Aus der Abteilung Préventive Zahnmedizin, Parodontologie und Kariologie
(komm. Direktor: Prof. Dr. med. dent. M. Hiilsmann )
im Zentrum Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde

der Medizinischen Fakultét der Universitat Gottingen

Wirkung von antiseptischen Mundspullésungen auf die menschlichen
Zellen der Mundschleimhaut

Eine in-vitro-Studie

INAUGURAL-DISSERTATION

zur Erlangung des Doktorgrades

fur Zahnheilkunde

der Medizinischen Fakultat

der Georg-August-Universitat zu Gottingen

vorgelegt von
Vitalij Zyba
aus
Charkow/Ukraine

Gottingen 2010



Dekan: Prof. Dr. med. C. Frommel

l. Berichterstatter: Prof. Dr. med. dent. R. Mausberg

. Berichterstatter/in: Prof. Dr. med. Dr. med. dent. Kramer
II. Berichterstatter/in: Prof. Dr. med. Dr. rer. nat. Crozier

Tag der mindlichen Prufung: 13.07.2011



Inhaltsverzeichnis

I 1] (=T (0 Vo SRR TTPRTRRRR 7
2. LITeraturUDErSICNT . ..o ettt esre e be e nneas 9
2.1 Anatomie und Physiologie des Par0doNnts............ccecueieereiieiecie e se e 9
2.2 Erkrankungen der Mundhdéhle und oraler Biofilm ..., 14
2.2.1. Klassifikation parodontaler ErKrankungen............cccocueiieieieeieenie s s, 14
2.2.2. Atiologie und Pathogenese der Parodontititlen ............ccccvevevevevreceeeneeeeeeeeeeeeeeeeeseneseees 16
A B 1 1-Y - o1 -SSR 22
2.3 Orale ANTISEPLIKA. ... .ccvveeiiriecie et sbe et este e e s e e steeneareenre e 25
2.3.1 Indikationen zur MundhohlenantiSeptik............ccoveveiieiicic i, 26
2.3.2 Anforderungen an orale ANtiSEPLIKA .........coviirieiieieie e 27
2.3.3 Antiseptische Wirkstoffe der ersten GEneration .............ccocevvrireienenenc e, 28
2.3.4 Antiseptische Wirkstoffe der zweiten Generation ...........ccoovvvvieieienenc s, 34
2.3.5 Antiseptische Wirkstoffe der dritten Generation .............c.cocevvvieieneiene s, 40
2.4 Untersuchungsmethoden zur Beschreibung zellularer Ereignisse .........cccocvvvveiiiveneennen, 44
2.4.1 Zytotoxizitdt und AntiKanZerogenital...........c.ocuvveieiiieieieseese e 44
2.4.2 ZEHIVIADIIITAL ..ottt ra e 47
B 411 | o o USSR 52
2.5 Versuchsplanung und ZIEISELZUNG ......ooveiveiiiiiiiiieierie e 57
3. Material und MEtNOTEN ........ooiiii e 59
TN V(< ¢ T SRS 59
3. LI DI ZEHEN ... nreenearaenre e 59
3.1.2 MUNASPUHOSUNGEN ... bbb bbbt 59
KT V] o T =1 o USSR 61

o2 L ZBIIKUITU <. ettt e et e e ettt e e e et e e e et e e e e e e e n et e e eeeeeaans 61



3.2.2 VErSUCNSAUTDAU ..o 65
BL2.3 IMITT =TS ettt bbbt bbbttt 68
3.2.4 Optische ZellzahlbeStimmUNG.........ccuoiiiiiic e 70
3.2.5 StatiStiSChe AUSWEITUNGEN ..ot 71
A EFQEINISSE ... e 73
4.1 Versuche mit primédren humanen Gingiva-Fibroblasten (HGFIB) ..........ccccooiiiiiiiienienee, 73
4.1.1 Bestimmung der Toxizitat von oralen Antiseptika mittels MTT-TestS .......c.cccevvenennen. 73
4.1.1.1 Ergebnisse der einzelnen Antiseptika nach EINWIrkzeiten ...........cccococvviiniiienenen, 73
4.1.1.2 Einfluss der EINWITKZEIT........ccoiiiiiiiieee e 74
4.1.1.3 Vergleich der Mundspulldsungen untereinander ............ccoceverereneieneneseseeeeseeeen, 78
4.1.1.4 WECHSEIWITKUNG ...ttt bbbt 79
4.1.2 Optische Zellzdhlung mittels Cellometer™ Auto T4........cccoovvviiiiiniciieiineseee e 79
4.1.2.1 Ergebnisse der einzelnen Antiseptika nach EINWIrkzeiten ...........cccocoeviiiniiienennn, 79
4.1.2.2 EiNfluss der EINWITKZEIT.........c.oiiiiiiiieeee e 80
4.1.2.3 Vergleich der Mundspulldsungen untereinander ............ccoceeoverereneneneneseseeeeseeeen, 84
4.1.2.4 WECHSEIWITKUNG ...ttt bbbt 85
4.1.3 Bestimmung der VIabilital ............ccoooiiiiiiie e 85
4.1.3.1 Ergebnisse der einzelnen Antiseptika nach EINWIrkzeiten ...........cccocvcviieniiienenn, 86
4.1.3.2 EIiNluss der EINWITKZEIT........cc.ooiiiiiiieeee e 86
4.1.3.3 Vergleich der Mundspullosungen untereinander ............ccoceverereneneneneseseeeenee e, 90
4.1.3.4 WECHSEIWITKUNG ...ttt bbb 91
4.1.4 Durchmesser der HGFIB nach Antiseptikabehandlung ..., 91
4.1.4.1 Ergebnisse der einzelnen Antiseptika nach EINWIrkzeiten ...........cccocvcevviiiiiienennn, 92
4.1.4.2 EIiNfluss der EINWITKZEIT.........c.ooiiiiiiiieee e 92
4.1.4.3 Vergleich der Mundspullosungen untereinander ............ccocveverereneieneneseseeeeeeean, 96
4.1.4.4 WECHSEIWITKUNG ......ooiiiiiiiee ettt 97

4.1.5 Vergleich des MTT-Tests und der optischen Zellcharakterisierung mittels Cellometer™
(o N SRS PSSR 97



4.2 Versuche mit priméren humanen nasalen Epithelzellen (HNEPC)..........c.cccooeiveiviienen. 98
4.2.1 Bestimmung der Toxizitét von oralen Antiseptika mittels MTT-TeSt.........cccccvevveienen. 99
4.2.1.1 Ergebnisse der einzelnen Antiseptika nach Einwirkzeiten ...........cccocevvvieieeivcennnn, 99
4.2.1.2 EiNfluSS der EINWITKZEIT........ccoiiiiiiiiiieee e 99
4.2.1.3 Vergleich der Mundspullosungen untereinander ............ccocvevveveeresieeieese e 103
4.2.1.4 WECHSEIWITKUNG .....ocvieiicc et anes 104
4.2.2 Optische Zellzédhlung mittels Cellometer™ Auto T4.........cccovvvviiiiiiniiiici e, 104
4.2.2.1 Ergebnisse der einzelnen Antiseptika nach Einwirkzeiten ...........ccccceeveviiievveenene, 104
4.2.2.2 EINFIUSS der EINWITKZEIT........ccoiiiiiieiceee e 105
4.2.2.3 Vergleich der Mundspullosungen untereinander ............ccocvevveveeveiiieseese e 109
4.2.2.4 WECHSEIWITKUNG ...ttt bbb 110
4.2.3 Bestimmung der VIabilital ............coooviiiiiiiiiiiees e 110
4.2.3.1 Ergebnisse der einzelnen Antiseptika nach Einwirkzeiten ...........cccccovvevviievveenenne, 111
4.2.3.2 Einfluss der EINWITKZEIT.........ccooiiiieiee e 111
4.2.3.3 Vergleich der Mundspullosungen untereinander ............ccooeoevereneneninesesieieesees 115
4.2.3.4 WECHSEIWITKUNG ....cveeiieiee ettt 116
4.2.4 Durchmesser der HNEPC nach Antiseptikabehandlung...........ccooevviiviiviiiice i 116
4.2.4.1 Ergebnisse der einzelnen Antiseptika nach Einwirkzeiten ...........cccoccvvvevviceivenene 117
4.2.4.2 Einfluss der EINWITKZEIT........c.cooiiiieeee e 117
4.2.4.3 Vergleich der Mundspulldsungen untereinander ............ccooevevereneneneneseseeenees 122
4.2.4.4 WECHSEIWITKUNG ....ccviiiieieee ettt 123

4.2.5 Vergleich von MTT-Test und optischer Zellcharakterisierung mittels Cellometer™

AUTO T4 oottt sttt nnnn 123
D DUSKUSSION .oeveeeeeeeeeeeeee ettt e et eeee et e e e e e e e e e e eeee e e e e e e eeee e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeeenennens 125
5.1 MaAterial UNG IMETNOAE ....coeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt ee e et eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 125
B L L TS VI AT EIN .ottt et eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenneeeeenneenenens 125

B.1.2 ZEHAUSWANI .ottt et ee e et eeee e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeeeeeeeeeenens 132



5.1.3 MUNASPUIOSUNGEN ...ttt te et e s be e e e e nneenneanes 135
5,14 EINWITKZEIT ..ottt bbbttt 141
5.2 EXQJEDNISSE ..ttt e nreeaeanes 142
5.2.1 Bestimmung der Toxizitat von oralen Antiseptika mittels MTT-TesSt.........cccccevvenenne. 142
5.2.1.1 ChIOTNEXIAIN ....cuviiiiiiiiieieee ettt sb et beeneeneeeees 142
5.2.1.2 MEFIAOI® .....oooveiircsic s 144
5.2.1.3 LISIEIINE® .....oooocveiiisciiscs s 145
5.2.1.4 BELAISOUONA® ...ttt 146
5.2.1.5 OCLENIAOI® ...ttt ettt ettt e s s s ee et et e en et en e e er e 146
5.2.2 Bestimmung der Toxizitdt von oralen Antiseptika mittels Cellometer™ Auto T4 ...... 147
I R O o1 (o] ¢ 1> (o [ [ ST 148
5.2.2.2 MEIAOI® .....oooveeves s 149
5.2.2.3 LLISEIINE® ...ttt 149
5.2.2.4 BELAISOUONA® ...ttt 150
5.2.2.5 OCIENIAOI® ...t 153
5.2.3 Vergleich der einzelnen Mundspulldsungen untereinander ............ccccooceviiinenieiennenn 153
5.2.4 Vergleich der beiden TeStVerfahren ... 155
5.3 SCHIUSSTOIGEIUNG ... bbb 156
6. ZUSAMMENTASSUNG ....eivieiiie ettt ettt st e et e e e b e anb e e s beeanbeesbeeanbeeeseeensee e 158
A AN ] =V Vo OSSPSR 160
8 A T L] USSR 160
7.2 ADKUIZUNGSVEIZEICNNIS ...t bbb 161
7.3 ADDIAUNGSVEIZEICANIS ... e 164
7.4 TabEllENVEIZEICANIS. .....c.ii et nra e enes 165
7.5 DiagrammMVerZEICNNIS........ciiieiie ettt e et e re e 167

8. LIt AU VI ZBICNIS ..ottt ettt et et ee e e et et eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenenenens 170



1. Einleitung

In den letzten Jahren sind zahlreiche Verfahren und neue Methoden auf dem Gebiet der
Préavention von Parodontalerkrankungen eingefiihrt worden. Dabei wurden weniger die
einzelnen erkrankten parodontalen Strukturen betrachtet, vielmehr ging es um Parodontitis,
Gingivitis bzw. Plagueentstehung als allgemeine Krankheiten des Zahnhalteapparates. Was
mit den einzelnen Zellen der Mundschleimhaut bzw. des Parodontalapparates sowohl bei
diesen pathologischen Prozessen als auch infolge der antibakteriellen Therapie passiert, ist
heutzutage noch nicht vollstdndig geklart. Deswegen ist es sehr wichtig, nicht nur die
neuesten Methoden fir die Behandlung von Parodontalerkrankungen zu testen, sondern auch
Grundlagenforschung auf diesem Gebiet zu betreiben. In den letzten 40 Jahren herrschte die
allgemeine Meinung, dass Plaque fur die Entstehung und das Fortschreiten der Erkrankungen
des Zahnhalteapparates verantwortlich sei. Die mechanischen Reinigungsverfahren mit
Zahnbirste und Zahnseide sowie das Fluoridieren der Zahnhartsubstanz haben sich bei
richtiger Handhabung als effektiv im Bereich der Bildungsvermeidung und Reduktion der
Plaque erwiesen. Dabei wird die Entstehung von Erkrankungen des Zahnhalteapparates und
der Zahnhartsubstanz verhindert. Der Pravention entzlndlicher Parodontalerkrankungen
kommt eine entscheidende Bedeutung zu und sie betrifft vor allem die Reduktion schadlicher
Zahnbeldge. Derzeit werden antimikrobielle Mundspuillésungen als Bestandteile von Karies-
und Parodontitispraventionsprogrammen zusatzlich zur mechanischen Zahnreinigung mit
grollen Erwartungen betrachtet, da die préventive Wirkung der Fluoride scheinbar ihr
Optimum erreicht hat (CATE und MARSH 1994). Unter den chemischen
Praventionsmallnahmen mit antibakteriell wirksamen Substanzen, deren antiseptische
Wirkung sowohl in zahlreichen Studien als auch evidenzbasiert bewiesen werden konnte,
erwiesen sich Chlorhexidin 0,2 %®, Meridol®, Listerine®, PVP-lod® und Octenidin® als die
klinisch relevanten Mundspullosungen. Leider sind ihre zellschadigenden Eigenschaften nicht
nur auf die Bakterien des Mundmilieus beschrankt, sondern sie betreffen auch die
korpereigenen Zellen. Die momentane Situation ist dadurch gekennzeichnet, dass auf der
einen Seite ein hoher Bedarf an Mitteln zur Parodontitisprophylaxe besteht und dass auf der
anderen Seite die handelsiiblichen Mittel nicht in jeder Hinsicht optimal sind. Das ideale
Mittel zur Gingivitis- und Parodontitisprophylaxe sollte die pathogenen Keime reduzieren und
dabei die physiologische Bakterienflora nicht beeintrachtigen, es sollte keine

Nebenwirkungen besitzen, einfach zu benutzen und kostengunstig sein.



