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1. Einleitung

Die Basis der Therapie parodontaler Erkrankungen ist die Reduzierung und Kontrol-
le der supra- und subgingivalen Bakterien (Goltz 2010). Dies kann in der konventio-
nellen Therapie allein durch die mechanische Therapie erfolgen (Plagmann 1998).
Diese beinhaltet die geschlossene Kirettage, Wurzelglattung und Kontrolle der ora-
len Mundhygiene. Unklar ist dagegen, ob nach der Behandlung langfristig eine er-
kennbare Bakterienreduktion erzielt werden kann. Es konnte bereits 1986 von van
der Velden et al. und spater auch von anderen Studiengruppen dargelegt werden,
dass sich parodontopathogene Keime nicht ausschlie3lich auf dem Sulkusepithel
und der Ubrigen Gingiva etablieren kdnnen, sondern auch vermehrt auf dem Zun-
gengrund und den Tonsillenkrypten (van der Velden et al. 1986, Asikainen et al.
1991, Danser et al. 1994, 1996, Swierkot 2008). Folglich sind Bakterien in der Lage,
nach der parodontalen Behandlung wiederholt eine Reinfektion des Zahnfleisch-
sulcus zu bewirken. Zudem konnte in zahlreichen Studien nachgewiesen werden,
dass bereits behandelte Taschen von nicht behandelten Stellen oft kurzfristig inner-
halb eines Behandlungsintervalls oder auch durch Speichelkontakte anderer Perso-
nen mit Parodontiden reinfiziert werden kénnen (Christersson et al. 1985, Asikainen
et al. 1991, Mombelli et al. 1995, Tinoco et al. 1998). Aus diesem Grunde sind
adjuvante Mittel, wie antiseptische Mundspuillésungen, zur Eliminierung und Vermei-
dung von Reifektion mit parodontopathogenen Bakterien notwendig. Die antisepti-
schen Mundspulldsungen werden in der Zahnmedizin vor allem protektiv vor und
nach der Therapie von Parodonthopathien eingesetzt (Kornman 1987). Eine der am
haufigsten eingesetzten Mundspulldsungen in der Zahnmedizin zur Vorbeugung und
Therapie von oralen Infektionen ist die Chlorhexidin-Mundspullésung (Ruppert
2004). Dieses Antiseptikum hat in diversen Untersuchungen im Vergleich mit an-
deren Substanzen héchste Effektivitat in der Plague- und Gingivitisprophylaxe be-
wiesen und wird als ,Goldstandard” unter den Mundspuillésungen bezeichnet (Addy
1986, Jones 1997, Netuschil et al. 2002, Brecx 2003, Arweiler et al. 2001). Viele
Studien haben gezeigt, dass Chlorhexidin (CHX) als Mundspulldsung sehr effektiv in
der Reduktion der supragingivalen Plaque und Gingivitis agiert (Gjermo & Rolla
1970, Loe & Schiott 1970, Lée & Schiott 1976, Addy & Moran 1983, Addy 1986,
Grossmann et al. 1986, Lang & Brecx 1986, Jenkins et al. 1988). Der Wirkstoff
Chlorhexidin hat sich nicht nur als wichtiger Bestandteil der adjuvanten Parodon-
titistherapie etabliert (one-stage full-mouth disinfection; Quirynen et al. 1995), son-
dern wird auch intensiv bei der Therapie von Erkrankungen im Mund-, Kiefer-, Ge-
sichtsbereich (Olsen 1975, Nash et al.1979), bei Behandlungen vor und nach Ope-
rationen (Gjermo 1974, Macfarlane et al. 1984, Addy 1986) und zur taglichen Pflege
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manuell und geistig eingeschrankter Patienten eingesetzt (Francis et al. 1987,
Kalaga et al. 1989). Aufgrund des breiten Anwendungsspektrums der Chlorhexidin-
Mundspullésung ist es sehr wichtig, die Wirkung dieser Substanz gut zu kennen.
CHX wirkt bevorzugt auf Mikroorganismen. Diverse Autoren zeigten jedoch eine
schadliche Wirkung des CHX auch auf spezifische humane Korperzellen, wie zum
Beispiel Spermazellen (Louis et al. 1985), polymorhkernige Leukozyten (Kenney et
al. 1972), Makrophagen (Knuuttila & Soerederling 1981), Epithelzellen der Haut,
Erythrozyten (Helgeland et al. 1971), Osteoblasten (Bhandari et al. 2001) und Gingi-
vafibroblasten (Alleyn et al. 1991, Cline & Layman 1992, Pucher & Daniel 1992, Ba-
bich et al. 1995, Mariotti & Rumpf 1999, Wilken et al. 2001, Chen et al. 2003). Wei-
terhin ist bekannt, dass die direkte Applikation des Chlorhexidins auf offene Wunden
wahrend eines chirurgischen Eingriffes die Wundheilung verzégern beziehungswei-
se verandern kann (Basetti & Kallenberger 1980). Auf der anderen Seite sprachen
Dragoo et al. (1984) eine Empfehlung tber die Anwendung von Chlorhexidin spe-
ziell nach parodontalchirurgischen Eingriffen aus. Dadurch sollte die Heilung post
operationem verbessert werden, indem die potenzielle Gefahr einer erneuten bakte-
riellen Besiedelung und somit die Mdglichkeit einer Reinfektion unterbunden wird.
Dies bestatigten die Autoren (Dragoo et al. 1984) in einer experimentellen, achtwo-
chigen Studie, in der sie postoperativ eruierten, dass histologisch eine positive Hei-
lungstendenz der mit Chlorhexidin benetzten obersten Gewebsschichten bestand.
Zudem war der klinische Heilungsverlauf sichtbar intensiviert. Auch die Studien-
gruppe von Brennan et al. (1986) kam zur Erkenntnis, dass die Wundbehandlung
mit CHX zu keiner verzdgerten Heilung fihrt. Pitten et al. (2003) konnten hingegen
bei ihren klinischen Untersuchungen an leukopenischen Patienten zeigen, dass bei
prophylaktischer Anwendung von CHX trotz des Nachweises einer signifikanten
Reduzierung der anaeroben und aeroben Bakterienzahlen eine erhthte Rate an
Schleimhautentziindungen und CRP-Erhéhungen auftrat. Ferner wurde eine Hem-
mung des Gewebewachstums in vitro festgestellt (Schnuch et al. 1998), was in tier-
experimentellen Versuchen partiell mit einer verzégerten Wundheilung einherging
(Kramer et al. 1993).

Anhand der widersprichlichen Ergebnisse dieser Studien im Bezug auf die Hei-
lungstendenz der Wunden bei Kontakt mit CHX bleibt die Frage ungeklart, was mit
den Grundstrukturen des Parodontiums wahrend und nach der Behandlung mit CHX
passiert und ob ein uneingeschréankter Einsatz dieser Substanz bei jeder zahn-
arztlichen Therapie nicht fraglich ist. Untersuchungen mit klaren, reproduzierbaren
Ergebnissen haben nicht nur einen erkenntnistheoretischen, sondern vor allem

praktischen Nutzen. Wahrend in Europa die In-vitro-Beurteilung der antiseptischen
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Aktivitdt standardisiert ist (European Committee for Standardization 1997, 2002,
Pitten et al. 2003), konnte bislang kein standardisiertes Modell fir die In-vitro-
Prifung der Vertraglichkeit von antiseptischen Mundspilungen fir das Gewebe
etabliert werden. Zwar weisen diverse Studien eine Vertraglichkeit der Zellen des
Gewebes auf CHX aus, es existieren jedoch nur wenige Studien, in der die Ver-
traglichkeit auf die Gingivafibroblasten der im Handel zu erwerbenden alkoholfreien
CHX-Konzentrationen (0,1 %, 0,2 %) mit realistischen Einwirkzeiten gepruft wurden.
Des Weiteren bleibt bei allen vorliegenden Studien der mdgliche Regenerierungs-
prozess der Zellen Uber funf Tage unbeachtet. Dieses mdégliche Regenerierungs-
potenzial der Zellen ist jedoch notwendig, um die Reversibilitat der verursachten

Zellschadigung feststellen zu kénnen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, experimentell zu Uberprifen, welche Wir-
kung zwei im Handel erhaltliche alkoholfreie CHX-Antiseptika auf die humanen Gin-
givafibroblasten in Abhangigkeit von der Einwirkzeit haben. In einem zweiten An-
satz sollte das Proliferations- und Regenerationsverhalten von humanen Gingivafib-
roblasten im Verlauf von finf Tagen sowohl mit einem Zytotoxizitatstest, basierend
auf einer fotometrischen Messung (MTT-Test), als auch mit dem optischen Verfah-
ren der Zellzahlung und Vitalitatsbestimmung (Cellometer™) analysiert und verglei-

chend bewertet werden.
Folgende Arbeitshypothesen wurden formuliert:

e CHX-haltige Mundspulldsungen haben eine zytotoxische Wirkung auf die

Gingivafibroblasten, welche konzentrations- und zeitabhéngig ist.
« Die Wirkung der beiden Lésungen unterscheidet sich.

e Die Zellen kénnen sich im Laufe von finf Tagen regenerieren und ihren

Stoffwechsel wiederaufnehmen.
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2.

Literaturtbersicht

Mundhdhlenantiseptik

Mundhohlenantiseptika werden aus prophylaktischer oder therapeutischer Indikation

nicht nur in verschiedenen medizinischen Fachbereichen, sondern auch bei Indi-

kationen zur Unterstitzung der hauslichen Mundhohlenhygiene eingesetzt (Pitten et
al. 2000, Pitten et al. 2001).

211

Indikationen

Zahnarztliche Indikationen, in denen Mundhdhlenantiseptika eingesetzt werden kon-

nen (Bansemir et al. 1993), wurden von Pitten et al. (2001) in einem Leitlinienent-

wurf der Fachkommission Klinische Antiseptik prazisiert:

Reduktion der Bakteriamierate bei zahnarztlichen Eingriffen (Bender et al.
1989, Council on Dental Therapeutics AHA 1991, Yamalik et al. 1992)

Reduktion postoperativer Komplikationen nach Mundhdhleneingriffen (Jokinen
1978, Exner et al. 1988, Tomas et al. 2007)

Reduktion der Entstehung infektioser Aerosole in der zahnarztlichen Praxis
(Mohammed et al. 1964, Earnest & Loesche 1991, Vacher et al. 1996)

Wurzelkanalantiseptik (Wennberg 1980, Pitten et al. 2000, Ferraz et al. 2007)

Schleimhautantiseptik vor intraoraler Anasthesie (Pitten & Kramer 1999, 2001
b)

Verbesserung der Mundhdhlenhygiene bei behinderten Menschen und élteren
Menschen (Yanover 1988, Persson et al. 1991)

Kariesprophylaxe (Zickert et al. 1982, Huizinga et al. 1990, Lynch & Breighton
1993, Bratthall et al. 1995, Rijkom et al. 1996, Emilson et al. 1999, Splienth et
al. 1999, Autio-Gold 2008).

Bei den nachsten drei Punkten liegt der Nutzen einer Mundhdhlenantiseptik zwar

nahe, jedoch sind diese Punkte nur schwach durch evidenzbasierte Studien gesi-

chert oder es liegen widerspriichliche Ergebnisse vor:

Verbesserte Mundhygiene bei immunsupprimierten Patienten (Sheperd 1978,
Dreizen et al. 1979, Mc Elroy 1984)

Pravention und Therapie der chemo- oder radiotherapieinduzierten Mukositis
(Spijkervert et al. 1989, Feretti et al.1990)

Mundhéhlenpflege bei Beatmungspatienten (De Riso et al. 1996).
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Das Ziel der Mundhohlenantiseptik ist die Vernichtung, Inaktivierung und/oder Ent-
fernung unerwiinschter Mikroorganismen bei gleichzeitiger Verhinderung einer sto-
renden mikrobiellen Kolonisation (Pitten & Kramer 2001 b); dabei sollen die oralen
Antiseptika die Mundschleimhaut nicht angreifen und moglichst eine schitzende
bzw. die Wundheilung férdernde Wirkung entfalten. Die oben nicht erwdhnte Haupt-
indikation der oralen Antiseptika findet Anwendung vor allem in der Parodontologie
(Ruppert 2004).

21.2 Therapie der Parodontalerkrankungen unter Ber  ticksichtigung der

adjuvanten Anwendung von oralen Antiseptika

Grundsatzlich wird derzeit zwischen konservativen, chirurgischen, adjuvanten und
chemotherapeutischen Therapiemethoden in der Parodontalbehandlung unterschie-
den, die sowohl separat als auch kombiniert eingesetzt werden (Goltz 2010). Die
Voraussetzung einer erfolgreichen Parodontaltherapie ist zunéchst bei allen Thera-
pieformen die Beseitigung der supra- und subgingivalen mikrobiellen Belage, da die-
se zunachst die Ursache parodontaler Erkrankungen darstellen (Plagmann 1998).
Durchgesetzt hat sich heute die konservative, nicht-chirurgische, mechanische The-
rapieform, die das scaling und rootplaning (SRP) beinhaltet (Cobb 1996). In Kom-
bination mit der supragingivalen Plaquekontrolle wird sie heute als der ,Goldstan-
dard* zur Therapie der chronischen Parodontitis angesehen (Van der Weijden &

Timmerman 2002).

Die mechanische Therapie erfolgt heute mittels handelsiblicher Kiretten und mit
rotierenden oder ultraschallbetriebenen Instrumenten (Plagmann 1998). Jedoch hat
die Studiengruppe von Bollen und Quirynen (1996) festgestellt, dass eine vollstan-
dige Entfernung aller subgingivalen Bakterien oder der Konkremente weder mit
Handinstrumenten noch mit ultraschallbetriebenen Instrumenten erreicht wird, die
teilweise Entfernung jedoch dazu beitragen kann, die klinischen Zeichen der Infek-
tion wie die Blutung, die Taschentiefen sowie die Zahnbeweglichkeit zu reduzieren
(Lindhe et al. 1984, Badersten 1987). Nach der Zusammenfassung vieler Studien
lasst sich schlussfolgern, dass zwar direkt nach dem SRP eine Reduktion der tota-
len Bakterienzahl um 90 % zu erzielen ist (Magnusson et al. 1984), eine vollstan-
dige Bakterieneliminierung hingegen nicht zu verwirklichen ist, da die Mikroorga-
nismen tiefer in das Weichgewebe eindringen (Haffajee et al. 1997, Flemmig et al.
1998, Takamatsu et al. 1999, Cugini et al. 2000). Die mechanische Kirettage geht
unselektiv gegen Plaguebakterien vor. Zwar entsteht durch die Behandlung eine
zerstorte Okologische Nische, die aber anschlieRend wiederbesiedelt wird. Die be-

handelte Tasche erreicht drei bis sieben Tage nach dem SRP ihren Ausgangs-
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zustand (Harper et al.1987), jedoch mit einer anderen Zusammensetzung. Dennoch
zeigen viele Studien auf, wie wichtig das Deepscaling in der Parodontaltherapie ist.
Im Schnitt wurden bei Taschen mit einer Sondierungstiefe von 4 - 6 mm und > 6 mm
mittlere Reduktionen der Sondierungstiefe von 1,29 mm und 2,16 mm und Attach-
mentgewinn von 0,55 mm festgestellt, ausgenommen die Furkationen der Molaren
(Nordland et al. 1987, Loos et al. 1988, Swierkot 2008). Insgesamt konnte eruiert
werden, dass sich parodontopathogene Keime nicht nur auf dem Sulcusepithel und
dem Rest der Gingiva etablieren kénnen, sondern auch im gesamten Mundrachen-
raum. Deshalb kénnen Bakterien nach der parodontalen Behandlung eine erneute
Infektion des Zahnfleischsulcus herbeifiihren (Van der Velden et al. 1986, Asikainen
et al. 1991, Danser et al. 1994, 1996). Als weitere Mdglichkeit zur Minimierung der
soeben genannten bakteriellen Translokation wird das Konzept der One Stage Full-
Mouth Disinfection (FMD) bzw. des One Stage Full-Mouth Scaling/Rootplaning (FM-
SRP) diskutiert (Quirynen et al. 1995). Hierbei soll die Durchfihrung des SRPs aller
Quadranten innerhalb von 24 Stunden erfolgen und durch Desinfektion aller oralen
Flachen mit Chlorhexidin (FMD) unterstiitzt werden (Seydenschwanz 2010). Ver-
schiedene Studiengruppen haben uberpruft, ob das einzeitige Vorgehen mit oder
ohne adjuvante Antiseptika (Chlorhexidin) gegeniber dem mehrzeitigen konventio-
nellen SRP Vorteile bringt. Die ersten Studien zum Thema FMD publizierte die Ar-
beitssgruppe der Universitat Leuven (Belgien). Im Vergleich zur klassischen Thera-
pie zeigten sie fur dieses Behandlungsschema, dass die klinischen und mikro-
biologischen Werte bei Patienten mit fortgeschrittener chronischer Parodontitis sig-
nifikant verbessert waren (Quirynen et al. 1995, Bollen et al. 1996, Vandekerckhove
et al. 1996, Mongardini et al. 1999, De Soete et al. 2001, Faveri et al. 2006). Aber
auch bei Patienten mit einer frih beginnenden Parodontitis konnten bessere klini-
sche und mikrobiologische Ergebnisse als beim traditionellen quadrantenweise
erfolgenden Vorgehen erzielt werden (Mongardini et al. 1999, Quirynen et al. 1999).
Die Ergebnisse wurden durch eine neuere Untersuchung derselben Autoren besta-
tigt (Quirynen et al. 2006). Auch eine Untersuchung von Cosyn et al. (2006) tber
den zusatzlichen Effekt der Anwendung eines Chlorhexidinpréaparats zum FM-SRP
bekraftigte die Bedeutung der Antiseptika. Greensteins und Tonettis Kritik (2000) an
diesem Studienprotokoll sowie Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen, die die Unter-
schiede in den klinischen und mikrobiologischen Ergebnissen nicht bestatigen konn-
ten (Apatzidou & Kinane 2004, Apatzidou et al. 2004, Koshy et al. 2005, Wennstrém
et al. 2005, Jervoe-Storm et al. 2006, Kinane & Papageorgakopoulos 2008, Latro-
nico et al. 2008, Swierkot et al. 2009), ermoglichen zurzeit noch keine ab-

schlieRende Wertung dieses Therapiekonzeptes. Weiterhin muss bei der Beurtei-
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lung der unterschiedlichen Ergebnisse beziiglich Quirynens Studienprotokoll beach-
tet werden, dass die Kritiker dieses Protokolls bei der Uberpriifung der Ergebnisse
sich nicht exakt an das Studienprotokoll von Quirynen hielten und somit die Diskre-

panzen aus wissenschaftlicher Sicht kritisch zu beurteilen sind.

Ob sich insgesamt eine chirurgische Therapie als notwendig erweist, ist abhangig
vom Parodontitistyp (gemafd der Klassifikation der AAP 1999, Wiebe 2000), der
Schwere, Ausdehnung und Pathomorphologie der Erkrankung (Rateitschak & Wolf
2004) und vor allem in solchen Féllen indiziert, in denen eine vorausgegangene
konservative Therapie nicht zu Erfolg versprechenden Resultaten gefihrt hat (Zia-
da et al. 2007, Goltz 2010).

Zur Unterstitzung der Keimzahlreduzierung werden schon seit vielen Jahren Anti-
biotika eingesetzt. Jedoch ist ihre Anwendung nur in Kombination mit der mecha-
nischen Therapie sinnvoll, denn ohne diese wird auch der Antibiotikaeinsatz keine
vollstandige Beseitigung der Infektion bewirken. Insbesondere sind Amoxicilin, Me-
tronidazol, Doxycyclin und Clindamycin wirksam gegenuber parodontopathogenen
Bakterien (Eick und Pfister 2004, Walter und Weiger 2006, Goltz 2010). Die Indika-
tion fur die Verschreibung dieser Préparate ist allerdings aufgrund der hohen Gefahr

der Resistenzentwicklung exakt zu stellen (Gordon and Walker 1993).

Die Anwendung anderer chemischer Verbindungen als Mundspulldsungen ist als
Erganzung der taglichen Mundhygiene oder als Bestandteil einer Parodontitisthera-
pie ebenfalls entscheidend. Unterstitzend wird sie sowohl in der Vorbehand-
lungsphase als auch praoperativ zur Minimierung von infektionssverursachenden
Keimen sowie intra- und postoperativ, im Recall zur Infektionsreduzierung bzw. —
prophylaxe eingesetzt (Gjermo 1974, Addy 1986, Killoy 1999, Barnett 2003, Ne-
tuschil et al. 2003, Goltz 2010).

2.1.3 Anforderungen an Antiseptika

Bei der Wahl antimikrobieller Substanzen fir die Pravention und Therapie parodon-
taler Erkrankungen fassen Lang und Brecx (1986) folgende Forderungen an die Wir-

kung eines oralen Chemotherapeutikums zusammen:
« Spezifitat gegenuber der Mikroorganismen

o Effektivitat in ihrer antibakteriellen Wirkung (Hickel 1997; Keimreduktion
> 510910 - Stufen; Kramer 2001)

» Substantivitat, d.h. remante Wirkung durch Adsorption an oralen Flachen

« Sicherheit hinsichtlich einer mdglichst geringen toxischen Wirkung fir die
Mundschleimhaut und den Kérper allgemein
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* Keine Veranderung des 6kologischen Gleichgewichts (Brecx 2003)

« Stabilitat intra -und extraoral.

Die Wirksamkeit eines Antiseptikums ist abhangig von dessen Art, der applizierten
Menge, Konzentration und der Kontaktzeit mit dem Zielort (Rahn et al. 1994). Der
Begriff ,Substantivitat” impliziert die Retention der Substanz in der Mundhdhle sowie
eine ausreichende Adhasion der Wirksubstanz an Zahnhart- und Weichgeweben mit
der Folge einer langeren Verweildauer des Wirkstoffes in antibakteriell wirksamer
Konzentration in der Mundhéhle (Netuschil et al. 1997).

