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Zusammenfassung

Fragestellung: Thrombozyten enthalten
verschiedene Wachstumsfaktoren, deren
mdoglicher Nutzen zur Beschleunigung der
Knochenregeneration aktuell diskutiert wird.
Basisdaten zur biologischen Wirkung von
Thrombozytenkonzentraten (platelet-rich
plasma: PRP) stehen derzeit noch weitge-
hend aus. Daher wurde in dieser Studie der
In-vitro-Effekt von PRP auf die Proliferations-
rate von humanen osteoblastendhnlichen
Zellen untersucht (OLC: osteoblast-like cells).
Material und Methode: Aus humaner
Beckenkammspongiosa in Zellkultur etab-
lierte OLC wurden mit Thrombozyten (Thr) in
verschiedenen Verdiinnungslésungen (0-
1.700.000 Thr/pl) stimuliert.Nach 3 Tagen
erfolgte ein WST-1-Test (Roche Diagnostics)
zur Quantifizierung der mitochondrialen
Synthese bzw. der zelluldren Proliferations-
rate.

Ergebnisse: Die gemessenen Extinktionen
von OLC lieBen sich in vitro durch die Zugabe
von Thrombozyten konzentrationsabhdngig
bis zu einem Plateau steigern. Eine Stimula-
tion Uiber diesen Peak hinaus fiihrte zu ei-
nem leichten Abfall der Extinktionswerte.
Die statistische Analyse der Extinktionskur-
ven nach Brunner und Langer ergab beim
paarweisen Vergleich der evaluierten Zell-
proliferationsraten (nach Stimulation mit
unterschiedlich konzentrierten Thrombozy-
tenverdiinnungsldsungen) signifikante
Unterschiede (p<0,0001). Statistisch signifi-
kante Unterschiede zeigten sich auch hin-
sichtlich des Zeitverlaufs der Extinktions-
messungen nach 0-5 h (p<0,0001).
Schlussfolgerung: Die Studie zeigt, dass die
Proliferationsrate von humanen OLC in vitro
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Wachstumsstimulation

von humanen

osteoblastenahnlichen Zellen
durch Thrombozytenkonzentrate

in vitro

durch PRP konzentrationsabhangig gestei-
gert werden kann. Dieses In-vitro-Ergebnis
stiitzt damit die aktuell diskutierte Annah-
me, dass der klinische Einsatz von Thrombo-
zytenkonzentraten die Knochenregeneration
beschleunigen kénnte.

Schliisselworter
In vitro - Platelet-rich-Plasma (PRP) -

Thrombozytenkonzentrat - Humane osteo-
blastendhnliche Zellen - Proliferation

Thrombozyten enthalten verschiedene
Wachstumsfaktoren wie

PDGF (platelet-derived growth factor),
TGF-B1 (transforming growth factor
p1)

e TGF-B2 (transforming growth factor

B2),

IGF (insulin-like growth factor),

EGF (epidermal growth factor),

ECGF (epithelial cell growth factor)

sowie

e einen Wachstumsfaktor fiir Leberzellen
[6].

Fiir die rekombinanten Varianten dieser
Wachstumsfaktoren sind Effekte im
Zellkulturversuch [7] sowie in der den-
toalveoldren Chirurgie [2, 4, 9, 10] (vor-
wiegend im Tierversuch) und im (ande-
ren Regenerationsanforderungen und
-bedingungen unterliegenden) paro-
dontal-chirurgischen Bereich [13,14,15]
in Kombination mit verschiedenen Kno-

