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Summary: Autologous Conditioned Plasma® (ACP) is commonly used to treat orthopedic disorders in horses and is characterized by a
moderate supra-physiological platelet concentration, which might however be too low to achieve optimal tissue regenerative effect. Becau-
se of considerably lower costs and potentially higher platelet concentrations, non-commercial, manual, double-centrifugation tube methods
(mPRP) are often employed instead. However, mPRP preparation is tedious and not standardized. In order to determine if an “in-house”
mPRP technique can be a valuable alternative to ACP in the practice, the aim of this study was to compare the manual product to the com-
mercial method with respect to their preparation process, platelet activation level (assessed by measuring the mean platelet volume (MPV)
and mean platelet component (MPC)), as well as absolute platelet, leukocyte, transforming growth factor-b1 (TGF-b1) and platelet derived
growth factor-BB (PDGF-BB) concentrations. For this purpose, all these parameters were determined in ACP, mPRP and its platelet poor
plasma (mPPP) obtained from venous blood samples of 10 healthy adult horses. The mean platelet concentration in mPRP reached
221.4± 60.3 ×109/l and was 1.2- and 1.4-fold higher than in ACP and mPPP respectively. Mean leukocyte content in mPRP reached
25.8 ±10.9 ×109/l and was 32.3- and 19.9-fold higher than in ACP and mPPP respectively. Mean PDGF-BB level in mPRP
(1.81± 0.58 ng/ml) was 1.7-fold higher than both in ACP and mPPP. mPRP showed a 2- and 1.8-fold higher mean TGF-b1 concentration
(3.62 ±1.16 ng/ml) than ACP and mPPP respectively. MPC reached 20.3 ±1.3 g/l in mPRP, 20.6 ±1.6 g/l in ACP and 20.4 ±1.7 g/l in
mPPP. MPV was 8.6 ± 0.7 fl in mPRP, 8.7 ±1.0 fl in ACP and 8.4 ± 0.9 fl in mPPP. ACP preparation was easily performed, whereas mPRP
processing was laborious and time-consuming. Compared to ACP, the “in house” mPRP method achieved a slightly higher mean platelet
concentration in a much smaller end-volume, though. Mean leukocyte, TGF-b1 and PDGF-BB levels in mPRP were significantly above the
values in ACP and mPPP, which both showed similar results. The high mean leukocyte concentration in mPRP could possibly induce unwan-
ted local inflammatory reactions. Platelet activation degree did not differ between the three products. The mPRP processing method des-
cribed in this study should therefore first be adjusted and optimized before being recommended for extensive use in horses. Compared to
other equine platelet concentrates reported in the literature, mPRP and ACP both showed low absolute platelet and GF levels; further com-
parative clinical studies are needed to determine if these values were sufficient to induce a satisfactory clinical effect. 

Keywords: horse / platelets / comparison / PRP / ACP / regerative medicine

Citation: Ionita J.-C., Kissich C., Gottschalk J., Einspanier A., Köller G., Winter K., Brehm W. (2014) Comparison of cellular and growth
factor concentrations in equine autologous conditioned plasma (ACP®) and manually prepared platelet rich plasma (mPRP). Pferdeheilkun-
de 30, 195-201

Correspondence: Dr. Jean-Claude Ionita, Large Animal Clinic for Surgery, University of Leipzig, An den Tierkliniken 21, 04103 Leipzig,
Germany, E-Mail: ionita@vetmed.uni-leipzig.de

Comparison of cellular and growth factor concentrations in equine ACP® and mPRP J.-C. Ionita et al.

Introduction

Autologous platelet enriched products (APPs) are widely used
by equine practitioners for the treatment of tendinous injuries
in horses (Argüelles et al. 2008, Waselau et al. 2008, Bosch
et al. 2010, Rindermann et al. 2010, Castelijns et al. 2011,
Geburek and Stadler 2011). These hemoderivative products
sequester and concentrate platelets in a small plasma volume
(or other base solution) for intralesional or topical application
(Gonshor 2002, Anitua et al. 2003, Marx 2004, Argüelles et
al. 2006, Textor 2011). As a regenerative medical therapy, it
is presumably based on the effects of the growth factors (GFs)
and other molecules contained in the alpha granules of the
platelets, in leukocytes and in the plasma. Platelet, GF and
leukocyte concentrations are therefore thought to be the main
biological qualitative parameters influencing the clinical
effect of APPs (DeLong et al. 2012). It has been proposed that
human APPs have to contain at least 200 ×109 platelets/l in
order to be defined as “platelet rich plasma” (PRP) (Boswell et

al. 2012). Other authors suggested that the platelet concen-
tration in APPs should range between 300 ×109/l and
1’500 ×109/l to achieve the best therapeutic effectiveness
(Anitua et al. 2003, Giusti et al. 2009, Textor 2011). Howe-
ver, in equine medicine, there is still a lack of real definition
and APPs are often, although sometimes misleadingly, grou-
ped under the generic term “PRP”.

Upon platelet degranulation, GFs, such as platelet derived
growth factor BB (PDGF-BB) and transforming growth factor
b1 (TGF-b1), are released in relatively high concentrations
(Eppley et al. 2004, Pietrzak and Eppley 2005, Eppley et al.
2006, Textor and Tablin 2012) to promote and orchestrate
the complex wound healing process (Anitua et al. 2003, Car-
ter et al. 2003, Theoret 2004, Anitua et al. 2008). There are
several techniques to evaluate the degree of platelet activa-
tion. One simple method uses an automated flow cytometry
haematological analyser (ADVIA 120, Siemens, Germany) to
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measure the volume and refractive index of platelets on a
cell-by-cell basis to respectively provide values for the mean
platelet volume (MPV) and mean platelet component (MPC).
The MPV represents the size of the platelet and increases as
platelets become activated to change their form from quie-
scent discs to swollen spheres. The MPC is linearly related to
platelet density and decreases after activation with subse-
quent degranulation and molecule release. Both parameters
have been used as reliable indicators of platelet activation
(Segura et al. 2007, Beard et al. 2011). 

Autologous Conditioned Plasma® (ACP) is a plasma-based
blood product, which is frequently applied in equine orthope-
dics, as it is quickly and easily processed after one relatively soft
and short centrifugation step using a patented double syringe
system. This product is characterized by a moderate supra-
physiological platelet concentration and low leukocyte level, as
demonstrated in one study, which validated the ACP prepara-
tion process in horses. It showed that ACP reached a mean pla-
telet absolute concentration of 219 ×109/l and a quite con-
stant mean platelet enrichment factor of 149% (±20%) com-
pared to baseline blood levels (Kissich et al. 2012). Thus, pla-
telet concentration was substantially inferior to the values repor-
ted for other APPs in horses (Waselau et al. 2008, Bosch et al.
2010, Castelijns et al. 2011) and may not be suffcient to
achieve optimal tissue regenerative effect. 

Because of considerably inferior costs and a potentially higher
platelet concentration, many equine practitioners prefer the
use of non-commercial, double-centrifugation (first soft and
second hard), manual, tube methods to produce PRP (referred
to hereafter as mPRP). Argüelles et al. (2006) published a des-
cription of a technique to produce mPRP in horses, but other
methodologies have been reported since (Torricelli et al.
2011, Maciel et al. 2012), so that, in contrast to ACP and
other commercial kits, there is a lack of a standardized prepa-
ration procedure. Inappropriate processing techniques may
account for unsatisfactory cellular concentrations and therefo-
re poor bioactivity of mPRP in horses. Moreover, its production
is laborious, time-consuming and requires some skills, which
may be disadvantageous for routine application. Also, as pla-
telets are very prone to activation, their morphology and func-
tion may be affected during mPRP processing, leading to early
degranulation and loss of GFs in the supernatant platelet poor
plasma (mPPP), which is discarded (Textor 2011). 

In order to determine if an “in-house” mPRP technique can be
a valuable alternative to ACP in equine practice, the aim of
this study was to compare the manual product to the com-
mercial method with respect to the practicability of their pre-
paration process, as well as their absolute platelet, leukocyte,
TGF-b1 and PDGF-BB concentrations, which can influence
their clinical effect. Moreover their MPV and MPC were also
measured to determine if mPRP processing induces prematu-
re platelet activation.