Gebrauchliche Chemotherapeutika

Zu den antibakteriellen plaque- und entziindungshemmenden chemischen Verbin-
dungen gehdren neben Chlorhexidin, Triclosan und &therischen Olen auch Verbin-
dungen von Fluoriden mit Metallionen oder Aminen, Jod und Octenidinlésungen
(Schiffner 2000). In Bezug auf das antimikrobielle Potenzial sowie die Antiplaque-
und Antigingivitis-Effekte ist Chlorhexidin samtlichen Mundspulldsungen deutlich
Uberlegen (Brecx et al. 1992, Renton et al. 1996, Goltz 2010).

Im Folgenden werden die wichtigsten antibakteriellen Wirkstoffe vorgestellt, die in
evidenzbasierten Studien ihre Wirkung bewiesen haben. Es wird jedoch kein An-

spruch auf Vollstandigkeit erhoben.

214 Cetylpyridiniumchlorid

Das Cetylpyridiniumchlorid (CPC)-Molekiil besitzt hydrophile und hydrophobe Grup-
pen, die Interaktionen mit anderen lonen-Gruppen ermdglichen. Scheie (2003) ver-
mutet, dass diese Interaktionen via kationischer Bindung mit Mikroorganismen in
Analogie zu CHX stehen kénnten. CPC erhoht als quarternare Ammoniumverbin-
dung die Bakterienzellwandpermeabilitdt, beglnstigt die Lyse, vermindert den Zell-
metabolismus und die Fahigkeit der Bakterien, an Zahnoberflachen zu haften
(Plischke 2001). Es verfugt tUber ein breites antimikrobielles Spektrum. Es werden
vorwiegend grampositive Bakterien gehemmt (Renton-Harper et al. 1996, Pitten &
Kramer 2001 a). Diese Hemmung kann durch zahlreiche Einfllisse - wie einen nied-
rigeren pH-Wert oder Kalziumionen des Speichels - blockiert werden (Cummins &
Creeth 1992). Seine schwachere Wirkung im Vergleich zum CHX wird auch der
niedrigeren Substantivitat von lediglich funf Stunden zugeschrieben (Elworthy et al.
1996). In Kombination mit dem CHX-Wirkstoff ist es sehr wirksam gegen fungale

und orale Erkrankungen (Fathilah et al. 2012). Zahlreiche Autoren untersuchten den
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klinischen Effekt von CPC und beurteilten die Wirkung widersprtchlich (Ashley et al.
1984, Renton-Harper et al. 1996, Blenman et al. 2005, Garcia-Godoy 2005, Herrera
et al. 2005, White 2005, Witt et al. 2005a, 2005b). Die Studien wurden sehr unter-
schiedlich aufgebaut und dauerten bis zu sechs Monate an. Zum Teil wurde die L6-
sung mit anderen Praparaten kombiniert sowie in ihrer Dosierung variiert. Als Ne-
benwirkungen werden gelegentlich Zahnverfarbungen und selten Auftreten von

Mundbrennen oder Schleimhautulzerationen verzeichnet (Newbrun 1989).

2.1.5  Atherische Ole (Listerine®)

,Listerine“® ist eine kombinierte Mundspuillésung aus atherischen Olen wie Thymol,
Menthol, Eucalyptus und Methylsalicylat, Benzoesaure und ca. 27 % Ethanolanteil
(Ciancio 1992, Swierkot 2008). Die Mundspullésung wird heutzutage in der Gingi-
vitisprophylaxe angewendet. Die Wirkung dieses Antiseptikums beruht auf der De-
naturierung von Proteinen in der Bakterienwand. Es vermindert die Plaguetoxizitat
durch Extraktion der Lipopolysaccharide (Fine 1985, Teucher et al. 1990). Weiterhin
kommt es zur Beeinflussung der Plaqueproliferation. Durch die Hemmung der Pros-
taglandin-Synthese, Verminderung der Chemotaxis neutrophiler Granulozyten und
Unterdrickung der Sauerstoff-Radikal-Bildung hat es unter anderem einen entschei-
denden Einfluss auf die Hemmung von Entziindungsablaufen (Wagner & Wiener
1988; Bernimoulin & Deschner 1995, Sonnenschein 2009). Auch bei dieser Mund-
spullésung wurde ihr additiver Effekt in Kombination mit mechanischer Plaguekont-
rolle bestéatigt (Fine et al. 1985, Charles et al. 2001, Sharma et al. 2004). Allerdings
gibt es widerspruchliche Studien bezuglich der Biofilmreduktion mit Listerine. Eley
(1999) beschrieb die Plaque- und Gingivitishemmung als moderat, was auf die ge-
ringe Substantivitéat zurtickgefihrt wird. Studien, in denen Listerine® erganzend zur
taglichen Zahnpflege verwendet wurden, konnten im Vergleich zu einem Placebo-
praparat ebenso nur eine mafige Biofilmreduktion aufzeigen (Brecx et al. 1992,
Ramberg et al. 1992). Axelsson und Kollegen machten (1991) einen Vergleich zwi-
schen Listerine® und den beiden Chlorhexidin-Gruppen. Dieser Vergleich ergab,
dass die chlorhexidinhaltigen Mundspilungen in Bezug auf die Plaquereduktion
gleich oder starker wirksam waren als Listerine® (Axelsson et al. 1991). Brecx et al.
(1992) und Pizzo et al. (2008) konnten in ihren Studien zeigen, dass Listerine® bei
der Biofilmreduktion vergleichbare Werte wie eine Mundspullésung mit einer Amin-
fluorid-Zinnfluorid-Verbindung (Meridol®) erzielen konnte, jedoch blieb seine Wir-
kung auch hier gegentiber Chlorhexidin deutlich zurtick (Sekino & Ram-berg 2005).
Pizzo et al. (2008) fanden in ihren Studien heraus, dass sich &therische Ole und

Aminfluorid-Zinnfluorid-Verbindungen in der Effektivitdt der Plaquehemmung nicht
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unterscheiden. Es konnte entweder kein oder nur ein geringer antibakterieller Effekt,
noch eine Gingivitisreduktion aufgezeigt werden (Brecx et al. 1990, Maruniak et al.
1992, Swierkot 2008). Diese geringe Wirkung wurde in einer sechsmonatigen Lang-
zeitstudie bestétigt (Grossmann et al. 1989). Pan et al. (1999) konnten zeigen, dass
Listerine® in vitro eine effektivere Plaguehemmung im Vergleich zur Aminfluorid-
Zinnfluorid-Verbindung (Meridol®) bewirken. Ebenso konnten diverse sechsmonati-
ge Langzeitstudien durch mikrobologische und klinische Untersuchungen den signi-
fikanten plaque- und gingivitis-inhibierenden Effekt der Listerine®-Ldsung aufzeigen
(Lamster et al. 1983, Gordon et al. 1985, DePaola et al. 1989, Overholser et al.
1999, Charles et al. 2001, 2004, Sharma et al. 2004). Auch Fine et al. (2005) zeig-
ten klinisch an 78 Probanden bei Nutzung von Listerine® Uber einen Zeitraum von
neun Monaten eine deutliche Plaguereduktion von 59 %. Listerine® prasentiert eine
bessere bakterielle Reduktion in vitro und in vivo im Vergleich mit anderen Mund-
spulungen, die fur die tagliche Anwendung bestimmt sind (Ciancio 2003, Pan et al.
2010).

Schiffner (1999) gab an, dass Nebenwirkungen wie Zahnverfarbungen und Ge-
schmacksirritationen auftreten kénnen. Weiterhin warfen Siegrist et al. (1986) die
Frauge auf, ob nicht der hohe Alkoholgehalt von 27 % und Nebenwirkungen wie
Geschmacksveréanderungen und Zahnfleischbrennen gegen eine tagliche Anwen-
dung sprechen wirden (Siegrist et al. 1986, Bolanowsky et al. 1995, Swierkot
2008). Flemingson et al. (2008) zeigten in ihrer In-vitro-Studie die Wirkung einer Lis-
terine®-Mundspulldsung auf die humanen Gingiva-Fibroblasten auf. Sie testeten in
dieser Studie die Toxizitat der drei Antiseptika Chlorhexidin, PVP-Jod und Liste-
rine® in Abhangigkeit von der Konzentration und Einwirkzeit der Mundspillésungen
auf die Fibroblasten der Mundschleimhaut. Die stark verdinnte Listerine®-Ldsung
(1 % und 2 %) wirkte bei gleicher Verdinnung toxischer als die CHX- und PVP-Jod-

LOsungen.

2.1.6 Triclosan

Triclosan ist ein Phenolderivat und wird aufgrund seiner antibakteriellen Eigen-
schaften als Wirkstoff in Zahnpasten und Mundspillésungen eingesetzt (Bhargava
& Leonard 1996, Jones et al. 2000, Swierkot 2008). Triclosan® bt eine hemmende
Wirkung auf Enzyme des Arachidonsaurestoffwechsels aus und hat somit einen
antiinflammatorischen Effekt auf Haut und Schleimhaut zur Folge (Barkvoll & Rolla
1995, Kjaerheim et al. 1995). Zudem konnten Modéer et al. (1996), Skaare et al.
(1997) und Mustafa et al. (2000) in ihren In-vitro- Studien zeigen, dass Triclosan®

die interleukininduzierte Prostaglandinbiosynthese hemmen kann und somit einen
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antiphlogistischen Effekt besitzt. Aufgrund seiner neutralen Ladung bindet
Triclosan® jedoch nur fir wenige Stunden an oralen Oberflachen und weist demzu-
folge keine langanhaltende Antiplaquewirkung auf (Davies 2007, Swierkot 2008).
Die LOsung dieses Problems lag in der Kombination des Triclosans® mit einem
Copolymer oder Zink, um die Substantivitat in Mundspullésungen und Zahnpasten
zu steigern (Volpe et al. 1993, Swierkot 2008). In klinischen Langzeitstudien konnte
ein Biofilm- und Gingivitisriickgang (Bhargava & Leonard 1996; Bruhn et al. 2002)
und eine reduzierte Zahnsteinbildung festgestellt werden (Svatun et al. 1990). Die
wesentlichen klinischen Studien halten fest, dass Antiseptika mit dem Wirkstoff
Triclosan® in ihrer Effektivitdt hinter denen mit Chlorhexidin einzuordnen sind
(Ciancio 1992, Moran et al. 1992, Renton-Harper et al. 1996, Pitten et al. 2001 b).
Eine Kurzzeitstudie konnte indessen eine vergleichbare Biofilmhemmung bei der
triclosan®- und chlorhexidinhaltigen Mundspullésung feststellen (Ramberg et al.
1992). Neben diesen positiven Eigenschaften von Triclosan® sind diverse Neben-
wirkungen bekannt. So beanstandeten die Patienten nach Gebrauch von Triclosan®
Geschmacksirritationen, Schleimhauterosionen und Schleimhautbrennen (Jenkins
et al. 1993, Swierkot 2008). Schweizer warnte (2001) vor einer geforderten Resis-
tenzentwicklung insbesondere gegen Antibiotika beim weiten Gebrauch von Tric-
losan®. Diese Ergebnisse waren jedoch nicht signifikant, sondern wiesen nur einen
Trend auf. Nichtsdestotrotz hat das Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BfR; 2006)
angeraten, Triclosan® nur im arztlichen Bereich anzuwenden, um potenziellen Re-

sistenzbildungen vorzubeugen (Swierkot 2008).

2.1.7 Octenidin

Octenidin(-dihydrochlorid) ist ein Breitband-Antiseptikum (kationaktives Bispyridin),
das zusammen mit 2 %igem Phenoxyethanol eingesetzt wird. Octenidindihydrochlo-
rid wurde am Sterling Winthrop Research Institute als potenzieller antimikrobieller
Wirkstoff entwickelt (Bailey et al. 1984). Sowohl In-vivo-(Tietz et al. 2005, Sopata et
al. 2008) als auch In-vitro-Studien (Sedlock & Bailey 1985, Tandjung et al. 2007)
konnten die antimikrobielle Wirksamkeit octenidin-basierter Antiseptika gegen eine
grol3e Anzahl an gramnegativen und grampositiven Keimen (Sedlock & Bailey 1985,
Goroncy-Bermes & Harke 1990) und bedingt durch den Wirkmechanismus auch ge-
genuber Bakterien wie MRSA (Sloot et al. 1999, Rohr et al. 2003) zeigen. Des Wei-
teren wirkt Octenidin fungizid (Harke 1989, Ng et al. 2007) sowie gegen lipophile
Viren wie HSV, die bei Verbrennungswunden relevant sein kdnnen (Chen et al.
2005), jedoch nicht gegen Sporen und Protozoen (Harke & Streek 1989).
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Untersuchungen von Kramer und Mdller (2007) weisen auf eine starke Adhéarenz
von Octenidin an Lipidkomponenten in Zellmembranen, wie z.B. Cardiolipin, hin.
Dies konnte eine Erklarung fur die optimale antimikrobielle Wirksamkeit bei ebenso

guter Vertraglichkeit fur Epithel und Wundgewebe sein.

In zahlreichen Studien wurden gute Ergebnisse bei der Plaguehemmung erzielt
(Shern et al. 1980, Emilson et al. 1981, Patters et al. 1983). Die Studiengruppe von
Beiswanger (1990) zeigte, dass 0,1 % Octenidin-Mundspullésung signifikante Re-
duktionen von Plaque um 39 %, Gingivitis um 50 % und gingivaler Blutung um 60 %

erreichte.

Ein groRRer Vorteil von Octenisept® ist die schmerzfreie Anwendung und Wirksam-
keit auf Schleimhauten und offenen Wunden (Harke et al. 1989, 1991).

Mutters und sein Team zeigten (2007), dass Octenidol®, die Mundspillésung, die
seit 2008 erhaltlich ist, eine sehr gute In-vitro-Wirkung gegenuber gepriften gram-
negativen und grampositiven anaeroben und microaerophilen Erregerarten hat, die

bei einer aggressiven oder chronischen Form der Parodontitis gehauft auftreten.

Goroncy-Bermes (2007) konnte in einem Suspensionsversuch gegen Aggregatibac-
ter actinomycetemcomitans und Micromonas micros bei einer Ausgangskeimzahl
von 10® KbE/ml eine vollstandige Abtétung der Testorganismen bereits nach 30 Se-

kunden Einwirkzeit feststellen (Goroncy-Bermes 2007, Langhoff 2007).

Goroncy-Bermes (1999) konnte bei einer Einwirkzeit von 10 Sekunden eine hinrei-
chende Wirkung gegen alle eingesetzten MRSA-Isolate erzielen. Al-Doori et al.
(2007) postulierten auf der Basis dieser Ergebnisse, dass die Octenidol®-Mund-
spullésung zur Sanierung von MRSA-erkrankten Patienten im Mund-Rachen-Raum

verwendbar sein.

Die Wirkung von Octenidol® auf die Zellen der Mundschleimhaut ist bisher nur we-
nig untersucht worden. Es gibt keinen Anhalt fur toxischresorptive Risiken von
Octenidin (Kramer 2001). Im Gegenteil, Miller und Kramer postulierten (2006), dass
Octenidin aufgrund seines hohen Biokompatibilitatsindexes die Wundheilung nicht
negativ, sondern nur positiv beeinflussen kénnte. Auch karzinogene, mutagene,
embryotoxische oder fertilitatsbeeintrachtigende Eigenschaften konnten bislang
nicht nachgewiesen werden (Harke & Streek 1989, Kramer et al. 2004). Von Kalteis
et al. (2003) wurde Octenidin in einer In-vivo-Studie ebenfalls eine geringe Toxizitat
bestatigt (Langhoff 2007).
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2.1.8 Aminfluorid/ Zinnfluorid (Meridol®)

Fluoridhaltige Mundspulldsungen werden etwa seit 50 Jahren angewendet und er-
zielen eine Kariesreduktion zwischen 20 und 59 % (Fure et al. 1998, Marthaler
1990, FDI Commission 2002). In der Wurzelkaries-Pravention hat sich das tagliche
zwei- bis dreimalige Spulen mit einer Amin-Zinnfluorid-Kombination als besonders
effektiv erwiesen (Banoczy & Nemes 1991, Uberschér et al. 1991). Aminfluoride wir-
ken schwach plaguehemmend, weisen aber einen deutlichen Einfluss auf die gin-
givale Entziindung und wirken sich positiv auf die Remineralisierung des Zahn-
schmelzes auf (Muhlemann und Rudolf 1975). Zinnfluourid wirkt dagegen bakterio-
statisch und bakterizid. Der Wirkmechanismus des metallischen Kations beruht auf
der Verminderung des Stoffwechsels, Hemmung der Bakterienaggregation sowie
der Bakterienagglomeration (Bay & Roella 1980, Ogaard et al. 1980, Tinanoff et al.
1980, Leverett et al. 1981, Wieder et al. 1983, Tinanoff 1995). Sie hemmen ver-
schiedene Enzyme. So gehen sie Bindungen mit Enzymen ein, die flir den Trans-
port und Abbau von Zuckern in Bakterienzellen verantwortlich sind (Oppermann et
al. 1980, Bowen 1990). Die lonen konkurrieren ferner mit Kalzium um Bindungsstel-
len an Hydroxylapatit. Dadurch ist die teils Uber Kalziumbriicken vermittelte Anlage-
rung von Bakterien an die Zahnoberflachen gehemmt (Edgar 1990). Metallionen ha-
ben eine gute Substantivitat. Obwohl die Komplexbildung mit oralen Proteinen in vi-
vo die Effektivitat einschrankt (Marsh 1992), sind sie bis zu sechs Stunden plaque-
hemmend wirksam (Bowen 1990). Von hohem praktischen Nachteil ist die geringe
chemische Stabilitdt von ionischen Zinnzubereitungen. Daher kombinierte Mihle-
mann (1981) die beiden Komponenten, um die jeweiligen positiven Eigenschaften
nutzen zu kdnnen (Saxer 1980). Durch diese Kombination entsteht ein stabilisieren-
der Effekt auf Zinnfluorid (Saxer 1981, Schmid 1981). Problematisch war jedoch an-
fangs die Langzeitstabilitat der Verbindung und infolgedessen deren eingeschrante
Lagerungsfahigkeit. Erstmals konnte die GABA International AG (Therwil, Schweiz)
eine auf lange Sicht stabile Aminfluorid-Zinnfluorid-Verbindung (Meridol®) her-
stellen. Mit dieser Kombination wurden in der ersten In-vivo-Kurzzeitstudien zufrie-
denstellende Ergebnisse bei der Biofilm- und Gingivitisreduktion erfasst (Mihle-
mann & Duhamel 1981, Siwerkot 2008). Dies konnte in diversen Kurz- und Lang-
zeitstudien bestatigt werden (Schneider & Miuhlemann 1974, Banoczy et al. 1989,
Banoczy & Nemes 1991, Bley & Gilzow 1991, Zimmermann et al. 1993, Mengel et
al. 1996). Weiterhin belegten Madlena et al. (2005) an 42 Probanden nach 30-se-
kindiger Verabreichung einer AmF/SnF,-haltigen Zahnpaste Uber vier Wochen eine
signifikante Plaquereduktion, die in einer zweiten Gruppe bei Kombination mit einer

AmF/SnF,-haltigen Mundspulldsung sogar noch héher ausfiel (50%). In einer neun-
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monatigen Doppelblindstudie wurden Probanden untersucht, die entweder NaF-
Zahnpasta und -Spullésung, Aminfluorid/Zinnfluorid-Zahnpasta und -Spullésung
oder Aminfluorid/Zinnfluorid-Zahnpasta und Natriumfluorid-Spullésung zur taglichen
Mundhygiene anwendeten (Mengel et al. 1996, Swierkot 2008). Bei allen Formatio-
nen war eine Reduktion der gingivalen Entziindungszeichen, Verminderung der Bio-
filmakkumulation und eine giinstige Verdnderung der supragingivalen Bakterienflora
zu verzeichnen. Am effektivsten zeigte sich mikrobiologisch durch eine deutliche
Reduzierung von beweglichen Bakterien die alleinige Anwendung von Aminfluo-
rid/Zinnfluorid-Zahnpasta und -Spullésung und mit Einschrankungen der kombinierte
Gebrauch von Aminfluorid/Zinnfluorid-Zahnpasta und Natriumfluorid-Spullésung
(Swierkot 2008). Ein In-vitro Vergleich der Amin-Zinnfluorid-Lésung mit Listerinen®
ergab ahnliche Ergebnisse (Netuschil et al. 1995, 1997, Weiger et al. 1997). Brecx
et al. (1990) fanden durch einen Vergleich von Meridol® und CHX in In-vivo-Studien
heraus, dass Meridol® zwar eine hohe Wirksamkeit in der Plaguehemmung und
Gingivitisreduktion zeigt, die Wirkung jedoch geringer ist als bei CHX. Als bekannte
Nebenwirkung treten geh&uft Zahnverfarbungen auf, die allerdings geringer als bei
CHX sind (Brecx et al. 1993, Laine et al. 1993). Schreil postulierte (1991), dass die
gquantitativen und qualiativen Nebenwirkungen bei Aminfluorid-Zinnfluorid-Lésungen
nur gering ausfallen. Aul3erdem lassen die Ergebnisse diverser Studien eine posi-
tive Langzeitwikung der Aminfluorid/Zinnfluorid-Verbindung hinsichtlich der gingi-
valen Gesundheit erkennen (Swierkot 2008), sodass sie additiv zur taglichen me-
chanischen Zahnreinigung eingesetzt werden kdnnen (Banoczy et al. 1989, Brecx et
al. 1992, 1993).

