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1 Zusammenfassung 

1.1 Deutsche Zusammenfassung 
Die Behandlung der Periimplantitis ist entscheidend für den langfristigen Erhalt zahnmedizi-

nischer Implantate. Biofilme spielen neben weiteren Faktoren eine bedeutende Rolle bei der 

Entstehung einer Periimplantitis. Die Bearbeitung von Titanoberflächen mit kaltem atmosphä-

rischem Plasma ermöglicht die kontaktfreie Destruktion von Biofilmen, ohne dabei die Ober-

flächentextur des Titans zu verändern. Zusätzlich kommt es zu einer verbesserten Oberflä-

chenbenetzbarkeit, die als positiv für eine zelluläre Besiedlung angesehen wird. Die Oberflä-

chenbehandlung von Implantaten mit kaltem atmosphärischem Plasma könnte somit eine al-

ternative Therapieoption für die Periimplantitis darstellen. 

Atmosphärische Plasmen werden durch die Anregung von Edelgasen mittels gepulster Mik-

rowelle erzeugt. Sie bestehen aus Ionen, Elektronen und Neutralteilchen. Durch Beimischung 

von Reaktivgasen oder durch Eindiffundieren von Umgebungsluft können im Plasma Radika-

le erzeugt werden. Kaltes atmosphärisches Plasma kann so reguliert werden, dass es am 

Strahlenauftreffpunkt eine Temperatur von weniger als 40 °C aufweist.  

Das Ziel der Studie war die Untersuchung des Einflusses der Konditionierung von Titanober-

flächen durch physikalisches Plasma auf das Besiedelungsverhalten primärer humaner Gingi-

vafibroblasten. Dazu wurden Behandlungszeiten der Titanoberflächen von wenigen Sekunden 

gewählt, um vergleichbare Zeiten, wie sie in der zahnmedizinischen Praxis angewendet wür-

den, zu simulieren. 

Nach umfangreichen Voruntersuchungen wurden insgesamt 120 polierte oder mikrostruktu-

rierte Titanscheiben als Prüfkörper verwendet. Ein Teil der Prüfkörper (n = 84) wurde mit 

Plasma bestrahlt, während der restliche Teil der Proben (n = 36) als Kontrollen mitgeführt 

wurde. Das Plasma wurde mit einer gepulsten Mikrowelle (2,45 GHz) erzeugt. Als Trägergas 

wurde Helium, als Reaktivgase Sauerstoff und Stickstoff, genutzt. Der Abstand zu den Prüf-

körpern wurde auf 2 mm, die Pulslänge auf 5 µs, die Pulsleistung auf 300 W und die mittlere 

Leistung des Mikrowellengenerators auf 5 W festgelegt. Der Gasfluss wurde mit 2 Litern He-

lium pro Minute und eine Bearbeitungszeit von 1,25 s/mm² gewählt. Anschließend wurden 

auf allen Titanscheiben Gingivafibroblasten kultiviert. Die In-vitro-Kultivierung erfolgte für 

4, 12 und 24 Stunden. Als Nährmedium wurde DMEM-Flüssigmedium (Dulbecco's Modified 

Eagle's Medium) verwendet. Die Analyse des Kulturverhaltens der Fibroblasten erfolgte mit-
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tels Fluoreszenzmikroskopie, Rasterelektronenmikroskopie und zellbiologischen Tests. Fo-

kalkontakte wurden durch Vinculin-Fluoreszenz dargestellt. 

Sowohl fluoreszenz- als auch rasterelektronenmikroskopisch zeigten sich Unterschiede für die 

Besiedelung der Titanoberflächen. Die bestrahlten Proben wiesen nach 4 Stunden ein gleich-

mäßiges Wachstum und eine flächigere Zellmorphologie verglichen mit den mitgeführten 

Kontrollen auf. Dies bestätigte sich nach 12 und 24 Stunden. Auch die Bedeckung der Prüf-

körper stellte sich während der gesamten Kultivierungsdauer auf den bestrahlten Titanproben 

als homogener und dichter dar. Fokalkontakte zeigten sich durch die Plasmabestrahlung signi-

fikant beeinflusst. Die Gingivafibroblasten auf den bestrahlten Prüfkörpern wiesen eine höhe-

re Anzahl von Fokalkontakten auf. Die Plasmakonditionierung der Titanprüfkörper beeinf-

lusste nicht das biologische Verhalten der Fibroblasten. 

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die Behandlung von Titanoberflächen mit kaltem 

atmosphärischem Plasma die initiale Besiedelung mit Gingivafibroblasten fördert. Die ge-

wählten Parameter erlaubten eine Bearbeitung von Titanproben mit unterschiedlicher Ober-

flächenmorphologie bei biologisch akzeptablen Temperaturen. 

1.2 Abstract 
The treatment of peri-implantitis is essential for the long-term success of dental implants.  

Biofilms play an important role in the development of peri-implantitis as well as other factors. 

The treatment of titanium surfaces with cold atmospheric plasma allows the contact-free de-

struction of biofilms, without altering the surface texture of the titanium. In addition, there is 

an improved surface wettability, which is considered to be positive for cell colonization. The 

treatment of implants with cold atmospheric plasma could thus represent an alternative treat-

ment of peri-implantitis.  

Atmospheric plasma is generated by excitation of noble gases by pulsed microwave. It con-

sists of ions, electrons and neutrals. By adding chemically active gases or by infusion of am-

bient air reactive oxygen species are generated. The cold atmospheric plasma can be regulated 

so that it has a biologically acceptable temperature of less than 40 °C at the point of applica-

tion.  

The aim of the study was to investigate the influence of titanium surfaces conditioned by 

physical plasma on the colonization behavior of primary human gingival fibroblasts. Short 

treatment times were chosen in order to achieve comparable times as they would be applied in 

the dental practice.  
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After pilot studies to determine suitable parameters, a total of 120 polished or microstructured 

titanium disks were used as test specimens. A part of the test specimen (n = 84) was irradiated 

with plasma, while the remaining samples (n = 36) were included as controls. The plasma was 

created with a pulsed microwave (2.45 GHz). Helium was used as carrier gas, oxygen and 

nitrogen as reactive gases. The distance to the specimens was set to 2 mm, the pulse length of 

5 µs, the pulse power to 300 W and the mean power of the microwave generator to 5 W. The 

gas flow was set to be 2 liters of helium per minute and the work time with 1.25 s/mm2. Af-

terwards gingival fibroblasts were cultured on all titanium samples. The In-vitro-culture was 

carried out over 4, 12 and 24 hours. The culture medium DMEM-liquid medium (Dulbecco’s 

Modified Eagle's medium) was used. The analysis of the cell-culture behavior was achieved 

by fluorescence microscopy, scanning electron microscopy and cell biological tests. Focal 

adhesions were demonstrated by vinculin staining. 

Fluorescence microscopy as well as scanning electron microscopy showed differences for the 

colonization of the titanium surfaces. After 4 hours the plasma irradiated samples showed a 

more extensive growth and cell morphology in comparison to the irradiated samples without 

ignition of the carrier gas. This was confirmed after 12 and 24 hours. Also the cultivation of 

the specimens on the irradiated titanium samples was during the entire cultivation period 

more homogenous and dense. Focal adhesions were significantly influenced by the plasma 

irradiation. The gingival fibroblasts on the irradiated samples showed a higher number of foc-

al adhesions. The plasma did not influence the biological behavior of the fibroblasts.  

In this study it was demonstrated that treatment of titanium surfaces using cold atmospheric 

plasma promotes an initial colonization of gingival fibroblasts. The selected parameters al-

lowed conditioning of titanium samples with different surface morphologies at biologically 

acceptable temperatures.  
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2 Einleitung 

2.1 Stellenwert der Implantologie 
Die Versorgung zahnloser und teilbezahnter Patienten mittels Implantaten ist in den vergan-

genen Dekaden ein fester Bestandteil der modernen Zahnmedizin geworden (Buser et al., 

1998).  

Seit Brånemark in den 50er Jahren die Möglichkeit der Osseointegration von Titan im Kie-

ferknochen beschrieb (Brånemark et al., 1969), hat sich die zahnmedizinische Implantologie 

stetig weiterentwickelt und es kann eine immer größer werdende Anzahl von Patienten mit 

dentalen Implantaten versorgt werden. Dabei können auch schwierige Ausgangssituationen 

und Verhältnisse, gegebenenfalls nach vorheriger Knochenaugmentation, behandelt werden 

(Schliephake et al., 1994; Small et al., 1993).  

Erfolgskriterien eines Implantates sind klinische Festigkeit, Entzündungs- und Schmerzfrei-

heit sowie ein periimplantärer Knochen ohne Osteolyse (Neukam, 2000). Die Abnahme des 

periimplantären Knochens sollte zwei Jahre post implantationem 0,2 mm nicht überschreiten 

(Neukam, 2000). Die aktuelle Forschung zu zahnmedizinischen Implantaten behandelt drei 

Fragestellungen. Diese beziehen sich auf das Implantatmaterial, die Oberflächentextur sowie 

die möglichen Komplikationen. Letztere stellen entzündliche Reaktionen rund um osseointeg-

rierte Implantate dar. Man unterscheidet traumatische Sofortkomplikationen von mechani-

scher Überlastung und periimplantären Entzündungen, der Perimukositis und der Periimplan-

titis (Listgarten et al., 1999). Die Problematik der Periimplantitis, ihrer Folgen und ihre The-

rapiemöglichkeiten spielen dabei zurzeit die bedeutendste Rolle und werden intensiv unter-

sucht (Lindhe et al., 2008).  

Implantate 
Enossale Implantate dienen der Versorgung teilbezahnter und zahnloser Kiefer (Konsensus-

konferenz Implantologie, 2002). Dabei geht es um die Wiederherstellung und Rekonstruktion 

funktioneller und ästhetischer Aspekte. Implantate sind einteilige oder mehrteilige Systeme. 

Bevorzugt werden mehrteilige Implantatsysteme, die aus einer im Knochen verankerten 

Schraube, einem die Schleimhaut perforierendem Aufbau (Abutment) und einer Suprakons-

truktion aufgebaut sind.  

Nach erfolgter Implantation ist die Besiedelung der Implantatoberfläche mit Zellen ein ent-

scheidender Faktor für den Erfolg der Therapie. Es wird eine Verankerung des Implantates 
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durch Retention über Schraubenwindungen und durch Einwachsen von Knochenzellen in die 

Unebenheiten der Implantatoberfläche angestrebt. Das Verzahnen des Knochens mit dem Im-

plantat stellt die stabilisierenden Eigenschaften gegenüber einwirkenden Kräften dar. Dieser 

funktionelle und strukturelle Verbund durch die Zellen wird als Osseointegration bezeichnet. 

Da der Erfolg des Implantates von dessen Osseointegration abhängt, kommen heutzutage Im-

plantatmaterialien, die sich durch eine hervorragende Biokompatibilität auszeichnen, wie Ti-

tan oder Zirkoniumoxid, zum Einsatz (Wilke et al., 2002). So wird die Anlagerung körperei-

gener Zellen und damit ein besserer Verbund gefördert. Allerdings begünstigen sie auf glei-

che Weise die Anlagerung von Biofilmen und Mikroorganismen (Bürgers et al., 2010). Spe-

ziell Titan zeichnet sich durch eine sehr gute Bioverträglichkeit aus. Titan ist ein bioreaktives 

Metall, welches eine stabile passivierende Oxidschicht in Verbindung mit Sauerstoff ausbil-

det, die eine Absorption von Teilchen in das periimplantäre Gewebe verhindert und so eine 

Metallose vermeidet (Hugger et al., 2006). Titan weist eine hohe Bruchfestigkeit und mecha-

nische Belastbarkeit aus. Dentale Implantate bestehen aus medizinischem Reintitan. Unlegier-

tes Titan, sogenanntes Reintitan, wurde von der amerikanischen Standardisierungsorganisati-

on ASTM (American Society for Testing and Materials) in vier unterschiedliche Klassen ein-

geteilt (CP Grades 1, 2, 3, 4). Die Einteilung der Klassen erfolgt nach der chemischen Zu-

sammensetzung (Tabelle 1). Eine zunehmende Klasse bedeutet abnehmende Reinheit.  

Tabelle 1

Element 

: ASTM F67-06; Standard Spezification for Unalloyed Titanium, for Surgical Implant Applicati-
ons (UNS R50250, UNS R50400, R50550, UNS R507000) 

 Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4 

Wasserstoff H 0,015% 0,015% 0,015% 0,015% 

Stickstoff N 0,03% 0,03% 0,05% 0,05% 

Kohlenstoff C 0,08% 0,08% 0,08% 0,08% 

Sauerstoff O 0,18% 0,25% 0,35% 0,40% 

Eisen Fe 0,2% 0,3% 0,3% 0,5% 

Titan Ti Rest Rest Rest Rest 

(ASTM F67-06) Copyright © ASTM International, 100 Barr Harbor Drive, PO Box C700, West Conshohocken, PA 19428-2959, United States. 

Die chemische Zusammensetzung, vor allem die Anteile von Kohlenstoff, Stickstoff, Sauers-

toff, Wasserstoff und Eisen, bewirken die mechanischen Eigenschaften. Es ergeben sich für 
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Reintitan Grade 2 eine Mindest-Zugfestigkeit von 345 Megapascal und eine 0,2%-

Dehngrenze von 275 Megapascal (DENTSPLY/Friadent). 

Auf die Insertion der Implantate folgt typischerweise eine über mehrere Monate dauernde 

Einheilungsphase, bevor eine rotationssichere Steck-Schraubenverbindung aufgebracht wird. 

Dieses Abutment wird in das Innere des Implantates eingefügt. Es durchtritt die Schleimhaut 

und verbindet die Implantatschraube mit der später eingeschraubten oder zementierten Supra-

konstruktion. 

Oberflächenbeschaffenheit 
Auf Titanoberflächen bildet sich wenige Stunden nach Bearbeitung eine stabile Oxidschicht 

aus. Dies geschieht unter Einwirkung von Sauerstoff, Wasser und Elektrolyten. Diese Schicht 

wird passivierende Oxidschicht genannt, da sie einen protektiven Charakter für das umgeben-

de Gewebe besitzt. Sie besteht aus TiO, TiO2 oder TiO3. Da sie einen direkten Kontakt zwi-

schen dem Metall und dem periimplantären Gewebe verhindert, wird sie auch als biologisch 

autonome Oberfläche bezeichnet. Chemische Rückstände auf der Titanoberfläche durch un-

terschiedlichste Bearbeitung wie beispielsweise Säureätzung, Sandstrahlen oder verbliebene 

Waschsubstanzen nach der Reinigung, können die Einheilung von Implantaten behindern und 

sogar zu Implantatverlust führen (Albrektsson et al., 2007; Massaro et al., 2002). 

Um eine passivierende Oxidschicht auf der Implantatoberfläche herzustellen, gibt es zwei 

unterschiedliche Verfahren. Zum Einen besteht die Möglichkeit, mit Hilfe einer anodischen 

Oxidation, das heißt unter Anlegung einer Spannung in einem Elektrolyten, eine kontrollierte 

Oxidschicht zu erhalten. Eine weitere Möglichkeit ist die Plasmaoxidation. Dabei erfolgt eine 

Plasmareinigung der Titanoberfläche, bei der das Metall mittels Gasplasmastrahl bearbeitet 

wird. Beide Methoden sind dazu geeignet auf dem Implantat eine osteophile Oberfläche durch 

das Titanoxid zu schaffen (Hugger et al., 2006).  

Wichtig für die Osseointegration von Implantaten ist die Implantatoberflächentextur. Dabei 

spielt die Mikroretention eine herausragende Rolle. Diese kann durch unterschiedliche Ver-

fahren erzielt werden. Dazu zählen ablative Verfahren wie z.B. Sandstrahlen, Säureätzung 

oder eine Kombination von beiden sowie additive Verfahren, wie beispielsweise die Titan-

Plasma-und die Hydroxylapatit-Beschichtung. Der momentane „Goldstandard“ der Implanta-

toberflächenmodifikation ist die Kombination aus Sandstrahlen und thermischer Säureätzung 

(SLA = sandblasted and acid-etched surface) (Bornstein et al., 2005; Cochran et al., 2002). 

Dabei wird die Oberfläche zunächst mittels Al2O3 Partikeln (~ 250 µm) bestrahlt, worauf eine 
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Säureätzung mit einer heißen HCl/H2SO4 Lösung folgt. Diese Behandlung bewirkt eine dop-

pelte Mikrostrukturierung der Oberfläche: eine Porosität der Oberfläche (0,5 bis wenige µm) 

aufgelagert auf einer Mikrostrukturierung mit einer Tiefe von 20-50 µm (Massaro et al., 

2002). Durch das Ätzen werden gleichzeitig gelöste aber retinierte Partikel entfernt. Eine 

Weiterentwicklung der SLA Titanoberfläche (SLAactive) wird durch Behandlung in einer 

stickstoffhaltigen Atmosphäre und in saliner Lösung erreicht. So kann Kohlenstoffkontamina-

tion reduziert und die hydrophilen Eigenschaften der Implantatoberfläche verbessert werden 

(Rupp et al., 2006). 

Grenzfläche zwischen Implantat und umliegendem Gewebe 
Die Oberfläche von Implantaten muss sowohl in der Makro- als auch Mikrostruktur so be-

schaffen sein, dass die optimale Anlagerung körpereigener Zellen und eine primäre Stabilität 

möglich sind. Die Mikroretention erfolgt über die Ausbildung einer osteophilen Oberfläche. 

Diese wird durch die Titanoxidschicht und die Oberflächenbeschaffenheit erreicht. Die Mak-

roretention erfolgt durch Schraubenwindungen (Hugger et al., 2006). Die Anhaftung epithe-

lialer Zellen an die Implantatoberfläche dient als Abdichtung und Schutz gegen bakterielle 

Infektionen (Kawahara et al., 1998). Der Erhalt periimplantärer Gingiva ist bedeutend, um 

möglichst reizfreie Schleimhautverhältnisse und eine gute Mundhygiene zu erreichen (Berg-

lundh et al., 1991). Die erfolgreiche Verankerung im Knochen wird durch die Besiedelung 

der Oberfläche mit Osteoblasten erreicht. Das Ziel wäre der Aufbau eines stabilen Halteappa-

rates, ähnlich dem natürlichen Zahnhalteapparat (Hermann et al., 2000) (Abb. 1). Jedoch zei-

gen die verschiedenen beteiligten Zellarten, Osteoblasten, Gingivafibroblasten und Gingiva-

epithelzellen, differenzierte Interaktionsmuster mit der Titanoberfläche. Es stellt sich damit 

die Aufgabe, die Implantatoberfläche individuell für die einzelnen Zelltypen so zu variieren 

und zu modifizieren, dass sich eine bestimmte Zellart auf einem definierten Implantatab-

schnitt gut etablieren kann (Cochran et al., 1994). Der natürliche Zahn zeigt ebenfalls unter-

schiedliche morphologische Abschnitte für die Anlagerung spezifischer Zelltypen. Untersu-

chungen zeigen, dass Osteoblasten bevorzugt auf mikrostrukturierten Implantatoberflächen 

wachsen (Novaes et al., 2010; Masaki et al., 2005), während Fibroblasten und Epithelzellen 

maschinierte Oberflächen bevorzugen (Yamano et al., 2011; Rompen et al., 2006; Könönen et 

al., 1992). Weitere Studien konnten nachweisen, dass die Proliferation von osteoblastenarti-

gen Zellen und die Produktion von Wachstumsfaktoren auf mikrostrukturierten Implantato-

berflächen signifikant höher ist als an maschinierten (Aita et al., 2009; Ogawa et al., 2002). In 

der aktuellen Forschung wird der Schwerpunkt nach wie vor auf die Besiedelung der Implan-
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tatoberfläche mit Osteoblasten gelegt, um die Osseointegration zu optimieren. Jedoch spielt 

auch die Interaktion zwischen Fibroblasten und Implantat eine besondere Rolle. Kommt es 

nicht zu einer Anlagerung von Bindegewebe um das Implantat, ist eine Abgrenzung gegen die 

Mikroorganismen der Mundhöhle nicht gegeben und die Infektionsgefahr des periimplantären 

Knochens ist erhöht (Rompen et al., 2006). So ergibt sich als Ziel, eine differenzierte Implan-

tatoberfläche zu gestalten, auf der alle beteiligten Zellen die bestmöglichen Voraussetzungen 

finden, um sich anzusiedeln.  

Osseointegration
Interaktionszone 
Knochen/Implantat

Sulkus

Knochen

Implantat

Sulkus

Knochen

Parodontalspalt
mit Haltefasern

Zahnwurzel

Wurzelkanal

Vergleich Implantat / Zahn

Retention

 
Abb. 1:

2.2 Zahnhalteapparat 

 Zahn (rechts) und Implantat - morphologische Gemeinsamkeiten und Unterschiede.  
Quelle: C. Mayer 

Der Zahnhalteapparat besteht aus dem Wurzelzement, der Wurzelhaut (Desmo-

dont/Parodontalligament), der Gingiva (marginales Parodont) und dem Alveolarknochen. 

Dieser bildet die knöcherne Begrenzung des Zahnfaches, die sogenannte Alveole. Dabei geht 

die Wurzelhaut koronalwärts in die Gingiva über. Die Zähne sind beweglich in der Alveole 

über einen Faserapparat, den sogenannten Sharpey´schen Fasern, aufgehängt. Dies lässt eine 

feine Beweglichkeit von ungefähr 70 µm der Zähne zu (Radlanski, 2011). Das Parodont bildet 

eine funktionelle Einheit. Es schützt durch seine Struktur den Alveolarknochen vor einem 

Kontakt mit der multibakteriell besiedelten Mundhöhle. Dabei sind alle Teile des Parodonts 

eng miteinander verbunden, bzw. gehen ineinander über.  
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Die Gingiva besteht sowohl aus Teilen der Mundschleimhaut, wie auch aus Teilen des Zahn-

halteapparates. Das der Mundhöhle zugewandte gingivale Sulkusepithel geht am Gingivarand 

in das dem Zahnschmelz anliegende orale Sulkusepithel über. In der Tiefe des Sulkus findet 

sich das sogenannte Saumepithel, welches aus einzelnen dünnen Epithelzellschichten besteht. 

Durch eine Basallamina liegt das Saumepithel dem Zahnschmelz oder dem Zement eng an. 

Dies schützt vor dem Eintritt von Bakterien und weiteren Noxen. Es existieren vom Limbus 

alveolaris ausgehende dentogingivale Haltefasern, die ein Umschließen des Zahnes mit Gin-

giva ermöglichen. Zusätzlich verlaufen verschiedene kollagene Haltefasern vom Zement zum 

Alveolarknochen sowie netzartig angeordnete Blutgefäße und Nerven. Weiterhin finden sich 

dort Zellen des Immunsystems (Radlanski, 2011).  

Gingivagewebe 
Die Gingiva bildet den äußersten Anteil des Zahnhalteapparates und liegt den koronalen Ab-

schnitten des Alveolarknochens auf. Sie umgibt die Zähne und geht in die Alveolarschleim-

haut, die Mundboden- oder die Gaumenschleimhaut über. Ihre Hauptaufgabe als Teil des 

Zahnhalteapparates ist die Verankerung und Stabilisierung der Zähne in der Alveole. Ihre 

Funktion als Teil der Mundschleimhaut besteht im Schutz des Alveolarknochens durch eine 

Abdichtung gegen das bakteriell besiedelte Mundhöhlenmilieu (Listgarten et al., 1991). Dafür 

liegt sie mit dem Saumepithel zirkulär dem Zahn an. Zusätzlich existiert ein Kollagenfaser-

geflecht zwischen der supraalveolären Zementoberfläche und der Gingiva. Weitere kollagene 

Fasern verlaufen zirkulär um den Zahn herum sowie zwischen Periost und dem Alveolarkno-

chen (Rateitschak et al., 2004). 