Mit der vorliegenden Arbeit soll die Wirkung ausgewéhlter antibakterieller Substanzen
(Chlorhexidin 0,2 %®, Meridol®, Listerine®, PVP-lod® und Octenidin®) auf die Proliferation
von priméren humanen Zellen der Mundschleimhaut und des Zahnhalteapparates (primére
Gingiva-Fibroblasten und nasale Epithelzellen) sowohl experimentell anhand eines
Zytotoxizitattests, der auf der photometrischen Messung basiert (MTT-Test), als auch mittels
eines optischen Verfahrens der Zellzahlung und Vitalitatsbestimmung (Cellometer™ Auto

T4) dokumentiert und vergleichend bewertet werden.



2. Literaturibersicht

Die Parodontitis kann heute als Volkskrankheit bezeichnet werden. Sie hat die Karies als
Hauptursache des Zahnverlustes abgel6st. Uber 80 % der (iber 30-Jahrigen und auch immer
mehr jlingere Patienten sind betroffen.

Die Zahnlosigkeit als finale Folge der Parodontitis ist heute nicht mehr nur ein medizinisches,
sondern auch ein gesellschaftliches Problem mit funktionellen, psychosozialen und nicht zu
vernachlassigenden wirtschaftlichen Konsequenzen. Besonders die moglichen Folgen
entzindlicher Parodontalerkrankungen fiir den Gesamtorganismus riicken immer mehr in den
Mittelpunkt des Offentlichen Interesses. So wird aktuell unter anderem das Auftreten
ischamischer Herzerkrankungen mit Parodontitiden in Verbindung gebracht. Auch ein

erhdhtes Risiko von Friihgeburten wurde in diesem Zusammenhang diskutiert.

Der mikrobiologische Hintergrund entztindlicher Parodontalerkrankungen ist mittlerweile im
Bewusstsein der Fachwelt verankert. Eine ausgereifte Plaque enthdlt bis zu 300 Millionen
Mikroorganismen pro mg Nassgewicht. In der physiologischen Flora der Gingiva lassen sich
mindestens 200 verschiedene Arten differenzieren. Fir die Auslésung der meisten
destruktiven Parodontalerkrankungen werden demgegeniber etwa sechs bis zwolf

Mikroorganismenarten verantwortlich gemacht.

2.1 Anatomie und Physiologie des Parodonts

Das Parodontium (griech. par- = um, odont- = Zahn) ist eine komplexe Einheit, die aus dem
Wurzelzement des Zahnes, dem Alveolarknochen, den Kollagenfasern, den ,,Sharpey”schen®
Fasern und dem Weichgewebe der Gingiva und der Alveolarmukosa bestent (SCHROEDER
1982).

Der Alveolarknochen des Ober- und Unterkiefers bildet zusammen mit der natiirlichen
Bezahnung eine physiologische und funktionelle Einheit. Der Kieferknochen unterliegt — wie
das gesamte Skelett — wahrend des ganzen Lebens einem steten Umbau. Die Ursachen dafur
liegen in der funktionellen Anpassung an die Druck- und Belastungsverhéltnisse beim Kauen,
Schlucken, Sprechen  sowie in den irreversiblen entziindungsbedingten
Destruktionsvorgangen.

Der Alveolarknochen besteht aus der periostbedeckten Knochenkortikalis lingual/palatinal,

dem Spongiosaanteil des trabekuldren Knochens, den Laminae cribriformes, die das Zahnfach
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auskleiden und eine Fortsetzung der kortikalen Platte bedeuten. Strukturell lassen sich die
Knochenzellen (Osteoblasten, Osteoklasten und Osteozyten) innerhalb einer mineralisierten
Matrix finden. Osteoblasten sind als knochenbildende Zellen mesenchymalen Ursprungs. Sie
liegen fast immer in einer Schicht epithelédhnlich eng beieinander und haben Gber kurze, zarte
Fortsatze untereinander Kontakt. Das Zytoplasma der relativ kleinen Osteoblasten besitzt
einen ausgepragten Golgi-Apparat, ist reich an Mitochondrien und an granuldrem
endoplasmatischen Retikulum und folglich basophil. Die Osteoblasten produzieren die aus
Grundsubstanz und Kollagenfasern (Typ 1) bestehende Interzellularsubstanz des
Knochengewebes. Durch die wahrend der Knochenentwicklung und des Knochenwachstums
anhaltende Matrixproduktion entfernen sich die zundchst eng benachbarten Osteoblasten
immer mehr voneinander. Dadurch verschlechtern sich zunehmend die Bedingungen fur
Stoffwechsel und Matrixproduktion, die schlieRlich nahezu vollstandig eingestellt wird. Die
nun fast inaktiven, ,,eingemauerten Osteoblasten wandeln sich unter weitgehendem Verlust
ihrer ,,blastentypischen* Ausriistung in Osteozyten um. Die Osteozyten bilden Osteone, in
denen die Haver’schen Kandle verlaufen, die fir die Kommunikation zwischen den einzelnen
Zellen sorgen. Die Laminae cribriformes sind an zahlreichen Stellen unterbrochen, die
Foramina ermdglichen das Einstrahlen der desmodontalen Fasern in den Knochen bis in die
Markraume hinein. Dieser Abschnitt des Alveolarknochens wird als der ,,Biindelknochen*
bezeichnet (SCHROEDER 1982).

Das Skelett unterliegt nach dem Wachstumsabschluss einer permanenten Erneuerung, dem
,Remodeling“ (HOCK et al. 2001). Durch eine wechselseitig wirkende Aktivierung von
Osteoklasten und Osteoblasten wird eine kontinuierliche Erneuerung des mineralisierten
Knochenanteils erreicht (FROST 1994). Die Bilanz dieser Osteoklasten- und
Osteoblastenaktivitat bleibt ausgeglichen, solange der Knochen beispielsweise durch den
Muskelzug physiologisch belastet wird. Bleibt eine Belastung aus oder wird der Knochen
unphysiologisch belastet, wie zum Beispiel bei der Zerstérung des Parodontalapparates im
Verlauf der fortgeschrittenen Parodontitis, folgt eine Bilanzverschiebung zugunsten der
Osteoklastentétigkeit, und die knochenresorptiven Prozesse dominieren. Infolgedessen nimmt
das Knochenvolumen kontinuierlich ab. Diesem Grundsatz folgen sowohl der enchondral
gebildete Knochen als auch der auf eine mesenchymale embryonalgeschichtliche Entwicklung
zuriickgehende Knochen.

Die Gingiva bildet den Weichgewebsabschluss an der Durchtrittstelle der Z&hne in die
Mundhohle. Sie ist aus dem gingivalen Epithel, dem Verbindungsepithel (Saumepithel), dem

subepithelialen Bindegewebe, den darin enthaltenen Blut- und Lymphgefaen und den


http://www.tiho-hannover.de/einricht/anat/lit/mwenth/os/pcd_imgs/img0051.jpg
http://www.tiho-hannover.de/einricht/anat/lit/mwenth/os/pcd_imgs/img0040.jpg
http://www.tiho-hannover.de/einricht/anat/lit/mwenth/os/izs_os.htm#GS
http://www.tiho-hannover.de/einricht/anat/lit/mwenth/bdgw/ko1_tree.htm
http://www.tiho-hannover.de/einricht/anat/lit/mwenth/os/pcd_imgs/img0040.jpg
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Nervenfasern zusammengesetzt. Die Gingiva umgibt den sichtbaren Zahn und ist mit dem
Zahnschmelz bzw. -wurzelzement durch den Epithelansatz verbunden. Diese Verbindung
bedeutet eine wirkungsvolle Abschottung des Kdrpers gegen Mikroorganismen. Die Gingiva
zwischen den Zahnen wird Interdental- oder Zahnfleischpapille genannt. Die direkt am Zahn
anliegende Gingiva ist verschieblich. Sie bedeckt wurzelwérts den Alveolarfortsatz und haftet
diesem unverschieblich an (attached gingiva), da die Subcutis an dieser Stelle fehlt. Die
Gingiva kann nicht nachgebildet werden.

Das Zahnfleisch besteht histologisch aus einem mehrschichtigen Plattenepithel, das nur
wenige Hornschichten aufweist. Epithelzellen bedecken alle inneren und &uleren
Korperoberflachen. Die Zellen liegen dicht beieinander, sind reich an Zellkontakten und
enthalten keine BlutgefaRe. Eine weitere allen Epithelzellen gemeinsame Eigenschaft ist ihre
Polaritat. Sie haben eine duBere, apikale Seite, die dem AuReren (z. B. bei der Haut) oder dem
Lumen (z. B. bei der Mundhdhle, beim Darm oder bei Drisen) zugewandt ist, sowie eine
basale Seite, die Uber eine Basallamina mit dem darunterliegenden Gewebe verbunden ist. Die
Polaritdt von Epithelzellen ist durch strukturelle und funktionelle Unterschiede zwischen
apikaler und basaler Membran der Epithelzellen gepragt.

Das Saumepithel, bestehend lediglich aus dem Stratum basale und dem Stratum suprabasale,
haftet iber die Hemidesmosome am Zahn und Uber die Desmosome am Bindegewebe und
dichtet den Zahnsulkus am Zahnhartgewebe ab. Ein wichtiger Bestandteil des Bindegewebes
sind die Bindegewebsvorlauferzellen, die sogenannten Fibroblasten. Zwischen dem Rand des
Alveolarknochens und dem anhaftenden Epithel inserieren die dento-alveolaren und die
dento-gingivalen Kollagenfasern aus dem Weichgewebe im azellular-fibrillaren
Wurzelzement. Der Gefél3plexus des Bindegewebes sorgt fur die Zirkulation und die
Erndhrung. Die zu den Venolen parallel verlaufenden Lymphbahnen filhren zu den
Lymphknoten (EGELBERG 1967). Das desmodontale Gewebe ist sehr stark vaskularisiert.
Die Arteriolen und Venolen bilden ein korbartiges Geflecht um die Zahnwurzeln und
verlaufen etwa in der Mitte des Parodontalspaltes. Die Hauptgefae verlaufen palisadenartig
in apiko-koronaler Richtung. Die vendsen Abflusse folgen dem Arterienverlauf (LINDHE
und KARRING 1998).

