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1 Einleitung

Die Implantologie stellt heute ein zuverlassiges und vorhersagbares Verfahren
zum Ersatz verloren gegangener Zahne dar. Die Entwicklung ist jedoch nicht ab-
geschlossen. Hierbei spielen insbesondere die Implantatoberflachen eine wich-
tige Rolle fur die Einheilung von Knochen und Weichgewebe und zur Vermeidung

inflammatorischer Prozesse am Implantat.

Circa 5 - 7 % aller primar erfolgreich osseointegrierten Implantate gehen inner-
halb der ersten 10 Jahre verloren. Periimplantitis, die bis zum Implantatverlust
fortschreiten kann, gilt als Hauptursache hierfiir (Derks und Tomasi 2015, Chrca-
novic et al. 2014, Smeets et al. 2014). Die aktuelle Forschung beschatftigt sich
mit Techniken und Methoden, diese Quote zu verbessern. Hierzu wird versucht,
die Heilung zu begunstigen, sowohl primar auf der Implantatoberflache als auch
sekundar, nachdem eine bakterielle Kontamination aufgrund einer Mukositis oder

Periimplantitis stattgefunden hat.

Implantate bestehen vorrangig aus Titan, welches an der Oberflache eine Oxid-
schicht bildet (Piattelli et al. 2003), und besitzen eine Makro- sowie Mikrostruktu-
rierung. Die Makrostrukturen gewabhrleisten die primére Stabilitat bei der Implan-
tatinsertion, wahrend die Mikrostrukturen fir die stabile knécherne Anlagerung
sorgen. Da das epitheliale Attachment sowie die bindegewebige Anheftung eher
auf weniger rauen Oberflachen gelingen, befinden sich tblicherweise ein glatter
Implantatbund und ein glattes Abutment an der Durchtrittstelle (Schmage 2008,
Schwarz et al. 2003). Die Oberflachenrauigkeit variiert also im Verlauf der Im-

plantate, sodass die Bereiche fir die kntcherne Anlagerung eine hdhere



Rauigkeit besitzen als solche fur die Anlagerung der periimplantaren Mukosa.

Die Durchtrittsstelle der Implantate in die Mundhdohle, der periimplantare Sulcus,
stellt die Schwachstelle des Systems dar. Dort kdnnen Bakterien hindurchtreten
und in der Folge eine Entziindung unterhalten, die wiederum die Osseointegra-

tion gefahrdet (Sculean et al. 2014).

Die Weichgewebezellen — Keratinozyten und Fibroblasten — bevorzugen die Ad-
hasion auf relativ glatten Oberflachen. Allerdings sind sie, wenn auch langsamer,
zu einer gualitativ festeren Anlagerung auf minimal strukturierten Oberflachen in

der Lage, wobei sie sich funktionell differenzieren (Schmage 2008).

Die Fibroblastenadhasion am Implantat ist zu grof3en Teilen durch ihre Fokalkon-
takte bedingt. Diese dienen nicht nur der Adhésion der Zelle, sondern funktionie-
ren auch als Mechanosensoren, welche Informationen tUber die topographischen
Gegebenheiten der Oberflache ins Zellinnere leiten (Geiger und Bershadsky
2001). Je nach Struktur der Oberflache bilden sich die Zellen unterschiedlich aus.
Sie orientieren sich zum Beispiel entlang langs gerichteter Strukturen in der Ober-
flachentopografie, wobei inr Wachstum der Richtung von Vertiefungen folgt (Cur-
tis und Wilkinson 1999, den Braber et al. 1998). Dies wird auch als ,topographic
guidance” bezeichnet (Weiss 1934). Jedoch richtet sich nicht nur der Zellkdrper
aus, auch die Mikrofilamente ordnen sich entlang dieser Achse an (Brunette
1986, Meyle et al. 1993). Das Zytoskelett der Fibroblasten tiberspannt dabei die
Mikrostruktur. Wahrend die Mikrostrukturen zur Osseointegration eine durch-
schnittliche Rauigkeit von circa 2-3 um besitzen, sind es nur circa 0,5 um fir die
Fibroblasten. Die Adhasion und morphologische Anpassung der Keratinozyten

verhalt sich ahnlich (Schmage 2008).



Neben der Rauigkeit haben die Art der Strukturierung der Implantatoberflache
(zum Beispiel durch Abstrahlen mit Korundpartikeln oder Séauredtzung erzeugt)
sowie die physikalischen Eigenschaften (wie die Benetzbarkeit und die chemi-
sche Reinheit der Oberflache) Einfluss auf das Heilungsverhalten der Gewebe.
Eine erhdhte Benetzbarkeit verbessert die Zelladh&sion, eine schlechte Reini-
gung nach der Oberflachenstrukturierung verschlechtert sie (Rompen et al. 2006,

Rupp et al. 2015).

Wenn Rezessionen des periimplantdren Knochens auftreten oder sich die peri-
implantéare Tasche vertieft, sind die mikro- und makrostrukturierten Oberflachen
zum Mundmilieu exponiert. Die Rauigkeit dieser Strukturen begunstigt dann auch
das Biofilm-Attachment (Teughels et al. 2006, Sanderink et al. 2008, Heitz-Ma-
yfield et al. 2008). Automatisch werden die Oberflachenstrukturen durch die
Mundhygiene oder bei professioneller Taschenreinigung verandert. Bei freilie-
genden Implantatbestandteilen erscheint eine Glattung sinnvoll, weil bakterieller
Biofilm von glatten, das heif3t polierten oder strukturpolierten Oberflachen, leich-
ter zu entfernen ist als von mikrorauen Oberflachen. Dadurch wird die Reinigung
der Oberflachen mittels der hauslichen Mundhygiene erleichtert (Schmage

2010).

Ein Biofilm ist eine sessile mikrobielle Gemeinschaft, die in einer selbst produ-
zierten, extrazellularen Matrix eingebettet und aneinander oder an eine Oberfla-
che angeheftet ist (Donlan und Costerton 2002, Wimpenny et al. 2000). Wahrend
das bakterielle Spektrum supragingivaler Biofilme zumeist von grampositiven ae-
roben oder fakultativ anaeroben Bakterienspezies dominiert wird, herrschen in

dem subgingivalen Biofilm der periimplantdren Tasche gramnegative anaerobe



Bakterienspezies vor (Nishihara und Koseki 2004, Aparna et al. 2008, Papaio-

annou et al. 1996).

Bei der Mukositis ist der periimplantare Sulcus bakteriell kontaminiert und der
Implantatoberflache ein Biofilm aufgelagert. Bei der Periimplantitis kommt eine
Vertiefung der periimplantaren Tasche hinzu. Winschenswert wére, dass es im
Zuge der Therapie nach Dekontamination der Oberflachen zu einer Wiederan-
haftung und erneuten Heilung der Gewebe auf den Implantatoberflachen kommt
(Zitzmann et al. 2006, Quirynen et al. 2002). Inwiefern das gelingen kann, ist,
trotz vieler Anstrengungen in den letzten Jahren mit dem Ziel, die Therapie der
Periimplantitis vorhersagbar zu gestalten, ungewiss. Die kndcherne Regenera-
tion von periimplantaren Defekten ist bislang nicht vorhersehbar. Bei allen me-
chanischen Prozeduren zur Reinigung des Biofilms im periimplantaren Bereich
wird die Titan-Oberflachenstruktur unweigerlich beeintrachtigt (Thielemann
2012). Die Oberflachenveranderung reicht vom Abtrag der Oxid-Schicht bis zur
vollstéandigen Entfernung der Mikrostrukturen. Derartige Veranderungen kdénnen
sich wiederum auf das Attachment der Hart- und Weichgewebe auswirken

(Schwarz et al. 2005).

Fur die mechanische Reinigung der Implantatoberflichen werden daher scho-
nendere Verfahren als am Zahn eingesetzt. Beispielsweise haben sich Reini-
gungsverfahren mit rotierenden oder oszillierenden Prophylaxeblrstchen, mit os-
zillierenden Spitzen aus PEEK-Kunststoff und das Airpolishing-System mit sub-
gingivalem Pulver bewahrt (Kahili 2012, Thielemann 2012). Beim Airpolishing
wird ein Luft-Pulver-Wasserstrahl unter Druck auf die zu reinigende Oberflache

gestrahlt. In Abh&ngigkeit von der Arbeitsweise — speziell dem Anpressdruck und



der Dauer der Reinigung — kdnnen die Implantatoberflachen trotzdem beschadigt
werden (Sollich 2015). Beim subgingivalen Airpolishing darf, anstelle von aus-
schlief3lich supragingival indiziertem Bikarbonat-Pulver, nur resorbierbares, fein-
korniges Pulver aus Glycin oder Aminosauren mit subgingivaler Indikation ver-
wendet werden, um eine Emphysembildung zu vermeiden. Jedoch sind selbst
mit diesen feinkodrnigen Pulvern Veranderungen der Oberflachen — im Sinne ei-
nes Abtrages der Oxidschicht von den Titanoberflachen — nicht auszuschliel3en

(Kroger et al. 2020, Haribyan 2019).

Trotzdem gelingt mit mechanischen Methoden die antibakterielle Reinigung nie-
mals vollstandig. Bei der mechanischen Implantatoberflachenreinigung verblei-
ben Bakterien in den Krypten der Mikrostrukturen und entgehen dem Abtrag.
Umso mehr Bakterien verbleiben, je rauer die Oberflache und je weiter submu-
kosal sie lokalisiert ist. Am besten werden die mikrostrukturierten Bereiche durch

das Abstrahlen mit dem Airpolishing-System erreicht (Haribyan 2019).

Klinisch limitiert der straffe zirkulare Bindegewebering die Zuganglichkeit zu dem
Fundus der periimplantaren Tasche. Dadurch wird die Reinigung der Implan-
tatoberflachen mit allen mechanischen Hilfsmitteln erschwert. Oft erlaubt erst
eine Lappenchirurgie den Zugang in Taschen mit Instrumenten oder Airpolishing.
Der Luft-Pulver-Wasserstrahl erreicht mit der konventionellen Diise die apikal-
warts geneigten Flanken der makroskopischen Gewindestruktur des Implantates
nicht. Die fur tiefere Taschen vorgesehene ,Nozzle* kann nur nach chirurgischer
Aufklappung des straffen periimplantaren Weichgewebes in dem trichterférmigen
ossaren Defekt positioniert werden. Obwohl die Strahlrichtung mit der ,Nozzle"

horizontal und nicht mehr wie mit der DUse schrag von marginal verlauft, steigert



sich die Effizienz der Reinigung dadurch nicht (Haribyan 2019). Daher ist davon
auszugehen, dass nach der mechanischen Implantatoberflachenreinigung immer
Biofilmreste in der periimplantaren Tasche verbleiben (Louropoulou et al. 2014).
Diese Reste beinhalten je nach Reinigungseffizienz Reste zerstorter Bakterien,
einzelne Bakterien aus aufgebrochenem und entferntem Biofilm, bis hin zu nicht

entferntem, intaktem Biofilm.

Die erneute Zelladhasion auf bereits mit Biofilm kontaminierten und wieder gerei-
nigten Oberflachen wird zum einen durch die unvollstdndige Dekontamination
und zum anderen durch die Veranderungen der Oberflachenstrukturen beein-
trachtigt. Studien zeigten jedoch bereits, dass eine Gewebeheilung auf derart be-
eintrachtigen Oberflachen mdglich ist (Persson et al. 2001, Lindhe und Meyle

2008).

Fur eine gute klinische Prognose wird eine Biofilm-Reduktion von tber 94 % emp-
fohlen (Trejo et al. 2006). Der Anteil verbliebenen Biofilms betragt jedoch im
Schnitt zwischen 40 % und 80 %, selbst bei In-vitro-Versuchen (Schmage 2010).
Der Reinigungsgrad hangt von der Implantatoberflachenstruktur (glatt oder rau)
und Lokalisation in der periimplantaren Tasche (marginal oder tiefer subgingival)
ab. Klinisch wird zur Periimplantitistherapie daher ein kombiniertes Vorgehen
empfohlen: mechanisch mit adjuvanter, chemischer Dekontamination (z.B.
Chlorhexidin, Betaisodona) beziehungsweise medikamentds (Antibiotika) (Sahr-

mann 2015).