2.1.9 Chlorhexidin

Wie oben bereits erwahnt, wird Chlorhexidin in der Zahnmedizin derzeit fir eine
Vielzahl verschiedener Anwendungen eingesetzt, primar als Mittel zur chemischen
Plaguekontrolle (Ruppert et al. 2004, Goltz 2010). Es kommt gleichermaf3en der Ka-
ries- (Emilson 1994, van Rijkom et al. 1996) und der Parodontitispravention zugute
(Loe 1973, Brecx et al. 2003).

Chlorhexidin gehort zur Gruppe der Bisbiguanide (1,6-bis-4-Chlorphenoldiguanido-
hexan) mit der Summenformel C,,H3,Cl.N1o. Das Chlorhexidin-Molekl ist stark ba-
sisch und besitzt lipophile und hydrophile Gruppen. Als Diglukonatsalz ist es in Was-
ser und Alkohol gut I6slich (Fardal & Turnbull 1986, Ruppert et al. 2004).
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Abbildung 1: Strukturformel Chlorhexidingluconat
(http://www.drugbank.ca/drugs/APRD00545)

Davies et al. beschrieben bereits 1954 den Wirkstoff Chlorhexidin, dennoch wurde
diesem Agens erst nach den ersten systematisch durchgefiihrten klinischen Studien
zum plaguehemmenden Effekt von Lde und Schiétt (1970) Bedeutung beigemes-
sen. Chlorhexidin hebt sich durch sein breites antibakterielles Wirkungsspektrum,
seine Plaguehemmung und vor allem die hohe Substantivitat in der Mundhdhle von
anderen Agenzien ab (Heasman & Seymour 1994, Goltz 2010). Es wirkt hemmend
auf grampositive und in héheren Konzentrationen (ab 0,2 %) auch auf gramnegative
Spezies (Gjermo 1989, Marsh 1992). Daruberhinaus ist es auch gegen Pilze wie
Candida albicans (Tobgi et al. 1987, MacNeill et al. 1997) und einzelne Viren in der
Mundhdhle wirksam (Park and Park 1989, Bernstein et al. 1990) aktiv. Zu den be-
sonders empfindlichen Mikroorganismen gegenuber Chlorhexidin zahlen Sta-
phylococcus spp., Streptococcus mutans (Hefti & Huber 1987, Ciancio 1995),
Streptococcus Salivarius, E.coli und Candida albicans. Weniger sensibel reagieren
Streptococcus sanguis, Proteus spp., Pseudomonas und Klebsiella spp. (Ciancio
1995). Des Weiteren verhindert Chlorhexidin die Bindung von Porphyromonas gin-
givalis, einer der Leitkeime der Parodontitis, an die Epithelzellen. Dadurch kann der
Abbau von Kollagen Typ I, der zu 90 Prozent durch Porphyromonas gingivalis verur-
sacht wird, inhibiert werden (Gendron et al. 1999; Houle et al. 2003).

Zusammenfassend lasst sich die schadigende Wirkung des Chlorhexidins auf die
Bakterienzelle durch folgende Mechanismen beschreiben: eine Absorption an die
Zellwand mit Stérungen des Elektronentransports (Hugo et al. 1966), die Zerstérung
der Permeabilitatsschranke (Gjermo 1975; Kuyyakanond & Quesnel 1992) und in
héheren Konzentrationen durch Eindringen in die Zelle und eine Ausféallung des Zy-
toplasmas mit der Folge des Zelltodes (Hennessey 1973, Rolla & Melsen 1975).

AulRerdem wurde in der Literatur tUber die Beeinflussung des bakteriellen Glu-
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kosestoffwechsels durch Chlorhexidin infolge einer Hemmung membrangebundener
ATPasen diskutiert (Hellwig et al. 2003, Goltz 2010). Die beschriebene Wirkungs-
weise des Chlorhexidins liegt seinem ausgepréagt kationischen Charakter zugrunde.
Das Bisguanid ist durch seine elektrostatische Anziehung in der Lage, an die nega-
tiv geladenen Oberlachen der oralen Hart- und Weichgewebe (Z&hne, Gingiva, Mu-
kosa) und bakteriellen Biofilme zu binden (Davies 1973, Hjeljord et al. 1973, Denton
1991) und steht so als Reservoir fur einen slow release bis zu zwo6lf Stunden in der
Mundhoéhle zur Verfigung und wird nach und nach abgegeben (Rolla et al. 1971,
Schiott 1973, Mandel 1994, Goltz 2010). Bonesvoll (1977) postulierte, dass die CHX
Konzentration im Speichel 4 bis 8 Stunden nach dem Spilen logarithmisch schnell
abfalle, wahrend im darauffolgenden Zeitabschnitt (8 — 24 Stunden) eine bestan-
digere niedrigere Konzentration im Speichel vorherrsche. Rolla et al. (1971) zeigten
ebenfalls in ihren Studien auf, dass die Langzeitwirkung des Chlorhexidins vor allem
in der Adsorbtion des Chlorhexidins an den oralen Oberflachen zugrunde liegt. Nach
einmindtigem Spilen des Mundes mit 0,2 % CHX konnten ca. 30 % CHX der verab-
reichten Dosis zurtickgehalten werden (Bonesvoll et al. 1974). Dabei wird es vor-
wiegend an die anionischen Sulfat-, Phosphat-, und Carboxylat- Gruppen gebunden
und tritt so in Wechselwikung mit den anionischen Glyko- und Phosphatproteinen
der oralen Schleimhdute und des Pellikel (Rolla et al. 1971, Bonesvoll 1977,
Swierkot 2008). Daruberhinaus bindet das Chlorhexidin an das Hydroxylapatit der
Zahne (Sodhi et al. 1992). Bonesvoll et al. berichteten (1974), dass ein dreimaliges
Nachspulen fur 10 Sekunden mit Wasser nach dem Chlorhexidineinsatz ein Ver-
bleiben von 70 Prozent des anfanglich gebundenen CHXs im Mund trotzdem garan-
tiert. Diese Affinitdt ist pH- abhangig (Gjermo, Rolla et al. 1974). Gjermo et al.
(1974) zeigten, dass die Wirkung des Chlorhexidins bei einem pH-Wert unter 3,0
reduziert ist. Gjermo et al. (1970) konnten dies in einem in-vivo Versuch unter Be-
weis stellen indem sie Studenten zunachst mit 0,2 prozentigem CHX spilen liel3en
um daraufhin mit einer verdinnten Essigsaure (pH-Wert=3,0) nachzuspuilen. Etwa
65% des zurlckgehaltenen Chlorhexidins konnten in den Essignachspilungen fest-
gestellt werden. Sie vermuteten, dass die reduzierte Anzahl der Bindungsstellen fur
das Chlorhexidin im sauren Mileu verantwortlich sei (Bonesvoll et al. 1974 a,
Bonesvoll et al. 1974 b, Gjermo et al. 1974 ).

Die Substantivitat des Chlorhexidins ist entscheidend fur dessen plaguehemmenden
Erfolg gegeniiber anderen Mundspullésungen (Gjermo 1974, Bonesvoll & Gjermo
1978). In diversen klinischen Studien wurde festgestellt, dass Mundspulldsungen mit
Chlorhexidin vergleichend mit anderen Wirkstoffen (wie oben bereits erwahnt) einen

starkeren Biofilm- und Gingivitisriickgang verzeichnen kénnen (Brecx et al. 1992,
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1993, Swierkot 2008) und somit ein additives Therapiemittel bei der Pravention der
parodontaler Erkrankungen darstellen. Aus diversen Studien geht hervor, dass CHX
den Plaquebefall und die Entstehung von Gingivitiden um ca. 50 % verringert (L6e
1973, Axelsson & Lindhe 1987, Grossmann 1989, Cummins & Creeth 1992). Aul3er-
dem spielt CHX bei der Hemmung des Kariesbefalls eine entscheidende Rolle
(Emilson 1994, van Rijkom et al. 1996). Loe & Schiott zeigten bereits 1970, dass ein
einmindtiges Spulen mit 10 ml 0,2 % CHX zweimal am Tag ohne weitere Mundhy-
giene komplett die Entstehung von Plaque und Gingivitis verhindere. Auch Lang et
al. (1982) konnten mit ihrer Studie feststellen, dass ein tagliches Spilen mit 0,1 %
oder 0,2% CHX signifikant die Plague —und Gingivitisentstehung reduziere. Des
Weiteren stellten Brecx et al. (1989) unter Beweis, dass ein Spilen mit 0,12 —
prozentigem CHX drei Mal am Tag Uber den Zeitraum von drei Wochen den Ergeb-
nissen einer optimalen mechanischen Mundhygiene entspricht und somit ebenfalls

vollstandig die Entwicklung einer Gingivitis verhindert.

Chlorhexidin gilt derzeit als therapeutischer Standard bei den oralen Antiseptika (Jo-
nes 1997). Die handelsiblichen Produkte, die mit CHX als Wirkstoff werben, zeigen
jedoch erhebliche Effektivititsunterschiede. Die Kombination mit anderen Sub-
stanzen ist hierbei von erheblicher Bedeutung, da diese die reaktive Verfiigbarkeit
des CHX beeinflussen kénnen (Mendieta et al. 1994). Natriumlaurylsulfat beispiels-
weise, das als Detergens haufig in Zahnpasten verwendet wird, neutralisiert das
CHX und schmalert so dessen Wirkung. Dies ist der Grund, aus dem die Empfeh-
lung zur halbstiindigen Pause zwischen dem Z&hneputzen und der Chlorhexidin-
Spulung hervorging (Kolahi and Soolari 2006). Fluoride und Alkohol sind ebenso
fahig, die CHX-Wirkung zu beeinflussen; hier wurde von einem wirkungssteigernden
Effekt berichtet (Herrera et al. 2003). Entsprechend bedeutsam ist die Komposition
des CHX-Praparates (Galenik).

Bei Langzeitanwendung von Chlorhexidin kdnnen verschiedene Nebenwirkungen
auftreten. Am haufigsten wird von schwarzbraunen Verfarbungen der Zéhne, der
Kunststofffillungen und des Zungenriickens (Loe & Schiott 1976, Greenstein & Ber-
mann 1986) berichtet, bedingt durch die Bindung der zweiten kationischen Gruppe
an Farbstoffe, beispielsweise aus Tee, Kaffee und Wein. Die Starke der Farbablage-
rungen zeigt eine Korrelation einerseits zur Haufigkeit des Konsums der verur-
sachenden Genussmittel und andererseits zur Chlorhexidinkonzentration in den an-
gewendeten Spillésungen (Eley 1999). Die Verfarbungen treten gehauft an Restau-
rationen und Wurzeloberflaichen auf, sowie in den Approximalbereichen und dem
Zungenrticken auf (L6e & Schiott 1970). Es wurde auch tber verstarkte Zahnstein-
bildung berichtet (Grossmann et al. 1986, Loe et al. 1976, Mandel 1988). Chlorhexi-
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din bindet auch an die Geschmacksknospen der Zunge. Infolgedessen kommt es
zur reversiblen Geschmacksirritation durch eine Blockade spezifischer Rezeptoren
(Lorenz 2008). Vor allem werden die Geschmacksempfindungen sauer und bitter
beeintrachtigt (Lang et al. 1988, Gjermo 1989). Die Stéarke der Irritation ist auch hier
mengen- und konzentrationsabhangig (Gent et al. 2002). Schleimhauterosionen
konnten in klinischen Untersuchungen nur bei zugleich erfolgtem intensiven Z&hne-
putzen festgestellt werden und wurden infolgedessen als chlorhexidinunabhéngige,
putzbedingte Traumatisierungen eingestuft (Almgvist & Luthman 1988). Weiterhin
wurden Wundheilungsstérungen postoperativ nach sofortiger Applikation beschrie-
ben (Bassetti & Kallenberger 1980).

Bezlglich der Zytotoxizitat des Wirkstoffs Chlorhexidin ergaben In-vitro-Untersu-
chungen von Mariotti & Rumpf (1999), dass CHX fir eine dosisabhangige Reduk-
tion der zellularen Proliferation von humanen Gingivafibroblasten verantwortlich ist.
Des Weiteren konnten sie demonstrieren, dass Konzentrationen von Chlorhexidin
1 uM (0,00009 %), die nur einen sehr geringen Einfluss auf die Proliferation haben,
dennoch signifikant die Produktion sowohl von Kollagen-Proteinen (Reduktion um
65 %) als auch von Nicht-Kollagen-Proteinen (Reduktion um 57 %) der humanen
Gingivafibroblasten reduzieren kénnen. Eine 0,12 % CHX-L6sung bei einer Einwirk-
zeit von 1 Minute hatte eine sifnifikante Reduktion von 98,8 % bzw. 98,2 % der Pro-
duktion sowohl von Kollagen- Proteinen als auch von Nicht-Kollagen-Proteinen zur
Folge. Das Fazit dieser Studie war, dass kommerziell erhéltliche Konzentrationen
von CHX respektive 0,12 % bzw. verdinnt mit einer Konzentration geringer als
0,009 % Gingivafibroblasten toxisch belasten kénnen und daher womdéglich die
Wundheilung negativ beeinflussen. Weiterhin wurde berichtet, dass Chlorhexidin in
vitro in hdchstem Maf3e zytotoxisch gegentber oralen humanen Fibroblasten sowie
Fibroblasten der Haut ist, deren Funktionen, wie Proliferation und Proteinsynthese,
je nach Konzentration der verwendeten Lésung unterschiedlich beeinflusst wurden.
So zeigte eine 0,002 %-ige CHX-Ldsung zwar minimale Zytotoxizitat, unterdriickte
die Zellteilung aber beinahe vollstandig. Auch die Kollagen-Gel-Kontraktion als ein
Modell fur die Wundkontraktion wurde von allen verwendeten Konzentrationen
(0,002 %, 0,005 %, 0,12 %) vielseitig beeinflusst. Die Proteinsynthese z. B. wurde
von 0,005 %- und 0,12 %-igem CHX um 30 bis 50 % reduziert, von 0,002 %-igem
CHX hingegen nicht signifikant (Pucher & Daniel 1992). In einer weiteren Studie
wurde der In-vitro-Effekt niedriger CHX-Konzentrationen auf die Proliferation von pri-
maren humanen Gingivafibroblasten untersucht. Die Zellen wurden 24 Stunden bei
37T Konzentrationen zwischen 0,07 und 40 pM ausgesetzt. Bei Konzentrationen
bis zu 5 pM (0,00025 %) wurden keine signifikanten Effekte auf das Wachstum fest-
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gestellt. Bei Konzentrationen von 10 und 20 yuM (0,0005 und 0,001 %) wurde das
Zellwachstum im Vergleich zu den Kontrollzellen ohne Behandlung um 75 % redu-
ziert (Dogan et al. 2003). Die Auswirkung einer Behandlung von Wurzeloberflachen
mit Chlorhexidin auf die Haftung humaner gingivaler Fibroblasten wurde im Rahmen
einer parodontalen Therapie in einer weiteren In-vitro-Studie Uberprift. Hier wurden
impaktierte Weisheitszahne in vier Scheiben geteilt, fir drei Minuten mit 0,12 %-
igem CHX in Kontakt gebracht, mit destilliertem Wasser abgewaschen und anschlie-
Rend mit humanen gingivalen Fibroblasten unter Verwendung gangiger Zellkultur-
verfahren inkubiert. Im Vergleich zu den Kontrollgruppen gab es einen signifikanten
Unterschied hinsichtlich der Anzahl der anhaftenden Zellen. Der Kontakt der Wur-
zeloberflachen mit Chlorhexidin verhindert eine spatere Anhaftung der Fibroblasten,
was eine Regeneration des Parodontiums verzégern oder sogar ganz verhindern
kann. So postulieren die Autoren dieser Studie, dass ein Kontakt von CHX mit den
Wurzeloberflachen durch physikalische Barrieren zu vermeiden ist (Alleyn et al.
1991). Szep et al. (2003) wiesen die toxikologische Wirkung der CHX-enhaltenden
Guttaperchapoints bei Kontakt zum Mediium von humanen Gingivafibroblasten
nach. Bei Kontakt war eine verringerte Zellzahl, eine hdhere Anzahl an abgerunde-
ten Zellen, eine geringere Zelldichte und eine verringerte Mitoserate im Vergleich
zur Kontrollgruppe zu erkennen (Szep et al. 2003). Ebenfalls ist die zellschadigende
Wirkung des Chlorhexidins auf andere Zellen bekannt. Aktuelle Untersuchungen
zeigten gravierende zytotoxische Effekte chlorhexidinhaltiger Mundspuillésungen auf
humane Osteoblasten (Patel et al. 2006, Cabral & Fernandes 2007) und Kera-
tinozyten (Fabreguette et al. 1994) auf. In einem weiteren Experiment wurden die
zytotoxischen Effekte von Chlorhexidin, Wasserstoffperoxid und Natriumhypochlorid
auf kultivierte humane Fibroblasten sowie basale Keratinozyten getestet. Konzen-
trationen, in denen diese Antiseptika fir gewdhnlich eingesetzt werden, erzeugten
alle eine Zellsterblichkeit von 100%. Dieses Ergebnis zeigte, dass sowohl Fibro-
blasten als auch Keratinozyten als Zellen, die maf3geblich an der Wundheilung be-
teiligt sind, gleichermafRen empfindlich gegeniiber diesen Antiseptika reagieren.
Chlorhexidin ist das Agens mit der geringsten und Natriumhypochlorid das mit der
hdchsten Toxizitat (Tatnall et al. 1990). Auch Damour et al. (1992) bestatigten einen
zytotoxischen Effekt u.a. von CHX bei therapeutischen Konzentrationen gegentber

humanen Fibroblasten und Keratinozyten.

Die systemische Toxizitat des Chlorhexidins ist sehr gering, da nur 0,3 % des in
einer Ublichen Spulldsung enthaltenen Chlorhexidins durch die oralen Schleimhaute
resorbiert werden. CHX wird nur in sehr geringem Umfang im Gastrointestinaltrakt

resorbiert und praktisch fast unverédndert Uber Galle und Faeces wieder aus-
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geschieden, weshalb ein Verschlucken ohne Folgen bleibt (Ruppert et al. 2004). In
Tierversuchen konnte Chlorhexidin bei oralem Gebrauch zu keinem Zeitpunkt im
Serum nachgewiesen werden (Winrow 1973). Obwohl die systemische Toxizitat
groldtenteils als gering beschrieben wird, sollte doch auf eine enge Indikations-
stellung geachtet werden und von einer dauerhaften, taglichen Anwendung ab-
geraten werden (Gjermo 1989). Aufgrund der beschriebenen Nebenwirkungen soll-
te Chlorhexidin nicht langer als 14 Tage angewendet werden; eine Nutzung als Pro-
phylaktikum ist ebenso wenig empfehlenswert (Schmidt 1988, Splieth & Kramer
2000).

Zellulare Nachweismethoden

Untersuchungen bioaktiver Substanzen an Zellkultursystemen gehdren zu den Stan-
dardmethoden der biologisch-medizinischen Forschung. Es wird geprift, welchen
Einfluss diese Substanzen auf Struktur, Viabilitdt und Vitalitat von Zellen haben und
gestatten damit die Eruierung von Wirksamkeit und Nebenwirkungen der Sub-
stanzen auf isolierter zellularer Ebene. Die verschiedenen Nachweismethoden zie-
len auf die Analyse von Proliferation, Wachstum, Differenzierung sowie Apoptose-
und Nekroseereignisse ab. Zellkultursysteme sind Untersuchungen am lebendigen
Organismus, Tierversuchen und klinischen Studien vorzuziehen, denn sie schitzen
die Organismen und gestatten ergebnisbasierte Prognosen zu deren Verlauf (Burk-
hardt 2011).

Die Zellkulturtechniken kénnen grundlegend an zwei unterschiedlichen Ausgangs-

materialien durchgefiihrt werden (Kahl 2003):

1. Primarzellen — hierbei handelt es sich um Zellen, die aus einem Organ oder
Organismus isoliert, nur wenig vermehrt und sofort verwendet werden. Der
Vorteil liegt in der nah an der tatsachlichen Physiologie des entsprechenden
Individuums gelegenen Reaktionsweise auf die Substanzen. Nachteilig zeigen
sich jedoch die interindividuellen Reaktionen von Zellen, die grundlegende
Mechanismen Uberlagern kénnen. Eine Chargengleichheit kann nicht gewahr-
leistet werden und die Ergebnisse kbnnen dementsprechend ambivalent aus-
fallen, was deren Auswertbarkeit beeintrachtigen wirde. Zudem besteht die
Gefahr von Differenzierung und Dedifferenzierung der Zellen mit steigender
Anzahl der Passagen.

2. Zelllinien — hierbei handelt es sich um Zellen, die aus einem Tumor gewonnen
oder mit tumorstimulierenden Agenzien behandelt wurden, um eine nahezu
unbegrenzte Teilungsfahigkeit zu erreichen. Die moéglicherweise am weitesten
verbreitete Zelllinie sind beispielsweise die sogenannten HelLa-Zellen, die dem
Muttermundkarzinom einer afroamerikanischen Frau bereits 1951 entnommen
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und isoliert wurden. Deren Teilungsfahigkeit gestattet bis zum heutigen Tag
den Einsatz dieser Zellen in Zellkultursystemen. Aktuell exisitieren jedoch eine
Vielzahl derartiger Zelllinien aus unterschiedlichen Organismen und Geweben.
Die Vorteile der Nutzung von Zelllinien liegen neben ihrer unbegrenzten
Vermehrbarkeit in der Vergleichbarkeit von Ergebnissen aus unterschiedlichen
Passagen durch die Verwendung dieses nahezu standardisierten Ausgangs-
materials sowie einer héheren Robustheit gegentiber den Primarzellen. Nach-
teilig zeigt sich jedoch auch hier die, wenn auch marginal, so dennoch stattfin-
dende Veranderung dieser Zellen tiber die Zeit, die dazu fuhrt, dass diese Zel-
len Anderungen in ihren Eigenschaften und ihrem Reaktionsverhalten zeigen,
die aus der erheblichen Entfernung von der physiologischen Umgebung resul-
tieren.