Die Gingiva ist von der Mukogingivallinie bis zur gingivalen Furche befestigt und unver-

schieblich (attached Gingiva), da sie durch Faserzüge direkt mit dem Periost verbunden ist. 

Koronalwärts schließt sich die sogenannte freie Gingiva bis zum Sulkus an (Abb. 2). Diese ist 

nicht mit dem Periost verwachsen, jedoch durch das Saumepithel mit der Schmelzoberfläche 

hemidesmosomal verbunden. Die Oberfläche der befestigten Gingiva zeichnet sich gestippelt, 

da einsprießende Kollagenfasern Impressionen in der gingivalen Oberfläche hinterlassen 

(Willershausen et al., 2010; Hellwig et al., 2009).  
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Abb. 2:

Die keratinisierte Gingiva spielt eine bedeutende Rolle für den langfristigen Erfolg und die 

Verweildauer von Implantaten. So übernimmt die periimplantäre Gingiva vor allem für die 

 Darstellung der gingivalen Anteile: Freie Gingiva (Grauer Pfeil), gingivale Furche (Roter Pfeil), 
befestigte Gingiva (weißer Pfeil). 

Quelle: C. Mayer 

Die Mundschleimhaut besteht aus mehreren Lagen. Außen liegend befindet sich ein mehr-

schichtiges Plattenepithel, das vier Schichten unterscheidet. Darunter befindet sich das Binde-

gewebe, die sogenannte Lamina propria. Diese besteht aus zwei Schichten: dem Papillarkör-

per, über den sie mit dem Epithel verbunden ist und in dem Kollagenfaserbündel locker ver-

laufen. Darunter findet sich eine derbe, zell- und kollagenreiche Bindegewebeschicht. In die-

ser verlaufen dicke, parallele Kollagenfaserbündel und Fibroblasten, Mastzellen sowie Leu-

kozyten (Radlanski, 2011). Als Leukozyten sind vor allem T-Lymphozyten, T-

Regulationszellen, T-Helferzellen und Makrophagen zu nennen.  

Fibroblasten stellen den häufigsten Zelltyp im Bindegewebe der Gingiva dar. Sie spielen bei 

der Regeneration von Weichgewebsverletzung im Zahnhalteapparat sowie für die Erhaltung 

des Zahnhalteapparates eine bedeutende Rolle. Gingivafibroblasten entstammen Bindege-

websvorläuferzellen des Zahnsäckchens. Sie bilden Haltefasern, die von der Zementoberflä-

che zum Alveolarknochen einwachsen (Radlanski, 2011). Sie produzieren Kollagen Typ I, III, 

V, Kollagenase und Grundsubstanz (Narayanan et al., 1983). Die Regenationsgeschwindig-

keit hängt von der Dichte der Fibroblasten und ihrer Aktivität ab (Schroeder et al., 1973). 
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Prävention von Entzündungen eine wichtige Rolle (Eickholz et al., 2012; Schlegel et al., 

1994; Listgarten et al., 1991). In einer retrospektiven klinischen Studie wurde festgestellt, 

dass ein Mangel an keratinisierter bzw. attached Gingiva mit einer stärkeren Plaqueablage-

rung und einer erhöhten gingivalen Entzündungsreaktion einhergeht (Chung et al., 2006). 

Daher ist für einen langfristigen Implantaterhalt der dichte Abschluss der Implantate mit kera-

tinisierter Gingiva unabdingbar. Allerdings weist das periimplantäre Bindegewebe weniger 

Gefäße als das peridentale auf und zeichnet sich dadurch anfälliger gegenüber exogener Kon-

taminationen aus (Berglundh et al., 1991).  

Zelladhäsion auf Oberflächen / Fokalkontakte 
Die Topographie der Oberfläche bestimmt das Adhäsionsverhalten von Zellen und die Aus-

prägung von Oberflächenrezeptoren. Diese wiederum beeinflussen die Zellreaktionen im All-

gemeinen. Das Reaktionsverhalten von Zellen auf bestimmte Oberflächen wurde in vielen 

Studien untersucht (Zhang et al., 2011; Att et al., 2009; Rompen et al., 2006). Fibroblasten 

entwickeln auf maschinierten Titanoberflächen eine flache Konfiguration mit Zellkontakten 

zu benachbarten Zellen sowie ein dichtes Wachstum ohne genaue Orientierung, während sie 

auf mikrostrukturierten Oberflächen der Topografie entlang und in die Tiefe hinein wachsen 

(Könönen et al., 1992). Dabei sprießen ihre Mikrofilamente in Rillen und Mikrostrukturen, so 

dass die Oberflächentopographie Einfluss auf die Orientierung der einzelnen Zelle nimmt 

(Meyle et al., 1993). Dafür spielen Mikrotubuli, Mikrofilamente und Fokalkontakte eine Rol-

le (Oakley et al., 1993). Das Adhäsionsverhalten kann gezielt genutzt werden, um durch Mik-

rostrukturen auf der Implantatoberfläche Zellen an bestimmte Anteile adhärieren zu lassen 

(Cochran et al., 1994). So kann beispielsweise Osteoblasten gezielt ein Vorteil gegenüber 

Epithelzellen an mikrostrukturierten Oberflächen verschafft werden. Dadurch wird es den 

Osteoblasten ermöglicht, an der Implantatoberfläche in die Tiefe zu wachsen, während darü-

ber eine Anlagerung von Gingivafibroblasten an polierten Anteilen geschieht.  

Zellen bilden auf Oberflächen Verbindungszonen aus, an denen sie Kontakt zum Substrat 

haben. Dies sind spezialisierte Bereiche, die sich an der Zellmembran befinden, sogenannte 

Fokalkontakte. Der Bereich des Fokalkontaktes auf der Innenseite der Zellmembran steht in 

Verbindung mit dem Zytoskelett, während die Außenseite Kontakt mit der extrazellulären 

Matrix hat (Tint et al., 1987). Fokalkontakte bestehen aus verschiedenen Proteinen. Dabei 

entsteht der Kontakt zu den Proteinen der extrazellulären Matrix durch sogenannte trans-

membrane Integrine. Sie bilden die zentrale Stelle an der das Zytoskelett mit der extrazellulä-

ren Matrix in Verbindung steht (van der Flier et al., 2001). Vor allem das Fokaladhäsionspro-
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tein Vinculin spielt eine wichtige Rolle bei der Bestimmung des Adhäsionsverhaltens von 

Zellen auf Oberflächen. Es ist ein Bestandteil von Adherens Junctions, Zell-Zell- und Zell-

Matrix-Verbindungen und besitzt zahlreiche Bindungsstellen für Proteine. Diese stellen eine 

Verbindung zwischen Aktinfilamenten und der Zellmembran her (Wehner et al., 2013). Vin-

culin ist ein Hauptstrukturprotein und verbindet das Zytoskelett mit Integrinen. Seine Haupt-

aufgabe innerhalb der Fokalkontakte ist eher regulierender anstatt struktureller Natur (Critch-

ley, 2000). Vinculin lässt sich durch eine Antikörper-Färbung fluoreszenzmikroskopisch dar-

stellen (Cruz et al., 1997). 

2.3 In-vitro-Modelle für die Bewertung von Implantatoberflächen 
Der Erfolg der Implantattherapie ist abhängig von der Besiedelung der Implantatoberfläche 

mit Zellen der umliegenden Gewebe. Dabei ist die Interaktion der Implantatoberfläche mit 

Osteoblasten ebenso wichtig wie der Kontakt des benachbarten Bindegewebes und der Epi-

thelzellschicht mit dem Implantat. Die Abdichtung des Implantates gegenüber der Mundhöhle 

und ihren Bakterien und Noxen erfolgt durch die dichte Anlagerung der Gingivafibroblasten 

und Epithelzellen. So wird ein Eindringen von Keimen in die Tiefe und eine dadurch entste-

hende Entzündung verhindert. Ziel der Einheilung ist das Erreichen eines Halteapparates, der 

der natürlichen Situation nahekommt und alle Funktionen erfüllt.  

Die heutigen technischen Möglichkeiten erlauben es, unterschiedlichste Materialien und 

Oberflächenbeschaffenheiten herzustellen. So ist man in der Lage, Titan in verschiedenster 

Weise zu bearbeiten, um eine Vielzahl unterschiedlicher Oberflächenstrukturen zu erhalten. 

Dabei spielt die Topographie und die Beschaffenheit der Oberfläche eine entscheidende Rolle 

für das Adhäsionsverhalten von Zellen. Es werden bestimmte Rezeptoren exprimiert, die wie-

derum Einfluss auf die gesamten Zellreaktionen haben (Brunette et al., 1999). Die Expression 

dieser Adhäsionsmoleküle durch Zellen ist ein wichtiger Faktor für den Erfolg der Implantat-

therapie. Daher ist die Untersuchung der Grenzfläche zwischen Implantat und Zellbesiedelung 

sowie deren Wachstumsverhalten eine wissenschaftlich interessante Darstellung.  

Zellmodell der Untersuchung 
Ziel des in dieser Untersuchung verwendeten Zellmodells war es, das Verhalten von Gingiva-

fibroblasten auf unterschiedlichen Titanoberflächen zu untersuchen. In Anlehnung an Ver-

suchsdurchführungen mit Osteoblasten (Duske et al., 2012) sowie Gingivafibroblasten auf 

Titanoberflächen (Yamano et al., 2011) wurde ein Modell gestaltet, das das unmittelbare 



Einleitung 

 

- 13 - 

Verhalten primärer humaner Gingivafibroblasten nach Kontakt mit der Zieloberfläche unter-

sucht. 

Zur Analyse des Zellmodells wurden verschiedene Methoden gewählt. Es erfolgten Untersu-

chungen mittels Fluoreszenz- und Rasterelektronenmikroskopie, der Analyse der alkalischen 

Phosphatase und der Zellviabilität. 

Für die Auswertung der Fluoreszenzmikroskopie wurden verschiedene Färbemethoden ge-

nutzt. Phalloidin (Abb. 3) wird in der Biologie zur Darstellung des Zytoskeletts von Zellen 

genutzt. Es bindet an das F-Aktin, ein Bestandteil der Mikrofilamente. Das Phalloidin ist mit 

Rhodamin (Abb. 4), einem fluoreszierenden Farbstoff markiert, so dass man durch Anregung 

mit ultraviolettem Licht eine rote Darstellung des Zytoskeletts erlangt. 

 
Abb. 3: Phalloidin P2141_Sigma (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D), Molekülstruktur. 

Quelle: http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?sid=24898277 
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Abb. 4: Rhodamin 6G, Molekülstruktur. 

Quelle: http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=13806 

Die Darstellung des Fokaladhäsionsprotein Vinculin ist eine Färbung zur Bestimmung des 

Adhäsionsverhaltens von Zellen auf Oberflächen (Geiger et al., 1987). Durch die Anfärbung 

werden die Fokaladhäsionskontakte grün dargestellt. Der Fluoreszenzfarbstoff 4′,6-

Diamidino-2-phenylindol-dihydrochlorid eignet sich zum Nachweis von DNA in Zellen. Er 

bindet in die Furchen doppelsträngiger DNA und entwickelt durch Anregung mit ultraviolet-

tem Licht eine blaue Farbe.  

Die Alkalische Phosphatase (ALP) ist ein Plasmaenzym, das die Hydrolyse von Phosphorsäu-

re-Estern katalysiert. Sie wird von Osteoblasten und osteoblastenähnlichen Zellen exprimiert. 

Der Nachweis der Zellproliferation und -viabilität erfolgte mittels Nachweis einer intakten 

Atmungskette über das mitochondriale Succinat-Tetrazolium-Dehydrogenase-System durch 

wasserlösliches Tetrazolium (WST-1, Water soluble Tetrazolium). Hierzu wird die Extinktion 

des von den Zellen metabolisierten WST-1 gemessen. Dabei wird die Spaltung des Tetrazo-

lium Salz WST-1 (leicht rötlich) durch die mitochondriale Dehydrogenase zu Formazan 

(dunkelrot) genutzt (Abb. 5). Eine erhöhte Zellproliferation und –viabilität geht einher mit 

einer vermehrten Aktivität der mitochondrialen Dehydrogenase. 
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Abb. 5:

2.4 Periimplantäre Erkrankungen 

 Wirkmechanismus der Succinyldehydrogenase, welches das rote WST-1 Substrat in dunkelrotes 
Formazan metabolisiert. Entsprechend dem Substratumsatz kann die Proliferation ermittelt werden.  

Quelle: Cell Proliferation Reagent WST-1, Roche, Grenzach-Wyhlen, (D) 

Als periimplantäre Erkrankungen werden inflammatorische Entzündungsprozesse an Implan-

taten bezeichnet. In der Zahnmedizin wird zwischen der periimplantären Mukositis und der 

Periimplantitis unterschieden. Die periimplantäre Mukositis ist eine entzündliche Reaktion 

des das Implantat umgebenden Weichgewebes, ohne Knochenverlust. Klinisch lassen sich 

dabei Plaque und Blutung auf Sondieren erkennen. Die Periimplantitis beinhaltet zusätzlich 

zur Weichgewebeentzündung eine Knochenresorption. Diese zeichnet sich klinisch durch 

Taschenbildung ≥ 4mm und radiologisch durch Knochenverlust um osseointegrierte Implanta-

te aus. Es kann zusätzlich zu Pusaustritt kommen (Zitzmann, 2013; Berglundh et al., 2002; 

Albrektsson et al., 1994). Die Prävalenz der Periimplantitis beträgt nach einem Zeitraum von 

5 bis 10 Jahren post implantationem bezogen auf die gesetzten Implantate 10%. Bezogen auf 

die Patientenanzahl beträgt sie 20% (Mombelli et al., 2012). Sie zählt zu den häufigsten Ursa-

chen für Implantatverlust. 

Die Periimplantitis ist eine multifaktorielle Erkrankung und zeigt sich in ihrer Ätiologie und 

klinischen Ausprägung ähnlich einer Parodontitis. Allerdings lassen sich histopathologische 

Unterschiede zwischen beiden Läsionstypen erkennen (Berglundh et al., 2011). Um eine Pe-

riimplantitis zu detektieren, sollten sowohl klinische als auch radiologische Befunde vor Ein-

setzten des Zahnersatzes auf die Implantate und in der Verlaufskontrolle erhoben werden 

(Lang et al., 2011).  

Für die Entstehung einer Periimplantitis werden unterschiedliche Risikofaktoren diskutiert 

(Heitz-Mayfield, 2008). Grundsätzlich werden dabei generalisierte Risikofaktoren wie z.B. 

Parodontitis marginalis, Rauchen und Diabetes mellitus sowie lokale Faktoren wie Weichge-
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websdefizite, ungünstige Positionierung des Implantates oder Hygienedefizite als Ursachen 

benannt (Kaemmerer et al., 2011; Serino et al., 2009; Zitzmann et al., 2008; Karoussis et al., 

2004b). Eine genetische Disposition wird diskutiert, es fehlen jedoch umfassende Studien. 

Schrott et al. zeigten 2009 in einer Fünfjahresstudie, dass Patienten mit einer keratinisierten 

Mukosa von weniger als zwei Millimetern Breite trotz guter Mundhygiene anfälliger für Pla-

queakkumulation und Blutung sind.  

Die Besiedelung von Implantatoberflächen mit Biofilmen spielt bei der Genese der Periimp-

lantitis die entscheidende Rolle (Mombelli, 2002). Biofilme auf Implantatoberflächen ver-

mindern die Osseointegration und verhindern die Re-Osseointegration von Implantaten nach 

Exposition gegenüber dem Mundhöhlenmilieu. Sie inhibieren die Besiedelung von Oberflä-

chen mit Osteoblasten und anderen körpereigenen Zellen (Schwarz et al., 2009). Die Faktoren 

für die Entstehung von Parodontitis und Periimplantitis sind vergleichbar (Heitz-Mayfield et 

al., 2010). Daher haben Patienten, die an Parodontitis erkrankten, ein erhöhtes Risiko eine 

Periimplantitis zu entwickeln (Roccuzzo et al., 2012). Die Diagnostik erfolgt über die Mes-

sung der Taschen, die Sondierung (Blutung, BOP) und die Beurteilung von Röntgenaufnah-

men. Dabei sind die ausschlaggebenden Faktoren für die Diagnosefindung klinische und ra-

diologische Befunde (Zitzmann et al., 2006).  

Zusätzliche Faktoren stellen ungünstig positionierte Implantate, mangelhafte Passgenauigkeit 

der Implantatkonstruktion, parodontalhygienisch unvorteilhaft gestaltete Suprakonstruktionen 

und nachteiliges Implantatdesign dar (Karoussis et al., 2004a).  

Therapie periimplantärer Erkrankungen 
Die Kontrolle der Biofilme und damit subgingivales Debridement, die Dekontamination der 

Implantatoberfläche und eine effiziente Mundhygiene sind die wichtigsten Therapieoptionen 

für die Periimplantitis (Todescan et al., 2012). Grundvoraussetzung dabei ist die Etablierung 

einer guten Mundhygiene und die Reduzierung aller Keimreservoirstellen sowie die Redukti-

on aller biomechanischen Überbelastungen (Zitzmann et al., 2006). Außerdem ist die Identi-

fikation der individuell wichtigsten Ursachen für die Therapiewahl von Bedeutung.  

Basierend auf den Erkenntnissen zu Ätiologie und Pathogenese periimplantärer Erkrankungen 

wird ein individuelles Monitoring angestrebt. Dieses wird auf den einzelnen Patienten abge-

stimmt, um eine frühzeitige Diagnose entzündlicher periimplantärer Prozesse zu erreichen. 

Dabei werden unterschiedliche Parameter erhoben. Dazu zählen die Blutung des periimplantä-

ren Gewebes, der Plaquebefall, sondierbare periimplantäre Taschen und eine purulente Exsu-

dation daraus sowie radiologisch der periimplantäre Knochenabbau. Mombelli beschrieb 2003 
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die „AKUT“ Klassifikation. Diese teilt die Schwere der Erkrankung in verschiedene Stufen 

ein und beschreibt für jede Ausprägung einen individuellen Behandlungsaspekt (Tabelle 2). 

„AKUT“ steht hierbei für A = auffangende, K = kumulative, U = unterstützende und T = 

Therapie.  
Tabelle 2

Sondierungs- 
tiefe [mm] 

: Therapiekaskade AKUT nach Mombelli; Auffangende-Kumulative-Unterstützende-Therapie 

Plaque Blutung (BOP) Knochenabbau AKUT 

≤ 3 ± ± - A  

4-5 + + - A + B  

≥ 5 
+ + ≤ 2mm A + B + C  

+ + ˃ 2mm A + B + C + D  

Beweglichkeit / Schmerzen Klinischer / röntgenologi-
scher Befund 

E (Explantation)  

Quelle: Farbatlanten der Zahnmedizin; Bd. 1, Parodontologie; S. 514; Hrsg. K. H. Rateitschak; Thieme Verlag, Stuttgart, New 

York; 2004 

Als Standardtherapie werden die initiale nicht invasive Therapie, die regenerative Therapie 

sowie die invasive, resektive parodontale Therapie angewandt (Zitzmann et al., 2006; Gernet 

et al., 2007). Dabei wird eine Taschenreduktion bzw. eine Tascheneliminierung angestrebt. 

Dies wird durch Dekontamination der Implantatoberfläche und durch Entfernung des Entzün-

dungsgewebes erreicht. Dafür stehen verschiedene Behandlungsansätze zur Verfügung, die je 

nach Fortschritt der Erkrankung eskaliert werden. Das „AKUT-Protokoll“ A (Mukositis und 

Sondierungstiefen bis 3 mm) umfasst die mechanische Implantatreinigung, die eine Glättung 

und Politur der Oberfläche vorsieht. Für die Reinigung stehen Gumminapf und Paste sowie 

Metall-, Teflon-, Kunststoff-, oder Keramikküretten zur Verfügung. Zusätzlich gibt es ultra-

schallaktivierte Küretten, die mit antimikrobiellen Spülungen kombiniert werden können. 

Eine Alternative bietet das Debridement mittels feinkörniger Pulverstrahlreinigung oder die 

Laserdekontamination (Gonçalves et al., 2010; Gosau et al., 2010; Schwarz et al., 2006; 

Schwarz et al., 2005; Augthun et al., 1998; Rühling et al., 1994). Die Maßnahme A+B greift 

bei purulenter Exsudation, 4-5 mm tiefen Taschen und ersten Anzeichen periimplantärer Ge-

webedestruktion. Sie beinhaltet zusätzlich die Taschenspülung mit 0,2% Chlorhexidindiglu-

konat sowie die weitere Anwendung der CHX 0,2% Spülung oder Spray durch den Patienten. 

Die Steigerung der Behandlung zu dem Paket A+B+C, bei Sondierungstiefen größer 5 mm 

und radiologisch erkennbarem Knochenabbau, erfolgt durch die Anwendung einer unterstüt-
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zenden kalkulierten antibiotischen Therapie gegen anaerobe Keime (systemisch Metronidazol 

1 g für 10 Tage oder lokal „controlled released drugs“, z.B.: Atridox) (Schwarz et al., 2009; 

Rateitschak et al., 2004; Luterbacher et al., 2000; Mombelli et al., 1992). Tritt ein deutlicher 

Knochenverlust ein, wird das Behandlungspaket um den Faktor D (chirurgisch-korrektiv) 

erweitert. Dies erfolgt nach vorhergehendem Antibiotikaeinsatz (Paquette et al., 2008). Dabei 

wird nach chirurgischer Freilegung die Dekontamination der Implantatoberfläche durch Säu-

re, mechanischem Abtragen oder Bearbeitung mittels abrasiver Pulver erreicht. Der chirurgi-

sche Eingriff kann sowohl resektiv als auch regenerativ-augmentativ erfolgen. Es erfolgt die 

Auffüllung des Knochendefekts um eine Re-Osseointegration zu erreichen (Roos-Jansåker, 

2007; Baron et al., 2000; Wetzel et al., 1999; von Arx et al., 1997). Bei Beweglichkeit des 

Implantates aufgrund fehlender Osseointegration erfolgt als Therapie Maßnahme E, die Ex-

plantation. Dies sollte rasch geschehen um weiteren entzündlichen Knochenverlust zu ver-

meiden.  

Die Eliminierung des Entzündungsgewebes und die Dekontamination der Implantatoberfläche 

führt zu einem Sistieren der Periimplantitis. Sie führt jedoch nicht zu einer Reduktion des 

Knochendefektes. Daher kann die Wiederherstellung des Knochens nach einer erfolgreichen 

Initialtherapie durch regenerative Maßnahmen angezeigt sein. Dazu eignen sich rekonstrukti-

ve Verfahren, die eine Versorgung von Defekten mittels autologem Knochen oder mit Kno-

chenersatzmaterial sowie die membrangestützte Knochenregeneration umfassen (Gernet et 

al., 2007; Neukam et al., 2007; Zitzmann et al., 2006).  

