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Zusammenfassung

Heutzutage wird pléttchenreiches Plasma (PRP) in der regenerativen Medizin immer haufiger
zur Unterstilitzung der korpereigenen Heilungsprozesse angewandt. So konnte anhand einer gut
dokumentierten Fallserie belegt werden, dass PRP in Kombination mit Polyglykolsaure-
Hyaluronsdure (PGA-HA)-Implantaten und der Mikrofrakturierung bei Patienten mit einem
fokalen chondralen Defekt zu einer signifikanten Verbesserung der Konstitution und zu einer
Bildung von hyalinem Ersatzgewebe im Defekt flihrte. Jedoch ist der biologische Effekt von
PRP auf die Migration und Knorpelregenration von mesenchymal Stamm- und Vorlauferzellen,
wie sie bei der Mikrofrakturierung stimuliert werden, unklar. Daher sollte geklart werden,
welchen Einfluss humanes PRP sowohl auf die Migration als auch auf die Chondrogenese von
humanen mesenchymalen Vorlauferzellen (CSP, cortico-spongious progenitor cells) in
Hochdichte-Pelletkulturen hat. Um néher an der klinischen Anwendung zu sein, wird zusétzlich
die Wirkungsweise von PRP auf CSP-Zellen in PGA-HA-Implantaten untersucht. Aullerdem
wurden zur Bestimmung der Zusammensetzung mdoglicher enthaltender chondrogener
Wachstumsfaktoren im PRP membranbasierte Antikorpertests durchgefiihrt und ausgewahlte
Wachstumsfaktoren mittels enzymgekoppeltem Immunadsorptionstest (ELISA) quantifiziert.

Es konnte gezeigt werden, dass ein Gehalt an 0,1 % bis 100 % PRP die Zahl an migrierten Zellen
gegenuber der Negativkontrolle signifikant (p <0,05) erhoht. Dabei zeigte sich die hdchste
Anzahl an migrierten Zellen bei einem PRP Gehalt von 5 %. Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass PRP die chondrogene Differenzierung von CSP-Zellen in Hochdichte-Pelletkulturen und
CSP-Zellen in PGA-HA-Implantaten sowohl auf Genexpressions- als auch auf Proteinebene
stimuliert. In den Pellet- und Implantatenkulturen induzierte 5 % PRP signifikant (p <0,05) die
Expression der typischen chondrogenen Markergene Kollagen Typ Il, COMP (Cartilage
Oligomeric Matrix Protein) und Aggrekan. Auch die Bildung von Proteoglykan- und Kollagen
Typ ll-reicher Matrix war in Pelletkulturen und PGA-HA-Implantaten zu beobachten. Die
Quantifizierung der ausgewéhlten Wachstumsfaktoren mittels ELISA in PRP ergab eine
durchschnittliche Konzentration von 0,31 ng/ml fir BMP-2 (Bone Morphogenetic Protein-2),
0,50 ng/ml fur CTGF (Connective Tissue Growth Factor), 0,76 ng/ml fir FGF-2 (Fibroblast
Growth Factor-2) und 0,59 ng/ml TGF-B3 (Transforming Growth Factor-p3).

Zusammenfassend ist zu sagen, dass PRP sowohl die Migration von CSP-Zellen als auch die
Chondrogenese von CSP-Zellen sowohl in Hochdichte-Pelletkulturen als auch in PGA-HA-
Implantaten stimuliert. Somit kénnte PRP ein wirkungsvolles Mittel fur die lokale Applikation
von chondrogenen Wachstumsfaktoren sein, welche dann im Defekt die Knorpelheilung durch

Stimulation der Zellmigration und -differenzierung unterstutzt.
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Abstract

Today, platelet-rich plasma (PRP) is more and more common in regenerative medicine to
support the natural healing process. In a recent case series, 52 patients with focal chondral
defects received polyglycolic acid-hyaluronan (PGA-HA) scaffolds augmented with PRP after
microfracture. This procedure resulted in a significant improvement of the patients' situation and
in the formation of hyaline-like cartilage. However, information about the underlining biological
mechanism and about cell migration and cartilage regeneration of mesenchymal stem and
progenitor cells are unclear. Therefore, the influence of human PRP on cell migration and
chondrogenic differentiation of human subchondral progenitors (CSP, cortico-spongious
progenitor cells) in high-density pellet cultures has to be evaluated. In order to be closer to the
clinical application the influence of PRP on CSP-cells seeded in PGA-HA scaffolds was
determined. For identification of possible chondrogenic growth factor composition Protein
Antibody Membrane Arrays were performed. Selected growth factors involved in chondrogenic
differentiation were quantified by Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA).

It was shown that a PRP content about 0.1 % up to 100 % increased the number of migrated cells
significantly (p <0.05) compared to the negative control. The highest number of migrated cells
was observed at 5% PRP. Human subchondral progenitors cultivated in high-density pellet
cultures or in PGA-HA scaffolds in presence of 5% PRP showed chondrogenic induction on
gene expression and protein level. Gene expression analysis of typical chondrocyte marker genes
collagen type II, cartilage oligomeric matrix protein (COMP) and aggrecan demonstrated that
these genes were significantly (p <0.05) increased in high-density pellet cultures and CSP-cell
seeded PGA-HA implants. Also the formation of proteoglycan and collagen type Il rich matrix
was observed in high-density pellet cultures as well as CSP-cell seeded PGA-HA scaffolds.
Quantification of selected chondrogenic growth factors in PRP by ELISA showed an average
concentration of 0.31 ng/ml bone morphogenetic protein-2 (BMP-2), 0.50 ng/ml connective
tissue growth factor (CTGF), 0.76 ng/ml fibroblast growth factor-2 (FGF-2), and 0.59 ng/mi
transforming growth factor-p3 (TGF-$3).

In conclusion, PRP stimulating the migration and chondrogenic differentiation of CSP-cells in
high-density pellet cultures as well as in PGA-HA scaffolds. Therefore, it seemed that PRP is a
powerful tool for the local application of chondrogenic growth factors to the site of injury and

may support cartilage repair by stimulating cell migration and differentiation.
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Einleitung

Knorpelschaden und die sich daraus ergebenen Folgeerkrankungen des Kniegelenkes gehdren zu
den weitverbreitetsten Erkrankungen weltweit. Neben degenerativen Gelenkerkrankungen sind
traumatische Verletzungen des Knorpels, durch Sport oder alltdgliche korperliche Belastung, die
am haufigsten auftretenden Knorpelschaden, welche primar eine Reduktion der Lebensqualitét
durch zunehmende funktionelle Beeintrachtigung der Bewegungsfreiheit zur Folge haben und
durch starke Schmerzen gekennzeichnet sind [1]. Neben den konservativen Therapien bieten
neue Technologien auf dem  Gebiet der regenerativen Medizin  alternative
Behandlungsmethoden, die bessere medizinische Erfolge erzielen koénnten als bisher. Ein
Therapieansatz besteht darin, durch Rekrutierung mesenchymaler Stamm- und Vorlduferzellen
zum Gelenkdefekt und anschlieBender Differenzierung der Zellen eine Reparatur des
Knorpelschadens mit qualitativ hochwertigem Knorpelersatzgewebe zu erreichen.