In der vorliegenden Studie wurden Primarzellen (ndhere Beschreibung unter Punkt
3.1) gewonnen und verwendet, um eine moglichst hohe Néhe zur physiologischen

Reaktion der Zellen auf die zu testenden Substanzen zu gewébhrleisten.

2.1.10 Viabilitatsassays (Zytotoxizitatsbestimmunge n)

Die Untersuchung der Toxizitdt von Substanzen auf gesunde humane Zellen steht
im Fokus der Betrachtungen bei Viabilitatstests (Burkhardt 2011). Die zugrun-
deliegenden Mechanismen - wie Apoptose oder Nekrose- werden hierbei zunachst
noch nicht eruiert; es geht vielmehr um die Ermittlung mdglicher Nebenwirkungen

eines Praparates (Hartmann et al. 2000).

Zellschadigende Einflisse von Substanzen zeigen sich in einer funktionsbeein-
trachtigenden Einwirkung auf diverse Stoffwechselvorgénge, wie Informationsiuiber-
tragung, Atmung oder Proteinbiosynthese, oder die partielle bis vollstandige Zersto-
rung zellul&rer Strukturen, wie Membran oder Nukleus (Woolf 1999). Nicht reversib-
le Auswirkungen fiihren haufig zum Zelltod, der apoptotischer oder nekrotischer Na-
tur sein kann (Hartmann et al. 2000). In viablen Zellen sind verschiedene Mechanis-
men, wie Proliferation, Wachstum oder diverse Stoffwechselvorgange, intakt (Loffler
& Petrides 1997, Rehner & Daniel 1999).

Einige Zytotoxizitdtsanalysen zielen auf den Nachweis lebender Zellen ab, wie bei-
spielsweise die quantitative Bestimmung von Proteinen, die ausschlief3lich in le-
benden Zellen produziert werden. Andere Assays zeigen die Aufnahme bestimmter
Substanzen in lebende Zellen, wie beispielsweise Ethidiumbromid, das in die DNA
interkaliert. Weitere Testverfahren fokussieren auf die Versehrtheit der Membran
durch die Bestimmung von Substanzen in einer Zellkulturlésung, die sich im Inneren

einer Zelle befinden, bei intakter Zellmembran zurlickgehalten werden und damit
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nicht detektierbar sind. Andere Assays verfolgen das Ziel, tote oder absterbende
Zellen anzuzeigen, indem die Mechanismen der Apoptose und Nekrose, die eben-
falls mit der Ausschuttung bestimmter Substanzen verbunden sind, genutzt werden
(Burkhardt 2011).

Zur Bestimmung der Zytotoxizitat steht demnach eine Reihe an Methoden zur Ver-
figung, die je nach Fragestellung angewendet werden kénnen (Babich et al. 1991,
Martin & Clynes 1991, Kaiser 1999, Berridge & Tan 2000).

Wie bereits erlautert (Kapitel 2.2.7), zeigten diverse Studien anhand von unter-
schiedlichen Zytotoxizitats- (Viabilitats)-bestimmungen die Zytotoxizitat der Mund-
spullésung Chlorhexidin. Die im Rahmen der vorliegenden Studie gewahlten Ver-
fahren zur Zytotoxizitatsbestimmung, MTT- und Cellometer-Test, werden nachfol-

gend kurz erlautert.

2111 MTT-Test

Es handelt sich dabei um einen Assay zur Bestimmung der Lebensfahigkeit und
Proliferationsfahigkeit von Zellen bzw. zur Ermittlung der akuten Toxizitat einer Sub-
stanz (Borenfreund et al. 1988). Mit dem MTT-Test ist es mdglich, schwere und tie-
fer gehende Zellschaden zu charakterisieren. Er geht auf Mosmann (1983) zuruck.
Die Methode beruht auf der enzymatischen Reduktion des ldslichen gelben
Tetrazoliumsalzes MTT (3,(4,5-Dimethylthiazol)-2,5-Diphenyl-Tetrazoliumbromid zu
einem blau-violetten, unldslichen Formazan (Abbildung 2). Die urspriingliche Annah-
me, dass die mitochondriale Aktivitat der Succinat-Dehydrogenase fir diese Reduk-
tionsreaktion ausschlie3lich verantwortlich ist, wurde durch Berridge & Tan (1993)
aufgebrochen. In sehr viel stdrkerem Umfang wird diese Reaktion von NADH und
NADPH aufRerhalb der mitochondrialen Innenmebran, dem Sitz der Atmungs-
kettenkomplexe, ausgefuhrt. Den Nachweis erbrachten die Autoren, indem sie zeig-
ten, dass Inhibitoren der Atmungskette nur zu einem sehr geringen Teil die Reduk-
tion von MTT zu Formazan beeinflussten, die Atmungskette selbst jedoch ihre Funk-

tion in Anwesenheit der Inhibitoren einstellte.
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MTT Formazan
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Abbildung 2: Reduktion von MTT zu Formazan
(http://edoc.hu-berlin.de/dissertationen/medizin/schulz-joachim/HTML/schulz-ch3.html)

Nur lebende, stoffwechselaktive Zellen sind fahig, diese Reaktion durchzufihren.
Der violette Farbstoff fallt aus und reichert sich in den Zellen an (Berridge & Tan
1993). Formazan wird anschlie3end in organischen Losungsmitteln wie salzsaurer
Isopropanolldsung (Mosmann 1983) oder einer Mischung aus SDS, DMSO und Eis-
essig (Lindl 2000) gel6st und die Quantitdt spektralphotometrisch bestimmt. Die
Menge an Formazan korreliert mit dem Proliferationsverhalten der Zellen, was die

Bestimmung der Lebendzellzahl ermdglicht (Mosmann 1983).

Der MTT-Assay ist in der Vergleichbarkeit der Ergebnisse verschiedener Zelltypen
begrenzt, da Aktivitatsunterschiede zwischen verschiedenen Zelllinien und in Ab-
hangigkeit vom Alter einer Kultur unter anderem von Carmichael et al. (1987) und
Vistica et al. (1991) nachgewiesen wurden (Freshney 2005). Alle Autoren postulie-
ren die Notwendigkeit, fir jeden Zelltyp die optimalen Assay-Bedingungen zu ermit-
teln. Die Messung der optische Dichte wird bei den Zellpopulation der HGFIB in der
Literatur mit 540 nm gegen die Referenzwellenlange von 690 nm angegeben (Jeng
et al. 1999, Flemingson et al. 2008, Hirsch et al. 2009, Ahrari et al. 2010, Nowa-
kowska et al. 2012).

2.1.12 Cellometer

Ein Cellometer ist ein mikroskopbasierter Zellz&dhler. In einer einzelnen Messung
kénnen gleichzeitig die Anzahl der lebenden Zellen, die Gesamtzellzahl und der
mittlere Zelldurchmesser erfasst werden. Die Basis des Tests bildet eine
Trypanblau-Farbung, bei der sich Proteine mit dem sauren Diazofarbstoff Trypan-
blau verbinden. Proteine befinden sich im Inneren intakter Zellen; Trypanblau kann
die Zellmembran nicht passieren. Ist eine Zelle jedoch zerstért, wird die Zellmem-
bran durchgangig und die Proteine im Inneren kdnnen sich mit Trypanblau verbin-

den. Auf diese Weise werden ausschlief3lich tote Zellen blau angefarbt und sind von
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den weil3en Zellen unterscheidbar. Ein Cellometer besteht neben der mikroskopi-
schen Komponente aus einer Computereinheit mit spezifischer Software, in welche
die gewdahlte Verdinnung eingetragen werden kann (Burkhardt 2011). Freshney
(2005) sowie Chan et al. (2011) beschreiben diese Methode als sensitiv und repro-
duzierbar. Insbesondere jedoch sind vergleichbare Ergebnisse auch zwischen ver-

schiedenen Zelllinien zu erzielen.

Die verschiedenen vorhandenen Zellkultursysteme sind essenziell fur die lden-
tifizierung und Charakterisierung bioaktiver Substanzen und die Prifung ihrer Bio-
verfligbarkeit sowie flr die Begutachtung potenziell unerwiinschter Nebenwirkungen
(u.a. akute, chronische Toxizitat, Kanzerogenitat, Mutagenitét, Teratogenitat) (Pent-
zien et al. 2005). Die zellchemischen Nachweisverfahren basieren auf den grundle-
genden zellularen Ereignissen Proliferation, Wachstum, Differenzierung und Zelltod
(Apoptose und Nekrose). Erst auf der Basis zellchemischer Untersuchungsergebnis-
se ist die Durchfiihrung Klinischer Studien in vielen Fallen mdglich (Burkhardt
2011).
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3. Material und Methoden

Zellmaterial

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden an adharent wachsenden Zell-
populationen der primaren humanen Fibroblasten der Gingiva (HGFIB, Bestell-Nr:
1210412, Provitro GmbH, Berlin) durchgefihrt. Die Zellen wurden am 10.04.2001
aus der Mundschleimhaut einer 27-jahrigen Frau kaukasischen Typus entnommen
und primar isoliert. Sie wurden bis zur dritten Passage in vitro kultiviert und anschlie-
Bend unter standardisierten Einfrierbedingungen in Cryo-SFM-Medium (Bestell-Nr:
2040102 Provitro GmbH, Berlin) in 2 ml Einfrierréhrchen in flissigem Stickstoff tief-
gefroren. Ein Aliquot der HGFIB enthielt 5 *10° Zellen.

Die HGFIB waren bei der immunhistochemischen Analyse positiv fir den fibro-
blastenspezifischen Rezeptor CD90/Thy-1. Infektionsserologisch wurden die HGFIB
auf Bakterien, Pilze, Mycoplasmen, HIV-DNA und Hepatitis B/C-DNA getestet und

zeigten negative Befunde.

Kulturbedingungen

Die Kultivierung der Zellen erforderte grundsatzlich aseptische Arbeitsbedingungen
und eine standige mikroskopische Kontrolle (Invertmikroskop Axiovert 35, Fa. Zeiss)

nach jedem Schritt.

Die Versuche und Mediumwechsel wurden ausschlieZlich unter der Sterilbank (Fa.
Heraeus, Hannover) durchgefihrt. Alle in der Kultur verwendeten Materialien wur-
den vom jeweiligen Hersteller steril geliefert oder die Materialien wurden im Labor

autoklaviert bzw. steril filtriert.

Die Inkubation der Zellen erfolgte in einem Brutschrank (Sanyo MCO 17 A, Fa.
Krannich, Goéttingen) bei 37<C, mit einem Anteil von 5% CO, und einer Luftfeuch-
tigkeit von 90%.

Zellkulturgefalle

Fur die vorliegende Studie wurden spezielle Zellkulturgefal3e verwendet. Fir die
Subkultivierung der Zellen wurden Kulturflaschen (Cellstar®, Fa. Greiner-Bio-One,

Frickenhausen) verwendet.



Material und Methoden 26

Fur den Kernversuch wurden 12-Well-Platten (Fa. Greiner-Bio-One, Frickenhausen)

verwendet.

Zellmedium, Puffer und Trypsinlésung

Zellmedium: Fur die Anzichtung der Zellen wurde das
Fibroblasten-Medium (Fib-roblast-Growth-Medium, Bes  tell-Nr. 2010401,
Provitro GmbH, Berlin) verwendet. Das Wachstumsmedi um ist eine
sterile Flussigkeit, die 10 % hitzeinaktiviertes f  etales Kalberserum
(FCS) enthalt. Zur Vermeidung einer bakteriellen In  fektion wurden dem
Medium die Antibiotika Amphotericin B (50.00 ng/ml) und Gentamicin
(50.00 pg/ml) beige-mischt. Das Medium selbst wurde im Dun  keln bei
+4-8C aufbe-wahrt. Das Supplement wurde bei -20C gelagert und
unmittelbar vor Gebrauch im Wasserbad bei +37C auf  getaut und dem
Medium beigemischt.

311 Puffer: Phosphat-gepufferte Kochsalzldsung (PBS,
phosphate-buffered sa-line, pH7,4) (Fa. Gibco/lnvitrogen, Karlsruhe)
besteht aus: 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 0,2 g KH ,P0Oq, 1,1 g Na,HPO, in
1LH,0O

3.1.2

Trypsin-Lsg.: Fir das Zahlen und die Subkultivierung mussten die adhéarent wach-
senden Zellen vom Boden abgel6st werden. Dies wird standardmaRig
mit einer Trypsin/EDTA-L6sung (Passage-Kit 2, Bestell-Nr. 2040002,
Provitro GmbH, Berlin) mit einer Einwirkzeit von 5-7 Minuten durch-
gefuhrt. Trypsin hat sein Wirkoptimum bei 37<C, dah er wurden die
Zellen im Brutschrank inkubiert. Nach der abgelaufenen Zeit wird die
proteolytische Wirkung durch die Zugabe von fetalem Kélberserum

beendet, um die Viabilitdt der Zellen zu erhalten.

CHX-LOsungen

Fur diese Untersuchung wurden zwei verschieden konzentrierte, alkoholfreie CHX-
Ldsungen mit dem Handelsnamen Curasept® (Fa. Curaden Healthcare S.R.L.-Mi-
lano) verwendet. In der Tabelle 1 sind die in den Versuchen verwendeten CHX-L6-
sungen in den Konzentrationen 0,12 % und 0,2 % CHX und ihren Zusatzen dar-

gestellt.
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Tabelle 1:  Ubersicht der getesteten Losungen

Produkt Konzentration Zusétze Hersteller
CURASEPT 0,12% CHX  Aqua, Xylitol, Peg- 40 Hydrogenated Curaden
ADS 220® Castor Qil, Propylene, Glicol, Healthcare
Poloxamer 407, Ascorbic Acid, S.R.L.-
Sodium Benzoate, Sodium Milano
Metabisulfite, Sodium Citrate,
C.l. 42090
CURASEPT 0,2 % CHX Aqua, Xylitol, Propylene, Glicol, Curaden
ADS 212® Peg- 40 Hydrogenated Castor Qll, Healthcare
Ascorbic Acid, Aroma, Poloxamer 407, S-_R-'--'
Sodium Metabisulfite, Sodium Citrate, Milano
C.l. 42090

Die Lésungen wurden vor dem Versuchsstart steril filtriert und im Versuch unver-

dinnt eingesetzt.

Subkultivierung von Massenkulturen

Die humanen Fibroblasten wachsen als Monolayer, bilden also nur eine Zellschicht
auf der Kulturflaschenoberflache aus. Sobald die Zellen eine Konfluenz von 70-80%
erreichten, wurden sie abgeltst und mit einer verdiinnten Zelldichte erneut ausge-
sat, um weiteres Wachstum zu erméglichen und auf diese Weise das Zellmaterial
fur die Versuche zu vermehren. Bei einer Konfluenz von 70-80 % stehen die Zellen
untereinander in Kontakt, wodurch die Proliferationsrate stark absinkt und ein Ab-

sterben der Zellen beginstigt wird.

Die Zellkulturen wurden ausgehend vom tiefgefrorenen Aliquot geziichtet (s.0.).

3.1.3 Auftauen tiefgefrorener Zellen

Nach der Entnahme der tiefgefrorenen HGFIB aus dem Stickstofftank wurden die
Zellen zunéchst fur 20 Minuten auf Nasseis und anschlie3end in einem Wasserbad
bei +37<C aufgetaut, dabei wiederholt Uber Kopf ges chiittelt, um ein rapides Auf-
tauen zu erzielen. Die anschlieRenden Arbeiten wurden unter der sterilen Werkbank

durchgefihrt.

Der Uberstand iiber der aufgetauten Zellsuspension wurde vorsichtig mithilfe einer
Vakuumpumpe und einer Pipette abgesaugt. Die Zellsuspension wurde anschlie-
Bend in ein steriles 15-ml-Zentrifugenrohrchen, das mit 10 ml Medium gefullt war,

umgesetzt (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Umsetzung der Zellsuspension in ein Zentrifugenréhrchen

Das Zentrifugenréhrchen wurde bei Raumtemperatur und 250 x g fur 5 Minuten zen-
trifugiert (Labor-Kuhlzentrifuge 2K15C, Fa. Sigma, Minchen), um die Zellen vom
Medium zu trennen. Dieser Schritt diente der Entfernung des Einfriermediums aus
der Zellsuspension, da dieses zytotoxisches DMSO enthélt. Nach dem Entfernen
des Uberschusses mithilfe einer Pipette wurden 10 ml frisches Medium zum Zellpel-
let gegeben und die Suspension schonend auf und abpipettiert, um eine homogene
Durchmischung zu erreichen. Je 5 ml wurden in zwei 25 cm? Kulturflaschen gege-
ben. Die HGFIB wurden entsprechend der Empfehlung von Provitro GmbH mit der
Dichte von 4000 Zellen/cm? ausgesét. Die Schraubendeckel wurden nur zur Halfte
verschlossen, um einen Gasaustausch zu ermdglichen. Die Kulturflaschen mit den

HGFIB wurden im Brutschrank inkubiert.

Nach 24 Stunden fand der erste Mediumwechsel statt. Dabei wurden 4 ml des ver-
brauchten Mediums durch 4 ml frisches Medium pro Kulturflasche ausgetauscht und
die Zellen unter dem Mikroskop auf Adharenz und Dichte kontrolliert. Der Austausch
dient der Entfernung nicht adhéarenter Zellen. Der nachste Mediumwechsel fand 72
Stunden nach der ersten Aussaat statt und diente dem Abtransport der Aus-
scheidungsstoffe der Zellen und deren Versorgung mit Nahrstoffen.

Am vierten Tag nach der ersten Aussaat fand die erste Abtrypsinierung (Pas-
sagierung) statt, da die adharent wachsenden Zellen eine Konfluenz von 70-80%
der Kulturflaschenoberflache erreicht hatten (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Fibroblasten bei Konfluenz von 80%

Im Laufe der gesamten Versuchsreihe erfolgte die Abtrypsinierung stets nach dem

gleichen Protokoll, das nachstehend aufgefuhrt ist:

1.
3.

Vorsichtiges Absaugen des gesamten Mediums

Hinzufiigen von 2 ml auf 37C vorgewarmte Phospha t-gepufferte Kochsalz-
I6sung (PBS)

. Waschen der Zellen durch mehrfaches Schwenken der Kulturflaschen, um

Medium- und Serumreste grundlich zu entfernen

. Entfernen des PBS und Hinzufligen von 2 ml steriler, auf 37<C vorgewarmter

Trypsin-EDTA-LOsung
Inkubation der Flaschen im Brutschrank fiir 5-7 Minuten

Die Ablosung der Zellen vom Flaschenboden wurde mikroskopisch kon-
trolliert (Abbildung 5) und zusatzlich durch schonendes Klopfen am Flaschen-
boden verstarkt

Abbildung 5: Abtrypsinierte Zellen
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8. Inaktivierung des Trypsins durch Zugabe von 5 ml Medium mit 10 % fetalem
Kéalberserum zu den Zellen

9. Aufnahme des gesamten Inhalts der Flasche mittels einer Pipette und Um-
setzten in ein 15 ml-Zentrifugenréhrchen

10. Nachspuilen der Flasche mit 5 ml Medium, um die noch lose an der Kulturfla-
sche haftenden Zellen abzuspulen

11. Zentrifugation bei Raumtemperatur und 250 x g fur 5 Minuten

12. Entfernen des Uberstandes und Resuspension des Zellpellets in 1 ml Me-
dium

13. Entnahme von 20 ul Zellsuspension fur den Objekttrager und Zellzdhlung mit-
tels Cellometer TN Auto T4 (Nexcelom Bioscence, Lawrence, USA), um die
Gesamtzellzahl zu bestimmen

14. Homogene Verteilung einer definierten Zellzahl in frische Zellkulturflaschen
(75cm?) und Zufiihren von 14 ml Medium pro Flasche

15. Mediumwechsel nach 24 Stunden und dann an jedem dritten Tag (Ab-
bildung 6)

Abbildung 6: Mediumwechsel in den Kulturflaschen wéahrend des Anziichtens

Bei Erreichen einer Konfluenz von 70-80% der Kulturflaschenoberflache wurden die
Zellen erneut passagiert; dies war am siebten Tag nach der Aussaat der Fall. Dieser
Vorgang wurde wiederholt, bis eine ausreichende Anzahl an Zellen fir den Versuch
zur Verfigung stand. Im letzten vorbereitenden Schritt fur die Versuche wurden die
Zellen in sogenannte 12-Well-Platten (Zellkulturplatten mit zwélf Vertiefungen zur si-
multanen Durchfiihrung mehrerer Versuche) Uberfuhrt. Pro Versuch benétigte man
2,5-Well-Platten fur 2 Auswertungsmethoden. Jedes Well enthielt eine Konzentra-

tion von 2 x 10° Zellen pro ml Kulturmedium.
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3.14 Kryokonservierung von Zellen

Mit ansteigender Kulturdauer verandert sich das Proliferationsverhalten und das Dif-
ferenzierungsmuster der Fibroblasten. Um die Versuche vergleichen zu kdnnen, ist
daher moglichst auf Zellpopulationen der gleichen Passage innerhalb der Zelllinie
zuriickzugreifen. Aus diesem Grunde wurden die Zellen in den verschiedenen Sta-

dien tiefgefroren. Zu diesem Zweck wurde wie folgt vorgegangen:
e Abtrypsinieren der konfluenten Zellen (siehe dazu Abschnitt 0)
e Zellzhlung
» Zentrifugieren der Zellsuspension bei 250 x g fur 5 min

« Aufnahme der Pellets im 1 ml Cryo-SFM-Medium (Provitro GmbH, Berlin) und

mehrmalige Resuspendierung des Gemisches

 Aufnahme von Aliquots mit je 10° Zellen pro vorgekiihltes Kryoréhrchen
< Einfrieren der Kryoréhrchen nach Herstellerempfehlung.