Die mikrostrukturierte Oberfläche der Implantate stellt für die Entfernung des Biofilms eine 

besondere Herausforderung dar. Die mechanische Bearbeitung der Titanoberfläche kann zu 

einer Zerstörung und Veränderung der Oberflächenbeschaffenheit führen, ohne dass dabei 

eine vollständige Biofilmentfernung erfolgt. Bei der Laserbehandlung besteht die Gefahr der 

Überhitzung und damit der Schädigung des Nachbargewebes (Geminiani et al., 2012; Gemi-

niani et al., 2011). Eine rein chemisch desinfizierende Spülung erreicht keine vollständige 

Dekontamination, es verbleiben häufig morphologisch intakte Biofilme auf der Oberfläche 

(Ntrouka et al., 2011; Gosau et al., 2010). Zurzeit kann nicht eindeutig festgelegt werden, 

welches die erfolgversprechendste Therapie der Periimplantitis ist. Jedoch konnte in klini-

schen Studien gezeigt werden, dass die lokale antibiotische Therapie in Kombination mit ei-

nem Debridement eine Stagnation der Periimplantitis bewirkt (Esposito et al., 2012). Eine 

Methode, die die mikrostrukturierte Oberfläche bei vollständiger Eliminierung des Biofilms 
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erhält, ist nur eingeschränkt für die klinische Anwendung im subgingivalen Bereich nutzbar 

(Sahm et al., 2011).  

Inzwischen ist die Anwendung von kaltem atmosphärischem Plasma zur Desinfektion und 

Dekontamination von Oberflächen als Alternative vorgeschlagen worden (Rupf et al., 2012; 

Rupf et al., 2011). Diese eignet sich für die Beseitigung von adhärenten Mikroorganismen auf 

Titanoberflächen (Idlibi et al., 2013; Koban et al., 2011; Rupf et al., 2010b). Die Fähigkeit, 

mittels Plasmen Spalten und Hohlräume zu reinigen, erlaubt auch die Reinigung von mikro-

strukturierten Implantatoberflächen.  

2.5 Physikalisches Plasma 
Plasma (griechisch πλάσμα plásma, ‚Gebilde‘) stellt neben „flüssig“, „fest“ und „gasförmig“ 

den vierten Aggregatzustand in der Physik dar (Wintermantel et al., 2009; Melamies, 2009) 

(Abb. 6).  

 

 
Abb. 6:

Der amerikanische Physiker Irving Langmuir arbeitete als erster Wissenschaftler mit Plasma 

und prägte den Namen der ionisierten Gase (Langmuir et al., 1926). Unter physikalischen 

Plasmen versteht man ionisierte Gasströme, die aus freien Ladungsträgern wie Elektronen, 

Ionen, freien Radikalen und geladenen Molekülen bestehen. Diese sind elektrisch leitfähig 

und emittieren bei kleinsten Energiedichten sichtbares Licht. Dabei wird entsprechend der 

enthaltenen Atome oder Moleküle ein spezifisches Licht emittiert. Die Plasmaeigenschaften 

werden durch die geladenen Plasmateilchen, ihre elektromagnetische Wechselwirkung unte-

reinander und die Wechselwirkung mit äußeren Feldern bestimmt. Plasmen kommen unter 

anderem als terrestrisches (Blitze), künstliches (Plasmalampe) und astrophysikalisches Plas-

ma (Fixsterne) vor. Plasma kann anhand der Temperaturentwicklung in thermisches (warmes) 

 Die vier Aggregatzustände der Materie. Die Energiezufuhr bewirkt eine Änderung des Aggregat-
zustandes von fest über flüssig zu gasförmig und schließlich zu Plasma. Dabei ist das Gas angeregt, ioni-
siert und fragmentiert. 

Quelle: Fraunhofer IFAM, Bremen 
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und nicht-thermisches (kaltes) Plasma unterteilt werden. Eine weitere Unterteilung ist die 

Einteilung in Hochdruck-, Normaldruck- und Niederdruckplasma. Die Plasmatechnik wird in 

unterschiedlichen Bereichen erfolgreich eingesetzt. Anwendung findet diese in der Lichttech-

nik (Gasentladungslampen), in der Oberflächentechnik zur Beschichtung, der Oberflächen-

modifizierung, der Abtragung, der Reinigung, der Aufrauhung, der Oberflächenhärtung und 

der Oxidation (von Ardenne et al., 2005). Weitere Anwendungsgebiete sind die Analysetech-

nik, die Werkstoffverarbeitung und die Plasmamedizin. In der Medizin wird Plasma vor allem 

für die Desinfektion und Reinigung von Materialien (Plasmadesinfektion) (Masaoka, 2007; 

Deng et al., 2007) und zur Trennung von Gewebe (Coblation) oder zur Stillung von intraope-

rativen Blutungen (Argon-Plasma-Koagulation) (Manner, 2008) genutzt. Besonders diskutiert 

wird die Bearbeitung dentaler Implantate zur Verbesserung der Osseointegration mittels 

Plasma (Zhu et al., 2009). Dabei werden mittels heißer Plasmen bioreaktive Oberflächen ge-

schaffen (Rizzi et al., 2004; Sun et al., 2001).  

Inzwischen ist es möglich, Plasmaquellen zu miniaturisieren wie z.B. der „kINPen“ (neoplas 

tools GmbH, Greifswald, D) und somit für eine zukünftige klinische Anwendung einzusetzen 

(Koban et al., 2011; Rupf et al., 2011; Coulombe et al., 2006). Als kaltes atmosphärisches 

Plasma wird Plasma bezeichnet, welches am Strahlenauftreffpunkt biologisch unbedenkliche 

Temperaturen aufweist. Durch eine gepulste Anregung können adäquate Temperaturen von 

unter 40 °C erzeugt werden. Da der Plasmastrahl nur wenige Mikrosekunden gezündet wird, 

kann er durch den ungezündeten Gasstrom gekühlt werden. Diese kalten atmosphärischen 

Plasmen ermöglichen die Reinigung und Desinfektion biologischer und technischer Oberflä-

chen. So konnte in einer Studie nachgewiesen werden, dass ein Niedertemperatur-Argon-

Plasma chronisch infizierte Wunden desinfiziert und die Wundheilung fördert (Isbary et al., 

2011). Dabei muss besonders hervorgehoben werden, dass Plasmen auch in Spalten sowie 

Hohlräume eindringen können, um diese zu reinigen. Plasma ist ein wirksames Agens um 

Biofilme zu desintegrieren und zu desinfizieren (Koban et al., 2011; Rupf et al., 2011; Rupf 

et al., 2010b; Joshi et al., 2010; Sladek et al., 2007).  

Ionisierte lokale Gasströme, sogenannte Plasmajets, ermöglichen es, Flächen ohne Kontakt zu 

bearbeiten (Abb. 7). Dabei sind die im Plasma entstehenden reaktiven Spezies ausschlagge-

bend für die Wirkung des Plasmas (Nosenko et al., 2009).  



Einleitung 

 

- 21 - 

 
Abb. 7:

 

 Bestrahlung einer Titanprobe mittels Plasmajet. 

Quelle: C. Mayer 

Untersuchungen zeigen, dass sich kaltes atmosphärisches Plasma für die Desintegration sowie 

die Beseitigung von Biofilmen auf Titanoberflächen eignet (Rupf et al., 2011; Wind et al., 

2009; Sladek et al., 2007). Zusätzlich zeigen Versuche, dass sich die Oberflächenbenetzbar-

keit von Titanoberflächen nach einer Behandlung mit kaltem atmosphärischem Plasma erhöht 

(Lehmann et al., 2013).  

Es kommt zu einer starken Verringerung des Kontaktwinkels, den ein Wassertropfen auf der 

Titanoberfläche bildet (Abb. 8).  

 
Abb. 8:

Plasma in der Implantologie 

 a) Benetzungsverhalten eines Wassertropfens auf Titan; b) Benetzungsverhalten eines Wasser-
tropfens auf Titan nach Plasmabehandlung (30 s, 2 W). 

Quelle: A. Lehmann, Leibniz-Institut für Oberflächenmodifizierung e. V., Leipzig 

Man kennt viele Anwendungen und Nutzungsmöglichkeiten für Plasmen in der Material-, 

Oberflächen- und Lichttechnik. So werden Plasmen beispielsweise im Rahmen der Plasmaste-
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rilisation verwendet. Dabei werden die Faktoren Hitze, UV-Strahlen, geladene Partikel und 

die freien Radikalen (O3, O2, O, OH, NO, NO2) genutzt (Laroussi, 2005). Im Bereich der den-

talen Technik werden Plasmen bisher vor allem für die Bearbeitung von Titanoberflächen bei 

Implantaten benutzt. Dabei wird eine kontrollierte Oxidierung durch Plasmaoxidation erzeugt. 

Dies geschieht in einem Vakuumbehälter unter Spannung und unter atmosphärischen Druck-

verhältnissen (0,1 bis 1 mmHg) (Hugger et al., 2006).  

Für den therapeutischen Anwendungsbereich liegen Plasmen in unterschiedlichen Gerätefor-

men vor. Es gibt den Plasma-Pen („kINPen MED“, Leibniz-Institut für Plasmaforschung und 

Technologie e.V. INP Greifswald mit der Charité Berlin und dem Universitätsklinikum 

Greifswald) für die Behandlung und Reinigung sowie Desinfektion von Wunden (Isbary et 

al., 2011; Isbary et al., 2010; Lademann et al., 2009; Laroussi et al., 2008; Walsh et al., 2006; 

Laroussi et al., 2006). Es werden Plasmajets (Kolb et al., 2008) in Form von „Nadeln“ (Stof-

fels et al., 2002) und „Bürsten“ (Yu et al., 2007) beschrieben.  

In der Zahnmedizin wurden experimentelle Untersuchungen im Bereich der Oberflächenmo-

difizierung und der antimikrobiellen Wirkung auf Biofilme mit kaltem Atmosphärendruck-

plasma mit verschiedenen Zielsetzungen durchgeführt (Jablonowski et al., 2013b). Anwen-

dung finden Plasmen bei der Inaktivierung kariogener Bakterien (e.g. S. mutans) in Kavitäten 

(Joaquin et al., 2009; Sladek et al., 2007) und der Verbesserung des Haftverbundes zwischen 

Komposit und Zahn (Ritts et al., 2010), dem Bleichen von Zähnen (Park et al., 2011; Lee et 

al., 2009a), sowie der Reinigung von Wurzelkanälen (Jablonowski et al., 2013a; Pan et al., 

2013; Jiang et al., 2009). Erste Studien befassen sich mit der Besiedelung von Osteoblasten 

auf plasmabearbeiteten Titanoberflächen (Duske et al., 2012). Weiterhin werden Plasmen für 

die Dekontamination und Desinfektion von Geräten genutzt (Ehlbeck et al., 2011). 

Grundlagenuntersuchungen der Arbeitsgruppe  
Die Arbeitsgruppe mit Teilnehmern des Leibniz-Institutes für Oberflächenmodifizierung 

(IOM) e.V. Leipzig, des Fraunhofer-Institutes für Zelltherapie und Immunologie (IZI) Leipzig 

und des Universitätsklinikums des Saarlandes, Klinik für Zahnerhaltung, Parodontologie und 

Präventive Zahnheilkunde, untersuchte im Rahmen von Grundlagenuntersuchungen den the-

rapeutischen Einsatz atmosphärischen Plasmas im Bereich der Zahnmedizin. So wurden In-

vitro-Untersuchungen zur antimikrobiellen Wirkweise des Plasmas auf Biofilme und zur Mo-

difikation des Haftverbundes zwischen Zahn und Füllungswerkstoffen durchgeführt (Idlibi et 

al., 2013; Rupf et al., 2010a; Wind et al., 2009). Der Einfluss von Plasma auf die Oberflächen 

von Titanprüfkörpern und das Kulturverhalten von Gingivafibroblasten sowie Osteoblasten 
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wurde durch die Arbeitsgruppe Rupf, Lange und Mayer (alle Universität des Saarlandes) 

eruiert. Als Substrat wurden Titanprüfkörper mit mikrostrukturierter und maschinierter Ober-

flächenkonfiguration gewählt. Dies ist von Bedeutung, da sich Gingivafibroblasten in ihrer 

Rolle des Schutzgewebes während der Einheilung von Implantaten an maschinierten sowie an 

rauen Implantatanteilen etablieren sollen. Untersuchungen zu der Oberflächenbenetzbarkeit 

ergaben, dass sich der Kontaktwinkel der bestrahlten Titanprüfkörper deutlich reduzierte 

(Abb. 9). So stieg die Oberflächenbenetzbarkeit im Vergleich zu unbestrahlten Proben signi-

fikant an. Zusätzlich erkannte man Unterschiede zwischen den beiden Oberflächenbeschaf-

fenheiten. Die geätzten Oberflächen zeigten primär eine geringere Hydrophilie als die ma-

schinierten Titanoberflächen. 

 

Plasmaparameter: 

Mittlere Leistung:3 W 
Pulsleistung: 194-235 W 
Pulslänge: 5 µs 
Arbeitsabstand: 2 mm 
Geschwindigkeit: 1 mm/s 

He:  2000 sccm 
O2:  0; 5; 10 sccm 
 

Abb. 9:

Es wurde geprüft, ob die Reaktivgaszusammensetzung einen Einfluss auf die Fibroblastenkul-

tur hatte. So wurden unterschiedliche Zusammensetzungen analysiert und als Optimum zwei 

Gasmischungen herausgearbeitet, bei denen als Trägergas Helium sowie als Reaktivgase 

Sauerstoff und Stickstoff zum Einsatz kamen. Die alleinige Verwendung von Helium sowie 

höhere Konzentrationen der Reaktivgase Sauerstoff und Stickstoff führten zwar ebenfalls zur 

Verbesserung der Benetzbarkeit und damit zu einer homogenen Besiedlung, jedoch war die 

 Kontaktwinkelmessung im Rahmen von Vorversuchen.  

Quelle: A. Lehmann, Leibniz-Institut für Oberflächenmodifizierung e. V., Leipzig (Lehmann et al., 2013) 

In Versuchen der Arbeitsgruppe wurden unterschiedliche Gasmischungen, Leistungsstärken, 

Flächendosis, Kultivierungszeiträume und Vorbehandlung der Titanoberflächen überprüft. 

Insgesamt wurden 500 Titanscheiben mit maschinierter (maTi) oder mikrostrukturierter Ober-

fläche (SLA) (Titan Grade 2, Firma Friadent, Mannheim, D) verwendet. 380 der Prüfkörper 

wurden wiederholt in Vorversuchen der Arbeitsgruppe zur Ermittlung geeigneter Versuchs-

bedingungen eingesetzt.  
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Zellanzahl nach den unterschiedlichen Kulturzeiten nicht erhöht. Wachstumshemmung konn-

te nach Plasmabestrahlung in keinem Falle beobachtet werden. In einer weiteren Versuchsrei-

he wurde die Auswirkung verschiedener Kultivierungszeiten analysiert. So wurden Zeiten 

von 4, 12, 24, 48 und 120 Stunden sowie 6, 7 und 14 Tagen untersucht. Es zeigten sich güns-

tige Zeiträume von 4, 12 und 24 Stunden. Längere Kultivierung führte zur Ablösung der 

mehrlagig auf den Prüfkörpern aufgewachsenen Zellen. Ein weiterer Untersuchungsaspekt 

war der Einfluss verschiedener Medien auf die bestrahlten Oberflächen. So wurden die Titan-

platten nach Bestrahlung einmalig und mehrmalig mit Gelatine, PBS oder Kulturmedium be-

handelt. Zusätzlich wurden Einflüsse von Pulsleistung (zwischen 250 und 300 Watt), Pulslän-

ge (zwischen 3-5 µs) sowie Geschwindigkeit der Bewegung des Plasmajets über die Titan-

oberfläche (5-16 mm/s) geprüft. Eine Pulsleistung von 300 Watt, Pulslänge von 5 µs und Ge-

schwindigkeit von 8 mm/s wurden hinsichtlich Stabilität des Plasmajets und akzeptabler Be-

handlungsdauer als sinnvolle Parameterkombination herausgearbeitet. Weitere Versuche wur-

den zur Prüfung der Temperaturentwicklung am Auftreffpunkt des Plasmastrahls auf der Ti-

tanoberfläche durchgeführt. Diese erhöhte sich kurzfristig und erreichte ihr Maximum im 

Zentrum des Plasmajets innerhalb von 2-3 Sekunden. Sie sank unmittelbar nach der Bestrah-

lung. Bei der hier gewählten Leistungsstufe von 5 W wurden Temperaturen von 47 °C er-

reicht, dabei jedoch in einem Abstand von 2 mm zu dem Auftreffpunkt nicht mehr als 43 °C. 

Ergänzende Untersuchungen befassten sich mit verschiedenen Färbemethoden. Dabei zeigten 

sich befriedigende Ergebnisse für die Fluoreszenzfärbung mittels Phalloidin, DAPI und Vin-

culin. Zusätzlich wurde die Auswertung mittels Rasterelektronenmikroskop durch verschie-

dene Fixierungsprotokolle geprüft.  

 

2.6 Ziel der Arbeit  
Die In-vitro-Kultivierung von primären humanen Gingivafibroblasten auf Implantatoberflä-

chen nach Plasmabestrahlung ist Thema dieser Arbeit. Dafür wurde ihr Verhalten über einen 

Zeitraum von 4, 12 und 24 Stunden beobachtet und mit nicht plasmabehandelten Proben ver-

glichen.  

Es galt folgende Null-Hypothesen zu untersuchen und zu prüfen: 

• Die Bestrahlung von Titanoberflächen hat keinen Einfluss auf das initiale Attachment 

und die frühe Bedeckung von Gingivafibroblasten auf Titanoberflächen.  
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• Durch die Bestrahlung von Titanoberflächen resultieren für Gingivafibroblasten keine 

morphologischen Unterschiede in Bezug auf die Zellmorphologie und die Struktur des 

Zytoskeletts.  

• Die Bestrahlung von Titanoberflächen zeigt keinen Einfluss auf die Zellproliferation 

und -viabilität. 

 

3 Material und Methode 

3.1 Zellbiologische Arbeitsmethoden 

Gingivafibroblasten 
Es wurden primäre humane Gingivafibroblasten verwendet. Diese wurden im Rahmen der 

operativen Entfernung von dritten Molaren in der Klinik für Mund-, Kiefer- und Gesichtschi-

rurgie des Universitätsklinikums des Saarlandes, Homburg gewonnen. Die Entnahme der Zel-

len wurde von der Ethikkommission der Ärztekammer des Saarlandes genehmigt (Nr. 

E168/09). Alle Patienten, von denen Gingivafibroblasten isoliert wurden, waren in einem gu-

ten gesundheitlichen Zustand. Um sowohl Epithelien als auch parodontale Gewebe auszu-

schließen, wurde das mittlere Drittel der entnommenen Bindegewebsschicht verwendet. Das 

Gewebe wurde in PBS Lösung (Phosphat gepufferte Salzlösung, Gibco BRL, Grand Island, 

NY, USA) gelagert, unmittelbar in Petrischalen (94 mm, Greiner bio-one, Frickenhausen, D) 

überführt und mit einem Deckglas abgedeckt. Es wurde DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's 

Medium, PAA, Velizy-Villacoublay, F), dem 10% fetales Kälberserum (FBS, Biochrom AG, 

Berlin, D) zugegeben wurde, zugefügt. Zur Vermeidung von bakteriellen Kontaminationen 

und Pilzinfektionen wurde 100 Units/ml Penicillin (Biochrom), 100 µg/ml Streptomycin Sul-

fate (Biochrom) und 2,5 µg/ml Amphotericin B (Biochrom) dem Medium hinzugegeben. Die 

Zellkultur wurde in einer wasserdampfgesättigten Atmosphäre bei 37 °C und 5% CO2 inku-

biert. Das Medium wurde bis zum Auswachsen der Zellen auf dem Boden des Kulturgefäßes 

unter dem Deckglas zwei Mal wöchentlich gewechselt. Nach mikroskopischer Beurteilung 

des Phänotyps wurden die Zellen wie im Folgenden beschrieben kultiviert. 
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In-vitro-Kultivierung 

Zellkultur 

Die Zellen wurden in Zellkulturflaschen (75 cm³, Greiner bio-one) unter wasserdampfgesät-

tigter Atmosphäre bei 37 °C und 5% CO2 kultiviert. Als Nährmedium wurde DMEM-

Flüssigmedium mit 10% fetalem Kälberserum genutzt. Das Medium wurde zwei Mal wö-

chentlich gewechselt. Die Kultivierung erfolgte jeweils bis zur Konfluenz der Zellen.  

Passage der Zellen 
Nach Erreichen der Konfluenz (Abb. 10) erfolgten die Passage der Zellen sowie die Teilung 

der Kultur auf zwei neue Zellkulturflaschen. Dazu wurde das Medium entfernt und der Zell-

teppich in der Kulturflasche mit Hilfe einer Trypsin Lösung (0,25% Trypsin, 0,1% EDTA in 

PBS, Biochrom) abgelöst (Abb. 11). Die Kontrolle der Ablösung der Zellen vom Boden der 

Kulturflasche erfolgte über ein Mikroskop (Leica Mikroskop DMIL, LEICA Microsystems 

Framework, Wetzlar, D). Die Trypsin Lösung wurde nach einigen Minuten entfernt und die 

Reaktion mit frischem Medium gestoppt. Die Zellsuspension wurde sieben Minuten bei 400 x 

g zentrifugiert und der Überstand abgesaugt. Das Zellpellet wurde in DMEM-Flüssigmedium 

resuspendiert und in zwei neue Zellkulturflaschen ausgebracht.  

 
Abb. 10: Mikroskopische Beurteilung konfluierender Gingivafibroblasten in einer Zellkulturflasche (Lei-
ca Mikroskop). Es lässt sich ein einlagiger, geschlossener Zellrasen erkennen. 
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Abb. 11:

Aufbewahrung der Zellen 

 Mit Trypsin-EDTA abgelöste Gingivafibroblasten. Die Zellkörper weisen eine charakteristische 
runde Zellkonfiguration auf (Pfeil). 

Um die Zellen über einen längeren Zeitraum aufzubewahren, wurden sie in flüssigem Stick-

stoff gelagert. Die Zellen wurden mit Hilfe von Trypsin-EDTA-Lösung (0,25% Trypsin, 0,1% 

EDTA) aus der Kulturflasche abgelöst und in frischem Medium resuspendiert. Daraufhin 

wurden sie für sieben Minuten bei 400 x g zentrifugiert. Dem Pellet wurde eisgekühltes 

DMEM/FBS-Flüssigmedium zugegeben. Unter permanentem Schütteln erfolgte die tröpf-

chenweise Zugabe von DMEM-Flüssigmedium mit 20% DMSO (Dimethylsulfoxid, Merck, 

Darmstadt, D). Die Zellsuspension wurde daraufhin in mehrere vorgekühlte Kryoröhrchen 

(Greiner bio-one) überführt und zügig in das Tiefkühlfach (-20 °C) gebracht. Nach 24 Stun-

den wurden die Kryoröhrchen in flüssigen Stickstoff (-196 °C) überführt und dort gelagert. 

Das Auftauen der Zellen erfolgte durch Zugabe des 10fachen Volumens kalten DMEM/FBS-

Flüssigmediums. Die Zellen wurden daraufhin bei 4 °C und 400 x g sieben Minuten lang 

zentrifugiert. Das Zellsediment wurde mit Hilfe von frischem Medium resuspendiert und in 

neue Zellkulturflaschen überführt. Die Lagerung erfolgte ab diesem Zeitpunkt im Brutschrank 

(Hera Cell 240, Thermo Scientific, Waltham, USA) bei 37 °C und unter 5% CO2. 