Zur Dekontamination der Implantatoberflachen werden dartiber hinaus in der Li-
teratur noch weitere Mittel und Methoden beschrieben, die klinisch zum Einsatz
kommen, wie zum Beispiel die Atzung mit Phosphorsaure oder die Nutzung von
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HybenX (Hersteller EPIEN Medical, Saint Paul, MN, USA). HybenX ist eine hyg-
roskopische Loésung aus 37 % Hydroxybenzolsulfonsaure, 23 % Hydroxyme-
thoxybenzoeséure, 28 % Schwefelsaure und 12 % Wasser (Lopez et al. 2016,
Pini-Prato et al. 2016). Die stark negative Oberflachenladung der Sulfatgruppe
bindet Uber Wasserstoffbrickenbindungen die Wassermolekile mit positiver

Oberflachenladung im Biofilm. Die Biofiimmatrix wird dehydriert und denaturiert.

HybenX ist seit einigen Jahren auf dem Markt verfigbar und wird fiir die Anwen-
dung in der Wurzelkanaldesinfektion, fir die oberflachliche Behandlung von Aph-
ten und Ulcera sowie fur die Desinfektion parodontaler und periimplantérer Ta-
schen empfohlen (EPIEN Medical 2017). Die klinische Anwendung am Patienten
erfolgt derzeit ohne wissenschaftliche Bestatigung des Nutzens beziehungs-
weise der Unschadlichkeit. Es liegen bislang keine Erkenntnisse vor, wie die
Weichgewebezellen auf die Dekontamination durch HybenX reagieren. Der Her-
steller beschreibt eine weildliche Verfarbung der oberflachlichen Mukosa bei Kon-
takt mit HybenX, welche im Verlauf einiger Tage aufgrund nattrlicher Rehydrie-

rung wieder verschwinden soll (EPIEN Medical 2017).

Ebenso ist nicht erforscht, welche Wirkung — mdglicherweise Toxizitat — HybenX
auf die Zellen selbst hat. Die HybenX-Bestandteile Schwefelsaure und Hydroxy-
benzolsulfonséure wirken akut reizend und &tzend auf Haut und Schleimhaut
(IFA 2021a, IFA 2021b). Auch beschreiben Fallberichte einen momentanen
Schmerz bei der HybenX-Applikation, welcher jedoch innerhalb von zwei bis drei

Tagen wieder vollstandig zurtiickgehen soll (Pini-Prato 2016).

Des Weiteren spielt nach der Dekontamination der Implantatoberflache eine
moglichst rasche Anheftung der Zellen eine wichtige Rolle, damit die
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Implantatoberflachen nicht erneut bakteriell besiedelt werden. Die Einheilung der
Gewebe kann beispielsweise durch die Verbesserung der Benetzbarkeit der Im-
plantatoberflachen mit Blut beschleunigt werden. Hierfiir wird unter anderem die
Anwendung von Kaltplasma empfohlen. Erste Ergebnisse weisen darauf hin,
dass die Zelladhasion bei der Implantateinheilung durch die Kaltplasma-Applika-
tion optimiert werden kann (Coelho et al. 2012, Karaman et al. 2018). Die Kondi-
tionierung mit Kaltplasma direkt vor ihrer Insertion kann auch die primare Heilung
von Implantatkomponenten wie dem Implantatkérper, Gingivaformern oder Abut-

ments begulnstigen.

Physikalisches Plasma z&hlt — neben den drei landlaufig bekannten Materiezu-
standen flussig, fest und gasformig — zu den Aggregatzustanden. Plasmen sind
Gase, welche teilweise oder vollstandig ionisiert sind und aus einer grol3en An-
zahl geladener Teilchen wie lonen, Elektronen und freien Radikalen bestehen
(Heinlin et al. 2010). Zwischen den Teilchen im Plasma wirken Krafte, welche zu
Partikelschwingungen und Ladungen fuhren. Je nach Temperatur der lonen,
Elektronen und des umgebenden Gases wird zwischen kaltem und heiRem
Plasma unterschieden (Heinlin et al. 2010). Die Temperatur von lonen und Elekt-
ronen steht bei heiRem Plasma im Gleichgewicht und erreicht zwischen 80 °C bis

zu einigen Tausend Grad Celsius.

Elektronen heizen sich aufgrund ihrer geringeren Masse sehr viel schneller auf
als lonen, die ein deutlich hoheres Gewicht haben. Durch ihr geringes Gewicht
beeinflussen Elektronen die Gesamttemperatur des Plasmas kaum. Demzufolge
besitzt Plasma, bei dem nur die Elektronen, nicht aber die lonen aufgeheizt sind,

niedrigere Temperaturen von weniger als 40-50 °C und wird entsprechend



Kaltplasma genannt (Fridman et al. 2008, Fridman 2012). Es wird auch als ,nicht-
thermisches Plasma®“, ,Nichtgleichgewichtsplasma“ oder ,CAP — cold atmo-

spheric plasma“ bezeichnet.

Kaltplasma wird durch Zufuhr von Energie zu neutralen Gasen generiert. Hierflr
wird zwischen zwei Elektroden eine Hochspannung erzeugt, wodurch starke
elektrische Felder entstehen. Dadurch wird das Prozessgas (zugefiihrtes Gas
oder Umgebungsluft) dissoziiert und ionisiert, bevor es gerichtet auf die Zielober-
flache trifft (Shimizu et al. 2008). Kaltplasma aktiviert die Titanoberflache, verbes-
sert dabei deren Benetzbarkeit, reduziert potenziell vorhandene Kohlenstoffver-
bindungen auf der Titanoberflache und férdert die Zunahme der Oxidschicht,
ohne dabei die Oberflachenstruktur und -rauigkeit zu verandern (Henningsen et

al. 2018a und 2018b).

Implantatbestandteile wie Abutments werden direkt vor ihrer klinischen Verwen-
dung mit Kaltplasma konditioniert, da diese Konditionierung nicht lagerstabil ist.
Aufgrund der guinstigen Wirkung auf die zellulare Reaktion entstand die Idee, das
Kaltplasma auch fir die sekundare Heilung beziehungsweise zur Beglinstigung
der Regeneration im Rahmen der Periimplantitistherapie einzusetzen. Da die Im-
plantate zu diesem Zeitpunkt aber bereits osseointegriert sind, miusste die Kalt-
plasma-Konditionierung nicht nur chair-side, sondern auch intraoral stattfinden.
Bislang ist dies noch nicht gefahrlos mdglich, da bei der Konditionierung auch
eine Hitzeentwicklung an den Implantaten stattfindet. Deshalb ist derzeit kein Ge-
rat fur die intraorale klinische Anwendung freigegeben. Trotzdem stellen sich die

theoretischen Fragen, ob auch die dekontaminierte, modifizierte



Implantatoberflache von der Kaltplasmabehandlung profitieren kénnte und wie

adharente Zellen auf die Kaltplasmakonditionierung reagieren wirden.

Das Fibroblastenwachstum auf Implantatoberflachen, die mit den vorgenannten
drei Methoden entweder aktiviert (Kaltplasma), mechanisch gereinigt (Airpo-
lishing) oder chemisch dekontaminiert (HybenX) wurden, ist noch wenig unter-

sucht. Eine Vergleichsstudie aller drei Methoden konnte nicht gefunden werden.

Die Literatursuche mit ,Pub Med® (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov, letzter Zugriff

31.08.2021) ergab fir die Schlagworte:

~implant surface®, ,fibroblast®, titanium"

& ,plasma“ = 88 Publikationen

& ,air powder water spray“ = 6 Publikationen

& ,HybenX “ = 17 Publikationen

& ,decontaminating agents“ = 1 Publikation

Von den 88 Publikationen mit dem Schlagwort ,plasma“ konnten, nach Aus-
schluss von Blutplasma und Osteosyntheseimplantaten betreffenden Studien, 6

Publikationen mit vergleichbarem Versuchsdesign vorselektiert werden.

Mit den Schlagworten ,air powder water spray“ konnten 4 Publikationen mit ahn-

lichem Versuchsdesign verglichen werden.

Nach Ausschluss von Publikationen tber Aphten und endodontische Therapie
blieben mit dem Schlagwort ,HybenX* ausschlie3lich Fallberichte tbrig. Eine Ar-

beit mit vergleichbarem Versuchsdesign konnte nicht gefunden werden.
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Autor*in- | Titel Implantat- | Konditionie- Auswertungsparameter | Ergebnisse
nen / Jahr material rungsmethode
Rabel et al. Human osteoblast and fibroblast | Titan Sauerstoffplasma Zellzahl geringflgige Morphologische
2021 response to oral implant bioma- | Zirkon- Morphologie Veranderungen ohne Ein-
terials functionalized with non- keramik metabolische Aktivitat fluss auf Zellzahl und Prolife-
thermal oxygen plasma Proliferation ration
Uber 24, 72 und 168 Stunden
Canullo et al. | Fibroblast Interaction with Diffe- | Titan Argonplasma Zellzahl geringflgig erhohte Zellzahl
2020 rent Abutment Surfaces: In Vitro UV-Licht Morphologie 20 Minuten nach Plasmaap-
Study Uber 20 Minuten, 24 und 72 plikation, keine Unterschiede
Stunden nach 24 und 72 Stunden
Matthes et al. | Fibroblast Growth on Zirconia Titan Umgebungsluft- Zelldichte erhohte Zellzahl durch Kalt-
2019 Ceramic and Titanium Disks Af- | Zirkon- plasma Uber 1 und 24 Stunden plasma in der Frihphase der
ter Application with Cold Atmo- | keramik Chlorhexidindiglu- Adhasion, geringere Zell-
spheric Pressure Plasma De- conat dichte 24 Stunden nach Oc-
vices or with Antiseptics Octenidin tenidin und Chlorhexidinbe-
Ethanol handlung
Guo et al. Cytocompatibility of Titanium, Titan Argonplasma Zellzahl erhohte Zellzahl mit Sauer-
2019 Zirconia and Modified PEEK af- | Zirkon- Sauerstoffplasma Zellviabilitat stoffplasma und UV-Licht,
ter Surface Treatment Using UV | keramik UV-Licht Zytotoxizitat schwankende Viabilitat und
Light or Non-Thermal Plasma Polyether- Uber 2, 8 und 48 Stunden Zytotoxizitat
etherketon
(PEEK)
Lee et al. Air atmospheric-pressure Titan Umgebungsluft- Zellzahl 20 % erhohte Zellzahl und
2015 plasma-jet treatment enhances plasma Proliferation Proliferationsrate und ginsti-
the attachment of human gingi- Morphologie gere Morphologie in der
val fibroblasts for early peri-im- Frihphase der Adhasion
plant soft tissue seals on tita-
nium dental implant abutments
Canullo et al. | Plasma of argon accelerates Titan Argonplasma Zellzahl erhohte Zellzahl und giinsti-
2013 murine fibroblast adhesion in Morphologie gere Morphologie in der

early stages of titanium disk co-
lonization

Uber 2, 8 und 48 Stunden

Frihphase der Adhasion

Tab. 1: Literaturiibersicht ,implant surface®, ,fibroblast®, ,titanium®, ,plasma“
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Autor*in- | Titel Implantat- | Konditionie- Auswertungsparameter | Ergebnisse

nen / Jahr material rungsmethode

Schmidt et Clinical and laboratory evalua- Titan Titan-Kurette Zellzahl keine Unterschiede in der

al. 2018 tion of the effects of different tre- Stahl-Ultraschall- Uber 120 Stunden Zellzahl zwischen den Ver-
atment modalities on titanium spitze suchsgruppen trotz grof3er
healing caps: a randomized, Airpolishing (Eryth- Unterschiede im Mal3 der
controlled clinical trial ritol) Oberflachenbeschéadigung

Silikon-Politur

Kreisler et al. | In vitro evaluation of the biocom- | Titan Airpolishing Proliferation zuverlassige Dekontamina-

2005 patibility of contaminated implant Er:YAG-Laser Uber 72 Stunden tion der Oberflachen ohne
surfaces treated with an Er : negativen Einfluss auf die
YAG laser and an air powder Zellproliferation
system

Shibli et al. Effect of air-powder system on Titan Airpolishing Zellzahl deutlich erhdhte Zellzahl

2003 titanium surface on fibroblast ad- Morphologie ohne morphologische Einbu-
hesion and morphology Uber 24 Stunden Ben

Augthun et In vitro studies on the effect of Titan Kunststoffkirette Zellzahl deutlich héhere Zellzahl

al. 1998 cleaning methods on different Airpolishing nach Airpolishing verglichen

implant surfaces

mit der Kunststoffklrettenrei-
nigung

Tab. 2: Literaturiibersicht ,implant surface, ,fibroblast®, ,titanium®, ,air powder water spray*
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tion on titanium implant surfaces