Nach der Herstellerempfehlung wurden die Zellen in vorgekihlte 1,5-ml-Réhrchen
Uberflhrt und fir 24 Stunden in einem Isopropanolbad bei -80C gelagert, in wel-
chem die Temperatur schrittweise um 1T pro Minute reduziert wurde. Zuletzt wur-
den sie zur Lagerung in Behélter mit flissigem Stickstoff eingelassen. Dieser Vor-
gang ermdglicht ein langsames und schonendes Einfrieren der Zellen unter Vermei-

dung der Eiskristallbildung.

Versuchsdurchfiihrung

3.15 Versuchsaufbau

Die Zellen wurden fur die Behandlung mit den CHX-Lésungen in 12-Well-Platten
umgesetzt. Die Zelldichte wurde auf 2x10° Zellen/ml Kulturmedium/Well eingestellt.
Fur einen Versuch wurden 2,5x12-Well-Platten fur beide Auswertungsverfahren be-
notigt. Die Durchfiihrung der Versuche erfolgte immer in gleicher Reihenfolge mit
denselben Materialien, Zellen der Passagen 6 und 7, in gleichen Zeitabstanden und
unter strenger lichtmikroskopischer Kontrolle. Die Versuche wurden 12-mal wieder-

holt. Jede Versuchsreihe erfolgte als Doppelbestimmung.

Nach dem Befillen der 12-Well-Platten wurden diese im Brutschrank inkubiert.

Nach 24 Stunden fand der erste Mediumwechsel statt.

96 Stunden nach der Aussaat in die Platten fand die Behandlung der Zellen mit

CHX-L6sungen unterschiedlicher Konzentrationen bei zwei unterschiedlichen Ein-
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wirkzeiten statt. Als Kontrolle wurden die Zellen mit PBS gespiilt. Nach 24 Stunden,

3 Tagen und 5 Tagen wurden die Viabilitat und die Zellzahl mittels MTT-Test be-

stimmt.

Der gesamte Versuchsaufbau ist in Abbildung 7 graphisch zusammengefasst.

Auftauen der Zellen

v

Subkultivierung

Y

nach 4 Tagen

Versuchsstart >

Kultivierung in 12-well-Platten

nach 24

A

h

Mediumwechsel,
Inkubation 96h

v

Substanzbehandlung in den wells

0,12% CHX 0,2% CHX

Kontrolle

v v

v

Oh

Auswertung nach
24h, 3.Tag, 5. Tag

v

v

Mittels
Cellometer

Mittels
MTT

Abbildung 7: Versuch

3.1.6 Behandlung der Zellen

aufbau

Das verbrauchte Medium wurde entfernt und 1 ml frisches Medium mit 0,12 % bzw.

0,2 % CHX langsam auf die adharenten Zellen am Rande der Wells pipettiert (Ab-

bildung 8). Nach 1 Minute bzw. 5 Minuten wurden die Lésungen abgesaugt, die Zel-

len mit PBS gewaschen und durch 1 ml frisches Medium ersetzt. Die Kontrolle der

Wells wurde nur mit PBS gewaschen und dann mit neuem Medium gefllt.



Material und Methoden

33

Abbildung 8: Behandlung der Fibroblasten mit den CHX-Spillésungen

Der Aufbau einer 12-Well-Platte mit dem dazugehdérigen Versuchsdesign ist in Ab-

bildung 9 dargestellt.

0,12 %; 0,2 % CHX; 1,5min PBS-Kontrolle
Jeweils MTT und Cellometer

3. Tag

5. Tag

Abbildung 9: Aufbau einer 12-Well-Platte mit zugehdrigem Versuchsdesign

Bis zu den Auswertungszeiten befanden sich die Zellen im Inkubator. Bei den Zel-

len, die nach 3 und 5 Tagen ausgewertet wurden, fand der Mediumwechsel nach 24

Stunden und nach dem dritten Tag statt.
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Auswertungsmethoden

Es wurde mittels zweier unterschiedlicher Methoden die Viabilitat der Zellen (MTT,
Cellometer) und die Zellzahl mittels Cellometer ermittelt. Die MTT- und Cellometer-
auswertung der behandelten Zellen fand jeweils nach 24 Stunden, 3 und 5 Tagen
statt.

3.1.7 Auswertungsvorgehen mittels MTT ( Bestimmung der Viabilitat)

1. Pipettieren von 250 pyl MTT-Substanz (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide,
Fa. Sigma-Aldrich) je Well und Inkubation im Brutschrank fur 2 Stunden

2. AnschlieRende mikroskopische Kontrolle der Bildung violetter Kristalle (Ab-
bildung 10)

Abbildung 10: Fibroblasten nach zweistundiger Einwirkung der MTT-Substanz

3. Absaugen des Mediums und tropfchenweises Hinzufigen von 1 ml DMSO
(Fa. Merck, Hohenbrunn), um die entstandenen Kristalle 16sen zu kénnen

4. Inkubation im Brutschrank fur 15 Minuten

5. Visuelle Kontrolle der gel6sten Kristalle im Lichtmikroskop (Abbildung 11)

Abbildung 11: Fibroblasten nach Einwirkung des DMSO
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. Platzierung der Wells im Photometer (Spectramax M2, Fa. Molecular Devi-

ces, USA)

. Einstellen der Wellenlange von 555 nm fir Fibroblasten und der Re-

ferenzwellenldnge von 690 nm in der zum Photometer gekoppelten Software
(SoftMax® Pro, Fa. Molecular Devices, USA)

Messung der Excitation der Zellen der einzelnen Wells

Anzeigen der Ergebnisse zu den dazugehdrigen Referenzwellenlangen

Fur die Auswertung werden die Ergebnisse der Referenzwellenldnge von den Er-

gebnissen der Exzitationswellenlangen subtrahiert. Die Ergebnisse der Kontrollwells

jeder

Platte wurden als 100% ausgegeben, da hier die Zellen lediglich mit PBS be-

handelt wurden und folglich das unter den angegebenen Bedingungen optimales

Wachstum zeigen.

3.1.8

Auswertungsvorgehen mittels Cellometer

Das Cellometer TM Auto T4 (Nexcelom Bioscence, Lawrence, USA) ist ein mikros-

kopbasierter, automatisierter Zellzahler. Nach weniger als 30 Sekunden wurden die

Ergebnisse (Zellzahl, Viabilitat) Gbersichtlich dargestellit.

1.

2
3
4.
5
6
7

10.
11.

Visuelle Kontrolle der Dichte der adharenten Zellen im Lichtmikroskop
Absaugen des Mediums

Waschen mit 1 ml PBS

Ersetzen der PBS-L6sung durch 250 ul Trypsin-EDTA-L&sung
Inkubation fur 5-7 Minuten im Brutschrank

Zugabe von 1 ml Medium und Resuspension der Zellen

Aufnahme des gesamten Volumens jedes Wells und Umsetzen der Zellen in
ein Zentrifugenrohrchen

Zentrifugieren der Rohrchen bei Raumtemperatur und 250 x g fur 5 Minuten

Entfernen des Uberstandes und Resuspension des Zellpellets in 1 ml Me-
dium

Entnahme von 20 ul Zellsuspension zur Messung

Eingabe des Zelltyps (Fibroblasten), des Verdinnungsfaktors (1) und des
Zelldurchmessers (10-50 nm) in das Programm
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Statistische Auswertungen

Die Wirkung der CHX-Lésungen auf die Viabilitdt und das Proliferationsverhalten
der menschlichen Gingivafibroblasten wurde mithilfe von SPSS, Version 20.0.0,
ausgewertet. Es wurde flr beide Auswertungsverfahren getrennt Gberprift, um vor

allem drei Fragen zu klaren:

e Unterscheidet sich die Wirkung der beiden Konzentrationen auf die
HGFIB in Abhangigkeit von der Einwirkzeit und der Auswertungszeit
voneinander?

e Unterscheidet sich die Wirkung der beiden Einwirkzeiten auf die
HGFIB in Abhéngigkeit von der Konzentration und der Auswertungs-
zeit voneinander?

e Unterscheiden sich die Auswertungszeitpunkte in der Wirkung auf die
HGFIB in Abhangigkeit von der Einwirkzeit und der Konzentration von-
einander?

Zunachst wurde fir jede Kombination Methode-L&sungskonzentration-Einwirkzeit
Uberprift, ob Unterschiede zwischen den verschiedenen Zeitpunkten bestehen und,

falls dem so ist, ob diese signifikant sind.

Dafir wurde im ersten Schritt Gberprift, ob Normalitat und Varianz-Homogenitat fur
alle Kombinationen und Zeitpunkte vorliegen. Diese Informationen sind zur Anwen-
dung des Varianzanalyse-Verfahrens, mit dem Mittelwertsunterschiede zwischen

den Gruppen eruiert werden, essenziell.

Die Prufung auf Varianz-Homogenitat erfolgte mit dem Levene-Test. Bei Ergeb-
nissen kleiner als 0.05 liegt keine Varianzhomogenitat vor. Der Test auf Normal-
verteilung wurde mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test durchgefiihrt. Bei Ergebnissen

unter 0.05 liegt keine Normalverteilung vor.

Die Prufungen zeigten bei fast allen Auswertungskriterien weder eine Normalver-
teilung noch Varianzhomogenitat, denn die Signifikanzen beim Levene-Test und

beim Kolmogorov-Smirnow-Test waren sehr haufig kleiner als 0.05.

In solchen Féllen werden nichtparametrische Verfahren eingesetzt. Um die mdg-
lichen Unterschiede zwischen den Auswertungstagen zu evaluieren, wurde zur
Uberprifung der drei Hypothesen der Friedmann-Test als Alternative zur ANOVA
verwendet; dieser fordert mildere Voraussetzungen. Grundsatzlich wird von ab-
hangigen Messungen ausgegangen, da es sich um Messwiederholungen handelt.
Nachdem beim Friedmann-Test festgestellt wurde, dass die Unterschiede zwischen

den Messzeitpunkten signifikant waren, ergab sich die Frage, wie sich die Zeit-
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punkte untereinander unterschieden. Um Unterschiede bei den Messwiederholun-
gen zwischen zwei Zeitpunkten zu ermitteln, wurde der Wilcoxon-Test verwendet.
Statistisch gesicherte Unterschiede liegen vor, wenn ein Signifikanzniveau kleiner

als 0.05 erreicht wird.

Zur Uberpriifung der ersten Hypothese wurde der Kruskal-Wallis-Test verwendet, da
die Stichproben unabhéngig voneinander unterschiedlichen Behandlungen unter-
worfen wurden. Die Unterschiede zwischen den mit beiden Konzentrationen CHX
behandelten Zellen und der Kontrolle wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test getes-
tet, da hier ebenfalls unabh&ngige Stichproben vorlagen. Die Uberprifung der zwei-

ten Hypothese wurde erneut mittels Mann-Whitney-U-Test durchgefihrt.
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4.  Ergebnisse

Ubersicht

Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse der Zytotoxizitatstests bei unter-
schiedlichen CHX-Konzentrationen und Einwirkzeiten auf primare humane Fibro-

blasten zusammengefasst, grafisch dargestellt und erlautert.

Ergebnisse mittels MTT-Test

41.1 Ergebnisse nach Einwirkzeiten und nach Auswer  tungstagen

Die Ergebnisse der Stoffwechselaktivitdt der HGFIB nach Behandlung mit 0,12 %/
0,2 % CHX und der Kontrolle sind in Tabelle 2 wiedergegeben.

Die Tabelle zeigt die Mittelwerte mit den dazugehorigen Standardfehlern fur die Via-
bilitdt der HGFIB, die mittels MTT bei unterschiedlichen Einwirkzeiten (1,5 Minuten)

und unterschiedlichen Auswertungszeiten (24 h, 3 Tag und 5 Tag) ermittelt wurden.

Tabelle 2: Mittelwerte und Standardfehler fiir die MTT-Messungen (OD) nach der Behandlung mit
0,12 %, 0,2 % CHX und der Kontrolle

1 Minute Einwirkzeit 5 Minuten Einwirkzeit Kontroll e
Konz. CHX 0,12 % 0.2 % 0,12 % 0.2 %
1 Tag 0,30+£0,04 0,22+0,08 0,24+0,02 0,18+0,03 0,38+0,08
2 Tag 0,22+0,09 0,15+0,10 0,20+0,07 0,11+0,07 0,41+0,05
3 Tag 0,31+0,14 0,22+0,14 0,26+0,10 0,18+0,13 0,50+0,05

Die graphischen Darstellungen dieser Werte sind in Abbildung 12 bis Abbildung 14

separat fur jeden Auswertungstag dargestellit.

Die Versuchsreihen mit 0,12 % und 0,2 % CHX zeigten eine Reduktion der meta-
bolischen Stoffwechselaktivitdt der Zellen in Abhangigkeit von der Einwirkzeit der
Mundspullésung: Je langer CHX beider Konzentrationen auf den Zellen verbleibt,
desto starker sind die Zellen in ihrer Aktivitat gehemmt. Dieser Unterschied zwi-
schen den Einwirkzeiten ist bei beiden Konzentrationen am ersten Tag signifikant (p
< 0,002), wobei in allen drei Abbildungen eine einwirkzeitabhangige Hemmung der
Stoffwechselaktivitat bereits erkennbar ist: Die Werte bei einer Minute sind in allen
Fallen hoher als bei funf Minuten Einwirkzeit. Wahrend nach einer Minute Einwirk-
zeit der Mundspillésung zum ersten Auswertungszeitpunkt (24h) bei 0,12 % CHX
0,30 = 0,04 OD gemessen wurde, zeigten sich nach funf Minuten 0,25 + 0,02 OD.
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Im Vergleich dazu wurde bei 0,2 % bei einer Minute Einwirkzeit der Mundspullésung
am ersten Auswertungszeitpunkt (24h) 0,23 £ 0,08 OD gemessen, nach funf Minu-
ten 0,19+ 0,03 OD (Abbildung 12).

1.Tag -MTT
50 Einwirkzeit

W1 ninute
s Minuten

A0

20

OD= Lm1 (Excitation)- Lm2 (Emission)

Kontrolle 0,12-%-Lésung 02-%-Ldsung

Lésung

Fehlerbalken: +/- 1 SD

Abbildung 12: Einfluss der 0,12 % CHX-L6sung, 0,2 % CHX-L&sung und der Kontrolle auf die
HGFIB in Abhéngigkeit von der Einwirkzeit am ersten Auswertungstag

Nach drei Tagen wurde bei einer Minute bei 0,12 % CHX 0,22 + 0,09 OD im Ver-
gleich zu funf Minuten 0,20 + 0,07 OD registriert. Bei 0,2 % CHX wurde nach einer
Minute Einwirkzeit 0,15 + 0,10 OD im Vergleich zu funf Minuten 0,11 + 0,07 OD ge-
messen (Abbildung 13).

3.Tag -MTT
507 Einwirkzeit

W1 Minute
M5 Minuten

40—

,30

20

10

OD= Lm1 (Excitation)- Lm2 (Emission)

0=
Kontrolle 0,12-%-Lésung 0,2-%-Ldsung

Lésung

Fehlerbalken: +-1 SD

Abbildung 13: Einfluss der 0,12 % CHX-L6sung, 0,2 % CHX-L6sung und der Kontrolle auf die
HGFIB in Abh&ngigkeit von der Einwirkzeit am dritten Auswertungstag

Auch nach funf Tagen wurde bei beiden Konzentrationen eine héhere Aktivitat der
Zellen nach einer Minute Einwirkzeit als nach funf Minuten gemessen. Bei 0,12 %
wurde 0,31 + 0,14 OD im Vergleich zu finf Minuten 0,26 + 0,10 OD gemessen. Bei
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0,2 % CHX wurde nach einer Minute CHX-Verweildauer 0,20 + 0,14 OD im Ver-
gleich zu finf Minuten 0,18 + 0,13 OD gemessen (Abbildung 14).

5.Tag - MTT
B0 Einwirkzeit

W1 Minute
W5 Minuten

504

OD= Lm1 (Excitation)- Lm2 (Emission)

Kontrole 0,12-%-Lésung 0,2-%-Losung

Lésung

Fehlerbalken: +- 1 SD

Abbildung 14: Einfluss der 0,12 % CHX-L6sung, 0,2 % CHX-Ldsung und der Kontrolle auf die
HGFIB in Abh&ngigkeit von der Einwirkzeit am flinften Auswertungstag

Die metabolische Aktivitdt war nach der Behandlung mit 0,12 % und 0,2 % CHX bei
allen Versuchsreihen (1-12) bei den beiden Einwirkzeiten (1/ 5 Minuten) an jedem
Auswertungszeitpunkt (1., 3. und 5. Tag) im Vergleich zur Kontrolle signifikant redu-
ziert (p < 0,0001).

4.1.2 Vergleich der CHX-Konzentrationen untereinand  er

Der Vergleich zeigt die Wirkung der einzelnen CHX-Konzentrationen auf die meta-
bolische Aktivitat der Zellen bei unterschiedlichen Einwirkzeiten und Auswer-

tungstagen.

Tabelle 3 zeigt eine Ubersicht tiber die Vergleiche.

Tabelle 3: Paarweise Vergleiche der Mundspiilldsungen in Abhangigkeit von Einwirk- und Aus-
wertungszeit

Einwirkzeit
Auswertungstag ] ]
1 Minute 5 Minuten
1. Tag 0,006 <0,0001
3. Tag 0,12 % CHX vs. 0,2 % CHX 0,089 0,004
5. Tag 0,143 0,114

Abbildung 15 stellt die Unterschiede zwischen beiden Konzentrationen, Einwirkzei-

ten und Auswertungstagen grafisch dar. In Abbildung 15 wird erkennbar, dass die
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Streuungen bei Tag 1 sehr gering ausfielen. Hier sind die Unterschiede zwischen
den beiden Losungen bei beiden Einwirkzeiten signifikant (s. Tab. 3). Bei Tag 3 sind
die Unterschiede geringer und die Streuungen groéRRer, so dass nur noch bei 5-
mindtiger Einwirkzeit ein signifikanter Unterschied zwischen den Losungen erreicht
wurde (s. Tab. 3). Bei Tag 5 ist eine weitere Verringerung und gréf3ere Streuung in
der Abbildung 15 zu sehen. Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den

Ldsungen wurde nicht mehr eruiert, wie man der Tabelle 3 enthnehmen kann.
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Abbildung 15:  Vergleiche der CHX-Konzentrationen in Abhéngigkeit von Einwirkzeit und
Auswertungstag

Fazit: Im MTT-Test zeigte sich, dass die Ldsung mit 0,2 % CHX einen schéa-
digenderen Einfluss auf die Metabolik der Zellen ausiibte als die Losung mit 0,12 %
CHX. Dies gilt insbesondere bei einer 5-minitigen Einwirkzeit. Da die Zellen sich je-
doch im weiteren Zeitverlauf erholen, werden die aus der Behandlung resul-
tierenden Unterschiede aufgehoben, sodass keine Unterschiede mehr ermittelbar

sind.
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4.1.3 Vergleich der Auswertungstage untereinander

Die metabolische Aktivitat war ebenfalls bei 0,12 % und 0,2 % CHX ahnlich: Bei
beiden Einwirkzeiten war die Aktivitat nach funf Tagen am héchsten und nach drei
Tagen am niedrigsten — im Gegensatz zur Kontrolle. Hier war zwar die Aktivitat nach
funf Tagen ebenfalls am hdchsten (0,50 + 0,05 OD), aber zum ersten Auswertungs-
zeitpunkt am niedrigsten (0,38 + 0,080D). Am ersten Auswertungszeitpunkt wurden
bei 0,12 % CHX 0,27 + 0,04 OD, am zweiten Zeitpunkt 0,21 + 0,08 OD und nach
funf Tagen 0,28 £ 0,12 OD gemessen. Bei 0,2 % CHX wurden am ersten Auswer-
tungszeitpunkt 0,21 + 0,06 OD, am zweiten Zeitpunkt 0,13 + 0,09 OD und am dritten
Zeitpunkt 0,20 = 0,13 OD gemessen. Diese Ergebnisse zeigten meist einen signifi-
kanten Unterschied zwischen den Auswertungstagen (p-Werte zwischen 0,006 und
< 0,05; Tabelle 4).

Tabelle 4: Paarweiser Vergleich zwischen den CHX-Konzentrationen in Abhéngigkeit von Einwirk-
zeit und Auswertungszeit

Einwirkzeit
1 Minute 5 Minuten

CHX 0,12 % 3.Tag vs. CHX 0,12 % 1.Tag 0,005 0,010
Vergleiche

CHX 0,12 % 5.Tag vs. CHX 0,12 % 1.Tag 0,695 0,610
(p-Werte)

CHX 0,12 % 5.Tag vs. CHX 0,12 % 3.Tag 0,005 0,015

CHX 0,2 % 3.Tag vs. CHX 0,2 % 1.Tag 0,015 0,005

CHX 0,2 % 5.Tag vs. CHX 0,2 % 1.Tag 0,875 0,814

CHX 0,2 % 5.Tag vs. CHX 0,2 % 3.Tag 0,034 0,008

Wie Tabelle 4 zu entnehmen ist, waren die Unterschiede zwischen Tag 1 und Tag 3,
Tag 3 und Tag 5 meist signifikant. Zwischen Tag 1 und Tag 5 gab es hingegen kei-

ne signifikanten Unterschiede, weil die Werte wieder ahnlich hoch waren.