Behandlung der Zellen bei Kontamination 
Zu Beginn der Zellkultur, nach Isolation der Gingivafibroblasten, wurde dem Nährmedium 

Antibiotikum in Form einer Penicillin/Streptomycin Lösung (Verdünnung 1:100) zugegeben. 

Somit wurde eine bakterielle Kontamination der Zellen und des Brutschrankes verhindert. Bei 
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einer bakteriellen Kontamination der Zellen während der Kultur wurden diese wiederholt mit 

DMEM-Flüssigmedium gewaschen und mit einer Penicillin/Streptomycin Lösung (Verdün-

nung 1:100) im Nährmedium mehrere Tage lang behandelt. Zusätzlich wurden die Zellen aus 

dem Brutschrank entfernt, dieser gereinigt und autoklaviert.  

Während der Versuchsdurchführung wurde darauf verzichtet, im Rahmen der Zellkultivierung 

prophylaktisch Antibiotika dem Medium zuzusetzen, um die Reaktionsfähigkeit der Zellen zu 

sichern und die Kulturbedingungen konstant zu halten.  

3.2 Versuchsaufbau 

Prüfkörper 
Es wurden 120 Titanscheiben mit maschinierter (maTi) oder mikrostrukturierter Oberfläche 

(SLA) (Titan Grade 2, Firma Friadent, Mannheim, D) verwendet. Dabei kamen zwei Titan-

scheibengrößen zum Einsatz. Für die Versuchsreihe 1 wurden Titanplatten mit einem Durch-

messer von 5 mm und einer Höhe von 2 mm gewählt. Die Versuchsreihe 2 wurde mit Titan-

platten eines Durchmessers von 10 mm und einer Höhe von 2 mm durchgeführt. Die Hälfte 

der Prüfkörper (n = 60 Stück) war maschiniert (maTi), die andere Hälfte (n = 60 Stück) war 

sandgestrahlt und geätzt (SLA, Rauheit von 2 µm, mittlerer Maximalwert der Profiltiefe von 

21,35 µm). Es wurden 36 Titanscheiben als unbehandelte Kontrollen mitgeführt. Davon war-

en n = 18 maschiniert (maTi) und n = 18 sandgestrahlt und geätzt (SLA) (Tabelle 3). 
Tabelle 3

Versuchsreihe 

: Übersicht über die verwendete Probenanzahl von Titanprüfkörpern 

Proben SLA  

(n = 42) 

Proben maTi  

(n = 42) 

Kontrolle SLA 

(n = 18) 

Kontrolle maTi 

(n = 18) 

1 (Fluoreszenz / ALP) n = 24 n = 24 n = 12 n = 12 

2 (REM / WST) n = 18 n = 18 n = 6 n = 6 

Vor der Nutzung wurden die Titanproben in einer 70%igen Ethanollösung 15 Minuten im 

Ultraschallbad gereinigt. Anschließend folgte eine Spülung in Natriumhypochlorid und eine 

Spülung in destilliertem Wasser. Zuletzt wurden sie kurz vor Bestrahlung in Aqua dest. autok-

laviert.  

Plasmaquelle 
Bei der verwendeten Plasmaquelle handelt es sich um einen kalten physikalischen Plasmajet. 

Dabei gelingt es unter Normalbedingungen (Normaldruck und Raumtemperatur) einen ioni-

sierten Gasstrom herzustellen. Dies geschieht mittels gepulster Mikrowelle, Hochfrequenz 

oder Wechselstrom-Hochspannung und unter Verwendung von Edelgasen (Helium, Neon und 
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Argon) als Trägergase. Der ionisierte Gasstrom besteht aus Ionen, Elektronen, Neutralteilchen 

und im Plasma erzeugten Radikalen (Abb. 12). Diese reaktiven Sauerstoffspezies (Stickstoff-

monoxid (NO), atomarer Sauerstoff (O) und Hydroxid (OH) Radikale) können durch Beimi-

schung chemisch aktiver Gase (z. B. Sauerstoff, Stickstoff) erzeugt werden oder sie entstehen 

spontan durch Eindiffundieren von Umgebungsluft in das Plasma. 

 
Abb. 12: Schematische Darstellung einer Plasmaquelle und des Plasmajets. Durch die Plasmaquelle 
strömt Gas, welches mittels gepulster Mikrowelle (2,45 GHz) angeregt wird. Der Plasmastrahl besteht aus 
Ionen, Elektronen, Neutralteilchen und im Plasma erzeugten Radikalen. Zusätzlich wird Licht emittiert. 

Quelle: PD Dr. A. Schindler, Leibniz-Institut für Oberflächenmodifizierung e. V., Leipzig 

Die verwendete Plasmaquelle erzeugte durch Anregung eines Gasstroms mittels gepulster 

Mikrowelle (2,45 GHz) einen Plasmajet. Die Regulierung des Plasmajets war durch zugeführ-

te Pulsenergie, Pulszeit und resultierend mittlerer Mikrowellenenergie möglich. Die Plasma-

quelle wurde auf einem computergesteuerten 3-Achsen Bewegungssystem (Steinmeyer MC-

G047, Feinmess Dresden GmbH, Dresden, D) montiert (Abb. 13). So waren reproduzierbare 

Einstellungen von Zeit-, Distanz- und Scanparametern möglich. 
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Abb. 13:

Bearbeitungsparameter 

 a) Schematische Darstellung des Aufbaus der Plasmaquelle; b) Übersicht über Anteile und Auf-
bau der Versuchsanordnung.  

Quelle: a) PD Dr. A. Schindler, A. Lehmann, Leibniz-Institut für Oberflächenmodifizierung e.V., Leipzig; b) C. 

Mayer  

Die Behandlung der Titanprobekörper fand in einem klimatisierten S2 Labor unter konstanten 

Umgebungsbedingungen (Zulufttemperatur: 22 ± 2 °C, 8facher Luftwechsel pro Stunde, 

leichter Überdruck) statt. Der Arbeitsabstand zwischen der Plasmaquelle und Titanproben-

oberfläche betrug 2 mm. Die Pulsdauer betrug 5 µs bei einer Pulsleistung von 300 W (Tektro-

nix TPS2024 Oscilloscop, Beaverton, OR, USA) ausgehend von einer Mikrowelleneingangs-
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leistung von 5 W. Die Geschwindigkeit der Plasmaquelle in Richtung der y-Achse betrug 8 

mm/s. Die Bewegung in Richtung der x-Achse erfolgte durch mäanderförmige Linienscans 

(Abb. 14). Der Gasfluss bestand aus zwei unterschiedlichen Gasmischungen (Massenflussreg-

ler, Bronkhorst, Ruurlo, NL). Eine Hälfte der Proben wurde mit 2000 sccm Helium und 5 

sccm Sauerstoff bestrahlt. Die andere Hälfte wurde mit einer Gasmischung von 2000 sccm 

Helium, 250 sccm Stickstoff und 10 sccm Sauerstoff behandelt (Tabelle 4). Jeweils unbehan-

delte Kontrollen wurden mitgeführt. Diese wurden ohne Plasmazündung nur mit den Prozess-

gasen bestrahlt.  

 

Abb. 14: Schematische Darstellung des mäanderförmigen Verlaufs des Plasmastrahls. 

Quelle: PD Dr. A. Schindler, A. Lehmann, Leibniz-Institut für Oberflächenmodifizierung e.V., Leipzig 

 
Tabelle 4

Proben-

nummer 

: Probenprotokoll, Plasmaquelle mit P-MWGG09 
Arbeits-

abstand 

(mm) 

Mittlere Leis-

tung 

(W) 

Peakleistung 

(W) 

Pulslänge 

(µs) 

v 

(mm/s) 

He 

(Sccm) 

O2 

(Sccm) 

N2 

(Sccm) 

X 2 5 300 5 8 2000 5  

X 2 5 300 5 8 2000 10 250 

Applikation der Zellen auf die Prüfkörper 
Bei allen Versuchen erfolgte die Applikation der Zellen nach Bestrahlung der Titanproben 

durch die Plasmaquelle unter sterilen Bedingungen. Es wurden Gingivafibroblasten, die sich 

in der sechsten Passage befanden, genutzt.  

Zunächst wurde das Kulturmedium aus der Zellkulturflasche der gewünschten Zellen abge-

saugt. Es folgte eine Spülung mit warmen PBS. Daraufhin wurden die Zellen mit einer Tryp-

sin-EDTA-Lösung (0,25% Trypsin, 0,1% EDTA in PBS) überspült und für fünf Minuten im 

Brutschrank inkubiert, womit das Ablösen der Zellen beschleunigt wurde. Um einen Stopp 

der Reaktion zu erreichen und damit auftretende Zellschäden zu vermeiden, wurde der Zell-
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kulturflasche die doppelte Menge frisches Medium zugegeben. Die Zellsuspension wurde in 

Zentrifugenröhrchen (Greiner bio-one) überführt, für sieben Minuten bei 400 x g zentrifugiert 

und der Überstand abgesaugt. Die Zellen wurden in Medium resuspendiert und es wurde mit 

Hilfe einer Neubauer-Zählkammer (Marienfeld GmbH & Co KG, Lauda Königshofen, D) die 

Zellzahl bestimmt (Abb. 15). Dadurch konnte das erforderliche Volumen errechnet werden, 

um die gewünschte Zellanzahl (104 Zellen) zu erhalten.  

 
Abb. 15:

Die Zellen wurden direkt nach Bestrahlung der Probekörper auf diese aufgebracht. Es wurde 

darauf geachtet, dass die Zellsuspension vorsichtig in Bewegung gehalten wurde, um ein Ver-

klumpen der Zellen zu vermeiden. So erfolgte vor Entnahme der gewünschten Zellmenge eine 

unter größter Vorsicht durchgeführte Resuspension, um ein Absinken der Zellen auf den 

Grund des Aufbewahrungsgefäßes (BD, Franklin Lakes, USA) zu verhindern. So wurde eine 

gleichmäßige Verteilung der Zellen auf das entnommene Volumen erreicht. Die Applikation 

der Zellsuspension auf die bestrahlten Probekörper und die unbestrahlten Kontrollen erfolgte 

unter einer Sicherheitswerkbank (Hera Safe KSP 12, Thermo Scientific) (Abb. 16). 30 Minu-

ten nach der Applikation der Zellsuspension auf die Titanplättchen wurde jede Kavität mit 

200 µl DMEM-Flüssigmedium, dem 10% FBS zugesetzt war, aufgefüllt. Die Titanplättchen 

mit den aufgebrachten Zellen wurden anschließend wie beschrieben für 4, 12 oder 24 Stunden 

kultiviert. 

 Fotografie der Zellen in der Neubauer-Zählkammer im Mikroskop. Die roten Pfeile zeigen ge-
sunde, helle Zellen, die zur Zählung herangezogen werden. Die grauen Pfeile zeigen tote, blaugefärbte 
Zellkörper. Diese werden nicht mit berechnet.  
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Abb. 16:

Kultivierung 

 48-Wellplatte mit bestrahlten und unbestrahlten Titanplatten. Die ersten Proben mit applizierter 
Zellsuspension. Es ist ein Unterschied in der Benetzung zu erkennen. Die bestrahlen Proben zeigen eine 
gleichmäßige Verteilung der Zellsuspension auf der Oberfläche (roter Pfeil), während sich auf den un-
bestrahlten Proben lokal am Applikationsort ein Tropfen findet (schwarzer Pfeil). 

Quelle: C. Mayer 

Die Kultivierung erfolgt über 4, 12, 24 Stunden in einer wasserdampfgesättigten Atmosphäre 

bei 37 °C und 5% CO2 in einem Inkubator. Während der Kultivierung wurde kein zusätzli-

ches DMEM-Flüssigmedium zugegeben.  

3.3 Auswertung 
Für die Auswertung des Zellattachments wurden sowohl Fluoreszenzbilder als auch raster-

elektronenmikroskopische Bilder herangezogen. Im Rahmen der Fluoreszenzmikroskopie 

wurde die Vinculin Färbung als Hauptmethode genutzt. Unterstützend wurden die rasterelekt-

ronenmikroskopischen Bilder bewertet. Zellbiologische Tests (ALP/WST-1) ergänzten die 

Untersuchungen. 

Zellattachement, -verteilung und -morphologie 
Für die Analyse des Zellattachements, der Zellverteilung und der Zellmorphologie wurde ein 

Fluoreszenzmikroskop (Axio Scope A1, Carl Zeiss, Göttingen, D) mit einer Quecksilber-

Kurzbogen-Reflektor-Lampe (Kompaktlichtquelle HXP 120, Leistungselektronik JENA, Je-

na, D) genutzt. Die Aufnahme der Bilder erfolgte mit einer Digitalkamera (Axio Cam MRc5, 

Carl Zeiss). Als Bildbearbeitungsoftware wurde das Programm AxioVision (Carl Zeiss) ge-
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nutzt. Die Färbung der Proben erfolgte mit einer Phalloidin- (Amanita phalloides (P2141), 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D), Vinculin- (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) und 

DAPI-Färbung (4´, 6-Diamidin-2´-phenylindol-dihydrochlorid, Roche, Grenzach-Wyhlen, D). 

Fluoreszenzmikroskopie: Vinculin-, Phalloidin- und DAPI-Färbung  
Für die fluoreszenzmikroskopische Auswertung erfolgte die Fixierung der Zellen auf den 

Prüfkörpern mit Hilfe von 2,5% Glutaraldehyd (in PBS gelöst, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 

D) für 30 Minuten. Zur Entfernung des Glutaraldehyds wurden die Prüfkörper fünf Mal mit 

PBS gespült. Es folgte die Permeabilisierung der Zellwand mit 0,1% Triton-X (Octylphenol-

poly(ethylenglycolether)x; Roche) in PBS. Danach wurden die Proben zweifach mit PBS ge-

waschen. Die Reduktion von unspezifischem Hintergrund erfolgte mittels 1% BSA (Bovines 

Serum Albumin in PBS, Gibco; Invitrogen, Carlsbad, USA). Anschließend wurden die Pro-

ben für zwei Stunden in einer feuchten Kammer mit einem primären Antikörper gegen Vincu-

lin (Monoclonaler Anti-Vinculin, Antikörper aus Mäusen; Sigma-Aldrich Chemie GmbH), 

der in 5% BSA gelöst wurde, inkubiert. Es erfolgte ein zweifacher Waschschritt mit 0,1% 

Tween 20 (Poly(oxyethylen)x -Sorbitan-Monolaurat; Roche) in PBS, gefolgt von einer Entfer-

nung des Tween 20 mit PBS. Danach schloss sich die Inkubation mit einem sekundären Anti-

körper (Anti Mouse IgG, RD Systems, Minneapolis, USA) für eine Stunde in einer feuchten 

Kammer an, gefolgt von erneutem zweifachem Waschen in 0,1% Tween 20 (in PBS) und 

einer einfachen Waschung mittels PBS. Als nächstes wurde eine Phalloidin Stammlösung (1 

mg/ml MetOH) hergestellt. Diese wurde mit PBS verdünnt, auf die Proben aufgebracht, 25 

Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert und wie beschrieben gewaschen. Zuletzt 

erfolgte die Applikation der DAPI-Lösung für zehn Minuten bei Raumtemperatur im Dun-

keln. 

Die Titanscheiben wurden auf Objektträger (Super Frost; Menzel-Gläser, Braunschweig, D) 

aufgebracht und unter einem Auflichtfluoreszenzmikroskop (Axio Scope A1) ausgewertet. Es 

wurden Aufnahmen mit Objektiven der Vergrößerung 2,5x, 10x und 20x gefertigt.  

Die Auswertung erfolgte mit dem Bildbearbeitungsprogramm Image J (1.43u für Microsoft 

Windows, Wayne Rasband, NIH, Bethesda, USA). Die Ergebnisse wurden in einer Excel Da-

tei (Microsoft Office, Microsoft Corporation, Redmond, USA) gespeichert. Prüfkörper, auf 

denen sich keine Zellen befanden, wurden nicht berücksichtigt. 

Die Aufnahmen mit einer Vergrößerung von 25 (2,5 (Objektiv) x 10 (Okular)) wurden für die 

Erstellung einer Gesamtübersicht jeder Probe genutzt. Es wurde jeweils ein Bild pro Quadrant 
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aufgenommen. So ergaben sich vier Bilder, die mit Hilfe des Bildbearbeitungsprogramms 

Adobe Photoshop CS5 (64bit, Adobe Systems GmbH, München, D) mit der Ebenentechnik 

zu einem Bild zusammengefügt wurden. Dadurch konnten die Übersichtsbilder zur Auswer-

tung der prozentualen Zellbedeckung herangezogen werden. Es wurden die Umrisse der Zell-

körper auf der Titanoberfläche dargestellt und die Bedeckung dieser mit Image J ausgewertet 

(Abb. 17).  

 
Abb. 17:

Weitere Aufnahmen wurden mit 100facher Vergrößerung (10 (Objektiv) x 10 (Okular)) ange-

fertigt, jeweils aus der Mitte der Probe und aus dem Randbereich. Diese wurden zur Auswer-

tung der Zellanzahl, des Attachmentverhaltens und der durchschnittlichen Zellkerngröße ge-

nutzt. Für die Berechnung der Zellanzahl wurde die Aufnahme aus der Bildmitte herangezo-

gen. Diese spiegelte eine Fläche von 0,600227 mm² (Breite 0,89562 mm; Höhe 0,67018 mm; 

in Relation zum Vergrößerungsfaktor des Bildes (Längenmaß 50 µm)). Um die Zellanzahl in 

diesem Abschnitt des Titanprobekörpers zu bestimmen, wurde die Anzahl der Zellkerne mi-

thilfe des Bildverarbeitungsprogramms gezählt. Das Ergebnis wurde anschließend auf die 

gesamte Probekörperoberfläche (19,63495 mm²) hochgerechnet. Für die Beurteilung des At-

tachmentverhaltens wurden die Aufnahmen aus der Bildmitte und dem Randbereich herange-

zogen. Im Bildbearbeitungsprogramm wurde jeweils ein repräsentativer Bildausschnitt (Sei-

tenlänge 10 cm) gewählt. In diesem wurden die Anhaftungsstellen der Fibroblasten prozentual 

mit Hilfe des Bildverarbeitungsprogramms bestimmt. Die Berechnung der Zellkerngröße er-

 Die Zellbedeckung einer bestrahlten Titanprobe mittels Image J dargestellt und nachfolgend 
errechnet. 
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folgte ebenfalls über den repräsentativen Bildausschnitt (Seitenlänge 10 cm). In diesem Quad-

rat wurde nun die Anzahl der Zellkerne sowie der prozentuale Anteil der Zellkernbedeckung 

auf diesem Plattenabschnitt bestimmt und so die durchschnittliche Zellkerngröße berechnet. 

Da die Zellen unregelmäßig geformt waren, war die Bestimmung der Zellgröße anhand der 

Längenbestimmung bzw. des Durchmessers nicht sinnvoll. Um die durchschnittliche Zellgrö-

ße zu bestimmen, wurde die Bedeckung der Probenoberfläche durch die Anzahl der Zellen 

dividiert. 

Rasterelektronenmikoskopie (REM) 
Die rasterelektronenmikroskopische Untersuchung erfolgte am Anatomischen Institut der 

Universität des Saarlandes, Homburg. Sie wurde mit einem FEI XL 30 ESEM FEG Raster-

elektronenmikroskop (Fei, Eindhoven, NL) durchgeführt. Insgesamt wurden 36 bestrahlte 

Titanscheiben und 16 unbestrahlte Kontrollen untersucht. Um die Proben zu fixieren, wurden 

diese nach der Kultivierung mit 2,5% Glutaraldehyd für 30 Minuten fixiert. Danach wurden 

sie zur Entfernung des Glutaraldehyd fünf Mal für zehn Minuten mit PBS gespült und an-

schließend mit 4% Osmiumsäure (Osmiumtetroxid, Carl Roth GmbH) für 20 Minuten das 

zweite Mal fixiert. Es folgten fünf weitere Spülungen von je zehn Minuten mit PBS und die 

Dehydration mit einer aufsteigenden Alkoholreihe für je zehn Minuten (25%, 50%, 70%, 

90%, 96%, 96% Ethanol). Danach wurden die Proben mit 1,1,1,3,3,3-Hexamethyldisilazan 

(HMDS, Merck AG) getrocknet (Bray et al., 1993). Das HMDS wurde ein zweites Mal auf-

gebracht und unter einem Abzug verdampft. Die vorbereiteten Proben wurden mit Hilfe einer 

doppelseitigen Klebefolie (Plano, Wetzlar, D) auf REM Probenteller (Plano) aufgebracht. Es 

folgte eine Beschichtung der Proben mit einer 2-3 nm dicken Platinschicht (Sputter Coater SC 

7640 mit planetarischer Probenbühne, Quorum Technologies Ltd., Newhaven, GB).  

Jede Probe wurde anschließend im Rasterelektronenmikroskop in drei Vergrößerungsstufen 

(Übersichtaufnahme 25-, 500-, 1000fach) untersucht, um die Bedeckung der Proben zu be-

stimmen. Repräsentativ wurden einzelne höhere und geringere Vergrößerungen (200- bis 

8000fach) für die bildliche Darstellung der Zellen genutzt. Es wurden die unterschiedlichen 

Oberflächen und dabei die bestrahlten und unbestrahlten Platten miteinander verglichen. Für 

die Auswertung der Zellbedeckung auf den Probekörpern wurde die Übersichtsaufnahme he-

rangezogen. Die rasterelektronenmikroskopische Untersuchung diente der Überprüfung der 

fluoreszenzmikroskopischen Analyse und ermöglichte Aussagen zur phänotypischen Ausbil-

dung der Fibroblastenzellkörper. 
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Biologische Aktivität 

Alkalische Phosphatase Aktivität (ALP) 
Für die kolorimetrische Bestimmung der alkalischen Phosphatase Aktivität wurde ein Kit ge-

nutzt (Biovison, Mountain View, Kalifornien, USA). Dieses Kit nutzt p-Nitrophenylphosphat, 

welches nach Dephosphorylierung durch die alkalische Phosphatase bei einer Wellenlänge 

von 405 nm eine gelbe Färbung annimmt. Der Inhalt des Kits besteht aus mehreren Kompo-

nenten (ALP Assay Buffer, pNPP Tablette, ALP Enzym, stopp Solution). Zunächst wurden 

die Lösungen laut Anleitung hergestellt. Dazu wurden zwei pNPP Tabletten auf 5,4 ml Assay 

Buffer gelöst, um eine 5 mM Arbeitslösung zu erhalten. Diese ist für 12 Stunden bei 4 °C 

stabil. Zusätzlich wurde die ALP Enzymlösung hergestellt, indem die Stammlösung mit 1 ml 

Assay Buffer gemischt wurde. Diese Lösung ist bei 4 °C für zwei Monate haltbar. 

Für die Durchführung der ALP Bestimmung wurden jeder Kavität der Kulturplatten, die Ti-

tanscheiben enthielten, 80 µl Medium entnommen und in eine 96-Wellplatte (Greiner bio-

one) überführt. Dazu wurden 50 µl pNPP Solution gemischt und die Platte für 60 Minuten 

abgedunkelt bei Raumtemperatur stehen gelassen. Gleichzeitig wurde ein sogenannter Color 

sample (Blank) hergestellt, indem 80 µl Medium und 20 µl Stopp Solution gemischt wurden. 