Autor*in- | Titel Implantat- | Konditionie- Auswertungsparameter | Ergebnisse

nen / Jahr material rungsmethode

Lopez et al. The Treatment of Peri-Implant nicht HybenX wéhrend Sondierungstiefe 42%ige Reduktion der Son-

2021 Diseases: A New Approach U- angegeben offener Parodonti- Clinical attachment level (CAL) | dierungstiefe,
sing HYBENX® as a Deconta- tistherapie Bleeding on Probing (BOP) 41%ige Reduktion des CAL,
minant for Implant Surface and 94%ige Reduktion des BOP
Oral Tissues

Isola et al. The effects of a desiccant agent | nicht Scaling and Root- Sondierungstiefe Reduktion aller Parameter in

2018 in the treatment of chronic perio- | angegeben planing (SRP) BOP beiden Versuchsgruppen,
dontitis: a randomized, control- SRP und HybenX CAL gréRRere Reduktion bei SRP
led clinical trial Entzindungsmediatoren- und kombiniert mit HybenX

Bakterienanalyse

Bracke et al. | Pilot evaluation of a simple ad- nicht HybenX Bakterienanalyse weder bakterielle DNA noch

2015 junctive method for improved re- | angegeben SRP und HybenX Entziindungsbiomarker Entziindungsbiomarker nach
moval of oral Biofilm during con- (MMP8, IL-1R, IL-6, TNF-al- kombinierter Therapie nach-
ventional scaling and root pla- pha) weisbar
ning therapy

Lombardo et | A topical desiccant agent in nicht HybenX Sondierungstiefe ahnliche Reduktion aller Pa-

al. 2015 association with ultrasonic debri- | angegeben Ultraschall BOP rameter bei Einzeltherapie,
dement in the initial treatment of Ultraschall und CAL Verdopplung der Reduktion
chronic periodontitis: a clinical HybenX visible plaque index der Bakterienmenge bei
and microbiological study Bakterienanalyse kombinierter Therapie

Tab. 3: Literaturiibersicht ,implant surface®, ,fibroblast®, ,titanium®, ,HybenX*

Autor*in- | Titel Implantat- | Konditionie- Auswertungsparameter | Ergebnisse

nen / Jahr material rungsmethode

Maquera- In vitro antibacterial and cytoto- | Titan Carvacrol Zellviabilitat Carvacrol und Terpinen-4-ol

Huacho et al. | xic activities of carvacrol and ter- Terpinen-4-ol Zytotoxizitat mit guter Dekontaminie-

2021 pinen-4-ol against biofilm forma- Dekontaminierungseffektivitat | rungseffektivitat

Terpinen-4-ol mit hdherer
Zellviabilitat

Tab. 4: Literaturiibersicht ,implant surface®, ,fibroblast®, ,titanium®, ,decontaminating agents”
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2 Fragestellung

Das Ziel dieser Arbeit war, den Einfluss von einer physikalischen, einer mecha-
nischen und einer chemischen Konditionierungsmethode auf das Fibroblasten-
Wachstum auf zwei unterschiedlichen Titanoberflachenstrukturen zu untersu-
chen. Zielgrol3en waren die Zellzahl und die Morphologie von Gingiva-Fibroblas-

ten.

Dazu wurden folgende Nullhypothesen aufgestellt:

|. Die Konditionierung der Titanoberflachen mit allen drei Methoden hat kei-

nen Einfluss auf das Fibroblasten-Wachstum.

[I. Die chemische und die physikalische Konditionierungsmethode haben kei-

nen Einfluss auf die den Titanoberflachen adharenten Fibroblasten.
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchsdesign

In dieser Arbeit wurden zwei Stdmme humaner Gingivafibroblasten verwendet.
Als Versuchskorper dienten Glasoberflachen sowie Titanoberflachen mit zwei
verschiedenen Oberflachenstrukturen: strukturpoliert und korundgestrahlt. Die
korundgestrahlten Versuchskérper wurden bezuglich ihrer dreidimensionalen
Rauigkeitskenngrof3en der Oberflache analysiert und im Rasterelektronenmikro-

skop wurde die Oberflachenstruktur visualisiert.

Eine physikalische (Kaltplasma), eine mechanische (Airpolishing) und eine che-
mische (HybenX) Konditionierungsmethode wurde auf den Oberflachen ange-
wendet. Die Benetzbarkeit der Oberflachen nach ihrer Konditionierung wurde un-

tersucht.

Die Versuchskorper aus Glas und Titan mit den zwei beschriebenen Oberfla-
chenstrukturen wurden im ersten Teil der Untersuchung zunéchst mit Kalt-
plasma, Airpolishing oder HybenX behandelt sowie nacheinander mit Airpolishing
plus Kaltplasma konditioniert. Durch die Kombination von chemischer und me-
chanischer Konditionierungsmethode wurden vier Konditioniermodalitaten gebil-
det und drei Oberflachenstrukturen verwendet. Auf diese Weise wurden neun
Testgruppen gebildet, auf denen die Gingivafibroblasten fir 96 Stunden ange-
zlichtet wurden. Als Kontrollgruppen dienten unbehandelte Glas- und Titanplatt-
chen (Kontrolle). Die neun Test- und drei Kontrollgruppen sind in Tabelle 5 dar-

gestellt.
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Im zweiten Teil der Untersuchung wurden im Rahmen eines Vorversuches unbe-
handelte Glas- und Titanplattchen mit Fibroblasten fur 24 Stunden kultiviert und
dann einer Behandlung mit HybenX beziehungsweise Kaltplasma ausgesetzt.
Danach wurden sie fur 72 Stunden kultiviert. Die unbehandelten Glas- und Titan-

plattchen dienten wiederum als Kontrolle (4 Test-/ 3 Kontrollgruppen).

Die Versuche wurden mit jeweils mit drei Anséatzen pro Zell-Linie und pro Ober-
flache je Gruppe durchgefiihrt. Dadurch ergab sich eine Anzahl von n=12 Probe-
korpern pro Gruppe. Jede Probe wurde jeweils mit Farbstoffen zum Anfarben der
Zellkerne beziehungsweise der Zytoskelette behandelt. Die Zellzahlung erfolgte

anhand der Zellkernfarbung.

Das Zellwachstum wurde nach 96 Stunden abgestoppt und beziglich Zellzahl
und Zellmorphologie ausgewertet. Die Zellanzahlen wurden anhand lichtmikro-
skopischer Aufnahmen der Zellkernfarbung ausgezahlt und die Morphologie der
Zellen lichtmikroskopisch analysiert. Die Zellanzahlen wurden quantitativ berech-
net und auf statistisch signifikante Differenzen gegenuber den Vergleichsgruppen

gepruft.
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Zellen Gingivafibroblasten (2 Zelllinien) 96 Stunden angeziichtet
. v
4 y
Probekoérper Glas Titan poliert Titan gestrahlt
\ 7
o 3
Konditionierungsmethoden Kaltplasma Airpolishing
Airpolishing &
Kaltplasma RLEERL
\ J
f N
Versuche Oberflachendefinition
Benetzbarkeit

Zellkultivierung und Oberflachenkonditionierung (siehe Tabelle 5)

v

2 Wiederholungen mit 3 Ansétzen pro Zelllinie (n=12)

v

v

Zellzahl

Auswertungsparameter 1

Auswertungsparameter 2

Morphologie

v

v

statistischer Vergleich der Versuchsgruppen

Abb.1: Versuchsdesign
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Probekdrper Glas Titan Titan
Konditionierungs- -
methoden poliert | gestrahlt
Kaltplasma 12 12 12
Teil 1: Airpolishing - 12 12
Konditionierung i volishi I
vor Zellanzucht | AlrPolishing und Kalt- - 12 12
plasma
HybenX - 12 12
keine Behandlung (Kontrolle) 12 12 12
Teil 2: HybenX 12 - -
Konditionierung
nach Zellanzucht |Kaltplasma 12 12 12

2 Zelllinien mit je 3 Ansatzen und 2 Wiederholungen - n=12 Probekdrper

Tab. 5: Probekoérper

3.2 Gingivafibroblasten

Es wurden zwei bereits bei vorhergegangenen Untersuchungen etablierte

Gingivafibroblastenstamme (GF3 und GF10) verwendet (Schmage 2008). Zur

Gewinnung der humanen Gingivafibroblasten wurden Gingivabiopsien zahnérzt-

licher Eingriffe von erwachsenen Patienten (35 Jahre oder alter, keine bekannten

Allgemeinerkrankungen) genutzt (Bartold et al. 1998). Die Einwilligung aller Pati-

enten wurde eingeholt und die Proben bereits anonymisiert von der Klinik an das

Zelllabor tbergeben. Hier wurden die Biopsieproben in Nahrmedium mit Penicillin

und Streptomycin-Zuséatzen in steriler Arbeitsumgebung gelagert und verarbeitet.

Die Entfernung der Epidermis erfolgte vor der Zerkleinerung des Bindegewebes,
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welches in Nahrmedium bei 37 °C unter Zusatz von 5 % CO> und 95 % Luftfeuch-
tigkeit kultiviert wurde. Die angewachsenen Zellen wurden trypsiniert, passagiert

und weiterverwendet.

Die Inkubation fand in T175 Zellkulturflaschen mit Zellkulturmedium (RPMI Me-
dium 1640, gibco Chargennummer 1839811) statt, angereichert mit 20 % fetalem
Kalberserum (FCS) und Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep) bei 37 °C unter Zu-
satz von 5 % CO». Samtliche Bearbeitungsschritte der Fibroblasten erfolgten in

steriler Umgebung unter Absaugung.

Um eine optimale Zellgesundheit und Proliferationsrate zu erreichen, mussten
die Zellen regelmafig mit Nahrstoffen versorgt und umgesetzt werden. Bei einer
Konflueszenz der Zellen von circa 70 % des Flaschenbodens wurde ein Medium-
wechsel vorgenommen, um eine ausreichende Erndhrung der Zellen zu gewéhr-
leisten. Hierfur wurde das Medium bis auf einen verbleibenden Rest von 2 ml mit
einer Aspirationspipette ohne Zellkontakt abgesaugt. Das verbleibende Medium
enthielt aul3er Stoffwechselprodukten auch Wachstumsfaktoren und musste in
der Flasche verbleiben, um die Zellproliferation zu férdern. AbschlieRend wurden
15 ml frisches, vorgewarmtes Medium mit FCS und Pen/Strep unter Wandkontakt

einpipettiert und die Zellen weiter inkubiert.

Bei mehr als 80 % Konflueszenz wurde die Zellzahl reduziert, um einen Wachs-
tumsstillstand zu verhindern. Hierfir mussten die Zellen vom Boden der Zellkul-
turflaschen abgeldst werden. Es wurden Trypsin (0.05 % Trypsin-EDTA, Gibco,
Charge 25300-054), phosphatgepufferte Salzlésung (PBS - Dulbecco’s Phos-
phate Buffered Saline, gibco, Charge 1513257) und Nahrmedium im Wasserbad
vorgewarmt und vor Nutzung desinfiziert. Das vorhandene Nahrmedium in der
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Zellkulturflasche wurde vollstandig mit einer Aspirationspipette abgesaugt. Als
nachstes wurde die Flasche mit 10 ml PBS aufgeftllt und vorsichtig schwenkend
gespllt, um das gesamte Nahrmedium zu entfernen, da das darin enthaltene
FCS das Trypsin inhibiert. Das PBS wurde anschliel3end vollstandig abgesaugt.
Im nachsten Schritt wurden 7 ml vorgewarmtes Trypsin in die gespulte Zellkultur-
flasche eingefullt, bis der Boden vollstéandig bedeckt war. Es folgte eine funfmina-
tige Inkubation in einem Brutschank. AnschlieRend wurden 7 ml Nahrmedium mit
FCS und Pen/Strep hinzugefiigt. Diese stoppten den Vorgang der Trypsinierung.
Eine oder mehrere neue Zellkulturflaschen wurden mit 15 ml Medium beschickt
und 1,5 ml Zellsuspension wurden hinzugefugt. Nach einer Kontrolle der Zellen
unter dem Mikroskop wurden die nun fertig beschickten Flaschen weiter im Brut-

schrank inkubiert

Abb. 2: Kultivierte Gingivafibroblasten in einer Zellkulturflasche
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3.3 Probekorper

Fur diese Untersuchung wurden 200 Plattchen aus Reintitan Grad 2 (DIN 17851)
mit einem Durchmesser von 10 mm und einer Dicke von 1 mm als Prototypen
hergestellt. Je 100 dieser Plattchen erhielten auf einer Seite eine Oberflachen-
strukturierung gemaf Strukturpolitur. Die weiteren 100 Plattchen wurden mit Ko-
rund gestrahlt und anschlieRend gereinigt. Die Oberflachen entsprechen dem
.MicroPlant-System“ (Komet/ Gebr. Brasseler, Lemgo), einem System von Mini-
Implantaten, das inzwischen nicht mehr vertrieben wird. Die korundgestrahlte
Oberflache wurde individuell charakterisiert anhand der dreidimensionalen Rau-
igkeitskenngrof3en (Sa) und der Darstellung der Struktur im Rasterelektronen-
Mikroskop. Als Vergleichsgruppe wurden laboribliche Glasplattchen von 10 mm
Durchmesser verwendet. Unmittelbar vor der Applikation der Zellsuspension wur-

den die Prufkorper in HeiBBluft sterilisiert.