Materials and Methods

This study was conducted in accordance with the German
regulations on animal welfare. Prior approval was granted by
the local legal authorities of Saxony (i.e. animal protection
authorities in Leipzig, V10/11).
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Ten healthy adult warm blood horses (3 mares, 5 geldings
and 2 stallions, aged 12 ± 6 years) were included in this stu-
dy. Clinical and hematological examinations excluded the
presence of any systemic disease. Horses were housed in
boxes, received hay and water ad libitum, and were kept free
of medication for two weeks prior to, and for the duration of
this study. 

Blood collection

After clipping and disinfection of the left jugular groove of the
horses, a 14 G polyethylene venous catheter (Braunüle Vaso-
can®: B. Braun AG, Melsungen, Germany) was inserted
upwards into the jugular vein. Hematological analyses (inclu-
ding MPV/MPC measurement) were completed using a flow
cytometric hematology cell analyzer (ADVIA® 120: Siemens
AG, München, Germany). All hemograms were performed in
duplicate.

ACP processing

Autologous Conditioned Plasma® (ACP®: Arthrex GmbH,
München, Germany) was prepared as described by Kissich et
al. (2012): in brief, 1 ml of ACD-A (noClot-400™: Cytosol
Laboratories, Braintree, USA) was drawn in the large external
syringe and 9 ml of blood were gently collected and agitated.
The samples were then immediately centrifuged at 1100 U/min
(189 g) for 5 min, using the centrifuge (Rotofix 32A®: Rotor
1324, Andreas Hettich, GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Germa-
ny) and buckets (SK 18.06-3: Andreas Hettich, GmbH & Co.
KG, Tuttlingen, Germany) provided by the manufacturer. 5.5 ml
of supernatant plasma was then drawn into the inner smaller
6 ml syringe. The time elapsed between blood aspiration and
the end of the product preparation was recorded. After that, the
ACP samples were aliquoted into three cryopreservation tubes
(Cryo tubes 2.0 ml: Techno Plastic Products AG, Trasadingen,
Switzerland). One was directly used for hematological analysis;
the second and third were frozen at -80°C until their PDGF-BB
and TGF-b1 concentrations were measured.

mPRP preparation

mPRP was prepared using an “in-house” double centrifugation
tube method, with which the authors of the present study trea-
ted horses in the past (data not published). Immediately after
ACP preparation, 2×9ml of blood were collected from each
horse in two tubes (10 ml S-Monovette™: Sarstedt AG & Co.,
Nümbrecht, Germany) containing 1 ml of sodium-citrate,
gently agitated and centrifuged at 900 U/min×5min
(≙127g) using the same centrifuge as above, but other 
buckets (1390: Andreas Hettich, GmbH & Co. KG, Tuttlingen,
Germany). After the first centrifugation, supernatant plasma
was subjectively divided in two equal parts: an upper (poor in
platelets) and a lower (rich in platelets) fraction. The upper
fraction was gently collected by using a 5 ml syringe and a
7 cm long 22G needle from “up to down” and discarded. The
lower plasma fraction and the buffy coat were slowly drawn
from both tubes by using the same materials, and transferred
into an empty polypropylene tube (12 ml centrifugation tube:
Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Switzerland), before
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being centrifuged again at 1200 U/min ×5 min (≙ 225 g).
The obtained plasma was again subjectively divided in two dif-
ferent fractions: the upper 75 % of the plasma volume was
defined as the platelet poor plasma (mPPP) and gently with-
drawn as described above; the lowest part, that contained a
small cell pellet, was defined as the platelet rich plasma
(mPRP). Cells in the mPRP were first re-suspended using a vor-
tex (Lab Dancer Vario®, IKA Werke GmbH & Co., Staufen,
Germany) and withdrawn in a separate syringe. The time elap-
sed from blood aspiration until the end of the product prepa-
ration was recorded. Each mPRP and mPPP sample was ali-
quoted in three equal parts in freezing tubes (Cryo tubes
2.0 ml: Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Switzerland).
One was used for a blood cell count and the other two were
frozen at -80°C until their GF concentrations were measured.

Measurement of growth factor concentration

The concentration of PDGF-BB and TGF-b1 in ACP, mPRP and
mPPP was measured using human specific, colorimetric
„sandwich“ ELISA kits (ELISA, Quantikine Human TGF-b1 and
Quantikine PDGF-BB: R&D Systems, Minneapolis, USA),
according to the manufacturer’s instructions and after internal
validation as explained in the study by Kissich et al. (2012).
Plasma samples were kept for 2 months at -80°C before ana-
lysis. All ELISA analyses were performed in duplicate.

Statistical Analysis

The software SPSS® 20 for Windows® (IBM, Germany) was
used for all statistical analyses. All data were tested for nor-
mal distribution using the Shapiro-Wilk test. Significant diffe-
rences were tested using one-way ANOVA followed by paired
t-tests. Pearson’s correlation between the cell and GF concen-
trations was used for bivariate correlation analyses. The mini-
mum level of significance was set at p<0.05.

Results

ACP was prepared in approximately 10 min, whereas mPRP
processing was more time-consuming (35 min). The final
volume of ACP obtained for each patient varied between 6 to
7 ml, but only 5.5 ml could be withdrawn in the inner syringe
without co-aspiration of erythrocytes. The final mPRP volume
reached approximately 1.5 ml and 4.5 ml for mPPP.

One horse showed abnormal high values that were attributa-
ble to processing inaccuracies during the mPRP preparation
and was therefore excluded from the study, amounting to
n = 9 for all parameters. In addition, the MPC and MPV
values from ACP were missing from one other horse, leaving
n= 8 in these cases. Otherwise, repeated cell counts revea-
led constant results in all three product groups.

Platelet concentration

The highest mean thrombocyte concentration was found in
mPRP (221.4 ± 60.3×109/l), followed by ACP
(192.4 ±31.5×109/l) and mPPP (163.1±24.0×109/l)
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[Fig.1] with a statistically significant difference between mPRP
and mPPP (p=0.007).

Leukocyte concentration

The mean leukocyte concentration was highest in mPRP
(25.8 ±10.9×109/l), followed by mPPP (1.3 ± 0.6 ×109/l)
and ACP (0.8 ± 0.2×109/l) [Fig.2]. High statistically signifi-
cant differences were found between ACP and mPRP
(p<0.001) and between mPPP and mPRP (p<0.001). A sig-
nificant difference was also found between ACP and mPPP
(p=0.027).

PDGF-BB concentration

The mean PDGF-BB concentration was highest in mPRP
(1.81±0.58 ng/ml), followed by ACP (1.07± 0.28ng/ml)
and mPPP (1.04± 0.27 ng/ml) [Fig.3]. Significant differences
were observed between ACP and mPRP (p= 0.001), as well
as between mPPP and mPRP (p=0.002).

TGF-b1 concentration

The mean TGF-b1 concentration was highest in mPRP
(3.63±1.16 ng/ml), followed by mPPP (2.01±0.54ng/ml)
and ACP (1.80±0.71ng/ml) [Fig.4]. ACP and mPRP

Fig. 1 Mean platelet concentration (109 cells/l) in mPRP, mPPP
and ACP

Fig. 2 Mean leukocyte concentration (109 cells/l) in mPRP, mPPP
and ACP
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(p<0.001) as well as mPPP and mPRP (p=0.001) differed
significantly from each other.

Mean platelet volume (MPV)

The mean MPV values were 8.68±0.97 fl in ACP,
8.37±0.86fl in mPPP and 8.58 ± 0.67fl in mPRP [Fig.5].
There were no statistically significant differences between the-
se products.

Mean platelet component (MPC)

The mean MPC values reached 20.61±1.67g/l in ACP,
20.65±1.59g/l in mPPP and 20.48 ±1.27 g/l in mPRP
[Fig.6]. No statistically significant differences were detected.

Pearson’s correlations

ACP
PDGF-BB and leukocyte concentrations showed a significant
negative correlation (r =- 0.757, p = 0.018).

mPRP
A highly significant positive correlation between PDGF-BB
and platelet concentrations (r = 0.802, p= 0.009) was
found. TGF-b1 and platelet concentrations were also positi-
vely significantly correlated (r = 0.752, p = 0.019).
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mPPP
There was a positive significant correlation between PDGF-BB
and platelet concentrations (r = 0.687, p = 0.041).