Anhand der Boxplots in Abbildung 15 ist erkennbar, dass bei einer finfminitigen
Einwirkzeit eine negative Wirkung auf die Zellen stattfand, die sich am Unter-
suchungstag 3 besonders stark zeigte. Von dieser Behandlung konnten die Zellen
sich bis zum Tag 5 offensichtlich gut erholen. Dies zeigt sich auch in der Tabell 4,

dass zwischen Tag 1 und 5 kaum signifikante Unterschiede bestanden.
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Ergebnisse der optischen Zellzahlung

41.4 Ergebnisse nach Einwirkzeiten und nach Auswer  tungstagen

Die Ergebnisse der Gesamtzellzahl der HGFIB nach Behandlung mit 0,12 %, 0,2 %
CHX und der Kontrolle sind in Tabelle 5 aufgefiihrt. Diese zeigt die Mittelwerte und
Standardfehler fur die Gesamtzellzahlbestimmung der HGFIB, die mittels Cello-
meter bei unterschiedlichen Einwirkzeiten an den verschiedenen Auswertungstagen

ermittelt wurden.

Tabelle 5: Mittelwerte und Standardfehler fir die Gesamtzellzahl (x*lO5 Zellen/ml) der HGFIB nach
der Behandlung mit 0,12 %, 0,2 % CHX und der Kontrolle

1 Minute Einwirkzeit 5 Minuten Einwirkzeit Kontroll e
Konz. CHX 0,12 % 0,2 % 0,12 % 0,2 %
1Tag 1,51+0,22 1,46 £ 0,20 1,40 £ 0,38 1,19+ 0,42 1,79+£0,16
2 Tag 1,43 £ 0,26 1,43 +£0,23 1,47 £ 0,20 1,19+ 0,45 1,98 £ 0,27
3 Tag 1,57 £ 0,27 1,41 +£0,36 1,34 £ 0,47 1,14+ 0,27 2,23+0,34

Die graphischen Darstellungen dieser Werte erfolgen in den Abbildungen 16 bis 18

separat fur jeden Auswertungstag.

Die Versuchsreihen mit Konzentrationen von 0,12 % bzw. 0,2 % CHX zeigten eine
Reduktion der Zellzahl in Abhangigkeit von der Einwirkzeit der Mundspullésung. Je
langer die Mundspullésungen auf den Zellen verbleiben, desto geringer war die Ge-
samtzellzahl und dies an jedem der Auswertungszeitpunkte, auf3er bei 0,12 % am
3. Tag. Der Unterschied zwischen den beiden Einwirkzeiten erreicht bei 0,2 % Signi-

fikanzniveau (p < 0,0302).

Wahrend nach einer Minute Einwirkzeit der 0,12 % Mundspulldsung am ersten Aus-
wertungszeitpunkt 1,51 + 0,21 x10° Zellen/ml gemessen wurden, wurden nach finf

Minuten 1,40 + 0,38 x 10° Zellen/m| gemessen.

Bei der 0,2 % CHX-Versuchsreihe wurden nach einer Minute Einwirkzeit der Mund-
spullésung am ersten Auswertungszeitpunkt 1,46 + 0,20 x 10° Zellen/ml, nach funf
Minuten 1,19 # 0,42 x 10° Zellen/ml erfasst (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Einfluss der 0,12 %, 0,2 % CHX-L6sung und der Kontrolle auf die Zellzahl (x*lO5 /ml)
der HGFIB in Abhangigkeit von der Einwirkzeit am 1. Auswertungstag

Nach drei Tagen wurden bei 0,12 % CHX nach einer Minute 1,43 + 0,26 X 10° Zel-
len/ml und nach funf Minuten 1,47 + 0,20 x 10° Zellen/ml registriert und somit ge-

ringflgig mehr als nach einer Minute.

Bei 0,2 % CHX wurden nach drei Tagen und nach einer Minute Einwirkzeit 1,43 +
0,23 x 10° Zellen/ml im Vergleich zu funf Minuten, hier wurden dieses Mal 1,19 +
0,45 x 10° Zellen/ml registriert (Abbildung 17).
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Abbildung 17:  Einfluss der 0,12 %, 0,2 % CHX-L&sung und der Kontrolle auf die Zellzahl (x*105’/ml)
der HGFIB in Abhangigkeit von der Einwirkzeit am 2. Auswertungstag

Nach funf Tagen wurden bei 0,12 % CHX wieder eine héhere Gesamtzellzahl bei
einer Minute Einwirkdauer 1,57 + 0,27 x 10° Zellen/ml im Vergleich zu funf Minuten
1,34 + 0,47 x 10° Zellen/ml gemessen.
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Auch bei 0,2 % CHX wurden wieder eine hohere Gesamtzellzahl nach einer Minute
1,40 + 0,36 x 10° Zellen/ml im Vergleich zu fiinf Minuten 1,14 + 0,27 x 10° Zellen/ml
gemessen (Abbildung 18).

5.Tag
3,00 Einwirkzeit

W1 Minute
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Abbildung 18: Einfluss der 0,12 %, 0,2 % CHX-L6sung und der Kontrolle auf die Zellzahl (x*105//ml)
der HGFIB in Abhangigkeit von der Einwirkzeit am 3. Auswertungstag

Die Gesamtzellzahl war nach der Behandlung mit 0,12 % und 0,2 % CHX bei allen
Versuchsreihen (1-12) bei beiden Einwirkzeiten (1, 5 Minuten) an jedem Auswer-

tungszeitpunkt (1., 3 und 5 Tag) im Vergleich zur Kontrolle signifikant reduziert (p
<0,0001).

4.1.5 Vergleich der CHX-Konzentrationen untereinand  er

Der vollzogene Vergleich beschreibt die Zellwirkung der einzelnen CHX-Konzen-
trationen untereinander bei den unterschiedlichen Einwirkzeiten und Auswertungs-
tagen. Tabelle 6 zeigt eine Ubersicht der Vergleiche.

Tabelle 6: Paarweise Vergleiche der Mundspiilldsungen in Abhangigkeit von der Einwirkzeit und
der Auswertungszeit (Signifikanzen = p-Werte)

Einwirkzeit
Auswertungstag ) ]
1 Minute 5 Minuten
1. Tag 0,410 0,050
3. Tag 0,12 % CHX vs. 0,2 % CHX 0,740 0,055
5. Tag 0,178 0,052

Abbildung 19 stellt die Unterschiede zwischen beiden Konzentrationen, Einwirk-

zeiten und Auswertungstagen grafisch dar.
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Bei der einminitigen Einwirkzeit waren die Unterschiede zwischen den Konzen-
trationen nicht signifikant, jedoch bei der funfminttigen tber alle Tage. Die Signi-

fikanzen lagen zwischen 0,05 und 0,1. Dies ist als statistisch schwach signifikant zu

interpretieren.
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Abbildung 19:  Vergleiche der CHX-Konzentrationen in Abhangigkeit von Einwirkzeit und
Auswertungstag

4.1.6 Vergleich der Auswertungstage untereinander

Die Gesamtzellzahl zeigte nach Einwirkung von 0,12 % und 0,2 % CHX fir beide
Einwirkzeiten einen unterschiedlichen Zeitverlauf auf. Dieser Zeitverlauf zwischen
den beiden LOsungen zeigt signifikante Unterschiede (p < 0,05) an den Auswer-
tungstagen. Nach einer Minute war die Zellzahl bei der 0,12 % CHX-L6sung nach
funf Tagen am héchsten (1,57 + 0,27 x 10° Zellen/ml) und nach drei Tagen am nied-
rigsten (1,43 + 0,28 x 10° Zellen/ml). Nach fiinf Minuten Einwirkzeit war die Zellzahl
nach fiinf Tagen am niedrigsten (1,34 +0,47 x 10° Zellen/ml) und nach drei Tagen
am héchsten (1,47+ 0,20 x 10° Zellen/ml).

Nach einer Minute Einwirkzeit der 0,2 % CHX war die Zellzahl nach 24 Stunden am
héchsten (1,46 + 0,20 x 10° Zellen/ml) und nach fiinf Tagen am niedrigsten (1,41 +

0,36 x 10° Zellen/ml), nach fiinf Minuten Einwirkzeit hingegen war die Zellzahl nach
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24 Stunden (1,19 + 0,42 x 10° Zellen/ml) und nach drei Tagen (1,19+ 0,45 x 10° Zel-
len/ml) gleich und héher als nach fiinf Tagen (1,14 + 0,27 x 10° Zellen/ml).

Tabelle 7 zeigt meist signifikante Unterschiede zwischen Tag 1 und 3, aul3er bei
0,2 % CHX. Zwischen Tag 3 und 5 sind die Unterschiede meist signifikant; zwischen

Tag 1 und 5 hingegen nicht signifikant.

Tabelle 7: Paarweise Vergleiche der Auswertungstage in Abhéngigkeit von der Einwirkzeit und der
Konzentration (Signifikanzen = p-Werte)

Einwirkzeit

1 Minute 5 Minuten

Vergleiche CHX 0,12 % 3Tag vs. CHX 0,12 % 1Tag 0,021 0,005
(p-Werte) CHX 0,12 % 5 Tag vs. CHX 0,12 % 1Tag 0,071 0,722
CHX 0,12 % 5 Tag vs. CHX 0,12 % 3Tag 0,002 0,012
CHX 0,2 % 3 Tag vs. CHX 0,2 % 1Tag 0,108 0,183
CHX 0,2 % 5 Tag vs. CHX 0,2 % 1Tag 0,789 0,683
CHX 0,2 % 5 Tag vs. CHX 0,2 % 3Tag 0,059 0,012

Den Boxplots (Abbildung 19) kann entnommen werden, dass vor allem die funf-
minltige Einwirkzeit eine stark negative Wirkung auf die Zellen austbte, ins-
besondere am Untersuchungstag 3. Von dieser Behandlung konnten sich die Zellen
bis zum Tag 5 offensichtlich gut erholen. Dies zeigt sich auch in der Tabelle 7, dass

die Unterschiede zwischen Tag 1 und 5 kaum Signifikanzlevel erreichen.

Ergebnisse der Viabilitat

41.7 Ergebnisse nach Einwirkzeiten und Auswertungs  tagen

Die Ergebnisse der Viabilitat, d.h. die Anzahl der lebenden Zellen in Relation zu den
toten Zellen, der HGFIB nach Behandlung mit 0,12 % und 0,2 % CHX sowie der
Kontrolle sind in Tabelle 8 wiedergegeben. Die Tabelle zeigt die Mittelwerte mit den
dazugehorigen Standardfehlern fir die Viabilitat der HGFIB, die mittels Cellometer
gleichzeitig zur Gesamtzellzahlbestimmung bei unterschiedlichen Einwirkzeiten und

unterschiedlichen Auswertungstagen ermittelt wurden.

Die Werte sind in den Abbildung 20 bis Abbildung 22 fiir jeden Auswertungstag gra-

phisch dargestellt. Die Versuchsreihen mit einer Konzentration von 0,12 % und
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0,2 % CHX zeigten gegeniiber der Kontrolle ohne CHX eine Reduktion der Viabilitat
in Abhangigkeit von der Einwirkzeit der Mundsptllésung.

Tabelle 8: Mittelwerte und Standardfehler fur die Viabilitat (in %) der HFGIB nach der Behandlung
mit 0,12 %, 0,2 % CHX und der Kontrolle

1 Minute Einwirkzeit 5 Minuten Einwirkzeit Kontroll e
Konz. CHX

0,12 % 0,2 % 0,12 % 0,2 %
1Tag 774 +4.4 76,0 +4.,4 76,2 £ 3,7 73,6 +3,4 940+1,4
2 Tag 75,7+5,4 69,0+2,2 63,0+ 3,0 58,9+3,1 93,1+21
3 Tag 78,3+3,4 77,4 +45 782+4,0 73,6 +3,9 94,3+27

Je langer das 0,12 % und 0,2 % CHX auf den Zellen verbleibt, desto geringer war
die Viabilitdt der Zellen an jedem der Auswertungszeitpunkte. Dieser Unterschied
zwischen den Einwirkzeiten war allerdings nicht signifikant (p < 0.1783).

Nach einer Minute Einwirkzeit der Mundspullésung mit 0,12 % CHX wurde zum ers-
ten Auswertungszeitpunkt (24h) eine Zellviabilitat von 77,4 + 4,4 % gemessen, die-
ser Wert war nach finf Minuten mit 76,2 + 3,7% geringfiigig kleiner (Abbildung 20).

1.Tag
1,00 Einwirkzeit

W1 Minute
W5 Minuten

801

60

Viabilitat

407

20

o=

Kontrolle 0,12-%-Lésung 0,2-%-Ldsung

Lésung

Fehlerbalken: +- 1 SD

Abbildung 20: Einfluss der 0,12 %, 0,2 % CHX-L&sung und der Kontrolle auf die Viabilitat in Prozent
(x*100) der HGFIB in Abhéngigkeit von der Einwirkzeit am 1. Auswertungstag

Nach drei Tagen wurde bei 0,12 % CHX nach einer Minute 75,7 £ 5,4 % und nach 5
Minuten 63,0 = 3,0 % Viabilitat gemessen. Bei 0,2 % CHX wurden nach drei Tagen
nach einer Minute 69,1 + 2,2% und nach funf Minuten 58,9 £+ 31,1 % Viabilitat ge-
messen (Abbildung 21).
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Abbildung 21:  Einfluss der 0,12 %, 0,2 % CHX-Ldsung und der Kontrolle auf die Viabilitét in Prozent
(x*100) der HGFIB in Abhéngigkeit von der Einwirkzeit am 2. Auswertungstag

Nach funf Tagen wurde erneut bei 0,12 % CHX eine geringfligig héhere Viabilitéat
nach einer Minute 78,3 * 3,4% im Vergleich zum Wert nach funf Minuten 78,2 + 4,0

% gemessen.

Auch bei 0,2 % CHX wurde wieder nur eine geringfligig héhere Viabilitdt nach einer
einer Minute (77,4 = 4,5 %) im Vergleich zu funf Minuten (73,6 £ 3,91 %) gemessen
(Abbildung 22).
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Abbildung 22:  Einfluss der 0,12 %, 0,2 % CHX-L6sung und der Kontrolle auf die Viabilitat in Prozent
(x*100) auf die HGFIB in Abhé&ngigkeit von der Einwirkzeit am 3. Auswertungstag

Die Viabilitdt war nach der Behandlung mit 0,12 % und 0,2 % CHX bei allen Ver-
suchsreihen (1-12) beiden Einwirkzeiten (1, 5 Minuten) an jedem Auswertungszeit-

punkt (1., 3., 5. Tag) im Vergleich zur Kontrolle signifikant reduziert (p <0,0001).
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4.1.8 Vergleich der CHX-Konzentrationen untereinand  er

Der Vergleich beschreibt die Zellwirkung der einzelnen CHX-Konzentrationen unter-
einander bei unterschiedlichen Einwirkzeiten und Auswertungstagen. Tabelle 9 zeigt
eine Ubersicht der Vergleiche.

Tabelle 9: Paarweise Vergleiche der Mundspllldsungen in Abhangigkeit von Einwirk- und Auswer-

tungszeit
Einwirkzeit
Auswertungstag 1 Minute 5 Minuten
1. Tag 0,378 0,418
3. Tag 0,12 % CHX vs. 0,2 % CHX 0,590 0,314
5. Tag 0,478 0,014

Abbildung 23 stellt die Unterschiede zwischen beiden Konzentrationen, Einwirkzei-

ten und Auswertungstagen grafisch dar.

Die unterschiedlichen Konzentrationen wiesen keine signifikanten Unterschiede auf
und haben keinen signifikanten Einfluss auf die Viabilitat mit Ausnahme des funften

Auswertungstages nach funf Minuten Einwirkzeit (p < 0.014).
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Abbildung 23:  Vergleiche der CHX-Konzentrationen in Abhangigkeit von Einwirkzeit und
Auswertungstag



Ergebnisse 51

4.1.9 Vergleich der Auswertungstage untereinander

Die Viabilitdt zeigte bei beiden Konzentrationen und beiden Einwirkzeiten sowie der
Kontrolle einen ahnlichen Zeitverlauf. Bei beiden Zeiten und der Kontrolle war die
Viabilitdt nach finf Tagen am hdchsten und nach drei Tagen am niedrigsten. Wah-
rend am ersten Auswertungszeitpunkt bei der 0,12 % CHX-L6sung 76,8 = 4,0 % der
Fibroblasten vital blieben, waren es zum zweiten Zeitpunkt 69,3 + 3,0 % und nach
funf Tagen 78,2 + 4,0 %. Bei der 0,2 % CHX-L6sung waren zum ersten Auswer-
tungszeitpunkt 74,9 + 4,1 % der Fibroblasten vital, zum zweiten Zeitpunkt 64,4 +
2,6 % und nach 5 Tagen 78,3 + 3,5 %. Diese Ergebnisse zeigten bei beiden Losun-
gen und bei der Kontrolle einen signifikanten Unterschied zwischen den Auswer-

tungstagen auf (p-Wert: zwischen <0,004 und 0,02).

Wie in Tabelle 10 erkennbar, waren zwischen Tag 1 und 3 und Tag 3 und 5 meist
signifikante Unterschiede bei beiden Ldsungen eruierbar. Zwischen Tag 1 und Tag

5 waren die Unterschiede bei 0,12 % L6sung bei 5 Minuten signifikant.

Tabelle 10: Paarweise Vergleiche der Auswertungstage in Abhangigkeit von Einwirkzeit und Kon-

zentration
Einwirkzeit
1 Minute 5 Minuten

Vergleiche CHX 0,12 % 3Tag vs. CHX 0,12 % 1Tag 0,023 0,015
(p-Werte)  cHX 0,12 % 5 Tag vs. CHX 0,12 % 1Tag 0,307 0,034

CHX 0,12 % 5 Tag vs. CHX 0,12 % 3Tag 0,014 0,004

CHX 0,2 % 3 Tag vs. CHX 0,2 % 1Tag 0,077 0,013

CHX 0,2 % 5 Tag vs. CHX 0,2 % 1Tag 0,182 0,646

CHX 0,2 % 5 Tag vs. CHX 0,2 % 3Tag 0,004 0,037

Den Boxplots aus Abbildung 23 ist zu entnehmen, dass bei einer funfminitigen Ein-
wirkzeit eine stark negative Wirkung auf die Zellen ausgeiibt wurde, insbesondere
am Untersuchungstag 3. Von dieser Behandlung konnten die Zellen sich bis zum
Tag 5 offensichtlich gut erholen (kaum signifikante Unterschiede zwischen Tag 1
und 5).
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Vergleich von MTT-Test und optischer Zellcharakteri  sierung mittels
Cellometer™ Auto T4

Es ist von grundlegender Bedeutung bei der Suche nach Mechanismen, Struktur-
anderungen und anderen physiologischen und pathologischen Vorkommnissen,
dass unterschiedliche Verfahren zu denselben Ergebnissen fihren. Andernfalls sind
die Ergebnisse nicht gesichert und Schlussfolgerungen daraus nur marginal zu
ziehen. Daher wurde die Frage gestellt, ob die Ergebnisse beider Verfahren mitei-

nander korrelieren.

Der MTT-Test basiert auf der photometrischen Messung metabolischer Aktivitat in
den Fibroblasten. Die Zellzahlbestimmung mittels Cellometer ermittelt hingegen die

Intaktheit der Zellmembran.

Zur Prufung der Ergebnisevidenz wurde der Korrelationskoeffizient bestimmt (Ab-
bildung 24).

Scatterplot fur MTT vs. Cellometer

Methodel chronologisch:methode2: y = 0,7426 + 2,6933*x; r = 0,6836; p = 0.0000;
r?=0,4673

3,5

Zellzahl (Cellometer)

-0,5 : : : : : : :
-0,1 0,0 01 02 03 0,4 05 06 0,7

MTT

Abbildung 24: Korrelationsbestimmung zwischen MTT-Test und Zellzahlbestimmung mittels
Cellometer™ Auto T4 fur HGFIB.

Abbildung 24 lasst erkennen, dass beide Methoden in der hier durchgefuhrten Stu-
die an HGFIB einen signifikanten, positiven Zusammenhang zeigen (r=0,68,

p=0,00). Das heifl3t, dass die hier verwendeten Methoden miteinander korrelieren.
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Zusammenfassungen der Ergebnisse

Die Viabilitat und die Zellzahl zeigten folgende Ergebnisse:

1.

Reduktion der beiden Parameter bei 0,12 % und 0,2 % CHX in Abhangigkeit von
der Einwirkzeit an jedem der Auswertungstage. Bei einer Einwirkzeit von funf Mi-
nuten waren die Zellen starker in ihrer Stoffwechselaktivitdit gehemmt als bei ei-
ner Minute, jedoch war lediglich eine Tendenz zu erkennen; ein statistisches Sig-
nifikanzniveau wurde nur am ersten Auswertungstag beim MTT-Test gefunden.

. Signifikante Reduktion der beiden Parameter bei beiden Einwirkzeiten, beiden

Konzentrationen und jeder Auswertungszeit im Vergleich zur Kontrolle.

. Beide Parameter zeigten sich im Zeitverlauf bei beiden Konzentrationen und bei-

den Einwirkzeiten nach funf Tagen am hodchsten und nach drei Tagen am nied-
rigsten.

. Beide Parameter zeigten im Vergleich beider Konzentrationen an jedem der Aus-

wertungstage und beiden Einwirkzeiten bei 0,2 % CHX durchgéngig geringere
Werte an als bei 0,12 % CHX; dies war bei der funfminitigen Einwirkzeit signi-
fikant.

. Die beiden Auswertungsmethoden korrelieren positiv miteinander.
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5. Diskussion

In diesem Kapitel werden Methodik und Ergebnisse der Versuche zur Zytotoxizitét
von CHX-Ldsungen handelsublicher Konzentrationen auf die HGFIB und deren Re-

generationsverhalten diskutiert und mit bislang verdéffentlichten Studien verglichen.