Die Fibroblasten spielen eine wichtige Rolle bei der Synthese der Interzellularsubstanz, der
extrazellularen Matrix. Zu den Produkten von Fibroblasten gehoért hauptsachlich das
Kollagen, das zusammen mit den ebenfalls gebildeten Proteoglykanen (saure
Mukopolysaccharide) fiir eine erhohte Festigkeit der extrazelluldren Matrix sorgt. Weiterhin

synthetisieren die Fibroblasten die Kollagenase, die fur einen physiologischen Kollagenabbau


http://www.drkolling.de/zahnarzt_muenchen/dental-lexikon/lexikone.html#Epithelansatz
http://www.drkolling.de/zahnarzt_muenchen/dental-lexikon/lexikonm.html#Mikroben,%20Mikroorganismen
http://www.drkolling.de/zahnarzt_muenchen/dental-lexikon/lexikoni.html#Interdentalpapille
http://www.drkolling.de/zahnarzt_muenchen/dental-lexikon/lexikoni.html#Interdentalpapille
http://www.drkolling.de/zahnarzt_muenchen/dental-lexikon/lexikona.html#Alveolarfortsatz
http://de.wikipedia.org/wiki/Histologie
http://de.wikipedia.org/wiki/ExtrazellulÃ¤re_Matrix
http://de.wikipedia.org/wiki/Collagen
http://de.wikipedia.org/wiki/Proteoglykan
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zustandig ist. Eine Schadigung des Gewebes stimuliert die Proliferation von Fibroblasten und
verstarkt die Abgabe von Zytokinen, die wiederum positiv auf die Reparatur der Verletzung
bzw. die Ausheilung der Entzindung des Parodontalapparates einwirken. Fibroblasten sind
bewegliche, aber ortsstandige Bindegewebszellen mesenchymaler Herkunft, die nach der
Reifung zu Fibrozyten bewegungsunfahig werden.

Die allgemeine Meinung, wonach antibakterielle Mundspullésungen bei tdglicher Anwendung
das Fortschreiten von Parodontalerkrankungen verhindern und folglich die Regeneration der
Mundschleimhaut, des Zahnhalteapparates und des Knochens positiv beeinflussen, erklart das
Interesse der vorliegenden Arbeit, die Wirkung oraler Antiseptika auf die einzelnen Zelltypen
grundlegend zu untersuchen.

Eine regelméBige Reinigung des Sulkus von bakteriellen Beldgen und Speiseresten ist
notwendig, um einer Gingivitis vorzubeugen, die sich schnell und unbemerkt zu einer
Parodontitis entwickeln kann. Beim Z&hneputzen selbst kommt es hdaufig zu einer
vorubergehenden Bakteriamie, ganz gleich, welche Methode der Zahnreinigung verwendet
wird. Die kapillare Endstrombahn bildet im Bereich des Saumepithels den subepithelialen
GeféaBplexus, der Uberwiegend aus anastomosierenden postkapillaren Venolen mit einem
Durchmesser von 7 bis 40 um besteht. Bereits bei einer geringfiigigen mechanischen Reizung
oder bei einer von kleinsten Mengen Antigens ausgeldsten entziindlichen Reaktion erhéht sich
die Permeabilitdt der zahlreichen Venolen des Plexus nachweislich. Das Austreten eines
Exsudats wurde beobachtet, und im Tierexperiment ist ein Zusammenhang mit dem
Blutkreislauf nachgewiesen worden (BRILL und KRASSE 1958 und 1959, EGELBERG
1963). Die Faktoren fir die Entstehung eines Gradienten, die Entstehungsmechanismen und
die Funktionen des Exsudats (im Folgenden Sulkusfluid [SF] genannt), sind in einer Reihe
klinischer und experimenteller Studien bereits erforscht worden (EGELBERG 1963, 1966 a,
b, ¢, d, e und 1967, BRILL und BJORN 1959, BRILL 1959, BOWLES und MUHLEMANN
1971). Die Analyse der einzelnen Bestandteile des SF ergibt eine weitgehende
Ubereinstimmung mit den Komponenten des Blutserums (CIMASONI 1983, CURTIS et al.,
1988 und 1990, EGELBERG 1963, GOODSON 2000, BANG und CIMASONI 1971). Der
Anstieg der SF-Menge und die steigenden Konzentrationen der enthaltenen
Entzindungsmediatoren (z. B. Interleukine [IL], des Tissue Necrosis Factor-a [TNF-a])
kénnen von Beginn an an einer Exposition des Sulkus den Bakterien der oralen Flora
gegentber kontinuierlich verfolgt werden (BIJL et al. 1986, CHAPPLE et al. 1995,
EGELBERG 1964, GRIFFITHS et al. 1992, GRIFFITHS 2003).


http://de.wikipedia.org/wiki/Proliferation
http://de.wikipedia.org/wiki/Zytokin
http://de.wikipedia.org/wiki/Mesenchym
http://de.wikipedia.org/wiki/Fibrozyt
http://de.wikipedia.org/wiki/Gingivitis
http://de.wikipedia.org/wiki/Parodontitis
http://de.wikipedia.org/wiki/Prophylaxe_%28Zahnmedizin%29
http://de.wikipedia.org/wiki/Bakteri%C3%A4mie
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Die Steigerung der GefaRwand- und der Gewebepermeabilitat ist nur eine von vielen Etappen
in einer ganzen Reihe von Immunreaktionen, die auf die Prdsenz von Mikroorganismen im
Sulkus folgen. Eine anhaltende Plaqueakkumulation und eine fortbestehende Entziindung
I6sen eine gingivale Reaktion aus, die von einer Steigerung der Sulkusfluidmenge begleitet
wird (HANCOCK et al. 1979). Die Akkumulation der oralen Mikroorganismen, ihre
Zusammensetzung und die Wirkung ihrer Prasenz auf den Entzlindungszustand der Gingiva
sind von SILNESS und LOE (1964) klinisch untersucht worden. Sie konnten aufzeigen, wie
das Bakterienspektrum innerhalb der Plaque eine Transformation von den Uberwiegend
aeroben, grampositiven zur Dominanz von gramnegativen, anaeroben Spezies im Laufe des
ungestorten Wachstums erfahrt. Eine gingivale Entziindung wird als Gingivitis bezeichnet; sie
ist durch die klassischen Symptome einer Entziindung charakterisiert: rubor, color, dolor,
tumor und functio laesa.

Etwa 500 verschiedene bakterielle Spezies besiedeln die menschliche Mundhohle (PASTER
et al. 2001). Eine Vielzahl dieser Spezies lasst sich konstant in der dentalen Plaque
nachweisen (DARVEAU et al. 1997). Diese Plaque wird heute als ein mikrobieller ,,Biofilm*
verstanden (MARSH und BRADSHAW 1995). Biofilme werden als ,,in eine Matrix
eingebettete bakterielle Population, die aneinander und/oder an Oberflachen/Grenzflachen
angeheftet ist“, definiert (COSTERTON et al. 1994, S. 2139). Die oralen Mikroorganismen,
die zun&chst an den Zahnoberflachen adhédrent werden, bilden unter Produktion einer
extrazelluldren Matrix eine dreidimensionale Struktur aus, die ausmineralisieren kann und als
Biofilm bezeichnet wird (BERNIMOULIN 2003, WECKE et al. 2000). Die mikrobielle
Besiedlung eines durchbrechenden oder frisch gereinigten Zahnes erfolgt rasch. Auf der
Zahnoberflache bildet sich innerhalb weniger Minuten eine Pellikel aus Proteinen und
Glykoproteinen, die aus dem Speichel und dem Sulkusfluid stammen und sich an die
Hydroxylapatitkristalle des Zahnschmelzes binden (MARSH und BRADSHAW 1995,
LISTGARTEN 1994). Sowohl (ber spezifische Oberflachenstrukturen wie Adhésine
(Zuckermolekiile, Lectine) als auch Uber unspezifische Mechanismen wie die ionische
Bindung der Teichonsdure der bakteriellen Zellmembran heften sich gramnegative aerobe
Kokken an die Pellikel. Diese friihe Besiedlung erfolgt hauptsachlich durch Streptococcus-sp.
und Aktinomyces-sp., spater auch durch gramnegative kapnophile Capnocytophaga-sp. und
gramnegative Anaerobier wie Fusobacterium nucleatum (F.n.) (MARSH und BRADSHAW
1995, LISTGARTEN 1994), wobei F.n. bei der weiteren Entwicklung des komplexen
Biofilms eine Mediatorrolle zu spielen scheint (WEISS et al. 2000). Raumlich breitet sich die

supragingivale Plaque innerhalb etwa einer Woche lateral aus, bis die verfugbare
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Zahnoberflache bedeckt ist (WECKE et al. 2000). Wéhrend der Reifung der Plaque steigt
neben der gesamten Keimzahl der Anteil gramnegativer Bakterien von etwa 15 % der
Gesamtflora an gesunden Stellen (TANNER et al. 1996) auf ca. 50 % bei etablierter
Gingivitis an (TANNER et al. 1996, THEILADE et al. 1966). In den mittlerweile klassischen
Studien zu kurzzeitig bestehender, experimentell ausgeloster Gingivitis konnte gezeigt
werden, dass die Symptome der gingivalen Entziindung wie Blutung, R6tung und Schwellung
vollstandig reversibel sind, wenn eine entsprechende Mundhygiene wieder aufgenommen
wird (THEILADE et al. 1966, LOE et al. 1965).

2.2 Erkrankungen der Mundhohle und oraler Biofilm

2.2.1. Klassifikation parodontaler Erkrankungen

Wihrend eines internationalen Workshops (International Workshop for a Classification of
Periodontal Diseases and Conditions)im Herbst 1999 in Oak Brook/lIllinois, USA, wurde eine
neue Klassifizierung der Parodontalerkrankungen beschlossen. Diese versucht, basierend auf
klinischen, radiologischen, anamnestischen und mikrobiologischen Kriterien, die
Erscheinungsbilder der Erkrankungen des Zahnhalteapparates zu definieren. Man
unterscheidet acht Kategorien in der Klassifizierung der Parodontalerkrankungen. Daruber

hinaus sind diese acht Kategorien durch Spezifizierungen weiter unterteilt. Diese umfassen:

l. Gingivale Erkrankungen
A. Plaqueinduzierte gingivale Erkrankungen

B. Nicht plagueinduzierte gingivale Erkrankungen

Man unterscheidet gingivale Erkrankungen, die infolge von Mangelerndhrung oder
modifiziert durch systemische Einfliisse und Medikamente als ausschlieBlich plaqueinduziert

auftreten kdnnen.
1. Chronische Parodontitis

A. Lokalisiert

B. Generalisiert
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Man unterscheidet dabei chronische Parodontitiden, aggressive Parodontitiden und
Parodontitiden als Manifestation wvon  Systemerkrankungen, wobei vor allem
Bluterkrankungen, genetische Stérungen und Stoffwechselerkrankungen eine Rolle spielen.
Weiterhin differenziert man nekrotisierende Parodontalerkrankungen, Parodontalabszesse,
Parodontitiden im Zusammenhang mit endodontalen L&sionen sowie entwicklungsbedingte

oder erworbene Deformationen und Zusténde.
[1l.  Aggressive Parodontitis

A. Lokalisiert
B. Generalisiert

IV.  Parodontitis als Manifestation einer Systemerkrankung

A. Bluterkrankungen
B. Genetische Stérungen
C. Nicht anderwertig spezifiziert

V. Nekrotisierende Parodontalerkrankungen

A. Nekrotisierende ulzerierende Gingivitis (NUG)
B. Nekrotisierende ulzerierende Parodontitis (NUP)

VI. Abszesse des Parodonts

A. Gingivaabszess
B. Parodontalabszess
C. Perikoronarabszess

VII.  Parodontitis im Zusammenhang mit endodontalen L&sionen
A. Kombinierte parodontisch-endodontische Lasion
VIIl.  Entwicklungsbedingte oder erworbene Deformationen und Zustéande

A. Lokalisierte zahnbezogene Faktoren, welche die Plaqueretention begunstigen
B. Mukogingivale Verhaltnisse

C. Schleimhautveranderungen auf zahnlosen Alveolarkdmmen
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2.2.2. Atiologie und Pathogenese der Parodontitiden

Die Parodontitis ist unter Erwachsenen eine haufige Erkrankung mit einer Pravalenz von

50 %, wobei etwa 30 % aller Patienten an einer schweren Form der Parodontitis leiden
(BROWN und LOE 2000, MICHEELIS und SCHIFFNER 2006). Trotz wesentlicher
Unterschiede im klinischen Verlauf, die auf die multifaktorielle Atiologie zuriickzufiihren

sind, liegen der Gruppe der entzlindlichen Parodontopathien gemeinsame pathogenetische
Mechanismen zugrunde (PAGE 1999, PAGE und KORNMAN 1997). Neben der bakteriellen

Infektion als Grundvoraussetzung der Erkrankung sind genetische und erworbene endogene

und exogene Risikofaktoren modifizierend an der Pathogenese beteiligt (SALVI et al. 1997)
(Abb. 1). Andere diskutierte Atiologiefaktoren sind:

Rauchen und andere exogene Faktoren wie z. B. Stress

Storungen des Stoffwechsels, wie z. B. durch Immundefekte, Stérungen des
Hormonhaushalts, Blut- oder Stoffwechselerkrankungen u.a.
erndhrungsbedingte  Schadigungen des Parodonts durch Fehl- oder
Mangelernahrung

mechanisch bedingte Traumata, ausgelost durch gestorte
Okklusionsverhaltnisse, falsche Putztechniken, derbes oder hoch ansetzendes

Lippenbéandchen u.a.
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Abbildung 1: Gingivitis-Parodontitis-Modell (modifiziert nach SALVI et al. 1997, S. 178)

Die physiologische Mundflora kann als Folge einer schlechten Mundhygiene oder durch eine exogene
Infektion zerstort werden. Die pathogenen Keime kdnnen das koérpereigene Immunsystem durch
spezifische und unspezifische Mechanismen aktivieren. Die hervorgerufene Gingivitis kann entweder
durch korpereigene Abwehr bekdmpft werden, oder aber die initiale Mundschleimhauterkrankung geht
in eine tiefer fortschreitende Parodontitis Uber. Das ungestérte Vordringen der pathogenen Keime in
Parodontalapparat bzw. eine insuffiziente Immunantwort auf eine Gingivitis kann eine initiale
Parodontitis verursachen. Diese Prozesse filhren zu einer entzlindlichen Reaktion des Parodonts mit
einer Zerstérung des Zahnhalteapparates und einer Kumulation von noch agressiveren
Bakterienstdmmen im Entzlindungsgebiet. Daraus resultieren die Taschenbildung und ein vertikaler
Knochenabbau. Eine suffiziente Immunantwort kann zu einer Eliminierung der hochpathogenen
anaeroben gramnegativen Keime bzw. zu einer Chronifizierung der Erkrankung fiihren. Der Verlust
des Parodontalapparates um die betroffenen Zahne flhrt langerfristig zur Zahnlosigkeit und begunstigt
die Entstehung der Osteomyelitis.