MPV/MPC
A freeze-thaw cycle induces platelet activation (alteration of
MPV and MPC) and GF release. As GFs were measured after
cryopreservation and MPV/MPC were not again assessed
after thawing the samples these parameters cannot be corre-
lated in this case.

Discussion

Many systems are available on the market to produce APPs,
but ACP and the manual, double centrifugation tube techni-
que (mPRP) are two of the most commonly used methods in
the equine clinical practice in Europe. In order to find out if
the “in-house” mPRP described in this study is a valuable and
inexpensive alternative to ACP in the equine practice, i) the
practicability of the preparation techniques of both methods
was compared and ii) their cellular and GF concentrations,
as well as iii) their MPC/MPV were determined, as these fac-
tors can strongly influence their bioactivity and clinical effect.

Preparation

The “in-house” mPRP in the present study was prepared
according to previous work done by our group (unpublished

Fig. 5 Mean platelet volume (fl) in mPRP, mPPP and ACP

Fig. 4 Mean TGF-b1 concentration (ng/ml) in mPRP, mPPP and ACP

Fig. 3 Mean PDGF-BB concentration (ng/ml) in mPRP, mPPP and ACP

Fig. 6 Mean platelet component (g/l) in mPRP, mPPP and ACP
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data), as there is no standard protocol for this method in
equine medicine. Relatively soft centrifugations were used
compared to other methods (Alvarez et al. 2010, Torricelli et
al. 2011, Maciel et al. 2012), to prevent premature platelet
activation during the second centrifugation, which might
induce loss of GFs in the mPPP (Eppley et al. 2006, Textor
2011). ACP preparation took less than 10 min and was very
conveniently accomplished, whereas the processing of mPRP
required about 35 min. The use of the rotor brake for rapid
deceleration, as done for ACP, induced re-suspension of
erythrocytes in the plasma retained in the plastic tubes in the
pilot study and was therefore not practicable for mPRP. The
end-volume of ACP recovered in the smaller syringe was
5.5 ml, whereas the mPRP end-volume amounted only to
1.5ml. 

Both methods also differed in the respective anticoagulant
used during processing. ACP was prepared with ACD-A,
whereas the tubes for mPRP preparation were pre-treated
with sodium citrate instead. We chose to use sodium citrate
tubes because of their competitive price and their widespre-
ad use in the equine practice in Germany. It has been
demonstrated that ACD-A has a more potent stabilizing
effect on platelets than other anticoagulants (Lei et al.
2009). Thus, humoral GF concentrations in ACP may be
lower because of this anti-activation effect. Moreover, stron-
ger platelet agglutination is observed when sodium citrate is
employed (shown in the pilot study), which deceptively redu-
ces the effective platelet count measured by the blood ana-
lyzer and on the other hand probably increases GF release
from these cells. 

Platelet concentration

The aim of this study was not to determine the effectiveness
of platelet sequestration of two techniques in relation to
baseline levels, but to compare the absolute cell and GF
concentrations of two end-products. More and more atten-
tion is paid to the absolute concentrations in an APP and not
to the enrichment factors (Textor 2011). The main reason is
the high inter-individual variability in cell and cytokine con-
centrations (Giraldo et al. 2013). Even though one product
induces significant platelet enrichment, its absolute concen-
tration may remain under the optimal effective limit, which
still has to be determined in horses. For this reason the base-
line platelet levels in blood and their enrichment factor in the
products were not mentioned here. 

Kissich et al. (2012) showed a quite constant mean enrich-
ment factor of 149±20% for ACP using the same protocol.
This low enrichment factor is due to the fact that in contrast
to other commercial APPs the entire supernatant plasma
volume is used in ACP (Bosch et al. 2010, Castelijns et al.
2011). The end volume of ACP thus depends directly on the
hematocrit of the horse. As the packed cell volume normally
varies between 30% and 40%, the maximal concentration of
thrombocytes obtainable in this system is at best
143%–167% higher than in whole blood. 

The mean platelet concentration in mPRP (221.4±60.3×
109/l) was 1.2 higher than in ACP (192.4±31.5×109/l)
and 1.4 fold higher than in mPPP (163.1±24.0×109/l). All
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of these values are clearly inferior to the projected concen-
tration of 1–1.5×1010/l to induce an optimal tissue rege-
nerative effect in humans (Giusti et al. 2009, Textor 2011)
and may be too low to achieve a clear satisfactory clinical
effect in horses. Other studies reported much higher concen-
trations when using their own mPRP technique (Argüelles et
al. 2006, Maia et al. 2009, Torricelli et al. 2011), most like-
ly due to harder second centrifugation steps in their protocol.
Reducing the end-volume of plasma in which the platelet
pellet is re-suspended (from 25% to 10% of the total plasma
volume) after the second centrifugation would increase the
final platelet concentration in mPRP (data not shown). Also
increasing the relative centrifugation force (RCF) during the
second centrifugation would have the same effect by indu-
cing stronger cell sedimentation, as confirmed by the relati-
vely high platelet concentration in mPPP, which was expected
to be much lower. 

Leukocyte concentration

The need for low or high concentrations of leukocytes in
APPs is very controversial and might depend on the medical
indication (DeLong et al. 2012). mPRP is a buffy coat based
method, whereas ACP is a plasma based product. Accordin-
gly, white blood cell (WBC) concentration was highest in
mPRP (25.8±10.9×109/l). Omitting the collection of the
buffy coat after the first centrifugation would have decreased
the leukocyte concentration in mPRP, but this would have
also strongly reduced the platelet yield as the buffy coat also
contains a large proportion of these cells. The leukocyte
count in ACP was comparatively very low (0.8±0.2×109/l),
as the very thin appearing buffy coat was not drawn. It has
been demonstrated that the WBC concentration in ACP was
strongly reduced to 11.9%±3.9% of the initial concentra-
tion in whole blood (Kissich et al. 2012). 

Some authors aim to avoid leukocytes in APPs as they consi-
der these cells as potentially detrimental for the wound hea-
ling process, due to their pro-inflammatory action (Dohan
Ehrenfest et al. 2009, Sundman et al. 2011, DeLong et al.
2012). In contrast, studies in which leukocyte-rich APPs were
used obtained very satisfactory clinical results (Hall et al.
2009, Lopez-Vidriero et al. 2010, Pedzisz et al. 2010, Dra-
goo et al. 2012). It is thought that not only the total amount
of leukocytes but also the distribution of their subpopulation
influences the effect of APPs (DeLong et al. 2012, Yoshida
and Murray 2012). Unfortunately no differential hematologi-
cal analysis was performed here. The influence of leukocytes
in platelet concentrates has not yet been elucidated and furt-
her research is needed before providing any recommenda-
tions. 

GF concentrations

APPs in this study were not exogenously activated prior to
cryopreservation, as activ is not common in equine clinical
practice (Textor 2011). It is assumed that local platelet inter-
action with collagen after intra-lesional application would
induce degranulation. However, the freeze-thaw cycle at 
-80°C caused platelet activation (data in press) and GF
release (Zimmermann et al. 2002). All products were treated
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identically and the results reflect instant humoral GF concen-
trations. Similarly to mPPP, ACP showed low GF concentra-
tions and these levels were significantly lower than in mPRP,
although this was not the case for the platelet concentration.
Mean PDGF-BB concentration in mPRP was 1.7-fold higher
than both in ACP and mPPP. The mean TGF-b1 concentra-
tion in mPRP was 1.8-fold higher than in mPPP and 2-fold
higher than in ACP. These findings might also be explained
by the relatively high leukocyte concentration in mPRP, as
some of these cells also contain and release TGF-b1 and
PDGF-BB (Grotendorst et al. 1989, Hughes et al. 1996,
Zimmermann et al. 2003). Moreover, as mentioned above,
the different anticoagulants used may have also played a
role.

Platelet activation level

mPRP was expected to show higher MPV and lower MPC
values than ACP, due to the double spin protocol and the use
of sodium citrate instead of ACD-A. However, no early
degranulation and no substantial GF loss in the supernatant
mPPP seemed to have occurred during mPRP preparation, as
no statistically significant difference between the MPC and
MPV values of the three fresh products were detected. Stron-
ger RCF might therefore be applicable to enhance cell sedi-
mentation during the second spin without inducing signifi-
cant loss of GFs.