chenersatzmaterialien mehrfach positiv
diskutiert worden. Ein einziger Bericht
zur Anwendung von plittchenreichem
Plasma [(plasma rich in growth factors:
PRGF; nach der Methode von Anitua
hergestelltes PRP (platelet-rich plasma)]
am Patienten (n=10) findet sich in der
Literatur; dieser schildert ebenfalls po-
sitive Erfahrungen [1]. Die einzige iiber-
zeugende, in der Literatur bisher vorlie-
gende Arbeit zur systematischen Unter-
suchung des biologischen Effekts von
PRP (platelet-rich plasma) stammt von
Marx et al. [11] und konnte radiologisch
und histologisch einen positiven Effekt
von PRP fiir eine bestimmte Indika-
tion zeigen (Unterkieferrekonstruktion
mittels autologem Knochentransplantat
bei Zustand nach Unterkieferkontinui-
tatsresektion). Marx et al. [11] fanden,
dass der Zusatz von PRP zu einer Stei-
gerung der Knochendichte im autologen
Beckenkammtransplantat nach 6 Mona-
ten fithrte (n=44 Patienten). Als Ursache
der Stimulation der Knochenregenera-
tion (Knochendichte und -reifung) wur-
de von Marx et al. [11] der Gehalt an
thrombozytidren Wachstumsfaktoren
postuliert. Die Quantifizierung einiger
Wachstumsfaktoren in solchen Throm-

Online publiziert: 4. April 2002
© Springer-Verlag 2002

Dr.Dr.G.Weibrich

Klinik fiir Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie,
Universitatsklinik Mainz,

Augustusplatz 2,55131 Mainz,

E-mail: weibrich@mkg.klinik.uni-mainz.de,
Phone: 06131-173083, Fax:06131-176602



Mund Kiefer GesichtsChir 2002 - 6 : 168-174
DOI10.1007/510006-002-0367-6

G.Weibrich - S.-H.Gnoth - M. Otto -
T.E.Reichert - W.Wagner

Stimulation of the proliferation
rate of human osteoblast-like
cells by platelet concentrates

in vitro

Abstract

Aim of the study: Thrombocytes contain dif-
ferent growth factors. Their potential use for
increasing bone regeneration is currently
under discussion. Basic data about the bio-
logic effect of platelet concentrates (plate-
let-rich plasma, PRP) are still lacking. This
study analyzes the in vitro effect of PRP on
the proliferation rate of human osteoblast-
like cells (OLC).

Material and method: Human OLC were
stimulated with thrombocytes in different
dilutions (0-1,700,000 thrombocytes/pl).
Three days later a WST test (Roche Diagnos-
tics) was performed to measure the mito-
chondrial syntheses and cellular prolifera-
tion rate.

Results: The proliferation rate of the OLC was
(concentration-dependent) increased up to
a certain plateau by adding thrombocytes.
Further stimulation led to a slight decrease
in the proliferation rate. The statistical analy-
sis of the extinction measurements showed
significant differences in the cell prolifera-
tion rates between mostly all thrombocyte
concentration groups (p<0.0001). Moreover,
a statistically significant difference was eval-
uated for the time-dependent change in ex-
tinction (0-5 h) (p<0.0001).

Conclusion: This study shows that the prolif-
eration rate of human OLC can be stimulated
in vitro by concentration-dependent platelet
concentrates. This in vitro result supports the
currently discussed assumption that the clin-
ical use of PRP might increase bone regener-
ation.

Keywords
In vitro - Platelet-rich plasma - Platelet

concentrate - Human osteoblast-like cells -
Proliferation

bozytenkonzentraten (wie auch von
Marx et al. [11] verwendet) zeigte — die-
se Postulation stiitzend - hohe Konzen-
trationen fiir PDGF-AB (117163 ng/ml),
TGF-P1 (169+84 ng/ml) sowie IGF-I
(84%23 ng/ml), wihrend einige andere
Wachstumsfaktoren nur in weit gerin-
geren Konzentrationen nachweisbar wa-
ren (PDGF-BB 10+8 ng/ml, TGF-p2
0,4%0,3 ng/ml) [20]. Unklar ist bisher, ob
mit Hilfe dieser Wachstumsfaktorenge-
halte im Nanogrammbereich dhnlich
gute Effekte wie unter dem Einsatz ho-
her Konzentrationen rekombinanter
Wachstumsfaktoren ausreichend zuver-
lassig erzielt werden kénnen.

Die Anwendung von PRP an Patien-
ten erfolgt mittlerweile in zahlreichen
zahndrztlich chirurgischen Praxen, ob-
wohl der biologische Effekt von PRP
noch nicht ausreichend belegt ist. Daher
wurde in dieser Studie der biologische
Effekt von PRP im Zellkulturmodell an
humanen Zellen ossdren Ursprungs
iiberpriift.