Weiterhin wurden die Oberflachen unbehandelt sowie mit den verschiedenen

Konditionierungen versehen bezuglich ihrer Benetzbarkeit untersucht.

Flussigkeiten tendieren aufgrund ihrer Kohasionskrafte zur kleinstmoglichen
Oberflache, der Tropfenform (Reiss 1992). Liegt der Flussigkeitstropfen auf einer
Festkorperoberflache auf, beschreibt der Ubergang vom festen zum fliissigen

Stoff einen Winkel, den Kontaktwinkel.
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Abb. 3: Kontaktwinkel als Winkel a

Dieser verandert sich je nach Oberflachenenergie und Wechselwirkungen zwi-
schen den Materialien: je geringer die Wechselwirkungen, desto grol3er der Kon-
taktwinkel (Sikarwar et al. 2012, Sepeur 2008). Je grof3er der Kontaktwinkel a,
desto geringer ist also die Benetzbarkeit. Am Beispiel der Verwendung von Was-
ser wird die Oberflache bei einem Kontaktwinkel von < 90° als hydrophil, zwi-
schen 90° und 160° als hydrophob und bei > 160° als superhydrophob beschrie-
ben (Liu und Kim 2014). Wenzel beobachtete, dass eine Feinstrukturierung eine
Verstarkung vorhandener Oberflacheneigenschaften bewirkt (de Gennes et al.

2004).

Die Oberflachenbenetzbarkeit stellt eine Kenngrél3e fur die Oberflachenenergie
dar. Der Kontaktwinkel a eines Flissigkeitstropfens auf einer Festkorper-Ober-

flache wird gemessen (Gonzéales-Carrasco et al., 2019; Abb. 3).

Dazu wurde ein Tropfen genau definierter Menge (10,0 pl) destillierten Wassers

auf die Oberflache pipettiert. Mit einem Abstand von 1 mm zu einem skalierten
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Hintergrund wurde der Tropfen aus rechtwinkliger Betrachtungsrichtung fotogra-
fiert und der Kontaktwinkel nach VergréRerung der Aufnahme vermessen. Je drei
Probekorper jeder Oberflache und jedes Materials wurden mit den funf Konditio-
nierungsmodalitaten versehen und die Kontaktwinkelbestimmung jeweils dreimal

wiederholt.

SN Ey
1SOAUTO

Abb. 4 a und b: Kontaktwinkelbestimmung
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3.4 Oberflachen-Konditionierungen

Die drei Konditionierungsmethoden wurden entsprechend ihren jeweiligen Her-
stellerempfehlungen in Teil 1 auf den bereits sterilisierten Probekdrpern direkt vor
der Applikation der Zellsuspension und in Teil 2 auf den bereits angezichteten

Zellen angewendet.

3.4.1 Kaltplasma

Kaltplasma wurde mit dem piezobrush PZ2 (relyon plasma, Regensburg) unter
Einsatz der Standard-Dise erzeugt (Abb. 5). Dieses hat eine maximale Leis-
tungsaufnahme von 30 Watt und erzeugt mit der Umgebungsluft als Prozessgas
Kaltplasma mit einer Temperatur <50 °C. Das Piezobrush PZ2 erzeugt indirektes
Plasma, die Testkorper sind also nicht Teil des plasmaerzeugenden Systems (re-
lyon plasma 2021). Die Oberflachen wurden fur 30 Sekunden mit 1 cm Abstand
bestrahlt und anschlieBend dreimal fir 1 Minute mit PBS gespult. Dann wurde

die Zellziichtung durchgefihrt.

CHEDbrush’ P72

Abb. 5: Kaltplasma-Geréat
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3.4.2 Airpolishing

Airpolishing ist eine Methode der Oberflachen-Reinigung mittels eines Luft-Pul-
ver-Wasserstrahl-Systems. Hier wurde das Airflow Piezon Master-Gerat (EMS,
Minchen, Gerate Nr. 1.005.555) mit dem Airflow Handstlick (mit geradem Strahl-
austritt) und Perio-Pulver auf Glycin-Basis mit ~25 um Partikelgro3e verwendet
(Abb. 6). Die Oberflachen wurden fir 10 Sekunden mit 1 cm Abstand unter kon-
tinuierlicher Bewegung bestrahlt, bis die gesamte Oberflache einmal abgestrahlt
war, und unter Wasser abgespilt. Entweder wurde die Oberflache direkt weiter-
verwendet oder zusatzlich die Konditionierung mit Kaltplasma angeschlossen.
Nach der dreimaligen Spulung fur 1 Minute mit PBS wurde jeweils die Zellsus-

pension aufgetragen.

PERIO-FLOW®

nnnnnnnnnnnnnnn

ppppp

Abb. 6: Airpolishing-Geréat
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3.4.3 HybenX

Die Flussigkeit HybenX (Epien Medical, USA, Charge P20S1; Abb. 6) wurde auf
die Oberflachen der Probekoérper aufgetragen, sodass sie vollstdndig mit einer
dinnen Schicht bedeckt waren. Die Oberflachen wurden nach 10 Sekunden so-
fort dreimal fur 1 Minute mit PBS gespult. AnschlieRend wurde die Zellziichtung

durchgefuhrt.

[ HYBENX

Abb. 7: HybenX-Produkt

3.5 Versuchsdurchfihrung und -auswertung

Gemal dem Versuchsdesign in Abbildung 1 wurden die Oberflachen der Probe-
korper spezifiziert und die Zellkulturen auf den teilweise konditionierten Probe-
korpern fur die Teile 1 und 2 angesetzt. Nach 96 Stunden wurde das Wachstum
der Zellkulturen abgestoppt. Von den jeweils 3 Parallelansatzen pro Versuchs-
gruppe, Zelllinie und Durchgang wurden alle zur quantitativen Bestimmung der
Zellproliferation und zur qualitativen Analyse der Zellmorphologien herangezo-

gen.

Zunachst wurden die gezichteten Gingivafibroblasten wie in Abschnitt 3.2 zur
Weiterverwendung trypsiniert. Zur Standardisierung der Anzahl der auf die Pro-

bekdrper zu applizierenden Zellen wurde anschlie3end die Zellzahl pro Milliliter
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der zu verwendenden Zellsuspension bestimmt. Hierfir fand eine Neubauer-
Kammer Anwendung. Die trypsinierte Zellsuspension wurde in ein 30 ml R6hr-
chen uberfihrt, bei 1.500 Upm fiir 5 Minuten zentrifugiert, der Uberstand abge-
saugt und mit 5 ml Medium resuspendiert. Somit steht ein definiertes Zellsuspen-
sionsvolumen zur Verfigung. Auf die Neubauer-Kammer wurde anschliel3end ein
Deckglas aufgebracht und 10 ul der Zellsuspension darunter pipettiert. Die Zellen
in den vier Quadranten der Zellkammer wurden daraufhin ausgezéhlt. Die Kon-

zentration der Zellen in der Suspension wurde wie folgt berechnet:

e Zellanzahl aller 4 Quadranten
Zellzahl pro Milliliter = x 104

Abb. 8: ein Quadrant der Neubauer-Kammer (unten rechts)

Anschliel3end wurde das bendétigte Volumen fir 8.000 Zellen berechnet.

8.000 Zellen
Zellzahl pro Milliliter

bendtigtes Volumen in Milliliter =
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Zellkulturplatten (24 Well) (Sarstedt, Charge 6024211) wurden fur Versuchsteil 1
mit konditionierten Probekorpern, fur Versuchsteil 2 und die Kontrollgruppen mit
unkonditionierten Probekdrpern bestickt. Anschliel3end wurde das fur 8.000 Zel-
len bendtigte Volumen der Zellsuspension auf die Probekérper pipettiert. Als
nachstes wurde gegebenenfalls Medium nachbeschickt, bis die Probekérper voll-
standig benetzt waren. Danach wurden die Wells 5 Minuten in den Brutschrank
gestellt, um ein Absetzten der Zellen zu ermdglichen. AbschlieRend wurden die

Wells mit 450 pl Medium aufgefillt und im Brutschrank inkubiert.

24 Stunden nach Aussaat der Zellen wurde Versuchsteil 2 auf den Probekdrpern
durchgefuhrt. Hierfir wurden die vorgesehenen Probekdrper aus den Wells ge-
nommen und restliches Medium vorsichtig seitlich abgesaugt. Die Probekdrper

wurden einmalig mit PBS gespilt und erneut vorsichtig seitlich abgesaugt.

Es folgte die Konditionierung der bewachsenen Probekérper wie in Abschnitt 3.4

beschrieben.

Nach der Konditionierung wurden die Probekdrper in ihre entsprechenden Wells

zuruckgelegt und die betreffenden Wells mit je 500 pul Medium aufgefullt.

Nach Ablauf von 96 Stunden seit Beginn der Anzucht wurde das Wachstum der
Zellen auf allen Probekorpern abgestoppt und die Zellen zur Auswertung ange-
farbt. Hierfur wurde das Medium aus allen Wells abgesaugt, um sie anschliel3end
fur 3 Minuten mit PBS zu waschen. Die Zellen wurden mit 4 % Paraformaldehyd
(PFA) fur 10 Minuten bei Raumtemperatur fixiert (270 Mikroliter pro Well). An-
schlielend wurde das PFA abgesaugt und die Wells dreimal fur jeweils funf Mi-

nuten mit PBS gewaschen.
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Nach dem erneuten Trockensaugen der Plattchen wurden 20 pl Primarantikdrper
(vorbereitet aus 10 pl Vimentin, 100 pl Rotiblock und 890 pl PBS) aufpipettiert,
mit der Pipettenspitze verteilt und 30 Minuten dunkel abgedeckt einwirken gelas-

sen.

Nach einem erneuten Absaugen der Plattchen und dreimal jeweils finfminitigem
Waschen mit PBS folgten das Benetzen mit 20 pl Sekundarantikérpern (vorbe-
reitet aus 898 ul PBS, 100 pl Rotiblock, 1 ul goat anti rabbit F(ab”)2-Alexa Fluor
594 Ab, und 1 pl goat anti mouse F(ab’)2-Alexa Fluor 488 Ab) und erneut eine

dunkel abgedeckte Einwirkphase von 30 Minuten.

AnschlieRend wurden die Plattchen dreimal jeweils funf Minuten mit PBS und
einmal mit destilliertem Wasser gewaschen, trocken absaugt und mit Fluoro-

mount und 1:1.000 Dapi auf Objekttragern eingedeckelt.

Die Plattchen wurden unter dem Mikroskop (Zeiss AxioObserver.Z1 microscope,
Sony Okkulare 10-fache Vergrol3erung, Tubus Faktor 1, VergréfRerung: 20-fach)

sowohl in der Dapi- als auch der Vimentin-Farbung fotografiert.

Abb. 9: Reihenfolge der Fotografien

Die morphologische Auswertung erfolgt im Vergleich zur Kontrollgruppe anhand

der Aufnahmen der Vimentin- und Dapi-Féarbungen. Die Zellen wurden bezlglich
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der Oberflachenbedeckung, dem morphologischen Differenzierungsgrad, der
Haufigkeit von Zell-zu-Zell-Kontakten und Zellauslaufern, der Haufigkeit von Tei-

lungsprozessen und dem Orientierungsgrad untersucht.

Fur die quantitative Auswertung wurden die angefarbten Zellkerne der Fotos

(1.181x885 Pixel & 0,366mm?2) ausgezahlt.