Pearson`s correlations

It is generally accepted, that platelet concentration obtained
in an mPRP product is positively correlated to the PDGF-BB
and TGF-b1 concentrations (Zimmermann et al. 2003, Sut-
ter et al. 2004, Sundman et al. 2011). This has been confir-
med in the present study. However, platelet and GF concen-
trations did not correlate in ACP. The slow centrifugation as
well as ACD-A might account for the lack of GF release in
plasma. The mechanical stimulation using a laboratory vor-
tex, as done during mPRP preparation, or a chemical activa-
tion would have possibly induced higher platelet-GF corre-
lations in ACP. Furthermore, this study demonstrates that the
total leukocyte amount did not seem to linearly influence the
GF concentrations in the present protocols as no significant
correlations were found between these parameters. Howe-
ver, correlation was calculated for the total amount of leuko-
cytes. The subpopulation of these cells might differ between
the products and some leukocyte types may influence the GF
composition more than others (Sundman et al. 2011). As no
differential blood count was performed, this cannot be con-
firmed here.

Limitations of this study

There are some clear limitations to this study. Firstly, the low
number of horses involved in this trial, due to financial
restrictions, limits the statistical power of the results. Howe-
ver, it is comparable to other similar published studies (Sund-
man et al. 2011, Kissich et al. 2012, Textor and Tablin
2012). Besides, it would have been very interesting to inclu-
de more commercial kits in this comparison, but again the
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study budget was too limited. Moreover, it is important to
note that this is an in vitro trial and that further clinical com-
parative experiments are needed to better understand the
meaning and the influence of these laboratory results on the
clinical effect, as other factors may play an important role in
tissue regeneration. Finally, the results of the “in-house”
mPRP technique in this study cannot be extrapolated to other
similar double centrifugation tube methods as these are pre-
pared using different processing parameters.

Conclusions

Results from this study indicate that the ACP preparation is
fast and easy to perform as opposed to the mPRP processing,
which is laborious and time consuming. ACP showed a
moderate mean platelet concentration and relatively low
mean leukocyte and humoral GF levels, which were similar to
those in mPPP. This could account for possible unsatisfactory
clinical results for this commercial method. Although mPRP
showed higher mean platelet and GF concentrations than
ACP, these values were inferior to our expectations and may
also be insufficient for an optimal effect in practice. Moreo-
ver, it showed a relatively high mean leukocyte concentration,
which could induce local unwanted inflammatory reactions.
The “in house” preparation protocol of mPRP presented here
must therefore be optimized before it can be recommended
for the use in equine practice. The mPRP and ACP methods
both showed low absolute platelet and GF levels. Further
comparative clinical studies are needed to confirm if these
values were sufficient to induce a satisfactory clinical effect.
Other mPRP protocols and commercial systems described in
the equine medical literature are more efficient in achieving
higher platelet and GF concentrations and should be consi-
dered by the clinicians, who must be aware of these differen-
ces when applying these blood-derived products. 
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Vergleich von Zell- und Wachstumsfaktorenkonzentra-
tionen in equinem Autologous Conditioned Plasma
(ACP®) und manuell hergestelltem Platelet Rich Plasma
(mPRP)

Zusammenfassung: Autologous Conditioned Plasma® (ACP)
wird routinemäßig zur Therapie von orthopädischen Erkrankun-
gen bei Pferden eingesetzt, und ist durch eine mäßige supraphy-
siologische Thrombozytenkonzentration gekennzeichnet. Diese
könnte aber möglicherweise nicht ausreichend sein, um optima-
le gewebsregenerative Effekte zu erzielen. Aufgrund wesentlich
geringerer Kosten und gegebenenfalls höherer Thrombozyten
Konzentrationen, wird stattdessen häufig auf nicht-kommerziel-
le, manuelle Doppelzentrifugierungsmethoden (mPRP) zurück-
gegriffen. Die mPRP Aufbereitung ist allerdings umständlich und
nicht standardisiert. Um herauszufinden ob eine „hausinterne“
mPRP Methode eine wertvolle Alternative zu ACP in der Praxis
sein kann, war das Ziel dieser Studie das manuell hergestellte
Produkt mit der kommerziellen Methode im Hinblick auf deren
Aufbereitungstechnik, Ausmaß der Plättchenaktivierung
(bestimmt durch die Messung des „mean platelet volume“
(MPV) und des „mean platelet component“ (MPC)), sowie abso-
lute Thrombozyten-, Leukozyten-, transforming growth factor-b1
(TGF-b1) und platelet derived growth factor-BB (PDGF-BB) Kon-
zentrationen zu vergleichen. Zu diesem Zweck wurden bei 10
erwachsenen gesunden Pferden alle diese Parameter in jeweils
ACP, mPRP und dessen thrombozytenarmen Plasma (mPPP)
bestimmt. Die mittlere Thrombozyten-Konzentration lag im
mPRP bei 221,4±60,3×109/l und war 1,2- bzw. 1,4-fach
höher als im ACP und mPPP. Die mittlere Leukozyten-Konzentra-
tion im mPRP lag bei 25,8±10,9×109/l und war 32,3- und
19,9-fach höher als im ACP und mPPP. Die mittlere Konzentra-
tion von PDGF-BB im mPRP (1,81±0,58ng/ml) war 1,7-fach
höher als im ACP und mPPP. Die mittlere TGF-b1 Konzentration
(3,62±1,16ng/ml) lag 2- und 1,8-fach über den Werten im
ACP bzw. mPPP. MPC erreichte 20,3±1,3g/l im mPRP,
20,6±1,6g/l im ACP bzw. 20,4±1,7g/l, im mPPP. MPV war
8,6±0,7fl im mPRP, 8,7±1,0fl im ACP und 8,4±0,9 fl im
mPPP. Die Aufbereitung von ACP konnte schnell und einfach
durchgeführt werden, hingegen war die Herstellung von mPRP
aufwendig und zeitintensiv. Im Vergleich zu ACP, erzielte die
„hausinterne“ mPRP Methode eine geringfügig höhere Throm-
bozyten-Konzentration in einem allerdings deutlich kleineren
Endvolumen. Die mittleren Leukozyten-, TGF-b1 und PDGF-BB
Konzentrationen im mPRP waren signifikant höher als in ACP
und mPPP, welche beide ähnliche Werte zeigten. Die hohe mitt-
lere Leukozyten-Konzentration im mPRP könnte außerdem zu
unerwünschten lokalen Entzündungsreaktionen führen. Der
Grad der Plättchen-Aktivierung war ähnlich in den drei Plasma-
produkten. Die in dieser Studie beschriebene „hauseigene“
mPRP Vorbereitungsmethode sollte daher zuerst überarbeitet
und optimiert werden, bevor sie zum Einsatz bei Pferden emp-
fohlen werden kann. Im Vergleich zu anderen in der Literatur
berichteten equinen Plättchenkonzentraten, zeigten mPRP und
ACP niedrige absolute Thrombzyten- und GF-Konzentrationen
auf. Zusätzliche vergleichende klinische Studien sind nötig, um
herauszufinden, ob diese Werte ausreichend für eine zufrieden-
stellende klinische Wirkung waren.  

Einleitung

Der Einsatz von autologen Thrombozytenkonzentraten (ATK)
als Therapie für Sehnenschäden ist in der Pferdemedizin weit
verbreitet (Argüelles et al. 2008, Waselau et al. 2008, Bosch
et al. 2010, Rindermann et al. 2010, Castelijns et al. 2011,
Geburek und Stadler 2011). Dabei werden die Thrombozyten
(TZ) in geringem Plasmavolumen (oder anderer Basislösung)
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konzentriert, um intraläsional bzw. topisch appliziert zu wer-
den (Gonshor 2002, Anitua et al. 2003, Marx 2004, Argüel-
les et al. 2006, Textor 2011).

Als regenerativmedizinische Verfahren, basieren ATK vermut-
lich auf der Wirkung von Wachstumsfaktoren (GF) und ande-
ren Molekülen, die in den alpha-Granula der TZ, in Leukozy-
ten (LZ) und im Plasma enthalten sind. Daher wird angenom-
men, dass TZ-, GF- und LZ-Konzentrationen ausschlagge-
bende biologische Parameter für den klinischen Effekt von
ATK sind (DeLong et al. 2012). 