Entscheidend fur die Entstehung und Erhaltung der Entzindungsreaktion, die in der
parodontalen Destruktion resultiert, sind jedoch bakterielle Prozesse. Die anderen genannten
Faktoren sind nicht als auslosende, sondern als auf den Krankheitsprozess modellierend
einwirkende Parameter zu verstehen. Sie konnen den Krankheitsverlauf beschleunigen,

intensivieren oder Abwehrmechanismen ausschalten (LANG NP et al. 1985).

Die Grundlage fur eine andauernde schadigende Wirkung von pathogenen Keimen auf die

parodontalen Gewebe ist die Ausbildung einer mikrobiellen Plaque, eines sogenannten
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Biofilms. Die Voraussetzung fir die Plaqueanlagerung ist das Vorhandensein wvon
Schmelzpellikeln, die als Proteinschicht die Zahnoberflache bedecken. Plaque ist ein
strukturierter, zaher, verfilzter Zahnbelag (Biofilm) aus Speichelbestandteilen, bakteriellen
Stoffwechselprodukten, Nahrungsresten und Bakterienzellen. Die supragingivale Plague ist
primar an den habituell unsauberen Bereichen der Z&hne, den sogenannten
Kariespradilektionstellen, lokalisiert. Diese besonders kariesdisponierten Bereiche sind die
Zahnfissuren und -grubchen, die Approximalflachen der Zahne, das zervikale Drittel der
sichtbaren Zahnkrone und frei liegende Wurzeloberflachen. Die Entwicklung der Zahnplaque

vollzieht sich in mehreren Schritten.

Auf einer grindlich gereinigten Zahnoberflache haftet der unstrukturierter azellularer Film an,
das sogenannte sekundare Zahnoberh&utchen. Dieses Hautchen ist ca. 0,1 bis 1um dick und
besteht in erster Linie aus Proteinen des Speichels, die aufgrund ihrer Eigenladungen an die
Kalzium- und Phosphatgruppen des Apatits der Zahnhartsubstanz elektrostatisch binden
konnen. Die Pellikel ist semipermeabel, d.h., sie steuert in einem gewissen Ausmal die
Austauschvorgange zwischen Mundhohlenmilieu, Plagque und Zahn. Sie befeuchtet zudem
den Zahn und schutzt ihn so beim Essen vor Abrasion. An diese Membran heften sich
innerhalb weniger Stunden selektiv zuerst grampositive Kokken (Streptococcus sanguis) und
Aktinomyzeten an. Spéater folgen weitere Streptokokken, Aktinomyzeten und Veillonellen.
Stabchen und Filamente Uberwiegen in einer sieben bis 14 Tage alten Plaque. Die Plaque
wéchst dann duch Teilungsvorgange bzw. Akkumulation weiterer Bakterien tber spezifische
Adhasions- und Kohésionsphanomene, durch direkten Zellkontakt oder mit Hilfestellung
durch Plaguematrixkomponenten. Mit zunehmendem Alter gewinnt die Plaque eher
anaeroben Charakter. Bakterienadh&sion und Plaquebildung koénnen durch verschiedene
Faktoren gehemmt oder gefordert werden. Diese Faktoren kdnnen endogener oder exogener
Genese sein. Ausgereifte Plaque besteht aus dicht gepackten Bakterien (60-70
Volumenprozent), die in ein amorphes Material, die Plagquematrix, eingebettet sind. Die
Plaque ist in diesem Zustand durch die Selbstreinigungskrafte der Mundhdhle nicht mehr vom
Zahn zu entfernen. Dabei variiert die bakterielle Besiedelung an verschiedenen Stellen der
Mundhohle und sogar an verschieden Flachen eines Zahnes. Der prozentuale Anteil
unterschiedlicher Bakterien in der Plaque unterscheidet sich signifikant von ihrem Anteil im
Speichel. Auch die Zusammensetzung der Plaquematrix ist variabel. Sie hangt von

Speichelzusammensetzung,  Erndhrung und  Syntheseleistung der  verschiedenen
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Plaquebakterien ab. Die vollige Ausreifung der Plaque wird nach etwa einer Woche erreicht,
wenn sich Spirochdten etablieren (FLEMMIG 1993).

Die Reaktionen, die ihren Ursprung in der Steigerung der Permeabilitdt des epithelialen
Abschlusses am Zahn haben (Abb. 2) und die spater zur Lockerung der kollagenen Strukturen
des Weichgewebes beitragen, fuhren so zu einer sich ausbreitenden Infiltration mit einer
erhdhten Freisetzung von Entziindungsmediatoren wie TNF-a und IL-1B, gefolgt von den
Matrixmetalloproteinasen (MMPs) (PAGE und KORNMAN 1997, LISTGARTEN 1987,
ZEE VAN DER et al. 1997).

erworbene und dullere Risikofaktoren

\ \

Antikdrper

g —— Zytokine
PMNs —-

parodontaler T Entziindung Klinisches
Biofilm. und Immun. parodontaler Bild der
Viren Antigene | oo dee Stoffwechsel == ,p
\Virulenzfaktoren Ires
— MMPs

4 ¢

genetische Risikofaktoren

Abbildung 2: Pathogenetisches Modell (modifiziert nach PAGE und KORNMAN 1997, S. 10)

Die Anlagerung der pathogenen Keime an die Zahnoberflache und die Enstehung von Plaque
verursachen Uber die humorale und zellulare Immunantwort eine initiale Gingivitis. Das Ubergreifen
der Gingivitis auf die tiefer gelegenen Parodontien wird durch die von Immunabwehrzellen
ausgeschitteten Entziindungsmediatoren beglnstigt. Der verdnderte parodontale Stoffwechsel
prasentiert sich klinisch als eine akute oder chronische Form der Parodontitis. Dabei spielen die
erworbenen, &uBeren und genetischen Risikofaktoren eine bedeutende Rolle in der Entstehung der
Erkrankung. Das Fortbestehen der parodontalen Entziindung fiihrt zu einer Selektion der
hochpathogenen Keime in dem betroffenen Gebiet.



-20 -

Die Progression einer Parodontitis ist durch einen fortschreitenden Verlust des marginalen
Knochens an den betroffenen Z&hnen charakterisiert. Verantwortlich fur diesen Verlust ist
neben der enzymatischen Aktivitat zahlreicher Proteasen eine zugunsten der Osteoklasten
verschobene Aktivierungsbilanz der Knochenzellen (HOFBAUER et al. 1999). Die Steuerung
der Osteoklastendifferenzierung findet tber die entziindungsbedingte Aktivierung der T- und
der B-Zellen statt. Diese Zellen sezernieren dann den Rezeptoraktivator des nuklearen Faktor-
kB Liganden (RANKL), der die Zahl der aktiven Osteoklasten gegeniiber der der
Osteoblasten heraufsetzt (KAWAI et al. 2006, TAUBMAN et al. 2005).

Die Pathogenitat der Plaque ist zuriickzufiihren auf die Gesamtmasse der Bakterien, die
Toxine und antigen wirkende Substanzen produzieren und zu Entziindungen fiihren, aber auch
auf das Vorhandensein besonders pathogener Keime, die mit spezifischen Virulenzfaktoren
die Gewebe schéadigen oder die Wirtsabwehr beeintrachtigen. In dieser Hinsicht unterscheidet
man zwei Ansétze: die spezifische und die unspezifische Plaquehypothese. Die unspezifische
Plaquehypothese begreift die Gesamtmasse der Plaque als schadigenden Einfluss auf den Wirt
(THEILADE 1986). Der Therapieansatz ist deshalb in der Vermeidung und Beseitigung
samtlicher Belége zu sehen, was durch chemische oder vor allem mechanische Verfahren zu
erreichen ist. Dieser Ansatz wird durch das klassische Experiment von LOE et al. (1965)
unterstitzt, der nachwies, dass sich bei vernachlassigter Mundhygiene in jedem Fall eine
Gingivitis etabliert, die sich jedoch mit Wiederaufnahme der Mundhygienemalinahmen
wieder vollstandig zuriickbildet. Aus dieser Wechselwirkung zwischen Plaque und Gingivitis
lasst sich nicht direkt auf die Beziehung zu parodontalen Erkrankungen schlieRen. Jedoch
wurde in anderen Experimenten auch dieser Zusammenhang belegt (HAUNFELDER 1990).
Demgegenuber geht die spezifische Plaquehypothese davon aus, dass parodontale
Erkrankungen auf eine bestimmte pathogene Bakterienflora mit typischen Erregern im Sinne
der Koch’schen Postulate zurlickzufuhren sind. Diese missen gezielt durch Medikamente
bekdmpft werden. Verschiedene Experimente konnten in diesem Zusammenhang beweisen,
dass eine Vielzahl von Bakterienarten in isolierter Form Ausldser fur Gingivitis und
Parodontitis sein kann (FLEMMIG 1993). Von Bedeutung ist auch die Erkenntnis, dass sich
die Mundflora in ihrer Zusammensetzung bei einer Erkrankung im Vergleich zu parodontal
gesunden Verhaltnissen verandert. Im gesunden Zustand dominieren grampositive aerob
wachsende Arten, wéhrend sich bei Gingivitis eine aerob-anaerobe Mischflora findet, die sich
mit der Etablierung einer Parodontitis in eine gramnegative anaerobe Flora umwandelt

(PFISTER 1985). Auf dieser Grundlage konnten fir die aggressive Parodontitis spezifische
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Leitkeime identifiziert werden, wie z.B. Actinobacter actinomycetemcomitans,

Porphyromonas gingivalis und Prevotella intermedia.

Die Parodontitis wird heute als opportunistische Erkrankung aufgefasst, deren wesentliche
Voraussetzungen das Vorhandensein pathogener Keime sowie ein fur die Vermehrung der
Keime glinstiges Milieu darstellen. Das Bestehen einer Gingivitis wird als Grundlage fir die
Etablierung einer Parodontitis erachtet. Jedoch resultiert eine Gingivitis nicht grundsétzlich in
einer Parodontitis. Die Pathogenese der Gingivitis ist durch akute und chronische

Entziindungsprozesse gepragt.