Untersuchungsmaterial

In der vorliegenden Studie wurde die Wirkung zweier alkoholfreier Mundspullosun-
gen mit unterschiedlicher CHX-Konzentrationen (0,12 %, 0,2 %) auf humane Fibro-
blasten analysiert. Auf alkoholhaltige CHX-Losungen wurde mit Bedacht verzichtet.
Grund dafur war, dass der regulare Ethanol, der in Mundspullldsungen eingesetzt
wird, meist als Lésungsvermittler dient und im Gegensatz zum starkeren Isopropyl-
alkohol nicht als Desinfektionsmittel eingesetzt werden kann (Myklebust 1985, Bart-
zokas et al. 1987). Dementsprechend ist eine antibakterielle Aktivitat von Ethanol
weder in vitro noch in vivo nachzuweisen (Gjermo et al. 1970). Im Gegenteil:
Slomiany et al. (2000) vermuteten sogar anhand ihrer Untersuchungen, dass Alko-
hol die Wundheilung des Gewebes negativ beeinflusst. Gottsegen et al. (1993) stell-
ten fest, dass Alkohol eine toxische Wirkung auf das Parodontalgewebe ausibt, wo-
bei diese Untersuchungen meist an alkoholerkrankten Patienten durchgefihrt wur-
den (Tezal et al. 2001). Dennoch wiesen Poggi et al. (2003) nach, dass auch gerin-
ge Konzentrationen an Acetaldehyd in Mundspullésungen eine dosis- und zeitab-
hangige Hemmung der Zellhaftung und Viabilitat der menschlichen Gingivafibrob-
lasten bewirken. Beides war mit einer Storung des Zytoskeletts und der zytoplasma-
tischen Organellen kombiniert. Die Autoren fanden heraus, dass diese qualitativen
und quantitativen Stoérungen nach Beendigung des Lésungsgebrauchs verschwan-

den.

Es finden sich widersprichliche Publikationen zum Risiko der Entwicklung von ora-
lem Krebs bei Gebrauch alkoholhaltiger Mundspullésungen (Eley 1999): Wahrend
Mashberg et al. (1985) keine Korrelation zwischen der Nutzung der alkoholhaltigen
Mundspulungen und oralem Krebs feststellen konnten, fanden Winn et al. (1991)
eine solche. Der zusammenfassende Rickblick von Elmore & Horwitz (1996) ergab
ebenfalls keine fundierte Kausalitat zwischen alkoholhaltigen Mundspillésungen
und oralem Krebsvorkommen. Zahireiche Studien weisen jedoch darauf hin, dass
der Gebrauch von alkoholhaltigen Mundspuillésungen Schmerzen und Brennen im
Mund verursachen und fur Patienten mit Schleimhauthypersensibilitat problematisch
sein kann (Bolanowski et al. 1995). Weiterhin kann die Nutzung von alkoholhaltigen

Mundspullésungen bei Kindern zum Alkoholkonsum filhren, wenn die L&sung
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versehntlich verschluckt wird (Shulman et al. 1997). In einem Ubersichtsartikel von
Brecx et al. (2003) wird klar herausgearbeitet, dass Alkohol in den meisten Féallen in
einer Mundspulldsung unnétig ist. Diverse Studien gaben Anlass, in der vorlie-
genden Untersuchung keine alkoholhaltigen CHX-L6sungen zu verwenden. Bei-
spielsweise fihrte der Verzicht auf Alkohol in der Mundspullésung zu keiner Min-
derung der Wirksamkeit bei der Reduktion von Plague und Gingivitis. Befunde, in
denen der Alkohol Wirkung gegen planktonische Bakterien im Mundraum entfaltet
(Sissons et al. 1996), wurden mit einer Alkoholkonzentration von 40% erreicht. Die
Alkoholkonzentration der handelsiiblichen Mundspillésungen liegt jedoch mit 5 bis
27% deutlich unterhalb dieser Konzentration. Die Autoren postulieren anhand dieser
Ergebnisse und der mdglichen negativen Eigenschaften des Alkohols, kinftig auf
alkoholhaltige Mundspllésungen zu verzichten, da ein zusatzlicher antibakterieller
Nutzen in den kommerziellen Tinkturen nicht nachweisbar ist (Arweiler et al. 2001,

Leyes Borrajo et al. 2002).

In dieser Untersuchung wurden die Konzentrationen 0,12 % und 0,2 % CHX ausge-
wahlt, da diese auf dem Markt erhaltlich sind und sowohl! im klinischen als auch im
hauslichen Bereich oftmals genutzt werden. Die Plaguehemmung durch CHX ist do-
sisabhangig. Anhand der bisherigen Studien scheint es fir die Plaguehemmung un-
erheblich zu sein, ob gréRere Volumina mit geringen Konzentrationen oder kleinere
Volumina mit hoheren Konzentrationen verabreicht werden (Cumming et al. 1973,
Cancro et al. 1974, Agerbaek et al. 1975, Bonesvoll 1978). Flotra et al. (1972) ha-
ben die These aufgestellt, eine zweimal am Tag durchgefihrte Mundspilung mit ei-
ner Konzentration von ca. 0,2 % CHX kdnne eine Plaguehemmung optimal bewerk-
stelligen. Bei dieser Konzentration scheint die Patientenakzeptanz hoch zu sein bei
gering ausgepragten Nebenwirkungen. Von Konzentrationen Uber 0,2 % wird ab-
geraten, da verstarkt Nebenwirkungen auftreten, insbesondere Geschmacksstérun-
gen, Zahnverfarbungen und Schleimhauterosionen (Flotra et al. 1972, Mendieta et
al. 1994).

Zahlreiche Studien zeigten, dass 0,12 % CHX eine ahnliche Wirkung gegenuber
Plague und Gingivitis aufweist wie 0,2 % CHX, wenn das Volumen der Verdinnung
der 0,12 %-L6sung auf 15 ml (15 ml 0,12 % enthalt 18 mg CHX und 10 ml 0,2 %
enthélt 20 mg CHX) bei ebenfalls zweimaliger Anwendung pro Tag erhéht wurde
(Segreto et al. 1986, Mendieta et al. 1994). Diverse Studien bestétigten diese These
(Smith et al. 1995, Keijser et al. 2003, Van Strydonck et al. 2005). Ernst et al. (1998)
bestétigten dies ebenfalls und vermuteten dariber hinaus, dass beide Kon-
zentrationen CHX in einer Mundspulldsung nicht nur in der Plaguehemmung keine

signifikanten Unterschiede zeigen, sondern ebenfalls in den Nebenwirkungen, wie
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Zahnverfarbungen und Schleimhauterosionen. Aus diesem Grunde war es fir die
vorliegende Studie wichtig zu erfahren, ob die beiden Konzentrationen auch &hn-
liche Ergebnisse bei der Wirkung der Zytotoxizitat auf die Gingivafibroblasten erzie-

len.

Als Untersuchungsobjekt wurden humane Gingivafibroblasten gewahlt. Diese bil-
den den dominierenden Zelltyp im weichen Bindegewebe des Parodontiums und be-
sitzen somit eine zentrale Funktion bei den pathologischen Veranderungen des Pa-
rodontiums und der Wundheilung (Schroeder 1986). Die Fibroblasten sind Produ-
zenten des Stitzgewebes. Sie produzieren Kollagen, ein fibrillares Protein, welches
das Gerdtst der extrazellularen Matrix im Bindegewebe bildet und stitzt. Somit wird
die Gewebeintegritat gewahrleistet (Hassell 1993; Plagmann 1998). Zudem syn-
thetisieren sie Glykoproteine, Proteoglykane, Glykosaminoglykane, die fur die Sta-
bilisierung der extrazellularen Matrix verantwortlich sind (Flemingson et al. 2008).
Die im Versuch verwendeten Fibroblasten lagen im Gegensatz zu dieser komplexen
Konstruktion als Monolayer vor. In dieser Konstellation fehlt den Zellen eine voll-
standige Matrix, in die sie eingebunden sind und die eine funktionelle Barriere mit
Entgiftungspotenzial bildet (Welk et al. 2007). Weiterfihrende Untersuchungen
kénnten daher zur besseren Anpassung an die Verhaltnisse in der Mundhdhle mit
Multilayer-Schichten (Dongari-Bagtzoglou & Kashleva 2006) oder im Explanta-
tionstest als sensitives Screeningmodell durchgefiihrt werden (Semi-in-vivo-Test;
Welk et al. 2007).

Zahlreiche Forschungsgruppen haben fir ihre Versuche Fibroblasten von Patienten
entnommen und in vitro kultiviert (Cline & Layman 1992, Pucher & Daniel 1992,
Mariotti & Rumpf 1999, Flemingson et al. 2008). Sie beziehen sich alle auf die Me-
thode nach Somerman et al. (1988). Im Gegensatz wurden die hier gezeigten Ana-
lysen mit kommerziell erhaltlichen Zellen der Firma Provitro GmbH, Berlin, durchge-
fuhrt. Die Zellen wurden am 10.04.2001 aus der Mundschleimhaut einer 27-jahrigen
Frau kaukasischen Typus enthommen und primér isoliert. Sie wurden bis zur dritten
Passage in vitro kultiviert und anschlieBend standardisiert eingefroren. Ab diesem
Zeitpunkt wurden die Zellen nach den gleichen Kulturbedingungen, wie sie in zahl-
reichen Studien beschrieben wurden, kultiviert (Somerman et al. 1988, Mariotti &
Cochran 1990, Cline and Layman 1992, Pucher and Daniel 1992, Kent et al.1996,
Flemingson et al. 2008). Die Autorin der vorliegenden Studie betrachtet diese Vor-
gehensweise als optimal, da die Gingivafibroblasten von einer Person stammten
und somit die Vergleichbarkeit im Gegensatz zu den genannten Studien hoch war,
da an diesen haufig mehrere Patienten teilgenommen haben oder es wurden unter-

schiedliche Entnahmestellen an einer Person ausgesucht. Somit wurden in den bis-
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her publizierten Studien absolute Aussagen uber die Heterogenitat der Eigenschaf-
ten in den Zelllinien humaner Gingivafibroblasten erschwert. Von verschiedenen In-
dividuen, unterschiedlichen Stellen sowie von kranken oder gesunden Geweben
entnommene orale Fibroblasten kdnnen in ihrer Zellmorphologie, dem proliferativen

Potenzial (Larjava et al. 1989, Hakkinen & Larjava 1992), differieren.

Die Vorgehensweise in der vorliegenden Studie stutzt sich auf die Analysen von
Kent et al. (1995). Die Autoren zeigten, dass kultivierte menschliche Gingivafibrobla-
sten in den Passagen 1-7 eine Viabilitdt von etwa 90% aufwiesen. Die Passagen 8-

10 hingegen wiesen die niedrigste Viabilitat auf.

Beurteilung der Untersuchungsbedingungen

In den hier vorgenommenen Versuchen wurden die Zellen jeweils eine und funf Mi-
nuten mit den verschiedenen Testlosungen gesplilt, um eine moglichst realistische
Dauer der intraoralen Anwendung mit Mundspillésungen zu simulieren. Durch die
Inkubation der Zellen bei 37C und 5% CO , wahrend des gesamten Versuchs-
verlaufs wurden mundahnliche Bedingungen geschaffen. Es finden sich nur wenige
Studien, die realistische Einwirkzeiten verwendet haben, wie 30 Sekunden, eine
oder funf Minuten (Pucher & Daniel 1992, Mariotti & Rumpf 1999, Flemingson et al.
2008). Viele Studien wurden mit unrealistischen Einwirkzeiten, die ein Patient ge-
wohnlich nicht mit einer Mundspilldsung spulen wirde, wie drei Stunden (Gold-
schmidt et al. 1977), 15 Minuten (Cline & Layman 1992), 30 Minuten durchgefihrt
oder es wurden als Untersuchungsobjekte Tierzellen gewéhlt (Miller & Kramer 2007
a). Abgesehen davon wurde bislang keine Studie unter Simulation der Speichelflora
durchgefihrt, die jedoch mit ihrem Puffersystem einen nattrlichen Schutz und eine

Beschichtungsbarriere fur die Gingivafibroblasten darstellt.

In den verdffentlichten Studien wurden unterschiedliche Parameter zur Wirkung der
CHX-L6sung auf die Gingivafibroblasten untersucht, Uberwiegend gemeinsam war
diesen Studien, dass diese Parameter ausschlief3lich nach 24 Stunden Wirkstoff-
abstinenz und Inkubation der Zellen unter weitgehend intraoralen Bedingungen aus-
gewertet wurden. Die meisten Studien, deren Ziel die Analyse der Zytotoxizitat von
CHX war, zogen demnach unterschiedliche Kriterien zur Bewertung heran (Helge-
land et al. 1971, Goldschmidt et al. 1977). Es ist bekannt, dass der Wirkstoff CHX
eine Substantivitat von 12 Stunden aufweist (Schiott 1973) und bevorzugt an saure
Phospholipide der Plasmamebran von Mikroorganismen und der Zellmembran von
humanen und Saugerzellen bindet (Gilbert & Moore 2005). Die Bindung ist mit einer

toxischen Reaktion verbunden. Miiller & Kramer veréffentlichten 2007 (b), dass CHX
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irreversibel an Saugerfibroblasten koppelte und die zytotoxische Wirkung des Wirk-
stoffs wahrend 24 Stunden Folgekultur verstarkt wurde. Eine offene Frage blieb je-
doch, ob und inwieweit der zellgebundene Wirkstoff Gber 5 Tage aktiv ist, ob also
das Wirkstoffdepot Uber 24 Stunden hinaus verfugbar bleibt und die Zellen im Zeit-
verlauf von funf Tagen eine veranderte Viabilitat, Zellwachstum und Zellmorphologie
aufweisen und ob die Zellen im Verlauf der fiinf Tage revitalisieren. Die Literatur-
recherche ergab eine einzige Studie, in der die Zytotoxizitat des CHX auf humane
Fibroblasten in einem Zeitverlauf in vitro dokumentiert wurde (Pucher & Daniel
1993). Diese Studie zeigte die Wirkung von CHX in den Konzentrationen 0,002%,
0,005%, 0,12% auf die humanen Fibroblasten der Gingiva, des Parodonts und der
Haut. Die Auswertungskriterien waren die Viabilitdt, das Wachstum und die Protein-
synthese der Zellen. Ausgewertet wurde am ersten, dritten, finften und siebten Tag
nach CHX-Behandlung. Im Vergleich zu der hier vorliegenden Studie stammten die
Zellen von unterschiedlichen Probanden, welche die Phase 1 der Parodontitisthera-
pie abgeschlossen hatten. Der Vorteil fir den Erkenntnisgewinn, den die Nutzung
der Zellen einer parodontal gesunden Person mit sich bringt, wurde bereits disku-
tiert. Zusatzlich wurden in der vorliegenden Studie Viabilitat und Zellwachstum nicht
nur mittels einer Zahlkammer ausgewertet, sondern auch spektralphotometrisch mit
dem MTT-Test. Dieser Assay diente dem Nachweis mitochondrialer Aktivitat der
Fibroblasten, wie er auch schon in den wissenschaftlichen Verdffentlichungen von
Flemingson et al. im Jahre 2008 verwendet wurde. Der Nachweis der Zellvitalitat
mittels MTT-Test beruht auf der enzymatischen Reduktion des gelben, wasserlos-
lichen Farbstoffs 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT)
in blau-violettes, wasserunlgsliches Formazan. Die Menge des umgesetzten und ab-
schlieBend gemessenen Farbstoffs gleicht damit der Glykolyserate der lebenden
Zellen (Mosmann 1983). Zur Bestatigung der Aussagen Uber die Zelltoxizitat wurde
als Farbstoffausschlusstest der Trypanblau-Exklusion-Test mithilfe des Cellometers
durchgefuhrt. Dieser gestattet Aussagen uber Vitalitdt und Proliferation der Zellen
sowie den Zelldurchmesser. Der Cellometer hat erfahrungsgemall mehrere Vorteile
gegeniuber den Ublichen Zahlkammern. Typisch fur diese Gerate sind hohe Zahlra-
ten, die Zahlung auch unregelméaRig geformter Zellen, héchste Reproduzierbarkeit,
Schnelligkeit und Unabhangigkeit von der Interpretation des Experimentators, eine
Verringerung der Gefahr der Verunreinigung und damit des Absterbens der Zellen
wahrend des Zahlprozesses. Allerdings muss bei der Beurteilung der Ergebnisse
mit Trypanblau beriicksichtigt werden, dass bei starker Schadigung der Zellen, die
unter dem Einfluss toxischer Agenzien bis zur Entstehung freier Zellkerne fiihren

kann, Trypanblau problematisch ist: Die Zellen miissen noch von einer semiper-
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meablen Membran umgeben sein, anderenfalls wird das Zytoplasma nicht ange-
farbt. Eine Uberschatzung der Zellvitalitat durch Trypanblau wurde von anderen
Autoren bereits gezeigt (Altmann et al. 1993, Falkenhain et al. 1998). Die elektroni-
sche Vitalitatsbestimmung, wie die CASY-Technology, erfasst alle Ubergangszu-
stande, auch freie Zellkerne, korrekt als tote Zellen. Trypanblau selbst ist ein zytoto-
xisches Agens (Halle 1998), dessen Toxizitat ausreicht, geschwéchte Zellen abzuto-
ten. Das Trypanblauergebnis ist stark abhangig von der eingesetzten Zelllinie, der
Proteinkonzentration im Medium und der Durchfihrung des Assays selbst (Bhuyan
et al. 1976).

Diskussion der Ergebnisse

Ziel der vorliegenden Untersuchungen war es, die Zytotoxizitat zweier unterschied-
lich konzentrierter CHX-Mundspullésungen in Abhangigkeit von zwei Einwirkzeiten
auf die Gingivafibroblasten im Zeitverlauf bis zu finf Tagen zu untersuchen, um das
Regenerationspotenzial der Zellen zu eruieren. Bislang ist nur geringfligig bekannt,
ob sich parodontal vorgeschadigte Gingivafibroblasten von der Einwirkung des CHX

erholen kénnen.

Diverse Studien in den 1970er und 1980er Jahren stellten fest, dass sich die Toxi-
zitat des Chlorhexidins nicht selektiv nur auf Bakterien beschrénkt, sondern auch
schadlich fir Saugetierzellen ist. Zum Beispiel gelangten Louis et al. (1985) zu der
Erkenntnis, dass 21,5 pg/ml CHX die Spermamotilitdt um 50 % reduziert. Kenney
et al. (1972) publizierten, dass die Einwirkung von 0,2 % CHX eine Stérung der Zell-
membran und der Fixierung des zytoplasmatischen Inhalts der polymorphker-
nigen Leukozyten zur Folge hat. Knuttila et al. (1981) beschaftigten sich mit der Wir-
kung von 0,01% CHX auf Makrophagen und stellten fest, dass diese Dosis die Mak-
rophagen zur Produktion lysosomaler Enzyme veranlasste. Weiterhin bewirkte 1 uM
CHX eine Hamolyse der Erythrozyten von 100 % und die Behandlung mit 2 bis 200
MM CHX hatte eine dosisabhangige Hemmung der Na-K-ATPase-Aktivitat zur Folge
(Helgeland et al. 1971). Goldschmidt et al. (1977) demonstrierten, dass 0,2 % CHX
fur 30 Sekunden Wirkdauer den Zelltod von humanen Gingivafibroblasten herbei-
fuhrt und der Einbau von Aminosauren in Proteine signifikant gehemmt wird. Eben-
so zeigten die Autoren, dass 0,004 % CHX, das im Handel in der Formation nicht er-
haltlich ist, bei 10 min Einwirkzeit die humanen Gingivafibroblasten fir einen Zeit-
raum von vier Stunden an der Proteinsynthese hindert. Cline & Layman (1992) fan-
den heraus, dass die Haftung parodontaler Ligamentzellen an der Wurzelober-
flache einerseits nach einer 15-minitigen Behandlung mit 0,12 % CHX nicht we-

sentlich beeinflusst wird, andererseits jedoch die Zellmorphologie bei Konzentra-
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tionen von 0,2 bis 2 % stark verandert wird. So hatten die Zellen bei 0,2 % ein rund-
liches Aussehen, bei 2 % quollen sie auf — das Zytoplasma schien aus der Zelle
ausgetreten zu sein. AufRerdem erzeugte eine direkte Exposition von humanen gin-
givalen Fibroblasten mit 0,01 % CHX (100 pg/ml) eine Reduktion von inkorporiertem
3H Thymidin, das als selektiver Marker fir die DNA-Synthese verwendet wird, um
92 %. In zahlreichen Studien mit Zellen des Parodontiums konnte gezeigt werden,
dass Chlorhexidin die zellulare Proliferation beeinflusst (Cline & Layman 1992) so-
wie die Proteinproduktion hemmt (Pucher & Daniel 1992). Mariotti & Rumpf (1990)
stellten ebenfalls fest, dass Chlorhexidin eine dosisabhéngige Reaktion auf die Zell-
proliferation induziert und Konzentrationen, die keinen Effekt auf die Zellproliferation
zeigen, dennoch die Produktion von Kollagen- und Nichtkollagenproteinen von hu-

manen Gingivafibroblasten signifikant reduzieren.

Es konnte in der vorliegenden Studie die zytotoxische Wirkung des CHX auf die
humanen Gingivafibroblasten im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe in vitro
mit statistischer Signifikanz nachgewiesen werden und bestatigte damit viele vorhe-
rige Studien (Goldschmidt et al. 1977, Mariotti & Rumpf 1990, Cline & Layman 1992,
Pucher & Daniel 1992, Wilken et al. 2001, Flemingson et al. 2008).