Um in der Humanmedizin ein ATZ als „platelet rich plasma“
(PRP) bezeichnen zu können, wurde eine Mindestkonzentra-
tion von 200×109/l TZ vorgeschlagen (Boswell et al. 2012).
Andere Autoren hingegen erstreben eine Konzentrationsspan-
ne zwischen 300×109/l und 1500×109/l an TZ in ATK, um
die besten therapeutischen Effekte zu erzielen (Anitua et al.
2003, Giusti et al. 2009, Textor et al. 2011). Jedoch fehlt in
der Pferdemedizin bis dato immer noch eine richtige Defini-
tion von ATK, und diese werden (manchmal fälschlicher
Weise) oft unter dem Begriff PRP zusammengefasst.

Durch die Degranulation der TZ werden GF wie zum Beispiel
platelet derived growth factor-BB (PDGF-BB) und transfor-
ming growth factor-b1 (TGF-b1) in relativ hohen Konzentra-
tionen freigesetzt (Eppley et al. 2004, Pietrzak und Eppley
2005,Eppley et al. 2006, Textor und Tablin 2012), um den
Prozess der Wundheilung zu fördern und zu steuern (Anitua et
al. 2003, Carter et al. 2003, Theoret 2004, Anitua et al.
2008). Es gibt diverse Messmethoden der TZ-Aktivierung.
Eine einfache Methode bietet der automatisierte zytometri-
sche hämatologische Analysator ADVIA 120 (Siemens,
Deutschland) an, in dem er das Volumen und den Brechungs-
index der TZ misst, um das „mean platelet volume“ (MPV)
bzw. das „mean platelet component“ (MPC) zu liefern. Das
MPV stellt die Größe der TZ dar und steigt bei der TZ-Aktivie-
rung (TZ transformieren sich von deren Scheibenform im
Ruhezustand zu aktivierten geschwollenen Kugeln) an. Das
MPC verhält sich linear zu TZ-Dichte und nimmt somit nach
Degranulation ab. Beide Parameter werden als zuverlässige
Indikatoren für die TZ-Aktivierung genutzt (Segura et al.
2007, Beard et al. 2011).

Autologous Conditioned Plasma® (ACP) ist ein auf Blutplas-
ma basierendes ATK, welches in der Pferdeorthopädie häufig
zum Einsatz kommt, da dessen Herstellung einfach mittels
einmaliger, relativ sanfter und kurzer Zentrifugierung in einer
patentierten Doppelspritze erfolgt. Die besonderen Merkmale
dieses Produktes sind eine moderate supraphysiologische TZ-
Konzentration bei niedriger LZ-Konzentration. Dies wurde in
einer Studie über die Validierung der Aufbereitungsmethode
von ACP beim Pferd demonstriert. ACP erreichte dabei eine
mittlere absolute TZ-Konzentration von 219×109/l und eine
TZ Anreicherung von 149% (±20%) verglichen mit den Blut-
basalwerten (Kissich et al. 2012). Folglich lag dessen TZ-
Konzentration unter der anderer ATK bei Pferden (Waselau et
al. 2008, Bosch et al. 2010, Castelijns et al. 2011) und
könnte zu gering sein, um optimale gewebsregenerierende
Effekte zu erzielen. 

Auf Grund deutlich niedrigerer Kosten und möglicherweise
höherer TZ-Konzentrationen, werden von vielen Tierärzten
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nicht-kommerzielle Doppelzentrifugierungsmethoden (erste
Zentrifugierung sanft, zweite Zentrifugierung hart) bevorzugt,
um PRP herzustellen (hier als mPRP bezeichnet). Argüelles et
al. (2006) beschrieben eine Technik zur Herstellung von
mPRP bei Pferden, dem folgten aber weitere Beschreibungen
verschiedener Herstellungsmethoden (Torricelli et al. 2011,
Maciel et al. 2012). Demzufolge gibt es, im Gegensatz zu
ACP und anderen kommerziell erhältlichen Kits, keine einheit-
lich standardisierte Methode für die mPRP Herstellung. Unan-
gepasste Aufbereitungsparameter können zu unzufriedenstel-
lenden Zellkonzentrationen und somit zu schlechter Bioakti-
vität des mPRP beim Pferd führen. Zusätzlich ist dessen Her-
stellung aufwändig, zeitintensiv und erfordert etwas Geschick-
lichkeit, was für die  Routine Anwendung nachteilig sein kann.
Dazu könnte der Herstellungsprozesses von mPRP die Mor-
phologie und die Funktion der TZ verändern und zu einer zu
frühen Aktivierung führen. Dadurch könnten eingesetzte GF
in das darüberliegende, nicht gebrauchte platelet poor plas-
ma (mPPP) verloren gehen (Textor 2011). 

Um herauszufinden ob eine „hausinterne“ mPRP Herstel-
lungstechnik eine wertvolle Alternative zu ACP in der Pferde-
praxis sein kann, war das Ziel dieser Studie das manuelle Pro-
dukt mit der kommerziellen Methode im Hinblick auf die Prak-
tikabilität deren Präparationsprozess, sowie auf deren absolu-
te Thrombozyten-, Leukozyten-, TGF-b1 und PDGF-BB-Kon-
zentrationen (welche deren Bioaktivität beeinflussen können)
zu vergleichen. Außerdem wurden die MPV und MPC gemes-
sen, um herauszufinden, ob die Herstellung von mPRP eine
vorzeitige TZ-Aktivierung auslöst. 

Material und Methode

Im Rahmen einer genehmigten Tierversuchsanzeige (V10/11)
wurden für die Studie 10 gesunde Warmblutpferde (3 Stuten,
5 Wallache und 2 Hengste, Alter 12±6 Jahre) herangezo-
gen. Die Pferde wiesen keine systemischen Erkrankungen und
keine Auffälligkeiten in den hämatologischen Untersuchun-
gen auf. Die Probanden erhielten zwei Wochen vor und wäh-
rend der Studie keine Medikation. Die Pferde wurden in
Boxen gehalten und erhielten Heu und Wasser ad libitum. 

Blutentnahme

Für die Blutentnahme wurde die Drosselrinne linksseitig im
Bereich der Vena jugularis geschoren und aseptisch vorberei-
tet. Danach wurde ein 14 gauge Venenkatheter (Braunüle
Vasocan®: B-Braun AG, Melsungen, Deutschland) kopfwärts
in die Vene eingebracht. Die hämatologischen Untersuchun-
gen (inklusive MPV und MPC) erfolgten automatisiert mittels
Zellzähler (ADVIA® 120: Siemens AG, München, Deutsch-
land). Alle Messungen erfolgten in Doppelbestimmung.

ACP-Herstellung

Autologous Conditioned Plasma® (ACP®: Arthrex GmbH,
München, Deutschland) wurde wie von Kissich et al. (2012)
beschrieben aufbereitet. Kurz geschildert wurden 1ml ACD-A
(noClot-400™: Cytosol Laboratories, Braintree, USA) und
9ml Blut in die größere äußere Spritze (des Doppelspritzensy-
stems) vorsichtig aufgezogen und vermischt. Die Proben wur-
den unverzüglich bei 1100U/min (189g) für 5min zentrifu-
giert (Zentrifuge: Rotofix 32A®: Rotor 1324, Andreas Hettich,
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GmbH&Co. KG, Tuttlingen, Deutschland; Becher: SK 18.06-
3: Andreas Hettich, GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Deutsch-
land). Danach wurden 5,5ml des Plasmaüberstandes in die
innen liegende 6ml Spritze abgezogen. Es erfolgte eine Zeit-
messung von der Blutentnahme bis zur Fertigstellung des Pro-
duktes. Danach wurden die ACP-Proben in 3 Kryokonservie-
rungsröhrchen (Cryo tubes 2,0ml: Techno Plastic Products
AG, Trasadingen, Schweiz) aliquotiert. Eines davon wurde
direkt zur Zellzahlbestimmung verwendet, die anderen zwei
wurden bei -80°C für spätere PDGF-BB und TGF-b1 Bestim-
mungen eingefroren.