Die Ausbildung einer klinisch manifesten Gingivitis verlauft in drei histopathologisch
abgrenzbaren Phasen, der Initiallasion, der Frihl&sion und der etablierten L&sion. Durch den
Einfluss der Plaquemikroorganismen kommt es in der klinisch gesunden Gingiva innerhalb
von zwei bis vier Tagen zu einer akuten Entziindung mit Erhéhung der GefaBpermeabilitat,
Vasodilatation und Leukozytenmigration. Im Stadium der |Initialldsion treten erste
Gewebeschadigungen durch den Verlust des perivaskuldaren Kollagens auf, und die
Umwandlung von koronalen Saumepithelabschnitten in Taschenepithel beginnt. Zwischen
dem vierten und dem zehnten Tag der Plaquereifung verstarken sich die Entziindungszeichen.
Auch die Gewebeschaden nehmen in dieser Phase der Friihldsion weiter zu. Es kommt zum
Verlust der  MikrogefaRarchitektur ~und  zur  Ausbildung von  gefalreichem
Granulationsgewebe. Der Untergang von Kollagenfasern im Bereich des Zahnfleischsaumes
setzt sich fort. In der Phase der etablierten Lasion nach zwei bis drei Wochen dauern die
entzlindlichen Prozesse weiter an. Mit dem Fortschreiten des Bindegewebsverlustes und der
Proliferation des Taschenepithels zum Sulkusboden beginnt die sichtbare Taschenbildung. Zu
diesem Zeitpunkt manifestiert sich die Gingivitis klinisch. Diese Phase kann (iber einen
langen Zeitraum unverandert bestehen bleiben, sich jedoch auch in eine Parodontitis mit
Knochenverlust umwandeln. Der Ubergang von einer Gingivitis zu einer Parodontitis mit
allen Faktoren ist jedoch noch nicht vollstandig geklart. Kommt es zur
Parodontitismanifestation, dann spricht man von der Phase der fortgeschrittenen Lé&sion. Die
destruktiven Prozesse dehnen sich in Desmodont und Alveolarknochen aus. T-Zellen und
Makrophagen werden durch bakterielle Lipopolysaccharide aktiviert. Es kommt daraufhin zur
Freisetzung von Zytokinen wie IL 1, IL 6 oder TNF-a. Diese stimulieren Osteoklasten, denen
der Hauptanteil an den zum Substanzverlust fiihrenden Prozessen, also Kollagenolyse und
Knochenresorption, zugeschrieben wird. Die Osteoblastenaktivitat ist demgegentber normal

oder verringert, weshalb insgesamt ein Abbau des Alveolarknochens zu verzeichnen ist.
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Tiefer liegende Knochenmarkbereiche und Gingivaanteile kdnnen bei fortschreitendem
Kollagenverlust fibrosieren. Die Folgen dieser VVorgange sind schlieRlich Zahnlockerung und
Zahnverlust (FLEMMIG 1993, MERTE 1992).

Die Parodontitis ist ein chronischer Prozess, der jedoch keinen kontinuierlichen Verlauf zeigt.
Es wechseln sich Phasen der Stagnation mit Phasen erneuter Exazerbation ab, die als Folge
komplexer Wechselwirkungen zwischen Wirtsabwehr, exogenen Einflissen und den

Mikroorganismen zu betrachten sind.

2.2.3 Therapie

Bei der Behandlung von entziindlichen parodontalen Erkrankungen steht die Reduktion oder
Eliminierung von Bakterien im Vordergrund. Es ist jedoch fraglich, ob nach der Behandlung
eine vorhersagbare Bakterienreduktion auf lange Sicht erreicht werden kann. Man
unterscheidet dabei die mechanische und die chemische Zahnreinigung voneinander. Die
mechanische Zahnreinigung wird mithilfe von Kdiretten und Scalern durchgefuhrt und ist sehr
effektiv, die Reduktion der Bakterienzahl ist aber bei dieser Therapiemethode ungeniigend.
Zur chemischen Reinigung werden orale Antiseptika verwendet. Die Bakterienreduktion ist
dabei als sehr gut zu bewerten. Mundspullésungen konnen jedoch die Plaque nicht effektiv
genug durchdringen, sie entfernen oder die Wiederbesiedelung langerfristig verhindern. Aus
diesem Grund wird eine Kombination beider Methoden empfohlen, indem zuerst eine
professionelle Zahnreinigung und anschlieRend eine chemische Desinfektion der Mundhohle

durchgefuhrt werden.

Es konnte gezeigt werden, dass parodontopathogene Keime sich nicht nur auf dem
Sulkusepithel und dem Rest der Gingiva etablieren kénnen, sondern auch auf der Zunge und
den Tonsillen (VAN DER VELDEN et al. 1986, ASIKAINEN et al. 1991, DANSER et al.
1994 und 1996). Deshalb kdnnen Bakterien nach der parodontalen Behandlung erneut eine
Infektion des Zahnfleischsulkus hervorrufen. Um das Risiko fir eine bakterielle Translokation
zu minimieren, entwickelten QUIRYNEN et al. (1995) das Konzept der ,,one-Stage full-
mouth-disinfection (OSFMD), in der das subgingivale Scaling mit Wurzelglattung in zwei
Sitzungen innerhalb von 24 Stunden durchgefuhrt wurde und von einer supra- und
subgingivalen Chlorhexidinanwendung unterstitzt wurde. Mit diesem Behandlungsschema
wurden in einigen Studien im Vergleich zur konventionellen Therapie signifikante

Verbesserungen der Kklinischen und mikrobiologischen Parameter bei Patienten mit
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fortgeschrittener chronischer Parodontitis erzielt (QUIRYNEN et al. 1995, BOLLEN et al.
1996, VANDEKERCKHOVE et al. 1996, MONGARDINI et al. 1999). Auch bei Patienten
mit einer friih beginnenden Parodontitis konnten &hnliche Ergebnisse erzielt werden
(MONGARDINI et al. 1999, QUIRYNEN et al. 1999).

Das Vorgehen bei der OSFMD beinhaltet folgende Schritte:

e Scaling und Wurzelglattung an allen Zahnen innerhalb von 24 Stunden (auch unter
dem Begriff Full Mouth Scaling bekannt).

e Ausspulung der Zahnfleischtaschen mit NaCl, H,O, oder CHX-Gel

e Mundspulungen mit 0,2 % Chlorhexidin-Losung; zwei- bis dreimal/Tag tber eine
Minute: am Abend vor sowie unmittelbar vor der Behandlung, die néchsten
Wochen nach der Behandlung

e wiederholte subgingivale Irrigation aller Zahnfleischtaschen (dreimal innerhalb
von zehn Minuten) mit CHX-Gel 1 %, diese Anwendung wird am achten Tag
wiederholt

e Zungenreinigung (Spatel bzw. Birste mit H,O, 3 % oder CHX-Gel 1 % fir eine
Minute): unmittelbar nach der chirurgischen Behandlung in der Praxis, Zuhause
taglich einmal mit Birste und Zungenspatel

e Desinfektion von Rachen und Tonsillen: unmittelbar nach der chirurgischen
Behandlung in der Praxis mit einem CHX-Spray 0,2 %; Wasserstrahlgerate

(,,Mundduschen®) mit entsprechenden Zusatzen tragen zu einer Optimierung bei.

In weiteren Studien wurde die quadrantenweise mechanische Parodontalbehandlung mit der
Behandlung innerhalb von 24 Stunden ohne die zusatzliche Anwendung von Chlorhexidin
verglichen (APATZIDOU und KINANE 2004, KOSHY et al. 2005, WENNSTROM et al.
2005, JERVQE-STORM et al. 2006). In allen Studien gab es sechs Monate nach der
Behandlung keine signifikanten Gruppenunterschiede in Bezug auf die klinischen und
mikrobiologischen Daten. Eine Studie konnte auch keine Unterschiede bei der
Rekolonisierung nach dem subgingivalen Scaling mit Wurzelglattung innerhalb von 24
Stunden im Vergleich zur Behandlung uber mehrere Sitzungen bestatigen JERV@E-STORM
et al. 2006). Dennoch fiuihrten beide Behandlungsmodalititen zu deutlichen Reduktionen der

Zielbakterien nach sechs Monaten.


http://www.zahnwissen.de/lexikon_sa-sm.htm#Scaling
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http://www.zahnwissen.de/lexikon_ca-cm.htm#Chlorhexidin
http://www.zahnwissen.de/lexikon_mn-mz.htm#Mundspuelloesungen
http://www.zahnwissen.de/lexikon_ca-cm.htm#Chlorhexidin
http://www.zahnwissen.de/lexikon_sn-sz.htm#subgingival
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Der Erfolg einer parodontalen Behandlung hangt von der Reduktion der pathogenen Bakterien
im dentalen Biofilm ab, die auf Zahnoberflachen und anderen ¢kologischen Nischen in der
Mundhdéhle zu finden sind (SLOTS 1979, BOLLEN et al. 1998, SLOTS und TING 2002). Die
mechanische Behandlung, die in einem subgingivalen Scaling mit Wurzelglattung besteht, ist
in der Regel der erste empfohlene Schritt gegen parodontale Infektionen (COBB 1996).
Tagliche Mundhygienemalinahmen durch den Patienten, wie Zahneputzen und die
Anwendung von Zahnseide, in Kombination mit professioneller Entfernung harter und
weicher supra- und subgingivaler Beldge, ist sehr effektiv zur Kontrolle der meisten Formen
von parodontalen Erkrankungen. Eine Reihe von Studien aus den 1970er-Jahren konnte das
Potenzial einer initialen Behandlung demonstrieren, die eine Entfernung supra- und
subgingivaler Belége beinhaltete (SUOMI et al. 1971, AXELSSON und LINDHE 1978 und
1981, KNOWLES et al. 1979). In den 1980er-Jahren gab es umfangreiche Studien Uber die
nicht chirurgische mechanische Parodontalbehandlung (MORRISON et al. 1980,
BADERSTEN et al. 1981, 1984 und 1987, PROYE et al. 1982, LOOS et al. 1988,
HAMMERLE et al. 1991, CLAFFEY und EGELBERG 1994). Durch eine subgingivale
Reinigung kann ein gesundes orales Milieu wiederhergestellt werden, da es zu einer
Verschiebung des bakteriellen Gleichgewichts in Richtung nicht pathogener, nitzlicher
Bakterien kommt. Es wurde von den durchschnittlichen Weichgewebsveranderungen nach
einem Scaling mit Wurzelglattung an Frontzahnen und Pramolaren berichtet (DRISKO 2001).
Es wurden mittlere Reduktionen der Sondierungstiefe von 1,29 mm und 2,16 mm und
Attachmentgewinne von 0,55mm und 1,19 mm hauptséchlich bei Taschen mit einer
Sondierungstiefe von 4 bis 6 mm und > 6 mm gefunden. Die Furkationen der Molaren
sprachen jedoch nicht so gut auf die nicht chirurgische mechanische Behandlung an
(NORDLAND et al. 1987, LOOS et al. 1988). Diese Studien unterstreichen die Wichtigkeit
des subgingivalen Scalings in der Behandlung parodontaler Erkrankungen.

Aber auch die Anwendung von antiseptischen Mundspullésungen als Erganzung der taglichen
Mundhygiene oder als Bestandteil einer OSFMD spielt bei der Behandlung von
Mundschleimhauterkrankungen oder bei Verletzungen in der Mundregion eine wichtige
Rolle. So reduzierte die Anwendung einer Mundspullésung zweimal pro Tag mit der
antibakteriellen Wirkstoffkombination Aminfluorid/Zinnfluorid (Meridol®) im Rahmen einer
12-wochigen klinischen Studie bei Patienten mit aggressiver Parodontitis den Zahnbelag
sowie Entziindungen des Zahnfleisches. GUARNELLI (2004) wies nach, dass durch die
Anwendung der Meridol®-Mundspiillésung als Ergédnzung zum taglichen Zahneputzen Plaque

besonders auch an den hinteren Molaren und in den Approximalrdumen gehemmt wird.
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Anhand zahlreicher Studien (MICHEELIS und REICH 1999, MICHEELIS und SCHIFFNER
2006) konnte fir die letzten zehn bis 15 Jahre eine deutliche Verbesserung der oralen
Gesundheit belegt werden. Der Erfolg basierte auf dem Einsatz von Fluoriden, der
Verbesserung der hauslichen Mundhygiene sowie einer Lenkung der Erndhrung. Bedeutsam
ist in diesem Zusammenhang auch die Einfihrung der Fissurenversiegelung als
kassenzahnérztliche Regelleistung. Im Zusammenhang mit einer verbesserten Mundhygiene
wird auch immer wieder Uber die Bedeutung von Mundspillésungen als Erganzung der
mechanischen Gebissreinigung diskutiert (KOWOLLIK 1994, SCHIFFNER 1998 und 2000).
Zum Nachweis der Wirksamkeit solcher Mundspillésungen wurden verschiedene
Vorgehensweisen im Studiendesign benutzt, bei denen die Dauer (Tage bis Monate) der

Anwendung und die Wirkstoffe variierten.

