) nicht mehr mdglich. Auf diesem Grund

wurde als Auswertungs-Methode die Vitalfluoreszenzfarbung ausgewahlt.

Unter dem Einfluss von PRP wurde in diesem Versuchssystem im Mittel eine
Steigerung der Zellproliferation von 94% gegenlber der Kontrolle (Zellen in
Basalmedium) erreicht. Ein vergleichbares Ergebnis zeigte jedoch auch PPP,
welches eine Steigerung der Zellproliferation von 92% verursachte. Thrombin allein
bewirkte eine Erhéhung der Zellproliferation von nur 16%. Dies ist eine deutlich
geringere Stimulation als in der bisher eingesetzten Versuchssystemen. Die
Grunde fir die geringere Stimulation sind nicht erkannt. Von Bedeutung ist in
diesem Zusammenhang auch, dass die Wachstumsrate von Zellen in voll
supplementierten Kulturen, die als zusatzliche Kontrolle mitgefihrt wurden, weder
durch Zusatz von PRP, noch von PPP oder Thrombin Gbertroffen wurde.

Die Versuche mit aktivierten PRP-Préaparationen in den Membraneinsatzen
brachten &hnliche Ergebnisse wie die Versuche mit angereicherten
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Wachstumsfaktoren (PRP-Uberstand). Gruber et al. 2002 kamen bei zwei
vergleichbaren Versuchsansatzen (mit ,PRS - Platelet Released Supernatant” und
mit Membraneinsatzen) zu ahnliche Schlussfolgerungen: ,The proliferative
response observed in the co-culture was not significantly different from
experiments where platelets were separated by a membrane filter” [32]. Sie stellten
auch einen stimulierenden Effekt der Zellproliferation durch Zugabe von

Trombozyten -direkt oder indirekt- in die Zellkultur fest.

Unsere Ergebnisse mit diesem Versuchssystem weisen ebenfalls darauf hin, dass
die Steigerung der Zellproliferation nicht durch Wachstumsfaktoren erreicht wurde,
sondern durch Serumkomponenten. Sie unterstiitzen damit die Ergebnisse der mit

PRP-Uberstand durchgefiihrten Versuche.

4.1.5 Untersuchungen mit MC3T3-E1-Prédosteoblasten, die in PRP als Matrix

eingebettet sind

Dieses Versuchssystem wurde entwickelt, um noch ndher an die in vivo Situation
zu kommen. Unmittelbar nach dem Einbringen des autologen Transplantats
gemischt mit PRP in die Wunde befinden sich die Zellen in der PRP-Matrix und
kommen in direkten Kontakt mit den Wachstumsfaktoren. Um diese Situation in
vitro zu simulieren, wurden daher MC3T3-E1-Praosteoblasten in die PRP-Matrix
eingebracht. Als Kontrolle wurden die Zellen in die PPP-Matrix eingebettet. Nach

zwei Tagen wurde die Vermehrungsrate der Zellen bestimmt.

Far die Simulation der in vivo-Bedingungen ist dies ein elegantes Versuchssystem,
in  welchem jedoch die PRP-Matrix die quantitative Bestimmung der
Zellproliferation erschwerte. Nach einer Reihe von Vorversuchen wurde letztlich fur
die Quantifizierung der Zellvermehrung eine Methode der DNA-Isolierung mit
anschlieBender  photometrischer  Bestimmung der Gesamt-DNA-Menge
ausgewahilt.
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Die Ergebnisse zeigten erneut lediglich einen minimalen Unterschied zwischen den
Werten der Zellproliferation in PRP und PPP. Die Zellproliferation in den 3D-
Gelkulturen war deutlich geringer als die Proliferation von Zellen im normalen
Vollmedium auf den Wellboden, die als zusatzliche Kontrolle mitgefihrt wurden.
Die geringere Proliferation ist méglicherweise entweder auf eine schlechtere
Versorgung oder auf die hohe Konzentrationen von Gerinnungsaktivatoren im Gel
zurlckzufihren. Dieses Versuchssystem sollte weiter entwickelt und far weitere
Untersuchungen mit einem erweiterten Spektrum an Versuchsbedingungen
(ahnlich den Versuchen mit PRP-Uberstand) eingesetzt werden.

Bei allen getesteten Zellkonzentrationen zeigte die vergleichbare Zellproliferation,
die durch PRP bzw. PPP erreicht wurde, dass die Wachstumsfaktoren keinen
zusatzlichen Effekt bewirken. Diese Ergebnisse stitzen damit tendenziell die

Ergebnisse der anderen Versuchssysteme.

