Aus der Klinik und Poliklinik fir Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie
— Plastische Operationen

der Universitdtsmedizin der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz

Analyse des Wachstumsfaktorenrelease von i-PRF, A-PRF+ Exsudat und Serum

— eine in-vitro Untersuchung

Inauguraldissertation
zur Erlangung des Doktorgrades der
Zahnmedizin
der Universitatsmedizin

der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz

Vorgelegt von

Christopher Boos

aus Worms

Mainz, 2020



Wissenschaftlicher Vorstand:
1. Gutachter:

2. Gutachter:

Tag der Promotion: 30. Juni 2020



Inhaltsverzeichnis

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

1. EINLEITUNG / ZIEL DER DISSERTATION

2. LITERATURDISKUSSION

2.1 Grundlagen der Wundheilung
2.1.1 Phasen der Wundheilung
2.1.2 Formen der Wundheilung
2.1.3 Wundheilung im Knochendefekt

2.2 Blutblattchen (Thrombozyten) und ihre Rolle bei Gewebeschaden
2.2.1 Thrombozyten und die Hamostase
2.2.2 Thrombozyten und das Immunsystem
2.2.3 Thrombozyten und die Geweberegeneration

2.2.4 Thrombozyten und ihre Wachstumsfaktoren — eine Ubersicht

2.3 Blutblattchen-reiche Konzentrate
2.3.1 Historische Entwicklung
2.3.2 Platelet-rich Plasma
2.3.3 Platelet-rich Fibrin

3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material
3.1.1 Arbeitsgerate
3.1.2 Verbrauchsmaterialien und Einmalartikel

3.1.3 Chemikalien und Substanzen

3.2 Methoden
3.2.1 Blutentnahme
3.2.2 Gewinnung von Serum
3.2.3 Herstellung und Gewinnung von i-PRF
3.2.4 Herstellung von A-PRF+ und Gewinnung von A-PRF+ Exsudat
3.2.5 Inkubation von A-PRF+ Membranen in Medium und Gewinnung des Uberstandes
3.2.6 Nachweis von Wachstumsfaktoren mittels Sandwich-ELISA
3.2.7 Eingangsversuch zur Festlegung der Verdiinnung
3.2.8 Nachweis von PDGF-BB
3.2.9 Nachweis von VEGF

o o b~ b

~

10
11

18
18
20
22

29

29
29
30
31

31
31
32
33
35

38
42
43
44



3.2.10 Nachweis von GDF-15

4. ERGEBNISSE

4.1 Wachstumsfaktoren in A-PRF+ Exsudat, i-PRF, Serum
4.1.1 PDGF-BB in A-PRF+ Exsudat, i-PRF, Serum
4.1.2 VEGF in A-PRF+ Exsudat, i-PRF, Serum
4.1.3 GDF-15 in A-PRF+ Exsudat, i-PRF, Serum

4.2 Freigesetzte Wachstumsfaktoren durch A-PRF+ Membranen nach 24 h,48 h, 72 h (2 ml
Versuch)

4.2.1 PDGF-BB Freisetzung (2 ml Versuch)

4.2.2 VEGF Freisetzung (2 ml Versuch)

4.2.3 GDF-15 Freisetzung (2 ml Versuch)

4.3 Freigesetzte Wachstumsfaktoren durch A-PRF+ Membranen nach 24 h, 48 h, 72 h (6 ml
Versuch)

4.3.1 PDGF-BB Freisetzung (6 ml Versuch)

4.3.2 VEGF Freisetzung (6 ml Versuch)

4.3.3 GDF-15 Freisetzung (6 ml Versuch)

5. DISKUSSION

5.1 Wachstumsfaktoren in A-PRF+ Exsudat, i-PRF und Serum

5.2 Freigesetzte Wachstumsfaktoren durch A-PRF+ Membranen nach 24 h,48 h, 72 h
5.2.1 2 ml Versuch
5.2.2 6 ml Versuch

6. ZUSAMMENFASSUNG

7. LITERATURVERZEICHNIS

LEBENSLAUF

45

46

46
46
47
49

50
50
52
53

54
54
56
57

59

59

65
65
68

73

75

83



Abkurzungsverzeichnis

Hg

pl

pum

°C

Abb.
A-PRF
A-PRF+
ADP

Adj Result
Aquadest
ATP
Back Calc Conc
BC

CCL5
Conc

Ccv
CXCL4
CXCL7
cm
Dilution
DMEM
EGF
FDBA
FGF
GDF- 15
GF

g

gl.

HRP

H2S04

IGF

i-PRF

IL

L-PRF
LSCC

M, Mean
Mean Result

mg

Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer

Grad Celsius

Abbildung

advanced platelet-rich fibrin
advanced platelet-rich fibrin plus
Adenosindiphosphat

adjusted result, bereinigtes Ergebnis
Destilliertes Wasser
Adenosintriphosphat

back calculated concentration, zuriickgerechnete Konzentration
Buffy-Coat

CC-chemokine ligand 5
concentration, Konzentration
coefficient of variation, Variationskoeffizient
chemokine (C-X-C motif) ligand 4
chemokine (C-X-C motif) ligand 7
Zentimeter

Verdinnung

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
epidermal growth factor
freeze-dried bone allograft
fibroblast growth factor

growth differentiation factor 15
growth factor

Erdbeschleunigung (= 9.81 m/s?)
glatte

horseradish peroxidase
Schwefelséaure

insulin-like growth factor

injectable platelet-rich fibrin
Interleukin

leukocyte- and platelet-rich fibrin
low speed centrifugation concept
mean, Mittelwert

mittleres Ergebnis

Milligramm



min

ml

mm
MmRNA
NaCl
NAP-2
ng

NRP
PAI-1
PBS
PDGF
PDGFR
PF4

pg
PIGF
PPP
PRF
PRP
PSGL
RD
RCF
rpm
RTK
Sample
SD
S-PRF
svVEGF
TGF-B
TNF-a
Value
VEGF
VEGFR
VPF

Wdh.
WF

Minuten

Milliliter

Millimeter

messenger RNA

Natriumchlorid, Kochsalz
neutrophil-activating peptide 2
Nanogramm

Neuropilin

plasminogen activator inhibitor-1
Phosphate Buffered Saline
platelet-derived growth factor
platelet-derived growth factor receptor
platelet factor 4; Plattchenfaktor 4
Pikogramm

placental growth factor

platelet-poor plasma

platelet-rich fibrin

platelet-rich plasma

P-selectin glycoprotein ligand

Reagent Diluent

relative centrifugal force

revolutions per minute; Umdrehungen pro Minute
receptor tyrosine kinase

Probe

standard deviation, Standardabweichung
standard platelet-rich fibrin

shake venom vascular endothelial growth factor
transforming growth factor beta

tumor necrosis factor- alpha

Wert

vascular endothelial growth factor
vascular endothelial growth factor receptor
vascular permeability factor
von-Willebrand-Faktor

Wiederholung

Wachstumsfaktor(en)



1. Einleitung / Ziel der Dissertation

Das Ziel jeglicher Wundheilung, ob nach einer Verletzung oder nach einem operativen
Eingriff, ist die moglichst optimale Wiederherstellung des Gewebes (1, 2). Neben re-
generativen Zellen nehmen dabei Wachstumsfaktoren eine zentrale koordinative Rolle
ein. Durch die zusatzliche Anreicherung des Wundgebietes mit diesen heilungsfor-
dernden Zellen und Mediatoren versucht man die Reparaturvorgdnge zu verbessern
und zu beschleunigen (3, 4). Durch das Zentrifugieren von Blut ist die Konzentrierung
von Thrombozyten, die als Hauptquelle von Wachstumsfaktoren wahrend der initialen
Wundheilung bekannt sind, mdglich (5). Auch wenn unterschiedliche Thrombozyten-
konzentrate bereits seit Jahrzehnten in verschiedenen Formen im klinischen Alltag
eingesetzt werden und ihre Wirksamkeit bereits in zahlreichen Untersuchungen unter
Beweis gestellt haben, ist deren Optimierung nach wie vor Bestandteil aktueller For-
schungen. Neben Verbesserungen der Biokompatibilitat und Vereinfachung der Her-
stellungsprotokolle liegt dabei auRerdem ein Hauptmerkmal auf der Veranderung der
zellularen und molekularen Struktur und Zusammensetzung (6, 7). Durch Weiterent-
wicklung des Zentrifugationsprotokolls und Veranderung der Blutentnahmerdhrchen
des von Joseph Choukroun entwickelten autologen PRF (platelet-rich fibrin) gelang
die Schaffung zweier neuer PRF-Derivate:

Das ,fortgeschrittene® A-PRF+ (advanced PRF) hebt sich laut seiner Entwickler ge-
genuber dem klassischen PRF durch seine gunstigere Fibrinstruktur sowie seine ho-
here Anzahl und gleichm&Rigere Verteilung enthaltener Leukozyten ab, die neben
Thrombozyten die fundamentalen Zellen wahrend der Geweberegeneration sind.

Die Herstellung von i-PRF ermdglicht erstmals die Verwendung von flissigem PRF,
das erst zeitversetzt zu einer gallertigen Masse koaguliert (8-10).

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung des neuen A-PRF+ auf dessen Frei-
setzung von Wachstumsfaktoren tUber den Zeitraum von drei Tagen. Des Weiteren
werden in i-PRF enthaltene Wachstumsfaktoren gemessen und mit der in Blutserum

und in A-PRF+ Exsudat enthaltenen Menge verglichen.



2. Literaturdiskussion

2.1 Grundlagen der Wundheilung

Der Begriff Wunde ist definiert als eine mit Schadigung und Verlust einhergehende
Kontinuitatsunterbrechung von Gewebe (2). Je nach Art der Entstehungsursache wird
zwischen traumatischen, chronischen und iatrogenen Wunden unterschieden (11). Die
Befahigung zur Wundheilung, also einer regenerativen oder reparativen Wiederher-
stellung von Gewebsdefekten, ist ein unerlassliches Instrument des Organismus fur
dessen Lebenserhaltung (1). Zur véllig identischen Regeneration und Herstellung des
Ausgangszustandes sind jedoch nur wenige Zellarten (z. B. Epithel, Blut, Knochen) in
der Lage. Meist erfolgt der Verschluss und Ersatz des Defektes im Sinne einer Repa-

ration unter Ausbildung einer Narbe (12).

2.1.1 Phasen der Wundheilung

Auch wenn sich die molekularen Vorgange der Wundheilung von Gewebe zu Gewebe
leicht unterscheiden, unterliegen sie dennoch &hnlichen pathophysiologischen Hei-
lungsvorgangen, die traditionell in vier Wundheilungsphasen eingeteilt werden:

- exsudative Phase

- resorptive Phase

- proliferative Phase

- reparative Phase

Diese scharfe Abgrenzung erfolgt allerdings mehr aus didaktischen Grtinden, da in
Wirklichkeit eher ein dynamischer Wechsel und uberlappender Ubergang der einzel-
nen Prozesse stattfindet.

Als direkte Folge einer Verletzung liegen erdffnete Blut- und Lymphgefalie vor und es
kommt zu einem Auffullen der Gewebeliicke mit Wundsekret. Wahrend der anschlie-
Renden Gerinnung kontrahieren die Gefal3e fur etwa 10 Minuten und aus den Throm-
bozyten und Fibrin bildet sich im thrombokinasereichen (Faktor X) Milieu der Wunde
ein hamostatisches Blutkoagulum. Ausgel6st durch lokale Entziindungsmediatoren
wird die anfangliche Vasokonstriktion durch eine Dilatation abgel6st, was zu einer Ver-
langsamung des Blutstroms und einem Austritt von ser6sem Exsudat ins Wundbett
fuhrt. Dieses namensgebende Exsudat der exsudativen Phase ist reich an Immun-

globulinen, Leukozyten und Thrombozyten, welche Wachstumsfaktoren und andere



chemotaktisch wirkende Zytokine sezernieren, die wiederum weitere fir den Heilungs-
prozess notwendige Entziindungs- und Reparaturzellen anlocken (1). Die sich nach
etwa sechs Stunden anschlie3ende resorptive Phase ist gepragt durch das Einwan-
dern von neutrophilen Granulozyten. Die Hauptaufgabe dieser Mikrophagen besteht
in der Opsonisierung, Abtétung und Phagozytose zellularer Erreger und Bakterien.
Nach ca. zwolf Stunden infiltrieren weitere Lymphozyten und Makrophagen in das
Wundgebiet und unterstitzen die Wundreinigung und Infektbekdmpfung durch Abbau
und Phagozytose abgestorbener Zelldebris, Fibrinreste und Gewebsdetritus. Auch in
dieser Phase werden stimulierende und modulierende Wachstumsfaktoren freigesetzt.
Mit dem dritten Tag beginnt in der proliferativen Phase der Abbau des vorhandenen
Fibrinnetzes und das Ersetzen und Auffillen des Gewebedefektes mit Granulations-
gewebe. Die sich im Wundareal befindlichen Leukozyten, Bindegewebszellen und
Thrombozyten sezernieren zahlreiche verschiedene Wachstumsfaktoren wie bei-
spielsweise PDGF, VEGF, FGF und TGF- [3, wodurch es zur Einwanderung, Differen-
zierung und Proliferation zirkulierender Zellen und Stammzellen wie Angioblasten, Fib-
roblasten und Keratinozyten kommt. Neben der Neubildung von Kapillaren (Vaskulo-
genese) findet auRerdem eine Einsprossung aus angrenzenden Kapillaren statt (An-
giogenese). Die Vaskularisationsdichte ist dabei entscheidend flir eine ungestétrte
Wundheilung und den Infektionsschutz tiefer liegender Gewebeschichten. Wahrend
der abschliel3enden reparativen Phase reifen die neu gebildeten Kollagenfasern aus
und unter ausgeglichener Beteiligung von Matrixmetallproteinasen sowie deren Inhibi-
toren (Tissue inhibitors of metalloproteinases) erfolgt ein Umbau der extrazelluléaren
Matrix entsprechend der aktuellen Anforderungen. Abgesehen von der Reparation des
Bindegewebes beginnt etwa drei Tage nach der Verletzung die Epithelialisierung des
Defektes. Unter Einfluss von PDGF sowie aus Leukozyten und Fibroblasten stammen-
den Enzymen kommt es zu einem Losen der interzellularen Verbindungen (Desmoso-
men) im Bereich der basalen Hautschicht. Die geldsten Zellen wandern anschlieRend
amoboid von den Wundrandern in Richtung Wundmitte und proliferieren EGF vermit-
telt so lange, bis der Defekt vollstandig epithelialisiert ist und sich die Zellen gegensei-
tig per Zellkontakt inhibieren. AbschlieRend erfolgt wahrend der epithelialen Rickbil-
dungsphase eine Anordnung der Epithelzellen und eine Rlckbildung zur normalen
Schichtdicke (2, 13).



2.1.2 Formen der Wundheilung

Klassisch unterscheidet man bei der Wundheilung dem klinischen Bild entsprechend
zwischen priméarer und sekundarer Wundheilung. Beide Formen unterscheiden sich
zwar nicht im grundlegenden Ablauf der Heilungsvorgéange, wohl aber in dessen Zeit-
dauer und Quantitat der einzelnen Zellreaktionen.

Eine primé&re Wundheilung (sanatio per primam intentionem) erfolgt bei glatten, nah
aneinander liegenden Wundlefzen ohne Gewebsverluste, wie sie beispielsweise nach
einem Schnitt mit dem Skalpell vorliegen. Im Regelfall werden die Phasen der Wund-
heilung hierbei sehr schnell durchlaufen, da nur ein feiner Wundspalt vorliegt und sich
nur eine dinne Narbe ausbildet, sodass teilweise sogar eine restitutio ad integrum
(Wiederherstellung des urspriunglichen Zustands) erreicht wird.

Dem gegenuber erfolgt bei Verletzungen mit Substanzdefekten und auseinanderklaf-
fenden Wundrandern eine sekundare Wundheilung (sanatio per secundam intentio-
nem). Als grundlegender Unterschied zur priméaren Wundheilung liegt hier eine offene
Wundflache vor, die anfélliger fur Infektionen, Wundheilungsstérungen und Chronifi-
zierung ist. Vor allem die proliferative Phase ist bei dieser Form sehr ausgepragt, da
der Gewebsdefekt mit viel Granulationsgewebe aufgefillt werden muss und erst an-
schliel3end eine Epithelialisierung erfolgen kann. Die entstehende Narbe ist wesentlich
ausgepragter als bei einer primaren Wundheilung, wodurch mit funktionellen und opti-
schen Beeintrachtigungen zu rechnen ist.

Lediglich bei oberflachlichen Hautverletzungen, die rein auf die Epidermis begrenzt
sind, ist von einer regenerativen Wundheilung auszugehen. Diese Sonderform, die als
epitheliale Wundheilung unter Schorf bezeichnet wird, kann ohne Narbe abheilen (2,
12).

2.1.3 Wundheilung im Knochendefekt

Knochengewebe z&ahlt zu den wenigen Gewebearten, die nach einem Defekt zu einer
regenerativen Wiederherstellung des Ausgangszustandes fahig sind. Abhéngig von
der GroRRe des Defektes und dem Abstand der Fragmente zueinander wird auch hier
zwischen einer priméaren und sekundaren Knochenheilung unterschieden.
Voraussetzung zur primaren Knochenheilung (Kontaktheilung und Spaltheilung) ist
die genaue Adaption der Knochenkanten, die stabile Fixierung und eine ausreichende
Blutversorgung (12). Bei der Kontaktheilung liegen die durchtrennten Knochenteile di-

rekt aneinander. Der Heilungsprozess entspricht dabei dem ,normalen“ Knochenum-



bau (,bone remodeling“) und Zusammenspiel zwischen Osteoblasten und Osteoklas-
ten. Senkrecht zum Bruchspalt wachsen Blutgefal3e aus den erdffneten Havers-Kana-
len ein, an deren Spitze sich Osteoklasten befinden, die Kanale zwischen den beiden
Frakturenden bilden. Folgende Osteoblasten fillen die geschaffenen Resorptionska-
nale mit Osteoid und Lamellenknochen auf und bilden neue Osteone, die den Bruch-
spalt durchwachsen.

Liegt zwischen den beiden Knochenkanten ein schmaler Frakturspalt von weniger als
0,5 mm vor, erfolgt die Regeneration im Sinne einer zweiphasigen Spaltheilung. Indu-
ziert durch Wachstumsfaktoren wie PDGF und TGF- wachsen ausgehend vom Peri-
ost und Markraum her Mesenchymzellen ein, die unstrukturierten Geflechtknochen bil-
den. Dieser wird in den folgenden Wochen in Lamellenknochen umgebaut (13, 14).
Befindet sich ein gréRerer Abstand zwischen den Knochenenden heilt der Defekt se-
kundar (sekundare Wundheilung), wobei die beiden Fragmente initial tber einen bin-
degewebigen Kallus stabilisiert und verbunden werden und die Ossifizierung erst zwei-
zeitig erfolgt. Entsprechend den klassischen Phasen der Wundheilung folgt auf die
Anfangliche Einblutung und Hamatombildung eine Entziindungsphase, in der Immun-
zellen einwandern und nekrotische Gewebereste abgebaut werden. Ab dem dritten
Tag beginnt die ca. dreiwdchige Granulationsphase. Gesteuert durch Wachstumsfak-
toren kommt es dabei zur Einsprossung und Neubildung von Kapillaren, sowie zur
Differenzierung und Proliferation ortsstéandiger Fibroblasten und Osteoblasten. Es ent-
steht ein bindegewebiger Kallus. Unter Einfluss von Wachstumsfaktoren produzieren
Osteoblasten das organische Osteoid, das durch Einlagerungen von Kalzium- und
Magnesiumsalzen mineralisiert. Der Kallus verhartet sich zunehmend und es bildet
sich unstrukturierter Geflechtknochen. In den folgenden Monaten wird durch abwech-
selnde Auf- und Abbauprozesse der Osteoblasten und Osteoklasten die urspriingliche

Knochenstruktur wiederhergestellt (12-14).

2.2 Blutblattchen (Thrombozyten) und ihre Rolle bei Gewebeschaden

Thrombozyten sind kernlose 2 - 4 um grol3e zytoplasmatische Abschnirungen der
knochenmarkstandigen Megakaryozyten. Mit einer Lebensdauer von 7 - 10 Tagen zir-
kulieren durchschnittlich 150.000 bis 450.000 Thrombozyten in einem Mikroliter Blut.



Blutblattchen sind keine klassischen Zellen und aufgrund der Abwesenheit eines Zell-
kerns nur eingeschréankt, tber verbliebene mRNA aus den Megakaryozyten, in der
Lage neue Proteine zu synthetisieren (15, 16).

Obwohl Thrombozyten erstmals bereits 1882 von Bizzozero beschrieben wurden,
sprach man ihnen jahrzehntelang lediglich die Beteiligung an der Hamostase zu (17).
Heute ist bekannt, dass Blutblattchen dariiber hinaus noch an weiteren, vor allem re-
generativen Prozessen wie der Wundheilung, Angiogenese, aber auch an Immun- und
Entzindungsreaktionen beteiligt sind. Thrombozyten enthalten verschiedene Spei-
chergranula (a-Granula, dichten Granula und Lysosomen), geftllt mit unterschiedli-
chen Biomolekullen, Uber deren Freisetzung aktivierte Blutblattchen regulatorischen

Einfluss auf andere Zellen nehmen (18).

2.2.1 Thrombozyten und die Hamostase

Im physilogischen Normalzustand zirkulieren die diskoiden Blutblattchen frei in der
Blutbahn. Als Folge einer Storung der Integritat der Gefal3wand (z. B. bei einer Verlet-
zung oder Entzindung) kommen die Thrombozyten in Kontakt mit freiliegendem Kol-
lagen und bleiben, verkntpft durch den VWF (von-Willebrand-Faktor), an den sub-
endothelialen Bindegewebsfasern der Lasionsrander haften. Durch diese initiale Ad-
hasion vermittelt, kommt es zu einer intrazellularen Kalziumfreisetzung aus den dich-
ten Granula, was eine Aktivierung und Formveranderung (Ausbildung von Pseudopo-
dien) der Blutblattchen verursacht. Diese adharenten, aktivierten Thrombozyten bilden
Thromboxan A2 (aus Arachidonsaure) und sezernieren auf3erdem ihre Granulainhalts-
stoffe in die Blutbahn. Die freigesetzten Mediatoren (v. a. Serotonin, Thromboxan A2,
Thrombin und ADP) I6sen eine kaskadenartige Aktivierung und Formveranderung wei-
terer noch freier zirkulierender Thrombozyten aus, die daraufhin Gber ,Fibrinogenbri-
cken® miteinander verkleben (Aggregation, Uber Glycoprotein Ilb/llla), einen weil3en
Thrombus bilden und ebenfalls ihre Speichergranula sezernieren. Daruber hinaus ver-
ursachen Thromboxan A2 und Serotonin eine Vasokonstrikion im Wundgebiet, was zu
einer Verlangsamung des Blutflusses fuhrt (16, 19).