mPRP-Herstellung

Die Herstellung von mPRP wurde mit einer „hausinternen“
Doppelzentrifugierungsmethode, mittels der (von den Autoren
der Studie) Pferde in der Vergangenheit behandelt wurden
(unveröffentlicht). Direkt nach der ACP-Herstellung wurden
2×9ml Blut von jedem Pferd in zwei Plastikröhrchen (diese
enthielten 1ml Na-Citrat) entnommen (10 ml S-Monovette™:
Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, Deutschland), vorsichtig
gemischt und bei 900U/min×5min (127g) zentrifugiert (mit
derselben Zentrifuge wie oben beschrieben unter Verwendung
andere Becher: 1390: Andreas Hettich, GmbH&Co. KG, Tutt-
lingen, Deutschland). Nach der ersten Zentrifugierung wurde
der Plasmaüberstand in 2 gleiche Teile geteilt: eine obere
Fraktion (arm an TZ) und eine untere Fraktion (reich an TZ).
Die obere Fraktion wurde mittels einer 5ml Spritze und einer
7cm langen 22 gauge Kanüle von oben nach unten abgezo-
gen und verworfen. Danach wurden, die untere Plasmafrak-
tion und der buffy coat beider Röhrchen abgezogen und in ein
leeres Polypropylenröhrchen (12ml Zenrifugierungsröhrchen:
Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Schweiz) verbracht,
um folglich bei 1200U/min×5 min (225g) zentrifugiert zu
werden. Das nun gewonnene Plasma wurde erneut in zwei
Fraktionen getrennt. Die oberen 75% der Plasmafraktion hier
als platelet poor plasma (mPPP) bezeichnet, wurden vorsichtig
abgezogen. Die untere Fraktion, bestehend aus einer kleinen
Zellanhäufung, wurde als platelet rich plasma (mPRP) defi-
niert. Die Zellen des mPRP wurden zuerst unter Verwendung
eines Zellvortex (Lab Dancer Vario®, IKA Werke GmbH&Co.,
Staufen, Deutschland) resuspendiert und danach mit einer
separaten Spritze abgezogen. Dabei wurde die Zeit von der
Blutentnahme bis zur Fertigstellung des Produktes gemessen. 

Jede mPRP und mPPP Probe wurde in drei gleiche Teile in Kry-
okonservierungsröhrchen (Cryo tubes 2.0ml: Techno Plastic
Products AG, Trasadingen, Schweiz) aliquotiert. Eines davon
wurde direkt zur Zellzahlbestimmung verwendet, die anderen
zwei wurden bei -80°C für spätere PDGF-BB und TGF-b1
Bestimmungen eingefroren.

Wachstumsfaktorenmessungen

Es wurden die Konzentrationen von PDGF-BB und TGF-b1 im
ACP, mPRP und mPPP mittels humaner „sandwich“ ELISA Kits
(ELISA, Quantikine Human TGF-b1 und Quantikine PDGF-
BB: R&D Systems, Minneapolis, USA) gemessen. Die Messun-
gen erfolgten laut Herstellerangaben und interner Validierung
(beschrieben durch die Studie von Kissich et al. (2012)). Die
Plasmaproben wurden vor den Messungen über einen Zei-
traum von zwei Monaten bei -80°C aufbewahrt. Alle ELISA
Messungen erfolgten in Doppelbestimmung.
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Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mittels SPSS® 20 für Win-
dows® (IBM, Deutschland) durchgeführt. Alle Daten wurden
mittels Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung getestet und
anschließend mittels One-Way ANOVA und folgendem t-Test
auf Signifikanzen untersucht. Die bivariante Korrelationsana-
lyse der Zell- und GF-Konzentrationen wurde unter Verwen-
dung des Pearsonschen Korrelationskoeffizienten durchge-
führt. Das zweiseitige Signifikanzniveau für alle Tests und Kor-
relationen betrug p<0,05.

Ergebnisse

Die ACP-Herstellung nahm in etwa eine Zeit von 10 Minuten
in Anspruch, wogegen die Herstellung von mPRP zeitaufwän-
diger (35min) war. Das Endvolumen des ACPs variierte je
nach Patient zwischen 6 und 7ml, jedoch konnten lediglich
5,5ml in die innere Spritze aufgezogen werden ohne Erythro-
zyten mitzuaspirieren. Das Endvolumen von mPRP lag bei
1,5ml und das von mPPP bei 4,5ml. Ein Pferd wurde auf
Grund aberranten Ergebnissen aus der Studie ausgeschlos-
sen, wodurch sich eine Probandenzahl von n=9 ergab. Die
abnormen Ergebnisse resultierten vermutlich aus Messfehlern
während der mPRP Herstellung. Zusätzlich fehlten die Ergeb-
nisse der MCV und MPC Werte vom ACP eines anderen Pfer-
des, wodurch sich in diesem Fall eine bleibende Probanden-
zahl von n=8 ergab. Wiederholte Zellzahlmessungen liefer-
ten sonst in allen drei Produktgruppen konstante Ergebnisse.

TZ-Konzentration

Die höchste mittlere TZ-Konzentration wurde im mPRP
gemessen (221,4±60,3×109/l), gefolgt von ACP
(192,4±31,5×109/l) und mPPP (163,1±24,0×109/l)
[Fig.1] mit einem signifikanten Unterschied zwischen mPRP
und mPPP (p=0,007). 

LZ-Konzentration

Die mittlere LZ-Konzentration war im mPRP am höchsten
(25,8±10,9×109/l), gefolgt von mPPP (1,3±0,6×109/l)
und ACP (0,8±0,2×109/l) [Fig.2]. Es konnten hoch signifi-
kante Unterschiede zwischen ACP und mPRP (p<0,001) und
zwischen mPPP und mPRP (p<0,001) festgestellt werden.
Ebenso konnte ein signifikanter Unterschied zwischen ACP
und mPPP (p=0.027) aufgezeigt werden.

PDGF-BB-Konzentration

Die mittlere PDGF-BB- Konzentration war im mPRP am höch-
sten (1,81±0,58ng/ml), gefolgt von ACP (1,07±0,28ng/ml)
und mPPP (1,04±0,27ng/ml) [Fig.3]. Zwischen mPPP und
mPRP konnten signifikante Unterschiede festgestellt werden
(p=0,002).

TGF-b1-Konzentration

Die mittlere TGF-b1 Konzentration war im mPRP am höchsten
(3,63±1,16ng/ml), gefolgt von mPPP (2,01±0,54ng/ml)
und ACP (1,80±0,71ng/ml) [Fig.4]. ACP und mPRP
(p<0,001), als auch mPPP und mPRP (p=0,001) unter-
schieden sich signifikant voneinander.
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MPV (mean platelet volume)

Die mittleren MPV Messwerte lagen bei 8,68±0,97fl im ACP,
8,37±0,86fl im mPPP und bei 8,58±0,67fl im mPRP
[Fig.5]. Es konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede
festgestellt werden.

MPC (mean platelet component)

Die mittleren MPC Messwerte lagen bei 20,61±1,67g/l im
ACP, bei 20,65±1,59g/l im mPPP und bei 20,48±1,27g/l
im mPRP [Fig.6]. Es konnten keine statistisch signifikanten
Unterschiede festgestellt werden.

Pearsonscher Korrelationskoeffizient

ACP
PDGF-BB- und LZ-Konzentrationen zeigten eine signifikant
negative Korrelation (r=-0,757, p=0,018).

mPRP
Es konnte eine hoch signifikante positive Korrelation zwischen
PDGF-BB- und TZ-Konzentrationen (r=0,802, p=0,009)
nachgewiesen werden. Ebenso zeigten TGF-b1- und TZ-Kon-
zentrationen eine signifikant positive Korrelation (r=0,752,
p=0,019). 

mPPP
Zwischen PDGF-BB- und TZ-Konzentrationen konnte eine sig-
nifikant positive Korrelation (r=0,687, p=0,041) nachge-
wiesen werden.

MPV/MPC
Durch Einfrieren und Auftauen der Proben kommt es zur TZ-
Aktivierung (Veränderung von MPC/MPV) und dadurch zur
Freisetzung der GF. Weil die Messung der GF nach der Kryo-
konservierung erfolgte, und MPV/MPC dem folgend nicht
nochmals bestimmt wurden, können in diesem Fall keine Kor-
relationen durchgeführt werden.