Wie im Ergebnisteil beschrieben, waren Viabilitdt und Anzahl der Zellen zeitabhan-
gig reduziert: Bei funf Minuten Einwirkzeit wurde die Viabilitat der Zellen starker re-
duziert als bei einer Minute. Dieses Ergebnis erreichte zwar in den meisten Fallen
kein Signifikanzniveau, eine entsprechende Tendenz war jedoch klar erkennbar.
Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu anderen Studien, die eine zeitunabhan-
gige zytotoxische Wirkung des Chlorhexidins postulieren (Mariotti & Rumpf 1990, Al-
leyn et al. 1991, Flemingson et al. 2008).

In der vorliegenden Studie wurde beobachtet, dass Viabilitat und Zellzahl Gberwie-
gend signifikant konzentrationsabhangig bei beiden Einwirkzeiten und allen Aus-
wertungstagen gehemmt waren. Dieses Ergebnis korreliert mit zahlreichen Studien.
Flemingson et al. (2008) postulierten, dass der Zelltod der Fibroblasten mit der Kon-
zentration des CHX ansteigt, auch Mariotti & Rumpf (1990) sowie Cline & Layman
(1992) sind der Meinung, dass bereits in niedrigen Konzentrationen eine Hemm-
wirkung auf die Proliferation von Fibroblastenkulturen ausgetbt wird. Zudem ist zu
bemerken, dass diese Studien einen signifikanten Zelltod zeigen, der schon durch
sehr niedrige Konzentrationen, wie 0,004 % bis 0,01 % CHX, hervorgerufen wurde,
jedoch mit langeren Einwirkzeiten als in der vorliegenden Studie (Goldschmidt et al.
1977).
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Zur Untersuchung der Regeneration nach der Schadigung der Fibroblasten wurde in
der vorliegenden Studie die Anzahl der vitalen Gingivafibroblasten und deren Viabili-
tat nach einem, drei und finf Tagen ermittelt. Die Viabilitat (bei beiden Auswertungs-
methoden) und die Zellzahl waren nach finf Tagen am hochsten und nach drei Ta-
gen am niedrigsten. Zudem zeigte sich zwischen dem ersten und flnften Unter-
suchungstag kein signifikanter Unterschied mehr, der jedoch zwischen den Ergeb-
nissen des dritten und flinften Tages noch bestand. Dies zeigt, dass sich die
Glykolyserate der Zellen innerhalb von finf Tagen nach CHX-Behandlung wieder
normalisierte und die Zellen proliferierten, wenn auch noch nicht vollstandig auf dem
Niveau der Kontrollzellen. Die Einwirkzeit war hierbei unerheblich. Eine andere Er-
klarung ware die Wirkung des Chlorhexidins Uber 24h hinaus, sodass die am dritten
Tag beobachtbare Schadigung und Minderung der Zellen nicht zwingend allein dem
direkten Kontakt der Zellen mit dem CHX-Medium geschuldet war, sondern durch
eine nach Entfernung des Mediums hinausgehende Wirkung des CHX (Wirkungs-
depoteffekt) verursacht wurde. Dies bestétigt beispielsweise die Publikation von
Babich et al. (1995), die zeigten, dass humane Gingivafibroblasten nach zweistin-
diger Chlorhexidinexposition die dadurch verursachte Schadigung nach 48 Stunden

in chlorhexidinfreier Umgebung nicht kompensieren konnten.

Die Vermutung, dass sich die Zellen im weiteren Zeitverlauf erholen, steht jedoch im
Widerspruch zur Studie von Pucher & Daniel (1992). Sie zeigten in ihrer Unter-
suchung, dass die Fibroblasten nach Behandlung mit 0,12 % CHX fur 30 Sekunden
Einwirkzeit nach sieben Tagen keine Erholung zeigten. Diese Zellen zeigten keiner-
lei Proliferation. Die Zellen, die eine Stunde 0,002 % CHX ausgesetzt wurden, konn-
ten sich am siebten Tag im Vergleich zum ersten Tag erholen. Pucher & Daniel wer-
teten drei Prameter aus. Es waren Viabilitét, Proliferation der Zellen und das Modell
der Gelkontraktion. Die Zellen stammten von einem parodontal erkrankten Pa-
tienten und wurden fir die Versuche zwischen der 10 ten und 15 ten Passage ver-
wendet. Kent et al. (1995) zeigten, dass kultivierte menschliche Gingivafibroblasten
in den Passagen 1-7 eine Viabilitdt von etwa 90% aufwiesen und dass héhere Pas-
sagen hingegen eine niedrigere Viabilitat aufzeigten ohne dass sie einem toxischen
Agens ausgesetzt wurden. Diese Versuchsbedingungen von Pucher & Daniel hatten
madglicherweise in ihrer Studie einen Einfluss auf die Fahigkeit der Zellen, sich von

dem Wirkstoff Chlorhexidin regenerieren zu kénnen.

Auf3er in den Studien von Pucher und Daniel (1992) sowie der vorliegenden Arbeit
wurden bislang keine weiteren In-vitro-Untersuchungen zur Revitalisierung von hu-
manen Gingivafibroblasten nach CHX-Exposition veréffentlicht. Um klare Aussagen

zum Regenerationsverhalten humaner Gingivafibroblasten nach CHX-Exposition in
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vitro zu erhalten, sind weitere Studien erforderlich. Optimalerweise sollten folgende
Studien, sofern dies technisch umsetzbar ist, das Matrixgeflige der Zellen sowie die
Speichelflora in vivo imitieren, um aussagekraftige Ergebnisse zu generieren. Das
vorliegende Datenmaterial zeigt eine Viabilitdtshemmung der Gingivafibroblasten
durch 0,12 % und 0,2 % CHX. Mariotti & Rumpf (1990) postulierten sogar, dass
niedrigere Konzentrationen, welche die Proliferation nicht hemmen, die Protein-
synthese insgesamt reduzieren. Diese Ergebnisse lassen darauf schlie3en, dass
Chlorhexidin die Wundheilung bei Patienten beeintrachtigen kénnte. Diese Hypo-
these wurde in zahlreichen klinischen Studien mit widersprichlichen Ergebnissen
untersucht. Einerseits demonstrierten Basetti & Kallenberger (1980) eine durch die
zweimal taglich erfolgte, 30-sekiindige Exposition von CHX auf offene Mukosa- und
Knochenwunden am Gaumen von Ratten verursachte Verzégerung und Stérung der
Wundheilung. Bei 0,5 % CHX war die Wundheilung funf bis 16 Mal langsamer als
bei der Kontrollgruppe. Histomorphologisch zeigte sich im kndchernen Defekt ein
stark verminderter Bindegewebeanteil und ein erhéhter Anteil an Granulationsgewe-
be. Bei der Behandlung mit 0,1 % und 0,2 % CHX konnte eine leicht verminderte
Wundheilung festgestellt werden. Diverse andere Studien zeigten hingegen, dass
CHX in der Nachsorge parodontalchirurgischer Eingriffe vielmehr zu einem raschen
Abklingen der Entziindungssymptome und einer reduzierten Taschentiefe fihrten
(Asboe-Joergensen et al. 1974, Addy & Douglas 1975, Addy & Dolby 1976,
Langenbaek & Bay 1976, Sanz et al. 1989). Des Weiteren zeigen In-vivo-Studien
von Kozlowsky et al. (2007), der die Wundheilung ebenso am Gaumen von Ratten
untersucht hat, dass CHX eine positive Wirkung auf die Wundheilung im Zeitraum
von 14 Tagen ausubt. Die Wunden wurden einmal taglich eine Minute lang mit 1%
CHX Gel und 0,12 % L6sung in Berlhrung gebracht. Diese Ergebnisse werden von
einer weiteren In-vivo-Studie betatigt, in welcher Granulationsgewebe von Ratten
mit 0,2 % CHX behandelt wurde. Auch in dieser Studie konnten im untersuchten
Gewebe, das mit CHX gespult wurde, zuséatzlich proliferierende Fibroblasten doku-
mentiert werden, was ebenfalls auf einen positiven Effekt des CHXs hinsichtlich der
Wundheilung hinweist (Hellden et al. 1974). In einer weiteren In-vivo-Studie konnte
eine Studiengruppe von Saatmann et al. (1986) an Wunden von Meerschweinchen
aufzeigen, dass es bei Behandlung dieser mit 0,5% CHX zu keiner signifikanten
Verzogerung in der frihen Phase der Wundheilung kommt. Eine Applizierung von 4
% CHX bewirkte eine Verzogerung in der frihen Phase der Wundheilung. Zusam-
menfassend konnte jedoch in dieser Studie festgestellt werden, dass nach einem
Verlauf von 14 bis 21 Tagen kein Unterschied mehr zur Kontrollgruppe zu verzeich-

nen war.



Diskussion 63

Die aktuellen Erkenntnisse aus den vorliegenden Daten lassen darauf schliel3en,
dass ein protektiver Mechanismus gegenuber Chlorhexidin in unserer Schleimhaut
existieren muss und dafir sorgt, dass CHX-Expositionen in handelstblichen Kon-
zentrationen sowie den Ublichen Einwirkzeiten wahrend eines Mundsptilvorgangs,
die in vitro schadliche Auswirkungen zeigen, in vivo nicht nur keine schadlichen Ef-
fekte zeigen, sondern die Wundheilung sogar verbessern kénnen (Sanchez et al.
1988). Die oben beschriebene Studie von Basetti und Kallenberger an Ratten kénn-
te durchaus in dieses Bild integriert werden. Ratten als Untersuchungsobjekte ver-
fligen moglicherweise nicht Gber denselben schitzenden Mechanismus gegeniber
CHX wie der Mensch oder Dieser konnte aufgrund der Wundbeschaffenheit keinen
wirksamen Schutz mehr entfalten. Die Epithelbarriere konnte die darunterliegenden
Zellen vor direktem Eindringen der Agens schitzen (Lindhe et al. 1970). An dieser
Stelle sei auch darauf hingewiesen, dass In-vitro-Zellkulturen unter sterilen Bedin-
gungen und somit frei von Bakterien untersucht werden. Die Keimdichte der Mund-
hoéhlenflora liegt im Speichel bei etwa 105-106 KbE/mI, in der Plaque bei ca. 1010
KbE/g Plaque und im Exsudat des gingivalen Sulkus bei bis zu 1012 KbE/ml (Rahn
1996). In vivo bindet der CHX-Wirkstoff nicht selektiv an den Zellen der Schleim-
haut, sondern adsorbiert an Bakterien, Zahnen und Speichelproteinen (Davies et al.
1970, Hijeljord et al. 1973), wodurch die toxikologische Wirkung auf die Zellen even-
tuell herabgesetzt wird im Vergleich zu den In-vitro-Versuchen, bei denen die Zellen
vollstdndig mit dem CHX-Wirkstoff in der entsprechenden Dosis exponiert sind.
Ebenso maglich ist die partielle Umsetzung des CHX in ein neues Produkt durch die

verschiedenen Bakterien.

Bei allen Methoden zur Bestimmung der Zytotoxizitat werden einzelne Vitalitats-
merkmale der Zelle untersucht, die jedoch mdglicherweise unterschiedlich durch
CHX beeinflusst werden. Folglich ist es moglich, dass die Ergebnisse verschiedener
Methoden voneinander abweichen. Aus diesem Grund ist die gleichzeitige Unter-
suchung mit mehreren unterschiedlichen Methoden zur Ermittlung der Zytotoxizitat
so bedeutsam fur die Generierung aussagekraftiger Ergebnisse. Weiterhin sind un-
bedingt mehrere Zeitpunkte notwendig, um zuverlassige Informationen zum Irrita-
tionspotenzial des CHX und zur Regenerationsfahigkeit der Zellen zu erhalten. Zwar
ist das Merkmal der Zytotoxizitat fir ein Screening geeignet, unterliegt jedoch be-
stimmten Restriktionen zur Voraussage der Wundvertraglichkeit, Regeneration und
Proliferationsfahigkeit der Fibroblasten nach Behandlung mit CHX durch die hohe
Sensitivitdt der Monolayerschicht der Zellkultur, die aus der fehlenden Ge-
webematrix und den damit verbundenen Schutzmechanismen resultiert (Kramer et

al. 1995) sowie der damit nur partiell imitierbaren tatsachlichen Mundverhaltnisse,
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die zudem auch individuelle Unterschiede aufweisen konnen, was die Reaktion der
Mundhohle auf Expositionen mit CHX mdglicherweise erheblichen Schwankungen
unterwirft. Dies implizieren die teils widersprichlichen Daten und Interpretationen
der veroffentlichten Studien. Ferner ist zu beachten, dass die Mundspullésungen
hauptsachlich effektiv gegen supragingivale Plague sind und dass nur 4% den sub-
gingivalen Bereich erreichen konnen (Newman et al. 2003), wodurch die Zellen in
tieferen Zellschichten moglicherweise nicht in dem AusmafRe geschadigt werden

wirden wie in vitro.

Diese Vergleiche sind jedoch eher hypothetischer Natur, da Ergebnisse aus In-vitro-
Studien nicht vollstéandig auf In-vivo-Studien oder klinisch beschriebene Ereignisse
Ubertragbar sind — die entsprechenden Grinde fur die hier betrachtete Thematik
wurden bereits diskutiert. So stabil, nachweisbar und aussagekraftig solche In-vitro-
Ergebnisse im Einzelnen sein mégen — die entscheidende Frage ist schlussendlich
stets die nach Relevanz und Ubertragbarkeit dieser Befunde auf die Praxis (Niedner
1996).

Es ist zu Uberlegen, ob CHX weiterhin dort eingesetzt werden sollte, wo die Ergeb-
nisse widersprichlich sind und durchaus schadliche Wirkungen beziiglich seiner
Toxizitat gezeigt wurden, wie zum Beispiel im Bereich der full-mouth-desinfection.
Unter anderem wurde in einer Langzeitstudie untersucht, ob die positive Wirkung
dieses Behandlungskonzepts als Folge auf die Verwendung des Chlorhexidins oder
auf das einzeitige subgingivale Scaling aufzufassen war (Quirynen et al. 2000,
Swierkot 2008). Resultierend konnten etwas bessere Ergebnisse eruiert werden, so-
fern das Antiseptikum im Sinne der one-stage full-mouth disinfection (OSFMD) an-
gewandt wurde (Swierkot 2008). Nichtsdestotrotz blieben diese Resultate ohne sta-
tistische Signifikanz (Koshy et al. 2004, Quirynen et al. 2006, Kinane & Papageor-
gakopoulos 2008). Mdglicherweise sind die guten Ergebnisse der OSFMD explizit
auf die Durchfiihrung des subgingivalen Scalings mit Rootplaning innerhalb dieses
kurzen Zeitintervalls zurlickzufihren (Swierkot 2008). In weiteren Untersuchungen
wurde ein Vergleich zwischen der konservativen quadrantenweise mechanischen
Parodontalbehandlung einerseits und der Behandlung innerhalb von 24 Stunden
ohne den adjuvanten Einsatz von Chlorhexidin andererseits gezogen (Apatzidou &
Kinane 2004, Koshy et al. 2005, Wennstrom et al. 2005, Jervge-Storm et al. 2006,
Swierkot 2008). In all diesen Studien gab es bei diesem Vergleich sechs Monate
nach der Behandlung keine signifikanten Gruppenunterschiede beziiglich der Klini-
schen und mikrobiologischen Parameter (Swierkot 2008). Weiterhin zeigte eine Me-
taanalyse von Eberhard et al. (2008) zu diesem Thema, dass die Anzahl der verflg-

baren Studien zu gering ist und der Unterschied zur traditionellen Herangehnsweise
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nicht signifikant ist. Infolgedessen ist es nicht ausreichend erforscht, ob die one-
stage full-mouth disinfection zu verbesserten klinischen Resultaten fuhrt (Green-
stein 2004, Koshy et al. 2004, Kinane & Papageorgakopoulos 2008) und welche

Rolle genau Chlorhexidin dabei einnimmt.

Nach heutigem Stand und in Anbetracht der geringen Probandenzahlen in den bis-
herigen Studien kann noch keine generelle Empfehlung fur die full mouth
disinfection als Ersatz zum konventionellen scaling & rootplaning gegeben werden

und somit auch ein Gebrauch des Chlorhexidins.

Schlussfolgerung

1. Die 0,12 % und 0,2 % CHX-Mundspulldsungen zeigen einen signifikanten Ein-
fluss auf die Hemmung der Viabilitdt der humanen Gingivafibroblasten gegen-
Uber Kontrollen. Dies an jedem der Auswertungszeitpunkte.

2. Die Hemmung ist bei 5 Minuten starker als bei 1 Minute Einwirkzeit. Die Via-
bilitat ist bei 0,2 % geringer als bei 0,12 %. Das heil3t, dass die Wirkung der
Ldsungen konzentrations-und zeitabhangig ist. Dies ist haufig signifikant.

3. Die Viabiliat und die Zellzahl und dadurch die Proliferation der Zellen ist am 3.
Tag am geringsten und erholt sich am 5. Tag am starksten.

4. Aufgrund der ermittelten Ergebnisse dieser In-vitro-Untersuchung kann ange-
nommen werden, dass die im Handel erhéltlichen CHX-Mundspulldsungen
zytotoxisch auf die humanen Gingivafibroblasten wirken. Aber auch dass sich
diese Zellen durch die Wirkstoffsabstinenz wieder revitalisieren kdnnen.
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6. Zusammenfassung

Den antiseptischen, antiphlogistischen und kariesprotektiven Wirkungen von Chlor-
hexidin-Mundspillésungen wird in der heutigen Zeit zunehmende Wichtigkeit zuge-
schrieben, da eine mechanische Plaquereduktion in vielen Fallen nicht ausreichend
ist. Zahlreiche Studien konnten bisher eine prophylaktische und therapeutische Wir-
kung nachweisen. Dagegen gibt es keine systematischen Untersuchungen zur Ver-
trglichkeit dieser Praparate. Da diese haufig jahrelang angewendet werden, ist die

Kenntnis der Gewebevertraglichkeit sehr bedeutsam.

Ziel dieser Studie war es, den Einfluss von CHX-Mundspilldsungen in zwei han-
delsiblichen Konzentrationen auf humane Gingivafibroblasten und deren mégliche
Revitalisierung in vitro zu untersuchen. Fir die Untersuchung wurden eingefrorene
Gingivafibroblasten einer parodontal gesunden Probandin verwendet und bis zur 5.

Passage kultiviert. Die Kultivierung erfolgte bei 37C und 5 % CO ,.

Die Zellen wurden mit 0,12 % und 0,2 % CHX fir je eine und funf Minuten exponiert
und mit unbehandelten Kontrollzellen in ausgewéhlten Parametern verglichen. Hier-
bei wurden die Viabilitdt mittels MTT-Assay und Cellometer und die Zellzahl mittels
Cellometer in allen Versuchsanordnungen an drei verschiedenen Zeitpunkten (24

Stunden, drei und funf Tage) gepruft. Diese Versuche wurden zwélfmal wiederholt.

Die Ergebnisse zeigten einen signifikanten Einfluss beider CHX-Konzentrationen auf
die Gingivafibroblasten: Sie wirkten zytotoxisch. Die Zytotoxizitat prasentierte sich
dosis-und zeitabhangig. Die Viabilitat der Zellen erhdhte sich zwar nach anfanglich
starker Reduktion bis zum flinften Tag, war jedoch im Vergleich zur Kontrolle noch

immer signifikant reduziert.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie bestétigen einschlagige Publikationen zur
zytotoxischen Wirkung von Chlorhexidin auf Gingivafibroblasten. Alle Ergebnisse
zusammen zeigen, dass es grundsatzlich mehrerer Parameter zur Beurteilung der
Zellfunktionen und der Wirkung des CHX auf die Fibroblasten in vitro bedarf. Zell-
zahl und Zellviabilitdt allein, wie in der vorliegenden Studie, fihren nicht zu einem
klaren Bild der Toxizitdt des CHX-Wirkstoffs, verhelfen jedoch zur weiteren Auf-
klarung. Dennoch ist der Prozess des Erkenntnisgewinns damit nicht abge-
schlossen. Es wurden bis dato nur wenige In-vitro-Studien mit diesen humanen Zell-
typen durchgefuhrt, die eine realistische Einwirkzeit und CHX-Konzentration ver-
wendeten. Weiterhin blieben in diesen Studien die Regenerationszeiten- und —
mechanismen der Zellen auf die Einwirkung des Chlorhexidins fast unbeachtet.

Daher bleiben derzeit noch viele Fragen offen, die einer Beantwortung bedurfen.
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Infolge der mdglichen Zytotoxizitat von Chlorhexidin auf die Gingivafibroblasten soll-
te die Behandlung gesunder parodontaler Verhéltnisse im Sinne einer Prophylaxe
zwingend hinterfragt werden und nur unter strenger Indikationsstellung erfolgen.
Eine direkte Spilung des freigelegten parodontalen Knochens oder des
parodontalen Bindegewebes mit CHX-haltigen Ldsungen wahrend parodontal-
chirurgischer Interventionen sollte auf Basis der hier generierten Ergebnisse und
auch anderer Studiengruppen stark Uberdacht werden. Auf der anderen Seite muss
der Tatsache Rechnung getragen werden, dass die Wundheilung eher durch bak-
terielle Einflisse gestort werden kann als durch eine schonende gezielte An-
wendung von Antiseptika. Auf der Grundlage vorliegender Ergebnisse und friherer
Studien sollte man bei Anwendung der CHX-Spulung auf kurze Einwirkzeiten und
niedrige Konzentration achten. Bevor die hier dargestellten Resultate auch klinisch
relevant werden, sind weitere toxikologische und zytotoxische Analysen zu CHX-
Mundspullédsungen erforderlich, um die Sicherheit dieser kommerziell erhaltlichen
Produkte zu gewahrleisten und eine gezielte, effektive Anwendung in der Zahnmedi-

zin zu sichern.
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