Auch an der anschlielBenden sekundaren Hamostase, bei der die Bildung von Throm-
bin und einem durch ein Fibrinnetz stabilisierten Thrombus im Mittelpunkt steht, neh-
men die Blutblattchen eine zentrale Rolle ein. Zum einen ist die aktivierte Plattchen-
oberflache und ihr exprimierter Plattchenfaktor 3 an der Aktivierung plasmatischer Ge-

rinnungsfaktoren beteiligt. Zum anderen steuern die Thrombozyten selbst essentielle



Faktoren der Gerinnungskaskade aus ihren Granula bei (Gerinnungsfaktor V, VIII, XIlI,
Kalzium, Prothrombin, Fibrinogen, u. a.) (16, 19, 20).

Wahrend die sezernierten Molekule der dichten Granula (ADP, ATP, Serotonin, Kal-
zium, u. a.) primar eine Schlisselrolle wahrend der Hamostase einnehmen, tberneh-
men die in den a-Granula gespeicherten Stoffe darliber hinaus regulatorische Funkti-

onen der folgenden Heilungsphasen.

Dichte Granula a-Granula Lysosomen

- ATP - von-Willebrand-Faktor - saure Hydrolasen
- ADP - Faktoren V, VI, Xl, XIlI

- Kalzium - Thrombospondin

- Serotonin - Fibrinogen

- anorganisches Phosphat - Prothrombin
- a2-Antiplasmin
- Antiheparin
- P-selectin
- CXCL4 (= PF4)
- CXCL7
- CCL5 (= RANTES)
- IL-1, IL-6, IL-8
- Glycoprotein llb/llla
- Wachstumsfaktoren

Tabelle 1: Inhalte der Thrombozytengranula (eine Zusammenstellung der in der Arbeit erwahnten).

2.2.2 Thrombozyten und das Immunsystem

Nachdem die anféangliche Blutung durch einen stabilen Fibrinthrombus gestoppt ist,
wandern wahrend der exsudativen und resorptiven Phase der Wundheilung Immun-
zellen in das Wundgebiet ein (13). Die im Blut frei zirkulierenden oder gewebestandi-
gen Leukozyten werden durch Chemo- und Zytokine (PF4, Tissue factor, Interleukine,
CCL5, u. a.) der defektgebunden Thrombozyten angelockt, festgehalten und zur Dif-
ferenzierung angeregt (20).

Ahnlich wie bei der Leukodiapedese zwischen Immun- und Endothelzellen erfolgt die
Kontaktaufnahme (Rolling) zwischen Thrombozyten und Leukozyten Uber P-selectin,
einem Zellanhasionsmolekul, das bei der Blattchenaktivierung aus den a-Granula in
die Zellmembran eingebaut wird und sich mit dem P-selectin glycoprotein ligand
(PSGL) der Leukozyten locker verbindet. Diese Verkniupfung lost eine Aktivierung der
gebundenen Leukozyten aus und die schwache Fixierung wird durch zuséatzliche Ver-

bindungen zwischen Integrinen (aMB2 der Leukozyten) und Liganden (GPIb der

9



Thrombozyten, Fibrinogen) verfestigt. Dartber hinaus sezernieren die aktivierten Leu-
kozyten Botenstoffe, die ihrerseits weitere Immunzellen anlocken, die tber L-selectin
fixiert werden (18). Um von der Thrombusperipherie zum Zentrum der Gewebescha-
digung zu gelangen, folgen die Immunzellen einem chemotaktischen Gradienten, der
von den Thrombozyten erzeugt wird. Neuen Erkenntnissen zufolge wird dieser tber
die Freisetzung von NAP-2 (CXCL-7), einem Molekul aus den a-Granula, aufgebaut
(21).

Auch wenn die genauen Mechanismen noch nicht ganz verstanden sind, deutet au-
Berdem vieles darauf hin, dass Thrombozyten neben ihrer koordinativen auch noch
eine wesentlich aktivere Rolle bei der Immunabwehr gegen Pilze, Viren und Bakterien
einnehmen. Zum einen sind sie Uber Rezeptoren (u. a. verschiedene Toll-like recep-
tors) selbst in der Lage Pathogene zu erkenne und zu verinnerlichen (&hnlich einer
Phagozytose) und zum anderen sezernieren sie Zytokine (CXCL4, CXCL7, CCL5), die
neben dem chemotaktischen auch einen direkten antimikrobiologischen Effekt haben
(20, 22).

2.2.3 Thrombozyten und die Geweberegeneration

Ziel nach jeder Gewebeschadigung ist die Auffiillung des Defektes und die mdglichst
identische Wiederherstellung des Ausgangszustandes. Das vorhandene Fibrinnetz
wird hierftir im Rahmen der Fibrinolyse durch Plasmin aufgelst und durch gefal3- und
faserreiche Matrix ersetzt (2). Neben ihrer zentralen Rollte bei der Gerinnung und
Thrombusbildung sind Blutblattchen auf3erdem an der Fibrinolyse, also dessen Aufl6-
sung, beteiligt. Uber die in ihren a-Granula enthaltenen Substanzen kénnen sie diesen
Vorgang sowohl positiv (fibrinolytisch: Plasmin, Plasminogen) als auch negativ (antifi-
brinolytisch: Plasminogen Aktivator Inhibitor-1 (PAI-1) and a2-Antiplasmin) beeinflus-
sen (23).

An der abschlieRende proliferative und reparative Phase sind eine Vielzahl von Zellen
(Fibroblasten, Endothelzellen, Makrophagen, Keratinozyten, Thrombozyten, u. a.) be-
teiligt. Deren koordinierte Migration, Infiltration, Proliferation und Differenzierung erfor-
dert ein kompliziertes Netzwerk aus Signalstoffen wie Chemokinen, Zytokinen und
Wachstumsfaktoren. Thrombozyten dienen hierbei als Quelle von tber 60 verschiede-
nen biologisch aktiven Substanzen. Vor allem die in den a-Granula enthaltenen
Wachstumsfaktoren PDGF, TGF-B, VEGF und EGF Ubernehmen eine zentrale
Schlisselrolle (5, 24).
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2.2.4 Thrombozyten und ihre Wachstumsfaktoren — eine Ubersicht
Wachstumsfaktoren sind urspriinglich definiert als Proteine, die ruhende Zellen zur
Mitose und Zellteilung anregen. Sie werden zu verschiedenen Zeitpunkten von unter-
schiedlichen Zelltypen, die an Umbauprozessen beteiligt sind, sezerniert. Je nach Wir-
kungsort unterscheidet man zwischen autokriner (auf die produzierende Zelle), pa-
rakriner (auf angrenzende Zellen) und endokriner (auf weit entfernte Zellen) Stimula-
tion. Alle Peptide wirken dabei tUber eine spezifische Bindung an hoch affinen Membr-
anrezeptoren der Zielzellen. Klassisch werden funf verschiedene Wachstumsfaktor-
Familien mit zahlreichen Untergruppen unterschieden, die an reparativen und regene-
rativen Prozessen beteiligt sind: EGF, TGF-B, IGF, PDGF und FGF (25, 26).

Bei der Wundheilung sind Thrombozyten die ersten Zellen, die Wachstumsfaktoren
aus ihren a-Granula freisetzen. Im zeitlichen Verlauf der anschlieRenden Umbaupro-
zesse kommen immer mehr andere Zellarten wie Entzindungszellen, Fibroblasten
und Epithelzellen hinzu, die ebenfalls WF absondern. Die dadurch entstehenden, pha-
senabhangigen Konzentrationsunterschiede der WF, bewirken einen strukturierten

Vorgang der Geweberegeneration (27).

Wachstumsfaktoren  Funktion bei der Geweberegeneration

EGF - chemotaktisch fur Fibroblasten und Epithelzellen

(epidermal growth factor) - mitogen fur Fibroblasten, Endothelzellen, Keratinozyten
- stimuliert Proliferation von Epithelzellen, Fibroblasten
und embriogenetischen Zellen (= Reepithelisierung, An-
giogenese, Extrazellulare Matrix)

TGF-B - chemotaktisch fur Makrophagen u. Fibroblasten
(transforming growth factor - mitogen fiir Fibroblasten, gl. Muskelzellen, Osteoblasten
beta) - stimuliert und kontrolliert Proliferation v. Fibroblasten u.

Kollagensynthese
- reduziert Narbenbildung (v. a. TGF-B3), stimuliert

Wundkontraktion

- antagonisiert biologische Aktivitat von EGF, PDGF, FGF
FGF - mitogen fur Keratinozyten, Fibroblasten, Gefal3endothel-
(fibroblast growth factor) zellen

- beteiligt an Proliferation, Differenzierung, Angiogenese,
Zellmigration, Reepithelisierung
IGF - stimuliert Fibroblasten zur Mitose und Kollagensynthese
(insulin like growth factor) - chemotaktisch fur Endothelzellen (Angiogenese)
- stimuliert Proliferation von Knochenzellen, Knorpelzel-
len, Myoblasten und hamatopoetischen Zellen
- unterstiutzt mit PDGF die Knochenregeneration
PDGF S. u.
VEGF S. u.

Tabelle 2: Auswahl thrombozytarer Wachstumsfaktoren mit der jeweiligen Funktion bei der Gewebere-
generation (Info: Auch andere Zelle produzieren diese WF) (5, 24, 28).

11



Im Folgenden werden die im Versuchsteil (3.2.) nachgewiesenen Wachstumsfaktoren
PDGF, VEGF und GDF-15 vorgestellt.

PDGF - Platelet derived growth factor

Die ersten Zellen, in denen von Ross et al. (1974) der mitotisch wirksame Wachstums-
faktor PDGF nachgewiesen wurde, waren Thrombozyten, was folglich zu dessen Na-
mensgebung fuhrte (29). Heute ist bekannt, dass der WF auch noch von zahlreichen
anderen Zellen wie Makrophagen, Keratinozyten, Fibroblasten und Endothelzellen se-
zerniert wird. Darlber hinaus sind auch manche Tumorzellen in der Lage PDGF zu
bilden. Nach aktuellem Stand existieren vier unterschiedliche PDGF Proteine (PDGF-
A, PDGF-B, PDGF-C, PDGF-D), die durch vier Gene auf vier verschiedenen Chromo-
somen (Chromosomen 4, 7, 11, 22) kodiert werden. Freigesetzt wird der Wachstums-
faktor als Homodimer (PDGF-AA, PDGF-BB, PDGF-CC, PDGF-DD) oder Heterodimer
(PDGF-AB), wobei die beiden Peptidketten tber Disulfidbriicken verkntpft sind (30,
31).

Es existieren zwei komplementére Zellmembranrezeptoren (PDGFR-a und PDGFR-
B), die zur Familie der Tyrosinkinase-Rezeptoren (RTK) zahlen. In der Membran der
Zielzellen bilden jeweils zwei Rezeptoren einen funktionsfahigen Rezeptorkomplex,
wodurch entweder die Homodimere (PDGFR- a/a, PDGFR- B/B) oder das Heterodimer
(PDGFR-a/B) entstehen. Die funf unterschiedlichen PDGF Dimere binden unterschied-
lich an die Rezeptoren (31, 32):

Wachstumsfaktor Rezeptoren

PDGF-AA PDGFR- a/a

PDGF-BB PDGFR- a/a PDGFR- /B PDGFR-a/p
PDGF-CC PDGFR- a/a (PDGFR-a/B)*
PDGF-DD PDGFR- B/B (PDGFR-a/B)*
PDGF-AB PDGFR- a/a PDGFR-a/p

Tabelle 3: Die unterschiedlichen PDGF Dimere mit entsprechenden Rezeptoren an die sie binden (31).
1= geringe Evidenz

Die klassischen A und B Peptide, die bereits seit den 80er Jahren bekannt sind, wer-
den im Endoplasmatischen Retikulum und Golgiapparat gebildet, modifiziert und in
aktivierter Form per Exozytose sezerniert. Die ,jungeren®, erst um die Jahrtausend-
wende entdeckten PDGF-C und PDGF-D werden erst nach der Freisetzung extrazel-

lulér proteolytisch aktiviert (31).
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PDGFs spielen eine wichtige Rolle bei der Embryogenese und Organentwicklung. Dar-
tber hinaus stehen pathologisch erhohte Werte im Zusammenhang mit zahlreichen
Krankheiten wie Arteriosklerose, Leber-, Lungen- und Herzfibrosen (33).

In Bezug auf die Wundheilung tbernimmt PDGF unterschiedliche Funktionen. Zum
einen wirkt es mitogen und chemotaktisch auf Makrophagen, Granulozyten und Fib-
roblasten. Zum anderen hat es einen proliferativen Effekt auf Fibroblasten, die ECM
bilden, und fordert die Angiogense, Gefalireifung sowie die Reepithelisation (lUber
Hochregulierung von IGF-1). Auch wenn der direkte angiogenetische Effekt von PDGF
geringer ist als der von VEGF, ist PDGF in Kombination mit Hypoxie der zentrale Aus-
|6ser fur eine gesteigerte VEGF Freisetzung und damit fir die Gefal3bildung von grund-
legender Bedeutung (4, 24, 28). Der klinische Einsatz von rekombinantem, also gen-
technisch hergestelltem PDGF-BB, wurde bereits 1992 von Robson et al. beschrieben.
Sie konnten positive Effekte bei der Heilung chronischer Druckulcera feststellen (34).
In Form eines Hydrogels wurde der Wirkstoff Becaplermin (Handelsname RE-
GRANEX®, ein rekombinanter Wachstumsfaktor rhPDGF-BB) 1997 zur Therapie neu-
ropathischer, chronischer, Diabetes bedingter Ulcera der unteren Extremitaten von der
FDA zugelassen (32, 35). Per Rote-Hand-Brief wurde im Marz 2010 bekannt gegeben,
dass bei Patienten die drei oder mehr Tuben REGRANEX® angewandt hatten, die
Tumormortalitét anstieg und der Einsatz des Gels bei Patienten mit einer bekannten
malignen Erkrankung kontraindiziert sei (36). Im Bereich der ZMK-Heilkunde wurde
die Verwendung von rhPDGF-BB intensiv im Bereich der Parodontologie untersucht.
In zahlreichen Studien konnte durch lokale Anreicherung mit PDGF-BB eine Verbes-
serung der Regeneration parodontaler Hart- und Weichgewebsdefekte mit klinischem
Attachmentgewinn erzielt werden (37).

Die potentielle Kanzerogenitat von rekombinantem PDGF-BB (rh-PDGF-BB, Becap-
lermin) konnte in neueren Studien nicht bestatigt werden. Gerade in Verbindung mit
Knochentransplantaten wird das PDGF-BB schnell eliminiert (a2-macroglobulin) und

hat dadurch primar eine lokale und nicht systemische Exposition (38, 39).

VEGF - Vascular Endothelial Growth Factor

Der Wachstumsfaktor wurde erstmal 1989 von Ferrara et al. benannt, die durch die
Namensgebung dessen selektive, mitotische Wirkung auf Gefallendothelzellen her-
ausstellen wollten (40). Heute sind im menschlichen Genom Codes fur finf unter-
schiedliche Proteine bekannt, die zur VEGF Familie (Untergruppe der PDGF-Familie)
gezahlt werden und sich in ihrer Wirkung teilweise unterscheiden: VEGF-A, VEGF-B,
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VEGF-C, VEGF-D und PIGF (placental growth factor) (41). Dartber hinaus zahlt das
im Orf-Virus codierte VEGF-E und das in Schlangengift nachgewiesene VEGF-F
(snake venom VEGF) dazu (42). Das in menschlichen Ovarien, Hoden und Plazenta-
gewebe vorhandene organspezifische EG-VEGF (endocrine gland-derived VEGF)
gleicht von der biologischen Aktivitat her der von VEGF-A, wird jedoch aufgrund seiner
anderen Struktur nicht zur klassischen VEGF-Genfamilie dazugezahlt (30, 43). Die
VEGF-Proteine, die von verschiedenen Zellen (Thrombozyten, Granulozyten, En-
dothelzellen, Fibroblasten, u. a.) sezerniert werden, wirken an den Zielzellen (En-
dothelzellen, Tumorzellen, Nervenzellen, Makrophagen, Muskelzellen) Gber drei un-
terschiedliche membranstandige Tyrosinkinaserezeptoren. Wéahrend VEGFR-1 und
VEGFR-2 dabei v. a. eine zentrale Rolle bei der Bildung von Blutgefa3en einnehmen,
ist der VEGFR-3 an der Regulation der Lymphangiogenese beteiligt. Neben den drei
Hauptrezeptoren binden die Faktoren aul3erdem an zwei Co-Rezeptoren: Neuropilin 1
und 2 (NRP1, NRP2) (41, 44).

VEGF-A (vor Entdeckung der anderen nur VEGF) ist der am langsten bekannte und
am intensivsten erforschte Vertreter. Von diesem, fir die Angiogenese bedeutsamsten
und wahrend der Embryogenese und Kreislaufentwicklung unerléasslichen Protein,
existieren verschiedene Isoformen (VEGF121, VEGF145, VEGF165, VEGF189, VEGF206).
Diese unterscheiden sich in der Anzahl der Aminosauren (jeweilige Fuf3zahl) und ent-
stehen durch alternatives Splicing im Anschluss an die Transkription des Gens. VEGF-
A bindet sowohl am VEGFR-1 und VEGFR-2 und reguliert dartiber vor allem die Vas-
kulogene und Angiogenese. Dartber hinaus erhoht es die GefalRpermeabilitéat (alter
Name deshalb VPF = vascular permeability factor) und stimuliert die Zellmigration und
Proliferation von Makrophagen und Endothelzellen, welche aul3erdem vermehrt WF
sezernieren. Auch wenn die Affinitat des Faktors zum VEGFR-1 hoher ist, wird die
primare physiologische Wirkung durch den VEGFR-2 Rezeptor ausgelost, was auf
dessen zehnfach starkere Tyrosinkinaseaktivitat zurtickzufihren ist. Der VEGFR-1
ubernimmt dabei eher eine negativ regulatorische Funktion, durch die unstrukturierte,
uberschiel3ende Gefalibildung verhindert wird. Des Weiteren spielt er v. a. eine Rolle
bei pathologischen Prozessen. So konnte man bei mutierten Mausen mit funktionslo-
sem Rezeptor ein langsameres Tumorwachstum mit geringerer Metastasierung und
abgeschwachter rheumatischen Entzindungen im Vergleich zu unverdnderten Mau-
sen feststellen. Die gezielte Blockade von VEGF und des VEGFR-1 ist folglich Be-
standteil aktueller onkologischer Forschung (30, 41, 44).
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Uber die Funktionen von VEGF-B und PIGF war lange Zeit wenig bekannt. Sie wirken
beide Uber den schwacheren VEGFR-1 und nehmen daher eine untergeordnete Rolle
wéhrend der Embryogenese und bei der GefalR3bildung ein. Dennoch konnte unter pa-
thologsichen Bedingungen, wie einer Ischamie, eine synergistische Wirkung von
PIGF, die das agniogenetische Potential von VEGF-A begtinstigt, nachgewiesen wer-
den (4, 30, 41). VEGF-B spielt nach neuerer Erkenntnis eine Rolle bei pathophysiolo-
gischen Prozessen wie der Revaskularisation von ischamischem Myokard (45). Dar-
Uber hinaus konnte erstaunlicherweise auch eine protektive Wirkung von VEGF-B auf
sensorische Nervenzellen und deren retrograde Degeneration festgestellt werden
(46).

Die beiden Faktoren VEGF-C und VEGF-D wirken mit hoher Affinitdit am VEGFR-3,
der auf lymphatischen Endothelzellen vorkommt, und stimulieren hieriiber v. a. die
Lymphangiogenese. Dartber hinaus binden sie au3erdem schwach an den VEGFR-
2. Wahrend VEGF-C eine essentielle Rolle wahrend der Embryogenese einnimmt, re-
guliert VEGF-D die postnatale Lymphgeféa3bildung. Des Weiteren geht man davon
aus, dass beide Faktoren an der Metastasierung von Tumoren, Uber die Lymphwege
zu dem Lymphknoten, beteiligt sind (4, 41).

Im humanen Erbgut gibt es kein Gen, das den Faktor VEGF-E kodiert. Dennoch be-
steht die Moglichkeit, dass er nach einer Parapoxvirus-Infektion mit dem Orf-Virus bei
Schafen, Ziegen und auch dem Menschen nachweisbar ist. Als einziger Vertreter der
VEGF-Familie bindet VEGF-E spezifisch nur am VEGFR-2 und induziert dartber u. a.
eine Angiogenese im Bereich der infizierten Hautstelle. Therapeutisch kénnte eventu-
ell VEGF-E, aufgrund seiner selektiven Wirkung am VEGFR-2, zukinftig bei ischami-
schen Erkrankungen als proangiogenetische Substanz eingesetzt werden (41).

Auch das als VEGF-F oder svWEGF (snake venom VEGF) bezeichnete Protein gelangt
erst ber Umwege in den menschlichen Kérper. Enthalten ist es im Gift der Habu-
Schlange (Trimeresurus flavoviridis) und bewirkt nach einem Biss, Uber Bindung an
VEGFR-1 und VEGF-2, eine gesteigerte Gefal3permeabilitat beim Opfer. Andere Im
Gift enthaltene Toxine kdnnen so effektiver ihre schadigende Wirkung entfalten (41).
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Rezeptor Faktor Wirkung

VEGFR-1 VEGF-A Beteiligt an pathologische Prozesse wie Tumor-

(FLT-1) VEGF-B wachstum und Metastasierung; stimuliert Migra-
PIGF tion und Proliferation von Entziindungszellen; er-
VEGF-F hoht Gefal3permeabilitat

VEGFR-2 VEGF-A Physiologische Angiogenese und Vaskuloge-

(KDR, Flk-1) VEGF-E nese (u. a. bei Wundheilung)

VEGF-F (Schwach)
VEGF-C (schwach)
VEGF-D (schwach)

VEGFR-3 VEGF-C Lymphangiogenese
VEGF-D

Tabelle 4: Die humanen VEGF-Proteine und ihrer Hauptwirkung an den Rezeptoren; VEGF-E und
VEGF-F nur nach Infektion/Schlangenbiss nachweisbar (41).