Als Standard wurden 40 µl 5 mM pNPP Solution in 160 µl Assay Buffer verwendet. Es wurde 

eine Reihe aufsteigender Konzentrationen für die Standardkurve angelegt. Dazu wurden 0, 4, 

8, 12, 16 und 20 µl Standard in die Wellplatte gegeben und jeweils mit Assay Buffer auf 120 

µl aufgefüllt. Anschließend wurden 10 µl ALP Enzyme hinzugegeben und 60 Minuten im 

Dunkeln bei Raumtemperatur stehen gelassen. Alle Experimente wurden doppelt durchge-

führt. Nach einer Stunde wurde die Reaktion mit Hilfe von 20 µl Stop Solution unterbrochen 

und die Extinktion im ELISA Reader (Tecan Infinite 200, Magellan V6.6, Tecan, Grödig, A) 

bei einer Wellenlänge von 405 nm gemessen.  

Zell Proliferation Kit WST-1 (Water soluble Tetrazolium) 
Das Reagenz WST-1 (Roche) ist eine gebrauchsfertige Lösung zum Nachweis der Zellprolife-

ration und -viabilität. Das Reagenz enthält das Tetrazolium Salz WST-1 und ein Elektronen 

bindendes Reagenz. Diese sind in steriler Phosphat gepufferten Salzlösung (PBS) gelöst.  

Nach der Kultivierungszeit von 4, 12 und 24 Stunden wurden 20 µl WST-1 Reagenz zu jeder 

Kavität der Kulturplatten hinzugefügt in denen sich jeweils eine bestrahlte bzw. unbestrahlte 

Titanplatte mit den kultivierten Fibroblasten und 200 µl Kulturmedium befanden. Zusätzlich 

wurde eine Kontrollkavität, die reines Medium ohne WST-1 Reagenz enthielt, mitgeführt und 
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ein Leerwert mit WST-1 Reagenz vorbereitet. Nach zwei Stunden Inkubation unter oben ge-

nannten Kulturbedingungen wurde die Wellplatte für eine Minute gut geschüttelt und an-

schließend die Lichtabsorption im ELISA Reader bei einer Wellenlänge von 420 nm gemes-

sen. Die Referenz wurde bei einer Wellenlänge von 600 nm bestimmt.  

Statistische Auswertung 
Es wurden insgesamt 72 Proben mittels Plasmaquelle behandelt und untersucht sowie 48 Pro-

ben ohne Zündung der Trägergase als Kontrollgruppe mitgeführt. Alle Untersuchungen er-

folgten 4fach. Für jeden untersuchten Parameter wurde der Mittelwert (MW) und die Stan-

dardabweichung (SD) bestimmt. Die Ergebnisse der bestrahlten Proben wurden mit den Er-

gebnissen der unbehandelten Kontrollgruppe verglichen. Für die statistische Auswertung 

wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Zellattachment, Zellverteilung  

Kultivierung 4 Stunden  

Fluoreszenzmikroskopie / fokale Adhäsion (Vinculin) 
Es zeigten sich signifikante (p = 0,001) Unterschiede zwischen den bestrahlten Proben und 

den mitgeführten Kontrollen. Die bestrahlten Proben wiesen größere Attachmentflächen der 

Zellen auf als die ohne Zündung der Trägergase behandelten Kontrollen (Abb. 18, 20). Bei 

Betrachtung der beiden Gaszusammensetzungen (O2N2: 2000 sccm Helium, 250 sccm Stick-

stoff, 10 sccm Sauerstoff; O2: 2000 sccm Helium, 5 sccm Sauerstoff) gegeneinander konnte 

kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (Abb. 19, p = 0,115). Auch das Attach-

mentverhalten in Abhängigkeit von der Oberflächenstruktur der Titanprüfkörper zeigte keinen 

signifikanten Unterschied (Abb. 19, p = 0,176).  

 

Abb. 18: Relativer Anteil fokaler Kontaktflächen (Vinculin) nach 4 Stunden Kultivierung. Mittelwerte 
und Standardabweichung im Vergleich Plasmabestrahlung zu unbehandelten Kontrollen.  
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Abb. 19:

 

 Relativer Anteil fokaler Kontaktflächen (Vinculin) nach 4 Stunden Kultivierung. Vergleich der 
bestrahlten Proben in Abhängigkeit von Reaktivgaszusammensetzungen und Oberflächenbeschaffenhei-
ten: Mittelwerte und Standardabweichung.  

 

 
Abb. 20:

Fluoreszenzmikroskopie / Zellgröße 

 Repräsentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Fibroblasten auf maschinierten Ti-
tanoberflächen nach 4 Stunden Kultivierung (Vinculin-, Phalloidin-, DAPI-Färbung).  
A: Bestrahlte Probe (Gasmischung: O2N2). Pfeile: längliche Phänotypen, flächiges Attachment der einzel-
nen Zellen (grüne Färbung, Vinculin).  
B: Mitgeführte Kontrolle, Gasstrom ohne Plasmazündung. Pfeil: rundliche Zellkörper, punktuelles Adhä-
sionsverhalten (grün). 

Die Untersuchung der Zellgröße nach 4 Stunden ergab keinen signifikanten Unterschied zwi-

schen den bestrahlten Proben hinsichtlich der Gasmischung (maTi O2 vs. maTi O2N2: p = 

0,343; SLA O2 vs. SLA O2N2: p = 0,886). Auf bestrahlten maschinierten Oberflächen bedeck-

ten die Zellen eine größere Fläche als auf bestrahlten mikrostrukturierten Oberflächen (p = 

0,002). Im Vergleich zu unbestrahlten Kontrollen waren sowohl für maschinierte als auch für 

mikrostrukturierte Oberflächen keine Unterschiede der Zellgröße nachzuweisen (maTi be-
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strahlt vs. maTi unbestrahlt: p = 0,630; SLA bestrahlt vs. SLA unbestrahlt: p = 0,461). Im 

Mittel wiesen die bestrahlten Proben sowie die unbestrahlten Kontrollen gleich große Zell-

körper auf (Mittelwert bestrahlte Proben: 3 x 10-4 mm²; Mittelwert unbestrahlte Kontrollen: 3 

x 10-4 mm²) (Abb. 21, Tabelle 5).  

  
Abb. 21:

 

 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen nach 4 Stunden Kultivierung: Vinculin-, Phalloidin-, 
DAPI-Färbung, Gasparameter: O2.  
A: Maschinierte, bestrahlte Titanprobe, mit großen, länglichen Gingivafibroblasten.  
B: Mitgeführte Kontrolle mit rundlichen, kleineren Zellen. Die Zellkörper zeigen auf beiden Präparaten 
vergleichbare Größen. 

Tabelle 5: Übersicht über die Mittelwerte und Standardabweichung der Zellgröße nach 4 Stunden 

Zellgröße, 4 Stunden Mittelwert Standardabweichung 

Bestrahlte Proben 3 x 10-4 mm² 1 x 10-4 

Kontrollen 3 x 10-4 mm² 2 x 10-4 

maTi  5 x 10-4 mm² 2 x 10-4 

SLA 2 x 10-4 mm² 1 x 10-4 

O2 maTi 5 x 10-4 mm² 2 x 10-4 

O2 SLA 3 x 10-4 mm² 2 x 10-4 

O2N2 maTi 4 x 10-4 mm² 1 x 10-4 

O2N2 SLA 2 x 10-4 mm² 4 x 10-5 

Kontrollen maTi 4 x 10-4 mm² 4 x 10-4 

Kontrollen SLA 1 x 10-4 mm² 1 x 10-4 
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Fluoreszenzmikroskopie / Zellanzahl 
Es ließen sich unabhängig von den genutzten Gasparametern und der Oberflächenbeschaffen-

heit eine höhere Anzahl Zellen auf den bestrahlten Titanprobekörpern im Vergleich zu den 

mit dem Reaktivgas ohne Zündung behandelten Proben feststellen (p = 0,018, Abb. 22). Bei 

Betrachtung der Gasparameter zeigte sich kein Unterschied (p = 0,645, Abb. 23). Der Ver-

gleich der beiden Oberflächen bei den bestrahlten Titanproben zeigte einen signifikanten Un-

terschied bezüglich der Oberflächenbeschaffenheit (p = 0,038). Hier wiesen die mikrostruktu-

rierten Oberflächen eine höhere Zellanzahl auf als die maschinierten Oberflächen (Abb. 24).  

 

Abb. 22:

 

 Vergleich der Zellanzahl nach 4 Stunden zwischen bestrahlten Proben und Kontrollen (Mittel-
wert und Standardabweichung).  

 

Abb. 23: Auswertung der Zellanzahl nach 4 Stunden, Mittelwerte und Standardabweichung.  
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Abb. 24:

Fluoreszenzmikroskopie / relative Prüfkörperbedeckung  

 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen nach 4 Stunden Kultivierung: Vinculin-, Phalloidin-, 
DAPI-Färbung.  
A: Maschinierte, bestrahlte (O2N2) Titanprobe. Gleichmäßige Bedeckung mit Gingivafibroblasten, längli-
che Zellkörper.  
B: Mikrostrukturierte, bestrahlte (O2N2) Titanprobe. Gleichmäßige Bedeckung mit Gingivafibroblasten, 
eher rundliche Zellkörper. 

Die 4 Stunden Ergebnisse zeigten eine Besiedelung aller Titanplatten mit Gingivafibroblas-

ten. Dabei stellten sich signifikante Unterschiede in der Bedeckung zwischen bestrahlten Pro-

bekörpern und unbestrahlten Kontrollen dar (p = 0,0003, Tabelle 6). Die Zellen besiedelten 

die Oberfläche der bestrahlten Titanproben über eine größere Fläche als die unbestrahlten 

Oberflächen (Abb. 25). Hier siedelten sich die Fibroblasten kompakt an der Applikationsstelle 

an.  

  
Abb. 25:

 

 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen nach 4 Stunden Kultivierung: Vinculin-, Phalloidin-, 
DAPI-Färbung.  
A: Mikrostrukturierte, bestrahlte (O2N2) Titanprobe. Homogene Bedeckung der Oberfläche mit Gingiva-
fibroblasten.  
B: Mikrostrukturierte, ohne Zündung der Trägergase mitgeführte Titanprobe. Verteilung der Zellen auf 
der Titanoberfläche weniger dicht und ungleichmäßig. Die meisten Zellen befinden sich am Applikations-
ort. 
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Tabelle 6

Es zeigten sich bei der Homogenität der bestrahlten Probekörper Unterschiede zwischen den 

Oberflächen und den Gasparametern. So wiesen die maschinierten Oberflächen nach Bestrah-

lung sowohl mit der Gasmischung O2N2 (2000 sccm Helium, 250 sccm Stickstoff und 10 

sccm Sauerstoff) wie auch mit der Gasmischung O2 (2000 sccm Helium und 5 sccm Sauers-

toff) eine signifikant bessere Besiedelung auf als die mikrostrukturierten bestrahlten Oberflä-

chen (p = 0,046). Der Vergleich der beiden Reaktivgaszusammensetzungen (O2N2 gegen O2) 

miteinander ergab einen nicht signifikanten (p = 0,141) Unterschied. Es zeigte sich ein leicht-

er Vorteil für die Gasmischung O2N2. Bei Betrachtung der Oberflächenmodifikationen (maTi 

gegen SLA) im Vergleich bestrahlt gegen unbestrahlt stellten sich die maschinierten Oberflä-

chen als tendenziell vorteilhafte Topografie heraus. Dies war jedoch nicht signifikant (p = 

0,14).  

: Übersicht über die Mittelwerte und Standardabweichung der relativen Prüfkörperbedeckung 
nach 4 Stunden 

Kultivierung 12 Stunden  

Fluoreszenzmikroskopie / fokale Adhäsion (Vinculin)  
Nach 12 Stunden ließen sich signifikante Unterschiede zwischen den bestrahlten Proben und 

den unbestrahlten Kontrollen nachweisen (p = 0,02). Die Zellen auf den bestrahlten Proben 

wiesen bei beiden Gasmischungen größere Attachmentflächen auf als auf den ohne Zündung 

der Trägergase mitgeführten Kontrollen (Abb. 26, 29). Zusätzlich zeigten sich signifikante 

Relative Prüfkörperbedeckung Mittelwert Standardabweichung 

Bestrahlte Proben 46,73 % 9,31  

Kontrollen 20,32 % 6,94 

maTi  53,13 % 11,58 

SLA 40,32 % 9,24 

O2 maTi 46,5 % 13,21 

O2 SLA 38,33 % 8,85 

O2N2 maTi 59,76 % 4,63 

O2N2 SLA 42,32 % 10,5 

Kontrollen maTi 32,13 % 6,25 

Kontrollen SLA 19,67 % 8,31 
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Unterschiede bei Betrachtung der Oberflächenbeschaffenheit gegeneinander (p = 0,006). So 

ergaben sich größere Attachmentflächen auf den maschinierten Titanprobekörpern (maTi) als 

auf den mikrostrukturierten (SLA). Dies bestätigte sich bei Betrachtung der der bestrahlten 

Proben (p = 0,003, Abb. 27), während sich bei den mitgeführten Kontrollen kein signifikanter 

Unterschied zwischen den Oberflächenkonfigurationen nachweisen ließ (p = 0,386). Für die 

Reaktivgaszusammensetzung O2 ergaben sich ein Vorteil für die maschinierten Proben (maTi 

O2 vs. SLA O2: p = 0,021, Abb. 28). Bei Vergleich der beiden Gasmischungen unabhängig 

von der Oberflächentextur konnte kein Unterschied erkannt werden (p = 0,418). 

 

Abb. 26

 

: Relativer Anteil fokaler Kontaktflächen (Vinculin) nach 12 Stunden Kultivierung. Mittelwerte 
und Standardabweichung im Vergleich Plasmabestrahlung zu unbehandelten Proben. 

Abb. 27: Relativer Anteil fokaler Kontaktflächen (Vinculin) nach 12 Stunden Kultivierung. Vergleich der 
bestrahlten Proben in Abhängigkeit von Oberflächenbeschaffenheiten: Mittelwerte und Standardabwei-
chung.  
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Abb. 28:

 

 Relativer Anteil fokaler Kontaktflächen (Vinculin) nach 12 Stunden Kultivierung. Reaktivgaszu-
sammensetzung und Oberflächenbeschaffenheiten: Mittelwerte und Standardabweichung. 

 

 
Abb. 29:

Fluoreszenzmikroskopie / Zellgröße 

 Repräsentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Fibroblasten auf maschinierten Ti-
tanoberflächen nach 12 Stunden Kultivierung (Vinculin-, Phalloidin-, DAPI-Färbung).  
A: Bestrahlte Probe (Gasmischung O2N2). Pfeile: flächiges Attachment der länglichen Zellen. Zellen treten 
untereinander in Kontakt.  
B: Mitgeführte Kontrolle, Gasstrom ohne Plasmazündung. Pfeile: rundliche Zellen mit punktuellem At-
tachment. 

Die bestrahlten Proben wiesen im Mittel zwar größere Zellkörper auf als die unbestrahlten 

Kontrollen (Mittelwert bestrahlte Proben: 3 x 10-4 mm², Mittelwert Kontrollen: 2 x 10-4 mm²) 

(Abb. 30, Tabelle 7). Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant (p = 0,192). Nach 12 

Stunden war der Unterschied zwischen den bestrahlten Proben hinsichtlich der Gasmischung 

und Oberflächentopographie nicht signifikant (maTi O2 vs. maTi O2N2: p = 0,114; SLA O2 

vs. SLA O2N2: p = 0,0571). Der Vergleich der Oberflächenbeschaffenheit bei den bestrahlten 
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Proben ergab keinen signifikanten Unterschied (p = 0,161). Die Betrachtung der bestrahlten 

Oberflächen zu den unbestrahlten Kontrollen zeigte ebenfalls keinen signifikanten Vorteil 

(maTi bestrahlt vs. maTi unbestrahlt: p = 0,214; SLA bestrahlt vs. SLA unbestrahlt: p = 

0,461).  

Tabelle 7

 Zellgröße, 12 Stunden 
: Übersicht über die Mittelwerte der Zellgröße nach 12 Stunden 

Mittelwert Standardabweichung 

Bestrahlte Proben 3 x 10-4 mm² 1 x 10-4 

Kontrollen 2 x 10-4 mm² 4 x 10-5 

maTi 4 x 10-4 mm² 1 x 10-4 

SLA 2 x 10-4 mm² 2 x 10-5 

O2 maTi 5 x 10-4 mm² 1 x 10-4 

O2 SLA 3 x 10-4 mm² 1 x 10-4 

O2N2 maTi 3 x 10-4 mm² 2 x 10-4 

O2N2 SLA 2 x 10-4 mm² 1 x 10-4 

Kontrollen maTi 3 x 10-4 mm² 1 x 10-5 

Kontrollen SLA 2 x 10-4 mm² 1 x 10-4 

Der Vergleich der Reaktivgasmischungen erbrachte unabhängig der Oberflächenbeschaffen-

heit einen signifikanten Unterschied (p = 0,01). Die Gasmischung O2 (2000 sccm Helium und 

5 sccm Sauerstoff) bewies sich als vorteilhaft.  
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Abb. 30:

Fluoreszenzmikroskopie / Zellanzahl 

 Repräsentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Fibroblasten auf Titanoberflächen 
nach 12 Stunden Kultivierung (Vinculin-, Phalloidin-, DAPI-Färbung).  
A: Maschinierte, bestrahlte (Gasmischung O2N2) Titanprobe mit länglichen Gingivafibroblasten.  
B: Mikrostrukturierte, bestrahlte (Gasmischung O2) Titanprobe mit kleineren Zellkörpern.  
C: Maschinierte, unbestrahlte Titanprobe mit rundlichen Gingivafibroblasten.  
D: Mikrostrukturierte, ohne Zündung der Trägergase mitgeführte Titanprobe mit kleinerer Zellkonfigu-
ration. 

Nach 12 Stunden zeigten sich ähnliche Ergebnisse wie nach 4 Stunden. Die bestrahlten Pro-

ben wiesen eine signifikant höhere Anzahl Fibroblasten auf als die nur mit ungezündetem 

Gasfluss behandelten Proben (p = 0,006, Abb. 31). Bei Betrachtung der Gasparameter stellte 

sich kein Unterschied für die Gasmischungen heraus (p = 0,478). Der Vergleich der Oberflä-

chenkonfiguration zeigte keinen Unterschied zwischen den beiden Topographien (p = 0,478, 

Abb. 32). 
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Abb. 31:

 

 Vergleich der Zellanzahl zwischen bestrahlten Titanproben und mitgeführten Kontrollen nach 
12 Stunden (Mittelwerte und Standardabweichung).  

 

Abb. 32:

Fluoreszenzmikroskopie / relative Prüfkörperbedeckung  

 Auswertung der Zellanzahl nach 12 Stunden, Mittelwerte und Standardabweichung. 

Es zeigte sich nach 12 Stunden eine höhere relative Bedeckung der bestrahlten Titanoberflä-

chen, der Unterschied zu den mitgeführten Kontrollen war signifikant (p = 0,003, Tabelle 8). 

Die Besiedelung der Gingivafibroblasten auf den unbestrahlten Kontrollen stellte sich im 

Vergleich zu den bestrahlten Titanproben als lokalisiert heraus (Abb. 33). Der Zellteppich war 

auf den bestrahlten Proben flächiger als auf den Kontrollen. Wiederum keine Unterschiede (p 

= 0,529) ließen sich zwischen den beiden Gasparametern erkennen. Die Auswertung zwi-

schen der Beschaffenheit der Titanoberflächen nach 12 Stunden ergab für die maschinierten 

0

5000

10000

15000

An
za

hl
 

Parameter

Zellanzahl nach 12 Stunden

Bestrahlte Proben

Kontrollen

0

5000

10000

15000

An
za

hl
 

Parameter

Zellanzahl nach 12 Stunden

O2 maTi

O2 SLA

O2N2 maTi

O2N2 SLA

Kontrollen maTi

Kontrollen SLA



Ergebnisse 

 

- 50 - 

Oberflächen ein signifikant (maTi MW: 69,04% ± 3,56; SLA MW: 46,09% ± 16; p = 0,009) 

höheres Ergebnis als für die mikrostrukturierten Oberflächen. Dies bestätigte sich bei Be-

trachtung der einzelnen Reaktivgasmischungen. Es konnte zusätzlich ein Unterschied zwi-

schen den Oberflächenbeschaffenheiten erkannt werden. So wiesen bei beiden Gasmischun-

gen die maschinierte Topographie eine bessere Bedeckung auf (maTi O2N2 vs. SLA O2N2: p 

= 0,021; Gruppe maTi O2 vs. Gruppe SLA O2: p = 0,021).  

Tabelle 8

 

 

 

: Übersicht über die Mittelwerte und Standardabweichung der relativen Prüfkörperbedeckung 
nach 12 Stunden 

Relative Prüfkörperbedeckung Mittelwert Standardabweichung 

Bestrahlte Proben 57,56 % 20,02  

Kontrollen 27,87 % 15,95 

maTi  69,04 % 3,56 

SLA 46,09 % 16,0 

O2 maTi 69,0 % 3,60 

O2 SLA 56,97 % 1,86 

O2N2 maTi 69,08 % 4,08 

O2N2 SLA 35,21 % 16,68 

Kontrollen maTi 32,37 % 24,18 

Kontrollen SLA 23,37 % 17,24 
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Abb. 33:

Kultivierung 24 Stunden  

 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen nach 12 Stunden Kultivierung: Vinculin-, Phalloidin-, 
DAPI-Färbung.  
A: Maschinierte, bestrahlte (O2) Titanprobe. Regelmäßiger Zellteppich auf der Probe erkennbar.  
B: Maschinierte, ohne Zündung der Trägergase mitgeführte Titanprobe. Zellen auf der Titanoberfläche 
lokalisiert am Applikationsort. 

Fluoreszenzmikroskopie / fokale Adhäsion (Vinculin)  
Es zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den bestrahlten Proben und den mitge-

führten Kontrollen (p = 0,012, Abb. 34). Die bestrahlten Proben wiesen größere Attachment-

flächen der Zellen auf als die ohne Zündung der Trägergase behandelten Kontrollen (Abb. 

37). Die vorangegangenen signifikanten Ergebnisse bei Betrachtung der Oberflächenkonfigu-

rationen gegeneinander mit höheren Werten für die maschinierten Prüfkörper bestätigten sich 

in den Untersuchungen über 24 Stunden (p = 0,014, Abb. 35). Bei den bestrahlten Proben 

bewiesen die Zellen ein deutlicheres Attachment auf den maschinierten Oberflächen als auf 

den mikrostrukturierten (maTi O2 vs. SLA O2: p = 0,029; maTi O2N2 vs. SLA O2N2: p = 

0,029). Das Attachmentverhalten in Abhängigkeit von der Gaszusammensetzungen zeigte 

keinen signifikanten Unterschied (p = 0,916, Abb. 36).  
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Abb. 34:

 

 Relativer Anteil fokaler Kontaktflächen (Vinculin) nach 24 Stunden Kultivierung. Mittelwerte 
und Standardabweichung im Vergleich Plasmabestrahlung zu unbehandelten Kontrollen.  
 