Material und Methoden

Thrombozytenkonzentratherstellung
mittels diskontinuierlicher
Zellseparation

Die im Rahmen dieser Studie verwen-
deten Thrombozytenkonzentrate wur-
den mittels diskontinuierlicher Zellse-
paration (oder auch Thrombozytaphe-
rese) unter Verwendung eines Haemo-
netics Zellseparators (MCS 3p, Haemo-
netics, Miinchen) in der Transfusions-
zentrale der Johannes-Gutenberg-Uni-
versitit hergestellt.

Der Zellseparator entnimmt mittels
intermittierendem  (diskontinuierli-
chem) Fluss 400-450 ml Vollblut, wel-
ches mit Antikoagulanz versetzt (1 ml
Zitratphosphatdextrose auf 5 ml Voll-
blut) und anschliefend in einen rotie-
renden Zentrifugenbecher iiberfiihrt
wird, in welchem das Blut in 3 Bestand-
teile aufgeteilt wird:

Erythrozyten,
Thrombozyten (enthalt auch die Leuko-
zyten) sowie

e die Plasmafraktion (enthalt kaum zellu-
|dre Bestandteile).

Ein Teil des Plasmas rezirkuliert erneut
in die Zentrifugenkammer, um die
Thrombozytenausbeute durch ldngeren

Aufenthalt in der Zentrifugationskam-
mer zu erh6hen. Nachdem Erythrozy-
tenfraktion und Plasma dem Spender
retransfundiert wurden, wird die néchs-
te Teilmenge Vollblut entnommen, bis
nach mehreren Separationsschritten das
vorher eingestellte Thrombozytenkon-
zentratvolumen erreicht ist. Die Throm-
bozytenkonzentrate werden dann routi-
nemiflig in PVC-Beuteln auf bewegten
Gitterrosten gelagert.

Nach Vorbereitung der OLC-Kultu-
ren (Etablierung bei 10% FCS, Kultivie-
rung bei 2% FCS, Aussaat in die Mikro-
titerplatten bei 2% FCS, s. unten)
wurden aus einem frisch hergestellten
Thrombozytenkonzentrat (Methode s.
oben) nach mehrfachem Waschen mit
10 ml Ca**/Mg**-freiem EDTA-0,5%-
PBS-Puffer zur Entfernung von Rest-
plasmaanteilen 8 verschiedene Verdiin-
nungen (und eine Leerkontrolle ohne
Thrombozyten) unter Zugabe von Ca**/
Mg**-freiem Puffer (HBSS) hergestellt.
Zur Qualitdtskontrolle wurde von den
verschiedenen Thrombozytenkonzen-
tratverdiinnungen automatisiert die
Thrombozytenkonzentration bestimmt
(MCS+, Haemonetics, Miinchen).

Etablierung der humanen
osteoblastendhnlichen Zellen

Die Kulturen der osteoblastendhnlichen
Zellen wurden aus humanen Knochen-
proben von Beckenkammspongiosa ei-
nes ménnlichen Spenders im Alter von
20 Jahren gewonnen. Zusitzlich erfolg-
ten 2 analoge Untersuchungen zum
Nachweis der Validitdt der Ergebnisse an
Zellen von 2 weiblichen Spenderinnen
im Alter von 33 und 43 Jahren.

Die Knochenproben wurden zur
Etablierung der Zellkultur in einem Me-
dium aus DMEM, Natriumhydrogenkar-
bonat (3,7 g/500 ml Medium), L-Gluta-
min, 10% FCS, Antibiotikum (100 IE Pe-
nizillin/100 pg Streptomycin/ml), As-
korbinsdure (1 mmol/l ASC) und Korti-
koid (100 nmol/l Dexamethason) bei
37°C und 5% CO, inkubiert. Der Medi-
umwechsel zur Kultivierung erfolgte
erstmalig nach 4 Tagen.