Auch wenn heute bekannt ist, dass an der Entwicklung und Reifung neuer Blutgefal3e
ein komplexes System aus Rezeptoren und Liganden beteiligt ist, nimmt VEGF oft eine
zentrale Schlisselrolle ein und ist damit ein unerlasslicher Faktor im Rahmen der

Wundheilung und Geweberegeneration (47).

GDF-15 — Growth/differentiation factor-15

Ende der neunziger Jahre wurde von unterschiedlichen Forschungsgruppen ein
neues, wenn auch entferntes Mitglied der TGF-3 Familie entdeckt, das den jeweiligen
Eigenschaften und Nachweismethoden entsprechend unterschiedliche Namen erhielt
und heute weitestgehend einheitlich als GDF-15 bezeichnet wird (48). Bootcov et al.
konnten erstmals in Makrophagen das von ihnen als MIC-1 (macrophage inhibitory
cytokine-1) bezeichnete Protein nachweisen. Sie erkannten, dass seine Expression
durch TGF-B sowie proinflammatorische Molekile wie IL-1, IL-2, TNF-a und M-CSF
(Macrophage colony-stimulating factor) gesteigert wird und tber eine autokrine Hem-
mung als Regulator der Makrophagen Aktivitat wirkt (49). Des Weiteren wurde das
gleiche Protein in Plazentagewebe nachgewiesen und von Hromas et al. als PLAB
(placental bone morphogenetic protein) (50) und von Lawton et al. als PTGF-B
(Placental Transforming Growth Factor Beta) benannt (51).

Heute ist bekannt, dass der erstmals von Bottner et al. als GDF-15 benannte Faktor
(52) in geringer Menge in fast allen Geweben (vermehrt in Makrophagen, exokrinen
Driusen, Niere, Prostata, Lunge, Plexus choroideus) vorkommt, tber antiinflammatori-
sche, antiproliferative und apoptotische Eigenschaften verfligt und an zahlreichen, teil-

weise gegensatzlichen, Prozessen beteiligt ist. Die Regulation der intrazellularen
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GDF-15 Expression (62 kDa Protein) und Freisetzung des biologisch wirksamen Di-
mers (28 kDa, verknupft Uber Disulfidbindung) wird u. a. Uber Zytokine, COX-Hemmer,
p53 und Hormone bedarfsgerecht gesteuert. Erhéhte Plasmawerte konnen beispiels-
weise bei akuten Verletzungen, Entzindungen, Tumorerkrankungen und bei einer
Schwangerschaft gemessen werden. Im Bereich der Tumorforschung ist die Rolle von
GDF-15 sehr unterschiedlich und teilweise widerspruchlich beschrieben, da dem Fak-
tor manchmal onkogenetische und manchmal suppressive Eigenschaften zugespro-
chen werden. Es ist davon auszugehen, dass seine biologischen Effekte zum einen
vom Tumor Typ und zum anderen vom Tumorstadium abhangig sind (48, 53).

Fur den Bereich der Regeneration von Hart- und Weichgewebe ist vor allem die Be-
einflussung von Knochenumsatz und Entztiindungsreaktionen durch GDF-15 von Be-
deutung. Denn auch wenn im Ablauf der Wundheilung eine Entziindungsreaktion un-
erlasslich ist, bei der Leukozyten (v. a. Makrophagen u. Neutrophile Granulozyten)
nekrotische Zellen und Gewebereste beseitigen, um den anschliel3enden Ersatz durch
Narbengewebe zu ermoglichen, ist eine ausgewogene Balance zwischen ab- und auf-
bauenden Prozessen zur Vermeidung von Rupturen und Dehiszenzen erforderlich.
Neben der bereits erwahnten autokrinen Hemmung von Makrophagen, wurde 2011
von Kempf et al. ein weiterer regulierender Effekt und Mechanismus zur Vermeidung
Uberschiel3ender Entzindungsreaktionen beschrieben. Sie wiesen nach, dass GDF-
15 direkt die Aktivierung der Adhasionsmolekihle (Integrine) auf der Granulozyteno-
berflache inhibiert, wodurch deren GefaRanheftung und Diapedese verhindert und so-
mit die Leukozytenkonzentration im Entziindungsgebiet verringert wird (54).

Dem gegenlber wurde bei Untersuchungen ateriosklerotischer Arterien bei einem
GDF-15 Defizit geringere entzundliche Lasionen und Plaque mit weniger Makropha-
gen und Leukzyteninfiltration bei geringerer Zellapoptose festgestellt. Im Umkehr-
schluss wurde daraufhin dem Faktor in diesem Zusammenhang proinflammatorisches
Potential zugeschrieben, was erneut die teilweise sehr gegensatzliche und ortsabhan-
gige Wirkung von GDF-15 verdeutlicht (55, 56).

In Bezug auf die Knochenregeneration unter hypoxischen Bedingungen, wie sie auch
bei einer Fraktur oder Osteotomie durch Zerstérung der Gefalintegritat vorliegt,
scheint GDF-15 einen negativen Effekt zu haben. Der Faktor wird dabei von den Os-
teozyten gebildet und bewirkt bei Osteoklasten eine verstarkte und bei Osteoblasten
eine gehemmte Differenzierung und Reifung, was wahrend des Bone remodeling zu

einer erhdhten Osteolyse mit Verlust an Knochenmasse fuhrt (57, 58).
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Ob GDF-15 in Bezug auf die Wundheilung und Regeneration férderlich ist oder nicht,

ist demnach abhangig von der Betrachtung des jeweiligen Gewebes.

2.3 Blutblattchen-reiche Konzentrate

Zu Beginn jeder naturlichen Wundheilung steht als Folge der Hamostase die Ausbil-
dung eines Thrombozyten-Fibrin-Pfropfs. Die dabei von den Blutblattchen freigesetz-
ten Biomolekule, allen voran die in den a-Granula enthaltenen Wachstumsfaktoren,
nehmen eine zentrale Schlusselrolle wahrend der nachfolgenden Wundheilung ein.
Dem Grundgedanken ,viel hilft viel“ folgend, entwickelte sich daraus die Idee, durch
eine lokale Thrombozytenkonzentrierung eine schnellere und effizientere Gewebere-

generation zu erzielen (3).

2.3.1 Historische Entwicklung

Die Grundzuge zur Verwendung von zentrifugierten Eigenblutpréparaten finden sich
bereits in deutschsprachigen Veroéffentlichungen aus den 60er Jahren. Hier beschrieb
Schulte die Vorteile bei der Behandlung von Knochenzysten mit konzentriertem, plas-
maarmen, autologen Blut aufgrund geringerer Koagulumsretraktion und Infektanfallig-
keit (59). Auch wenn sich die Therapie mit dem ,Schulte-Koagulum® in kiefer- und
oralchirurgischen Abteilungen deutscher Universitaten etablierte, blieb die internatio-
nale Bekanntheit aus.

Ab den 70er Jahren fand der Fibrinkleber seinen Einzug in den operativen Alltag und
bewdhrte sich zur Behandlung diffuser Sickerblutungen und kleiner verletzter Blut- und
LymphgefalRe (60, 61). Die Verwendung in der Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie wurde
im englischen erstmal von Matras 1982 beschrieben. Neben der hAmostatischen Ei-
genschaft erwahnte sie aul3erdem die erfolgreiche Verwendung zur Adaptierung von
Hauttransplantaten und kleiner Knochenfragmente sowie zur Anastomisierung von
Nerven und Blutgefal3en. Dieser Gewebekleber, von Matras et al. als Zwei-Kompo-
nenten System entwickelt und als Tisseel verkauft, besteht zum einen aus Fibrinogen-
kozentrat, Faktor XIII und Fibronektin und zum anderen aus Thrombin und Kalzium-
chlorid sowie Plasminogen als Fibrinolysehemmer. Durch Vermischung der beiden
Komponenten werden die letzten Schritte der physiologischen sekundéaren Hamostase
kinstlich imitiert und es bildet sich ein Fibrinnetz aus (62). Aufgrund der potentiellen

Infektionsgefahr durch das beim Herstellungsprozess verwendete homologe
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Fremdplasma wurden verschiedene Verfahren entwickelt, um autologen Fibrinkleber
herzustellen. Diese Methoden waren jedoch allesamt sehr aufwandig und erforderten
eine rechtzeitige praoperative Interaktion zwischen Patient und Blutbank, was zu wei-
teren Forschungen im Bereich der konzentrierten Blutpraparate veranlasste.

Mitte der 90er Jahre publizierten u. a. Whitman et al. Uber die Verwendung von Plate-
let-rich Plasma (PRP) in der Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie. Sie beschreiben die
Uberlegenheit von PRP, bzw. dem daraus gewonnenen Plattchen-Gel, gegeniiber
dem bereits gebrauchlichen Fibrinkleber. Herausgestellt wurde der Vorteil der lokalen
Thrombozyten Konzentrierung sowie der daraus folgenden Anreicherung von Wachs-
tumsfaktoren (u.a. PDGF, VEGF, TGF-B), Thromboxan A2, ADP und Thrombin und
dem damit verbundenen beschleunigenden Effekt auf die Gerinnung und die Wund-
heilung von Weichgewebe. Aul3erdem publizierten sie erstmals die Indikationsberei-
che von PRP und dessen erfolgreiche Verwendung bei Kieferspalten, Sinusbodenele-
vationen und Unterkieferrekonstruktionen sowie der Therapie von Mund-Antrum-Ver-
bindungen (63). Die ersten grol3eren klinischen Studien wurden 1998 von Marx et al.
und 1999 von Anitua veroffentlicht. Die Arbeitsgruppe um Marx untersuchte dabei 88
Patienten mit Unterkieferkontinuitatsdefekten. Bei der Halfte der Probanden wurde
zum Defektaufbau autologer Knochen in Kombination mit PRP und bei der anderen
Halfte ohne PRP verwendet. Sechs Monate nach der Operation erfolgte eine réntge-
nologische und histologische Evaluation, wobei bei der Patientengruppe mit PRP ein
reiferer und dichterer Knochen nachgewiesen wurde (64). Ahnlich positive Effekte
konnte Anitua 1999 mit dem von ihm als Plasma Rich in Growth Factor (PRGF)
bezeichneten Thrombozytenkonzentrat in einer Studie mit 20 Patienten nachweisen.
Er untersuchte die Knochenregeneration nach Zahnextraktionen, wobei die Halfte sei-
ner Probanden in den alveolaren Defekt PRGF appliziert bekamen. Neben der schnel-
leren Reifung und qualitativ héherwertigen Knochenstruktur wurde bei der PRGF-
Gruppe aul3erdem eine verbesserte Heilung der bedeckenden Weichgewebe festge-
stellt (65).

Von diesem Zeitpunkt an erschienen zahlreiche Plattchenkonzentrate, die sich in ih-
rem Herstellungsprozess und ihrer Zusammensetzung teilweise stark unterschieden,
aber grof3tenteils unter dem Begriff PRP publiziert und verkauft wurden. Diese unein-
heitliche Terminologie sorge fiur ein hohes Mal3 an Verwirrung und sehr kontroversen
Studienergebnissen und Empfehlungen beziglich des klinischen Einsatzes von PRP
(66).
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Trotz unterschiedlicher Herstellungsprozesse der verschiedenen PRP-Derivate, ver-
band sie dennoch die Notwendigkeit der Verwendung von Zusétzen wie Aggregations-
hemmern, Thrombin und Kalzium sowie (im Regelfall) der zweizeitigen Zentrifugation
(siehe 2.3.2). 2001 publizierten Choukroun et al. erstmals bezlglich PRF (Platelet-
Rich Fibrin), einem thrombozyten- und fibrinreichen Blutprodukt, das in einem Zentri-

fugationsschritt, ohne jegliche Zusétze erzeugt wird (siehe 2.3.3) (67, 68).

2.3.2 Platelet-rich Plasma

2001 definierten Marx et al. Platelet-rich Plasma allgemein als autologes Plasmavolu-
men, dessen Thrombozytenkonzentration tiber der Normalkonzentration liegt (von ihm
als 150.000/ul — 350.000/pl angegeben). Als notwendige Arbeitskonzentration zur the-
rapeutischen Unterstitzung von Hart- und Weichgewebsheilung wurde eine Konzent-
ration von 1.000.000 Blutblattchen/ul festgelegt (69).

Heute sind zahlreiche Zentrifugen, Kits und Herstellungsprotokolle zur Produktion
plattchenreicher Plasmakonzentrate erhaltlich. Auch wenn sich diese Konzentrate so-
wohl im Namen als auch in der molekularen Zusammensetzung teilweise unterschei-
den, unterliegen die meisten der im Praxisalltag verwendeten Produkte dennoch ei-
nem grundlegend identischen Herstellungsprozess auf Grundlage der Differentialzent-
rifugation:

Das vom Patienten abgenommene venoése Vollblut wird, zur Vermeidung einer vorzei-
tigen Aggregation und Degranulation, mit einem Gerinnungshemmer versetzt und
zentrifugiert. Ziel dieser ersten Zentrifugation (,soft spin“) ist die Separierung der
Erythrozyten aus dem Vollblut. Es bilden sich drei Schichten: Die untere Erythrozyten-
schicht am Boden des Tubes (55 % des Gesamtvolumens), die dartber befindliche
Plasmaschicht (40 % des Gesamtvolumens; enthalt Fibrinogen, Thrombozyten und
wenige Leukozyten) mit dem dazwischenliegenden Buffy-Coat. Dieser kleine Film, der
nur etwa 5 % des Gesamtvolumens ausmacht, ist reich an Leukozyten und Throm-
bozyten.

In einem zweiten Arbeitsschritt werden nun Plasma und Buffy-Coat in ein neues Tube
Ubertragen und erneut zentrifugiert. Dieser zweite Zentrifugationsschritt (,hard
spin®, schneller und langer) dient der erneuten Auftrennung der Blutprobe, wobei die
im oberen Bereich erzeugte plattchenarme Plasmafraktion (PPP, Platelet-poor

Plasma) verworfen wird und konzentriertes PRP Ubrigbleibt (67, 70).
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—T — Plasma: nach 1. Zentrifugation noch mit
~— — Fibrinogen, Thrombozyten und wenigen
Leukozyten; nach 2. Zentrifugation wei-
testgehend azallulér u. PPP

Buffy-Coat: Leukozyten und Throm-
bozyten; hdchste Thrombozytenkon-
zentration an der Grenze zum Plasma,
Leukozyten v. a. im unteren Bereich

@ Erythrozyten: Grofteil wird nach 1.
Zentrifuagion verworfen

PRP: Plattchenreiches Plasma am Bo-
den (mit vielen Thrombozyten, Leukozy-
ten, Fibrinogen und wenigen Erythrozy-
ten); da der gesamte Buffy-Coat ver-
wendet wurde handelt es sich hier um
L-PRP (s. u.)

1. Zentrifugation: 2. Zentrifugation:
- Aufteilung in 3 Schichten - PRP am Boden
- Separierung und

Verwerfung der Erythrozyten

Abb. 1. Schematische Darstellung der PRP Herstellung auf Grundlage der Differentialzentrifugation.
(Quelle: Eigene Darstellung)

Je nach Verfahren unterscheiden sich die genutzte Drehzahl, Beschleunigung, Zentri-
fugationsdauer, Temperatur und der verwendete Aggregationshemmer. Ebenso vari-
ileren die Anteile der jeweiligen Schichten, die nach der ersten Zentrifugation in das
zweiteTube Ubernommen werden: Wird ausschlie3lich PPP und der oberflachliche An-
teil des Buffy-Coats verwertet, entsteht nach der zweiten Zentrifugation P-PRP (pure
PRP), das zwar reich an Thrombozyten ist, jedoch kaum Leukozyten enthalt. Uber-
nimmt man dem gegeniber das PPP mit dem gesamten Buffy-Coat (und zwangslaufig
ein paar roten Blutzellen) gewinnt man anschliel3end L-PRP (leucocyte-rich PRP) in
dem sowohl Thrombozyten als auch Leukozyten konzentriert sind (71).

Uneinheitlich ist auRerdem die Art und Weise, wie die Plattchen aktiviert werden. So
besteht zum einen (v. a. bei Weichgeweben) die Moéglichkeit, das antikoagulierte und
flissige PRP ins Wundgebiet zu spriihen oder zu injizieren, wo freigelegtes Kollagen
und negative Oberflachen auf nattrliche Weise zu einer Aktivierung der Blutblattchen
fuhren. Zum anderen ist durch das Beifigen von Thrombin (meist allogen, bovin) und
Kalziumchlorid eine exogene Aktivierung maglich, was die Thrombozytenaggregation
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und Ausbildung eines Fibrinnetzes aus dem ebenfalls angereicherten Fibrinogen aus-
|6st. Das Ergebnis ist eine Verfestigung des PRP zu einem gelartigen Fibrinpfropf mit
hamostatischen und adh&siven Eigenschaften (67, 70).

Dieses PRP-Gel kann zum Auffillen trockener Alveolen und gro3erer Knochendefekte
verwendet werden, wobei eine Reduktion postoperativer Schmerzen und Knochenent-
zuindung nachgewiesen wurde (72, 73). Ebenso fordert es die Regeneration des Alve-
olarknochens und des parodontalen Weichgewebes und begtinstigt somit die spatere
Aufnahme eines Implantates. Weiteren klinischen Einsatz findet es bei der Behand-
lung parodontaler Defekte und Knochenaufbauten mit Knochenersatzmaterial und ge-
steuerter Geweberegeneration (Guided Tissue Regeneration), wobei die Untersu-
chungsergebnisse in diesem Anwendungsbereich teilweise sehr gegensatzlich sind
(74).

Auch wenn die Effekte von PRP in vielen klinischen Studien positiv ausfallen und die
Anwendung im Bereich der Sportmedizin und Orthopadie nach wie vor diskutiert wird,
spielt es im praktischen Alltag der Oral- und Mund- Kiefer- Gesichtschirurgie nur noch
eine untergeordnete Rolle. Aufgrund seiner einfachen, schnellen und kostengiinstigen
Herstellung sowie der guten Kombinierbarkeit mit den aktuellen chirurgischen Techni-

ken hat sich hier zunehmend die Verwendung von PRF durchgesetzt (66, 74, 75).

2.3.3 Platelet-rich Fibrin

Die Forschungsgruppe um Choukroun und Dohan Ehrenfest publizierte erstmals 2006
in der internationalen, englischsprachigen Fachliteratur tGber das bereits 2001 von
Choukroun entwickelte Platelet-rich Fibrin (PRF, Choukroun’s PRF), das sie als ein
Plattchenkonzentrat der neuen Generation bezeichneten. Im Gegensatz zur Produk-
tion von Fibrinkleber oder herkdmmlichem PRP erfordert dessen Herstellung keine
Fremdzusatze wie Aggregationshemmer, Kalziumchlorid und (allogenes) Thrombin,
wodurch das Risiko von unerwiinschten Immunreaktionen oder Infektionen ausge-
schlossen ist. Ebenso unterscheidet es sich in dem weniger komplexen Produktions-
protokoll, das lediglich eine einmalige Zentrifugation erfordert (67, 68).

Zur Herstellung des urspriinglichen PRF werden 10 ml Vollblut fir 10 Minuten bei 3000
rpm zentrifugiert. Ziel des Zentrifugierens ist, &hnlich der Herstellung von PRP, die
Verdrangung der Erythrozyten in den unteren Teil des Tubes und die Konzentrierung
des oberen Teils mit Fibrinogen und Thrombozyten. Durch die Abwesenheit eines Ge-
rinnungshemmers, setzt unmittelbar nach Blutentnahme und wahrend der Zentrifuga-

tion die physiologische Gerinnung, mit Aktivierung der Thrombozyten ein (ausgeltst
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durch Kontakt mit der Glasoberflache des Tubes). Zwischen der unteren Erythrozyten-
schicht und der oberen azellularen Plasmaschicht (PPP) bildet sich ein thrombozyten-
reicher Fibrinpfropf: das PRF. Durch mechanisches Herauspressen des Serums (im
Folgenden als PRF-Exsudat bezeichnet) kann aus dem weichen PRF eine wider-
standsfahige PRF-Membran gewonnen werden (s. u.).

Der entscheidende Faktor fir den Erfolg des Verfahrens liegt in der unmittelbaren Ver-
arbeitung des Vollblutes nach dessen Entnahme. Eine zu lange Wartezeit zwischen
Blutentnahme und Zentrifugation fuhrt zu einer vorzeitigen ungerichteten Thrombozy-
tenaggregation und diffusen Polymerisation des Fibrins im gesamten Blutréhrchen,
wodurch nach der Zentrifugation ein Blutklumpen von kaum nutzbarer Konsistent ent-
steht (76).

Plasma: weitestgehend azallulares, plattchenarmes Plasma
(PPP)

PRF: thrombozytenreicher Fibrinpfropf (enthalt > 97 % der
Thrombozyten, > 50 % der Leukozyten, hdchste Zelldichte an
der Grenze zu den Erythrozyten, kann nach der Zentrifugation
aus dem Tube entnommen werden)

. Erythrozyten (und GrofR3teil der Granulozyten)

1. Zentrifugation:
- Aufteilung in drei Schichten

Abb. 2: Reale und schematische Darstellung der PRF-Herstellung durch einzeitige Zentrifugation.
(Quelle: Eigene Darstellung)

Einen entscheidenden Unterschied von PRF gegeniiber PRP sahen seine Entwickler
neben der einfacheren, ginstigen und zusatzfreien Handhabung vor allem in der Art
der Polymerisation und Struktur des Fibrins. Sie stellten fest, dass bei der kiinstlichen
und schnellen, durch hohe Thrombin Zusatze provozierten Gerinnung des PRP (und
Fibrinklebers) ein unphysiologisches Fibrinnetz entsteht. Dessen starre und wider-
standsfahige Struktur eignet sich zwar zum dichten Verschluss und der Adaptierung

von Geweben, ermdglicht jedoch nur einen lockeren Einschluss und folglich schnellen
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Verlust von Zytokinen. Dem gegeniber entsteht bei der natirlichen, langsamer ablau-
fenden Gerinnung wéhrend der PRF-Herstellung ein lockeres, flexibles und weitma-
schiges Fibrinnetz, das reich an Glykosaminoglykanen (Heparin, Hyaloronsaure) und
Glykoproteinen (Fibronektin) ist. Die hohe Affinitat von Zytokinen und Wachstumsfak-
toren an Glykosaminoglykanen zu binden ermdglicht deren Integration und langfristige
Fixierung. Auf3erdem wird durch die pordse Fibrinstruktur die Migration von regenera-
tiven Zellen erleichtert und damit die Wundheilung tber einen langeren Zeitraum (= 7
Tage) unterstutzt (67, 77, 78). Der Vorteil eines natlrlichen weitmaschigen Fibringe-
ristes gegeniber einem engmaschigen wirkt sich aul3erdem positiv auf die Einspros-
sung von BlutgefalRen (Angiogenese) aus (38, 79).