Einen Ansatz hierfur bietet die Mikrofakturierung [2]. Bei dieser Technik werden kleine Locher
in den subchondralen Knochen gebohrt, durch die es zur Einblutung kommt. Dabei entsteht ein
Blutgerinnsel, welches den Defektort verschlieBt und fibroses Reparaturgewebe ausbildet.
Jedoch zeigen vorliegende klinische Ergebnisse, dass es unvorhersehbar ist, welche Qualitat das
entstehende Reparaturgewebe hat [3]. Zur Verbesserung dieser Technik eignen sich zellfreie
3D-Trégermaterialien, die direkt nach der Mikrofrakturierung zur Defektabdeckung eingebracht
werden. Diese Technik erlaubt Stamm- bzw. Vorlauferzellen in den Defektort migrieren zu
lassen und diese zur Ausbildung von neuem Knorpelgewebe anzuregen. Eines dieser zellfreien
Tragermaterialien ist aus resorbierbarer Polyglykolsadure-Hyaluronsédure (PGA-HA) gefertigt und
wird in Kombination mit autologem Serum verwendet. Diese PGA-HA-Implantate besitzen eine
zugfeste textile Struktur mit einem Einzelfaserdurchmesser von etwa 17 um [4], die Uber einen
Zeitraum von etwa 5 Wochen (invivo) resorbiert [5]. Die Hyaluronsdure, welche ein
Molekulargewicht von ungefdhr 1,2 x 10° Da besitzt, wird mittels Gefriertrocknung in das
PGA-Implantat integriert. Im Groftiermodell wurde bereits gezeigt, dass die Implantation dieses
zellfreien Trégermaterials in Kombination mit autologem Serum im Anschluss an die
Mikrofrakturierung Vorlauferzellen einwandern l&sst und sich ein hyalines, knorpeldhnliches
Ersatzgewebe ausbildet. Dies wurde 6 Monate nach Implantation durch histologische
Untersuchungen bestatigt. Hierbei zeigte sich, dass im Gegensatz zur Kontrollgruppe, die nur
eine Mikrofrakturierung erhielt, ein hochwertigeres knorpelédhnliches Ersatzgewebe ausgebildet
wurde [6]. Diese Methode kommt bereits auch in der Klinik zum Einsatz, dabei zeigen die ersten
klinischen Daten nach ein bis zwei Jahren gute Resultate bei der Defektfillung und der
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Ausbildung von Knorpelersatzgewebe [7]. Die bei der Mikrofrakturierung stimulierten Zellen
sind mesenchymale Vorl&uferzellen, die ihren Ursprung im subchondralen Knochen haben. Als
in vitro Zellmodell dienen hierzu mesenchymale Vorléuferzellen die aus dem Kortikalem
Spongiosa des Femurkopfes gewonnen werden (CSP, cortico-spongious progenitor cells). Diese
CSP-Zellen besitzen ein hohes Proliferationspotential und haben die Fahigkeit zu Knochen-,
Knorpel- und Fettzellen zu differenzieren. AuBerdem zeigen CSP-Zellen die typischen, von
mesenchymalen Stammzellen bekannten, Oberflachenantigene CD73, CD90, CD105 und CD166
[8]. Die Migration und Rekrutierung der Vorlauferzellen bei der Mikrofrakturierung kann durch
Chemokine und Wachstumsfaktoren, welche in verschiedenen Konzentrationen im humanen
Serum vorkommen, angeregt werden [9]. Eine Alternative zum Serum hinsichtlich der
migratorischen Eigenschaften konnte plattchenreiches Plasma (PRP) darstellen. Es wurde bereits
gezeigt, dass PRP verschiedene Wachstumsfaktoren enthélt, die durch Apharese oder
Zentrifugation aufkonzentriert werden konnen [10]. Heutzutage wird PRP unter anderem in der
Dentalchirurgie, bei Wirbels&dulenoperationen und in der Orthopédie zur Unterstiitzung der
Wundheilung und Schmerzlinderung eingesetzt [11]. Auflerdem konnte anhand einer gut
dokumentierten Fallserie von 52 Patienten belegt werden, dass PRP in Kombination mit
PGA-HA-Implantaten und Pridie-Bohrung, einer Mikrofrakturierungstechnik, bei Patienten mit
einem fokalen chondralen Defekt zu einer signifikanten Verbesserung der Konstitution, und zu
einer Bildung von hyalinem Ersatzgewebe im Defekt fuhrt [12]. Im Gegensatz dazu fuhrt der
Einsatz von knochenmarkstimulierenden Techniken, wie zum Beispiel der Mikrofrakturierung
allein oft zur Bildung eines qualitativ schlechteren Ersatzgewebes, bestehend aus fibrosen
Reparaturgewebe [13]. Mdglicherweise kommt die Bildung des fibrosem Ersatzgewebes durch
eine unzureichende Stimulation zustande, welche notwendig ware, um ein hochwertiges hyalines
Ersatzgewebe im Defekt zu bilden. Diese Stimulation kénnte durch verschiedene Bestandteile im
PRP angeregt werden.

PRP ist definiert als eine Plasmafraktion des Blutes mit einer bestimmten Pl&ttchenkonzentration
von 0,6-1,8 x 10'%/ml [14]. Durch Lyse der enthaltenden Zellen werden zahlreiche Proteine
freigesetzt [15]. Zusatzlich zu Chemokinen, wie zum Beispiel CCL3, CCL5, CCL7 oder CXCL1
und CXCL12, welche CSP-Zellen zur Migration anregen [16], Zytokinen und anderen Proteinen,
werden auch Wachstumsfaktoren wie PDGF (Platelet-Derived Growth Factor), VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor), PDAF (Platelet-Derived Angiogenesis Factor), EGF (Epidermal
Growth Factor), IGF (Insulin-like Growth Factor), FGF-2 (Fibroblast Growth Factor-2) und
TGF-B (Transforming Growth Factor-p) freigesetzt [17]. Von TGF-B, FGF-2 und IGF ist
bekannt, dass sie sowohl die Proteoglykansynthese als auch die Bildung der extrazellularen
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Matrix bei mesenchymalen Stamm- und Vorlduferzellen induzieren [18-20]. Diese Vielfalt an
Wachstumsfaktoren und Chemokinen des PRP konnte fir die Ausbildung eines
Knorpelersatzgewebes bei der Mikrofrakturierung in der Kombination mit einem
3D-Trégermaterial verantwortlich sein, in dem es die Migration und die chondrogene
Differenzierung von Zellen stimuliert. Bisher ist der biologische Effekt von PRP hinsichtlich der
Migration und Knorpelregeneration auf mesenchymal Stamm- und Vorlduferzellen, wie sie bei
der Mikrofrakturierung stimuliert werden, nicht untersucht worden.