Diskussion

Zurzeit gibt es viele verschiedene Herstellungssysteme für ATK auf
dem Markt. Jedoch sind das ACP und das manuell – mittels
Doppelzentrifugierungsmethode – hergestellte Plasma (mPRP)
zwei der meist verwendeten Methoden in der Pferdemedizin in
Europa. Um herauszufinden ob mPRP eine wertvolle und kosten-
günstige Alternative zu ACP darstellt, wurden 1) die Praktikabilität
der Herstellungsmethoden beider Techniken verglichen, sowie 2)
die Zell- und GF-Konzentrationen, als auch 3) deren MPC/MPV
Werte bestimmt, weil diese Faktoren maßgeblich für die Bioakti-
vität und den klinischen Effekt ausschlaggebend sind. 

Herstellung

Da es keine einheitliche Methode zur mPRP Herstellung in der
Pferdemedizin existiert, erfolgte dessen Aufbereitung laut eines
„hausinternen“ bestehenden Protokolls unserer Arbeitsgruppe.
Verglichen mit anderen Methoden (Alvarez et al. 2010, Torri-
celli et al. 2011, Maciel et al. 2012) wurde hier eine relativ
sanfte Zentrifugierung verwendet, um eine vorzeitige Plätt-
chenaktivierung - und dadurch möglichen Verlust der GF ins
mPPP - während des zweiten Zentrifugierungsschrittes zu ver-
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meiden (Eppley et al. 2006, Textor 2011). Die Herstellung von
ACP war einfach auszuführen und benötigte insgesamt weni-
ger als 10 Minuten, während die mPRP Herstellung etwa 35
Minuten dauerte. Bei der ACP-Herstellung wurde eine Rotor-
bremse verwendet, um die Zentrifuge sehr schnell zum Still-
stand zu bringen. Dies erwies sich für die mPRP-Herstellung als
ungünstig, da es dabei in Vorversuchen zur Aufwirbelung von
Erythrozyten ins Plasma kam. Das Endvolumen von ACP ergab
5,5ml, wogegen das von mPRP nur 1,5ml betrug.

Die hier angewandten Methoden unterscheiden sich zusätzlich
im zugegebenen Antikoagulans. Für die ACP-Herstellung wur-
de ACD-A als Antikoagulans verwendet, indessen für die Her-
stellung von mPRP mit Natrium-Citrat vorgefüllte Röhrchen auf
Grund des kostengünstigen Preises und der weit verbreiteten
Verwendung in der Pferdemedizin in Deutschland benutzt wur-
den. Es wurde nachgewiesen, dass ACD-A einen besseren
zellstabilisierenden Effekt als Natrium-Citrat aufweist (Lei et al.
2009). Der dadurch im ACP entstehende Anti-Aktivierungsef-
fekt könnte ein Grund für die niedrigere GF-Konzentration im
ACP sein. Bei der Verwendung von Natrium-Citrat kann dazu,
wie in Voruntersuchungen gezeigt wurde, häufiger Plättchen-
agglutination beobachtet werden. Dadurch kommt es einer-
seits zu einer Verringerung der messbaren TZ-Zahl im Blut-
messgerät, andererseits erhöht sich möglicher Weise die Zahl
der GF die durch diese Zellen freigesetzt werden. 

TZ-Konzentration

Das Ziel dieser Studie war es nicht, die Effektivität der Anrei-
cherung von TZ zweier Techniken in Relation zu den Basalwer-
ten zu untersuchen, sondern die absolute Zell- und GF-Kon-
zentration zweier Endprodukte zu vergleichen. Das Interesse
entwickelt sich immer mehr auf die absolute Konzentration
einiger Faktoren und weniger auf deren Anreicherungsfakto-
ren (Textor 2011). Der wichtigste Grund ist die interindividuel-
le Variabilität von Zell- und Zytokinkonzentrationen (Giraldo
et al. 2013). Nur weil ein Produkt signifikant hohe TZ Anrei-
cherung erzielt, kann es trotzdem sein, dass dessen absolute
Konzentration unterhalb des klinisch effektiven Bereiches liegt
(welcher in der Pferdemedizin noch bestimmt werden muss).
Aus diesem Grund wurde in dieser Studie nicht auf TZ-Basal-
werte im Blut und auf die Anreicherungsfaktoren in den Pro-
dukten eingegangen.

Kissich et al. (2012) konnten mittels des hier angewandten
Protokolls eine recht konstante aber relativ tiefe mittlere TZ-
Anreicherung von 149±20% für ACP erreichen. Auf Grund
der Tatsache, dass beim ACP das gesamte Plasmavolumen
verwendet wird, das unmittelbar mit dem Hämatokrit
zusammenhängt, ergibt sich eine geringere Endkonzentration
an TZ verglichen mit anderen kommerziellen ATK (Bosch et
al. 2010, Castelijns et al. 2011). Physiologischer Weise vari-
iert der Hämatokrit des Pferdes zwischen 30% und 40%. In
equinem ACP kann deswegen höchstens eine 143%–167%-
ige Erhöhung der TZ-Konzentration verglichen mit Blutbasal-
werten erzielt werden. 

Die mittlere Thrombozyten-Konzentration in mPRP
(221,4±60,3×109/l) war 1,2 Mal höher als in ACP
(192,4±31,5×109/l) und 1,4 Fach höher als in mPPP
(163,1±24,0×109/l). Diese Werte sind deutlich unterhalb
der projizierten absoluten Konzentrationen von 1–1,5×1010/l,
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die beim Menschen einen optimalen gewebsregenerativen
Effekt induzieren (Giusti et al. 2009, Textor 2011) und mög-
licherweise zu niedrig, um eine zufriedenstellende klinische
Wirkung bei Pferden zu erreichen. Andere Studien berichten
über viel höhere Konzentrationen bei der mPRP Zentrifugie-
rungstechnik (Argüelles et al. 2006, Maia et al. 2009, Torri-
celli et al. 2011), höchstwahrscheinlich aufgrund eines stär-
keren zweiten Zentrifugierungsschrittes in ihrem Protokoll.
Eine Reduzierung des Endplasmavolumens (von 25% auf
10% des gesamten Plasmavolumens), in dem das Thrombo-
zytenpellet sich nach der zweiten Zentrifugierung befindet,
würde die Thrombozyten-Konzentration in der mPRP erhöhen
(Daten nicht gezeigt). Die Erhöhung der relativen Zentrifugie-
rungskraft (RCF) während der zweiten Zentrifugation würde
außerdem eine stärkere Zellsedimentation induzieren, was
durch die unerwartete, relativ hohe Thrombozyten-Konzentra-
tion in mPPP bestätigt wurde.

Leukozyten-Konzentration

Ob die LZ-Konzentration in einem ATK niedrige oder hohe
Werte erreichen sollte ist sehr umstritten und könnte von der
medizinischen Indikation abhängig sein (DeLong et al. 2012).
mPRP ist eine Buffy-Coat-basierte Methode, während ACP ein
Plasma-basiertes Produkt ist. Dementsprechend war die mitt-
lere weißen Blutkörperchen (WBC)-Konzentration in mPRP am
höchsten (25,8±10,9×109/l). Fehlende Aspiration des Buf-
fy-Coats nach der ersten Zentrifugierung würde die Leukozy-
ten-Konzentration im mPRP gering halten, aber dies würde
auch die Effizienz der Thrombozyten-Gewinnung stark min-
dern, da der Buffy-Coat auch einen großen Teil dieser Zellen
enthält. Die Anzahl der Leukozyten im ACP war vergleichs-
weise sehr niedrig (0,8±0,2×109/l), da der sehr dünn
erscheinende Buffy-Coat nicht aufgesaugt wurde. Es wurde
gezeigt, dass die WBC-Konzentration im ACP auf
11,9% ±3,9% der anfänglichen Konzentration im Vollblut
stark reduziert wurde (Kissich et al. 2012).