Neben dieser gunstigen Fibrinstruktur und den konzentrierten Blutblattchen mit deren
Wachstumsfaktoren und Zytokinen sprachen die Entwickler des PRF von Beginn an
auch den enthaltenen Leukozyten grundlegenden Einfluss zum regenerativen Poten-
tial ihres thrombozytenreichen Fibrins zu. Sowohl im zellfreien Uberstand als auch im
PRF (bzw. dessen Exsudat) konnten, im Vergleich zu normalem Blutplasma und Blut-
serum, erhdhte Konzentrationen an leukozytaren Mediatoren und Zytokinen (IL-1p3, IL-
4, IL-6, TNF-q, u. a.), die Entziindungs- und Immunreaktionen regulatorisch beeinflus-
sen, nachgewiesen werden (78, 80). In einer PRF-Membran, die nach dem urspriing-
lichen Protokoll hergestellt wird, sind mehr als 97 % der Thrombozyten und mehr als
50 % der Leukozyten (v. a. Lymphozyten und Monozyten; Granulozyten hingegen ver-
mehrt im roten Koagel) konzentriert. Entsprechend der von Dohan Ehrenfest einge-
fuhrten Einteilung thrombozytenreicher Plasmakonzentrate zahlt PRF, das in dieser
Art hergestellt wird, aufgrund seiner hohen Leukozytenzahl zur L-PRF Familie (Leu-
kocyte- and Platelet-Rich Fibrin). Die hochste Zelldichte befindet sich dabei innerhalb
des ersten Millimeters an der Grenze zum roten Koagel (entspricht dem Buffy-Coat),
wohingegen in der oberen Halfte des PRF kaum Thrombozyten und Leukozyten sind
(66, 71, 78).

Wurde zu Beginn noch empfohlen, zur Herstellung einer PRF-Membran das Koagel
zwischen zwei sterilen Kompressen zu quetschen, erkannten Choukroun et al. schnell,
dass dies zum Austrocknen und zum Verlust des Exsudates fuhrt. 2007 entwickelte
Choukroun deshalb die PRF-BoX, mit der die zeitgleiche Produktion von 16 Membra-
nen moglich ist. Der gleichm&Rige und langsame Druck, der beim Pressen aufgebracht
wird, fuhrt zu hydratisierten, homogenen Membranen, die auRerdem mehr Wachs-
tumsfaktoren (PDGF-AB, TGF-B1, VEGF, u. a.) als trocken gepresste Membranen ent-
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halten. Neben der langeren Lagerungszeit ist aul3erdem das Auffangen des heraus-
gepressten Exsudates (enthalt Zytokine, Wachstumsfaktoren, Fibronektin und Vitro-
nektin) von Vorteil, da es zum Beispiel anstelle von NaCl zur Benetzung von Knochen-

ersatzmaterial verwendet werden kann (81).

Klinische Anwendung findet PRF heute unter anderem im Bereich der Oralchirurgie,
Implantologie und Parodontologie, wo es als alleiniges Fullungsmaterial oder ver-
mischt mit Knochenersatzmaterial zur Defektauffillung genutzt wird. Des Weiteren
kann es als Membran zur Abdeckung von Knochenersatzmaterial und als Separati-
onsmembran im Bereich der Guided Bone and Tissue Regeneration verwendet wer-
den. Dabei dient es zum einen als zuséatzliche Abschirmung des Augmentates von
anderem Gewebe und der Mundhdhle. Zum anderen wirkt es als Heilungsbeschleuni-
ger des bedeckenden Periostes und Weichgewebes, wodurch unter anderem die Ge-
fahr von Infektionen und Dehiszenzen reduziert wird oder aufwandige Verschiebelap-
pen erspart bleiben. In diesem Zusammenhang findet es auch Verwendung beim Auf-
fullen und Abdecken von Extraktionsalveolen bei Risikopatienten unter Bisphospho-
nat-Therapie und Diabetikern, bei einer Alveolitis sicca zur Vermeidung einer Ostitis
sowie zum Verschluss einer Mund-Antrum-Verbindung. Von praktischem Vorteil ist bei
allen Verfahren die stabile und widerstandsfahige Struktur der gepressten PRF-Memb-
ranen und Kegeln, die bereits von der Handhabung her dem fragilen und weichen
PRP-Gel tiberlegen sind (74, 75, 82).

Weiterentwicklungen des Standard PRF:

Obwohl bereits das klassische, nach dem urspringlichen Protokoll hergestelite PRF
(von Arbeitsgruppen mit Choukroun als Standard PRF bezeichnet, S-PRF) in vitro, in
vivo sowie in klinischen Untersuchungen mit schnellerer und effizienterer Wundrege-
neration bei geringerer Morbiditat zu positiven Ergebnissen fuhrte (8, 83), wurde ver-
sucht, nicht nur die Membranherstellung zu verbessern, sondern auch die gesamte

Struktur und zellulare Zusammensetzung zu optimieren und weiterzuentwickeln:

Gelingt es zwar mit dem Standardprotokoll (von den Entwicklern anfangs angegeben
mit 10 ml Blut bei 3000 rpm fur 10 min und spater mit 9 ml Blut bei 2700 rpm fur 12
min) fast alle Thrombozyten zu konzentrieren, sammeln sich hingegen ca. die Halfte

der Leukozyten (v. a. Granulozyten) im unbrauchbaren roten Koagel (78). Um jedoch
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den inflammatorischen und nozizeptiven Mediatoren, wie sie nach jeder Gewebescha-
digung vorliegen entgegenwirken zu kdnnen, ist es von Interesse, den Leukozytenan-
teil mit deren antiinflammatorischen (IL-4, IL-10, IL-13) und opioiden Peptiden (B-En-
dorphin, Met-Enkephalin, Dynorphin A) zu erhéhen (66, 84). Des Weiteren erhofft man
sich vor allem durch die Vermehrung aktivierter Makrophagen eine Verbesserung der
Knochen- und Weichgewebsregeneration, da sie neben den Thrombozyten eine zent-
rale Quelle proliferativer Zytokine und Wachstumsfaktoren (PDGF, FGF, TGF-§3, BMP-
2, u. a.) sind und eine stimulative Rolle im Knochenaufbau einnehmen (85-87).

Durch Veranderung der Zentrifugationsgeschwindigkeit und Zentrifugationszeit gelang
der Arbeitsgruppe um Ghanaati und Choukroun 2014 die Entwicklung eines ,fortge-
schrittenen® PRF (A-PRF, advanced PRF). Dieses zeichnet sich, im Vergleich zu S-
PRF, durch eine lockerere und weitmaschigere Fibrinstruktur, homogenere Throm-
bozytenverteilung und signifikant gleichmafligere Verteilung neutrophiler Granulozy-
ten aus. Vor allem in der ausgewogeneren Verteilung der Granulozyten tber ca. 2/3
des Fibrinkoagulums sahen seine Entwickler eine Verbesserung gegentber dem her-
kommlichen S-PRF, gehodren sie doch gemeinsam mit Thrombozyten, zu den Zellen
wahrend der friihen exsudativen Phase (siehe 2.1.1). Uber ihre unspezifische Immun-
abwehr und phagozytare Fahigkeit sind sie am Wunddebridment (Matrix Metallopro-
teinase 8 und 9) beteiligt, fordern Uber VEGF-Freisetzung die Revaskularisation, kom-
munizieren mit Lymphozyten, erleichtern das Einwandern von Monozyten und férdern
deren Differenzierung zu Makrophagen. Folglich ist davon auszugehen, dass sich ihre
grof3flachigere Verteilung sowohl positiv auf die anderen im PRF transplantierten als
auch die dem Defekt angrenzenden, ortsstandigen Zellen auswirkt. Im Idealfall kbnnen
so die ersten Phasen der Wundheilung beschleunigt werden, mit geringeren Schmer-
zen und geringerer Schwellung ablaufen und die angestrebte Hart- und Weichgewebs-
regeneration verbessert werden (8, 88-90).

Zur Herstellung von ,advanced PRF empfiehlt die Firma Process for PRF in Zusam-
menarbeit mit Choukroun aktuell die Verwendung ihrer neuen A-PRF+ Tubes mit dem
entsprechenden modifizierten Zentrifugationsprotokoll (1300 rpm fiir 8 min). Diese er-
neute Reduktion der Drehzahl und Zentrifugationsdauer (low speed centrifugation con-
cept: LSCC) zur Produktion dieses A-PRF+ (zur besseren Abgrenzung vom ,alten® A-
PRF, ibernommen von Fujioka-Kobayashi et al. und Ghanaati) fuhrt, aktuellen Studien
zufolge, zu hoheren Konzentrationen freigesetzter Wachstumsfaktoren durch héhere
Thrombozyten- und Leukozytenzahlen sowie zu verstéarkter Migration und Proliferation
von Fibroblasten (89, 91, 92).
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Eine weitere Innovation ist die Entwicklung von flissigem, injizierbarem PRF (i-PRF,
injectable PRF). Ahnlich der Herstellung von klassischem, festen L-PRF (S-PRF, A-
PRF, A-PRF+) wird hierzu Vollblut ohne jegliche Zusétze umgehend nach der Blutent-
nahme zentrifugiert. Der sich dabei absetzende orange Uberstand — das i-PRF — kann
anschlieRend, durch Aspiration mit einer Kanile, vom darunter befindlichen roten Rest
getrennt werden (93). Zur Herstellung wird die Verwendung der speziellen i-PRF Tu-
bes mit dem entsprechenden Zentrifugationsprotokoll (700 rpm fur 3 min) empfohlen.
Das flussige i-PRF ist fur ca. 10 Minuten injizierbar und kann in dieser Zeit beispiels-
weise in Gewebe eingespritzt oder auf Knochenersatzmaterial gegeben werden. Der
Hersteller verspricht sich durch die hohen Konzentrationen von Thrombozyten und
Leukozyten im i-PRF &ahnlich positive Effekte auf die Hart- und Weichgewebsregene-
ration wie bei der Verwendung von klassischem L-PRF. Einen weiteren Vorteil sieht er
in der Kombination von i-PRF mit Knochengranulat. Durch das zeitversetzte koagulie-
ren besteht dabei die Mdglichkeit, das Knochenersatzmaterial in die gewtuinschte Form

zu bringen und zu fixieren (9).

Trotz der vielversprechenden Herstellerangaben lagen zum Zeitpunkt der Versuchs-
durchfuhrung keine Vergleichsarbeiten vor, die sich mit dem neuen A-PRF+ und i-PRF
befassten. Wahrend der Anfertigung der hier vorliegenden Arbeit publizierte Ergeb-
nisse werden im Diskussionsteil vorgestellt und mit den durch die im Folgenden be-

schrieben Versuchsergebnissen verglichen.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Bestimmung von Wachstumsfaktoren im neuen i-
PRF und herausgepresstem A-PRF+ Exsudat, verglichen mit Blutserum, und deren
Freisetzung durch A-PRF+ Membranen tber den Zeitraum von drei Tagen. Quantifi-
ziert werden dabei zwei typischerweise in Thrombozytenkonzentraten enthaltene Fak-
toren (PDGF-BB, VEGF) sowie der in diesem Zusammenhang unerforschte Faktor
GDF-15.

27



Blutvolumen

Drehzahl

Dauer
Tube-
Oberflache

Konsistenz

Besonderheit

(S-PREF, alt)
S-PRF, aktuell
(20 ml)

9 ml
(3000 rpm)
2700 rpm
(120 min)

12 min
Glasoberflache
»glass tubes® (94)
glass-coated plastic
tubes” (95)

- weicher Pfropf

- als gepresste
Membran fest und
widerstandsfahig

- dichteres Fibrin-
netz als bei A-PRF

- enthalt > 97 % der
Thrombozyten

- enthalt > 50 % der
Leukozyten (v. a.
Lymphozyten und
Monozyten)

- Lymphozyten, Mo-
nozyten und
Stammzellen v. a.
proximal, im vorde-
ren 1/3 (BC, Grenze
zum roten Koagel)

- N. Granulozyten
hauptsachlich im ro-
ten Koagel, Grenze
zum BC

- Thrombozytenzahl
nimmt von proximal
nach distal ab

(A-PRF, alt)
A-PRF+, aktuell

10 ml

(1500 rpm)
1300 rpm
(14 min)

8 min

Glasoberflache
»plain glass-based
tubes” (8)

- weicher Pfropf

- als gepresste
Membran fest und
widerstandsféhig
- weniger dichtes

Fibrinnetz mit mehr

Zelleinschlissen

- Lymphozyten, Mo-

nozyten und
Stammzellen v. a.

proximal, im vorde-

ren 1/3 (Ausge-
dehnterer BC)

- N. Granulozyten
auch in den vorde-
ren 2/3 des Fibrins

- Thrombozyten
gleichmafiger ver-
teilt, bis in den dis-
talen Bereich

i-PRF

10 ml
700 rpm

3 min

Plastikoberflache
zplastikbeschichtete
Oberflache* (89)

- anfangs flussig

- hartet nach ca. 10
min aus und wird
gelartig (gerinnt)

- injizierbar

Tabelle 5: Unterschiedliche Arten von PRF mit den jeweiligen Herstellungsprotokollen und den spezifi-
schen Eigenschaften. Sowohl S-PRF, A-PRF und A-PRF+ kdnnen zur L-PRF Familie gezahlt werden

(8, 78).
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3. Material und Methoden

3.1 Material
3.1.1 Arbeitsgerate

Bezeichnung

Brutschrank, Typ BB 16 CO: Incubator
Bedingungen: 37 °C mit 5 % CO2

Eismaschine, Scotsman AF80 Ice Flaker

Gefrierschrank - 80 °C, Forma™ - 86 °C-
Ultratiefkihlschrénke der Serie 900

Kryoboxen

Kuhlschrank + 5 °C, BOSCH KGE3115

Einkanal-Pipetten, Pipetman®

10 pl, 20 pl, 100 pl, 1000 pl
Mikroplattenreader, VersaMax™ ELISA
Microplate Reader

Mehrkanal-Pipette, Pipetman®

200 pl

PRF Box

PRF Mini Tray

PRF Pinzette

PRF Schere

Spritzflasche

Stauband, Venenstauer
Vortexmischer, IKA Minishaker MS1
Werkbank, HERAsafe® Typ HS 12
Zentrifuge, DUO®

Zentrifuge, Heraeus™ Megafuge™ 16

Zentrifuge, Heraeus™ Fresco™ 21

Hersteller, Firmensitz

Heraeus Holding GmbH, Hanau, DE

Scotsman Ice Systems, Vernon Hills,
USA
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

Robert Bosch GmbH, Gerlingen, DE

Gilson, Villiers-le-Bel, FR

Molecular Devices, LLC., Sunnyvale,
USA

Gilson, Villiers-le-Bel, FR
Process for PRF, Nice, FR
Process for PRF, Nice, FR
Process for PRF, Nice, FR
Process for PRF, Nice, FR

VWR International, Radnor, USA

Intermedical24 GmbH, Regensburg, DE

IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
DE

Heraeus Holding GmbH, Hanau, DE

Process for PRF, Nice, FR

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

Tabelle 6: Im Versuch verwendete Arbeitsgerate mit Bezeichnung, Name des Herstellers und Land des

Firmensitzes.
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3.1.2 Verbrauchsmaterialien und Einmalartikel

Bezeichnung

A-PRF Rohrchen
10 ml

Butterflykanule, fast collector BC10®

Einmalspritze, Injekt® Solo

2ml

Einweghandschuhe, Sempercare® pre-
mium

ELISA Klebefolie, ELISA Plate Sealers®

Eppendorf Safe-Lock Tubes
0,5ml, 1,5 ml, 2,0 ml

Hautdesinfektionsmittel, octeniderm®

i-PRF Rohrchen

10 ml

Kanule, BD Microlance™3
20G x 1 1/2",0,9 x40 mm

Leukosilk®

Mikrotiterplatte, Clear Microplates®
96-Well-Platte

Multi-Adapter fir S-Monovette®

Pipettenspitzen Diamond®

D10, D200, D1000
Serum-Gel-Monovette, S-Monovette®
7,5 ml

Tube, Cellsta® Centrifuge Tubes

Tupfer, Zelletten®

Zellkulturplatte Cellstar®
6-Well-Platte

Hersteller, Firmensitz

Process for PRF, Nice, FR

Process for PRF, Nice, FR

Braun, Melsungen, DE

Semperit AG, Wien, AT

R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA
Eppendorf AG, Hamburg, DE

Schilke & Mayr GmbH, Norderstedt, DE
Process for PRF, Nice, FR

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA
BSN medical, Luxemburg, LUX

R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA
Sarstedt AG & Co, Numbrecht, DE
Gilson, Villiers-le-Bel, FR

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht, DE

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
DE

Lohmann & Rauscher GmbH & Co. KG,
Neuwied, DE

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
DE

Tabelle 7: Im Versuch verwendete Verbrauchsmaterialien und Einmalartikel mit Bezeichnung, Name

des Herstellers und Land des Firmensitzes.
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3.1.3 Chemikalien und Substanzen

Bezeichnung Hersteller, Firmensitz

Aqua Dest, Ampuwa® E:)er?]?)?,li::; IéaEbi Deutschland GmbH, Bad
Color Reagent A R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA
Color Reagent B R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA
Human GDF-15 DuoSet ELISA R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA
Human PDGF-BB DuoSet ELISA R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA
Human VEGF DuoSet ELISA R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Medium, Gibco™ DMEM
PBS, Dulbecco’s Phosphate Buffered

Saline

Reagent Diluent Concentrate 2 R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA
Schwefelsaure (2 N H2SOx) g;rl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Streptavidin-HRP R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA
Tween® 20 Detergent Merck KGaA, Darmstadt, DE

Tabelle 8: Im Versuch verwendete Chemikalien und Substanzen mit Bezeichnung, Name des Herstel-
lers und Land des Firmensitzes.

3.2 Methoden

3.2.1 Blutentnahme

Die Herstellung der verschiedenen Thrombozytenprodukte erfolgte im Rahmen der
Forschung an sogenanntem Uberschussmaterial (§ 14 Abs. 3 AVB) der Universitats-
medizin Mainz nach schriftlicher und mundlicher Aufklarung der Probanden tber die
Versuchsdurchfiihrung sowie der Unterzeichnung einer Einverstandniserklarung bei
acht mannlichen Probanden.

Die Venenpunktion erfolgte lege artis in der Ellenbeuge nach vorausgegangener Haut-
desinfektion. Insgesamt wurde jedem Probanden ca. 87,5 ml Blut (vier A-PRF+ Mono-
vetten a 10 ml, vier i-PRF Monovetten a 10 ml, eine Serum Monovette a 7,5 ml) abge-
nommen und entsprechend weiterverarbeitet (s. u.).

Die Blutentnahme wurde mit den vier i-PRF Réhrchen begonnen und diese umgehend

fur drei Minuten zentrifugiert. Nach dem Ablauf einer Minute wurden die verbliebenen
31



zwei Minuten fur die Entnahme mit der Serum Monovette und den vier A-PRF+ Mono-
vetten genutzt, welche anschlie3end ebenfalls direkt zentrifugiert wurden. Durch die-
sen zeitlichen Ablauf war es moglich, samtliche Proben eines Probanden mit lediglich
einer Venenpunktion zu gewinnen und trotzdem dabei die vom Hersteller vorgegebe-

nen Zeitfenster einzuhalten.

3.2.2 Gewinnung von Serum

Die Blutentnahme erfolgte mit einer 7,5 ml Serum Gel-Monovette. Nach der Entnahme
wurde diese fur 15 min bei Raumtemperatur in aufrechter Position gelagert. Nach ab-
geschlossener Gerinnung erfolgte das Zentrifugieren fir 10 min bei 2.500 g, wobei auf
das Austarieren der Zentrifuge durch ein entsprechendes Gegengewicht geachtet
wurde. Hierbei wurde das Vollblut in Serum und Blutreste, abgegrenzt durch eine Gel-
schicht, aufgetrennt. Anschliel3end konnte das Serum abpipettiert und auf funf Eppen-
dorfgefal3e gleichmafiig verteilt werden. Die gesammelten Proben wurden beschriftet
und bei - 80 °C gelagert.

Abb. 3: Serum Gel-Monovette nach 15 min Gerinnung und 10 min Zentrifugation bei 2.500 g. Das
Vollblut ist in Serum und Blutreste aufgetrennt.
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3.2.3 Herstellung und Gewinnung von i-PRF

Die Blutentnahme erfolgte zligig mit den entsprechenden 10 ml i-PRF Monovetten. Die
vier R6hrchen wurden direkt nach der Blutentnahme fir 3 min bei 700 rpm (RCF-max
= 60 g) zentrifugiert. Nach der Zentrifugation bildete sich an der Oberflache ein oranger
Uberstand (das i-PRF) mit einer darunter befindlichen roten Schicht. Die Verschluss-
kappe wurde mit einer sterilen Kanule durchstochen und das i-PRF mit einer Spritze
aspiriert. Hierbei wurde darauf geachtet, an der Grenze zu der roten Schicht zu stop-
pen und so wenig Erythrozyten wie moéglich einzusaugen. Die Kanule wurde unter Auf-

rechterhaltung des Unterdrucks aus der Monovette herausgezogen und das gewon-

nene i-PRF in einem Eppendorfgefald gesammelt.

i
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Abb. 4: i-PRF Réhrchen nach Zentrifugation (3 min bei 700 rpm)

a) vier i-PRF Rohrchen eines Probanden

b) Vorder- und Ruckseite eines i-PRF Réhrchens

c) Entnahme des orangen i-PRF Uberstandes mit einer sterilen Kaniile und Spritze.