Fur die Datenerfassung und Plausibilitatskontrolle wurde Microsoft Excel, Ver-
sion 14.0.7237.5000 und fur die statistische Auswertung IBM SPSS-Statistics

(Version 25) verwendet.

Die einzelnen Werte der Materialkontrollen eines Messareals eines Versuchsta-
ges wurden zu tages-, material- und messarealabhangigen Kontrollwerten gemit-

telt.

Die Werte der aul3eren Loki einer Probe wurden gemittelt und die Werte flr
.Mitte“ und ,AuRen” prozentual dem entsprechenden Kontrollwert gegenuberge-

stellt.

Fur die Vergleiche wurden T-Tests fur verbundene Stichproben und nicht-para-

metrische Tests flr unverbundene Stichproben verwendet.

Die Untersuchung der Ergebnisse auf statistisch signifikante Unterschiede er-
folgte mithilfe des ANOVA-Verfahrens mit der Bonferroni-Dunn-Korrektur mit ei-

nem Signifikanzniveau von a = 0,05.
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4 Ergebnisse

4.1 Oberflachentestung

4.1.1 Rauigkeitstestung

Zur Oberflachendefinition wurden die korundgestrahlten Titanprobekorper mit
dem Rasterelektronenmikroskop Olympus DSX 500 imaging (Olympus, Tokyo,
Japan) nach DIN EN ISO 1302 untersucht und ein 3D-Profil der Oberflache er-

stellt.

werte der Messstrecke

S Standard-

Rauigkeitstestung Messwert | abweichung
(Hm) (Hm)

Gemittelte Rautiefe

arithmetischer Mittelwert aller gemessenen Rz 4,397 0,700

Einzelrautiefen

Profilspitzenhdhe

Hohe der gré3ten Spitze von der Mittellinie Rp 2,302 0,425

des Oberflachenprofils aus gemessen

Profiltaltiefe

Tiefe des tiefsten Tals von der Mittellinie Rv 2,095 0,287

des Oberflachenprofils aus gemessen

Maximale Rautiefe

maximaler Abstand zwischen hochstem Rt 6,214 1,206

und tiefstem Punkt

Mittenrauwert

mittleren Abstand eines Messpunktes zur Ra 0,797 0,173

Mittellinie des Oberflachenprofils

Quadratischer Mittenrauwert

guadratischer Mittelwert aller Koordinaten- Rq 0,977 0,205

Tab. 6: Oberflachendefinition der korundgestrahlten Titanprobekorper
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Abb. 10: 3D-Profil der Oberflache der korundgestrahlten Titanoberflache, 133 um x 133 um
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4.1.2 Oberflachenbenetzbarkeit

Im Vergleich zur Kontrollgruppe wurde die Benetzbarkeit aller Oberflachen malf3-
geblich durch die Kaltplasmaapplikation verbessert. Im Mittelwert lag der Kon-
taktwinkel des Wassertropfens nur noch bei 37,9 % der Vergleichswerte der Kon-
trollgruppen. Das Airpolishing hatte hingegen keinen nennenswerten Einfluss auf
die Benetzbarkeit. Die Kombination von Airpolishing- und Kaltplasmabehandlung
der Oberflachen fuhrte zu ahnlichen Benetzungswerten wie bei ausschlief3lich
mit Kaltplasma bearbeiteten Oberflachen. Hier lag der mittlere Kontaktwinkel bei
37,3 % verglichen mit den mittleren Kontaktwinkeln der Kontrollgruppen. Der Ein-
fluss von HybenX auf die Benetzbarkeit ergab kein homogenes Bild. Auf der
Glasoberflache wurde diese mal3geblich verschlechtert, auf poliertem Titan kaum

verandert und auf gestrahltem Titan deutlich verbessert.

Probekdrper Glas Titan Titan
Methoden poliert gestrahlt
keine Behandlung 29 89 88
Kaltplasma 11 31 36
Airpolishing - 82 89
Airpolishing und Kaltplasma - 33 33
HybenX 75 81 49

Tab. 7: Mittlere Oberflachenbenetzbarkeit, Kontaktwinkel in Grad
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4.2 Morphologische und quantitative Auswertung

4.2.1 Quantitative Auswertung

Zellzahl pro Zellzahl relativ | Zellzahl
Messstelle zur Kontrolle pro
Mitte Aul3en Mitte AulRen | pProbe-
% % korper
Glas 321,2 36,3 20.020
Kontrolle |poliertes Titan 233,1 30,9 15.314
gestrahltes Titan | 102,9 12,8 6.612
Glas 283,6 59,6 0,883 1,641 | 22.404
Kalt- i .
plasma poliertes Titan 505,9 87,2 2,171 2,818 36.681
gestrahltes Titan | 41,2 6,2 0,401 0,488 2.842
% Air- poliertes Titan 436,5 37,0 1,873 1,194 | 25.078
@ | polishin .
<P 9 | gestrahltes Titan | 153,6 | 255 | 1,493 | 1,992 | 10.964
-}
(7] .
o | A holiertes Titan 2477 | 28,2 1,063 | 0,912 | 15.476
= | polishing
und :
Elacia gestrahltes Titan | 129,4 21,9 1,258 1,708 9.305
poliertes Titan 271,1 27,0 1,163 0,871 16.261
HybenX
gestrahltes Titan | 142,2 20,9 1,383 1,634 9.693
~ HybenX |Glas 2,9 2,6 0,009 0,071 569
% Glas 59,1 54 0,184 0,150 3.471
e
S Kalt- . .
b7 poliertes Titan 23,8 11,2 0,102 0,363 2.949
= plasma
>
gestrahltes Titan | 14,7 2,7 0,143 0,209 1.088
Tab. 8: Quantitative Auswertung des Fibroblastenwachstums
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Die in Tabelle 4 aufgefihrten Versuchsergebnisse wurden in den Abbildungen
11 bis 13 noch einmal graphisch dargestellt. Hierbei wurde zwischen den durch-
schnittlichen Gesamtzellzahlen pro Versuchskérper und den Zellzahlen der mitt-
leren beziehungsweise aul3eren Messareale unterschieden. Die X-Achse wurde
jeweils auf Hohe der anfanglich applizierten Gesamtzellzahl gesetzt. Dies ent-

spricht 8.000 Zellen pro Versuchskorper und 37,28 Zellen pro Messareal.
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Durchschnittliche Gesamtzellzahlen
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Abb. 11: Graphische Darstellung der Gesamtzellzahlen pro Versuchskdrper
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Durchschnittliche Zellzahlen mittleres Messareal
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Abb. 12: Graphische Darstellung der Zellzahlen pro mittlerem Messareal
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Durchschnittliche Zellzahlen dauReres Messareal
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Abb. 13: Graphische Darstellung der Zellzahlen pro auRerem Messareal
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4.2.2 Fibroblastenmorphologie der Kontrollgruppen

Morphologie auf Glas

Die Zellen zeigten zwar eine hohe Oberflachenbedeckung, dabei allerdings kaum

morphologische  Ausdifferenzierung und Zellkontakte

beziehungsweise

Zellauslaufer. Genauso waren Teilungsprozesse und Orientierung nur

geringfugig feststellbar.

Eigenschaft Bewertung
mittlere Zellzahl pro 0,366 mm? Messareal Mitte / Aul3en 321,2/36,3
Gesamtzellzahl pro Probekdrper 20.020
Oberflachenbedeckung flachig
morphologische Differenzierung gering
Zellkontakte und -auslaufer selten
Teilungsprozesse selten
Orientierungsgrad gering

Tab. 9: Fibroblastenmorphologie der Kontrollgruppe auf Glas
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Abb. 14: Gingivafibroblasten auf Glas, Kontrollgruppe

(a) mittleres Messareal, Dapi-Farbung
(c) aulReres Messareal, Dapi-Farbung

100 pm 100 pm
— |
100 pm 100 pm
o | ]

(b) mittleres Messareal, Vimentin-Farbung
(d) &uReres Messareal, Vimentin-Farbung
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Morphologie auf poliertem Titan

Zu beobachten war eine flachige Oberflichenbedeckung mit geringflgiger

morphologischer Differenzierung. Es zeigten sich wenige Zellkontakte, nur

teilweise mit Zellauslaufern und kaum Teilungsprozesse mit malfiger

Orientierung.

Eigenschaft Bewertung
mittlere Zellzahl pro 0,366 mm? Messareal Mitte / Aul3en 233,1/31,0
Gesamtzellzahl pro Probekdrper 15.314
Oberflachenbedeckung flachig
morphologische Differenzierung gering
Zellkontakte und -auslaufer selten
Teilungsprozesse selten
Orientierungsgrad gering

Tab. 10: Fibroblastenmorphologie der Kontrollgruppe auf poliertem Titan
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100 pm 100 pm
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— —

Abb. 15: Gingivafibroblasten auf poliertem Titan, Kontrollgruppe  (a) mittleres Messareal, Dapi-Farbung  (b) mittleres Messareal, Vimentin-Farbung
(c) aul3eres Messareal, Dapi-Farbung  (d) auReres Messareal, Vimentin-Farbung
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Morphologie auf gestrahltem Titan

Die Zellen zeigten eine flachige Oberflachenbedeckung mit guter

morphologischer Differenzierung und vielen Zellkontakten beziehungsweise

Zellauslaufern. Sie erschienen zwar etwas platter, jedoch mit hohem

Orientierungsgrad und teilweise Teilungsprozessen.

Eigenschaft Bewertung
mittlere Zellzahl pro 0,366 mm? Messareal Mitte / Aul3en 102,9/12,8
Gesamtzellzahl pro Probekdrper 6.612
Oberflachenbedeckung flachig
morphologische Differenzierung ausgepragt
Zellkontakte und -auslaufer haufig
Teilungsprozesse teilweise
Orientierungsgrad hoch

Tab. 11: Fibroblastenmorphologie der Kontrollgruppe auf gestrahltem Titan
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Abb. 16:

Gingivafibroblasten auf gestrahltem Titan,
Kontrollgruppe

(a) mittleres Messareal, Dapi-Farbung
(c) aulReres Messareal, Dapi-Farbung

100 pm 100 pm
1 —<—
100 pm 100 pm
L e |

(b) mittleres Messareal, Vimentin-Farbung
(d) &uReres Messareal, Vimentin-Farbung
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4.2.3 Kaltplasma-Konditionierung vor Fibroblastenapplikation

Morphologie auf Glas

Die Zellen zeigten ein hohes Mal3 an Zellteilung, viele Zellkontakte und einen

hohen Orientierungsgrad.

Eigenschaft Bewertung
mittlere Zellzahl pro 0,366 mm?2 Messareal Mitte / Aul3en 283,6 /59,6
relative Zellzahl vgl. mit der Kontrollgruppe  Mitte / Aul3en | 88,3 %/ 164,1 %
Gesamtzellzahl pro Probekdrper 22.404
Oberflachenbedeckung flachig
morphologische Differenzierung ausgepragt
Zellkontakte und -auslaufer haufig
Teilungsprozesse haufig
Orientierungsgrad hoch

Tab. 12: Fibroblastenmorphologie auf Kaltplasma-konditioniertem Glas
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Abb. 17:

Gingivafibroblasten auf Glas,
Kaltplasma-Konditionierung

(a) mittleres Messareal, Dapi-Farbung
(c) aulReres Messareal, Dapi-Farbung

(b) mittleres Messareal, Vimentin-Farbung
(d) &uReres Messareal, Vimentin-Farbung
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Morphologie auf poliertem Titan

Die Zellen zeigten viel Zellteilung, dabei allerdings einen geringen

Differenzierungsgrad. Morphologisch erschienen sie sehr schlank und eher

krankelnd. Zellkontakte waren nur geringfligig ausgepragt. Auffallig ist die gegen-

Uber der Kontrollgruppe stark erhéhte Zelldichte bei gleichzeitig eher negativem

Zellbild.