Abb. 35: Relativer Anteil fokaler Kontaktflächen (Vinculin) nach 24 Stunden Kultivierung. Vergleich der 
Oberflächenkonfiguration: Mittelwerte und Standardabweichung.  
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Abb. 36: Relativer Anteil fokaler Kontaktflächen (Vinculin) nach 24 Stunden Kultivierung. Vergleich der 
bestrahlten Proben in Abhängigkeit von Reaktivgaszusammensetzung und Oberflächenbeschaffenheiten: 
Mittelwerte und Standardabweichung.  
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Abb. 37: Repräsentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Fibroblasten nach 24 Stunden Kulti-
vierung (Vinculin-, Phalloidin-, DAPI-Färbung).  
A: Maschinierte, mit der Reaktivgasmischung O2 bestrahlte Probe. Pfeil: ausgeprägtes flächiges Attach-
ment der einzelnen Zellen, längliche Konfiguration.  
B: Mikrostrukturierte, mit der Reaktivgasmischung O2 bestrahlte Probe. Pfeil: kompakter Zellaufbau der 
Fibroblasten, ebenfalls flächiges Attachment über den gesamten Zellkörper.  
C: Maschinierte, mit der Reaktivgasmischung O2N2 bestrahlte Titanprobe. Pfeil:  längliche Zellkörper, 
dichtes und flächiges Attachment.  
D: Mikrostrukturierte, mit der Reaktivgasmischung O2N2 bestrahlte Probe. Pfeil: rundliche Zellen, flä-
chiges Attachment über den gesamten Zellkörper. 
E: Maschinierte, mitgeführte Kontrolle ohne Zündung der Trägergase behandelte Probe. Pfeil: geringeres 
Attachment der Fibroblasten als auf den bestrahlten Proben.  
F: Mikrostrukturierte, ohne Zündung der Trägergase mitgeführte Titanprobe. Pfeil: kleinerer Zellkonfi-
guration, punktuelles Attachment. 
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Fluoreszenzmikroskopie / Zellgröße 
Die Untersuchung der Zellgröße nach 24 Stunden ergab keinen signifikanten Unterschied 

zwischen den bestrahlten Proben hinsichtlich der Gasmischung (maTi O2 vs. maTi O2N2: p = 

0,574; SLA O2 vs. SLA O2N2: p = 0,645). Im Mittel wiesen die Fibroblasten auf den bestrahl-

ten Proben kleinere Zellkörper auf (Mittelwert bestrahlte Proben: 3 x 10-4 mm², Mittelwert 

Kontrollen: 4 x 10-4 mm²). Es ließ sich kein signifikanter Vorteil durch die Plasmabestrahlung 

erkennen (Tabelle 9). 

Tabelle 9

 Zellgröße, 24 Stunden 
: Übersicht über die Mittelwerte der Zellgröße nach 24 Stunden  

Mittelwert Standardabweichung 

Bestrahlte Proben 3 x 10-4 mm² 1 x 10-4 

Kontrollen 4 x 10-4 mm² 1 x 10-4 

maTi 5 x 10-4 mm² 1 x 10-4 

SLA 3 x 10-4 mm² 1 x 10-4 

O2 maTi 4 x 10-4 mm² 5 x 10-5 

O2 SLA 3 x 10-4 mm² 5 x 10-5 

O2N2 maTi 4 x 10-4 mm² 1 x 10-4 

O2N2 SLA 3 x 10-4 mm² 2 x 10-4 

Kontrollen maTi 6 x 10-4 mm² 2 x 10-4 

Kontrollen SLA 2 x 10-4 mm² 1 x 10-4 

Auf den maschinierten Oberflächen zeigten sich signifikant größere Zellen als auf den mikro-

strukturierten Oberflächen (p = 0,0006, Abb. 38). Die Analyse der Gasmischungen ergab ähn-

liche Ergebnisse wie nach 12 Stunden. So erwiesen sich die Zellen auf den bestrahlten Ober-

flächen bei der Gasmischung O2N2 (2000 sccm Helium, 250 sccm Stickstoff und 10 sccm 

Sauerstoff) gleich groß im Vergleich zu der Gasmischung O2 (2000 sccm Helium und 5 sccm 

Sauerstoff). Dies war nicht signifikant (p = 0,879).  
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Abb. 38:

Fluoreszenzmikroskopie / Zellanzahl 

 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen nach 24 Stunden Kultivierung: Vinculin-, Phalloidin-, 
DAPI-Färbung.  
A: Maschinierte bestrahlte (O2) Titanprobe. Pfeile: längliche Zellmorphologie. 
B: Maschinierte bestrahlte (O2N2) Probe. Pfeile: längliche Zellkonfiguration der Gingivafibroblasten.  
C, D: SLA bestrahlte (C = O2N2 / D = O2) Titanprobe mit kompakteren Zellkörpern. 

Nach 24 Stunden bestätigten sich die vorangegangenen Ergebnisse teilweise. Hier bewies sich 

ein signifikanter Vorteil zugunsten der Bestrahlung (p < 0,0001). Die Zellanzahl bei den be-

strahlten Probekörpern war höher als bei den unbestrahlten Proben, unabhängig davon, wel-

che Gasmischung benutzt wurde (Abb. 39, 41). Die Betrachtung der Oberflächenbeschaffen-

heit zeigte keine signifikanten Unterschiede (p = 0,748). So wiesen die maschinierten und 

mikrostrukturierten Proben eine ähnliche Anzahl an Gingivafibroblasten auf (p = 0,442, Abb. 

40). Zwischen den Gasmischungen ließ sich kein Vorteil (p = 0,195) nach 24 Stunden feststel-

len. 
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Abb. 39

 

: Vergleich der Fibroblastenanzahl auf den bestrahlten Proben und mitgeführten Kontrollen nach 
24 Stunden (Mittelwert und Standardabweichung).  

 

Abb. 40: Auswertung der Zellanzahl nach 24 Stunden, Mittelwerte und Standardabweichung.  
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Abb. 41:

Fluoreszenzmikroskopie / relative Prüfkörperbedeckung  

 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen nach 24 Stunden Kultivierung: Vinculin-, Phalloidin-, 
DAPI-Färbung.  
A: Maschinierte, bestrahlte (O2N2) Titanprobe. Dichte Bedeckung mit Gingivafibroblasten, längliche 
Zellkörper, die zueinander Kontakt suchen. Zellkörper nahe aneinander gelagert.  
B: Maschinierte, ohne Zündung der Trägergase mitgeführte Titanprobe. Zellen weniger dicht wachsend. 

Nach 24 Stunden zeigte sich eine Vermehrung der Zellen. Vor allem auf den maschinierten 

Probekörpern bildete sich ein dichter Zellteppich auf der gesamten Probenoberfläche (Abb. 

42, Tabelle 10). Die Bedeckung der mikrostrukturierten Proben stellte sich etwas weniger 

dicht dar. Auf den unbestrahlten Kontrollen zeigte sich die Bedeckung weiterhin lokalisiert 

um den Applikationspunkt herum.  
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Tabelle 10

 

: Übersicht über die Mittelwerte und Standardabweichung der relativen Prüfkörperbedeckung 
nach 24 Stunden 

  
Abb. 42:

B: Maschinierte, unbestrahlte (O2N2) Titanprobe im Vergleich.  

 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen nach 24 Stunden Kultivierung: Vinculin-, Phalloidin-, 
DAPI-Färbung.  
A: Maschinierte, bestrahlte (O2N2) Titanprobe. Dichter Zellteppich von Gingivafibroblasten sichtbar, im 
Zentrum mehrlagig.  

Es zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den unbestrahlten und bestrahlten Proben 

(p = 0,0003, Abb. 43). Die Probekörper, die mit Plasma bestrahlt wurden, wiesen eine flächi-

gere Bedeckung auf. Ein signifikant dichteres und flächigeres Wachstum stellte sich auf den 

maschinierten Oberflächen dar (p = 0,005, Abb. 44). Dies konnte bei den mitgeführten Kont-

rollen, die ohne Zündung der Trägergase behandelt wurden, nicht nachgewiesen werden   

Relative Prüfkörperbedeckung Mittelwert Standardabweichung 

Bestrahlte Proben 54,67 % 8,69 

Kontrollen 14,51 % 10,35 

maTi  61,95 % 4,71 

SLA 47,39 % 7,62 

O2 maTi 61,04 % 3,62 

O2 SLA 44,84 % 4,61 

O2N2 maTi 62,86 % 6,05 

O2N2 SLA 49,93 % 9,85 

Kontrollen maTi 13,89 % 15,05 

Kontrollen SLA 15,12 % 11,76 

c 
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(p = 0,827). Der Vergleich der beiden Gasmischungen zeigte keinen Vorteil für eine der 

Gasmischungen (p = 0,529).  

 

Abb. 43:

 

 Übersicht über die Bedeckung nach 4, 12 und 24 Stunden. Mittelwerte und Standardabwei-
chung.  

 

Abb. 44: Übersicht über die Bedeckung nach 4, 12 und 24 Stunden; Mittelwerte und Standardabwei-
chung. Vergleich aller Gasparameter und Kontrollen miteinander.  
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4.2 Zellmorphologie 

Kultivierung 4 Stunden  

Rasterelektronenmikroskopie (Verteilung, Morphologie) 
Nach 4 Stunden konnten auf allen Prüfkörpern Fibroblasten nachgewiesen werden. Dabei 

zeigte sich auf den bestrahlten Proben eine homogene Besiedelung im Vergleich zu den Pro-

ben, die ohne Zündung der Prozessgase behandelt wurden (Abb. 45). Es konnten keine mor-

phologischen Unterschiede zwischen den Gasparametern erkannt werden.  

  

 
Abb. 45: Repräsentative rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen maschinierter Titanproben nach 4 
Stunden Kultivierung.  
A: Bestrahlte Titanprobe mit der Gasmischung O2; gleichmäßige Verteilung der Zellen auf der Titanober-
fläche.  
B: Bestrahlte Titanprobe mit der Gasmischung O2N2; ebenfalls gleichmäßige Verteilung der Zellen. 
C: Mitgeführte Kontrolle, Gasmischung O2; Zellen siedeln sich aufgrund der geringen Oberflächenbe-
netzbarkeit des Titans am Applikationspunkt an. 

In der Vergrößerung zeigte sich, dass die Gingivafibroblasten in die Mikrostruktur der Ober-

fläche einwuchsen (Abb. 46). Zusätzlich begannen sie nach 4 Stunden in Kontakt unter-

einander zu treten (Abb. 47). Morphologisch differierten die Zellen auf den bestrahlten Ober-

flächen im Vergleich zu den Kontrollen. Es waren flächige Anlagerung und ausgeprägte Aus-

läufer zu erkennen (Abb. 48). 
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Abb. 46:

 

 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von mit Gasmischung O2 bestrahlten mikrostruktu-
rierten Titanoberflächen nach 4 Stunden Kultivierung.  
A: Übersichtsaufnahme (1000x).  
B: Einzelner Fibroblast (4000x), Ausläufer der Fibroblasten in die Mikrostruktur der Oberfläche.  

 

Abb. 47: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer mit Gasmischung O2 bestrahlten mikrostruk-
turierten Titanoberfläche nach 4 Stunden Kultivierung. Fibroblasten beginnen Kontakt untereinander zu 
suchen. 
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Abb. 48: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen (2000x – 4000x) nach 4 Stunden Kultivierung.  
A: Maschinierte Titanprobe (Gasmischung O2N2). Fibroblast mit zahlreichen grazilen Zellausläufern. 
B: SLA Titanprobe (Gasmischung O2N2). Fibroblast mit zahlreichen grazilen Zellausläufern. 
C: Detailvergrößerung von B. 
D: SLA ohne Zündung der Trägergase behandelt. Fibroblast mit weniger Zellausläufern. 

Fluoreszenzmikroskopie (Morphologie) 

Morphologisch wiesen die Zellen auf den bestrahlten Oberflächen ein flaches, längliches 

Wachstum im Vergleich zu den unbestrahlten Kontrollen auf. Auf maschinierten Oberflächen 

zeigten die Gingivafibroblasten die länglichste Konfiguration, während sie auf den mikro-

strukturierten Proben einen etwas rundlicheren Aufbau beschrieben (Abb. 49). Diese Unter-

schiede bestätigten sich auch auf den Proben, die mit den Reaktivgasen ohne Zündung des 

Plasmas bestrahlt wurden. 
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Abb. 49:

Kultivierung 12 Stunden  

 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen nach 4 Stunden Kultivierung: Vinculin-, Phalloidin-, 
DAPI-Färbung.  
A: Maschinierte, bestrahlte (O2N2) Titanprobe. Pfeil: länglicher Aufbau der Gingivafibroblasten mit Zell-
fortsätzen.  
B: Maschinierte, ohne Zündung der Trägergase mitgeführte Titanprobe. Pfeil: rundlichere Konfiguration 
der Zellen, kaum Zellausläufer. 

Rasterelektronenmikroskopie (Verteilung, Morphologie) 
Nach 12 Stunden zeigten sich alle Titanproben mit Gingivafibroblasten besiedelt. Dabei wie-

sen die maschinierten Oberflächen bei beiden Reaktivgaszusammensetzungen eine flächigere 

Besiedelung mit Gingivafibroblasten auf als die mikrostrukturierten Oberflächen (Abb. 50). 

Die Besiedelung der Kontrollproben stellte wie nach 4 Stunden eine Lokalisierung der Zellen 

am Ort der Applikation dar. Man konnte auf den maschinierten, mit Plasma behandelten Ti-

tanproben deutlich die Zellausläufer erkennen (Abb. 51). Die Zellen begannen miteinander in 

Kontakt zu treten (Abb. 52). 
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Abb. 50: Repräsentative rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen nach 12 Stunden Kultivierung.  
A: Maschinierte, mit der Gasmischung O2 bestrahlte Titanprobe. Gleichmäßige Verteilung der Zellen auf 
der Titanoberfläche.  
B: Mikrostrukturierte, bestrahlte Titanprobe (Gasmischung O2). Verteilung der Zellen auf der Titanober-
fläche weniger dicht.  
C: Maschinierte, unbestrahlte Titanprobe. Punktuelle Anordnung der Zellen am Applikationsort. 
D: Mikrostrukturierte, unbestrahlte Titanprobe. Punktuelle Lokalisation der Zellen auf der Oberfläche. 
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Abb. 51:

 

 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen maschinierter Titanoberflächen nach 12 Stunden 
Kultivierung.  
A-C: Detailaufnahme der Zellausläufer in verschiedenen Vergrößerungen (mit Gasmischung O2N2 be-
strahlt; 2000x-8000x).  
D: Detailaufnahme maschinierter, nicht bestrahlter Kontrolle mit kurzen Zellausläufern. 

 

Abb. 52

Die Morphologie der Zellen zeigte sich auf maschiniertem Titan länglicher und flacher, wäh-

rend auf mikrostrukturiertem Titan die Zellen scheinbar in die Oberfläche hineinwuchsen 

(Abb. 53). Es war kein Unterschied zwischen den Gasparametern in Bezug auf die Morpholo-

gie erkennbar. Die Zellen schienen Kontakt zu den benachbarten Zellen zu suchen und sich 

auszubreiten. Auf maschinierten Oberflächen zeigten die Gingivafibroblasten einen längli-

: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer mit Gasmischung O2 bestrahlten maschinier-
ten Titanoberfläche nach 12 Stunden Kultivierung. Fibroblasten treten mit ihren Ausläufern in Kontakt. 

Fluoreszenzmikroskopie (Morphologie) 
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chen Phänotyp, während sie auf den mikrostrukturierten Proben einen etwas rundlicheren 

Aufbau aufwiesen. Diese Unterschiede ließen sich auch auf den Proben, die mit den Reaktiv-

gasen ohne Zündung des Plasmas bestrahlt wurden, erkennen. 

  
Abb. 53:

Kultivierung 24 Stunden  

 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen nach 12 Stunden Kultivierung: Vinculin-, Phalloidin-, 
DAPI-Färbung.  
A: Maschinierte, bestrahlte (O2N2) Titanprobe. Gingivafibroblasten mit länglichen Zellkörpern, die Kon-
takt zu den Nachbarzellen suchen.  
B: Maschinierte, ohne Zündung der Trägergase mitgeführte Titanprobe mit kleineren Zellkörpern.  

Rasterelektronenmikroskopie (Verteilung, Morphologie) 
Nach 24 Stunden war keine Veränderung der mikrostrukturierten Oberfläche durch die Plas-

mabestrahlung feststellbar. Nicht alle Probekörper wiesen eine Besiedelung mit Gingivafib-

roblasten auf, da die Zellen bereits wieder begannen sich abzulösen. Daher war eine Aussage 

bezüglich der Gasparameter und Oberflächenbeschaffenheiten nicht möglich. Es konnte je-

doch ein morphologischer Unterschied zwischen den bestrahlten Prüfkörpern und den unbe-

handelten Kontrollen detektiert werden (Abb. 54). Die Fibroblasten differierten auf den be-

strahlten Oberflächen im Vergleich zu den Kontrollen und es zeigte sich eine flächigere Be-

siedelung auf den bestrahlten Prüfkörpern. Die Zellen präsentierten auf den maschinierten 

Oberflächen eine längere Konfiguration und stärker ausgeprägte Zellfortsätze (Abb. 55, 56). 
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Abb. 54

 

: Repräsentative rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen maschinierter Titanproben nach 24 
Stunden Kultivierung.  
A: Maschinierte, mit der Gasmischung O2 bestrahlte Titanprobe, gleichmäßige Verteilung der Zellen auf 
der Titanoberfläche. 
B: Maschinierte, ohne Zündung der Trägergase mitgeführte Titanprobe. Verteilung der Zellen auf der 
Titanoberfläche weniger dicht und keine gleichmäßige Verteilung auf der Titanplatte. 

 

 
Abb. 55: Rasterelektronenmikroskopische Detailaufnahmen einer von mit Gasmischung O2 bestrahlten 
maschinierten Titanprobe nach 24 Stunden Kultivierung. Ausgeprägte Zellausläufer und flache längliche 
Zellkonfiguration erkennbar. 
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Abb. 56: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme bestrahlter Titanproben (O2) nach 24 Stunden Kul-
tivierung.  
A: Maschinierte Titanprobe mit ausgeprägten Zellausläufern und länglicher Zellkonfiguration.  
B: Mikrostrukturierte Oberfläche. Fibroblasten mit kurzen Zellfortsätzen und rundem Phänotyp. 
C: Fibroblasten auf maschinierter Probe (1000x).  
D: Mitgeführte maschinierte Kontrolle, ohne Zündung der Trägergase, mit runden Zellkörpern und kur-
zen Zellfortsätzen. 

Fluoreszenzmikroskopie (Morphologie) 

Die Zellen wuchsen länglich und suchten mit ihren Ausläufern Kontakt zu benachbarten Zel-

len (Abb. 57). Auf mikrostrukturiertem Titan wuchsen die Zellen in die strukturierte Oberflä-

che mit ihren Ausläufern hinein. In Bezug auf die Morphologie und die Zellbedeckung zeig-

ten sich keine Unterschiede zwischen den beiden Gasparametern.  

 

 

 



Ergebnisse 

 

- 70 - 

  
Abb. 57:

4.3 Biologische Aktivität 

 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen nach 24 Stunden Kultivierung: Vinculin-, Phalloidin-, 
DAPI-Färbung.  
A: Maschinierte, bestrahlte (O2) Titanprobe. Dichte Bedeckung mit Gingivafibroblasten, längliche Zell-
körper, die zueinander Kontakt suchen. Zellkörper nahe aneinander gelagert.  
B: Maschinierte, bestrahlte (O2N2) Titanprobe. Ebenfalls gleichmäßige Bedeckung mit Gingivafibroblas-
ten, Zellkörper nicht so dicht aneinander gelagert. 

Kultivierung 4 Stunden 

Alkalische Phosphatase Auswertung (ALP) 
Die Ergebnisse nach 4 Stunden zeigten tendenziell höhere Werte für die mit Plasma behandel-

ten Proben verglichen mit den mitgeführten Kontrollen (p = 0,0903, Abb. 58). Es konnten in 

Bezug auf Oberflächentextur und die Gasmischungen für die bestrahlten Proben keine signi-

fikanten Unterschiede festgestellt werden. 
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A) 

 

B) 

 

C) 

 

Abb. 58: Übersicht über die ALP Aktivität nach 4 Stunden, Mittelwerte und Standardabweichung.  
A: Vergleich bestrahlte Proben und mitgeführte Kontrollen.  
B: Vergleich der bestrahlten Proben hinsichtlich Reaktivgasmischungen und der Oberflächenkonfigurati-
on.  
C: Vergleich aller Subgruppen. 
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Zell Proliferation Reagenz WST-1  
Nach 4 Stunden zeigten sich für die Mitochondrien Dehydrogenase Aktivität hinsichtlich Be-

strahlung (p = 0,090), Mikrostruktur (p = 0,699) und Gaszusammensetzung (p = 0,150) keine 

signifikanten Unterschiede (Abb. 59). Es waren allerdings sehr hohe Standardabweichungen 

bei diesen Experimenten zu verzeichnen. Eine Wiederholung der Versuche ergab ähnliche 

Ergebnisse. 

 

Abb. 59:

Fluoreszenzmikroskopie / Zellkerngröße  

 Übersicht über WST-1 Mittelwerte und Standardabweichung nach 4 Stunden.  

Die Untersuchung der Zellkerngröße nach 4 Stunden ergab, dass die Zellkerne auf maschi-

nierten Titanoberflächen größer waren als auf mikrostrukturierten (p = 0,028). Dies war 

unabhängig von den gewählten Gasparametern und der Bestrahlung. Die Zellkerne waren auf 

den bestrahlten Proben im Mittelwert größer (Abb. 60). Es zeigte sich allerdings kein signifi-

kanter Unterschied zwischen bestrahlten und unbestrahlten Proben (p = 0,624). Bezüglich der 

beiden Reaktivgasmischungen ließ sich kein Unterschied (p = 0,645) feststellen (Abb. 61).  
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Abb. 60:

 

 Übersicht über Zellkerngröße nach 4 Stunden Kultivierung, Mittelwerte und Standardabwei-
chung.  

 

Abb. 61:

Kultivierung 12 Stunden 

 Übersicht über Zellkerngröße nach 4 Stunden Kultivierung, Mittelwerte und Standardabwei-
chung. Vergleich zwischen allen Versuchsdurchführungen nach 4 Stunden.  

Alkalische Phosphatase Auswertung (ALP) 
Betrachtet man die Ergebnisse nach 12 Stunden, so zeigten sich ähnliche Ergebnisse für die 

bestrahlten Proben, verglichen mit den unbestrahlten Kontrollen (Abb. 62). Es ließ sich kein 

Vorteil für eine Gasmischung erkennen (Abb. 63). Für die Oberflächenbeschaffenheiten erga-

ben sich keine unterschiedlichen Ergebnisse (Tabelle 11, Abb. 64).  
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Tabelle 11

Mann-Whitney-U-Test 
: ALP Auswertung - Signifikanz der Vergleiche 

12h 
Bestrahlt <-> Kontrollen 0.881 
Bestrahlt O2 <-> bestrahlt O2N2 0.878 
Bestrahlt maTi <-> bestrahlt SLA 0.887 

 

 

 

Abb. 62:

 

 Übersicht über die ALP Aktivität nach 12 Stunden, Mittelwerte und Standardabweichung.  

 

Abb. 63: Übersicht über die ALP Aktivität nach 12 Stunden, Mittelwerte und Standardabweichung. Ver-
gleich der Reaktivgasmischungen und der Oberflächenkonfiguration.  
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Abb. 64:

Zell Proliferation Reagenz WST-1  

 Übersicht über die ALP Aktivität nach 12 Stunden, Mittelwerte und Standardabweichung, Ver-
gleich aller Subgruppen. 