Bei einer 8o%igen Bodenbede-
ckung mit Zellen wurde die Zellkultur
passagiert und in FCS-reduziertem Me-
dium (2% FCS, jedoch alle anderen Zu-
sitze identisch) bis zu einer ausreichen-
den Bodenbedeckung (80%) kultiviert.
Nach Zellzahlbestimmung wurden 5000
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Abb. 1 A Nachweis der alkalischen Phosphatase in den OLC. Im Vergleich dazu
ist oben links eine Fibroblastenkultur dargestellt, in deren Zellen keine alkali-
sche Phosphatase nachweisbar ist (Farbung nach Kit-Hersteller-Anweisung)

Zellen in 200 pl FCS-reduziertem Me-
dium in je 1 Loch der 96-Loch-Mikroti-
terplatte pipettiert. Insgesamt wurden
9 Spalten mit je 8 Lochern mit Zellen be-
stiickt und fiir 3 Tage im Brutschrank in-
kubiert.

Zum Nachweis der ossdren Her-
kunft der in Kultur vermehrten Zellen
wurden parallel dazu

e alkalische Phosphatase (Testkit:
Fa.Sigma, Katalognr.86R),

e  Osteokalzin (Antikdrper Dianova, Ham-
burg, Bestellnr.M0O44 und 115-035-003
sowie AEC Substratkit Immunotech,
Hamburg, Bestellnr. 1477) sowie

e  das Mineralisationsvermdgen der
Zellen (Van-Kossa-Farbung sowie
Transmissionselektronenmikroskopie)

nachgewiesen (Abb. 1, 2,3, 4).

Messung der
OLC-Proliferationsaktivitat
mittels WST-1-Test

3 Tage nach Aussaat der Zellen in die
Lochplatten erfolgte fiir die Durchfiih-
rung des Versuchs ein Mediumwechsel
[150 pl DMEM-PSN-Medium (0,5 ml
PSN auf 50 ml DMEM)], bei welchem
zusdtzlich von den verschiedenen
Thrombozytenldsungen jeweils 50 plin
je 8 Locher einer der mit OLC gefiillten
9 Spalten der 96-Loch-Mikrotiterplatte
pipettiert wurden. Es standen somit fiir
die Kontrolle (ohne Thrombozytensti-
mulation) und fiir jede der 8 PRP-Ver-
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diinnungen jeweils 8 Locher der Mikro-
titerplatten fiir Wiederholungsmessun-
gen zur Verfiigung.

Um den Leerwert (die ,Eigenextink-
tion“ der Thrombozytenverdiinnungslo-
sungen) zu bestimmen, wurden in eine
2. Platte 50 pl der jeweiligen Stimulanz-
l6sung aufgetragen und mit 150 pl des as-
korbinsdure- und dexamethasonfreien
DMEM-PSN-Mediums aufgefiillt.

Da fiir die Thrombozyten-,,0“-Kon-
zentration nichts aus der Thrombozy-
tenlosung entnommen wurde, wurden
die Locher stattdessen mit 50 pl HBSS
gefiillt.

neg. Kontrolle Isut)tp-l‘.’%nb'uliJ

-
r
P

Nach weiteren 3 Tagen Inkubation
(6 Tage nach der Aussaat in die 96-Loch-
Platten) erfolgte ein WST-Test zur Be-
stimmung der Proliferationsrate der
OLC (Methode nach Herstellerangaben,
s.unten).

Fiir die jeweils 8 gleichen Locher in
einer Spalte der 96-Loch-Platte (Zellen,
die mit ein und derselben Thrombozy-
tenkonzentration stimuliert wurden) wur-
den die Extinktionswerte gemessen. Fiir
die wenigen Extinktionswerte oberhalb
des vom Messgerit vorgegebenen Mess-
bereichs wurde jeweils der hochste mogli-
che Messwert (Extinktion 3350) fiir die
Auswertung verwendet. Von jedem ein-
zelnen Extinktionswert wurde der Mittel-
wert der parallel gemessenen Thrombo-
zytenlosungseigenextinktion subtrahiert.
Die so hinsichtlich der Eigenextinktion
der Thrombozytenldsungen korrigierten
Extinktionswerte der stimulierten OLC
werden im Folgenden dargestellt.