4.2 Schlussfolgerung

Die wichtigsten Erkenntnisse aus den durchgefihrten Versuchen lassen sich wie
folgt zusammenfassen:

e Hoéhere Ca-Konzentrationen, wie sie bei der Aktivierung von PRP
vorkommen, haben einen eher hemmenden Effekt auf die
Zellproliferation, Thrombin kann dagegen, zumindest in geringen
Konzentrationen, eine Erhdhung der Zellproliferation bewirken.

e PRP erhdht zwar unter allen hier eingesetzten
Versuchsbedingungen, die Zellproliferation, ein gleicher oder
vergleichbarer Effekt wurde jedoch auch in der Kontrollgruppe (PPP)

und teilweise mit Thrombin erzielt.
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Die Férderung der Zellproliferation durch PRP, PPP oder Thrombin
Uberschritt nie die unter optimalen Zellkulturbedingungen (Zellen in
voll supplementiertem Medium) erzielten Wachstumsraten.

Insgesamt wurden keine Belege fir die von Marx und anderen [63-
66] fur PRP postulierten Wirkungsmechanismen (Stimulation von
Zellen durch Freisetzung von Wachstumsfaktoren aus den a-

Granula der Thrombozyten) gefunden.

Da in PPP keine spezifische Anreicherung von Wachstumsfaktoren
stattfindet, sind alle hier beobachteten wachstumsférdernden
Effekte auf die normalen Plasmakomponenten zurtickzufihren.
Zusatzliche, UOber die Stimulation durch Plasmaproteine
hinausgehende Effekte, sind weder durch Thrombin noch durch

freigesetzte Wachstumsfaktoren nachweisbar.

Ubertragen auf die in vivo Situation kann geschlossen werden, dass das ohnehin

in der Wunde existierende Vollblut ausreichend fir eine gute Heilung ist. Die

Zugabe von PRP bringt keinen zusatzlichen Effekt. Aus dieser Sicht kénnten die

aufwandigen Verfahren flr das Einbringen von PRP in die Wunde, sowie Zeit und

Kosten der Patienten gespart werden.

Wie die meisten in vitro Versuche, haben auch die in dieser Arbeit dargestellten

Versuchssysteme einige Einschrankungen:

Zeitliche Verlaufe der Konzentrationen der verschiedenen
Effektoren  von PRP  (Ca**, Thrombin, verschiedene
Wachstumsfaktoren), z.B. bedingt durch Verdinnungseffekte, die im

Gewebe stattfinden, sind in vitro nicht reproduzierbar.

Die raumlichen Konzentrationsgradienten in der Umgebung des

Wundortes sind in vitro nicht simulierbar.
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Unter Berticksichtigung der obengenannten Einschrankungen konnte mit den in
dieser Arbeit durchgeflhrten in vitro Untersuchungen zur Zellproliferation die fir
die Anwendung von PRP in vivo propagierte Beschleunigung der Heilvorgange in
Knochengewebe nicht belegt werden.

Ein Uberblick tber die aktuelle Literatur zeigt, dass auch die klinische Wirksamkeit
von PRP nach wie vor umstritten ist. Sanchez et al. 2003 fassen ihre umfangreiche
Literaturrecherche bezlglich der klinischen Wirksamkeit von PRP (siehe Anhang)
wie folgt zusammen: ,This literature review demonstrates a lack of scientific
evidence to support the current use of PRP in combination with bone grafts during
augmentation procedures” [81].

Vor diesem Hintergrund scheint es auch weiterhin sinnvoll, die zeit- und
arbeitsintensiven klinischen Studien durch weitere in vitro Studien zur Wirksamkeit
von PRP zu ergénzen. Die aus PRP freigesetzten Wachstumsfaktoren kdnnen
neben der Proliferation potentiell auch andere Prozesse beeinflussen, wie
Rekrutierung, Migration oder Neovaskularisation [72]. Um weitere Erkenntnisse
Uber den Effekt von PRP in der Wundheilung zu sammeln, wéare es sinnvoll,
weitere Untersuchungen zum Einfluss von PRP auf die Migration der Zellen und
die Vaskularisation durchzufiihren.
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5 Zusammenfassung

Die Wirkung von PRP beziiglich einer Stimulation der Zellproliferation wurde in
vitro untersucht. Die Versuche wurden mit Osteoblasten und Pr&osteoblasten

durchgefuhrt.