Nach 12 Stunden zeigte sich für die Mitochondrien Dehydrogenase Aktivität hinsichtlich Be-

strahlung (p = 0,332), Mikrostruktur (p = 0,818) und Gaszusammensetzung (p = 0,150) keine 

signifikanten Unterschiede (Abb. 65). Es waren ebenfalls hohe Standardabweichungen bei 

diesen Experimenten zu verzeichnen.  

 

Abb. 65: Übersicht über WST-1 Mittelwerte und Standardabweichung nach 12 Stunden.  
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Fluoreszenzmikroskopie / Zellkerngröße  
Nach 12 Stunden zeigte sich bei der Auswertung der Zellkerngröße hinsichtlich Bestrahlung 

(p = 0,172), Mikrostruktur (p = 0,195) und Gaszusammensetzung (p = 0,645) keine Unter-

schiede (Abb. 66, Abb. 67).  

 

Abb. 66:

 

 Übersicht über Zellkerngröße nach 12 Stunden Kultivierung, Mittelwerte und Standardabwei-
chung. Vergleich zwischen bestrahlten Proben und mitgeführten Kontrollen.  

 

Abb. 67: Übersicht über Zellkerngröße nach 12 Stunden Kultivierung, Mittelwerte und Standardabwei-
chung.  
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Kultivierung 24 Stunden 

Alkalische Phosphatase Auswertung (ALP) 
Nach 24 Stunden zeigten sich für die ALP keine Unterschiede zwischen den bestrahlten und 

unbestrahlten Proben (p = 0,928), hinsichtlich Oberflächenstruktur (p = 0,798) und Gaszu-

sammensetzung (p = 0,572, Abb. 68, 69, 70).  

 

Abb. 68:

 

 Übersicht über die ALP Aktivität nach 24 Stunden, Mittelwerte und Standardabweichung. 

 

Abb. 69: Übersicht über die ALP Aktivität nach 24 Stunden, Mittelwerte und Standardabweichung. Ver-
gleich der Reaktivgasmischungen und der Oberflächenkonfiguration. 
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Abb. 70:

Zell Proliferation Reagenz WST-1  

 Übersicht über die ALP Aktivität nach 24 Stunden, Mittelwerte und Standardabweichung. Ver-
gleich aller Subgruppen. 

Der Vergleich zwischen den bestrahlten Proben und den Kontrollen zeigte signifikante Unter-

schiede zugunsten der unbestrahlten Kontrollen (p = 0,029). Hinsichtlich Gaszusammenset-

zung (p = 0,749) und Oberflächenstruktur (p = 0,818) ergaben sich keine Unterschiede (Abb. 

71).  

 

Abb. 71: Übersicht über WST-1 Mittelwerte und Standardabweichung nach 24 Stunden.  
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Fluoreszenzmikroskopie / Zellkerngröße  
Nach 24 Stunden zeigten sich bei der Auswertung der Zellkerngröße hinsichtlich Bestrahlung 

(p = 0,971), Mikrostruktur (p = 0,279) und Gaszusammensetzung (p = 0,328) keine Unter-

schiede (Abb. 72, Abb. 73).  

 

Abb. 72:

 

 Übersicht über Zellkerngröße nach 24 Stunden Kultivierung, Mittelwerte und Standardabwei-
chung.  

 

Abb. 73:

 

 Übersicht über Zellkerngröße nach 24 Stunden Kultivierung, Mittelwerte und Standardabwei-
chung. Vergleich zwischen allen Subgruppen nach 24 Stunden. 
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5 Diskussion 
Die während dieser Studie durchgeführten Untersuchungen befassten sich mit dem Einfluss 

kalten atmosphärischen Plasmas auf das initiale Attachmentverhalten von primären humanen 

Gingivafibroblasten. Dabei wurde die Besiedelung von zuvor konditionierten maschinierten 

und mikrostrukturierten Titanproben und den mitgeführten Kontrollproben, die ohne Zündung 

der Trägergase behandelt wurden, durch Gingivafibroblasten untersucht. In bisher veröffent-

lichten Studien konnte der fördernde Einfluss der Plasmabehandlung auf die Benetzbarkeit 

von Oberflächen und auf das Zellwachstum nachgewiesen werden (Duske et al., 2012). Al-

lerdings wurden in diesen immortalisierte Osteoblasten als Zellpopulationen herangezogen. In 

der hier vorliegenden In-vitro-Studie wurden erstmals primäre humane Gingivafibroblasten 

untersucht. Die Abdichtung des Implantates mittels periimplantärer Gingiva ist für einen lang-

fristigen und erfolgreichen Implantaterhalt unabdingbar (Chung et al., 2006). Die Adhäsion 

von Gingivafibroblasten spielt im Rahmen der Einheilung von Implantaten als Schutz vor 

Infektionen eine besondere Rolle (Kawahara et al., 1998, Schlegel et al., 1994).  

In dieser Studie konnte nachgewiesen werden, dass die Bestrahlung von maschinierten und 

mikrostrukturierten Titanoberflächen mit kaltem atmosphärischem Plasma zu einer homoge-

nen Zelladhäsion von Gingivafibroblasten führt. Die Oberfläche der Titanprüfkörper wurde 

dabei nicht verändert und es wurden biologisch akzeptable Temperaturen bei der Plasmabe-

strahlung gewählt. Die Titanoberfläche zeigte eine höhere Benetzbarkeit, die zu einer Verbes-

serung der Zelladhäsion und Zelldifferenzierung führen kann. Dies wird als Vorteil für die 

Re-Osseointegration von Titanimplantaten diskutiert (Yoshinari et al., 2009; Lopez-Heredia 

et al., 2008). Es stellt sich nun die Frage, ob dies auch zu einer Verbesserung der Anlagerung 

primärer humaner Gingivafibroblasten führt und die Zelldifferenzierung dieser fördern kann.  

Um die Studie durchführen zu können, wurden in Grundlagenuntersuchungen die Idealbedin-

gungen für den Versuchsaufbau ermittelt. Diese wurden im Rahmen einer Arbeitsgruppe mit 

Mitgliedern des Leibniz-Institutes für Oberflächenmodifizierung (IOM) e.V. Leipzig, des 

Fraunhofer-Institutes für Zelltherapie und Immunologie (IZI) Leipzig und dem Universitäts-

klinikum des Saarlandes, Klinik für Zahnerhaltung, Parodontologie und Präventive Zahnheil-

kunde durchgeführt.  
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5.1 Grundlagenuntersuchungen der Arbeitsgruppe  
Im Rahmen von Vorversuchen wurden verschiedene Versuchsaufbauten geprüft und die Ver-

suchsabläufe optimiert. Dazu wurden insgesamt 1132 Versuche mit 380 Titanprüfkörpern 

durchgeführt. Zunächst wurde die Reaktivgaszusammensetzung modifiziert. Dabei kamen bei 

ersten Versuchen die Gase Helium und Sauerstoff zum Einsatz. Die mittlere Leistung der 

Plasmaquelle wurde mit 5 Watt gewählt. Der Gasfluss für Helium betrug 2000 sccm, bei der 

zweiten Gasmischung wurden 2000 sccm Helium und 5 sccm Sauerstoff gewählt. Die Kulti-

vierungsdauer belief sich auf 24 Stunden.  

In folgenden Versuchen wurde die Gaszusammensetzung zunächst um das Gas Stickstoff er-

weitert. Dafür wurde den Gasmischungen die Mischung 2000 sccm Helium und 1600 sccm 

Stickstoff beigefügt. Später erfolgte eine Erweiterung der Gaszusammensetzungen um eine 

Sauerstoff/Stickstoff Gasmischung (O2N2: 2000 sccm Helium, 10 sccm Sauerstoff, 250 sccm 

Stickstoff). Es zeigten sich Unterschiede in der fluoreszenzmikroskopischen Betrachtung zwi-

schen den einzelnen Gasen. So zeigten Sauerstoff (O2: 2000 sccm Helium, 5 sccm Sauerstoff) 

und das Gasgemisch Sauerstoff/Stickstoff (O2N2: 2000 sccm Helium, 10 sccm Sauerstoff, 250 

sccm Stickstoff) die besten Ergebnisse, bezogen auf das Zellwachstum und die Oberflächen-

benetzbarkeit. Daher wurden sie für die endgültige Versuchsreihe gewählt.  

Die Auswirkung verschiedener Kultivierungszeiten wurde in einer weiteren Versuchsreihe 

untersucht. Dabei wurden zunächst Zeiten von 4, 12, 24, 48, 120 Stunden sowie 6, 7 und 14 

Tage miteinander verglichen. Auch hier zeigten sich Unterschiede zwischen den Zeitparame-

tern. Die Auswertung der Zellanzahl sowie die genaue Untersuchung einzelner Zellen bei 

einer Kultivierungsdauer von 120 Stunden und 6, bzw. 14 Tagen waren aufgrund der Konta-

minationsgefahr nicht möglich, da kein Antibiotikum dem Medium zugefügt wurde. Zusätz-

lich stellte sich die Besiedelung der Titanplatten als zu stark heraus und die mehrlagigen Zell-

kulturen lösten sich von der Oberfläche ab.  

Schließlich wurde die definitive Kultivierungszeit für den Versuchsaufbau von 12, 24 und 48 

Stunden auf 4, 12 und 24 Stunden reduziert, um eine Untersuchung des initialen Zellattach-

ments zu ermöglichen.  

Bis zu diesem Zeitpunkt wurden die genutzten Titanprüfkörper nach der Durchführung der 

Versuche wiederverwendet. Die Aufbereitung sah eine Lagerung der Probekörper in 

70%igem Alkohol, einer Waschung der Prüfkörper mittels Enzymax®-Lösung (Hu-Friedy) 

und einer Sterilisierung im Autoklav in Aqua dest. vor. Es konnte jedoch nicht ausgeschlossen 
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werden, dass eine rückstandsfreie Reinigung gegeben war. Zusätzlich stellte sich die Frage, 

ob die Reinigungslösung Einfluss auf die Oberflächenkonfiguration der Titanprüfkörper 

nahm. Reinigungslösungen beinhalten ätzende Phosphorsäureester, die eine Beschädigung der 

Titanoberfläche und somit eine ungewünschte Mikrostrukturierung der maschinierten Ober-

flächen bewirken können. Das von uns genutzte Reinigungsmittel Enzymax® ist eine phos-

phatfreie Spüllösung auf Enzymbasis (Enzymgruppe: Subtilisin). So wurde versucht das Risi-

ko der ungewünschten Veränderung der Titanoberfläche zu minimieren. Schließlich stellte 

sich die Frage, ob eine lose Reinigung der Prüfkörper in der Spülmaschine nicht zu einer Be-

schädigung und Zerstörung der intakten Titanoberfläche führt. Daher wurde auf weitere Ver-

suchsreihen mit recycelten Probekörpern verzichtet. 

Weitere Versuche erfolgten, um die Vorbehandlung der Titanprüfkörper zu optimieren. Dazu 

wurden die zuvor in Aqua dest. autoklavierten Titanplatten mit unterschiedlichen Medien be-

schichtet. Es kam die einmalige Applikation von Gelatine, PBS und DMEM-Flüssigmedium 

im Vergleich zu einer mehrmaligen Benetzung der bestrahlten Probekörper zum Einsatz. 

Nach Bestrahlung wurden die Zellen aufgebracht und über den Zeitraum der Adhärenz feucht 

gehalten. Nach 30 bis 45 Minuten erfolgte die Auffüllung der Kavitäten mit 200 µl Vollme-

dium. Die Kultivierungszeit betrug 24 Stunden bei 37 °C und 5% CO2. Anschließend erfolgte 

die Auswertung mittels Phalloidin- und DAPI-Färbung. Es zeigte sich bei der 30minütigen 

Adhärenzbehandlung durch permanente Befeuchtung mit Medium eine bessere Besiedelung 

der Oberflächen im Vergleich zu den anderen Reagenzien. Gleichzeitig hatten die Zellen be-

reits Kontakt mit der Oberfläche aufgenommen und wurden bei der Zugabe des Kulturme-

diums nicht abgeschwemmt. Es stellten sich große Unterschiede zwischen maschinierten und 

mikrostrukturierten Oberflächen dar. Mikrostrukturierte Oberflächen benötigten einen deut-

lich erhöhten Aufwand zur Etablierung der Zellkultur.  

Anschließende Untersuchungen bezogen sich auf die Variation der Bestrahlungsparameter. 

Dafür wurden sowohl die Pulsleistung (zwischen 250 und 300 Watt) als auch die Pulslänge 

(zwischen 3-5 µs) und die Geschwindigkeit der geführten Bewegung des Plasmajets über der 

Probe (5-16 mm/s) überprüft. Es zeigten sich die besten Ergebnisse bei einem Arbeitsabstand 

von 2 mm, einer Pulslänge von 5 µs und einer Pulsleistung von 300 Watt. Die mittlere Mik-

rowellenleistung wurde mit 5 Watt, der Gasfluss wurde auf 2 Liter Helium pro Minute und 

die Geschwindigkeit mit 8 mm/s festgelegt. Die Bestrahlungsparamter wurden so gewählt, 

dass sie in der zahnmedizinischen Praxis angewandt werden können und biologisch akzeptab-

le Temperaturen im Bereich des Bestrahlungsfeldes erreicht werden.  
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5.2 Versuchsmodell und Durchführung 
Um die initiale Besiedelung von Gingivafibroblasten zu untersuchen, wurde ein Modellsys-

tem gewählt. So wurden als Zellen primäre humane Gingivafibroblasten genutzt, da sich pri-

märe Zellen bereits durch eine hohe Differenzierung und eine empfindlichere Kultur aus-

zeichnen, jedoch die natürlichen Verhältnisse besser abbilden als immortalisierte Zellen. Die 

genutzten Zellen befanden sich in der sechsten Passage. Die eingesetzten Probekörper bestan-

den aus medizinischem Reintitan (Titan Grade 2) mit unterschiedlicher Oberflächenkonfigu-

ration. Um dem Aufbau gängiger Implantate gerecht zu werden, die einen polierten und einen 

mikrostrukturierten Anteil aufweisen, wurden sowohl mikrostrukturierte Oberflächen, die 

sandgestrahlt und geätzt waren, als auch maschinierte Titanproben für die Versuchsdurchfüh-

rung genutzt. Die Bestrahlung erfolgte mit Hilfe einer miniaturisierten Plasmaquelle, durch 

die ein hindurchfließender Gasstrom per gepulster Mikrowelle (2,45 GHz) angeregt wurde. 

Die Untersuchung fand unter konstanten Labor-Umgebungsbedingungen statt. Durch Verän-

derung der Bestrahlungsparameter kann die Behandlungszeit beeinflusst und weiter verkürzt 

werden (Ritts et al., 2010). Die Applikation der Zellen erfolgte an einer Sicherheitswerkbank, 

um eine Kontamination der Proben zu verhindern. Die besiedelten Titanprobekörper wurden 

unter wasserdampfgesättigter Atmosphäre bei 37 °C und 5% CO2 kultiviert. Als Nährmedium 

wurde DMEM-Flüssigmedium gewählt, dem 10% fetales Kälberserum zugesetzt wurde. Die 

Kultivierungsdauer wurde auf 4, 12 und 24 Stunden festgesetzt, da auf eine prophylaktische 

Antibiotikazugabe zu dem Medium verzichtet wurde.  

5.3 Analyse der Ergebnisse 
Die Ergebnisse wurden durch Rasterelektronen- und Fluoreszenzmikroskopie visualisiert und 

mittels enzymatischer Tests belegt. Durch die Ergebnisse werden vorliegende Daten zu Zell-

adhäsion und Wachstum von Zellen auf bestrahlten Oberflächen bestätigt (Duske et al., 2012; 

Yoshinari et al., 2009).  

Für die Auswertung des initialen Attachments wurde die Vinculin Färbung herangezogen. 

Diese wurde fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Vinculin ist ein Fokaladhäsionsprotein. 

Fokalkontakte sind Zellverbindungsstellen, die sich an der Zellmembran befinden. Sie sind 

spezialisierte Bereiche auf der Zelloberfläche, durch die eine Zelle Kontakt zu ihrem Substrat 

hat. Der Bereich des Fokalkontaktes auf der Innenseite der Zellmembran steht in Verbindung 

mit dem Zytoskelett, während die Außenseite Kontakt mit der extrazellulären Matrix hat (Tint 

et al., 1987). Fokalkontakte bestehen aus vielen verschiedenen Proteinen. Dabei entsteht der 

Kontakt zu den Proteinen der extrazellulären Matrix durch sogenannte transmembrane Integ-
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rine. Sie bilden die zentrale Stelle, an der das intrazelluläre Zytoskelett mit der extrazellulären 

Matrix in Verbindung steht (van der Flier et al., 2001). Vor allem das Fokaladhäsionsprotein 

Vinculin spielt eine wichtige Rolle bei der Bestimmung des Adhäsionsverhaltens von Zellen 

auf Oberflächen. Vinculin ist ein Hauptstrukturprotein und verbindet das Zytoskelett mit In-

tegrinen. Es ist ein Bestandteil von Adherens Junctions, Zell-Zell- und Zell-Matrix-

Verbindungen und bindet verschiedene Proteine. Vinculin besitzt zahlreiche Bindungsstellen 

für Proteine, z.B. Talin, Catenine, Aktin oder Paxillin. Seine Hauptaufgabe innerhalb der Fo-

kalkontakte ist eher regulierender als struktureller Natur (Critchley, 2000). Die Vinculin Fär-

bung ermöglicht es, die Bildung fokaler Adhäsionsstellen zu zeigen.  

Weitere Auswertungen bezüglich des initialen Attachments erfolgten rasterelektronen- und 

fluoreszenzmikroskopisch. Für die Analyse der rasterelektronenmikroskopischen Bilder wur-

den die Übersichtsaufnahmen herangezogen. Durch die Bestimmung der Zellbedeckung 

konnten die Besiedelung und das Attachment bestimmt werden. Allerdings ergaben sich bei 

dieser Untersuchung Fehlerquellen, die es zu berücksichtigen galt. So ließen sich die konf-

luenten Zellteppiche auf den Probekörperoberflächen nicht immer stabil fixieren. Es bestand 

die Gefahr, dass sich diese während der Fixierung lösten und danach bei der Spülung mittels 

Phosphat buffered saline (PBS) von der Oberfläche entfernt wurden. So wies die rasterelekt-

ronenmikroskopische Untersuchung größere Fehlerquellen auf im Vergleich zu der fluores-

zenzmikroskopischen. 

In der fluoreszenzmikroskopischen Auswertung kamen weitere Färbungen zum Einsatz. Die 

Färbung mittels Phalloidin kann zur Darstellung des Zytoskeletts genutzt werden. Phalloidin 

gehört zu der Gruppe der Phallotoxine und wird aus dem grünen Knollenblätterpilz (Amanita 

phalloides) isoliert. Es bindet irreversibel an die Verbindungsstellen der Untereinheiten des F-

Aktin. Dabei ist das Phalloidin mit einem fluoreszierenden Farbstoff (Rhodamin) markiert. 

Rhodamin hat eine Quantenausbeute nahe 100%. Das bedeutet, dass von 100 absorbierten 

Photonen nahezu alle in Fluoreszenzphotonen umgewandelt werden. Durch Anregung mit 

ultraviolettem Licht erhält man eine rote Darstellung des F-Aktins im Zytoskelett. Das Ab-

sorptionsmaximum liegt bei 556 nm und das Emissionsmaximum bei 573 nm. F-Aktin ist der 

Hauptbestandteil der Mikrofilamente, die Bestandteile des Zytoskeletts neben Mikrotubuli 

und Intermediärfilamenten sind. Dieses ist verantwortlich für die Strukturierung der Zelle und 

ermöglicht deren Bewegung, sowohl die Fortbewegung als auch die Bewegung von Zellkom-

partimenten. Zellen, die an Oberflächen adhärieren, verändern ihre Morphologie. Die Bestrah-

lung einer Oberfläche mittels Plasmajet vergrößert deren Benetzbarkeit. Dadurch verteilen 

sich Zellen verstärkt über die Oberfläche und flachen ab. Dies lässt sich mit Hilfe der Phalloi-
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dinfärbung belegen. Die Spannung, der sich die Zellen dabei aussetzen lässt sich aufzeigen: 

Es bilden sich ausgehend von den Anheftungspunkten der Zellen („focal adhesion plaques“) 

charakteristische zytoskelettale Elemente, die sogenannten „stress fibers“ aus den Aktin-

Monomeren. Phalloidin eignet sich gut für Mehrfachfärbungen. 

4′,6-Diamidino-2-phenylindol-dihydrochlorid (DAPI) ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der für den 

fluoreszenzmikroskopischen Nachweis von DNA in Zellen genutzt wird. Dadurch ergibt sich 

die Möglichkeit, die DAPI Färbung zur Darstellung von Zellkernen zu nutzen. DAPI bindet in 

die AT-reichen kleinen Furchen doppelsträngiger DNA (Tanious et al., 1992). Durch Anre-

gung mit ultraviolettem Licht entwickelt DAPI im sichtbaren Bereich eine blaue Farbe. Die 

Fluoreszenz wird durch die Bindung an DNA um etwa 20% verstärkt. Dabei liegt das Absorp-

tionsmaximum bei 358 nm, das Emissionsmaximum bei 461 nm. Durch die Emittierung blau-

en Lichtes am sogenannten Ende des Spektrums ist die DAPI Färbung mit anderen Färbeme-

thoden, z.B. Phalloidin- oder Vinculin-Färbung, möglich.  

Die Analysen bezüglich der biologischen Aktivität wurden ergänzend zu den Attachment Un-

tersuchungen durchgeführt. Dazu erfolgte die Bestimmung der enzymatischen Aktivität 

(ALP) und der Zellproliferation. Die alkalische Phosphatase (ALP) ist ein membrangebunde-

nes (Dowben, 1969), ubiquitär vorkommendes Plasmaenzym. Dabei umfasst die Bezeichnung 

alkalische Phosphatase mehrere Phosphatasen. Sie katalysiert die Hydrolyse von Phosphor-

säure-Estern. Genau genommen spaltet sie dabei die Phosphatreste von phosphoryliertem Se-

rin, Threonin und Tyrosin ab. Ihr Aktivitäts-Optimum liegt im alkalischen pH-Bereich. Es 

liegen im Körper mindestens drei Isoformen der alkalischen Phosphatase vor. Es existieren 

gewebespezifische Formen, z.B. des Interstitiums und der Plazenta, sowie unspezifische For-

men, die in Leber, Knochen und Niere vorkommen (Weiss et al., 1988). Die gewebeunspezi-

fische alkalische Phosphatase findet sich zusätzlich in oralen Geweben wie der Pulpa und 

dem Parodont (Santos et al., 2010). Sie wird von verschiedenen Zellen unterschiedlich stark 

exprimiert, unter anderem von Osteoblasten und osteoblastenähnliche Zellen (Sanikop et al., 

2012). Daher ist die alkalische Phosphatase ein Marker für osteoinduktive Zellen (Ito et al., 

1995).  