Daher soll diese Studie dazu beitragen zu klaren, welchen Einfluss PRP auf die Migration und
auf die TGF-B3 vermittelte Chondrogenese von mesenchymalen Vorlduferzellen in
Hochdichte-Pelletkulturen hat. Um den Bezug zur klinischen Anwendung herzustellen, soll die
Wirkungsweise von PRP in Kombination mit mesenchymalen Vorlduferzellen in Kklinisch
relevanten PGA-HA Implantaten untersucht werden. AufRerdem soll geklart werden, welche im
PRP enthaltenen bioaktiven Wachstumsfaktoren moglicherweise mit der Redifferenzierung von
Chondrozyten oder der Chondrogenese von mesenchymalen Stamm- und Vorlduferzellen

assoziierten und im PRP enthalten sind.

Methoden

Gewinnung und Aktivierung von humanem plattchenreichen Plasma (PRP)

PRP (n=6) wurde von gesunden Blutspendern (18-68 Jahre) mittels Aphérese gewonnen. Die
Plattchenkonzentrationen betrugen 0,6-1,3 x 10'%/ml und die Leukozytenanzahl war kleiner als
0,3 x 10*/ml. Das PRP wurde nach Weibrich et al. [21] aktiviert und dann bis zur endgiiltigen
Verwendung bei -20 °C eingefroren. Fir die jeweiligen Versuche wurde das PRP bei 4 °C
aufgetaut und anschlielend bei 4 °C und 1600 x g fir 10 Minuten zentrifugiert, um noch
vorhandenes Fibrinogen abzutrennen. Danach wurde der Gesamtproteingehalt gemaR

Herstellerangabe von jedem PRP-Spender mittels Bicinchoninsdure (BCA)-Reaktion bestimmt.

Isolation und Kultivierung von humanen kortikospongidsen Vorlauferzellen

Sowohl fir den Migrationsversuch als auch fur die Differenzierungsversuche wurden humane
CSP-Zellen (je n=3) aus dem Spongiosa des Femurkopfes isoliert. Dafur wurde die Spongiosa in
kleine Stuicke zerteilt und mittels Kollagenase X1 fiir 4 Stunden bei 37 °C verdaut. Nach dem
Verdau wurden die Knochenfragmente in eine Primaria® Zellkulturflasche Gberfiihrt und mit
DME-Medium (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), welches 10 % Humanserum, 100 U/mi
Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, 100 pg/ml Gentamycin, 0,1 pg/ml Amphotericin B, 2 mM
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N-Acetyl-L-Alanin-L-Glutamin und 2 ng/ml humanen Fibroblasten-Wachstumsfaktor-2 enthalt,
kultiviert. Als die Zellen eine Konfluenz von 80-90 % aufwiesen, wurden sie mittels Trypsin
abgelést und mit einer Zelldichte von 8 000 Zellen/cm® neu ausgesat. Ein vollstandiger

Mediumwechsel erfolgte alle 2-3 Tage.

Charakterisierung der Oberflachenantigene von CSP-Zellen mittels Durchflusszytometrie

Zur Bestimmung der typischen, von mesenchymalen Vorldauferzellen bekannten,
Oberflachenantigene, wurden CSP-Zellen der Passage3 (15000 Zellen/Messung) mit
Phycoerytherin (PE) oder Fluoresceinisothiocyanat (FITC) markierten, anti-humanen
Antikorpern gegen CD45, CD73, CD90, CD105 oder CD166 markiert, am FACS-Calibur
gemessen und mittels Herstellersoftware analysiert. Ungefarbte Zellen dienten als
Negativkontrolle und zur Einstellung des Forward- und Sideward-Scatters sowie des
Detektionsgrenzwertes (Treshold). Tote Zellen wurden durch Propidiumiodidfarbung aus der
Analyse ausgeschlossen und CD34-PE/FITC gefarbte Zellen dienten als Isotypenkontrolle.

Untersuchung der stimulierenden Wirkung von PRP auf die Zellmigration von CSP-Zellen

Zur Bestimmung des migratorischen Effektes von PRP auf CSP-Zellen (Passage 3) wurde ein
96 Multi-Well Migrations-Assay verwendet. Dabei wurde PRP (0,1 %, 1 %, 2 %, 5 %, 10 %,
25 %, 50 % PRP in DME-Medium mit 0,1 % Humanserum und 100 % PRP) in die untere
Vertiefung einer Mikrotiterplatte gegeben und mit einer Polycarbonatmembran berdeckt. Als
Positivkontrolle wurde DME-Medium mit 10 % Humanserum und als Negativkontrolle
DME-Medium mit 0,1 % Humanserum verwendet. Anschlielend wurden 30 000 CSP-Zellen in
DME-Medium mit 0,1 % Humanserum auf die Membran gegeben und nach einer
Inkubationszeit von 20 Stunden bei 37 °C wurden nicht migrierte Zellen von der Oberseite der
Membran entfernt. Migrierte Zellen wurden mittels eiskaltem Methanol/Aceton (1:1) fixiert und
durch Hemacolor® angefarbt. AbschlieBend wurden die migrierten Zellen (4 représentative
Fotos/Well) ausgezahlt und die Anzahl migrierter Zellen pro Vertiefung berechnet.