Einige Autoren versuchen, die „Kontamination“ von ATK mit
Leukozyten zu vermeiden. Diese werden auf Grund ihrer pro-
inflammatorischen Aktivität als nachteilig für die Wundheilung
angesehen (Dohan Ehrenfest et al. 2009, Sundman et al.
2011, DeLong et al. 2012). Andererseits existieren Studien,
in denen leukozytenreiche ATK zu sehr zufriedenstellenden kli-
nischen Ergebnissen geführt haben (Hall et al. 2009, Lopez-
Vidriero et al. 2010, Pedzisz et al. 2010, Dragoo et al.
2012). Es wird angenommen, dass nicht nur die Gesamtzahl
der Leukozyten, sondern auch die Verteilung derer Subpopu-
lationen einen Einfluss auf den Effekt von ATK hat (DeLong et
al. 2012, Yoshida und Murray 2012). Leider wurde bei den
hiesigen Messungen kein Differenzialblutbild angefertigt. Der
Einfluss von Leukozyten in ATK wurde bis dato noch nicht völ-
lig erläutert und bedarf weiterer Forschung, um abgesicherte
Empfehlungen geben zu können. 

GF-Konzentration

In der vorliegenden Studie wurden die ATK vor dem Einfrieren
nicht exogen aktiviert, da dies in der klinischen Pferdepraxis
nicht üblich ist (Textor 2011). Es wird angenommen, dass
durch die lokale Interaktion zwischen Blutplättchen und Kolla-
gen nach der intraläsionalen Injektion eine Degranulation her-
vorgerufen wird. Allerdings wurde durch das Einfrieren bei -
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80°C und das Auftauen eine TZ-Aktivierung hervorgerufen
(Daten in Press) und GF freigesetzt (Zimmermann et al. 2002).
Jedoch wurden alle Proben gleich behandelt, und die Ergeb-
nisse zeigen die momentanen humoralen GF-Konzentrationen. 

In ACP konnten nur ähnlich niedrige GF-Konzentrationen wie
im mPPP nachgewiesen werden. Diese waren signifikant nie-
driger als im mPRP, obgleich dies für die TZ-Konzentration
nicht der Fall war. Die mittlere PDGF-BB-Konzentration im
mPRP war 1,7-fach höher als im ACP und mPPP. Die mittlere
TGF-b1-Konzentration im mPRP war 1,8-fach höher als im
mPPP und 2-fach höher als im ACP. Diese Ergebnisse erklären
sich möglicher Weise zum Teil über die relativ hohe Leukozy-
tenzahl im mPRP, weil ein Teil dieser Zellen ebenso TGF-b1
und PDGF-BB enthält und in der Lage ist, sie freizusetzen
(Grotendorst et al. 1989, Hughes et al. 1996, Zimmermann
et al. 2003). Dazu, können die verschiedenen Antikoagulan-
tien wie schon vorher erwähnt auch eine Rolle gespielt haben.

Grad der Thrombozytenaktivierung

Auf Grund der Verwendung von Natrium-Citrat an Stelle von
ACD-A und der Doppelzentrifugierungsmethode wurde ange-
nommen, dass mPRP höhere MPV und niedrigere MPC Mess-
werte als ACP aufweisen würde. Allerdings erfolgte anschei-
nend keine vorzeitige Degranulation der TZ oder ein Verlust
von GF in das überstehende mPRP während der mPRP Her-
stellung, da keine statistisch signifikanten Unterschiede -
bezüglich der MPC und MPV Messwerte- zwischen den drei
frischen Plasmaprodukten festgestellt werden konnten. Daher
wäre möglicherweise eine höhere RCF im zweiten Zentrifugie-
rungsschritt anwendbar, um die Zellsedimentation zu verbes-
sern ohne dass GF verloren gehen. 

Korrelationen

Generell ist es anzunehmen, dass die TZ-Konzentration in
mPRP positiv mit der Konzentration von PDGF-BB und TGF-
b1 korreliert ist (Zimmermann et al. 2003, Sutter et al. 2004,
Sundman et al. 2011). Dies konnte in der vorliegenden Stu-
die bestätigt werden. Jedoch konnte keine Korrelation zwi-
schen TZ- und GF-Konzentration im ACP nachgewiesen wer-
den. Die sanfte Zentrifugation sowie die Verwendung von
ACD-A als Antikoagulans könnten Grund für die mangelnde
GF-Freisetzung im Plasma sein. Die Verwendung eines Labor-
vortex (wie beim mPRP) sowie die chemische Aktivierung der
TZ könnten eventuell höhere TZ-GF-Korrelationen im ACP
herbeiführen. Die Ergebnisse dieser Studie unterstreichen den
Fakt, dass die Leukozytenzahl keinen direkten linearen Ein-
fluss auf die GF-Konzentration hat, da keine signifikanten
Korrelationen nachgewiesen werden konnten. Jedoch wurden
die Korrelationen für die Gesamtleukozytenzahl berechnet.
Die Subpopulationen der Leukozyten würden in den verschie-
denen ATK möglicherweise unterschiedlich vorkommen,
zudem beeinflussen manche Leukozytentypen die Art der GF
Ausschüttung mehr als Andere (Sundman et al. 2011). Da in
dieser Studie kein Differenzialblutbild angefertigt wurde, kann
hier darauf nicht weiter eingegangen werden.

Grenzen der Studie

Die vorliegende Studie weist einige klaren Grenzen auf. Auf
Grund finanzieller Einschränkungen konnten nur wenige Pfer-
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de in diese Studie miteinbezogen werden, wodurch die stati-
stische Aussagekraft eingeschränkt ist. Jedoch ist die Anzahl
der Tiere mit der von anderen ähnlichen publizierten Versu-
chen vergleichbar (Sundman et al. 2011, Kissich et al. 2012,
Textor und Tablin 2012). Außerdem wäre es sehr interessant
gewesen, weitere kommerzielle Kits in diese Vergleichsstudie
einzubeziehen, aber leider war auch dafür das Budget zu
begrenzt. Ferner bleibt nicht zu vergessen, dass es sich hierbei
um eine in vitro Studie handelt. Es sind weitere vergleichende
klinische Experimente notwendig, um die Bedeutung und den
Einfluss dieser in vitro Ergebnisse besser zu interpretieren, da
weitere Faktoren eine wichtige Rolle auf die Geweberegene-
ration spielen können. Schlussendlich dürfen die Ergebnisse
der „hausinternen“ mPRP Technik nicht auf andere ähnliche
Doppelzentrifugierungsmethoden umgelegt werden, da diese
andere Aufbereitungsparameter verwenden.

Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass die ACP-Herstel-
lung – verglichen mit der aufwändigeren und zeitintensiveren
mPRP Herstellung – schnell und einfach ist. ACP wies eine
moderate mittlere TZ-Konzentration und relativ geringe mitt-
lere LZ- und humorale GF-Konzentrationen auf, welche ähn-
lich zu denen im mPPP waren. Dies könnte zu unzufriedenstel-
lenden klinischen Ergebnissen bei der Anwendung dieser
kommerziellen Methode führen. Obgleich mPRP höhere mitt-
lere TZ- und GF-Konzentrationen als ACP aufwies, lagen die
Ergebnisse unter unseren Erwartungen und sind möglicher-
weise auch zu gering für optimale klinische Effekte. Zudem
zeigte mPRP eine relativ hohe mittlere LZ-Konzentration auf,
was zu unerwünschten lokalen Entzündungsreaktionen führen
könnte. Das hier verwendete „hausinterne“ Protokoll zur
mPRP-Herstellung sollte aus diesem Grund noch optimiert
werden, bevor es für den klinischen Einsatz empfohlen wer-
den kann. Die mPRP- und ACP-Methoden wiesen beide nie-
drige absolute TZ- und GF-Niveaus auf. Zusätzliche verglei-
chende klinische Studien sind nötig, um herauszufinden, ob
diese Werte ausreichend für eine zufriedenstellende klinische
Wirkung wären. In der pferdemedizinischen Fachliteratur wer-
den andere Herstellungstechniken für mPRP und kommerziel-
ler Methoden beschrieben, welche effektiver sind, um höhere
TZ- und GF-Konzentrationen zu erzielen und sollten von den
Klinikern in Betracht gezogen werden. Diese Faktoren und die
Unterschiede der Blutprodukte sollten vom Anwender beim
Einsatz derer beachtet werden. 
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