WST-1-Test

Der WST-1-Test ist ein etabliertes Ver-
fahren zur Messung der Proliferations-
aktivitét einer Zellkultur [s, 8,17,18,19].
Die Messung der mitochondrialen Akti-
vitit fiir OLC ist in der Literatur eben-
falls beschrieben [12].

Das WST-1-Reagenz (Roche, Be-
stellnr.: 1644807) ist ein Tetrazoliumsalz,
welches durch zelluldre (mitochondria-
le) Enzyme in Formazan umgewandelt
wird. Durch vermehrte Syntheseakti-

s

50 ym

Abb. 2 A Nachweis von Osteokalzin im Zytoplasma der OLC. Inset Negativkon-
trolle: OLC mit Immunreaktion ohne Osteokalzinantikorper; Isotypkontrolle:
Kontrolle der Bindungsspezifitat mit einem zum Osteokalzinantikorper korres-
pondierenden Isotypantikorper (unspezifischer Maus-1gG;-Antikérper)
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Abb. 3 A Nachweis der Mineralisation der OLC, die 3 Wochen lang mit Minerali-
sationsmedium kultiviert wurden (Zusatz von (3-Glycerolphosphat). Obere linke
Ecke Positivkontrolle (kalzifiziertes Bindegewebe) (Kossa-Farbung)

vitdt oder eine Zunahme von lebenden
Zellen in den Lochern der Mikrotiter-
platte kommt es zu einer Zunahme der
mitochondrialen Dehydrogenase. Die
Zunahme der Enzymaktivitét fithrt zu
einer Zunahme der Menge an farbigem
Formazan, welche direkt proportional
zur metabolischen Aktivitdt der Zellen
in der Kultur ist. Das farbige Formazan
wird in einem Scanning-Multiwell-
Spektrophotometer (ELISA-Reader, Bio-
rad 550, Fa. Biorad, USA) durch Messen
der Extinktion bei 450 nm quantifiziert.

Zur Messung der Extinktion im
ELISA-Reader wurden in jedes zu tes-
tende Loch 20 pl des WST-Reagenz pi-
pettiert und die 96-Loch-Platte dann in
den ELISA-Reader eingebracht. Vor ei-
ner Messung erfolgte fiir 5 s ein Schiit-
teln der Mikrotiterplatte durch das Ge-
rit. Die Extinktion wurde bei 415 nm
und durch den Referenzfilter bei 615 nm
gemessen.

Die Messungen erfolgten vor der
Zugabe des WST-Reagenz und 1/2,1,2,3,
4 und (falls im Messspektrum noch
moglich) 5 h nach Zugabe des WST-Rea-
genz.

Statistische Methoden

Zur Auswertung der Unterschiede zwi-
schen den Konzentrationen im Zeitver-
lauf konnte keine Normalverteilung an-
genommen werden. Die Analyse erfolg-
te daher mittels der Methode zur nicht-
parametrischen Analyse longitudinaler
Daten nach Brunner u. Langer [3]. Ver-

wendet wurden das Modell ,,F,-LD-F,“
mit dem entsprechenden Makro in SAS,
Version 6.12., sowie der von den Autoren
benannte ,,Test vom Anova-Typ“,daer -
laut Autoren - auch fiir kleine Stichpro-
benumfinge anwendbar ist.

Ergebnisse

Insgesamt zeigte sich beim Auftragen
der verschiedenen Messzeitpunkte tiber

der Thrombozytenkonzentration fiir die
zugegebenen niedrigen Thrombozyten-
konzentrationen nur eine geringe Stei-
gerung der mitochondrialen Synthese-
rate, welche dann jedoch bis zu einem
Plateau (bei 58.900 Thr/pl) deutlich zu-
nahm. Danach sank die Proliferations-
rate wieder ab (Abb. 5, 6).

Auffallend war, dass bereits 3 h nach
der WST-Zugabe eine der 8 Parallelmes-
sungen fiir die Thrombozytenkonzen-
tration 318.000/pl einen Extinktions-
wert oberhalb des Messbereichs (maxi-
mal bis 3350) aufwies. Bei der gleichen
Thrombozytenkonzentration waren bei
der 4-h-Messung 2 und bei der 5-h-Mes-
sung 4 Extinktionswerte oberhalb des
Messbereichs. Bei der 5-h-Messung fan-
den sich zusitzlich je eine Uberschrei-
tung bei 51.300 und 58.900 Thr/pl sowie
2 Uberschreitungen bei 149.000 Thr/pl.