Einfluss von PRP auf die chondrogene Differenzierung von CSP-Zellen in
Hochdichte-Pelletkulturen

Die chondrogene Differenzierung von CSP-Zellen der Passage 3 wurde unter serumfreien
Bedingungen in Hochdichte-Pelletkulturen durchgefuhrt (CSP-Pool aus 3 Spendern,
250 000 Zellen/Pellet). Die Chondrogenese wurde induziert durch die Zugabe von 10 ng/ml
TGF-B3 zum (Grundmedium) DME-Medium, welches 1% ITS+1, 1 mM Natriumpyruvat,
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0,35 mM L-Prolin, 0,17 mM L-Ascorbinsdaure-2-phosphat und 0,1 uM Dexamethason enthalt.
Um den mdoglichen Effekt von PRP auf die chondrogene Differenzierung von CSP-Zellen zu
beobachten, wurden die Pelletkulturen nur mit 5 % PRP oder in Kombination von 5 %PRP und
10 ng/ml TGF-B3 in Grundmedium inkubiert. Pelletkulturen, die ausschlieRlich in Grundmedium
kultiviert wurden, dienten als Kontrolle. Der Mediumwechsel erfolgte alle 2-3 Tage bis zum
28. Tag. An den Tagen 7, 14, 21 und 28 erfolgten jeweils Probennahmen fiir histologische und
immunhistochemische  Untersuchungen, und an den Tagen 7 wund 14 fur die

Genexpressionsanalysen (je Gruppe 52 Pellets).

Einfluss von PRP auf die chondrogene Differenzierung von CSP-Zellen in PGA-HA-Implantaten
Als 3D-Tragermaterial fur die Implantatenkultur wurden Polyglycolsdure (PGA)-Implantate
verwendet, die zuvor in 10 mm x 10 mm x 1,1 mm groRBe Sticke geschnitten, mit 110 pl
Hyaluronsdaure (HA) durchtrankt und fir 16 Stunden gefriergetrocknet wurden. AnschlieRend
wurden CSP-Zellen der Passage3 mit einer Dichte von 2,2 Millionen Zellen pro
PGA-HA-Implantat in Fibrinogen resuspendiert, in das Material eingebracht und durch Zugabe
von Thrombin mit folgender Polymerisationsreaktion zwischen den Fasern des Materials
eingeschlossen. AnschlieBend wurden die PGA-HA-Implantate in DME-Medium, welches 1 %
ITS+1, 1 mM Natriumpyruvat, 0,35 mM L-Prolin, 0,17 mM L-Askorbinséure-2-phosphat und
0,1 uM Dexamethason enthalt, kultiviert. Die Chondrogenese wurde durch Zugabe von 10 ng/ml
TGF-B3 oder von 5 % PRP stimuliert, PGA-HA-Implantate ohne Zugabe von TGF-B3 oder PRP
dienten als Kontrolle. Der Mediumwechsel erfolgte alle 2-3 Tage und bei jedem Mediumwechsel
wurden die Implantate gewendet. An den Tagen 14 und 21 erfolgten jeweils Probennahmen fur
histologische und immunhistochemische Untersuchungen, und an den Tagenl1, 7 und 14
Probennahmen flr die Genexpressionsanalysen. Weiterhin erfolgte an den Tagen 7 und 21
jeweils eine Probennahme fir die Propidiumiodid/Fluoreszeindiacetat-Farbung (je Gruppe 6

Implantate).

Propidiumiodid/Fluoreszeindiacetat (PI/FDA)-Farbung

Die PI/FDA-Féarbung wurde flr die PGA-HA-Implantate an den Tagen 7 und 21 fur jede Gruppe
durchgefuhrt. Dafir wurden die PGA-HA-Implantate im Dunklen fir 15 Minuten bei 37 °C in
FDA und anschlieRend, ebenfalls im Dunklen, fir 2 Minuten bei Raumtemperatur mit Pl
inkubiert.  AbschlieRend wurden die PI/FDA gefarbten Proben unter einem

Fluoreszenzmikroskop analysiert und fotodokumentiert.
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Histologische und immunhistochemische Untersuchungen

Von den Proben der CSP-Zellen in Hochdichte-Pelletkulturen und den PGA-HA-Implantaten
wurden zu jedem Probenahmezeitpunkt Kryoschnitte hergestellt und proteoglykanreiche Matrix
mit Alcianblau 8GX (pH 2,5) Férbelésung mit anschlielender Kernechtrot Gegenfarbung
angefarbt. Ergdnzend wurden gebildete Proteoglykane mit 0,7 % Safranin O und 0,2 %
Fast-Green Losung angefarbt. Der Nachweis von Kollagen Typ Il-reicher Matrix erfolgte anhand
einer immunhistochemischen Farbung. Dafur wurden die Kryoschnitte mit einem priméren anti-
human Kollagen Typ II-Antikdrper aus Kaninchen inkubiert und anschlieBend durch Anféarben
mittels 3-Amino-9-ethylcabazol sichtbar gemacht. Die Gegenfarbung erfolgte mit Hematoxylin.
Bei den Hochdichte-Pelletkulturen wurde zusétzlich eine Quantifizierung der Alcianblau- und
Kollagen Type II-Farbung vorgenommen [22].

Um eine osteogene oder adipogene Differenzierung auszuschlieBen, wurden die Proben
einerseits mit der von Kossa Farbung auf Mineralisation, und anderseits durch die
Oil Red O-Férbung auf Lipidvakuolen hin untersucht.

Genexpressionsanalysen mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur lIsolierung der Gesamt-RNA wurden die Proben der Hochdichte-Pelletkulturen und der
PGA-HA-Implantate in TriReagent lysiert und mittels Ultra-Turrax homogenisiert. Die
Aufreinigung der RNA erfolgte gemall Herstellerangaben, mittels des Qiagen-RNeasy-Mini-
Kits. Anschlieend wurden jeweils 1pug der gewonnen RNA mittels iScript-cDNA-
Synthese-Kits in ¢cDNA umgeschrieben. Die relative Expression des Haushaltsgenes
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) wurde zur Normalisierung der Proben
verwendet. Die PCR wurde jeweils mit 1 ul cDNA pro Probe im i-Cycler PCR System unter
Verwendung des SYBR Green PCR-Core-Kit durchgefiihrt. Die Messung der Zielgene erfolgte
in Triplikaten. Abschlielend erfolgte die relative Quantifizierung der Genexpressionslevel in
Bezug auf das Haushaltsgen GAPDH.

Analyse der Proteinzusammensetzung von PRP mittels membranbasierten Antikorpertest

Die Untersuchung der Proteinzusammensetzung von PRP erfolgte mit einem membranbasierten
Protein-Antikorper-Array, welcher gemald Herstellerangaben durchgefiihrt wurde. Dafiir wurde
als erstes der Gesamtproteingehalt der verschiedenen PRP-Proben auf 650 pg eingestellt und
aquivalent zu einem Pool vereinigt. Die primaren Amine der Proteine wurden dann biotinyliert
und auf die Array-Membran gegeben. Die Detektion der gebundenen Proteine erfolgte durch

Streptavidin-konjugierte Meerrettichperoxidase, wobei die Signalstarke  durch
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Chemilumineszenz auf einem Rontgenfilm qualitativ sichtbar gemacht wurde. Die Anwesenheit
eines jeden Proteins wurde somit durch einen schwarzen Spot auf dem Rontgenfilm angezeigt
und makroskopisch durch zwei voneinander unabhéngige Personen bestimmt. Es wurden nur

Spots als prasent betrachtet, die durch beide Personen erkannt wurden.