Da i-PRF lediglich fur ca. 10 min flissig und in der anschlieRenden gelartigen Konsis-
tenz fur die folgenden Untersuchungen nicht lager- und applizierbar war, wurde es
nach abgeschlossener Gerinnung (15 min, in aufrechter Position) mit einem Vortexmi-
scher kraftig durchgemixt und anschliel3end fir 8 min bei 5,5 g zentrifugiert. In dem
Eppendorfgefald lagerte sich am Boden ein kleiner, fester, rotweil3er Pfropf ab. Die
daruber befindliche Flussigkeit, das zellfreie i-PRF, konnte abpipettiert und auf finf
Eppendorfgefalie gleichmafiig verteilt werden. Die gesammelten Proben wurden be-

schriftet und bei - 80° C gelagert.
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a) b)

Abb. 5: i-PRF vor und nach erneuter Zentrifugation

a) Gesammeltes i-PRF eines Probanden in zwei Eppendorfgefalen nach abgeschlossener Gerinnung.
Das i-PRF ist orange und enthalt noch zellulare und partikulare Bestandteile.

b) Gesammeltes i-PRF eines Probanden in zwei Eppendorfgefaen nach Durchmischung und erneuter
Zentrifugation (8 min bei 5,5 g). Die zellularen und partikularen Bestandteile sind am Boden abgeschie-
den.

c¢) Der abgeschiedene, feste, rotweil3e Pfropf.
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3.2.4 Herstellung von A-PRF+ und Gewinnung von A-PRF+ Exsudat

Die Blutentnahme erfolgte ziigig mit den entsprechenden 10 ml A-PRF+ Glasmono-
vetten. Die vier Glasrohrchen wurden direkt nach Blutentnahme fur 8 min bei 1300 rpm
(RCF-max = 208 g) zentrifugiert (DUO®, Process for PRF, Nice, Fr). AnschlielBend
wurden die Monovetten in einen Rohrchenstander gestellt und fir 10 min ruhig stehen
gelassen. Unter dem sterilen Abzug wurden im Anschluss die Verschlusskappen der
Rohrchen entfernt, die Fibrin-Koagel mit einer sterilen Pinzette herausgenommen und
von ihren roten Koageln getrennt. Dabei wurde darauf geachtet den Grenzbereich (ent-
spricht dem Buffy-Coat) zwischen dem gelblichen PRF-Pfropf und dem roten Erythro-
zyten-Pfropf zur erhalten, da vor allem hier die Thrombozyten und Leukozyten kon-
zentriert sind (77, 78).

a)

Abb. 6: A-PRF+ Rohrchen nach Zentrifugation (8 min bei 1300 rpm)

a) vier A-PRF+ Rdhrchen eines Probanden

b) Vorder- und Ruckseite eines A-PRF+ Réhrchens

¢) Entnahme des A-PRF+ mit einer sterilen Pinzette. Das A-PRF+ ist dabei noch mit dem roten Koagel
verbunden.

Die vier gewonnenen A-PRF-Koagel wurden anschlie3end auf das BoX-Gitter gelegt,
mit dem Tray abgedeckt und anschlieBend der BoX-Deckel aufgesetzt. Das Tray
wirkte als mechanisches Gewicht auf die geleeartigen Fibrinkoagel und presste Flis-
sigkeit (Exsudat) heraus, wodurch robuste Fibrinmembranen gleicher Starke entstan-

den.
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Abb. 7: A-PRF+ Koagel werden in der BoX zu Membranen gepresst.

a) Vier A-PRF+ Koagel eines Probanden mit erhaltenem Buffy-Coat auf dem BoX-Gitter.
b) Das Tray wirkt wie ein Stempel auf die A-PRF+ Koagel und presst das Exsudat heraus.
c) Die mit dem BoX-Deckel verschlossene BoX.

d) Nach 10 min liegen gleichmaRig dicke, gepresste A-PRF+ Membranen vor.

Das Exsudat, welches wahrend des Pressens (10 min) aus dem PRF und durch das
Gitter gedruckt wurde, sammelte sich am Boden der BoX. Es wurde in ein Eppen-
dorfgefal} pipettiert und anschlielend fir 8 min bei 5,5 g zentrifugiert. S&mtliche Zellen
und Zelltrimmer setzten sich dabei am Boden ab. Die dartber befindliche Flussigkeit,
das zellfreie Exsudat, konnte abpipettiert und auf finf Eppendorfgefal3e gleichmafig
verteilt werden. Die gesammelten Proben wurden beschriftet und bei -80° C gelagert.
Von den insgesamt vier erstellten A-PRF Membranen wurden nach Erlangen des
Exsudates zwei Stiuck verworfen und zwei in Nadhrmedium, zur Gewinnung weiterer
Proben, inkubiert (siehe 3.2.5).

Abb. 8: A-PRF+ Exsudat vor und nach erneuter Zentrifugation

a) Das beim Pressen der A-PRF+ Koagel gewonnene Exsudat am Boden der BoX.

b) Gesammeltes A-PRF+ Exsudat eines Probanden in einem Eppendorfgefal®. Es enthélt noch Zellen,
Zelltrimmer und partikulare Bestandteile.

b) Gesammeltes A-PRF+ Exsudat eines Probanden in einem Eppendorfgefal nach erneuter Zentrifu-
gation (8 min bei 5,5 g). Die zelluldren und partikularen Bestandteile sind am Boden abgeschieden.
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3.2.5 Inkubation von A-PRF+ Membranen in Medium und Gewinnung des Uber-
standes

Pro Proband wurde eine sterile 6-Well Kulturplatte unter dem Abzug gedffnet und die
beiden mittleren Wells mit Kulturmedium befullt:

In das eine wurden 2 ml Medium pipettiert und eine A-PRF+ Membran gelegt. Dieses
Well diente im Folgenden zur Durchfiihrung des 2 ml Tests. In das andere wurden 6
ml Medium pipettiert und ebenfalls eine A-PRF+ Membran gelegt. Dieses Well diente
im Folgenden zur Durchfihrung des 6 ml Tests.

Die vier restlichen Wells wurden, zur Reduzierung des Flissigkeitsverlustes durch Ver-
dunstung, mit jeweils 1ml PBS befiillt. Im Anschluss wurde die Kulturplatte abgedeckt
(Zeitpunkt O, 0 h) und fur 24 h im Brutschrank (37 °C, 5 % CO3) inkubiert.

Nach einem Tag (Zeitpunkt 1, nach 24 h) wurden beim 2 ml Test 2 ml Uberstand ab-
pipettiert, in einem Eppendorfgefald gesammelt und 2 ml frisches Medium in das Well
gefiillt. Beim 6 ml Test wurden ebenfalls 2 ml Uberstand abpipettiert und in ein Eppen-
dorfgefald gegeben. Ein Auffullen mit frischem Medium erfolgte hier jedoch nicht. Da-
nach wurde die Kulturplatte fur weitere 24h im Brutschrank inkubiert. Die beiden mit
Uberstand befiillten EppendorfgefalRe wurden fir 8 min bei 5,5 g zentrifugiert. Samitli-
che Zellen, Zelltrimmer und Ablésungen aus der A-PRF+ Membran setzten sich dabei
am Boden ab. Die daruber befindlichen Flissigkeiten, im Folgenden als Probe 2.1
(vom 2 ml Test) und Probe 6.1 (vom 6 ml Test) bezeichnet, wurden abpipettiert und
gleichméanig auf finf Eppendorfgefal3e verteilt. Die gesammelten Proben wurden be-
schriftet und bei - 80° C gelagert.

Dieses Vorgehen wurde am darauffolgenden Tag (Zeitpunkt 2, nach 48 h) wiederholt,
wobei beim 2 ml Test wieder 2 ml frisches Medium nach Abpipettieren des Uberstan-
des hinzugefiigt wurden und beim 6 ml Versuch nach Abpipettieren von 2 ml Uber-
stand kein neues Medium dazugegeben wurde. So wurden beim 2 ml Test die Probe
2.2 und beim 6 ml Test die Probe 6.2 gewonnen und eingefroren.

Nach einem weiteren Tag (Zeitpunkt 3, nach 72 h), dem letzten Tag der Inkubations-
zeit, wurden die Uberstande erneut abpipettiert und die Kulturplatte mit den zwei wei-
terhin stabilen Membranen entsorgt. Dem oben beschriebenen Vorgehen folgend,
wurden aus den Uberstanden beim 2 ml Test die Probe 2.3 und beim 6 ml Test die
Probe 6.3 gewonnen und eingefroren.

(Zur Gewinnung weiteren Probematerials fur die Eingangsversuche wurden bei drei
Probanden insgesamt 4 Membranen inkubiert, sodass die doppelte Anzahl an Proben

gewonnen wurde.)
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Abb 9: A-PRF+ Membranen wahrend ihrer Inkubation in Medium zu verschiedenen Zeitpunkten.

a) Zu Beginn (Zeitpunkt 0) ist die Membran beim 2 ml Test in 2 ml Medium und die Membran beim 6 ml
Test in 6 ml Medium inkubiert.

b) Nach 72 h (Zeitpunkt 3, vor dem letzten Abpipettieren) befindet sich die Membran des 2 ml Test in 2
ml, noch relativ frischem, erst 24 h altem Medium. Die Membran des 6 ml Versuchs befindet sich dage-
gen in den verbliebenen 2 ml Medium, das bereits 72 h alt ist. Ein deutlicher Farbunterschied mit Tri-
bung des Restmediums des 6 ml Versuchs ist zu erkennen.

¢) Nach 72 h und Entfernung der Mediumiberstéande sind die A-PRF+ Membranen stabil und nicht
aufgelost.

3.2.6 Nachweis von Wachstumsfaktoren mittels Sandwich-ELISA

Fur jeden der acht Probanden lagen neun unterschiedliche Proben vor (Serum, i-PRF,
A-PRF+ Exsudat, Probe 2.1, Probe 2.2, Probe 2.3, Probe 6.1, Probe 6.2, Probe 6.3).
Mit Hilfe der ELISA Technik (DuoSet ELISA Development Systems von R&D Systems)
erfolgte die quantitative Bestimmung der darin enthaltenen Wachstumsfaktoren
PDGF, VEGF und GDF-15.

Auf Mikrotiterplatten (96-Well, Anordnung 8x12) wurden pro Probe und Referenzstan-
dard je drei Wells (Triplett) beschichtet und der dabei gemessene Mittelwert fur die
Auswertung verwendet.

Fur jede Versuchsreihe zum Nachweis eines Wachstumsfaktors wurden vier Mikroti-
terplatten genutzt:

- eine fur den Eingangsversuch

- eine fur die Proben: Serum, i-PRF, A-PRF+ Exsudat

- eine fur den 2 ml Versuch: Probe 2.1, Probe 2.2, Probe 2.3

- eine fur den 6 ml Versuch: Probe 6.1, Probe 6.2, Probe 6.3.
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ELISA - Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Der ELISA ist ein gangiges Verfahren, um die Konzentration eines bestimmten Anti-
gens (z. B. Protein, Zytokin, Hormon) in einer Probe zu bestimmen. Wie der Name
vermuten lasst, erfolgt der Nachweis durch eine enzymabhangige Reaktion, bei der in
Anwesenheit des Antigens ein entsprechender Farbumschlag entsteht. Die Farbinten-
sitat korreliert dabei mit der Menge des Antigens, kann mit einem Photometer gemes-
sen werden und Auskunft Uber die Konzentration geben (96).

Um das gesuchte Antigen gezielt aus der Probe heraus zu selektieren, nutzt man die
von Immunkomplexen bekannte spezifische Reaktion zwischen Antigen und Antikor-
per. Zu Beginn wird der Boden einer Mikrotiterplatte mit einem sogenannten Coating-
Antikorper (monoklonal), der spezifisch gegen das nachzuweisende Antigen gerichtet
ist, beschichtet. Nach Zugabe der Probe bindet folglich nur das entsprechende Antigen
fest an den Coating-Antikorper. Alle anderen Bestandteile aus der Probe kdnnen ab-
gewaschen werden. Auf diesen Antikdrper-Antigen-Komplex wird nun ein weiterer An-
tikorper (Detection-Antikorper) gegeben, der an die freie Stelle des Antigens bindet.
Nach erneutem Waschen liegen nur noch immobilisierte, sandwichartig geschichtete
Antikorper-Antigen-Antikdper-Komplexe vor (96, 97). Bei manchen ELISA Systemen
ist der Detection-Antikorper bereits mit einem Enzym verknipft, was jedoch mit einem
aufwandigen und kostspieligen Herstellungsverfahren verbunden ist. Bei dem im Ver-
such genutzten DuoSet Elisa tragt der Detection-Antikdrper am konstanten Ende einen
Biotin-Rest. Erst daran wird wahrend eines weiteren Arbeitsschrittes ein Enzym (HRP,
horseradish peroxidase) gekoppelt, wobei Streptavidin als Verbindungselement dient.
Ein zugegebenes Substrat wird dann von dem Enzym umgesetzt, was zu einer Ver-
farbung fuhrt, deren Intensitat proportional zur Menge der vorhandenen Enzym-Mole-
kile (und Antigene) ist und mit Hilfe eines Photometers gemessen wird. Um von dieser
unspezifischen Angabe einer Farbintensitat einen Riuckschluss auf die Konzentration
des Antigens ziehen zu kbnnen, muss, neben den Proben unbekannter Konzentration,
ein Referenzstandard bekannter Konzentration mitlaufen. Anhand dessen Verfarbung
mit zugehoriger Konzentration wird eine Kalibrierungskurve erstellt, tber die man die

Probenkonzentration ableiten kann (98, 99).
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Abb. 10: Schematische Abbildung des beschriebenen DuoSet ELISAS.
(Quelle: Eigene Darstellung)

Die Anwendung der verwendeten DuoSet Elisa erfolgte entsprechend des vom Her-
steller vorgegebenen General ELISA Protocol:

1) Der Capture Antibody wurde in der entsprechenden Arbeitskonzentration angesetzt
und damit die 96-Well Mikrotiterplatten beschichtet. Pro Well wurden hierzu je 100 uL
mit einer Multipipette gegeben. Die Platte wurde anschlielend mit einer Folie abge-
klebt und Gber Nacht (ca. 15 h) bei Raumtemperatur inkubiert.

2) Am darauffolgenden Tag wurde die Platte griindlich gewaschen, um alle ungebun-
denen Antikorper zu entfernen. Hierzu wurde jedes Well drei Mal mit Wash Buffer
(Wasch Losung: 0,05 % Tween ® 20 in PBS) beflllt und danach entleert. Zur vollstan-
digen Entfernung der Wasch Lésung wurde die Mikrotiterplatte gegen Zellstoffpapier
geklopft.

3) AnschlieRend wurde die Platte mit Reagent Diluent blockiert, abgeklebt und fir 1 h
bei Raumtemperatur inkubiert. Diese Zugabe von BSA (gel6st in PBS) ist notwendig
um potentiell frei gebliebene Oberflachen in den Wells (zwischen den Capture Antibo-
dys) aufzufullen und dadurch falsch-positive Ergebnisse auszuschliel3en.

4) Danach wurde die Platte grundlich gewaschen, um alle ungebundenen Molekule zu
entfernen (siehe Schritt 2).
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5) Wahrend der einstindigen Wartezeit bei Schritt 3 wurden die Proben aus dem Ge-
frierschrank geholt, schonend auf Eis lagernd aufgetaut und mit Reagent Diluent
(nachfolgend mit RD abgekurzt) auf die jeweilige Arbeitskonzentration verdinnt. Au-
Rerdem wurde der Referenzstandard mit entsprechender Verdiinnungsreihe ange-
setzt.

Im Anschluss wurden Proben, Standard und Nullprobe (Reagent Diluent) in die Wells
pipettiert (je Well 100 pL mit Einzelpipette). Fur jedes Triplett wurde dabei eine neue
Pipettenspitze verwendet. Die Mikrotiterplatte wurde abgeklebt und fir 2 h bei Raum-
temperatur inkubiert.

6) Danach wurde die Platte griindlich gewaschen, um alle ungebundenen Molekiile zu
entfernen (siehe Schritt 2).

7) Im Anschluss wurde der Detection Antibody in der entsprechenden Arbeitskonzent-
ration angesetzt und auf die 96 Wels verteilt. Pro Well wurden hierzu je 100 puL mit
einer Multipipette gegeben. Die Platte wurde anschliel3end mit einer neuen Folie ab-
geklebt und bei Raumtemperatur fir 2 h inkubiert.

8) Danach wurde die Platte grtindlich gewaschen, um alle ungebundenen Antikérper
zu entfernen (siehe Schritt 2).

9) Streptavidin-HRP wurde auf die jeweilige Arbeitskonzentration verdiinnt und davon
in jedes Well 100 pL pipettiert (Multipipette). Die Platte wurde abgeklebt und bei Raum-
temperatur fir 20 Minuten in Dunkelheit inkubiert.

10) Danach wurde die Platte grindlich gewaschen, um alle ungebundenen Proteine
zu entfernen (siehe Schritt 2).

11) Aus Color Reagend A (H202) und Color Reagent B (Tetramethylbenzidine) wurde
die Substrate Solution angesetzt (1 : 1 Mischung) und davon in jedes Well 100 pL
pipettiert (Multipipette). Die Platte wurde abgeklebt und bei Raumtemperatur fir 20
Minuten in Dunkelheit inkubiert.

12) AbschlielRend wurden in jedes Well 50 pL der Stop Solution (2 N H2SO4) gegeben
(Multipipette) und dadurch die enzymatische Reaktion beendet.

13) Die Messung der Farbung erfolgte mit einem Mikroplattenreader (VersaMax™
ELISA Microplate Reader) bei einer Wellenlange von 450 nm. Um optische Negativein-
flisse durch die Kunststoffplatte zu reduzieren, erfolgte eine Wellenlangenkorrektur.
Hierzu wurde zusatzlich bei einer Wellenlange von 540 nm gemessen und dieser Wert

vom Messwert bei 450 nm subtrahiert.
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3.2.7 Eingangsversuch zur Festlegung der Verdinnung

Bei komplexen Proben wie Serum oder Plasma muss davon ausgegangen werden,

dass sich die enthaltenen Molekille gegenseitig beeinflussen oder die Konzentration

des nachzuweisenden Antigens die Sattigung des Capture Antibodys Ubersteigt. Des-

halb ist es empfehlenswert vor der endgiltigen Messung, in einem Eingangsversuch

die ideale Probenverdinnung zu ermitteln.

Fur jeden nachzuweisenden Wachstumsfaktor wurde deshalb ein Eingangsversuch

durchgefuhrt. Die Durchfihrung erfolgte entsprechend des zuvor beschriebenen Ge-

neral ELISA Protocol. Die Verdinnung (mit RD) und Verteilung der einzelnen Proben

(Uberschussmaterial von 3 Probanden) erfolgte nach folgendem Schema:

Well | 1-3 4-5 7-9 10-12

A High-Standard i-PRF 100 % Serum 25 % Med. 6.1 100 %
Standard 100 %

B Standard 50 % i-PRF 50 % Med. 2.1. 100 % | Med. 6.1 50 %

C Standard 25 % i-PRF 25 % Med. 2.1 50 % Med. 6.2 100 %

D Standard 12,5 % | Exsudat 100 % Med. 2.1 25 % Med. 6.2 50 %

E Standard 6,25 % | Exsudat 50 % Med. 2.2 100 % Med. 6.2 25 %

F Standard 3,13 % | Exsudat 25 % Med. 2.2 50 % Med. 6.3 100 %

G Standard 1,56 % | Serum 100 % Med. 2.3 100 % Med. 6.3 50 %

H Nullprobe Serum 50 % Med. 2.3 50 % Med. 6.3 25 %
Standard 0 %

Tabelle 9: Eingangsversuch zur Festlegung der Verdinnung der Proben. Verteilung der unterschiedli-
chen Proben und des Referenzstandard mit unterschiedlichen Verdinnungen mit RD auf einer 96-Well
Mikrotiterplatte.
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3.2.8 Nachweis von PDGF-BB
Die im Human PDGF-BB DuoSet ELISA-Kit enthaltenen Reagenzien wurden zu Be-
ginn einer Versuchsreihe entsprechend der Herstellerangaben (Certificate of Analysis)
angesetzt und bei 5 °C gelagert.

Reagenz Konzentration in der Viole
Capture Antibody 72,0 pg / 1000 pL PBS
(human PDGF-BB capture reagent)
Detection Antibody

(biotinylated goat anti-human PDGF-BB)
Standard 85,0 ng / 500 ul RD
(recombinant human BDGF-BB)

72,0 pg / 1000 ul RD

Der Nachweis von PDGF-BB in den einzelnen Proben erfolgte nach dem unter 3.2.2
beschriebenen General ELISA Protocol. Fir jeden durchgefuhrten ELISA wurden die
angesetzten Reagenzien auf die vorgegebenen Arbeitskonzentrationen verdinnt.

Reagenz Arbeitskonzentration
Capture Antibody 0,4 pg / 1000 pL PBS
(human PDGF-BB capture reagent)
Detection Antibody

(biotinylated goat anti-human PDGF-BB)
Streptavidin-HRP 1: 200 Verdunnung mit RD
Reagent Diluent Concentrate 2 1: 10 Verdinnung mit Aquadest

0,4 pg / 1000 pL RD

Ausgehend von den Ergebnissen des Eingangsversuchs, wurden folgende Verdun-
nungen fur die Proben und High-Standards (mit entsprechender absteigender Verdin-
nungsreihe) gewahlt.

ELISA fir Serum, i-PRF, A-PRF+ Exsudat

High-Standard 1000 pg / 1000 pL RD
Serum 1: 10 Verdinnung mit RD
I-PRF 1: 2 Verdinnung mit RD

A-PRF+ Exsudat

ELISA fur 2 ml Versuch
High-Standard

Probe 2.1

Probe 2.2

Probe 2.3

ELISA fur 6 ml Versuch
High-Standard

Probe 6.1

Probe 6.2

Probe 6.3

1: 10 Verdinnung mit RD

2000 pg / 1000 pL RD

1: 5 Verdinnung mit RD
1: 5 Verdinnung mit RD
1: 5 Verdinnung mit RD

2000 pg / 1000 pL RD

1: 5 Verdlinnung mit RD
1: 5 Verdlinnung mit RD
1: 5 Verdinnung mit RD
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3.2.9 Nachweis von VEGF
Die im Human VEGF DuoSet ELISA-Kit enthaltenen Reagenzien wurden zu Beginn
einer Versuchsreihe entsprechend der Herstellerangaben (Certificate of Analysis) an-

gesetzt und bei 5 °C gelagert.