2.3 Orale Antiseptika

Der Markt bietet eine umfangreiche Produktpalette mit unterschiedlichen Wirkstoffen fiir den
Einsatz im dentalen Bereich. Damit eine Substanz in vivo effektiv gegen Mikroorganismen
wirkt, muss sie wahrend der Applikation in einer biologisch aktiven Form vorliegen und ber
einen ausreichend langen Zeitraum verfligbar sein. Der Effekt antimikrobieller Substanzen auf
den Vitalitatsgrad der Keime in der Plaque hangt natirlich auch stark von ihrer Konzentration
an Ort und Stelle ab. Meistens liegen die Wirkstoffe anfangs fir kurze Zeit in relativ hohen
Konzentrationen (MIC-Bereich) in der Mundhéhle vor. Durch Ausspucken und/oder
Herunterschlucken geht je nach Verabreichungsform viel verloren. Den weiteren Effekt
bestimmt dann die Konzentration der Substanz, die an Oberflachen der Mundhohle adsorbiert
und langsam freigesetzt wird (sub-MIC). Zum Beispiel kann ein Stoff in hohen Dosierungen
Mikroorganismen in Speichel und Plaque reduzieren. Er wirkt also bakterizid. Wird jedoch
die Vermehrung der Keime gehemmt, liegt ein bakteriostatischer Effekt vor. Sehr niedrige
Konzentrationen kdnnen immerhin noch zu einer Einschrankung der S&ureproduktion oder
einer Storung der Aktivitat relevanter Enzyme fihren. In vivo kénnen groRe Unterschiede
zwischen Substanzen mit &hnlichen MIC-Werten beziglich ihrer klinischen Wirkung
auftreten. Unter anderem spielen das Eindringen des Wirkstoffes in die Plague und die dort
herrschenden Bedingungen eine wesentliche Rolle. Die oralen Antiseptika sollen des
Weiteren nicht nur die Bakterien in der Plagque bzw. Mundhdhle bekdmpfen und somit Karies
vorbeugen, sondern auch die Mundschleimhaut nicht angreifen und nach Mdglichkeit einen

schitzenden bzw. einen die Wundheilung férdernden Effekt haben.
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2.3.1 Indikationen zur Mundhdohlenantiseptik

Zielsetzung der Mundhdhlenantiseptik ist die Abtotung, Inaktivierung und/oder Entfernung
unerwiinschter Mikroorganismen sowie die Verhinderung einer unerwinschten mikrobiellen
Kolonisation (KRAMER und PITTEN 2000). Mit der Mundhdhlenantiseptik soll vor allem
der endogenen Infektion entgegengewirkt werden.

Die wichtigsten Indikationen sind:

- antiseptische Mundspulungen vor zahnérztlichen Eingriffen (RAHN et al.
1994)

- Pneumonieprophylaxe bei Beatmungspatienten (DERISO et al. 1996)

- Prophylaxe und Therapie der chemo- oder radiotherapieinduzierten Mukositis
(RAHN et al. 1996)

- Verbesserung der Mundhohlenhygiene bei immunsupprimierten Patienten
(MCGAW und BELCH 1985, FERRETTI et al. 1987, 1988 und 1990)

- antiseptische Mundspilung nach akzidenzieller Aufnahme infektidsen
Materials in die Mundhdhle ( KRAMER und PITTEN 1998)

- vor und ggf. nach operativen Eingriffen (KRAMER et al. 1997/98)

- antiseptische  Mundpflege bei  Kieferfrakturen  mit intermaxillarer
Immobilisation (KRAMER et al. 1993)

- Wurzelkanalantiseptik (KRAMER et al. 1993).

Gerade bei Beatmungspatienten und Patienten, die unter Zytostatikatherapie in eine
Leukopenie kommen, spielt die langfristige Antiseptik eine entscheidende Rolle, um hier eine
Infektionsprophylaxe zu erreichen (KRAMER et al. 1993). In der Mundhéhle erfolgt die
prophylaktisch-therapeutische Antiseptik unter anderem durch intraorale Spilungen. Bei der
Wirkstoffauswahl des Antiseptikums muss auf die Besonderheiten des Anwendungsbiotops,
die systemische Vertraglichkeit und die notwendige Einwirkzeit geachtet werden. Die
Wirksamkeit eines Antiseptikums ist von dessen Art, der zugefihrten Menge, der
Konzentration und der Kontaktzeit mit dem Zielort abhéngig (RAHN et al. 1994).

In Abhédngigkeit vom Antiseptikum sind Keimzahlreduzierungen bis zu 31g mdglich
(KRAMER et al. 1990 und 1997/98). Die Transientflora wird hierbei starker reduziert als die
Standortflora, da sie ohnehin zahlenmaRig unterlegen ist (PRICKLER 1980, KRAMER et al.
1990). Eine selektive Keimzahlreduzierung bestimmter Mikroorganismen konnte dagegen
nicht nachgewiesen werden (NAUMANN 1983).
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2.3.2 Anforderungen an orale Antiseptika

Zur Unterstiitzung der mechanischen Mundhygiene werden Mundspillésungen angeboten, die
eine Reduktion der dentalen Plaque, eine Qualitatssteigerung der Zahnhartgewebe (z. B. mit
Fluoriden) sowie eine Steigerung der Regenerationseigenschaften der Weichgewebe (z. B.
Pflanzenextrakte) bewirken. Die Mundspillésungen zur Plaquekontrolle verfligen in der
Regel Uber bakteriostatische bzw. bakterizide Eigenschaften und kénnen dartiber hinaus durch
ihre Oberflachenaktivitat Einfluss auf den Akkumulationsprozess der dentalen Plaque
nehmen. Die bakteriziden Eigenschaften der verfugbaren Préparate lassen sich auf eine
Inhibierung bestimmter Stoffwechselwege in der Bakterienzelle zuriickfiihren. Diese Wirkung
darf auf keinen Fall bei den korpereigenen Zellen vorhanden sein. Aufgrund dieser
Anforderung ist die Verflgbarkeit bzw. die Zahl effektiver Praparate zur Verwendung als
Mundspullosungen eingeschrankt. Wegen verschiedener Nebenwirkungen eignen sich
bestimmte Mundspullésungen nicht zur dauerhaften Anwendung. Sie werden deshalb vor
allem dann empfohlen, wenn aufgrund von operativen Eingriffen die Z&hne nicht mit der
Zahnburste gereinigt werden konnen oder um die hausliche Mundhygiene bei
Mundschleimhauterkrankungen voribergehend zu unterstitzen. Zum Einsatz kommen
antibakteriell wirkende Substanzen, an die folgende Erwartungen gestellt werden
(SCHIFFNER 1995):

e Bakteriozidie
e Hemmung des bakteriellen Stoffwechsels, resultierend in einer Bakteriostase

e Hemmung der Bakterienanlagerung an orale Strukturen.

Die Effektivitat oraler Mundspullésungen wird durch deren Wirksamkeit sowie durch die
Verweildauer in der Mundhohle bestimmt (GAFFAR et al. 1994). Dabei muss das
okologische Gleichgewicht des Biotops Mundhohle gewahrt bleiben, um die natirliche
Abwehr zu erhalten. LANG NP und BRECX (1986) charekterisieren die Anforderungen an
die Wirkung eines oralen Chemotherapeutikums wie folgt:

e Spezifitat gegenliber oralen Mikroorganismen

Effizienz in ihrer antibakteriellen Wirkung

e Substantivitat, d.h. remanente Wirkung durch Adsorption an oralen Flachen

e Sicherheit im Sinne einer mdglichst geringen toxischen Wirkung fir die
Mundschleimhaut und fiir den Korper allgemein

e Stabilitat wahrend der Lagerzeit wie auch in situ.
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Die Substantivitdt beinhaltet die Retention der Substanz in der Mundhohle sowie eine
ausreichende Adhasion der Wirksubstanz an Zahnhart- und Weichgeweben mit der Folge
einer langeren Verweildauer des Wirkstoffes in der Mundhohle in antibakteriell wirksamer
Konzentration (NETUSCHIL et al. 1997). Entsprechend ihrer Substantivitdt werden
antibakterielle Wirkstoffe in ,,Generationen® eingeteilt (NETUSCHIL 1991). Besitzt eine
Mundspullésung ausreichende Effizienz und Spezifitdt, jedoch nur unzureichende
Substantivitat, wird sie der ersten Generation zugeordnet (NETUSCHIL 1991). Zu den
Antiseptika der ersten Generation gehdren z. B. Listerin, Sanguinarin, Hexetidin und PVP-
Jod. Der typische Vertreter der zweiten Generation ist Chlorhexidin (LANG und BRECX
1986). Es zeichnet sich durch Effizienz, Spezifitdit und ausreichende Substantivitat aus
(NETUSCHIL et al. 1997). Das Wirkprinzip der dritten Generation besteht nicht in einer
antibakteriellen Wirkung, sondern in ihrer Eigenschaft zur Adhasionsverminderung der oralen
Mikroflora auf der Schmelzoberflache; als Beispiel sei auf Octapinol verwiesen (BRECX et
al. 1987).

2.3.3 Antiseptische Wirkstoffe der ersten Generation

Wirkstoffe der ersten Generation zeigen in vitro eine antibakterielle Wirkung, die jedoch in
vivo nicht nachgewiesen werden kann. Diese Substanzen haben eine zu geringe Substantivitat,
als dass sie unter den in der Mundhohle herrschenden Bedingungen eine malgebliche
Wirkung entfalten konnten. Beispiele fir Wirkstoffe der ersten Generation sind Enzyme,
Hexitidin, Sanguinarin, Cetylpyridiniumchlorid (CPC), atherische Ole oder PVP-Jod
(NETUSCHIL et al. 2002).

Enzymen wird eine vorteilhafte Wirkung bei der Biofilmbekdmpfung zugeschrieben, wobei
insbesondere Amylasen und Proteasen eine gute Biofilmreduktion erreichen sollen (SHAVER
und SCHIFF 1970). Der Vergleich zwischen Zahnpasta mit Enzymen (Amyloglucosidase,
Glucoseoxidase) und konventionellen Fluoridzahnpasten ohne Enzyme hat gezeigt, dass
hinsichtlich der Biofilm- und Gingivitisentwicklung kein signifikanter Unterschied
feststellbar war (MORAN et al. 1989). Auch Dextranasen und Mutanasen konnten aufgrund
widersprichlicher Ergebnisse keinen Einzug in die Gingivitisprophylaxe halten
(CALDWELL et al. 1971, KELSTRUP et al. 1978). In einer Mundspullésung reduzierte P-
113, ein 12-Aminosdure-Histatinbasierendes Peptid sowohl den Biofilm und die Gingivitis als

auch die Gingivablutung im Modell der experimentellen Gingivitis nach MICHELS und
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TARNOW (2001). Nebenwirkungen traten nicht auf und sind auch nicht durch die
Anwendung von anderen Enzymen bekannt.

Hexetidin ist ein mit verzweigten Alkylketten substituiertes Pyrimidin-Derivat mit
antibakterieller Wirkung gegen grampositive und gramnegative Bakterien und Pilze
(ROBERTS und ADDY 1981, ASHLEY 1984). Die antibakterielle Wirkung kann durch
Zusatz von Metallsalzen wie z. B. Zink oder Kupfer verstarkt werden (GIERTSEN et al.
1989). Da Hexetidin im Wasser kaum 16slich ist, hat es eine lange Verweildauer auf der
Schleimhaut des Mund- und Rauchenraumes (FRITZSCHE und SAXER 1989). Die Keimzahl
im Speichel erreicht jedoch bereits 90 Minuten nach der Spiilung wieder ihren Ausgangswert,
also relativ schnell im Vergleich zu der ca. sieben Stunden anhaltenden Wirkung von
Chlorhexidin (ROBERTS und ADDY 1981). In einer Klinischen Studie konnte durch
Hexitidin im Vergleich zu Chlorhexidin eine &hnlich hohe Biofilm- und Gingivitisreduktion
erzielt werden (WILLERSHAUSEN et al. 1990). Dies konnte auch durch eine weitere Studie
belegt werden, in der die Biofilm- und Gingivitisreduktion durch Hexetidin untersucht wurde
und Chlorhexidin die positive Kontrolle darstellte (SHARMA et al. 2003). Die
Nebenwirkungen entsprechen denen von Chlorhexidin, wobei es jedoch zu verstarktem
Mundschleimhautbrennen kommen kann.