Analyse der Wachstumsfaktoren im PRP mittels membranbasierten AntikOrpertests

Der Gehalt an Wachstumsfaktoren und Rezeptoren wurde von jedem PRP-Spender individuell
mit einem membranbasierten humanen Wachstumsfaktor-Antikdrper-Array durchgefuhrt. Dafiir
wurden als erstes 650 pug Totalprotein eines jeden PRP-Spenders auf jeweils eine
Array-Membran gegeben, welche anschlieend mit Biotin-konjugierten Antikdrpern gegen die
jeweiligen Wachstumsfaktoren inkubiert wurde. Die Detektion der gebundenen Proteine erfolgte
durch  Streptavidin-konjugierte  Meerrettichperoxidase, wobei die Signalstdrke durch
Chemilumineszenz auf einem Rontgenfilm sichtbar gemacht wurde. Die Auswertung erfolgte auf

Grundlage der densitometrischen Spot-Intensitat [22].

Enzymatisches  Immunadsorptions-Nachweisverfahren ~ (ELISA)  zur  Quantifizierung
ausgewahlter Wachstumsfaktoren im PRP

Zur Quantifizierung der Konzentrationen vom BMP-2 (Bone Morphogenetic Protein-2), FGF-2
(Fibroblast Growth Factor-2), CTGF (Connective Tissue Growth Factor) und TGF-B3
(Transforming Growth Factor-B3) wurde fir jede PRP-Spenderprobe gemaR Herstellerangaben
ein Sandwich ELISA durchgefuhrt. Die Bestimmung der einzelnen Proben erfolgte in
Triplikaten und die Proteinkonzentration wurde anhand eines mitgefuhrten Standards berechnet.

Statistische Auswertung der Ergebnisse

Zur Bestimmung der signifikanten Unterschiede wurden die Daten auf Normalverteilung mittels
Kolmogorov-Smirnov-Test analysiert. Anschlielend folgte entweder ein parametrischer t-Test
oder ein nichtparametrischer Mann-Whitney U-Test. Ein signifikanter Unterschied wurde als

erwiesen betrachtet bei einem p-Wert von < 0,05.
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Ergebnisse

Charakterisierung der Oberflachenantigene von CSP-Zellen

Die CSP-Zellen zeigten sich einheitlich positiv fur die Oberflachenantigene CD73 (99,9-100 %),
CD90 (99,8-99,9 %), CD105 (94,1-99,6 %) und CD166 (98,6-99,8 %). Im Gegensatz dazu
wurden die Oberflachenantigene CD34 (0,0-0,1 %) und CD45 (0,0-0,1 %) nicht detektiert.

Chemotaktische Aktivitat von PRP auf CSP-Zellen

Es konnte gezeigt werden, dass die Zahl an migrierten Zellen in der Positivkontrolle signifikant
(p < 0,05) erhoht ist gegenliber der Zellzahl in der Negativkontrolle. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass ein PRP Gehalt von 0,1 %, 1 %, 2 %, 5 %, 10 %, 25 %, 50 % und 100 % die Zahl
an migrierten Zellen sowohl gegeniiber der Positivkontrolle als auch der Negativkontrolle
signifikant (p < 0,05) erhéhen. Die hochste Zahl gewanderter Zellen zeigte sich bei einem PRP
Gehalt von 5 %.

Nachweis der chondrogenen Differenzierung von CSP-Zellen in Hochdichte-Pelletkulturen
anhand einer Proteoglykan- und Kollagen Typ Il Farbung

Zur Darstellung der gebildeten Proteoglykane und Kollagen Typ Il wurden Kryoschnitte von
Hochdichte-Pelletkulturen mittels Alcianblau Farbung und Kollagen Typ IlI-Féarbung angefarbt.
Dabei zeigte sich, dass Pelletkulturen, welche mit PRP, TGF-B3 oder in Kombination von PRP
und TGF-B3 kultiviert wurden, tber den Kultivierungszeitraum ein Zellpellet entwickelten,
welches sowohl reich an Zellen als auch an Proteoglykanen und Kollagen Typ Il war.
Pelletkulturen, die weder mit PRP noch TGF-B3 kultiviert wurden, entwickelten hingegen ein
kleines, fibroses Zellpellet in dem kein Kollagen Typ Il nachweisbar war. Allerdings konnte eine
schwache Anfarbung von Proteoglykanen in den nicht induzierten Pelletkulturen beobachtet
werden.

Die Quantifizierung der Alcianblau- und Kollagen Typ II-Féarbung ergab, dass CSP-Zellen in
Hochdichte-Pelletkulturen, welche mit PRP, TGF-B3 oder in Kombination von PRP und TGF-3
kultiviert wurden, eine signifikante (p< 0,05) Zunahme an Proteoglykane n und Kollagen Typ Il

gegenuber den nicht stimulierten Pelletkulturen an den jeweiligen Tagen 7, 14 und 28 zeigten.
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Genexpressionsanalyse von ausgewahlten chondrogenen Markergenen in CSP-Zellen kultiviert
in Hochdichte-Pelletkulturen

Die Genexpressionsanalyse zeigte an Tag 14 gegentber Tag 7 bei CSP-Zellen in Hochdichte-
Pelletkulturen, welche ausschliellich mit PRP kultiviert wurden, eine Induktion der
chondrogenen Markergene Aggrekan (8 % relative Expression im Verhéltnis zu GAPDH an
Tag 7 zu 65 % relative Expression im Verhaltnis zu GAPDH an Tag 14), Kollagen Typ 1l (1 %
an Tag 7 zu 835 % an Tag 14) und COMP (Cartilage-Oligomeric-Matrix-Protein) (4 % an Tag 7
zu 14 % an Tag 14). In Pelletkulturen, welche mit TGF-3 oder mit PRP und TGF-B3 kultiviert
wurden, konnte ebenfalls eine Induktion von Aggrekan (8 % an Tag 7 zu 138 % an Tag 14),
Kollagen Typ Il (1 % an Tag 7 zu 915 % an Tag 14) und COMP (4 % an Tag 7 zu 90 % an Tag
14) beobachtet werden. Das Expressionsniveau von Kollagen Typ X lag an Tag 14 in
Pelletkulturen, welche mit TGF-B3 stimuliert wurden bei 13371% (5435% an Tag 7 zu
13 371 % an Tag 14). Hingegen lag das Expressionsniveau an Tag 14 bei Pelletkulturen, die mit
TGF-B3 und PRP stimuliert wurden nur bei 4 103 % (3 328 % an Tag 7 zu 4 103 % an Tag 14)
und bei Kulturen, die ausschlieBlich mit PRP stimuliert wurden, nur noch bei 853 % (3 147 %
an Tag 7 zu 853% an Tag 14). Nicht stimulierte Hochdichte-Pelletkulturen hatten ein
Expressionsniveau von 80 % (226 % an Tag 7 zu 80 % an Tag 14) fir Kollagen Typ X an
Tag 14.