Eigenschaft Bewertung
mittlere Zellzahl pro 0,366 mm?2 Messareal Mitte / Aul3en 505,9/87,2
relative Zellzahl vgl. mit der Kontrollgruppe  Mitte / Aul3en | 217,1 %/ 281,8 %
Gesamtzellzahl pro Probekdrper 36.681
Oberflachenbedeckung flachig
morphologische Differenzierung gering, krankelnd
Zellkontakte und -auslaufer selten
Teilungsprozesse haufig
Orientierungsgrad mafig

Tab. 13: Fibroblastenmorphologie auf Kaltplasma-konditioniertem poliertem Titan
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Abb. 18:

Gingivafibroblasten auf poliertem Titan,
Kaltplasma-Konditionierung

(a) mittleres Messareal, Dapi-Farbung
(c) aulReres Messareal, Dapi-Farbung

(b) mittleres Messareal, Vimentin-Farbung
(d) &uReres Messareal, Vimentin-Farbung
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Morphologie auf gestrahltem Titan

Die Zellen zeigten sich sehr langgezogen und dunn. Generell wirkten die Zellen

eher krankelnd.

Eigenschaft Bewertung
mittlere Zellzahl pro 0,366 mm?2 Messareal Mitte / Aul3en 41,21/6,2
relative Zellzahl vgl. mit der Kontrollgruppe  Mitte / Aul3en 40,1 %/ 48,8 %
Gesamtzellzahl pro Probekorper 2.842
Oberflachenbedeckung flachig
morphologische Differenzierung gering, schlank
Zellkontakte und -auslaufer selten
Teilungsprozesse selten
Orientierungsgrad mafig

Tab. 14: Fibroblastenmorphologie auf Kaltplasma-konditioniertem gestrahlten Titan
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Abb. 19:

Gingivafibroblasten auf gestrahltem Titan,
Kaltplasma-Konditionierung

(a) mittleres Messareal, Dapi-Farbung
(c) aulReres Messareal, Dapi-Farbung

(b) mittleres Messareal, Vimentin-Farbung
(d) &uReres Messareal, Vimentin-Farbung
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4.2.4 Airpolishing-Konditionierung vor Fibroblastenapplikation

Morphologie auf poliertem Titan

Die Zellen zeigten eine zentral flachige Oberflachenbedeckung und einen hohen
morphologischen Differenzierungsgrad. Sie wirkten lang, schlank und gesund.
Es waren viele Zellkontakte ausgebildet und viele Teilungsprozesse sichtbar. Die

Zellen erschienen orientiert mit vielen ausgebildeten Zellauslaufern.

Eigenschaft Bewertung
mittlere Zellzahl pro 0,366 mm?2 Messareal Mitte / Aul3en 436,5/37,0
relative Zellzahl vgl. mit der Kontrollgruppe  Mitte / Aul3en | 187,3 %/ 119,4 %
Gesamtzellzahl pro Probekdrper 25.078
Oberflachenbedeckung flachig
morphologische Differenzierung ausgepragt, gesund
Zellkontakte und -auslaufer haufig
Teilungsprozesse haufig
Orientierungsgrad hoch

Tab. 15: Fibroblastenmorphologie auf Airpolishing-konditioniertem poliertem Titan
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Abb. 20:

Gingivafibroblasten auf poliertem Titan,
Airpolishing-Konditionierung

100 pm
[

(a) mittleres Messareal, Dapi-Farbung
(c) aulReres Messareal, Dapi-Farbung

100 pm
|=—=———=

(b) mittleres Messareal, Vimentin-Farbung
(d) &uReres Messareal, Vimentin-Farbung
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Morphologie auf gestrahltem Titan

Die Zellen zeigten eine flachige Oberflachenbedeckung mit geringfigiger
Differenzierung. Teilweise waren Zellkontakte, jedoch kaum Teilungsprozesse zu

beobachten. Die Morphologie war atypisch, eine Orientierung fehlte.

Eigenschaft Bewertung
mittlere Zellzahl pro 0,366 mm?2 Messareal Mitte / Aul3en 153,6 / 25,5
relative Zellzahl vgl. mit der Kontrollgruppe  Mitte / Aul3en | 149,3 % /199,2 %
Gesamtzellzahl pro Probekdrper 10.964
Oberflachenbedeckung flachig
morphologische Differenzierung gering, atypisch
Zellkontakte und -auslaufer selten
Teilungsprozesse selten
Orientierungsgrad gering

Tab. 16: Fibroblastenmorphologie auf Airpolishing-konditioniertem gestrahltem Titan
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Abb. 21:

Gingivafibroblasten auf gestrahltem Titan,
Airpolishing-Konditionierung

100 pm
]

(a) mittleres Messareal, Dapi-Farbung
(c) aulReres Messareal, Dapi-Farbung

100 pm
——

(b) mittleres Messareal, Vimentin-Farbung
(d) &uReres Messareal, Vimentin-Farbung

54



4.2.5 Airpolishing-und Kaltplasma-Konditionierung vor Fibroblastenappli-
kation

Morphologie auf poliertem Titan

Die Zellen zeigten zentral eine flachige Oberflachenbedeckung mit hohem
morphologischem Differenzierungsgrad und teilweise mit Zellkontakten. Viele
Teilungsprozesse und ein hoher Orientierungsgrad konnten beobachtet werden.
Insgesamt zeigten sich die Zellen sehr lang und schlank mit wenigen

Zellauslaufern.

Eigenschaft Bewertung

mittlere Zellzahl pro 0,366 mm?2 Messareal Mitte / Aul3en 247,71 28,2
relative Zellzahl vgl. mit der Kontrollgruppe  Mitte / AuRen | 106,3 % /91,2 %

Gesamtzellzahl pro Probekdrper 15.476
Oberflachenbedeckung flachig
morphologische Differenzierung ausgepragt,
gesund
Zellkontakte und -auslaufer selten
Teilungsprozesse selten
Orientierungsgrad hoch

Tab. 17: Fibroblastenmorphologie auf Airpolishing- und Kaltplasma-konditioniertem poliertem
Titan
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Abb. 22:

Gingivafibroblasten auf poliertem Titan,
Airpolishing- und Kaltplasma-Konditionierung

(a) mittleres Messareal, Dapi-Farbung
(c) aulReres Messareal, Dapi-Farbung

100 pm
—_—

(b) mittleres Messareal, Vimentin-Farbung
(d) &uRBeres Messareal, Vimentin-Farbung
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Morphologie auf gestrahltem Titan

Die Zellen zeigten eine flachige Oberflachenbedeckung und kaum
Differenzierung. Teilweise waren Zellkontakte ausgebildet. Teilungsprozesse
waren kaum zu sehen. Die Zellen zeigten eine atypische Morphologie mit

fehlender Orientierung und wenigen Zellauslaufern.

Eigenschaft Bewertung
mittlere Zellzahl pro 0,366 mm? Messareal Mitte / Aul3en 129,4/21,9
relative Zellzahl vgl. mit der Kontrollgruppe  Mitte / Aul3en | 125,8 %/ 170,8 %
Gesamtzellzahl pro Probekdrper 9.305
Oberflachenbedeckung flachig
morphologische Differenzierung gering, atypisch
Zellkontakte und -auslaufer teilweise
Teilungsprozesse selten
Orientierungsgrad gering

Tab. 18: Fibroblastenmorphologie auf Airpolishing- und Kaltplasma-konditioniertem gestrahltem
Titan
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Abb. 23:

Gingivafibroblasten auf gestrahltem Titan,
Airpolishing- und Kaltplasma-Konditionierung

100 pm
]

(a) mittleres Messareal, Dapi-Farbung
(c) aulReres Messareal, Dapi-Farbung

100 pm
P

(b) mittleres Messareal, Vimentin-Farbung
(d) &uReres Messareal, Vimentin-Farbung
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4.2.6 HybenX-Konditionierung vor Fibroblastenapplikation

Morphologie auf poliertem Titan

Die Zellen zeigten zentral eine flachige Oberflachenbedeckung mit geringfigiger
Differenzierung und teilweise mit Zellkontakten. Es waren kaum
Teilungsprozesse vorhanden. Die Morphologie war atypisch verandert mit

fehlender Orientierung und wenigen Zellauslaufern.

Eigenschaft Bewertung
mittlere Zellzahl pro 0,366 mm?2 Messareal Mitte / Aul3en 271,1/27,0
relative Zellzahl vgl. mit der Kontrollgruppe  Mitte / AuRen | 116,3 % /87,1 %
Gesamtzellzahl pro Probekdrper 16.261
Oberflachenbedeckung flachig
morphologische Differenzierung gering, atypisch
Zellkontakte und -auslaufer selten
Teilungsprozesse selten
Orientierungsgrad gering

Tab. 19: Fibroblastenmorphologie auf HybenX-konditioniertem poliertem Titan
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Abb. 24:

Gingivafibroblasten auf poliertem Titan,
HybenX-Konditionierung

100 pm
e

(a) mittleres Messareal, Dapi-Farbung
(c) aulReres Messareal, Dapi-Farbung

100 pm
e

(b) mittleres Messareal, Vimentin-Farbung
(d) &uReres Messareal, Vimentin-Farbung
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Morphologie auf gestrahltem Titan

Die Zellen zeigten zentral eine flachige Oberflachenbedeckung mit geringfigiger
Differenzierung. Teilweise waren Zellkontakte ausgebildet. Es fanden sich kaum
Teilungsprozesse. Insgesamt zeigte sich eine atypische Morphologie mit

fehlender Orientierung.

Eigenschaft Bewertung
mittlere Zellzahl pro 0,366 mm?2 Messareal Mitte / Aul3en 142,2 / 20,9
relative Zellzahl vgl. mit der Kontrollgruppe  Mitte / Auf3en | 138,3 %/ 163,4 %
Gesamtzellzahl pro Probekdrper 9,693
Oberflachenbedeckung flachig
morphologische Differenzierung gering, atypisch
Zellkontakte und -auslaufer selten
Teilungsprozesse teilweise
Orientierungsgrad gering

Tab. 20: Fibroblastenmorphologie auf HybenX-konditioniertem gestrahltem Titan
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Abb. 25:

Gingivafibroblasten auf gestrahltem Titan,
HybenX-Konditionierung

100 pm
f———

(a) mittleres Messareal, Dapi-Farbung
(c) aulReres Messareal, Dapi-Farbung

100 pm
P

(b) mittleres Messareal, Vimentin-Farbung
(d) &uReres Messareal, Vimentin-Farbung
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4.2.7 HybenX-Konditionierung nach Fibroblastenapplikation

Morphologie auf Glas

Die Zellen zeigten eine geringe Oberflachenbedeckung, geringfligige
Differenzierung und wenige Zellkontakte. Es waren kaum Teilungsprozesse,

dafur aber eine atypische Morphologie und fehlende Orientierung erkennbar.

Eigenschaft Bewertung
mittlere Zellzahl pro 0,366 mm?2 Messareal Mitte / Aul3en 29/2,6
relative Zellzahl vgl. mit der Kontrollgruppe  Mitte / Aul3en 09%/7,1%
Gesamtzellzahl pro Probekdrper 569
Oberflachenbedeckung gering, atypisch
morphologische Differenzierung gering
Zellkontakte und -auslaufer selten
Teilungsprozesse selten
Orientierungsgrad gering

Tab. 21: Fibroblastenmorphologie nach HybenX-Konditionierung auf Glas
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Abb. 26:

Gingivafibroblasten auf Glas,
HybenX-Konditionierung

100 pm
R

(a) mittleres Messareal, Dapi-Farbung
(c) aulReres Messareal, Dapi-Farbung

100 pm
P

(b) mittleres Messareal, Vimentin-Farbung
(d) &uReres Messareal, Vimentin-Farbung
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4.2.8 Kaltplasma-Konditionierung nach Fibroblastenapplikation

Morphologie auf Glas

Die Zellen zeigten eine geringe Oberflachenbedeckung mit atypischer

Morphologie. Zumeist waren nur Zytoskelette vorhanden.

Eigenschaft Bewertung

mittlere Zellzahl pro 0,366 mm?2 Messareal Mitte / Aul3en 59,1/5,4
relative Zellzahl vgl. mit der Kontrollgruppe  Mitte / Aul3en 18,4 % /15,0 %

Gesamtzellzahl pro Probekdrper 3.471
Oberflachenbedeckung -
morphologische Differenzierung atypisch

Zellkontakte und -auslaufer -
Teilungsprozesse -

Orientierungsgrad -

Tab. 22: Fibroblastenmorphologie nach Kaltplasma-Konditionierung auf Glas
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Abb. 27:

Gingivafibroblasten auf Glas,
Kaltplasma-Konditionierung

100 pm
fr——f

(a) mittleres Messareal, Dapi-Farbung
(c) aulReres Messareal, Dapi-Farbung

100 pm
=]

(b) mittleres Messareal, Vimentin-Farbung
(d) &uReres Messareal, Vimentin-Farbung
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Morphologie auf poliertem Titan

Es waren nur wenige Zellkerne sichtbar, die Zellkdrper waren hauptséchlich

Zytoskelette.
Eigenschaft Bewertung
mittlere Zellzahl pro 0,366 mm?2 Messareal Mitte / Aul3en 23,8/11,2

relative Zellzahl vgl. mit der Kontrollgruppe  Mitte / Aul3en 10,2 %/ 36,3 %

Gesamtzellzahl pro Probekdrper 2.949
Oberflachenbedeckung -
morphologische Differenzierung atypisch

Zellkontakte und -auslaufer -
Teilungsprozesse .