Sanguinarin ist ein Alkaloidextrakt der Pflanze Sanguinaria canadensis (Blutwurz) und ist im
Handel nur in Kombination mit Zinkionen (0,03 % Sanguinarin zu 0,2 % Zinkchlorid) als
Mundspiillésung erhaltlich (z. B. Veadent® und Periogard®, Colgate, Hamburg). Die
Wirkstoffkombination besitzt ein breites Aktivitatsspektrum gegen Bakterien (DZINK und
SOCRANSKY 1985), da es zur Reduktion der glykolytischen Enzymaktivitdt kommt und die
bakterielle Anlagerung an Hydroxylapatit inhibiert wird (GIERTSEN et al. 1989). Ob die
bakteriziden Eigenschaften dem Pflanzenextrakt oder den Metallionen zuzuordnen sind,
zeigte eine Studie, in der Veadent® mit und ohne Sanguinarin-Wirkstoff im Vergleich zu einer
Chlorhexidin-Lésung angewendet wurde. Die vollstandige Veadent®-Lésung wies zwar im
Vergleich zur Chlorhexidin-Kontrolle eine geringere biofilmhemmende Wirkung auf, jedoch
war gegentber der reduzierten Losung eine um 10 % erhohte Biofilmreduktion zu beobachten
(QUIRYNEN und MARECHAL 1990). Diese Studie verdeutlicht, dass die
Antiplaquewirkung offensichtlich durch den Sanguinarin-Wirkstoff bestimmt wird. In einer
Kurzzeitstudie wies eine sanguinarinhaltige Mundspiillésung (Veadent®) beziiglich der
Biofilmhemmung eine ahnliche Wirksamkeit wie Listerine® auf (RAMBERG et al. 1992). In
klinischen Langzeitstudien konnte nach Anwendung von Sanguinarin im Vergleich zu einer

chlorhexidinhaltigen Mundspullésung eine geringere Biofilm- und Gingivitisreduktion
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(GROSSMANN et al. 1989) und im Vergleich zu einem Placebo (Wasser) kein signifikanter
Unterschied festgestellt werden (WILLERSHAUSEN et al. 1990). Jedoch kann Sanguinarin
die Wirkung von kurzzeitig eingesetzem Chlorhexidin (zwei Wochen) optimieren. Es beugt
einer Gingivitis fur einen Zeitraum von etwa zwolf Wochen vor, wenn anschlielend eine
Kombination aus sanguinarinhaltiger Mundspullésung und Zahnpasta verwendet wird. Die
Nebenwirkungen wie Schleimhautbrennen und Verfarbungen durch das Chlorhexidin kénnen
damit vermindert werden (TENENBAUM et al. 1999). Dennoch wurden nach Anwendung
von Sanguinarin zumeist Schleimhautbrennen und schlechter Geschmack beschrieben
(CIANCIO 1992).

Das Cetylpyridiniumchlorid wird als Ersatz bei Chlorhexidin-Intoleranz diskutiert. Es besitzt
zwar ein breites antimikrobielles Spektrum, wirkt jedoch nicht gegen gramnegative Bakterien
(PITTEN und KRAMER 2001, RENTON-HARPER et al. 1996). Seine schwachere Wirkung
wird auch der niedrigeren Verweildauer zugeschrieben, die nur fiinf Stunden betrégt
(ELWORTHY et al. 1996). Aber wie auch beim CHX sollte zwischen Spulen und der
Anwendung von Zahnpasta ein zeitlicher Abstand von ca. 60 Minuten eingehalten werden. Es
scheint hier Interaktionen mit den plaguehemmenden Inhaltsstoffen der Zahnpasta zu geben
(SHEEN et al. 2003). Neben den medizinisch wirksamen Inhaltsstoffen ist haufig auch
Alkohol in Mundspullésungen enthalten. Fiir Kinder und Menschen mit Alkoholproblemen
sind diese Produkte nicht geeignet. AuRerdem wird ein schadigender Einfluss auf den Aufbau
der Zellstruktur diskutiert (POGGI et al. 2003).

Die grofite antibakterielle Wirksamkeit von Mundspullésungen der ersten Generation wird
den atherischen Olen (Listerine® als bekanntester Vertreter) zugeschrieben (MORAN et al.
1997, RIEP et al. 1999). Allerdings muss hier auf eventuell bestehende Allergien geachtet
werden. Die &therischen Ole sind fiir die Stérung bzw. die Veranderung der Zellmembran
(TEUSCHER et al. 1990) pathogener Keime wie Aggregatibacter actinomycetemcomitans
oder Candida albicans schon nach einer Einwirkzeit von nur 30 Sekunden (KUBERT et al.
1993) und fur die Hemmung der Prostaglandinbiosynthese (WAGNER und WIESNER 1988)
verantwortlich. Zusétzlich kann in der Plaque die Glykolyse bzw. die Glykosyltransferase
gehemmt werden. BERNIMOULIN und DESCHER (1995) berichteten auerdem von einer
antiinflammatorischen und cyclooxygenasehemmenden Aktivitat der atherischen Ole.

Die Verweildauer der Wirksubstanzen in der Mundhohle, ihre Substantivitét, scheint aber
gering zu sein. Weiterhin ist nicht hinreichend geklart, inwiefern der als Ldsungsmittel
dienende Alkohol, der denaturiert auf die Bakterienzelle einwirkt, zum antibakteriellen Effekt
beitragt. Aber aufgrund der o. g. Effekte konnten BALBUENA et al. (1998) eine Stunde nach
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einmaliger Spilung eine signifikante Reduktion der Bakterienzahl registrieren. Der
plaguehemmenden Wirkung von Listerine® liegt laut SCHEIE (2003) ein deutlicher
bakterizider Effekt zugrunde. PAN et al. (1999) zeigten, dass Listerine® gegeniiber oralen
Mikroorganismen wie S. mutans und Prevotella eine signifikant starkere Aktivitat entfaltet als
eine AmF/SnF,-L6sung, unabhdngig davon, ob sich die Mikroorganismen in einem
planktonischen Zustand oder in einem Biofilm befanden.

An zahlreichen Lang- und Kurzzeitstudien konnte durch mikrobiologische und klinische
Untersuchungen der plaque- und gingivitisinhibierende Effekt der Listerine®-Lésung mit
unterschiedlichen Befunden dokumentiert werden (LOE et al. 1976, YANKELL et al. 1988,
ROSS et al. 1989, FINE et al. 1992, BRECX et al. 1992, MORAN et al. 1997, RIEP et al.
1999, CIANCIO 2003, BERNIMOULIN 2003, OUHAYOUN 2003 und 2004, SANTOS
2003). Die Plaquereduktion durch Listerine® betrug dabei zwischen 19 % und 56 %. Die
Resultate der Gingivitisreduktionen schwankten zwischen 29 % und 36 %. In den Studien von
GORDEN et al. (1985), LAMSTER et al. (1983), OVERHOLSTER et al. (1990), CHARLES
et al. (2001) sowie DEPAOLA et al. (1989) wurden die Probanden aufgefordert, zweimal
taglich zu spulen. Die tblichen Mundhygieneaktionen wurden (ber einen Zeitraum von sechs
bis neun Monaten beibehalten. Verglichen mit einem Placebo, blieb die Plaquerekolonisation
zwischen 19 % und 34 % (p < 0,01 bzw. p < 0,001) reduziert. PLISCHKE (2001) konnte bei
ihren Untersuchungen mit Listerine® eine 19-prozentige Plaquereduktion nachweisen. Bei der
metrischen Bewertung der Plaqueflache fiel die Plaguehemmung gegeniber einem Placebo
mit 40 % sogar noch deutlich starker aus.

Die Dauer der Studien variierte zwischen eineinhalb und neun Monaten (AXELSSON und
LINDHE 1987, GORDON et al. 1985, FINE et al. 2005), wobei ein nachlassender
antibakterieller Effekt bei Ausdehnung der Studienzeit sichtbar wurde, wie es auch im
Vergleich mit anderen Substanzen auffiel. Der additive Effekt der Mundspullésung wurde
gleichfalls bei Kombination mit mechanischer Plaquekontrolle nachgewiesen (CHARLES et
al. 2001, SHARMA et al. 2004, FINE et al. 1985). FINE et al. (2005) zeigten z. B. an 78
Probanden bei Nutzung von Listerine® tiber einen Zeitraum von neun Monaten eine deutliche
Plaquereduktion von 59 %, die sie durch Bestimmung des Proteingehaltes der Plaque
verifizierten.

Bei keiner der Studien konnten Nebenwirkungen registriert werden. SCHIFFNER (1999)
stellte jedoch fest, dass Zahnverfarbungen und Geschmacksirritationen auftreten konnen. Die
Wirkung von Listerine®-Mundspiillésung auf die humanen Gingiva-Fibroblasten macht die
Studie von FLEMINGSON et al. (2008) deutlich. In dieser Arbeit wurde die Toxizitét der drei
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Mundspiilldsungen Chlorhexidin, PVP-Jod und Listerine® in Abhangigkeit von der
Konzentration und der Einwirkzeit der Substanzen auf die Bindegewebsvorlduferzellen der
Mundschleimhaut untersucht. Bei der Behandlung der Zellen mit Listerine® war in allen
Versuchen eine proliferationshemmende Wirkung der Mundspullésung festzustellen. Die
stark verdiinnte Listerine®-L6sung (1 % bzw.2 %) war toxischer als die CHX- und PVP-Jod-
Losungen bei gleicher Verdinnung. Die Ergebnisse waren konzentrationsabhangig signifikant
unterschiedlich, die Abhéngigkeit der zellschadigenden Wirkung von der Einwirkzeit wies

jedoch keine Signifikanz auf.

Ein weiterer Vertreter der ersten Generation von oralen Antiseptika ist Povidon-Jod (PVP-
Jod). PVP-Jod (Handelsname Betaisodona®) ist ein wasserloslicher Komplex von Jod mit
Polyvinylpyrrolidon (PVP, Povidon), der als Desinfektionsmittel bzw. Antiseptikum
verwendet wird. Povidon-Jod ist eine Verbindung aus der Gruppe der Jodophore, d.h.
komplexer organischer Verbindungen, aus denen molekulares Jod freigesetzt wird.
Das 1811 von einem Pariser Apotheker namens Bernard Courtois entdeckte Element Jod wird
nunmehr seit Uber 150 Jahren zur Behandlung von Infektionen und Wunden benutzt. Schon
1839 erkannten franzdsische Chirurgen die antiseptische Wirkung von Jod, das damals in
Form von Jodtinkturen zur Therapie von Kriegswunden eingesetzt wurde (GORTZ und
HARING 1986).
Antibakteriell wirksames elementares Jod (I,) ist nur schwer wasserléslich und findet daher
seit Uber 30 Jahren als sogenanntes Jodophor in Kombination mit Polyvinylpyrrolidon (PVP)
Anwendung. PVP dient hierbei als Trégersubstanz, die lod iber Wasserstoffbricken in Form
von Triiodid binden und dadurch in waéssrige Losung bringen kann. Hier herrscht dann
folgendes Reaktionsgleichgewicht (GORTZ und HARING 1986, SCHREIER et al. 1997):
[PVPH+] I < [PVPHH]T +1,
Da nur nicht gebundenes molekulares Jod eine antimikrobielle Wirksamkeit zeigt
(SCHUBERT 1985, HEEG und CHRISTIANSEN 1993), erreicht man mittels hohergradiger
Verdinnung eine Verschiebung zu dessen Gunsten und damit eine raschere antiseptische
Wirkung. Dies gilt aber nur bis zu einem Mischverhéltnis von 1:100, da bei starkerer
Verdinnung die antiseptische Wirkung infolge eines verminderten Jodgehalts wieder
abnimmt (GORTZ und HARING 1986).
PVP-Jod zeichnet sich durch ein breites Wirkspektrum aus, das nicht nur grampositive und
gramnegative Bakterien, sondern auch Viren, Protozoen, Sporen und Pilze umfasst (REIMER
et al. 2002, WUTZLER et al. 2003). Diese Wirkung beruht zum einen auf dem starken
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oxidativen Potenzial von Jod (SCHREIER et al. 1997) und zum anderen darauf, dass die
Freisetzung zahlreicher Pathogenitatsfaktoren wie z.B. der Exotoxine gehemmt wird
(KONIG et al. 1997, WUTZLER et al. 2003). Auch einer zu starken Freisetzung
entzlindungsférdernder Mediatoren wie z. B. der Zytokine oder gewebszerstérender Enzyme
kann hierdurch entgegengewirkt werden (KONIG et al. 1997, KRAMER et al. 2002). Zu
beachten ist dabei, dass die Wirksamkeit durch Blut oder Serum eingeschrénkt (sog. Zehrung
oder Eiweil3fehler) bzw. die Einwirkungszeit verlangert wird. Daruber hinaus fuhrt PVP-Jod
nach heutigem Wissensstand nicht zur Resistenzbildung (LANKER KLOSSNER et al. 1997,
REIMER et al. 2000, SCHREIER et al. 1997, WUTZLER et al. 2000), die durch den
Gebrauch zahlreicher Antibiotika ein immer gréRer werdendes Problem bei der Bekdampfung
von Mikroorganismen darstellt (VALENCIA et al. 2004). Im Allgemeinen zeichnen sich lokal
anwendbare PVP-Jod-Praparate durch eine gute Vertraglichkeit und ein geringes Risiko der
Allergisierung bzw. Toxizitat aus (REIMER et al. 2002).