Ausschluss einer osteogenen oder adipogenen Differenzierung von CSP-Zellen in
Hochdichte-Pelletkulturen

An Tag 28 zeigten CSP-Zellen in Hochdichte-Pelletkulturen, die mit TGF-B3, PRP oder der
Kombination aus PRP und TGF-B3 kultiviert wurden, in der von Kossa Farbung keine
kalzifizierte Matrix. Auch die Genexpression von Osteocalcin war schwach in den drei Gruppen,
verglichen mit nicht stimulierten Pelletkulturen. Ebenfalls konnten keine Lipidvakuolen in den
verschiedenen Hochdichte-Pelletkulturen von CSP-Zellen durch die Oil Red O-Féarbung
nachgewiesen werden. Die Genexpression von FABP-4 (Fatty Acid Binding Protein-4) zeigte
eine schwachere Expression in Pelletkulturen, die mit TGF-B3, PRP oder PRP und TGF-B3
kultiviert worden waren, gegenuber den nicht stimulierten CSP-Zellen in Hochdichte-

Pelletkulturen.

Bestimmung der Vitalitéat von CSP-Zellen im PGA-HA-Implantaten
Sowohl in den nicht stimulierten PGA-HA-Implantatenkulturen als auch in den PGA-HA-
Implantatenkulturen, die mit TGF-3 oder PRP stimuliert wurden, konnten tber den gesamten
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Kultivierungszeitraum von 21 Tagen vitale Zellen beobachtet werden, die homogen im
Tragermaterial verteilt waren. Tote Zellen konnten nicht detektiert werden.

Nachweis der chondrogenen Differenzierung von CSP-Zellen in PGA-HA-Implantaten anhand
einer Proteoglykan- und Kollagen Typ Il Farbung

Zur Beurteilung der gebildeten Proteoglykane wurden die PGA-HA-Implantate sowohl mit
Alcianblau als auch mit Safranin O/Fast-Green angefarbt. Dabei zeigte sich nach beiden
Farbungen, dass in nicht stimulierten CSP-Zellen in PGA-HA-Implantaten an den Tagen 14 und
21 keine Proteoglykane nachzuweisen waren. Dementgegen konnte eine Proteoglykan-Synthese
bei CSP-Zellen in PGA-HA-Implantaten, die mit PRP oder TGF-B3 kultiviert wurden,
nachgewiesen werden. Diese war jedoch in CSP-Zellen, die mit TGF-B3 stimuliert wurden,
starker. In der Kollagen Typ II-Farbung konnte in nicht stimulierten CSP-Zellen in PGA-HA-
Implantaten kein Kollagen Typ Il sowohl an Tag 14 als auch an Tag 21 angefarbt werden.
Hingegen konnte Kollagen Typ Il bei CSP-Zellen in PGA-HA-Implantaten die mit PRP oder

TGF-B3 kultiviert wurden, an Tag 14 und 21 nachgewiesen werden.

Genexpressionsanalyse von ausgewahlten chondrogenen Markergenen in CSP-Zellen kultiviert
in PGA-HA-Implantaten

CSP-Zellen, die in PGA-HA-Implantaten unter Zugabe von PRP stimuliert wurden, zeigten eine
signifikant erhéhte (p< 0,05) Expression der chondrogenen Markergene Aggrekan, COMP und
Kollagen Typ Il gegentber den nicht induzierten PGA-HA-Implantaten an Tag 7 und 14. Dabei
wurde Aggrekan wéhrend der gesamten Zeit stabil (1,1 % relative Expression im Verhaltnis zu
GAPDH) exprimiert. Hingegen konnte bei den Genen COMP (2,7 % an Tag 0 zu 5,4 % an Tag
14) und Kollagen Typ Il (0,03% an Tag 0 zu 7,1 % an Tag 14) eine Induktion beobachtet
werden. Bei CSP-Zellen in PGA-HA-Implantaten, die mit TGF-B3 kultiviert wurden, konnte
eine signifikant erhohte Genexpression der chondrogenen Markergene Aggrekan, COMP und
Kollagen Typ Il gegeniiber den nicht stimulierten und PRP stimulierten CSP-Zellen in PGA-HA-
Implantaten an Tag 7 und 14 nachgewiesen werden. Dabei war eine Zunahme der Expression bei
den Genen Aggrekan (0,8 % an Tag 0 zu 13,7 % an Tag 14), COMP (2,7 % an Tag 0 zu 44,5 %
an Tag 14) und Kollagen Typ Il (0,03 % an Tag 0 zu 192 % an Tag 14) von Tag 0 zu Tag 14
erkennbar. Das Expressionsniveau von Kollagen Typ X nahm bei CSP-Zellen in
PGA-HA-Implantaten, welche mit PRP stimuliert wurden, von Tag 0 (0,3 %) zu Tag 7 (8,8 %)
zu und dann zu Tag 14 (2,4 %) wieder ab. Bei CSP-Zellen in PGA-HA-Implantaten, die mit
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TGF-B3 kultiviert wurden, nahm hingegen das Expressionsniveau von Kollagen Typ X von Tag
0 (0,4 %) zu Tag 7 (100 %) und zu Tag 14 (287 %) stetig zu.

Ausschluss einer osteogenen oder adipogenen Differenzierung von CSP-Zellen in
PGA-HA-Implantaten

An Tag 21 zeigten CSP-Zellen in PGA-HA-Implantaten, die mit TGF-B3 oder PRP kultiviert
worden waren, in der von Kossa Farbung keine kalzifizierte Matrix, auch die Genexpression von
Osteocalcin war schwach. Ebenfalls konnten keine Lipidvakuolen in der Oil Red O-Farbung,
sowohl bei TGF-B3 oder PRP stimulierten CSP-Zellen, in PGA-HA-Implantaten identifiziert
werden. Die Genexpression von FABP-4 zeigte eine schwachere Expression bei CSP-Zellen in
PGA-HA-Implantaten, welche mit TGF-B3 oder PRP kultiviert worden waren, gegentber nicht
stimulierten CSP-Zellen in PGA-HA-Implantaten.