Orientierungsgrad -

Tab. 23: Fibroblastenmorphologie nach Kaltplasma-Konditionierung auf poliertem Titan
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Abb. 28:

Gingivafibroblasten auf poliertem Titan,
Kaltplasma-Konditionierung

100 pm
A

(a) mittleres Messareal, Dapi-Farbung
(c) aulReres Messareal, Dapi-Farbung

100 pm
—

(b) mittleres Messareal, Vimentin-Farbung
(d) &uRBeres Messareal, Vimentin-Farbung
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Morphologie auf gestrahltem Titan

Es waren nur wenige Zellkerne sichbar, die Zellkbrper waren hauptsachlich

Zytoskelette.
Eigenschaft Bewertung
mittlere Zellzahl pro 0,366 mm?2 Messareal Mitte / Aul3en 14,7 12,7

relative Zellzahl vgl. mit der Kontrollgruppe  Mitte / Aul3en

14,3 % /20,9 %

Zellkontakte und -auslaufer
Teilungsprozesse

Orientierungsgrad

Gesamtzellzahl pro Probekdrper 1.088
Oberflachenbedeckung flachig
morphologische Differenzierung atypisch

Tab. 24: Fibroblastenmorphologie nach Kaltplasma-Konditionierung auf gestrahltem Titan
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Abb. 29:

Gingivafibroblasten auf gestrahltem Titan,
Kaltplasma-Konditionierung

(a) mittleres Messareal, Dapi-Farbung
(c) aulReres Messareal, Dapi-Farbung

(b) mittleres Messareal, Vimentin-Farbung
(d) &uReres Messareal, Vimentin-Farbung
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4.3 Statistische Auswertung

Nachfolgend wurden die Versuchsergebnisse noch einmal graphisch aufgear-
beitet. Hierbei wurden die Ergebnisse in prozentuale Relation zu den jeweiligen
Kontrollgruppen gesetzt, welche dementsprechend der 100%-Marke entspre-
chen. Zudem wurden die Signifikanzen der verschiedenen Ergebnisse darge-

stellt.
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Abb. 31: Versuchsergebnisse Fibroblastenapplikation nach Airpolishing-Konditionierung

73



E poliertes Titanplattchen
gestrahlites Titanplattchen

Kontrollgruppen

% 016
400
*
350~
300+
250~ e
200
1507
100
50
0 —_ ; ;
Mittelpunkt 4 Bereiche zirkular
Signifikanzen gegenuber:
100% Kontrollgruppe * = signifikant
Mitte gegeniber Aul3en o = sehr signifikant
zwischen den Materialien  *** = hoch signifikant

Abb. 32: Versuchsergebnisse Fibroblastenapplikation nach Airpolishing- und Kaltplasma-

Konditionierung

74



% poliertes Titanplattchen
40 * %k gestrahites Titanplattchen
350+

X X%
300+ ‘ I
250
200+
150
100 Kontrollgruppen
501
0 T T
Mittelpunkt 4 Bereiche zirkular
Signifikanzen gegenuber:
100% Kontrollgruppe * = signifikant
Mitte gegeniber Aul3en o = sehr signifikant
zwischen den Materialien  *** = hoch signifikant

Abb. 33: Versuchsergebnisse Fibroblastenapplikation nach HybenX-Konditionierung
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5 Diskussion

5.1 Methodenkritik

Im Verlauf der klinischen Funktion von Implantaten kdnnen Rezessionen bezie-
hungsweise Periimplantitis entstehen, welche die Mikrostrukturen der Implan-
tatoberflachen freilegen. Auf diesen Oberflachen lagern sich aufgrund ihrer Rau-
igkeit sehr schnell bakterielle Biofilme ab (Rabel et al. 2021). Fur ihre Dekonta-
mination kdnnen verschiedene Methoden verwendet werden. Das Ziel ist eine
stabile Wiederanlagerung der periimplantaren Mukosa an die Implantatoberfla-
che nach der Anwendung. Um zu untersuchen, inwieweit die Dekontaminations-
methoden die Implantatoberflachen chemisch oder mechanisch hinsichtlich der
Adhasion der Weichgewebszellen beeinflussen, wurde in dieser Arbeit ein In-

vitro-Modell verwendet.

Fur eine moglichst rasche Wiederanlagerung der Mukosa ist der oberflachenak-
tivierende Effekt von Kataplasma von grof3em Interesse. Der Einfluss von Kalt-
plasma auf die Benetzbarkeit von Titanoberflachen wurde in ahnlichen Untersu-
chungen bereits umfassend betrachtet (Ujino et al. 2019, Seon et al. 2015,
Tschernin 2003). Da dies fur Airpolishing und HybenX bisher nicht der Fall ist,
wurde eine Benetzbarkeitsuntersuchung aller verwendeten Oberflachen- und

Konditionierungsmethoden-Kombinationen vorgenommen.

Der erste Versuchsteil widmet sich den verschiedenen Dekontaminationsmetho-
den: physikalisch mit Kaltplasma, mechanisch mit Airpolishing, der Kombination
mechanisch und physikalisch in Form von Airpolishing und Kaltplasma sowie

chemisch mit HybenX. Bei der intraoralen Applikation von Plasma und HybenX
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sind jedoch Auswirkungen auf das umliegende Gewebe zu erwarten, mit poten-
ziellen Folgen fir die Wiederanheftung an die Implantatoberflache (Pini-Prato
2016). Deswegen wurden im zweiten Teil der Untersuchung HybenX und Kalt-

plasma auf einer vorher angezichteten Zellschicht angewendet.

Gingiva besteht sowohl aus Keratinozyten als auch aus Fibroblasten. Da in friihe-
ren Versuchen jedoch Gingivafibroblasten verwendet wurden, wurden auch in
dieser Arbeit fur eine moglichst grof3e Realitatsnahe und Vergleichbarkeit selbst
angezichtete Gingivafibroblasten verwendet (Schmage 2008, Schutte 2018, Ma-

yer 2014, Pfeiffer 2004, Richard 2002).

Da bekannt ist, dass das Zellwachstum jeder Zelllinie variieren kann, wurden zwei
verschiedene Zelllinien verwendet und jeder Versuchsansatz dreimal wiederholt,
um die Kontinuitdt des Ergebnisses zu Uberprifen. Trotzdem bleibt das Ver-
suchsdesign dadurch limitiert, dass in einer Zellkultur nur eine Monolayer-Zell-
schicht ausgewertet werden kann, wahrend in-vivo eine Multilayer-Gewebestruk-
tur besteht. Aufgrund von variierendem Wachstumsverhalten von Fibroblasten
auf unterschiedlichen Medien wurden Glaspléattchen als Referenz zu den Implan-
tatoberflachen genutzt. Insgesamt wurden zwei Referenzgruppen verwendet:
Glasplattchen im Vergleich zu Titanoberflachen mit zwei verschiedenen Oberfla-
chenstrukturen sowie die jeweils unbehandelte Oberflachenstruktur gegentber
den physikalischen, mechanischen beziehungsweise chemischen Vor- bezie-

hungsweise Nachbehandlungen.

Als Zielparameter wurden die Zellzahl und die Zellmorphologie gewahlt. Ver-
gleichbare Literatur hat ebenfalls diese Parameter untersucht (Canullo et al.
2020, Lee et al. 2015, Shibli et al. 2003, Schmidt et al. 2017). Die Analyse von
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Zellzahl und Morphologie ist die Basis der Zelluntersuchung und kann gegebe-
nenfalls mit weiteren Methoden, wie zum Beispiel der metabolischen Aktivitat,
Proliferation, Zellviabilitdt oder Zytotoxizitat, vertieft werden (Rabel et al. 2021,
Guo et al. 2019, Kreisler et al. 2005). Dem Zellspreading, also der Verteilung der
Zellen Uber die gesamte Oberflache, wurde mit Messungen an insgesamt funf

Punkten je Plattchen Rechnung getragen.

Dadurch, dass initial in allen Gruppen jeweils 8.000 Zellen aufgebracht wurden,
konnte nach dem Abstoppen des Wachstums die bis dahin gewachsene Zellzahl
ermittelt werden. Fur die Darstellungsform wurden relative Verhéaltnisse in Bezug
auf die jeweilige Kontrollgruppe herangezogen, um mittels anerkannter wissen-
schaftlicher Methode die Vergleichbarkeit zu gewahrleisten (Canullo et al. 2014,

Seon et al. 2015).

5.2 Ergebniskritik

Bekanntermalen verhalt sich das Wachstum von Fibroblasten auf verschieden
strukturierten Implantatoberflachen unterschiedlich. Strukturen mit geringer Rau-
igkeit, wie polierte Oberflachen mit einer Mittelrauigkeit von <0,4 um (Sawase et
al. 2000, Quirynen et al. 1996), werden rasch von Fibroblasten tiberwachsen. Sie
pragen sich morphologisch in ihrer typischen Form aus und bilden viele Zellkon-
takte miteinander (Schmage 2008). Diese Wuchsform entspricht der typischen
Morphologie, die auch auf den Glasplattchen der Referenzgruppe beobachtet
wurde. In der vorliegenden Arbeit wurden neben polierten Titanoberflachen auch

mikroraue, korundgestrahlte Titanproben mit einer Mittelrauigkeit von circa 0,8

80



pum verwendet. Auf den gestrahlten Implantatoberflachen befanden sich mit circa
6.600 Zellen nur ungeféhr 34 % der auf den verglichenen Glasplattchen gewach-
senen Zellen. Sie befanden sich hauptsachlich zentral auf den Glasplattchen und
waren morphologisch ausgepragt. In der Verteilung des Zellwachstums und der
Haufung mittig und nach auf3en auslaufend zeigten alle Gruppen wenig Unter-
schiede und auch die Morphologie der Zellen zeigte keine erhebliche Variation.
Dieses Verhalten ist konform zu friheren Arbeiten und den Erfahrungen aus der

Literatur (Schmage 2008, Canullo et al. 2020).

Die Ergebnisse des Fibroblastenwachstums nach der Kaltplasma-Applikation
stellten sich insbesondere auf der glatten Titanoberflache vorteilhaft dar, was
durch die Oberflachenaktivierung und die Reduktion der Oberflachenbenetzbar-
keit erklart werden kann. Die Oberflachenbenetzbarkeit reduziert sich ebenso auf
Glas, jedoch geringer als bei der Titanoberflache. Hierdurch lasst sich das ent-
sprechend positive, jedoch in seiner quantitativen Auspragung geringere Ergeb-
nis erklaren. Die Zellmorphologie zeigte sich sowohl auf polierten als auch auf
gestrahlten Titanoberflachen sehr vorteilhaft ausgepragt, was wiederum die Er-
fahrungen aus der Literatur bestatigt (Rabel et al. 2021, Lee et al. 2015). Aller-
dings bestand bei der gestrahlten Titanoberflache eine Diskrepanz zwischen der
guten Morphologie und der geringen Zellzahl. Eine mégliche Erklarung ist, dass
die Fibroblasten sich zwar gut auf der plasmabehandelten strukturierten Titan-
oberflache anhaften, sich jedoch nicht so schnell Gber die Mikrorauigkeiten hin-
weg ausbreiten konnen, weshalb ihre Zahl bis zum Abstoppzeitpunkt niedriger

geblieben ist.
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Somit kann der Einsatz von Kaltplasma auf polierten Titanoberflachen — zum Bei-
spiel Abutments oder Gingivaformern — vor der Insertion am Patienten als sinn-
voll bestatigt und unterstutzt werden. Indes ist der Einsatz von Kaltplasma auf
mikrostrukturierten Implantatkdrpern vor der Insertion aus Sicht der in dieser Ar-
beit gewonnenen Erkenntnisse nicht sinnvoll. Dieses entspricht jedoch nicht den
Ergebnissen anderer Forschungsarbeiten. Sowohl Untersuchungen von Fib-
roblasten auf Kaltplasma-behandelten Titanoberflaichen (Lee et al. 2015) als
auch von Osteoblasten auf Kaltplasma-behandelten Titanoberflachen (Smeets et
al. 2018, Henningsen et al. 2018a und 2018b) zeigen deutlich erhdhte Zelladha-
sions- und -proliferationswerte und empfehlen die Kaltplasmabehandlung von Im-
plantaten vor Insertion fir weitere Untersuchungen. Auch eine Metaanalyse pra-
klinischer Tierversuche von vor Insertion mit Kaltplasma behandelten Titanim-
plantaten zeigt deutlich erhéhten BIC (bone-to-implant contact) bei der Kaltplas-

mabehandlung (Pesce et al. 2020).