Bei der hochsten Thrombozyten-
konzentration kam es zu einer Koagula-
tion des zugegebenen Thrombozyten-
konzentrats, die Extinktion (nach Abzug
der Extinktion der Kontrollmessung der
Thrombozytenlosung) énderte sich tiber
den gemessenen Zeitraum nahezu nicht.

Bei grafischer Darstellung der ver-
schiedenen Thrombozytenkonzentra-
tionen iiber den Messzeitpunkten (Abb.
6) lief? sich mit zunehmender Zeit nach
Zugabe des WST-Reagenz (mit Ausnah-

Abb. 4 A Ablagerungen von nadelférmig vernetzten Kalziumdeposits (schwar-
ze Kristalle mit weiBem Rand Pfeile) im Interzellularraum der OLC, die 3 Wo-
chen lang mit Mineralisationsmedium kultiviert wurden (Zusatz von 3-Gly-
cerolphosphat). Vergr. 4300:1, Inset Detailvergr. 5200:1
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Abb. 5 A Extinktionsmessungen vor,1/2h,1h,2h,3 h,4 h und 5 h nach Zugabe des WST-
Salzes, Stimulation mit je 50 pl der Stimulanzlésung mit verschiedenen Thrombozyten-
konzentrationen/pl. Die Werte fiir die Stimulation mit den 1,7 Mio. Thr/pl wurden nicht
dargestellt (systematischer Artefakt). Darstellung der korrigierten Mediane

me der hochsten Konzentration mit Ko-
agulation) bei allen Thrombozytenver-
diinnungen eine Zunahme der Extink-
tionswerte erkennen. Im unteren Ver-
diinnungsbereich fiihrte eine Steigerung
der Thrombozytenkonzentration im Sti-
mulanz zu einer fritheren und hoheren
Gesamtextinktion (bis 51.300 Thr/pl).
Eine tiber dieses Niveau hinausgehende
Steigerung der Thrombozytenkonzen-
tration zeigte dann fiir die Stimulation
mit Thrombozytenkonzentrationen von
149.000 und 318.000 Thr/pl bei den 4-
und 5-h-Messungen deutliche Riickgén-
ge der in Abb. 6 dargestellten Extink-
tionsmediane. Bei Stimulation mit der
hochsten Konzentration mit folgender
Koagulation des Mediums blieb der Ex-
tinktionswert iiber den gesamten Zeit-
verlauf im Prinzip unveréndert.

Bei der statistischen Analyse wur-
den die Messergebnisse der Probe, die
mit 50 pl der 1,7 Mio. Thr/pl enthalten-
den Losung stimuliert wurde und ma-
kroskopisch kontrollierbar koagulierte,
ausgeschlossen, da sie einen systemati-
schen klinischen Artefakt aufweist.

Bei der statistischen Untersuchung
ergab sich ein signifikanter Unterschied
zwischen den meisten der verschiede-
nen Thrombozytenkonzentrationsgrup-
pen (p<o,0001). Bei den nachfolgenden
paarweisen Vergleichen unterschieden
sich bei Verwendung einer p-Wert-Kor-
rektur nach Bonferroni-Holm nur die
Gruppen mit den Thrombozytenkon-
zentrationen 9910-19.100,9910-318.000,
19.100-318.000, 51.300-58.900, 58.900-
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149.000 und 149.000-318.000/pl nicht
signifikant in der Hohe ihrer Extink-
tionswerte tiber den gesamten Zeitraum
(statistischer Vergleich der Kurvenver-
ldufe in Abb. 6).

Bei der statistischen Analyse der
zeitlichen Verdnderung der Extinktio-
nen ergab sich ein signifikanter Unter-
schied im Zeitverlauf aller Thrombozy-
tenkonzentrationsgruppen (p<0,0001)
(statistischer Vergleich der Kurvenver-
ldaufe in Abb. 5).