Charakterisierung der Proteinzusammensetzung im PRP mittels membranbasiertem Antikérper-
Test

Von 507 detektierbaren Proteinen wurden 417 im PRP-Pool nachgewiesen. Diese lie3en sich in
35 Intrazellularproteine, 44 Transmembranproteine, 108 Rezeptorproteine, 69 Extrazellular-
proteine, 36 Interleukine, 16 Metalloproteasen und deren Inhibitoren (TIMP), 33 Chemokine
sowie 76 Wachstumsfaktoren aufteilen. Es wurden dabei die Wachstumsfaktoren BMP-2,
BMP-4, BMP-7, CTGF, FGF-2, FGF-18, GDF-5 (Growth Differentiation Factor-5), TGF-2 und
TGF-B3 identifiziert, welche durch die Literatur mit der Redifferenzierung von Chondrozyten

oder der Chondrogenese von mesenchymalen Stamm- und Vorlauferzellen assoziiert sind.

Analyse von Wachstumsfaktoren im PRP mittels membranbasierte Antikdrper-Tests

Zur Analyse von Konstant enthaltenden Wachstumsfaktoren in PRP wurde PRP von sechs
Einzel-PRP-Spendern mittels eines Antikdrper-Membran-Tests untersucht. Dabei wurden die
hochsten Spot-Intensitaten fur die Wachstumsfaktoren EGF (119,2-152,7 % relative
Spot-Intensitdt im Verhéltnis zur Positivkontrolle), PDGF-AA (52,9-72,8 %), PDGF-AB
(92,3-140,4 %) und PDGF-BB (97,0-142.4 %) bestimmt. Unterschiede in der Anwesenheit von
Wachstumsfaktoren zwischen den einzelnen PRP-Spendern wurde bei HB-EGF
(Heparin-Binding Epidermal Growth Factor) (in 2 von 6 Spendern, 0,0-5,4 %), NT-3
(Neurotrophin-3) (in 4 von 6 Spendern, 0,0-4,2 %), NT-4 (in 4 von 6 Spendern, 0,0-5,7 %),
TGF-a (in 1 von 6 Spendern, 0,0-13,8 %), TGF-B1 (in 3 von 6 Spendern, 0,0-3,8 %) und
TGF-B2 (in 5 von 6 Spendern, 0,0-4,3 %) entdeckt. In allen sechs Einzel-PRP-Spenderproben
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wurden die Chondrogenese assoziierten Wachstumsfaktoren FGF-2 (1,8-22,0 %), IGF-I
(1,8-9,2 %) und TGF-B3 (1,9-6,5 %) nachgewiesen.

Quantifizierung von Wachstumsfaktoren mittels ELISA

Die Quantifizierung der Wachstumsfaktoren BMP-2, CTGF, FGF-2 und TGF-B3 erfolgte mittels
Sandwich-ELISA, dabei wurde BMP-2 in einer Konzentration von 0,00 bis 0,65 ng/ml, CTGF
in einer Konzentration von 0,00 bis 0,83 ng/ml, FGF-2 in einer Konzentration von 0,40 bis
0,81 ng/ml und TGF-B3 in einer Konzentration von 0,39 bis 0,76 ng/ml in den sechs
Einzel-PRP-Spenderproben detektiert.

Diskussion

Die Effektivitat von plattchenreichen Plasma (PRP) in der klinischen Anwendungen, im
besonderen bei orthopéadischen Therapiemethoden wie der Knorpelregeneration, wird derzeit
sehr kontrovers diskutiert. Einerseits konnte in einer gut dokumentierten Fallserie an Patienten
gezeigt werden, dass PRP in Kombination mit einem Polyglykolsdure-Hyaluronséure
(PGA-HA)-Implantat und einer Knochenmarks-Stimulationstechnik (wie zum Beispiel der
Mikrofrakturierung) bei 52 Patienten mit einem fokalen chondralen Defekt zu einer signifikanten
Verbesserung der Konstitution und zur Bildung eines hyalinen Ersatzgewebe im Defekt fuhrt
[12]. Andererseits zeigte eine Pilotstudie, dass PRP in Gelform, kombiniert mit einer Kollagen
Typ I/Typ Il Membran und einer Mikrofrakturierung, bei 5 Patienten mit einem patellaren
fokalen chondralen Defekt zu einer unvollstdndigen Defektfillung fihrte und sogar bei
3 Patienten eine Osteophytenbildung zu beobachten war [23]. Prinzipiell fehlen jedoch
aussagekraftige Daten beziglich der Effektivitdit und dem unterliegenden biologischen
Mechanismus von PRP. Aufgrund der hohen Variabilitat in der Zusammensetzung, Aktivierung,
Applikation und Prdparation von PRP und der damit einhergehenden An- und Abwesenheit
spezifischer Wachstumsfaktoren, kann die Effektivitat sehr unterschiedlich ausfallen [24]. Ein
wesentlicher biologischer Faktor fiir diese Variabilitat ist sicherlich das Geschlecht des Spenders
und die Plattchenkonzentration [21], jedoch hat auch die Art der Aufarbeitung einen Einfluss auf
die Zusammensetzung und den Gehalt der verschieden Wachstumsfaktoren im PRP. So konnte
unter anderem gezeigt werden, dass die Anzahl der Zentrifugationsschritte, die
Zentrifugationsgeschwindigkeit und die Zentrifugationszeit einen maRgeblichen Einfluss auf die
Zusammensetzung des PRP haben [24]. So wurde in PRP, welches durch Zentrifugation

gewonnen und mittels Kalzium aktiviert wurde, neben anti- und proinflammatorischen
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Zytokinen, auch die Wachstumsfaktoren, PDGF, IGF-1, FGF-2, TGF-f1 und TGF-B2 in
verschiedenen Konzentrationen nachgewiesen. Diese Resultate konnten in dieser Studie bestatigt
werden. Jedoch konnte weder TGF-B3 noch VEGF im PRP, welches durch Zentrifugation
hergestellt wurde, detektiert werden [25]. Im Gegensatz dazu konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass TGF-B3 und VEGF in PRP, welches mittels Aphédrese gewonnen und durch
Einfrieren und Auftauen aktiviert wurde, enthalten ist. Dies sind nur einige Beispiele dafir, dass
es schwierig ist, Aussagen bezlglich der Wirkungsweise von PRP auf die Knorpelregeneration
zu treffen. Der Fokus in vorliegenden Studie lag darauf, zu klaren, welchen Einfluss PRP sowohl
auf die Migration von humanen kortikospongitsen Vorldauferzellen (CSP-Zellen), als auch auf
die TGF-B3 vermittelte Chondrogenese von CSP-Zellen in Hochdichte-Pelletkulturen hat.
Aulerdem sollte der Einfluss von PRP auf CSP-Zellen in PGA-HA-Implantaten untersucht
werden. Zusdtzlich sollte bestimmt werden, welche freigesetzten bioaktiven Wachstumsfaktoren
im PRP mdoglicherweise mit der Chondrogenese von mesenchymalen Stamm- und
Vorléauferzellen assoziiert sind.