In  verschiedenen Versuchssystemen wurden sowohl komplette PRP-
Praparationen als auch einzelne Komponenten von PRP untersucht. Die Wirkung
der aus PRP freigesetzten angereicherten Wachstumsfaktor-fraktion (PRP-
Uberstand) wurde mit der Wirkung der reinen Plasma-Komponenten (Platelet Poor
Plasma) und den durch die Gerinnungs-aktivatoren Calcium und Thrombin
hervorgerufenen Effekten verglichen.

Die wichtigsten Erkenntnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

e Hobhere Ca-Konzentrationen, wie sie bei der Aktivierung von PRP
vorkommen, haben einen eher hemmenden Effekt auf die
Zellproliferation, Thrombin kann dagegen, zumindest in geringen
Konzentrationen, eine Erhéhung der Zellproliferation bewirken.

e PRP erhoht zwar, unter allen hier eingesetzten
Versuchsbedingungen, die Zellproliferation, ein gleicher oder
vergleichbarer Effekt wurde jedoch auch in der Kontrollgruppe (PPP)
und teilweise mit Thrombin erzielt.

e Die Forderung der Zellproliferation durch PRP, PPP oder Thrombin
Uberschritt nie die unter optimalen Zellkulturbedingungen (Zellen in
voll supplementiertem Medium) erzielten Wachstumsraten.

e Insgesamt wurden keine Belege fiir die von Marx und anderen [63-
66] fur PRP postulierten Wirkungsmechanismen (Stimulation von
Zellen durch Freisetzung von Wachstumsfaktoren aus a-Granula

der Thrombozyten) gefunden.
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e Da in PPP keine spezifische Anreicherung von Wachstumsfaktoren
stattfindet, sind alle hier beobachteten wachstumsférdernden
Effekte auf die normalen Plasmakomponenten zurtickzufihren.
Zusatzliche, UOber die Stimulation durch Plasmaproteine
hinausgehende Effekte, sind weder durch Thrombin noch durch

freigesetzte Wachstumsfaktoren nachweisbar.

Ubertragen auf die in vivo Situation kann geschlossen werden, dass das ohnehin
in der Wunde existierende Vollblut ausreichend fiir eine gute Heilung ist. Die
Zugabe von PRP bringt keinen zusatzlichen Effekt. Aus dieser Sicht kénnten die
aufwendigen Verfahren fir das Einbringen von PRP in die Wunde, sowie Zeit und

Kosten der Patienten gespart werden.
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7 Anhang

71 Skizze: Sanchez A, Sheridan P, Kupp L. Is Platelet-rich Plasma the
Perfect Enhancement Factor? A Current Review. The International Journal of
Oral & Maxillofac. Impl. 2003, 18(1): 93-108.

Table3 Summary of Human Studies Involving the Use of PRP in Combination with Bone Grafts

P

Marx et al° Prospectve 88 44 PRP+graft/ Yes  Questionable 4months Mandbular  Autologous Yes

44 graft discontinuity

Anitua® Caseseries 20 10PRP. 10control Yes  Questionable 6months Postextraction None/ Yes

Autologous*
3 3splitmouth Yes No Same Same None Yes

Kassolis et a?” Case series 15 No No 12 months Ridgeand SA  FDBA Yes

Rosenbergand Casereport 1 No No 9months  SA Alioplastic ~ No

Torosian?

Shanamen Casereports 3 No No No RA 1DFDBA,  Yes

etal® 1 alioplastic/
DFDBA/
autograft,
1 DFDBA

Froumetal® Casereports 3  Split mouth Yes  Questionable 7-9 months SA ABB Yes

*In 5 patients in the PRP group.

PRP = platelet-rich plasma; SA = sinus augmentation; RA = ridge augmentation; DFDBA = demineralized freeze-dried bone allograft; FDBA = freeze-driec
bone allograft; ABB = anorganic bovine bone.
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7.2 Photos: PRP Herstellung nach Curasan Methode

AR S ==

Photo 1. Frisches vendses Blut in Photo 2. Das Zentrifugieren um das
CPDA-Monovette plattchenhaltigen Plasma zu erreichen

Photo 3. Abnehmen vom plattchen- Photo 4. Roérchen 1 und 2: 300ul
haltigen Plasma in eine neutralen PRP, ~3ml| PPP
Monovette
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