Die durchgefiihrten Mehrfachmes-
sungen (im oben beschriebenen Versuch
jeweils 8 Einzelmessungen der jeweils 8
einzeln angesetzten identischen Kombi-
nationen) zeigten nur geringe Unter-
schiede (Median und Mittelwert lagen

nah zusammen). Die doppelt durchge-
fithrten Kontrollversuche (mit osteo-
blastendhnlichen Zellen und Thrombo-
zyten anderer Spender) zeigten analoge
Ergebnisse.

Diskussion

Die Menge an in die Mikrotiterplatte
ausgesiten Zellen wurde nach Vorversu-
chen zur Sicherstellung optimierter Ver-
suchsbedingungen festgelegt. In Vorver-
suchen zeigte sich, dass bei Kultivierung
der Zellen in der Mikrotiterplatte mit
10%iger Kélberserum(FCS)-Konzentra-
tion keine weitere Stimulation durch Zu-
gabe der Thrombozyten mehr méglich
war. Die Zellen waren jedoch auch in
Zellkulturmedium mit vermindertem
FCS-Gehalt sicher zu kultivieren. Auch
musste auf die Zugabe von Dexametha-
son und Askorbinsdure verzichtet wer-
den, da diese eine Interaktion mit dem
WST-Reagenz zeigten. Dies ist moglich,
da bei der kurzen Dauer der Versuchs-
reihe nach Zugabe von dexamethason-
und askorbinsdurefreiem Medium (3 Ta-
ge) die Zellkultur nicht durch Fibroblas-
ten tiberwuchert wird.

Die Ergebnisse zeigen eine statis-
tisch signifikante Zunahme der Extink-
tionsrate unter Stimulation mit Throm-
bozyten; dies kann als Nachweis einer
entsprechend erhohten Proliferations-
rate der osteoblastendhnlichen Zellen
durch Stimulation mit Thrombozyten-
konzentraten in vitro gelten.

Die in den Grafiken dargestellte Zu-
nahme der Proliferationsrate mit stei-
gender Thrombozytenkonzentration
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Abb. 6 A Extinktionsmessung 0-5 h nach Zugabe des WST-Reagenz bei Stimulation mit
50 pl der verschieden konzentrierten Thrombozytenlésungen (0-1.738.000 Thr/pl).
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des Stimulanz ldsst einen linearen Zu-
sammenhang zwischen Thrombozyten-
konzentration und resultierender Pro-
liferationsrate mit anschliefender Pla-
teaubildung vermuten. Die Prolifera-
tionsrate der OLC lésst sich nicht unbe-
grenzt steigern; bei Ankopplung der
thrombozytaren Wachstumsfaktoren an
alle entsprechenden Oberflidchenrezep-
toren der OLC lésst sich keine weitere
Erhohung der Proliferationsrate erzie-
len.

Bei der Interpretation des Kurven-
verlaufs der Extinktionsmittelwerte ist
zu beriicksichtigen, dass fiir die 51.300-,
die 58.900- und die 149.000-Thr/pl-Sti-
mulationslésungen 1 bzw. 2 Messwerte
oberhalb des Extinktionsmessbereichs
lagen und bei der Berechnung der in den
Grafiken abgebildeten Mittelwerte nur
approximativ korrigiert berticksichtigt
werden konnten. Gleiches gilt auch fiir
1 bzw. 2 der 3- bzw. 4-h-Messungen so-
wie fiir 4 der 5-h-Messungen nach Sti-
mulation mit 50 pnl der 318.000-Thr/pl-
Losung. Dies erklédrt den Abfall der Ex-
tinktionsmittelwerte der mit 149.000-
Thr/pl-Lésung und den gréfleren Ex-
tinktionsriickgang der mit 318.000-
Thr/pl-Lésung stimulierten Zellen aller-
dings nur z. T.