Der Nachweis der Zellproliferation erfolgte über das Zell-Proliferation-Reagenz WST-1. Für 

die Bestimmung der Zellproliferation existieren unterschiedliche Standardassays in denen der 

Einbau von radioaktiv markiertem [3H]-Thymidin in die DNA stattfindet oder alternativ der 

Einbau des nicht radioaktiven Thyminanalogon 5-Brom-2`-Desoxyuridin in der S-Phase des 

Zellzyklus. Weiterhin besteht die Möglichkeit, die Extinktion des von den Zellen metaboli-
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sierten WST-1 in einem ELISA Reader zu messen. Dabei wird die Zellproliferation anhand 

der mitochondrialen Dehydrogenase Aktivität bestimmt. Diese spaltet das Tetrazolium Salz 

WST-1 (leicht rötlich) zu Formazan (dunkelrot) (Berridge et al., 2005). So geht eine erhöhte 

Zellproliferation mit einer vermehrten Aktivität der mitochondrialen Dehydrogenase einher 

und bewirkt eine zunehmende Färbung durch eine verstärkte Umsetzung von Formazan. Da-

bei korrelieren die Färbung und damit die Umsetzung zu Formazan direkt mit der Anzahl der 

metabolisch aktiven Zellen. Die Färbung und deren Lichtabsorption werden spektrophotomet-

risch mittels eines ELISA Readers gemessen, indem der Absorptionsgrad bei einer bestimm-

ten Wellenlänge bestimmt wird. Diese liegt zwischen 420 nm und 480 nm.  

5.4 Kritische Betrachtung der Ergebnisse  
Es zeigte sich bei fast allen Proben eine Besiedelung der Titanoberfläche mit Gingivafibrob-

lasten. Dies war unabhängig davon, ob eine Bestrahlung mittels Zündung der Trägergase 

stattgefunden hat oder nicht. Bei Betrachtung der rasterelektronenmikroskopischen Aufnah-

men ließ sich erkennen, dass die Fibroblasten auf den mikrostrukturierten Titanoberflächen in 

deren Struktur einwuchsen. Dies bestätigt die Ergebnisse früherer Studien (Aita et al., 2009; 

Ogawa et al., 2002). Es belegt die Biokompatibilität von Titan (Vörös et al., 2001). Dies be-

schreibt die Verträglichkeit eines Werkstoffes in Bezug auf biologische Systeme (Winterman-

tel et al., 2009). 

Die Interaktion zwischen Zellen und der Oberfläche spielt eine bedeutende Rolle in der er-

folgreichen Implantattherapie. So zeigen unterschiedliche chemische und physikalische Ober-

flächenmodifikationen einen Einfluss auf den Erfolg der Implantateinheilung. Mehrere Stu-

dien beschreiben den fördernden Einfluss der Oberflächenrauheit von Implantaten auf die 

Zellaktivität (Schwartz et al., 2005). Zusätzlich spielt die Oberflächenbeschaffenheit von Ti-

tan eine bedeutende Rolle im Rahmen der Proteinexpression von Gingivafibroblasten und 

beeinflusst somit ihr Attachmentverhalten (Oates et al., 2005). Die Ergebnisse der Studie 

zeigten eine signifikant höhere Benetzbarkeit und eine homogene Besiedelung der Titanober-

flächen nach Bestrahlung mit kaltem atmosphärischem Plasma, unabhängig von der Reaktiv-

gaszusammensetzung und der Oberflächenbeschaffenheit. Dies bestätigt frühere Studien 

(Duske et al., 2012; Wei et al., 2009), die mit immortalisierten Osteoblasten durchgeführt 

wurden. Die Gingivafibroblasten zeigten auf den plasmabestrahlten mikrostrukturierten Titan-

flächen zusätzlich ein Wachstum in die Tiefe der Oberflächentextur, während sie auf den un-

behandelten Kontrollen lediglich an der Außenseite der Rillen und Mikrostrukturen wuchsen. 

Dies konnte auf den rasterelektronenmikroskopischen Bildern belegt werden. Die Orientie-
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rung der Zellen äußerte sich auf den maschinierten Oberflächen aneinander ausgerichtet, wäh-

rend sich auf mikrostrukturierten eine zufällige Anordnung darstellte. Dies bekräftigt die Er-

gebnisse einer Studie von Yamano et al. (2011).  

Die Resultate dieser Studie zeigen, dass die Bestrahlung von Reintitanoberflächen mit kaltem 

atmosphärischem Plasma die Homogenität der Zelladhäsion von Gingivafibroblasten verbes-

sert. Dies bestätigte sich bei allen Untersuchungen. Lediglich die Betrachtung der Ergebnisse 

bezüglich der Zellproliferation (WST-1) bewies keinen eindeutigen Vorteil für die Plasmabe-

handlung. Allerdings konnte hier auch kein eindeutiger zytotoxischer Effekt aufgefunden 

werden. Die Ergebnisse entsprechen publizierten Daten für Fibroblasten der Maus (Matthes et 

al., 2013). In anderen Studien wurde für immortalisierte Osteoblasten jedoch verbesserte 

Werte für die Proliferation gefunden (Duske et al., 2012; Silva et al., 2008), die jedoch als 

Plasmaquelle Argon Plasma gewählt hatten. Faktor für die fehlende Proliferationsförderung 

trotz homogener Verteilung kann ein erhöhter Stress für die Zellen aufgrund der hohen Ober-

flächenbenetzbarkeit des Titans sein. Auch die Nutzung des Edelgases Helium als Trägergas 

für die Plasmaquelle sollte weiter im Vergleich mit Alternativen untersucht werden. Ebenso 

muss die Modifizierung der Oxidschicht auf der Titanoberfläche und deren Einfluss auf die 

Proteininteraktion berücksichtigt werden. Die Untersuchung der Wirkungsweise von Atmos-

phärendruckplasmen auf Zellen ist momentan Gegenstand der plasmamedizinischen Grundla-

genforschung (von Woedtke et al., 2013). So können je nach Flächendosis der Plasmabehand-

lung letale oder stimulierende Effekte auf Zellen ausgeübt werden. Weiterhin werden die Ex-

pression von Oberflächenproteinen und die Zellmigration beeinflusst. Zusätzlich können 

durch Plasmaanwendung Zellen aus Zellverbänden herausgelöst werden (von Woedtke et al., 

2013). Diese Überlegungen benötigen weiterführende Untersuchungen sowie Analysen der 

vorhandenen Literatur.  

Es konnte in der durchgeführten Studie gezeigt werden, dass die Bestrahlung mit kaltem at-

mosphärischem Plasma eine Verbesserung der initialen Attachmenthomogenität vor allem 

innerhalb der ersten 4 Stunden bewirkt. Diese werden auf die verbesserte Oberflächenbenetz-

barkeit zurückgeführt. Dies gilt sowohl für maschinierte wie auch mikrostrukturierte Oberflä-

chen. Die Verbesserung des initialen Attachments zeigte sich unabhängig von der Reaktiv-

gaszusammensetzung und setzte sich über den gesamten Kultivierungszeitraum fort. Nach 12 

bzw. 24 Stunden zeigten die Gingivafibroblasten auf den bestrahlten Titanoberflächen eine 

signifikant höhere Expression von fokalen Adhäsionsproteinen als auf den unbehandelten 

Kontrollen. 
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Die Betrachtung der Ergebnisse bezüglich des Attachmentverhaltens auf unterschiedlichen 

Oberflächenstrukturen ergab Unterschiede in der Besiedelung der verschiedenen Probekörper. 

Könönen et al. (1992) stellten in ihrer Untersuchung ein unterschiedliches Wachstum von 

humanen Gingivafibroblasten auf verschiedenen Titanoberflächen fest. Dies konnte in dieser 

Studie bestätigt werden. Ebenso konnte die Aussage von Könönen et al. (1992), dass Gingiva-

fibroblasten auf maschinierten Titanoberflächen die besten Besiedlungsergebnisse zeigen, in 

dieser Studie belegt werden. Die Oberflächentopographie bestimmt das Adhäsionsverhalten 

von Zellen und die Ausprägung von Rezeptoren (Oates et al., 2005). Diese beeinflussen Zell-

reaktionen, welches in vielen Studien untersucht wurde (Zhang et al., 2011; Att et al., 2009; 

Rompen et al., 2006; Könönen et al., 1992). Die Zellen zeigen auf maschinierten Oberflächen 

ein dichtes Wachstum in Schichten, während sie auf mikrostrukturierten der Topografie ent-

lang und in die Tiefe der aufgerauten Oberfläche einwachsen (Lee et al., 2009b; Könönen et 

al., 1992). Die Oberflächentopographie des Substrates nimmt Einfluss auf die Orientierung 

der einzelnen Zelle (Meyle et al., 1993). Dafür spielen Mikrotubuli, Mikrofilamente und Fo-

kalkontakte eine große Rolle (Oakley et al., 1993). Dabei wachsen ihre Mikrofilamente in-

nerhalb der Rillen und Mikrostrukturen der angerauten Oberfläche. Dies kann gezielt einge-

setzt werden, um durch eine mikrostrukturierte Implantatoberfläche Zellen an bestimmten 

Implantatanteilen anwachsen zu lassen. So kann beispielsweise verhindert werden, dass Epi-

thelzellen an Implantaten in die Tiefe migrieren und eine Anlagerung von Osteoblasten be-

hindern. Zusätzlich ermöglicht eine maschinierte Oberfläche die Adhäsion von Fibroblasten, 

die den Implantathals umschlingen und eine Abdichtung gegen Infektionen darstellen (Rom-

pen et al., 2006). Bei der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung des Attachments zeigte 

sich über den gesamten Zeitraum auf den bestrahlten Proben mit einer maschinierten Oberflä-

che ein besseres Attachment der Fibroblasten als auf den mikrostrukturierten. Rasterelektro-

nenmikroskopisch konnte dieses Ergebnis nicht für alle Kultivierungszeiten bestätigt werden, 

da nach 24 Stunden nicht alle Proben eine Besiedelung aufwiesen. Auch der Vergleich zwi-

schen behandelten und unbehandelten Proben konnte nur uneinheitlich durch die Rasterelekt-

ronenmikroskopie bestätigt werden. Für diese Auswertung wurden Übersichtsaufnahmen he-

rangezogen. Detailaufnahmen in ausreichend hoher Vergrößerung wurden exemplarisch für 

den Nachweis des Attachments genutzt. Eine rasterelektronische Untersuchung und Auswer-

tung aller Prüfkörper in hinreichend hohen Vergrößerungen war zeitlich nicht praktikabel.  

Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Bedeckung war hier die günstigere Metho-

de und zeigte eine flächigere Bedeckung der Titanoberflächen nach Bestrahlung. Alle Kont-

rollen, die mit den Trägergasen ohne Zündung dieser bestrahlt wurden, zeigten eine punkt-
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förmige Besiedelung der Fibroblasten am Applikationsort. Dies bestätigte sich sowohl auf den 

maschinierten als auch auf den mikrostrukturierten Oberflächen über die gesamte Kultivie-

rungszeit. Somit kann die Studie von Duske et al. (2012) auch für Gingivafibroblasten bestä-

tigt werden. Morphologisch zeigten diese nach Bestrahlung der Proben ein länglicheres, fla-

cheres Wachstum. Die Zellen auf den mitgeführten Kontrollen wiesen eine rundlichere Kon-

figuration auf. Dies bestätigt sich zum Teil bei Betrachtung der Größe. Hier zeigten sich bes-

sere Ergebnisse auf den bestrahlten Probekörpern nach 12 Stunden Kultivierungsdauer. Nach 

4 Stunden wurden gleich große Zellen auf den bestrahlten und den mitgeführten Proben ge-

funden. Lediglich nach 24 Stunden stellten sich die Fibroblasten auf den mitgeführten Kont-

rollen als größer heraus. Die genaue Betrachtung der Oberflächentopografie zeigte signifikan-

te Unterschiede zwischen den maschinierten und mikrostrukturierten Proben über den gesam-

ten Zeitraum. So wiesen die maschinierten Oberflächen größere Zellen nach Bestrahlung auf. 

Einzig nach 12 Stunden erwiesen sich die Vorteile der maschinierten Oberfläche als nicht 

signifikant. Auf dieser zeigten sich die Zellen länglicher, während sie auf mikrostrukturierten 

Proben in die Tiefe zu wachsen schienen. Die Untersuchungen bezüglich der Zellgröße gestal-

teten sich schwierig. So ließ sich die Bedeckung der Titanoberfläche auf den Übersichtsauf-

nahmen gut berechnen. Allerdings stellte sich die Darstellung der Zellumrisse als nicht realis-

tisch dar. Da Gingivafibroblasten den Kontakt untereinander suchen und miteinander in Kon-

takt treten, überlagern sich die Zellkörper. So war es mit dem Bildauswertungsprogramm 

nicht möglich reale Zellanzahlen zu zählen. Daher wurde die Zellanzahl auf Bildausschnitten 

in einer höheren Vergrößerung bestimmt und diese mit der prozentualen Bedeckung der 

Übersichtsaufnahmen kombiniert. Dies beschreibt jedoch nur annähernde Ergebnisse, die mi-

teinander in Relation zu setzten sind. 

Unter Berücksichtigung dieser Limitation bestätigt die Analyse der Zellanzahl den Vorteil der 

Bestrahlung. Es zeigten sich über die gesamte Untersuchungsdauer signifikant bessere Ergeb-

nisse für die mit dem Plasmajet behandelten Titanproben. Die Untersuchungen bezüglich der 

Gasbeimischungen ergaben unterschiedliche Resultate über den gesamten Untersuchungszeit-

raum. Diesen sollte in weiteren systematischen Studien nachgegangen werden. Beim Ver-

gleich der Oberflächentopographie zeigten sich ebenfalls uneinheitliche Ergebnisse über den 

gesamten Zeitrahmen.  

Die Untersuchungen bezüglich der biologischen Aktivität zeigten sowohl bei der ALP Analy-

se wie auch bei der WST-1 Auswertung keine klaren Unterschiede zwischen bestrahlten Pro-

ben und Kontrollen. Vor allem die hohen Standardabweichungen der WST-1 Werte erschwer-



Diskussion 

 

- 90 - 

ten die Interpretation. Die ALP Werte der bestrahlten Proben und der unbestrahlten Kontrol-

len unterschieden sich lediglich in der 4-Stunden-Kultur tendenziell. Es bestätigen sich hier 

die Ergebnisse der Analyse der Zellanzahl. Die nachgewiesene homogene Besiedlung der 

Oberflächen nach Plasmabestrahlung resultiert nicht in einer stark erhöhten Zellanzahl und 

damit keiner erhöhten biologischen Aktivität der gesamten Kultur. Auch kann die verbesserte 

Oberflächenbenetzbarkeit der Titanprobe dazu führen, dass die Gingivafibroblasten schneller 

in Kontakt miteinander treten. Dadurch kommt es schon nach kurzer Zeit zur Ausbildung ei-

ner Zellschicht. Dies kann zu einer Hemmung der Zellproliferation führen, der sogenannten 

Kontaktinhibition (Plattner H, 2011, Otten et al., 1971).  

5.5 Therapeutisches Potential – Ausblick 
Die biologisch akzeptablen Temperaturen während der Versuchsdurchführung durch Einstel-

lung definierter Parameter lassen neue Möglichkeiten für zukünftige klinische Anwendungen 

erhoffen. Die thermische Belastbarkeit des periimplantären Knochens, die in der Literatur mit 

einem Grenzwert von 44 °C angegeben wird, muss jedoch in jedem Fall beachtet werden 

(Eriksson et al., 1984). Es sollten zusätzliche Untersuchungen erfolgen, die die Reaktion des 

periimplantären Gewebes bei Bestrahlung der Implantatoberfläche mit kaltem atmosphäri-

schem Plasma bewerten. Eine weitere wichtige Zielsetzung ist die Prüfung von spezifischen 

Radikalfreisetzungen und der Vermeidung harter UV-Strahlung verbunden mit der Anwen-

dung von Plasma (Liebmann et al., 2011; Ring et al., 2010; Lademann et al., 2009; Ptasińska 

et al., 2010).  

Die Verbesserung der Oberflächenbenetzbarkeit durch die Anwendung kalter atmosphärischer 

Plasmen und die Verbesserung der initialen Attachmenthomogenität lassen der Plasmabe-

handlung einen zukünftigen Anteil bei der Oberflächenbehandlung von Implantaten zukom-

men (Yoshinari et al., 2009; Lopez-Heredia et al., 2008). Zusätzlich können kalte atmosphäri-

sche Plasmen für die Desinfektion und Dekontamination von Oberflächen angewandt werden 

(Idlibi et al., 2013; Wind et al., 2009; Berglundh et al., 1991). Dabei kann die Beimischung 

von Sauerstoff zu Helium oder Argon Plasma zu einer nachweislich besseren antiseptischen 

Wirkung beitragen und die Wundheilung fördern (Matthes et al., 2012; Isbary et al., 2011; 

Ermolaeva et al., 2011). Vor allem die Möglichkeit, mittels Plasmen Spalten und Hohlräume 

zu reinigen, zeichnen diese als wirksame Methode zur Biofilmreduktion aus (Koban et al., 

2011; Rupf et al., 2011; Rupf et al., 2010b; Joshi et al., 2010; Sladek et al., 2007). Dies eröff-

net einerseits neue klinische Möglichkeiten im Bereich der Periimplantitistherapie. Anderer-

seits stellen sich dadurch neue Perspektiven in der Kavitätenreinigung, bei der die Dekonta-
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mination der Oberfläche ohne Substanzverlust erwünscht ist, dar (Sladek et al., 2007; Sladek 

et al., 2004). Weitere Untersuchungen beschäftigen sich mit dem Einsatz kalter atmosphäri-

scher Plasmen in der Füllungstherapie, speziell mit dem Einfluss auf den Zahn-Komposit-

Verbund (Rupf et al., 2010a). Die Möglichkeiten der Dekontamination, Desinfektion und 

Verbesserung der Oberflächenbesiedelung der Zellen durch Plasmabestrahlung ergeben ein 

vielfältiges klinisches Potential für die Therapie der Periimplantitis. Zusätzlich besteht die 

Chance durch eine Variation der Plasmaquellengestaltung (Plasmajet, Trägergas) bestimmte 

biologische Wirkungen zu erreichen, um diese therapeutisch anwenden zu können. Die In-

vitro-Studie kann allerdings nur einen kleinen Ausblick auf die künftigen Möglichkeiten der 

Plasmabehandlung geben. Es sind weitere In-vitro-, Tier- und klinische Studien notwendig, 

um die Möglichkeiten und Chancen des kalten atmosphärischen Plasmas in der Zahnmedizin 

zu erfassen. Es steht jedoch außer Frage, dass die Anwendung kalter atmosphärischer Plas-

men interessante Möglichkeiten für die Periimplantitistherapie von Titanimplantaten bietet.  

5.6 Schlussfolgerungen  

Es konnte nachgewiesen werden, dass die Bestrahlung von Titanoberflächen mit kaltem at-

mosphärischem Plasma das Attachment der Zellen flächenbezogen homogenisiert. Die ver-

wendeten primären humanen Fibroblasten zeigten mehr fokale Kontakte, wenn die Oberflä-

chen zuvor mit kaltem Plasma bestrahlt wurden. Die Zellmorphologie stellte sich auf den be-

strahlten Oberflächen verändert dar. Die Fibroblasten wiesen eine länglichere Konfiguration 

auf. Die Zellproliferation und die Zellviabilität wurden nicht beeinflusst.  
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9 Anhang 
 

Geräte und Programme Hersteller 

Mikroskop LEICA DMIL; LEICA Microsystems Fra-

mework, Wetzlar (D) 

REM  FEI XL 30; Fei, Eindhoven (NL) 

Sputter Sputter Coater SC 7640; Quorum Technolo-

gies Ltd., Newhaven (GB) 

Pipettus Accu-Jet pro; Brand, Wertheim (D) 

Pipetten Eppendorf Reference; Eppendorf AG, Ham-

burg (D) 

Fluoreszenzmikroskop Axio Scope A1, Carl Zeiss, Göttingen (D) 

Zentrifuge Heraeus Multifuge 3SR+; Thermo Scientific, 

Waltham (USA) 

Sicherheitswerkbank Hera safe KSP 12; 1/PE AC; Thermo Scien-

tific, Waltham (USA) 

Inkubator Hera cell 240; Thermo Scientific, Waltham 

(USA) 

ELISA Reader Tecan Infinita 200, Magellan V6.6 Tecan, 

Grödig (A) 

Adobe Photoshop CS5 (64bit) Adobe Systems GmbH, München (D) 

Image J 1.43u für Microsoft Windows Wayne Rasband, NIH, Bethesda (USA) 

AxioVision Programm  Carl Zeiss, Göttingen (D) 

Microsoft Office Microsoft Corporation, One Microsoft Way, 

Redmond (USA) 

Materialien  

Zellkulturflasche Cellstar (75 cm², 250 ml); Greiner bio-one, 

Frickenhausen (D) 

Pipettenspitzen Filter Tip; Greiner bio-one, Frickenhausen 

(D) 

Wellplatte 48 well/96 well; Greiner bio-one, Fricken-

hausen (D) 
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Aufbewahrungsgefäß Falcon Blue max (15 ml, 50 ml); BD, Frank-

lin Lakes (USA) 

Eppendorfgefäße (0,5 ml, 1 ml, 1,5 ml); Eppendorf AG, Ham-

burg (D) 

Zählkammer Neubauer; Marienfeld GmbH & Co KG, 

Lauda Königshofen (D) 

Objektträger Super Frost; Menzel-Gläser, Braunschweig 

(D) 

Pipetten Eppendorf PhysioCare; Eppendorf AG, 

Hamburg (D) 

Pipetten Falcon serological (5 ml); BD, Franklin La-

kes (USA) 

REM Stiftprobenteller Plano, Wetzlar (D) 

REM Klebefolien Plano, Wetzlar (D 

Prüfkörper / Titanprobekörper Friadent, Mannheim (D) 

Chemikalien  

Trypanblau Trypan Blue Stain 0,4%, Gibco; Invitrogen, 

Carlsbad (USA) 

Trypsin / EDTA 0,05% / 0,02% in PBS; Biochrom AG, Berlin 

(D) 

PBS  Phosphate buffered saline, PAA Laborato-

ries, Pasching (A) Gibco BRL, Grand Island, 

NY (USA) 

Antibiotika Penicillin und Streptomycin; Biochrom AG, 

Berlin (D) 

Amphotericin B Biochrom AG, Berlin (D) 

Ethanolreihe (30-50-70-96) 

Osmiumtetroxid Carl Roth GmbH, Karlsruhe (D) 

DMSO  Dimethylsulfoxid, Merck AG, Darmstadt (D) 

HMDS Hexamethyldisilazan; Merck AG, Darmstadt 

(D) 

Glutaraldehyd Carl Roth GmbH, Karlsruhe (D) 

Triton X-100 Octylphenolpoly(ethylenglycolether)x; Ro-

che, Grenzach-Wyhlen (D) 
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Bovines Serum Albumin (BSA) 1% in PBS, Gibco; Invitrogen, Carlsbad 

(USA) 

Phalloidin, from Amanita phalloides (P2141) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

(D) 

DAPI 4´, 6-Diamidin-2´-phenylindol-

dihydrochlorid; Roche, Grenzach-Wyhlen 

(D) 

Tween 20 Poly(oxyethylen)x-Sorbitan-Monolaurat; 

Roche, Grenzach-Wyhlen (D) 

Anti Mouse IgG RD Systems, Minneapolis (USA) 

Monoclonal Anti-Vinculin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

(D) 

FBS  Fetal bovine serum, Biochrom AG, Berlin 

(D) 

DMEM / Ham´s F-12 Dulbecco's Modified Eagle's Medium, PAA, 

Velizy-Villacoublay (F) 

Alkaline Phosphatase Assay Kit Biovision, Mountain View, Kalifornien 

(USA) 

Cell Proliferation Reagent WST-1 Roche, Grenzach-Wyhlen, (D) 
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