Reagenz Konzentration in der Viole
Capture Antibody 60,0 pug / 500 pL PBS
(mouse anti-human VEGF)

Detection Antibody 6,0 ug / 1000 ul RD
(biotinylated goat Anti-Human VEGF)

Standard 60,0 ng / 500 ul RD

(recombinant human VEGF)

Der Nachweis von VEGF in den einzelnen Proben erfolgte nach dem zuvor beschrie-
benen General ELISA Protocol. Fir jeden durchgefuhrten ELISA wurden die ange-

setzten Reagenzien auf die vorgegebenen Arbeitskonzentrationen verdinnt.

Reagenz Arbeitskonzentration

Capture Antibody 1,0 ug / 1000 pL PBS

(mouse anti-human VEGF)

Detection Antibody 0,1 pg / 1000 pl RD

(biotinylated goat Anti-Human VEGF)

Streptavidin-HRP 1 : 40 Verdinnung mit RD
Reagent Diluent Concentrate 2 1: 10 Verdinnung mit Aquadest

Ausgehend von den Ergebnissen des Eingangsversuchs, wurden folgende Verdin-
nungen fur die Proben und High-Standards (mit entsprechender absteigender Verdin-
nungs-reihe) gewabhit.

ELISA fir Serum, i-PRF, A-PRF+ Exsudat

High-Standard 1000 pg / 1000 pL RD

Serum 1: 2 Verdinnung mit RD
I-PRF 1: 2 Verdinnung mit RD
A-PRF+ Exsudat 1: 2 Verdinnung mit RD

ELISA fiur 2 ml Versuch

High-Standard 2000 pg / 1000 pL RD

Probe 2.1 pur (keine Verdunnung)
Probe 2.2 pur (keine Verdiinnung)
Probe 2.3 pur (keine Verdiinnung)

ELISA fur 6 ml Versuch

High-Standard 2000 pg / 1000 pL RD

Probe 6.1 pur (keine Verdunnung)
Probe 6.2 pur (keine Verdunnung)
Probe 6.3 pur (keine Verdinnung)
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3.2.10 Nachweis von GDF-15
Die im Human GDF-15 DuoSet ELISA-Kit enthaltenen Reagenzien wurden zu Beginn
einer Versuchsreihe entsprechend der Herstellerangaben (Certificate of Analysis) an-

gesetzt und bei 5 °C gelagert.

Reagenz Konzentration in der Viole
Capture Antibody 360,0 pg / 1000 pL PBS
(mouse anti-human GDF-15)

Detection Antibody 2,25 pg /1000 pl RD
(biotinylated goat anti-human GDF-15)

Standard 120,0 ng / 1000 pl RD

(recombinant human VEGF)

Der Nachweis von GDF-15 in den einzelnen Proben erfolgte nach dem unter 3.2.2
beschriebenen General ELISA Protocol. Fir jeden durchgefuhrten ELISA wurden die

angesetzten Reagenzien auf die vorgegebenen Arbeitskonzentrationen verdinnt.

Reagenz Arbeitskonzentration

Capture Antibody 2,0 ug / 1000 pL PBS

(mouse anti-human VEGF)

Detection Antibody 12,5ng /1000 pl RD

(biotinylated goat Anti-Human VEGF)

Streptavidin-HRP 1: 200 Verdunnung mit RD
Reagent Diluent Concentrate 2 1: 10 Verdinnung mit Aquadest

Ausgehend von den Ergebnissen des Eingangsversuchs, wurden folgende Verdin-
nungen fur die Proben und High-Standards (mit entsprechender absteigender Verdin-
nungs-reihe) gewabhit.

ELISA fir Serum, i-PRF, A-PRF+ Exsudat

High-Standard 250 pg / 1000 pL RD

Serum 1: 2 Verdinnung mit RD
I-PRF 1: 2 Verdinnung mit RD
A-PRF+ Exsudat 1: 2 Verdinnung mit RD

ELISA fiur 2 ml Versuch

High-Standard 250 pg / 1000 pL RD

Probe 2.1 pur (keine Verdunnung)
Probe 2.2 pur (keine Verdiinnung)
Probe 2.3 pur (keine Verdiinnung)

ELISA fir 6 ml Versuch

High-Standard 250 pg / 1000 pL RD

Probe 6.1 pur (keine Verdunnung)
Probe 6.2 pur (keine Verdunnung)
Probe 6.3 pur (keine Verdinnung)
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4. Ergebnisse

4.1 Wachstumsfaktoren in A-PRF+ Exsudat, i-PRF, Serum

4.1.1 PDGF-BB in A-PRF+ Exsudat, i-PRF, Serum

Von den drei nachgewiesenen Wachstumsfaktoren liegt bei allen Proben mit Abstand

am meisten PDGF-BB vor. Aufféllig ist, dass abgesehen von Proband 7 die hdochsten

Konzentrationen im Blutserum nachweisbar sind (M = 8475,56 pg/ml). Im Vergleich

dazu ist in den i-PRF Proben im Schnitt mehr als ein Zehntel weniger PDGF-BB mess-

bar (M = 804,77 pg/ml). Im gewonnenen PRF-Exsudat liegt etwa die Halfte des im

Serum gemessenen Faktors vor (M = 4647,22 pg/ml).

PDGF-BB in PRF-Exsudat, i-PRF, Serum
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Abb. 11: Einzelwerte der in A-PRF+ Exsudat, i-PRF und Serum gemessenen PDGF-BB Konzentratio-

nen (pg/ml) fur jeden Probanden.
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Mittelwerte: PDGF-BB in A-PRF+ Exsudat, i-PRF, Serum
12000
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8000 8475,55
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pg/ml

4647,22
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A-PRF+ Exsudat i-PRF Serum

-2000

Abb. 12: Mittelwerte und Standardabweichungen der in A-PRF+ Exsudat, i-PRF und Serum gemesse-
nen PDGF-BB Konzentrationen (pg/ml).

M + SD (pg/ml): A-PRF+ Exsudat (4647,22 + 1905,27), i-PRF (804,77 + 847,14), Serum (8475,56 +
1997,70).

4.1.2 VEGF in A-PRF+ Exsudat, i-PRF, Serum

Durchschnittlich werden die hochsten Konzentrationen von VEGF im A-PRF+ Exsudat
gemessen (M = 113,64 pg/ml). Sie liegen in etwa ein Viertel Gber den im Blutserum
gemessenen Werten (M = 90,80 pg/ml) und deutlich (fast die Halfte) Uber den im i-
PRF nachgewiesenen Konzentrationen (M = 60,80 pg/ml).

Auffallig ist die grol3e Streuung der Einzelwerte in i-PRF. So fallt auf, dass bei drei
Probanden (1, 4 und 7) im i-PRF gar kein VEGF nachweisbar ist, bzw. dessen Kon-
zentration unterhalb des sensitiven Bereiches des ELISA liegt. Dem gegenlber liegen
bei den Probanden 3 und 5 die gemessenen Werte in allen Blutderivaten annéhernd

beieinander.
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VEGF in A-PRF+ Exsudat, i-PRF, Serum
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Abb. 13: Einzelwerte der in A-PRF+ Exsudat, i-PRF und Serum gemessenen VEGF Konzentrationen
(pg/ml) fur jeden Probanden.

Mittelwerte: VEGF in A-PRF+ Exsudat, i-PRF, Serum
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Abb. 14: Mittelwerte und Standardabweichungen der in A-PRF+ Exsudat, i-PRF und Serum gemesse-
nen VEGF Konzentrationen (pg/ml).
M + SD (pg/ml): A-PRF+ Exsudat (113,64 + 58,59), i-PRF (60,79 £ 84,87), Serum (90,80 + 63,03).
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4.1.3 GDF-15 in A-PRF+ Exsudat, i-PRF, Serum

Die hoéchsten Konzentrationen an GDF-15 werden im Durchschnitt in den i-PRF Pro-
ben gemessen (M = 108,59 pg/ml), wobei sie nur unwesentlich tber den Werten des
untersuchten A-PRF+ Exsudats liegen (M = 106,81 pg/ml). Abgesehen von Proband
7 sind die Konzentrationen im Serum probandenibergreifend am niedrigsten (M =
92,77 pg/ml).

GDF-15 in A-PRF+ Exsudat, i-PRF, Serum
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Abb. 15: Einzelwerte der in A-PRF+ Exsudat, i-PRF und Serum gemessenen GDF-15 Konzentrationen
(pg/ml) fur jeden Probanden.
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Mittelwerte: GDF-15 in A-PRF+ Exsudat, i-PRF, Serum
140,00
120,00

106,81 108,59
100,00

92,77
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pg/mi

60,00
40,00
20,00

0,00
A-PRF+ Exsudat i-PRF Serum

Abb. 16: Mittelwerte und Standardabweichungen der in A-PRF+ Exsudat, i-PRF und Serum gemesse-
nen GDF-15 Konzentrationen (pg/ml).
M + SD (pg/ml): A-PRF+ Exsudat (106,81 + 19,64), i-PRF (108,59 + 19,04), Serum (92,77 + 13,95).

4.2 Freigesetzte Wachstumsfaktoren durch A-PRF+ Membranen nach 24
h, 48 h, 72 h (2 ml Versuch)

4.2.1 PDGF-BB Freisetzung (2 ml Versuch)

Die A-PRF+ Membranen der Probanden setzen nach 24 h (M = 1513,45 pg/ml), 48 h
(M = 2401,41 pg/ml) und 72 h (M = 1826,40 pg/ml) jeweils vergleichbare Mengen an
PDGF-BB frei, wobei die durchschnittliche Konzentration zwischen 24 h und 48 h am
héchsten ist. Wie in Abbildung 17 und 18 zu sehen folgt die Anhédufung von PDGF-BB
einer anndhernd gleichmaRigen linearen Freisetzung. Lediglich bei Proband 7 sind
nach zwei Tagen die sechsfache und nach drei Tagen die vierfache sezernierte Menge
an PDGF-BB vorhanden.
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PDGF-BB Freisetzung nach 24 h, 48 h, 72 h (2 ml Versuch)

16000,00
14000,00
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-
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[oF
6000,00
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0.00 Oh 24h 48 h 72h
——1 0,00 1406,52 3117,01 4637,58
——? 0,00 1311,89 2847,07 4167,81
—0—3 0,00 2677,96 5346,50 7539,83
4 0,00 1974,24 4038,68 5598,39
——5 0,00 1212,80 2387,65 3352,16
——6 0,00 865,17 1461,92 2085,02
——7 0,00 1273,96 9113,91 14260,74
—e—3 0,00 1385,07 3006,15 4288,55

Abb. 17: Kumulierte Einzelwerte der tber drei Messzeitpunkte (24 h, 48 h und 72 h) gemessenen
PDGF-BB Freisetzung (pg/ml) fur jeden Probanden.

Mittelwerte:
PDGF-BB Freisetzung nach 24 h, 48 h, 72 h (2 ml Versuch)
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Abb. 18: Kumulierte Mittelwerte der Uber drei Messzeitpunkte (24 h, 48 h und 72 h) gemessenen PDGF-
BB Freisetzung (pg/ml) mit Standardabweichungen.
M £ SD (pg/ml): 24 h (1513,45 + 561,24), 48 h (3914,86 + 2391,86), 72 h (5741,26 + 3548,18).
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4.2.2 VEGF Freisetzung (2 ml Versuch)

Insgesamt folgt die VEGF Freisetzung aller Probanden einem &hnlichen Verlauf. So
ist sie einheitlich durch die inkubierten A-PRF+ Membranen in den ersten 24 h am
héchsten (M = 260,37 pg/ml). Zwischen 24 h und 48 h wird durchschnittlich weniger
als ein Drittel dieser Menge sezerniert (M = 73,24 pg/ml). Am dritten Tag wird bei allen

Membranen der Probanden kaum noch VEGF freigesetzt (M = 8,27 pg/ml).

VEGF Freisetzung nach 24 h, 48 h, 72 h (2 ml Versuch)

e
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——5 0 240,91 322,34 329,41
——6 0 369,45 442,52 446,51
——7 0 388,89 549,22 565,34
——3 0 368,15 481,63 499,49

Abb. 19: Kumulierte Einzelwerte der tUber drei Messzeitpunkte (24 h, 48 h und 72 h) gemessenen VEGF
Freisetzung (pg/ml) fur jeden Probanden.

Mittelwerte:
VEGF Freisetzung nach 24 h, 48 h, 72 h (2 ml Versuch)
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Abb. 20: Kumulierte Mittelwerte der Gber drei Messzeitpunkte (24 h, 48 h und 72 h) gemessenen VEGF
Freisetzung (pg/ml) mit Standardabweichungen.
M £ SD (pg/ml): 24 h (260,37 + 99,58), 48 h (333,61 + 132,70), 72 h (341,89 + 136,42).
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4.2.3 GDF-15 Freisetzung (2 ml Versuch)

Auch der Verlauf der GDF-15 Freisetzung ist Uber die Probanden hinweg annéhernd
ahnlich. Alle untersuchten Membranen sezernieren in den ersten 24 h die grof3ten
Konzentrationen an GDF-15 (M = 36,65 pg/ml). In den folgenden 24 h wird durch die
PRF-Membranen einheitlich weniger als die Halfte an GDF-15 freigesetzt (M = 13,62
pag/ml). Es fallt auf, dass die neu sezernierte Menge am dritten Tag im Durchschnitt
Uber der von Tag zwei liegt (M = 14,85 pg/ml). Nur bei drei Probanden (1, 7 und 8)

setzen die Membranen nach 48 h weniger GDF-15 frei.

GDF-15 Freisetzung nach 24 h, 48 h, 72 h (2 ml Versuch)
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Abb. 21: Kumulierte Einzelwerte der Uber drei Messzeitpunkte (24 h, 48 h und 72 h) gemessenen GDF-
15 Freisetzung (pg/ml) fur jeden Probanden.
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Mittelwerte: GDF-15 Freisetzung nach 24 h, 48 h, 72 h (2 ml
Versuch)
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Abb. 22: Kumulierte Mittelwerte der tGiber drei Messzeitpunkte (24 h, 48 h und 72 h) gemessenen GDF-
15 Freisetzung (pg/ml) mit Standardabweichungen.
M £ SD (pg/ml): 24 h (36,65 + 8,04), 48 h (50,27 + 10,48), 72 h (65,13 £ 9,33).

4.3 Freigesetzte Wachstumsfaktoren durch A-PRF+ Membranen nach 24
h, 48 h, 72 h (6 ml Versuch)

4.3.1 PDGF-BB Freisetzung (6 ml Versuch)

Trotz der wahrend der Versuchsreihe abnehmenden Volumina des Inkubationsmedi-
ums, zeichnet sich ein gleichmalliger, annahernd linearer Anstieg der gemessenen
Konzentrationen ab.

Die Konzentration zum Messzeitpunkt 1 (M = 1069,44 pg/ml), nach 24 h, bezieht sich
dabei auf ein Gesamtvolumen von 6 ml. Mit den zur Gewinnung der Proben abpipet-
tierten 2 ml werden dabei zwar WF entfernt, die Konzentration (pg/ml) in den verblie-
benen 4 ml bleibt jedoch unverandert. Die sich wahrend der nachsten 24 h in den 4 ml
andernde Konzentration (Zunahme von M = 1234,6 pg/ml) wird zum Messzeitpunkt 2
nach insgesamt 48 h (M = 2304,04 pg/ml) ermittelt. Erneut werden zur Probengewin-
nung 2 ml bei gleichbleibender Konzentration entfernt. In den letzten 24 h andert sich
die Konzentration in den verbliebenen 2 ml um einen annahernd gleichen Wert wie
zwischen Messzeitpunkt 1 und 2 (Zunahme von M = 1234,42 pg/ml) zu M = 3538,46

pg/ml.
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PDGF-BB Freisetzung nach 24 h, 48 h, 72 h (6 ml Versuch)
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Abb. 23: Einzelwerte der lber drei Messzeitpunkte (24 h, 48 h und 72 h) gemessenen PDGF-BB Kon-
zentrationen (pg/ml) fir jeden Probanden.

Mittelwerte:
PDGF-BB Freisetzung nach 24 h, 48 h, 72 h (6 ml Versuch)
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Abb. 24: Mittelwerte der Uber drei Messzeitpunkte (24 h, 48 h und 72 h) gemessenen PDGF-BB Kon-
zentrationen (pg/ml) mit Standardabweichungen.
M + SD (pg/ml): 24 h (1069,44 + 389,95), 48 h (2304,04 + 719,43), 72 h (3538,46 + 1128,34).
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4.3.2 VEGF Freisetzung (6 ml Versuch)

Uber den Verlauf der Messung nach 24 h (M = 56,66 pg/ml) und nach 48 h (M = 91,01
pg/ml) ist mit Ausnahme von Proband 5 bei allen anderen inkubierten Membranen eine
Zunahme der VEGF Konzentrationen (Zunahme v. M = 34,35 pg/ml) messbar, die vor
allem bei Proband 7 mit einer deutlichen Verdreifachung heraussticht.

Einheitlich bei allen Probanden ist erstaunlicherweise in den verbliebenen 2 ml zwi-
schen 48 h (M = 91,01 pg/ml) und 72 h (M = 57,77 pg/ml) eine Abnahme der VEGF

Konzentration (Abnahme v. M = 33,24 pg/ml) messbar.

VEGF Freisetzung nach 24 h, 48 h, 72 h (6 ml Versuch)
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Abb. 25: Einzelwerte der Uber drei Messzeitpunkte (24 h, 48 h und 72 h) gemessenen VEGF Konzent-
rationen (pg/ml) fiir jeden Probanden.
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Mittelwerte:
VEGF Freisetzung von nach 24 h, 48 h, 72 h (6 ml Versuch)
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Abb. 26: Mittelwerte der tber drei Messzeitpunkte (24 h, 48 h und 72 h) gemessenen VEGF Konzent-
rationen (pg/ml) mit Standardabweichungen.
M = SD (pg/ml): 24 h (56,55 + 24,26), 48 h (91,01 + 44,46), 72 h (57,77 + 32,16).

4.3.3 GDF-15 Freisetzung (6 ml Versuch)

Der Verlauf der gemessenen GDF-15 Konzentrationen ist Uber alle Probanden hinweg
ahnlich. Wahrend nach den ersten 24 h in den anfanglichen 6 ml eine verhaltnismafiig
hohe Konzentration (M = 14,1 pg/ml) messbar ist, steigt die Konzentration wahrend
der darauffolgenden 24 h in den 4 ml Medium nur gering an (M = 16,56 pg/ml). Dem
gegenuber zeigt sich zwischen 48 h und 72 h in den restlichen 2 ml bei allen Proban-
den ein erneuter Konzentrationsanstieg, der vor allem bei Probanden 4 und 6 heraus-
sticht (M = 25,87 pg/ml).
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GDF-15 Freisetzung nach 24 h, 48 h, 72 h (6 ml Versuch)

40,00
35,00
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25,00 >
=
S, 20,00
o
15,00
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5,00
0,00
Oh 24 h 48 h 72 h
-1 0,00 19,51 21,94 26,13
P D 0,00 11,83 13,95 24,28
=3 0,00 15,63 17,69 22,36
4 0,00 7,25 11,09 26,71
-5 0,00 13,41 14,87 22,51
-5 0,00 11,18 14,29 34,00
——7 0,00 22,32 25,25 33,70
=G 0,00 11,68 13,36 17,24

Abb. 27: Einzelwerte der Uber drei Messzeitpunkte (24 h, 48 h und 72 h) gemessenen GDF-15 Kon-
zentrationen (pg/ml) fiir jeden Probanden.

Mittelwerte:
GDF-15 Freisetzung nach 24 h, 48 h, 72 h, (6 ml Versuch)
35,00
30,00
25,8
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E 20,00 16,56
(@)
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oh 24 h 48 h 72 h

Abb. 28: Mittelwerte der Uber drei Messzeitpunkte (24 h, 48 h und 72 h) gemessenen GDF-15 Kon-
zentrationen (pg/ml) mit Standardabweichungen.
M £ SD (pg/ml): 24 h (14,10 + 4,87), 48 h (16,56 + 4,79), 72 h (25,87 = 5,72).
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5. Diskussion

5.1 Wachstumsfaktoren in A-PRF+ Exsudat, i-PRF und Serum

Ziel der ersten Versuchsreihe war die Untersuchung dreier unterschiedlicher Blutderi-
vate auf deren Gehalt an Wachstumsfaktoren unmittelbar nach deren Gewinnung. Ge-
genubergestellt wurden das bei der Herstellung von A-PRF+ Membranen als Neben-
produkt anfallende A-PRF+ Exsudat, das temporar fllissige, injizierbare i-PRF und
Serum, das dem natirlichen Vollblut am nachsten kommt. Untersucht wurden die ge-
wonnen Proben auf deren Konzentration an PDGF-BB, VEGF und GDF-15.

Auffallig ist, dass ausgerechnet von den standardmafig in Thrombozytenkonzentraten
nachgewiesenen Wachstumsfaktoren PDGF-BB und VEGF im neu entwickelten i-PRF
die deutlich geringsten Konzentrationen vorlagen. Verglichen mit i-PRF konnte im Se-
rum ein Drittel mehr VEGF nachgewiesen werden. Im Exsudat lag ca. die doppelte
Menge vor. Noch deutlicher fiel der Unterschied bei PDGF-BB aus. Hiervon konnte im
Exsudat die finffache und im Serum sogar die zehnfache Menge gemessen werden.
Nur von dem im Feld der Blutblattchenkonzentrate bisher unerforschten GDF-15 lag
im i-PRF durchschnittlich die héchste Konzentration vor. Eine annédhernd gleiche
Menge wurde jedoch ebenfalls im Exsudat und unwesentlich weniger im Serum nach-
gewiesen.

Betrachtet man die drei untersuchten Blutprodukte lediglich als Flissigkeiten zur Be-
feuchtung von Membranen, Knochenersatzmaterialien und der Benetzung von Implan-
taten, haben sie zweifelsohne eine hohere Bioaktivitat als die alternativ verwendete
sterile Kochsalzlésung. Weder das A-PRF+ Exsudat noch das i-PRF konnte sich da-
bei, trotz groRerer Ausgangsvolumina bei der Blutentnahme (A-PRF Exsudat: 40 ml,
I-PRF: 40 ml, Serum: 7,5 ml), deutlich gegentber dem Blutserum in Bezug auf den
Gehalt der untersuchten Wachstumsfaktoren absetzen. Diskutabel ist demnach, ob
sich durch die Verwendung des Exsudates oder i-PRF ein Vorteil ergibt, zumal sich
der Operationssitus zwangslaufig in einem blutigen Milieu befindet.