Das Airpolishing fuhrte zu einem minimalen Abtrag der Titanoxidschicht von den
Titanoberflachen und einer Abrundung der Rauigkeitsstrukturen, was auch in
friheren Arbeiten beobachtet wurde (Kahili 2012, Thielemann 2012). Das Fib-
roblastenwachstum auf diesen Oberflachen ist von allen Vergleichsgruppen das
beste und Ubersteigt die Zellanzahl der Kontroligruppen erheblich, sowohl bei der
polierten als auch bei der korundgestrahlten Oberflache. Dies kann durch eine
Aktivierung durch den Abtrag der Oxidschicht erklart werden. Menini und Kolle-
gen zeigten, dass die Oxidschicht der Titanoberflachen durch finf Sekunden Air-
polishing mit Glycin-Pulver entfernt wird, und konnten mittels EDX-Analyse er-

hohte Mengen von Natrium, Sauerstoff und Silikonen an der Oberflache
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nachweisen (Menini et al. 2015). Die Morphologie der Gingivafibroblasten auf
den polierten Titanoberflachen nach dem Airpolishing zeigt sich konform zu der
hohen Zellzahl sehr gut differenziert. Dagegen ist die Morphologie der
Gingivafibroblasten auf den gestrahlten Titanoberflachen schlechter ausgepragt.
Dies kann daran liegen, dass die Zellen sich auf der aktivierten Oberflache zwar

sehr schnell vermehren, jedoch nicht so differenziert ausprégen konnten.

Obwohl die Kombination aus mechanischer und physikalischer Dekontaminati-
onsmethode (Airpolishing- und Kaltplasma-Konditionierung) zu einer ebenso gu-
ten Oberflachenbenetzbarkeit fiihrte wie die ausschlief3liche Kaltplasmabehand-
lung, ergab die Kombination beider Methoden ein Ergebnis, welches sich nicht
von der Kontrollgruppe unterscheidet. Dies ist verwunderlich, da beide Einzelme-
thoden — nur Kaltplasmabehandlung und nur Airpolishing — sowohl auf der polier-
ten als auch auf der korundgestrahlten Titanoberflache zu einer signifikanten
Steigerung der Fibroblastenanzahl fihrte. Zudem sind die Gingivafibroblasten
morphologisch etwas untypisch ausgepragt. Daher kann zum jetzigen Zeitpunkt

eine solch kombinierte Anwendung klinisch nicht empfohlen werden.

Die Applikation von HybenX auf Titan zeigte keine relevanten Unterschiede ge-
genuber den unbehandelten Flachen bezlglich der Zellzahl. Dies ist insofern
nicht verwunderlich, da die Substanz vor dem Auftragen der Zellen sorgfaltig ab-
gespllt wurde. Nichtsdestotrotz féllt die Veranderung der Wachstumsmorpholo-
gie der Fibroblasten auf. Auf polierten Titanoberflachen sahen sie glatter und un-
differenzierter aus, wahrend sie sich auf gestrahlten Titanoberflachen zwar lang-
lich differenziert, jedoch in atypischer Form zeigten. Dieses spricht dafiir, dass es

doch chemische Rickstande auf den Oberflachen gegeben haben durfte, welche
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die morphologische Auspragung der Zellen beeintrachtigten. Eine Anwendung
vor Implantat- oder Abutment-Insertion ist aus Sicht dieser Arbeit daher nicht

sinnvoll.

Die chemische Behandlung von Gingivafibroblasten mit HybenX fihrte zum Ab-
sterben der Zellen und einer Auflésung der Zellstruktur. Aus diesem Grund wur-
den die Versuche mit HybenX auf Zellen abgebrochen, nachdem die Versuche
mit Fibroblasten auf Glasplattchen den letalen Effekt eindeutig nachgewiesen
hatten. Zum Produkt HybenX liegen bislang keine evidenzbasierten Studien vor.
Einige Falldarstellungen sind in der Literatur verfigbar (siehe Tabelle 3). In einer
Falldarstellung und in der Produktbeschreibung des Herstellers wird von einer
Dehydrierung der oberflachlichen Zelllagen nach intraoraler Applikation gespro-
chen, weshalb sich diese Oberflache weildlich verandern wirde (EPIEN Medical
2017, Pini-Prato 2016). Da die L6ésung HybenX unter anderem aus Schwefel-
saure besteht, ist zu erwarten, dass die Zellen veratzt und bei der Reaktion mit
der Schwefelsdure so weit dehydriert werden, dass sie absterben und ihr Zellske-
lett aufgelost wird. Inwieweit sich diese Reaktion in tiefere Zellschichten fortsetzt,
kann aufgrund dieser Arbeit nicht aufgezeigt werden. Die Erforschung dieses
Vorgangs ist dringlich zu empfehlen, bevor die Nutzung des Produktes in-vivo

freigegeben wird.

Angesichts der sehr positiven Ergebnisse fir das Zellwachstum nach Plasmabe-
handlung ist die Anwendung von Kaltplasma intraoral nach Dekontamination von
bereits osseointegrierten Implantaten winschenswert und hilfreich fur die Wie-
deranlagerung der Mukosa. Allerdings gilt auch hier, dass zwangslaufig das um-

liegende Gewebe des osseointegrierten Implantates mitbetroffen ist. Die
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Kaltplasma-Behandlung der Oberflachen erzeugt Hitze. Die Warmeentwicklung
des von uns verwendeten Geréts wurde mit < 50 °C angegeben (relyon plasma
2021). Aus diesem Grund wurde in dieser Untersuchung auch das Kaltplas-
maverfahren auf einer Zellschicht auf den jeweiligen Implantatoberflachen ange-
wendet. Allerdings fuhrte es zu einer erheblichen Verbrennung der Zellen. Jegli-
che Feuchtigkeit der Oberflachen wurde verdampft. Es Uberlebte jeweils nur eine
minimale Zellzahl, welche so erhebliche morphologische Einschrankungen
zeigte, dass unklar ist, ob ein weiteres Wachstum tiberhaupt moéglich wére. Eben-
falls fraglich ist, ob auch der periimplantare Knochen von dieser Warmeentwick-
lung beeintrachtigt werden kdnnte. Dessen thermische Belastbarkeit ist bereits
bei 44°C erreicht (Eriksson und Albrektsson 1984). Auch hier ist eine Untersu-
chung des Einflusses auf Multilayer-Gewebestrukturen vor der Freigabe fur In-

vivo-Versuche erforderlich.
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Schlussfolgerung

- Beide Nullhypothesen missen abgelehnt werden.

- Die Konditionierung von polierten Titanoberflachen mit Kaltplasma hat
sich bewahrt und kann unter der Voraussetzung weiterer klinischer Tes-
tung aus Sicht dieser Studie fur die klinische Anwendung empfohlen wer-

den.

- Die Applikation von Airpolishing auf die Implantatoberflache verbessert
das Fibroblastenwachstum erheblich, wodurch eine Konditionierung der

periimplantaren Implantatoberflache nach Reinigung sinnvoll erscheint.

- Die Kombination beider Verfahren (Airpolishing und Kaltplasma-Anwen-
dung) hat keinen zusatzlichen positiven Effekt. Weshalb die Wirksamkeit
bei Kombination beider Methoden nachlasst, sollte in zuklnftigen Unter-

suchungen weiter beleuchtet werden.

- Die beiden Konditionierungsmethoden HybenX und Kaltplasma sind

schadlich fur vitale Zellen und sollten intraoral keine Anwendung finden.

- HybenX scheint auch bei der Vorbehandlung von Implantatbestandteilen

extraoral Rickstdnde zu hinterlassen, die das Zellwachstum modifizieren.
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7 Zusammenfassung

Ziele — In dieser In-vitro-Untersuchung wurde der Einfluss von drei verschiede-
nen Implantatreinigungsmethoden (Kaltplasma, Luft-Pulver-Wasserstrahl mit
Glycin-Pulver und antibakterielles Gel) auf das Gingivafibroblastenwachstum un-
tersucht. Prufgrof3en waren die Zellzahl und -morphologie, welche auf vorkondi-
tionierten Oberflachen sowie nach Konditionierungskontakt von Fibroblasten un-

tersucht wurden.

Material und Methoden - Glas, poliertes Titan und korundgestrahltes Titan wur-
den konditioniert und anschlie3end mit Fibroblasten besiedelt. Zudem wurden
bereits mit Fibroblasten bewachsene Oberflachen mit den gleichen Methoden
bearbeitet. Nach 96 Stunden wurde das Wachstum abgestoppt und die Fib-

roblasten zur Auswertung angefarbt.

Ergebnisse — Kaltplasma verbesserte die Benetzbarkeit aller Oberflachen. Das
Fibroblastenwachstum war auf poliertem Titan besonders hoch (2,2- bis 2,8-fa-
che Zellzahl im Vergleich zur Kontrollgruppe). Airpolishing verbesserte das
Wachstum auf polierten (1,2- bis 1,9-fache Zellzahl) und gestrahlten (1,5- bis 2,0-
fach) Oberflachen. Beide Methoden in Kombination zeigten schwachere Ergeb-
nisse (poliert: 0,9- bis 1,1-fach, gestrahlt: 1,3- bis 1,7-fach). HybenX fuhrte zwar
teilweise zu einer leichten Zunahme der Zellzahl, jedoch auch zu massiven mor-
phologischen Defiziten. Die Applikation von HybenX auf vitale Zellen fihrte zu
deren Dehydrierung und einer fast vollstandigen Dezimierung der Zellen (0,0- bis
0,1-fache Zellzahl). Die Applikation von Kaltplasma auf vitale Zellen verbrannte

diese, wodurch maximal 36 % der Zellzahl der Kontrollgruppe erreicht wurde.
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Fazit — Die Konditionierung von Titanoberflachen mit Airpolishing hat das Fib-
roblastenwachstum maf3geblich verbessert. Dasselbe qilt fur die Plasmakonditi-
onierung polierter Titanoberflachen. Beide Methoden in Kombination zeigten
ebenso wie die Konditionierung mit HybenX weniger Erfolg. Sowohl die Kalt-
plasma-Applikation als auch die von HybenX wirkten sich letal auf vorhandene

Fibroblasten aus.
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8 Summary

Objectives - In this in-vitro study, the influence of three different implant clean-
ing methods (cold plasma, air-powder-water spray with glycine powder and anti-
bacterial gel) on gingival fibroblast growth was examined. The test parameters
were the cell count and morphology, which were examined on preconditioned

surfaces and after use on fibroblasts.

Material and methods - Glass, polished titanium and corundum-blasted titani-
um were conditioned and then colonized with fibroblasts. In addition, surfaces
already covered with fibroblasts were processed using the same methods. After

96 hours the growth was stopped, and the fibroblasts were stained for evaluation.

Results — Cold plasma improved the wettability of all surfaces. The fibroblast
growth was particularly high on polished titanium (2.2 - 2.8 times the number of
cells compared to the control group). The air-powder-water spray improved the
growth on polished (1.2 - 1.9 times the cell count) and blasted (1.5 - 2.0) surfaces.
Both methods in combination showed weaker results (polished: 0.9 -1.1, blasted:
1.3 -1.7). HybenX sometimes lead to a slight increase in the number of cells, but
also to massive morphological deficits. The application of HybenX to vital cells
led to their dehydration and a near total decimation of the cells (0.0 - 0.1). The
application of cold plasma burned vital cells, resulting in a maximum of 36 % the

cell count compared to the control group.

Conclusion — Conditioning titanium surfaces with air-powder-water spray has
improved the fibroblast growth significantly. Plasma conditioning of polished tita-

nium surfaces showed even stronger results. Both methods in combination
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showed less success. Same goes for the treatment with HybenX. Both the cold

plasma application and that of HybenX have a lethal effect on living fibroblasts.
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