Die Ergebnisse zeigen, dass PRP die Migration von CSP-Zellen stimuliert. Urséchlich hierfur
konnte neben vielen anderen Faktoren sein, dass im PRP die Wachstumsfaktoren PDGF-BB,
IGF-1 und IGF-2, welche in allen untersuchten Einzel-PRP-Spenderproben enthalten waren,
diese Migration ausgeldst haben. Es ist bekannt, dass PDGF-BB, IGF-1 und IGF-2 humane
mesenchymale Vorlauferzellen, die aus Knochenmark gewonnen wurden, zur Migration anregen
[9, 26]. Jedoch ware es genauso denkbar, dass andere Wachstumsfaktoren und/oder Chemokine
sowohl voneinander unabhéngige als auch synergistische Effekte auf das Migrationsverhalten
von CSP-Zellen haben. Weiterhin konnte ein stimulierender Effekt von PRP auf die chondrogene
Differenzierung von CSP-Zellen in Hochdichte-Pelletkulturen und in PGA-HA-Implantaten
sowohl auf Genexpressions- als auch auf Proteinebene gezeigt werden. In beiden
Kultursystemen induzierte 5% PRP die Expression der typischen chondrogenen Markergene.
Auch die Bildung von Proteoglykan- und Kollagen Typ Il-reicher Matrix war in beiden
Kultursystemen, die mit PRP stimuliert wurden, zu beobachten. Interessanterweise konnte
sowohl bei CSP-Zellen in Hochdichte-Pelletkulturen als auch bei PGA-HA-Implantaten, die
ausschlieBlich mit 5% PRP stimuliert wurden, eine schwéchere Expression des hypertrophen
Markergenes Kollagen Typ X gegenuber CSP-Zellen, die mit 10 ng/ml TGF-B3 stimuliert
wurden, beobachtet werden. Es ist bekannt, dass BMP-2, BMP-4 und BMP-6 in Kombination
mit TGF-B3 die Expression von Kollagen Typ X in humanen mesenchymalen Vorlauferzellen
inhibiert [27]. Moglicherweise ist diese Kombination im PRP, welches nachweislich BMP-2,
BMP-4 und BMP-6 enthalt, fir diesen Effekt verantwortlich.
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Nimmt man diesen chondrogenen stimulierenden Effekt von PRP auf CSP-Zellen in Bezug auf
die im membranbasierten Antikdrper-Array gefundenen verschiedenen Wachstumsfaktoren,
scheint es fast unmoglich, dass TGF-B3 allein dafiir verantwortlich ist. Vielmehr ist zu vermuten,
dass verschiedene bioaktive Faktoren im PRP sowohl synergetische als auch antagonistische
Effekte in Verbindung mit der chondrogenen Differenzierung von mesenchymalen Stamm- und
Vorlauferzellen haben. Vorhergehende Untersuchungen zum Einfluss von einzelnen
Wachstumsfaktoren auf die chondrogene Entwicklung von mesenchymalen Stamm- und
Vorléuferzellen in vivo oder in vitro zeigten, dass auch BMP-2, BMP-4, BMP-7, CTGF, FGF-2,
GDF-5, IGF-1 und TGF-B2 in der Lage sind, diese in die chondrogene Richtung zu stimulieren
[28-34]. Hingegen wurden nur einige wenige Wachstumsfaktoren, die im membranbasierten
Antikdrper-Array im PRP gefunden wurden, je in Kombinationen auf die chondrogene Induktion
von mesenchymalen Stamm- und Vorlduferzellen getestet. Darunter fallt zum Beispiel IGF-1,
welches in Kombination mit TGF-f1 oder BMP-2 oder BMP-7 zu einer verstarkt chondrogenen
Matrixbildung von mesenchymalen Stammzellen fiihrt [35]. Ebenso induziert eine Kombination
von BMP-2, BMP-4, BMP-7 oder FGF-2 mit TGF-B1 eine chondrogene Differenzierung von
mesenchymalen Stammzellen in vitro [36]. Jedoch wird der Einfluss von PRP auf mesenchymale
Stamm- und Vorlduferzellen sehr kontrovers diskutiert. So induziert PRP zum einen die
Proliferation von mesenchymalen Vorlauferzellen, aber induziert nicht die chondrogene
Differenzierung dieser Zellen [37]. Zum anderen konnte hier gezeigt werden, dass PRP die
chondrogene, aber nicht die adipogene oder osteogene Differenzierung von CSP-Zellen, sowohl
in  Hochdichte-Pelletkulturen als auch in PGA-HA-Implantaten induziert. Diese
widerspriichlichen Aussagen sind wahrscheinlich dadurch begriindet, dass es sehr viele
verschiedene Techniken zur Gewinnung und Aktivierung von PRP gibt, welches wiederum zu
sehr unterschiedlicher Zusammensetzung und Gehalt an bioaktiven Faktoren fiihrt [38].
Aufgrund dieser Problematik sollten in weiterflihrenden Versuchen der Einfluss von verschieden
PRP-Préparationen, zum Beispiel hergestellt durch Zentrifugation oder durch unterschiedliche
PRP-Isolations-Kits, auf die chondrogene Differenzierung von CSP-Zellen untersucht werden.
Aulerdem sind weitere kontrollierte klinische Studien zur Anwendung von PRP in Kombination
mit der Mikrofrakturierung und 3D-Tragermaterialien notwendig, um eine gesicherte Aussage
bezlglich der Effektivitat von PRP auf die Knorpelheilung treffen zu kdnnen.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass PRP sowohl die Migration von CSP-Zellen als auch die
Chondrogenese von CSP-Zellen sowohl in Hochdichte-Pelletkulturen als auch in
PGA-HA-Implantaten stimuliert. Somit kénnte PRP ein wirkungsvolles Mittel fir die lokale

Applikation von chondrogenen Wachstumsfaktoren sein, welche dann im Defekt die
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Knorpelheilung durch Stimulation der Zellmigration und -differenzierung und damit die Bildung

von neuer Knorpelmatrix unterstutzt.
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