Ein Vorteil des A-PRF+ Exsudates besteht zweifelsfrei darin, dass bei geplanter Ver-
wendung von PRF-Membranen ohne Mehraufwand und zusatzliche Traumatisierung
eine autologe, nicht gerinnende Flussigkeit gewonnen wird, die zur Benetzung und

Konservierung von autologen Augmentaten und anderer Ersatzmaterialien verwendet
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werden kann. Des Weiteren kann sie zur Ausspilung von Alveolen und anderer De-
fekte genutzt werden. Der Hersteller wirbt aul3erdem damit, dass das Exsudat reich an
Vitronektin und Fibronektin sei, das u. a. die stimulative Wirkung von PDGF-BB ver-
starken kann. Dies musste in weiteren Versuchen untersucht werden, wobei davon
auszugehen ist, dass die im Exsudat enthaltene Menge an Glykoproteinen der ohnehin
frei im Blut vorkommenden Menge entspricht, oder durch den erwiinschten Einschluss
der Proteine im PRF sogar darunter liegt (77).

Ausgehend von den in dieser Arbeit nachgewiesenen Faktorenkonzentrationen kann
dem A-PRF+ Exsudat jedoch ansonsten kein entscheidender Vorteil gegeniber Blut-
serum zugeschrieben werden.

Zu einem &hnlichen Ergebnis kam die Arbeitsgruppe um Dohan Ehrenfest und
Choukroun als sie das S-PRF Exsudat mit Blutserum auf deren Gehalt an VEGF und
PDGF-BB untersuchten. Auch wenn sich deren Gewinnung des Serums (langere Ge-
rinnungszeit) und Exsudates (nicht gepresst sondern passiv ausgetreten) leicht von
der Methode in dieser Arbeit unterschied, wurde fiir PDGF-BB ebenfalls etwa die dop-
pelte Menge im Blutserum gemessen (77). Dartiber hinaus konnte auch deutlich mehr
VEGF im Serum nachgewiesen werden. Sie sahen dies als Bestatigung der guten Fi-
xierung der Faktoren im PRF-Fibrinnetz (80). Dass in der vorliegenden Arbeit eine
hohere VEGF Konzentration im A-PRF+ Exsudat im Vergleich zum Serum gemessen
wurde, kann im Umkehrschluss auf eine weniger gute Fixierung von VEGF in A-PRF+
hinweisen.

Bei der kritischen Bewertung der Blutderivate und Versuchsergebnisse muss bedacht
werden, dass weder das untersuchte Serum noch das zentrifugierte i-PRF und A-
PRF+ Exsudat genau den im klinischen Alltag verwendeten Materialien entspricht.
Zum vollstandigen Ausschluss von Zellen in den einzufrierenden Proben wurde zum
einen kein Vollblut, sondern Blutserum verwendet. Hierzu wird vor der Zentrifugation
die vollstandige Gerinnung des Blutes abgewartet und anschliel3end das Koagel mit
den zellularen Bestandteilen abgeschieden. Hierbei ist jedoch davon auszugehen,
dass auch dieses ,normale” Blutkoagel bereits Wachstumsfaktoren und Glykoproteine
eingeschlossen und fixiert hat, wodurch deren Konzentration im Serum reduziert ist
und unter der des normalen Vollblutes liegt. Die alternative Verwendung von Blut-
plasma (gewonnen durch Zentrifugation einer ungerinnbar gemachten Blutprobe)
hatte jedoch noch weniger den physiologische Bedingungen entsprochen, da derart

unaktiviertes Blut nicht in einer Wunde vorkommt.
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Auch das gewonnene A-PRF+ Exsudat und i-PRF wurden zur vollstandigen Bereini-
gung von Zellen erneut zentrifugiert und damit im Gegensatz zu den im klinischen Ein-
satz verwendeten Materialien verandert.

Da bei der ersten Zetrifugation zur A-PRF+ Herstellung bereits ein Grof3teil der Zellen
abgeschieden oder im Fibrinclot eingeschlossen wurden, fiel auf, dass sich bei der
zweiten Zentrifugation des A-PRF+ Exsudates nur noch eine schmale rote Zellschicht
am Boden abschied, die vermutlich weitgehend frei von Leukozyten und Thrombozy-

ten war.

N N

Wdh. Abb. 8: A-PRF+ Exsudat vor und nach erneuter Zentrifugation

a) Das beim Pressen der A-PRF+ Koagel gewonnene Exsudat am Boden der BoX.

b) Gesammeltes A-PRF+ Exsudat eines Probanden in einem Eppendorfgefal. Es enthéalt noch Zellen,
Zelltrimmer und partikulare Bestandteile.

b) Gesammeltes A-PRF+ Exsudat eines Probanden in einem Eppendorfgefa® nach erneuter Zentrifu-
gation (8 min bei 5,5 g). Die zellularen und partikularen Bestandteile sind am Boden abgeschieden.

Anders verhielt es sich bei dem untersuchten i-PRF. Dieses, nach dessen Herstellung
noch fur ca. 10 Minuten in flissiger Form vorliegende Produkt, besticht im klinischen
Alltag vor allem durch seine nachtragliche durch Thrombozyten und Gerinnungsfakto-
ren vermittelte Aushartung sowie die lokale Konzentrierung jener Thrombozyten und
Leukozyten. Diese im ,normalen® i-PRF vorhandenen regenerativen Zellen wurden bei
der beschriebenen Versuchsdurchfiihrung nach 15 Minuten und abgeschlossener Ge-
rinnung jedoch durch die zweite Zentrifugation abgeschieden. Durch das sich am Bo-
den des Eppendorfgefal3es abgesetzte rotweil3e Koagel, das makroskopisch einem
kleinen PRF-Clot &hnelte, konnte dabei zweifelsfrei eine Anreicherung von Zellen im
i-PRF bestatigt werden. Es ist hervorzuheben, dass die in dieser Arbeit gemessene
Konzentration an Wachstumsfaktoren lediglich die freigesetzte Menge nach 15 Minu-
ten wiedergibt, wobei es naheliegt, dass die im i-PRF enthaltenen und fixierten Zellen
zeitlich dartber hinaus vital und biologisch aktiv sind und eine langer andauernde De-
potwirkung haben.
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a) _ b)

Wdh. Abb. 5: i-PRF vor und nach erneuter Zentrifugation

a) Gesammeltes i-PRF eines Probanden in zwei Eppendorfgefaen nach abgeschlossener Gerinnung.
Das i-PRF ist orange und enthalt noch zellulare und partikuléare Bestandteile.

b) Gesammeltes i-PRF eines Probanden in zwei Eppendorfgefalien nach Durchmischung und erneuter
Zentrifugation (8 min bei 5,5 g). Die zellularen und partikularen Bestandteile sind am Boden abgeschie-
den.

c) Der abgeschiedene, feste, rotweil3e Pfropf.

Die mikroskopische und zellulare Zusammensetzung von i-PRF sowie die Freisetzung
von Wachstumsfaktoren tber einen langeren Zeitraum wurde kdrzlich von unter-
schiedlichen Arbeitsgruppen untersucht.

Varela et al. konnten beim Vergleich von i-PRF mit periperem Blut deutlich erhdhte
Thrombozyten und Leukozytenzahlen im i-PRF feststellen, wobei entgegen eines nor-
malen Blutbildes mehr Lymphozyten als neutrophile Granulozyten vorlagen (100).
Diese erhodhte Affinitdt der Lymphozyten gegentber Granulozyten sich in PRF anzu-
reichern wurde bereits mehrfach beschrieben, wobei die Granulozytenanzahl mit zu-
nehmender Drehzahl beim Zentrifugieren abnimmt (8, 78, 101). Bei lichtmikroskopi-
scher und immunhistochemischer Untersuchung stellte sich i-PRF als blattchenreiches
Fibrinnetzwerk mit zahlreichen Lymphozyten, Typl1 Kollagen, Osteokalzin und Wachs-
tumsfaktoren dar, dessen dreidimensionales Netzwerk im Gegensatz zu geronnenem
Vollblut ber mehrere Tage hinweg stabil blieb. Des Weiteren verglichen Varela et al.
uber einen Zeitraum von zehn Tagen die Freisetzung von VEGF und PDGF-AB durch
i-PRF und Vollblut. PDGF-AB wurde dabei von beiden Blutderivaten in vergleichbarer
Menge freigesetzt, wohingegen VEGF in gréRerer und Uber die Zeit zunehmender
Konzentration bei den ,normalen® Blutproben sezerniert wurde (100).

In einer ahnlichen Versuchsreihe untersuchten Miron et al. die Freisetzung von ver-
schiedenen Wachstumsfaktoren durch i-PRF tber zehn Tage und verglichen dies mit

den durch PRP freigesetzten Mengen. Hierbei fiel auf, dass i-PRF zwar initial nach 15
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Minuten Inkubationszeit von fast allen Faktoren weniger als PRP sezernierte, jedoch
tber den Zeitraum von zehn Tagen insgesamt mehr PDGF-AA, PDGF-AB, EGF und
IGF-1 freisetzte. Ausgerechnet bei den in dieser Arbeit ebenfalls nachgewiesenen
Faktoren VEGF und PDGF-BB sowie bei TGF-B1 verhielt es sich anders und es wur-
den hiervon deutlich mehr durch PRP freigesetzt. Betrachtet man die fur VEGF und
PDGF-BB von Miron et al. nach 15 Minuten ermittelten Werte, fallt auf, dass diese
deutlich unter den in dieser Arbeit nach 15 Minuten ermittelten Konzentrationen liegen.
Dies ist mit grol3er Wahrscheinlichkeit darauf zurtickzufiihren, dass in dieser Arbeit
das pure i-PRF erneut zentrifugiert und untersucht wurde, wohingegen Miron et al.
lediglich die in ein Nahrmedium freigesetzte Faktorenmenge nachwiesen. Neben der
Freisetzung von Wachstumsfaktoren wurden beide flissigen Thrombozytenkozentrate
auf deren Effekt gegenuber humanen Gingiva-Fibroblasten untersucht. Neben einer
hervorragenden Biokompatibilitat beider Praparate konnte dabei bei i-PRF eine deut-
lich erhdhte Zellmigration und hdéhere Expression von Typl Kollagen durch die Fib-
roblasten festgestellt werden, wohingegen unter PRP-Einfluss ein starker Anstieg der
Anzahl an Fibroblasten zu verzeichnen war (102).

Auf ahnliche Art und Weise wurde kurzlich von Wang et al. das Verhalten von Gingiva-
Fibroblasten auf Implantatoberflachen aus Titan unter dem Einfluss von i-PRF und
PRP untersucht. Entsprechend der Ergebnisse von Miron et al. konnten sie unter i-
PRF Zusatz eine hohere Zellmigration und Typl Kollagen Synthese feststellen sowie
vermehrte Genexpression fur PDGF, TGF-B, Fibronektin und Kollagen Typl. Entge-
gen der Ergebnisse von Miron et al. lag dariiber hinaus eine héhere Proliferationsrate
und Zellzahl bei den i-PRF Proben im Vergleich zu den PRP Proben vor (103).
Dieselbe Arbeitsgruppe um Wang et al. verglich au3erdem das Verhalten humaner
Osteoblasten unter dem Einfluss von i-PRF und PRP. Hier konnte in vitro ebenfalls
eine exzellente Biokompatibilitdt ausgehend von der Viabilitdt nachgewiesen werden
sowie eine gesteigerte Zellmigration, Proliferation und osteogenetische Differenzie-
rung. Auch wenn die Ergebnisse unter Zusatz beider Thrombozytenkonzentrate im
Vergleich zur zusatzfreien Kontrollgruppe positiv ausfielen, konnte sich i-PRF gegen-
Uber PRP mit besseren Werten darstellen (104).

Die fur i-PRF und PRP teilweise sehr unterschiedlichen Ergebnisse machen erneut
deutlich, welchen Einfluss das Zentrifugationsprotokoll und verwendete Zusatze auf
die zellulare Zusammensetzung und biologische Aktivitat von Thrombozytenkonzent-
raten haben. Choukroun und Ghanaati, auf deren Forschungsergebnissen das neue

Protokoll zur Herstellung von A-PRF (und A-PRF+) zurlckzufiahren ist, analysierten
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auRerdem den Einfluss der Zetrifugationsgeschwindigkeit auf fliissiges PRF (8, 92).
Zur Herstellung wurde vendses Vollblut fir 8 Minuten in Plastikrohrchen bei unter-
schiedlichen Geschwindigkeiten (2400 rpm, 1200 rpm, 600 rpm) zentrifugiert. Dem-
nach entsprach kein Protokoll exakt dem zur Herstellung des offiziell und in dieser
Arbeit als i-PRF bezeichneten flissigen PRF. Dennoch konnten Choukroun und Gha-
naati den positiven Einfluss einer verringerten Drehzahl aufzeigen. Sowohl die im inji-
zierbaren PRF enthaltene Thrombozyten- als auch Leukozytenzahl nahmen mit ab-
nehmender Drehzahl deutlich zu. Ebenso verhielt es sich mit den nach 1 hund 24 h in
Zellmedium freigesetzten Konzentrationen an VEGF und TGF (3-1. Die nach einer
Stunde und 24 h fur VEGF gemessenen Konzentrationen lagen deutlich unter denen
von Miron et al. fur i-PRF (700 rpm, 3 min). Dies kann ein Hinweis darauf sein, dass
sich nicht nur die Reduktion der Drehzahl, sondern auch eine reduzierte Zentrifugati-
onsdauer positiv auf die Zusammensetzung von flussigem PRF auswirkt (92, 102,
105).

In einer anderen aktuellen Studie konnten Abd El Raouf et al. den positiven Effekt von
I-PRF auf Chondrozyten nachweisen und im Tiermodell eine verbesserte Regenera-
tion bei Knorpelschaden feststellen. Im Vergleich zu PRP und der Kontrollgruppe
(ohne Zusatz) reagierten mit i-PRF kultivierte Zellen mit einer wesentlich hdéheren
Proliferationsrate und gesteigerten Genexpression fur Kollagen und Aggrecan.
Ebenso zeigten tiefe Knorpelverletzungen in den Kniegelenken von Hasen nach vier
Wochen sowohl makroskopisch als auch histologisch eine deutlich schnellere und voll-
standigere Regeneration unter dem Einfluss von i-PRF (106).

Neben den vielversprechenden Ergebnissen im Labor und am Tier liegen aul3erdem
bereits erste klinische Fallberichte zu der Verwendung von i-PRF vor. In Kombination
mit A-PRF+ und Knochenersatzmaterial konnte ohne zusatzliche Separationsmemb-
ran ein vestibularer Knochendefekt aufgebaut werden, wodurch eine zweizeitige Im-
plantation in qualitativ hochwertigen Knochen ermdglicht wurde (107).

Des Weiteren wurden Ansatze beschrieben, bei denen es unter Verwendung eines
individuell 3D-geplanten Titannetzes gelang, einen grof3en kndchernen Tumordefekt
ohne Eigenknochen, sondern nur unter Verwendung xenogenen, mit A-PRF+ und i-
PRF versetzten Knochenersatzmaterials zu rekonstruieren (108). Ebenso erfolgreich
konnte nach vorheriger 3D-Planung ein grofR3er kndcherner Parodontaldefekt praope-
rativ an einem gedruckten Modell mit partikularem Knochenersatzmaterial aufgefullt
und zusammen mit i-PRF in Idealform gebracht und fixiert werden, um anschliel3end,

ahnlich eines Puzzleteils, in den Defekt eingefligt zu werden (109).
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Neben der Verwendung mit Knochenaufbauten lassen vorlaufige Erkenntnisse die
Vermutung zu, dass in den Kiefergelenksspalt injiziertes i-PRF zur Schmerzreduzie-
rung von temporomandibulérer Dysfunktion fihren kann (110). AuRerdem wird seine
Verwendung aufgrund seiner antibakteriellen und regenerativen Eigenschaften in der
Pardodontitistherapie diskutiert (111, 112).

Bei der Diskussion der erhobenen Daten muss darauf hingewiesen werden, dass zwar
alle Proben in Tripletts untersucht wurden, aus deren Werten jeweils der Mittelwert
berechnet wurde, der Versuch fiur jede Probe jedoch nur einmal erfolgte. Aufgrund
dieser geringen Datenlage erfolgt eine rein deskriptive Analyse der Werte ohne statis-
tisch signifikante Aussagekraft. Dennoch lassen sich Tendenzen zur Konzentration
von Wachstumsfaktoren in den untersuchten Proben ausmachen, die als wichtige

Grundlage fur weiterfihrende Forschung in diesem Gebiet dienen.

5.2 Freigesetzte Wachstumsfaktoren durch A-PRF+ Membranen nach 24
h,48 h, 72 h

5.2.1 2 ml Versuch

Zur Messung der uber einen Zeitraum von 72 h durch A-PRF+ Membranen freigesetz-
ten Wachstumsfaktoren wurden zwei unterschiedliche Versuchsmodelle durchgefuhrt.
Beim 2 ml Versuch wurden die Membranen bei 37 °C in 2 ml Nahrmedium inkubiert,
welches zum Nachweis der Faktoren nach 24 h, 48 h und 72 h abpipettiert und mit 2
ml frischem Medium ersetzt wurde. Dieses Modell entspricht dem Ublicherweise bei
PRF Membranen verwendeten Versuchsaufbau zur Messung freigesetzter Faktoren
und ermdglicht einen guten Vergleich der erhobenen Messwerte, da die Bedingungen
innerhalb des Versuchs mit Ausnahme der voranschreitenden Zeit gleichbleiben. Er-
wahnenswert ist hierbei, dass in verschiedenen Publikationen u. a. unterschiedliche
Volumina an Nahrmedium verwendet werden und sich die Zeitpunkte der Medien-
wechsel unterscheiden (90, 91, 94, 95, 113-116). Dieser Einfluss wird in Kapitel 5.4
diskutiert.

Trotz des erneut veradnderten Zentrifugationsprotokolls mit Reduktion der Drehzahl
und Zentrifugationsdauer gelang es, entgegen der Aussage mancher Autoren, A-
PRF+ Membranen herzustellen, die auch noch nach 72h Inkubation in Zellmedium

unverandert stabil erschienen und sich nicht auflésten (117).
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Von allen drei untersuchten Wachstumsfaktoren konnte mit deutlichem Abstand bei
allen Probanden am meisten PDGF-BB nachgewiesen werden. Imponiert hat hierbei
die konstant freigesetzte Menge Uber den Messzeitraum. Der bei einem Probanden
atypische extreme Anstieg an gemessenem PDGF-BB nach 24 h ist vermutlich Ursa-
che eines Messfehlers oder einer Verunreinigung der Probe.

Da Thrombozyten als Hauptquelle fir PDGF dienen, wurde vermutlich der Grof3teil
des Faktors bereits nach Aktivierung der Blutblattchen sezerniert. Im weiteren Verlauf
diente das Fibrinnetz als Reservoir, aus dem PDGF-BB uber den Messzeitraum lang-
sam in das Zellmedium abgegeben wurde. Die gleichmafige Freisetzung von PDGF-
BB ist mit dessen hoher Affinitat an Fibrin zu binden zu erklaren (118). Dass fur die
kontinuierliche PDGF-BB Freisetzung vor allem die schutzende Fibrinmatrix verant-
wortlich ist, l&sst die ahnlich konstante Freisetzung beim 6 ml Versuch vermuten, da
die sich dort &ndernden Bedingungen wie abnehmendes Volumen und ,alterndes” Me-
dium keine Auswirkung zeigten (s. u.).

Neben seiner chemotaktischen Wirkung auf Fibroblasten und Steigerung der Kol-
lagenproduktion stimuliert PDGF-BB aul3erdem Makrophagen stark dazu, VEGF und
TGF-3 (zu dem auch GDF-15 z&hlt) zu synthetisieren und auszuschuitten (90, 119).
Diese Eigenschaft kann fir die im Folgenden beschriebenen Verlaufe mit nachtragli-

cher Konzentrationszunahme verantwortlich sein.

Der Groliteil (76 %) des nachgewiesenen VEGF wurde bereits wahrend der ersten 24
h in das Medium abgegeben, wohingegen bereits nach 48 h einheitlich kaum noch
VEGEF freigesetzt wurde. Eine vergleichbar starke Depotwirkung wie bei PDGF-BB war
demnach fur VEGF bei dieser Versuchsdurchfiihrung nicht zu erkennen. Diese schwé-
chere Fixierung von VEGF im A-PRF+ und schnellere Abgabe deckt sich mit den unter
4.1 beschriebenen Ergebnissen, wobei in dem aus A-PRF+ Koageln herausgepress-
ten Exsudat mehr VEGF und weniger PDGF-BB im Vergleich zu Blutserum gemessen
wurde. Trotz der in dieser Arbeit gemessenen schnellen Freisetzung wahrend der ers-
ten Stunden hat wahrscheinlich auch eine initial hohe VEGF Konzentration tber die
Erhdhung der GefalRpermeabilitat und Stimulation der Zellmigration und Proliferation
von Endothelzellen und Makrophagen einen positiven Effekt auf die Angiogenese und
Wundregeneration (44, 120).