Eine dartiber hinausgehende Sti-
mulation zeigte eine dann wieder ver-
minderte Wachstumsstimulation, mog-
licherweise aufgrund eines zytotoxi-
schen Effekts dermafien hoher Throm-
bozyten- bzw. Wachstumsfaktorenkon-
zentrationen (Abb. 5). So ist beispiels-
weise fiir TGF-f in vitro ein biphasi-
scher Effekt beschrieben:

e Beiniedrigeren Konzentrationen
(10 ng/mI TGF-B31) weist TGF-f in vitro
einen Proliferationsrate steigernden
Effekt auf.

e Beihohen Konzentrationen (100 ng/ml
TGF-B1) bewirkt TGF-p in vitro nur eine
verminderte Proliferationssteigerung.
Bei dieser Dosis ist der chemotaktische
Effekt von TGF-B 1 maximal gesteigert
[71.

Die Stimulation mit 1.738.000 Thr/ul
zeigte niedrigere, korrigierte Extink-
tionswerte als die Zellkultur ohne Sti-
mulation mit Thrombozytenkonzentrat,
wobei klinisch ein systematischer Arte-
fakt (vollstindige Koagulation des Nahr-
mediums) auftrat. Aufgrund der Koagu-
lation des Mediums ist eine valide Mes-

sung nicht sichergestellt, sodass auf die
Interpretation dieser Daten verzichtet
werden muss.

Eine Ubertragung der hier in vitro
verwendeten Thrombozytenkonzentra-
tionen auf die In-vivo-Situation ist auf-
grund des komplexen In-vivo-Systems
(Blutzirkulation usw.) jedoch nur be-
grenzt moglich. Das Prinzip der mit der
verwendeten Thrombozytenkonzentra-
tion bis zu einem Plateau steigerbaren
Proliferationsrate (mit evtl. danach ab-
fallender Wachstumsrate durch zyto-
toxische Effekte bei Uberstimulation)
sollte jedoch auch im komplexen biolo-
gischen System gelten. Unklar ist weiter-
hin, wie lange die Stimulation in vivo bei
einmaliger Stimulation mit Thrombozy-
ten bestehen bleibt.

In der Literatur findet sich bisher
nur eine Arbeit zur biologischen Wir-
kung von Thrombozyten in der Zellkul-
tur. Sekido et al. [16] verglichen den Ef-
fekt von frischen und (gefroren) gela-
gerten Thrombozyten und konnten an
Rattenfibroblasten zeigen, dass sich die
Steigerungsraten des DNA-Gehalts der
Fibroblasten bei Stimulation durch die
beiden jeweiligen Thrombozytenpripa-
rationen nicht wesentlich unterschei-
den.

In der Literatur finden sich bisher
keine Arbeiten zum In-vitro-Effekt von
Thrombozytenkonzentraten auf huma-
ne osteoblastendhnliche Zellen.

Solche Untersuchungen werden
derzeit ebenfalls (unter Verwendung an-
derer Techniken) an den Universititen
Mannheim (Dr. Dugrillon, transfusions-
medizinische Abteilung) sowie Wien
(Dr. R. Gruber, Abteilung fiir orale Chi-
rurgie) durchgefiihrt. Die noch nicht pu-
blizierten Ergebnisse scheinen ebenfalls
auf eine konzentrationsabhéngige Stei-
gerung der Wachstumsrate (Dr. Dugril-
lon) bzw. der Mitoserate (Thymidinein-
bau) (Dr. Gruber) von humanen osteo-
blastendhnlichen Zellen hinzuweisen
(personliche Mitteilung).

Schlussfolgerungen

Die Steigerung der Proliferationsrate
von humanen Zellen ossdrer Herkunft
scheint in vitro durch die Zugabe von
Thrombozyten konzentrationsabhédngig
bis zu einem Plateau realisierbar. Eine
Ubertragung der hier in vitro verwen-
deten Thrombozytenkonzentrationen
auf die In-vivo-Situation ist nur be-

grenzt moglich. Das Prinzip der durch
Zugabe von Thrombozyten bis zu einem
Plateau steigerbaren Proliferationsrate
sollte jedoch auch im komplexen biolo-
gischen System gelten. Dieses In-vitro-
Ergebnis stiitzt damit die aktuell disku-
tierte Annahme, dass der klinische Ein-
satz von Thrombozytenkonzentraten
die Knochenregeneration beschleunigen
kénnte.
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