Zu ahnlichen Ergebnissen (wahrend der ersten 72h) kamen auch El Bagdadi et al. und
Fujioka-Kobayashi et al., die ebenfalls die Freisetzung von Wachstumsfaktoren durch
das neue A-PRF+ untersuchten und mit der durch A-PRF und S-PRF verglichen. Auch
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wenn sie in ihren Versuchen die Mediumuberstande bereits zu friheren Zeitpunkten
wechselten, wurden auch bei ihren Versuchen in den ersten 24 h insgesamt mehr
VEGEF freigesetzt als in den folgenden zwei Tagen. Beim Vergleich mit deren Werten
muss jedoch beachtet werden, dass das PRF nicht in 2 ml, sondern in 5 ml inkubiert
wurde und El Bagdadi et al. ein anderes Nahrmedium (RPMI 1640, Gibco Thermo
Fischer Scientific) verwendeten. Daruber hinaus erfolgten bei ihnen die ersten Mes-
sungen und damit der Austausch des Kulturmediums bereits vor 24 h (El Bagdadi et
al.: 6 h, 24 h; Fujioka-Kobayashi et al.: 15 min, 1 h, 8 h, 24 h). Es fallt auf, dass die
absoluten Mengen an freigesetztem VEGF zu jedem Zeitpunkt deutlich Gber den in
dieser Arbeit gemessenen Werten lagen. Dies ist vermutlich darauf zuriickzufthren,
dass im Gegensatz zu den hier beschriebenen Versuchen keine Membranen, sondern
ungepresste PRF-Koagel inkubiert wurden (91, 113). Fir trocken gepresste S-PRF
Membranen wurde diese geringe Faktorenfreisetzung im Vergleich zu S-PRF Koageln
bereits beschrieben (121). Von Interesse ware demnach ein direkter Vergleich von
purem A-PRF+ und A-PRF+ Membranen bezuglich ihres biologischen Verhaltens in
Abhangigkeit der mechanischen und strukturellen Veranderung durch das Pressen.
Sehr interessant ist dartber hinaus das Ergebnis von El Bagdadi et al., die PRF noch
fur weitere Tage inkubierten und zwischen dem dritten und siebten Tag bei allen PRF
Derivaten eine erneute Zunahme der VEGF Sekretion feststellten, die bei A-PRF+ mit
Abstand am deutlichsten ausfiel (113). Dieses Phanomen der gesteigerten VEGF Sek-
retion nach 72 h wurde bereits in &lteren Arbeiten fir S-PRF (dort als L-PRF bezeich-
net) beschrieben und auf den Einschluss vitaler Leukozyten zurtickgefuhrt. Da die frei-
gesetzte Menge an VEGF hierbei jedoch unter der von normalen Vollblutkoageln lag,
wurde vermutet, dass bei der Zentrifugation Leukozyten ,verloren“ gingen (116). Die
Arbeitsgruppe um El Bagdadi et al. konnte im direkten Vergleich die Uberlegenheit von
A-PRF+ gegeniber S-PRF diesbezuiglich eindrucksvoll herausstellen, was sie wiede-
rum auf die gunstigere Fibrinstruktur und erhéhte Leukozytenzahl als Folge des ver-
anderten Protokolls zurtckfihrten (113).

In Anbetracht dessen, dass A-PRF+ im Vergleich zu S-PRF hthere Mengen an neutro-
philen Granulozyten enthalt, sind diese Ergebnisse nicht erstaunlich, da vor allem
neutrophile Granulozyten viel VEGF produzieren und Schliisselzellen bei der Angio-
genese sind (94, 122, 123). Es ist daher anzunehmen, dass auch in der hier beschrie-
benen Versuchsreihe bei langerer Versuchsdauer ein erneuter Anstieg der VEGF Kon-

zentration messbar gewesen ware, zumal Leukozyten auch wéahrend der Wundheilung
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ihre Hauptaktivitat erst zeitversetzt zwischen dem dritten und siebten Tag haben (44,
121).

In diesem Zusammenhang ist auch der in dieser Arbeit gemessene und erstmals fir
PRF beschriebene Verlauf der GDF-15 Freisetzung von Interesse. Ebenso wie bei
VEGF und PDGF-BB wurde auch von diesem Faktor in den ersten 24 h die grolite
Menge in das Medium abgegeben. Es viel auf, dass im weiteren Verlauf zwar die se-
zernierte Menge in den folgenden 24 h abnahm, bei finf der acht Probanden jedoch
zwischen dem zweiten und dritten Tag eine erneute Zunahme der GDF-15 Konzent-
ration messbar war. Diese nachtragliche Zunahme kann auf die Aktivitat eingeschlos-
sener vitaler Makrophagen zuriickgefiihrt werden, die im Blut als Hauptquelle fir GDF-
15 bekannt sind (48, 52). Somit kann dieser Faktor als Indikator fir die Konzentration
und Aktivitat von Makrophagen dienen und moglicherweise in folgenden Arbeiten zur
Unterscheidung und Bewertung unterschiedlicher PRF-Derivate neben den ublicher-

weise nachgewiesenen Wachstumsfaktoren hinzugezogen werden.

Bereits in mehreren unabhangigen Arbeiten wurden Uber einen Zeitraum von zehn
Tagen einheitlich gré3ere Gesamtmengen an freigesetzten Wachstumsfaktoren durch
A-PRF und A-PRF+ im Vergleich zum urspringlichen S-PRF nachgewiesen. Auch
wenn sich die Arbeiten in Bezug auf diese Kernaussage gleichen, unterschieden sie
sich dennoch teilweise im Verlauf der einzelnen Graphen und nachgewiesenen Kon-
zentrationen (91, 113, 115). Wie bereits angemerkt, kann dies auf den Einfluss unter-
schiedlicher Versuchsbedingungen zurickgefihrt werden:

- Art der Kultivierungsbedingungen: Medium, Volumen, Inkubator

- Art des PRF (Herstellungsprotokoll, verwendete Rohrchen, verwendete Zentrifuge)
- Koagel oder Membran (mit Gaze oder PRF-Box gepresst)

- Zeitpunkte der Messungen und Wechsel der Mediumuberstande.

5.2.2 6 ml Versuch

Angesichts der Tatsache, dass es sich bei Blut und Gewebe um dynamische Systeme
handelt, bei denen Metabolite und Stoffwechselprodukte abtransportiert werden und
stets neue Zellnahrung zur Verfigung steht, bietet der 2 ml Versuch den im A-PRF+
enthaltenen Zellen &hnlich ideale bzw. idealisierte Bedingungen. Je nach Dauer der
Inkubation fallt dabei der Einfluss der neu gebildeten, méglicherweise hemmenden o-

der forderlichen Mediatoren und Stoffe kaum ins Gewicht. Zur Einbeziehung dieser
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Einflusse wurden die Membranen im 6 ml Versuch in 6 ml Nahrmedium inkubiert, wo-
von nach 24 h, 48 h und 72 h jeweils 2 ml abpipettiert wurden, ohne dass dieses feh-
lende Volumen durch neues Medium ersetzt wurde.

Bei der Auswertung dieser Versuchsreihe fiel jedoch auf, dass sie zur Analyse einer
kontinuierlichen Faktorenfreisetzung weniger geeignet ist. Stark limitiert ist die Aus-
sage dieser Versuchsreihe dadurch, dass sich von Tag zu Tag und Messung zu Mes-
sung mehrere Bedingungen gleichzeitig &ndern. So nimmt neben der voranschreiten-
den Zeit und der damit einhergehenden Alterung der Membranen und des Mediums
aulRerdem die Gesamtmenge des Mediums, in dem die Membranen inkubiert sind, ab.
Die pro Milliliter gemessenen Konzentrationsveranderungen (nach 24 h: Konzentration
auf einem Gesamtvolumen von 6 ml, nach 48 h: Konzentration auf einem Gesamtvo-
lumen von 4 ml, nach 72h: Konzentration auf einem Gesamtvolumen von 2 ml) sind
deshalb kaum vergleichbar und kénnen daher nur Tendenzen angeben. Nichtsdestot-
rotz kdnnen im Vergleich zum 2 ml Versuch interessante Schliisse gezogen werden.
So kann zum einen die absolut freigesetzte Menge der untersuchten Faktoren in Ab-
hangigkeit der Mediummenge (2 ml oder 6 ml) nach den ersten 24 h verglichen wer-
den. Zum anderen kann die in 2 ml freigesetzte Menge zwischen 48 h und 72 h in
Abhangigkeit zur Frische des Mediums analysiert werden und Anstol3e fur weitere Ver-

suche geben.

Im Verlauf von 72 h ist fur PDGF-BB trotz abnehmender Volumina eine &hnlich kon-
stante Konzentrationszunahme im Medium mit annahernd gleichen Mengen pro Milli-
liter wie beim 2 ml Versuch messbar gewesen. Dies ist insofern erstaunlich, da die
Membranen zu Beginn in der dreifachen Menge Kulturmedium inkubiert waren und
somit insgesamt eine deutlich gréRere absolute Menge des Faktors abgegeben wurde
(absolute Menge nach 24 h: 2 ml Versuch: M = 3026,9 pg; 6 ml Versuch: M = 6416,64
pg). Diese an das Umgebungsvolumen angepasste Freisetzung ist erneut ein Hinweis
dafir, dass nach PRF Herstellung bereits ein Grof3teil des Faktors im Fibrinnetz fixiert
vorliegt und bedarfsgerecht sezerniert wird. Bestatigt wird dies durch die zwischen 48
h und 72 h ins verbliebe Restmedium (2 ml) freigesetzte Menge an PDGF-BB. Trotz
des alteren und mit Metaboliten und Zytokinen angereicherten Mediums konnten beim
6 ml Versuch (M = 2468,84 pg) vergleichbare Mengen wie beim 2 ml Versuch (M =
3652,8 pg) mit frischem Medium nachgewiesen werden. Die trotz abnehmender Medi-

umsqualitat gleichbleibende Faktorenfreisetzung kann als Hinweis fur die schitzende
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Wirkung der PRF Membran fir manche eingeschlossene Wachstumsfaktoren vor pro-
teolytischem Abbau dienen (124).

Wie beim 2 ml Versuch wurde auch beim 6 ml Versuch in den ersten 24 h die grofite
Menge VEGF in das Medium abgegeben. Vergleicht man dabei die absoluten Mengen
miteinander, féallt Gberraschend auf, dass in das geringere Mediumvolumen des 2 ml
Versuchs deutlich mehr VEGF (M = 520,74 pg) im Vergleich zum 6 ml Versuch (M =
339,3 pg) freigesetzt wurde und somit das Freisetzungsverhalten der Membranen dem
auRReren Einfluss der Mediummenge unterlag. Méglicherweise lagen in den ersten 24
h beim 2 ml Versuch, induziert durch die geringere Mediummenge, schlechtere Bedin-
gungen vor. Dies konnte die im PRF enthaltenen Zellen zu einer vermehrten VEGF
Freisetzung induziert haben, zumal beispielsweise Hypoxie als auslosender Reiz fir
die VEGF Freisetzung durch Thrombozyten und Makrophagen bekannt ist (44).

Beim 2 ml Versuch wurde festgestellt, dass nach zwei Tagen kaum noch VEGF sezer-
niert wird. Erstaunlicherweise konnte beim 6 ml Versuch in den verbliebenen 2 ml Me-
dium zwischen 48 h und 72 h jedoch keine gleichbleibende, sondern eine deutlich ab-
nehmende VEGF Konzentration gemessen werden. Der Faktor wurde folglich abge-
baut oder so strukturell verandert, dass er nicht mehr mittels des ELISA detektiert
wurde. Es ist bekannt, dass die Lebensdauer von Wachstumsfaktoren zwischen weni-
gen Stunden und wenigen Tagen schwankt, bis sie proteolytisch abgebaut werden
(121). VEGF scheint im Gegensatz zu PDGF-BB wesentlich instabiler zu sein und bei
zunehmendem Alter oder abnehmender Mediumqualitat zu degenerieren. Diese Er-
kenntnis verdeutlicht den Einfluss unterschiedlicher Inkubationszeiten auf die gemes-
senen Faktorenmengen. Gerade bei Messungen der VEGF Freisetzung Giber mehrere
Tage wie beispielsweise bei den Arbeiten von El Bagdadi et al. und Fujioka-Kobayashi
et al. sollte demnach trotzdem ein engmaschiger Austausch der Mediumuberstande

erfolgen.

Der Verlauf der GDF-15 Freisetzung im 6 ml Versuch gleicht dem des 2 ml Versuchs.
In den ersten 24 h wurde mit Abstand die groRte Menge des Faktors freigesetzt, wobei
sich die absoluten Mengen unabhéngig vom unterschiedlichen Mediumvolumen anna-
hernd glichen. So wurde beim 6 ml Versuch in den ersten 24 h in die 6 ml Medium mit
M = 84,61 pg insgesamt nur unwesentlich mehr GDF-15 abgegeben, verglichen mit
den im 2 ml Medium des 2 ml Versuch nachgewiesenen M = 73,3 pg. Auch in dieser

Versuchsreihe hat die Menge an freigesetztem GDF-15 in den folgenden Stunden

70



zwar abgenommen, jedoch konnte auch hier eine erneut deutlich ansteigende Freiset-
zung nach 48 h festgestellt werden. Wie bereits erwahnt, ist die nach zwei Tagen zu-
nehmende Faktorenmenge wahrscheinlich auf die in der Membran lebenden Leuko-
zyten zurtckzufihren, die zusatzliches GDF-15 bilden. Das wahrend der Versuchs-
durchfiihrung alternde Kulturmedium und die dadurch veranderten Bedingungen ha-
ben dabei vermutlich einen negativen Einfluss auf die Viabilitat und Aktivitat der Leu-
kozyten. Dies fuhrt dazu, dass beim 6 ml Versuch trotz initial gré3erer Faktorenmenge
nach 72 h insgesamt weniger GDF-15 (M = 113,03 pg) durch die inkubierten Membra-
nen freigesetzt wurde als beim 2 ml Versuch (M = 130,26 pg).

Auch wenn die Messung freigesetzter Wachstumsfaktoren und Zytokine zur Grundla-
genforschung bereits seit Jahren in zahlreichen Publikationen zur Untersuchung un-
terschiedlicher Thrombozytenkonzentrate herangezogen wird, kann dadurch nur ein
minimaler Effekt des biologischen Potentials solcher Konzentrate bewertet werden.
Des Weiteren unterliegen solche Untersuchungen meist der Pramisse, dass die Effizi-
enz eines Thrombozytenkonzentrats fur die Wundheilung mit mdglichst hohen Fakto-
renkonzentrationen tber eine mdglichst lange Zeit einhergeht (90, 94, 95, 115, 116).
Die Tatsache, dass es sich bei A-PRF+ um lebendes Gewebe handelt, das, wie in
dieser Arbeit beschrieben, mit veranderten Eigenschaften auf veranderte aul3ere Ein-
flisse reagiert, verdeutlicht die Notwendigkeit erweiterter komplexerer Untersuchun-
gen. Vor allem die Wirkung von A-PRF+ auf andere Zellen gilt es im Rahmen von in
vivo Versuchen sowie in klinischen Studien weiter zu untersuchen.

Wenngleich das nach dem urspriinglichen Protokoll hergestellte S-PRF bereits in zahl-
reichen Studien analysiert und dessen Wirksamkeit in aktuellen Reviews zusammen-
gefasst wurde, liegen fir das neue A-PRF und A-PRF+ bisher nur wenige Publikatio-
nen vor.

Wie in Kapitel 5.1 beschrieben, wurde A-PRF jedoch bereits erfolgreich in Kombination
mit i-PRF zum Aufbau von Knochendefekten verwendet (107, 108).

Clark et al. verglichen die Knochenqualitdt und den Knochenabbau nach Zahnextrak-
tion und Socket preservation mit A-PRF+, APRF+ in Kombination mit allogenem Er-
satzmaterial (FDBA), bei alleiniger Verwendung des FDBA und einem normalen Blut-
koagel. Dabei erzeugte A-PRF+ signifikant mehr lebenden Knochen bei &hnlich gerin-
gem Knochenabbau wie FDBA allein. Der Mix aus A-PRF+ und FDBA zeigte die
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stabilste, sogar leicht zunehmende Knochenhdhe mit ebenfalls vitalem Knochen, wo-
hingegen bei normalen Blutkoageln der grof3te Knochenabbau zu verzeichnen war
(125).

Kubesch et al. untersuchten in einer Tierstudie die Veranderung von subkutan bei
Mausen implantiertem humanen S-PRF (,PRF-high®) und A-PRF (,PRF-medium®). Die
weitmaschige Fibrinstruktur des A-PRF zeigte nach funf und nach zehn Tagen eine
deutlich hohere Zelldichte, tiefere Zellinvasion und ausgepragtere sowie dichtere Va-
skularisation ausgehend von dem angrenzenden Bindegewebe der Tiere. Des Weite-
ren zeigte sich beim A-PRF (iber den Zeitraum von zehn Tagen eine hohere Uberle-
bensrate der eingeschlossenen humanen Zellen, was als Hinweis auf einen protekii-
ven Effekt des pordsen Fibrins gewertet wurde. Im Vergleich dazu wirkte das stabilere,
engmaschige S-PRF &hnlich einer Separationsmembran bei der ,guided tissue rege-
neration“ und erschwerte das Eindringen von angrenzenden Zellen. Hierdurch stellte
die Arbeitsgruppe die Mdéglichkeit heraus, durch unterschiedliche Herstellungsproto-
kolle andere PRF Derivate mit indikationsspezifischen Eigenschaften herstellen zu
kénnen (10).

Die Applikation von PRF nach der operativen Entfernung von Weisheitszahnen im Un-
terkiefer wurde bereits mehrfach untersucht und weitestgehend einheitlich positiv mit
reduzierten postoperativen Schwellungen, Schmerzen und Entztiindungen beschrie-
ben (126, 127). In einer aktuellen klinischen Vergleichsstudie (split-mouth design) zwi-
schen A-PRF und S-PRF (da als L-PRF bezeichnet) fuhrte die Verwendung von A-
PRF zu reduzierten postoperativen Schmerzen mit geringerer Einnahme von
Schmerzmitteln. In Bezug auf postoperatische Schmerzen und Beeintrachtigung der
Mundoffnung (Kieferklemme) war jedoch kein deutlicher Unterschied auszumachen
(128).

Trotz dieser ersten vielversprechenden Versuchsergebnisse fur A-PRF+ und i-PRF
besteht nach wie vor Bedarf in der Untersuchung verschiedener, mit unterschiedlichen
Methoden hergestellten PRF-Derivate. Als vitale Konstrukte unterscheiden sie sich
nicht nur in ihrem molekularen Aufbau und in ihrer zellularen Zusammensetzung, son-
dern, wie in der vorliegenden Arbeit beschrieben, auch in ihrem biologischen Verhalten
in Abhangigkeit von &uf3eren Einflissen. Somit scheint es sinnvoller, indikationsspezi-
fisch das geeignete Herstellungsprotokoll und die entsprechende Weiterverarbeitung

des PRFs zu wahlen, als eine allgemeingtiltige Form fir jeden klinischen Einsatz zu
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propagieren. Weiterfihrende Forschung auf dem Gebiet ist demnach von grof3em In-

teresse fur die ideale Verwendung verschiedener PRFs im klinischen Alltag.

6. Zusammenfassung

Der Einsatz von Thrombozytenkonzentraten bei dentoalveoldren und implantologi-
schen Eingriffen erlebt aktuell eine Renaissance und wird bezlglich ihrer klinischen
Wirksamkeit kontrovers diskutiert. Daher war es Ziel dieser Arbeit, erstmalig den
Wachstumsfaktorenrelease von i-PRF und A-PRF+ Exsudat im Vergleich zum Blutse-
rum zu untersuchen. Zudem wurde der Wachstumsfaktorenrelease durch A-PRF+
Membranen Uber den Zeitraum von drei Tagen in unterschiedlichen Zellmedium-Volu-
mina analysiert.

Hierfur erfolgte die Bestimmung der Wachstumsfaktoren PDGF-BB, VEGF und GDF-
15 im i-PRF Medium, im A-PRF+ Exsudat, im Blutserum und im Kulturmedium von A-
PRF+ Membranen mittels ELISA.

Weder in i-PRF (PDGF-BB: M £ SD = 804,77 £ 847,14 pg/ml; VEGF: M + SD = 60,79
+ 84,87 pg/ml; GDF-15: M + SD = 108,59 + 19,04 pg/ml) noch in A-PRF+ Exsudat
(PDGF-BB: M = SD = 4647,22 + 1905,27 pg/ml; VEGF: M = SD = 113,64 + 58,59
pg/ml; GDF-15: M £ SD = 106,81 + 19,64 pg/ml) konnten im Vergleich zu normalem
Blutserum (PDGF-BB: M £+ SD = 8475,56 + 1997,70 pg/ml; VEGF: M £ SD = 90,80 +
63,03 pg/ml; GDF-15: M + SD = 92,77 + 13,95 pg/ml) deutlich hohere Wachstumsfak-
torenkonzentrationen gemessen werden. Bei der Untersuchung inkubierter A-PRF+
Membranen zeigte sich, dass das Fibrinnetz von A-PRF+ fir PDGF-BB vermutlich als
eine Art protektives Reservoir diente und der Faktor in gleichmaRiger Konzentration,
angepasst an das Umgebungsvolumen, freigesetzt wurde (2 ml Versuch: 24 h: M + SD
= 1513,45 + 561,24 pg/ml; 48 h: M + SD = 2401,41 + 2279,12 pg/ml; 72 h: M + SD =
1826,40 + 1417,59 pg/ml). Eine vergleichbare schiitzende Depotwirkung und anhal-
tende Freisetzung konnte fur VEGF nicht festgestellt werden (2 ml Versuch: 24 h: M +
SD = 260,37 + 106,45 pg/ml; 48 h: M £ SD = 73,24 + 45,90 pg/ml; 72 h: M + SD = 8,27
* 6,14 pg/ml). Der in Verbindung mit Thrombozytenkonzentraten bisher unbeschrie-
bene Faktor GDF-15 konnte bei allen Probanden nachgewiesen werden. Seine nach-
tragliche Freisetzung zwischen dem zweiten und dem dritten Tag wurde auf die Akti-
vitat eingeschlossener Makrophagen zuriickgefihrt (2 ml Versuch: 24 h: M + SD =

36,65 + 8,04 pg/ml; 48 h: M = SD = 13,62 + 3,66 pg/ml; 72 h: M + SD = 14,85 + 7,29
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pg/ml). In zuklnftigen Arbeiten kann GDF-15 somit méglicherweise als Indikator zur
Beurteilung der Makrophagenaktivitat in PRF hinzugezogen werden.

Im Rahmen dieser Arbeit zeigten sich A-PRF+ und i-PRF als einfach herzustellende,
gut handzuhabende autologe Produkte mit glinstigen Materialeigenschaften. Zudem
konnte die Freisetzung von Wachstumsfaktoren tber den Zeitraum von drei Tagen
durch stabile A-PRF+ Membranen nachgewiesen werden. Da es sich bei allen PRF-
Derivaten jedoch um hoch komplexe Gewebe handelt, deren biologisches Verhalten
durch zahlreiche Faktoren innerhalb als auch auf3erhalb des Fibrinnetztes beeinflusst

wird, sind weiterfihrende Untersuchungen von grof3tem Interesse.
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