Kontaktallergien sind &lteren Studien zufolge mit einer Wahrscheinlichkeit von unter 3 %o zu
erwarten (KIRCHMAYR 1957, BOCKERS und BORK 1986). Dennoch kann es aber bei
entsprechend sensibilisierten Patienten zum Auftreten von Quincke-Odemen, Urtikaria oder
gar einem anaphylaktischen Schock kommen. Ferner sind, abhangig von der
Anwendungsdauer und der Grolie der behandelten Wundflache,
Schilddrisenfunktionsstérungen durch systemische Jodaufnahme mdoglich, die von
hypothyreoten Zustdnden vor allem beim Neugeborenen (SCHONBERGER und GRIMM
1982) bis hin zu hyperthyreoten Zustédnden reichen. Vor diesem Hintergrund ist bei bekannter
Joduberempfindlichkeit sowie bei Patienten, die bereits an einer Schilddriiseniiberfunktion
oder Dermatitis herpetiformis Duhring leiden oder die sich einer Radioiod-Therapie zu
unterziehen haben, Vorsicht bei der Verabreichung iodhaltiger Préparate geboten, um der
Induktion einer lebensbedrohlichen thyreotoxischen Krise vorzubeugen. PVP-Jod findet in
zahlreichen medizinischen Fachgebieten Verwendung. Dazu ist vor allem seine Benutzung
bei der Vorbereitung des Operationsfeldes, bei der Haut- und Schleimhautantiseptik
(RUDOLPH et al. 2000), der Spulung von Korperhohlen und Fistelgdngen und bei der
Wundbehandlung zu zadhlen. Darlber hinaus zeigt es auch gute Wirksamkeit bei der
Behandlung von  Augeninfektionen wie der bakteriell oder viral bedingten
Keratokonjunktivitis (WUTZLER et al. 2000). Weiterhin gab es zahlreiche Untersuchungen
zur Effektivitdt von PVP-Jod im Rahmen der Mundhohlenantiseptik vor zahnérztlichen
Eingriffen, um die Bakteridamierate zu senken (SCOPP und ORVIETO 1971, JOKINEN 1978,
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MACFARLANE et al. 1984, RECHMANN et al. 1989, YAMALIK et al. 1992, RAHN et al.
1994).

Umstritten ist aber seit einiger Zeit, ob sich PVP-Jod negativ auf die Wundheilung auswirkt.
Dank der stark oxidierenden Wirkung von Jod werden namlich nicht nur Krankheitserreger,
sondern auch korpereigene Zellen (NIEDNER 1997) und hier vor allem das regenerierende
Epithel (GORTZ und HARING 1986) angegriffen. In den 80er-Jahren konnte anhand von In-
vitro- und In-vivo-Untersuchungen eine zytotoxische Wirkung von PVP-Jod
(RODEHEAVER et al. 1982, LINEWEAVER et al. 1985, FLEMINGSON et al. 2008)
gezeigt werden, die unter anderem dosisabhéngig auftrat. Andere Autoren hingegen
postulieren trotz allem eine insgesamt die Wundheilung férdernde Wirkung (HAUPTMANN
et al. 1992). So zeigt die liposomale Zubereitung von Povidon-Jod bei gleicher Wirksamkeit
eine deutlich bessere Gewebevertraglichkeit mit zumindest in vitro tendenziell nachweisbarer

Proliferationsforderung.

2.3.4 Antiseptische Wirkstoffe der zweiten Generation

Wirkstoffe der zweiten Generation verfligen Uber eine ausgeprigte Substantivitat. Ihre
antibakterielle Wirkung konnte sowohl in vitro als auch in vivo nachgewiesen werden.
Vertreter dieser Gruppe sind Triclosan, Xylitol, Chlorhexidin und die Wirkstoffkombination
Aminflourid/Zinnflourid (Meridol®) (NETUSCHIL et al. 2002).

Eine Vielzahl antimikrobieller Wirkstoffe wird zur Mundhéhlenantiseptik angewendet. Um in
vivo eine Wirkung gegen die Mikroorganismen zu erzielen, muss die Substanz wahrend der
Applikation in einer biologisch aktiven Form vorliegen und ber einen ausreichend langen
Zeitraum  verfugbar sein. Weiterhin  héngt die Effektivitdit auch von der
Wirkstoffkonzentration am Wirkort sowie der Absorption und der nachhaltigen Freisetzung
durch die Oberflachen der Mundhohle ab (LINDAU 1997).

Das Phenolderivat Triclosan besitzt nur eine leichte antibakterielle Wirkung gegentiber den
meisten Plaquebakterien. Zur Wirkungssteigerung kann Triclosan mit einem Copolymer
(PVA/MA) kombiniert werden (Colgate Total). Dies bewirkt eine hohere Retention im Mund.
Jedoch bleibt die antimikrobielle Wirkung schwaécher als bei den anderen beschriebenen
Produkten (MORAN et al. 1992, PITTEN und KRAMER 2001, RENTON-HARPER et al.
1996).
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Dem Zuckeralkohol Xylitol wurden in den 90er-Jahren antikariogene und auch therapeutische
Fahigkeiten zugeschrieben, da er von den meisten Mikroorganismen im Mund nicht
verstoffwechselt werden kann und damit die Saurebildung in der Plaque hemmt. Es wurde
berichtet, Xylitol reduziere die Anzahl von S. mutans, senke die Plaqueformationsrate und
hemme ebenso die Entwicklung von Gingivitis. Allerdings sind diese Fahigkeiten nicht
unumstritten (HOPPENBROUWERS et al. 1986).

Als Standardpraparat in der Pravention und Therapie oraler Entzlindungen hat sich der
Wirkstoff Chlorhexidin etabliert. Tatsachlich ist es das effektivste und am meisten verbreitete
antimikrobielle Mittel fir den intraoralen Gebrauch (STELZEL 2002). Chlorhexidin gehort
zur Gruppe der Bisbiguanide (1,6-bis-4-Chlorphenol-diguanidohexan) mit der Summenformel

C._H_CI

N 2N10- Das Chlorhexidin-Molekil ist stark basisch und besitzt lipophile und

hydrophile Gruppen. Nach seiner Entwicklung 1954 von DAVIES et al. untersuchten LOE
und SCHIOTT (1970) die Wirksamkeit von Chlorhexidindigluconat zur Beeinflussung der
Plaquebildung. Dieses Chlorhexidinsalz zeigte im Vergleich zu anderen Salzen (Acetat,
Chlorid) die konzentrationsabhéngig ausgepréagtesten bakterioziden und bakteriostatischen
Eigenschaften. Im Ergebnis zahlreicher Studien zahlt Chlorhexidin zu den effektivsten
Wirkstoffen fir die antiseptische Mundspilung. Die Keimzahlverminderungen in
Mundspulflussigkeiten bis >21g und die Effektivitditszunahme nach 5 bis 120 Minuten
unterstreichen die Wirksamkeit von CHX gegenuber anderen oralen Antiseptika (ROBERTS
und ADDY 1981, KRAMER et al. 1990).

Chlorhexidin ist gegen gramnegative und grampositive Mikroorganismen wirksam, wobei die
Effektivitdt gegen grampositive Bakterien hoher ist (MHK 0,5-64 ug/mL) als gegen
gramnegative Bakterien (MHK 1-500 pg/mL). Auch gegen Candida albicans ist die Wirkung
hoch (MHK 20-40 pg/mL) (KRAMER und WALLHAUSSER 1993). Diese remanente
Wirkung beruht auf der Affinitit zu anionischen Gruppen (Sulfat-, Carboxyl- und
Phosphatreste). Die antimikrobielle Wirkung ist auf die Interaktion des positiv geladenen
Chlorhexidinmolekiils mit den negativ geladenen Gruppen der Bakterienwand
zurlickzufuhren. Dadurch wird die bakterielle Zellwand verandert (Permeabilitat), was bei
geringeren Konzentrationen zur Stérung des Metabolismus der Bakterien und zur
Bakteriostase fliihrt (GJERMO 1978). Bei htheren Konzentrationen kommt es zur Perforation
der zytoplasmatischen Membran, sodass Chlorhexidin in die Bakterienzelle eindringt und sie
zur Lysis bringt (LANGE 1995). So wirkt Chlorhexidin in Abhé&ngigkeit von der

Konzentration bakteriostatisch oder bakteriozid. Zu den besonders empfindlichen
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Mikroorganismen gegeniiber Chlorhexidin zahlen Staphylococcus spp., Streptococcus mutans
(HEFTI und HUBER 1987, CIANCIO 1995), Streptococcus salivarius, E.coli und Candida
albicans. Weniger sensibel reagieren Streptococcus sanguis, Proteus spp., Pseudomonas und
Klebsiella spp. (CIANCIO 1995).

Bei der Mundspilung mit Chlorhexidin werden die Molekile an saure Makromolekdle der
oralen Oberflachen (Schleimhaut) gebunden (GJERMO 1978). Das so gebundene
Chlorhexidin wird nach und nach innerhalb von acht bis zw6lf Stunden wieder freigesetzt
(CIANCIO 1995, NETUSCHIL et al. 1989, STELZEL 2002, ADDY und WRIGHT 1978).
Dadurch wird ein gewisses Niveau der Chlorhexidinkonzentration (ber einen l&ngeren
Zeitraum in der Mundhohle erhalten, was ausreicht, den bakteriostatischen Effekt
aufrechtzuerhalten. Die Effektivitat der antiseptischen Wirkstoffe ist unterschiedlich und stark
eingeschrankt, wenn die Frage nach dem infektionsprophylaktischen bzw.- therapeutischen
Aspekt im Vordergrund steht, da die antimikrobielle Langzeitwirkung eine entscheidende
Rolle spielt. Diese Langzeitwirkung ist ein grolRer Vorteil gegenuber anderen
Mundspulloésungen. Zahlreiche Studien belegen die antiseptische Wirksamkeit zur
Verbesserung der Mundhygiene durch Plaque- und Gingivitisreduktion (LOE und SCHIOTT
1970, ALBERS und MAAS 1985, BRINER et al. 1986, HEFTI und HUBER 1987,
MARUNIAK et al. 1992). Weiterhin vergleichen die Arbeiten von BERGENHOLZ und
HANSTROM (1974), ADDY und WRIGHT (1978), ROBERTS und ADDY (1981),
KRAMER et al. (1990), SCHREIL (1991) sowie BRECX et al. (1993) die antimikrobielle
Wirksamkeit verschiedener Praparate mit Chlorhexidin. In allen Studien wird deutlich, dass
Chlorhexidin eine effektivere Wirkung beziglich Plaqueinhibition und Beeinflussung der
Gingivitis besitzt als die anderen untersuchten Praparate.

Der kationische Charakter des CHX birgt jedoch auch Nachteile. CHX kann durch das
anionische Natriumlaurylsulfat, das in den meisten Zahnpasten als Tensid dient, neutralisiert
werden (BARKVOLL et al. 1988). Gleiches gilt fir Natriummonofluorphosphat, das
allerdings nur noch in wenigen Zahnpasten verwendet wird. Aus diesen Erkenntnissen
resultiert die Empfehlung an die Patienten, zwischen den Anwendungen einer Zahnpasta mit
einer der beiden genannten Substanzen und Chlorhexidin eine halbe bis eine Stunde
verstreichen zu lassen (BARKVOLL et al. 1988, STELZEL 2002). Zur Vereinfachung des
Gebrauchs konnte bei Anwendung von Chlorhexidin zu einer Zahnpasta gewechselt werden,
die diese Stoffe nicht enthélt. Das sind z. B. alle Pasten mit Aminfluorid, die kein zuséatzliches
Tensid bendtigen, da das Aminfluorid selbst oberflachenaktiv wirkt. Die DGZMK empfiehlt

den Einsatz von Chlorhexidin als therapeutisch wirksame Substanz bei entsprechender
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Indikation: prd- und postoperativ, wéhrend der kieferorthopéddischen Behandlung, nach
Kieferbruchschienung, wéhrend der Schwangerschaft, bei umfangreichen Zahn- oder
Parodontalsanierungen oder bei Behinderten.

Chlorhexidin besitzt bei Langzeitanwendung das Risiko von Nebenwirkungen wie schwarz-
braunen Verfiarbungen der Zahne, der Kunststofffiillungen und des Zungenriickens (LOE et
al. 1976, GREENSTEIN et al. 1986), die sich aber durch professionelle mechanische
Zahnreinigung entfernen lassen. Weiterhin kann es zu Geschmacksstérungen, Desgamationen
und Mundschleimhautlasionen kommen (FLOTRA et al. 1971, RUSTHON 1977,
SKOGLUND und HOLST 1982). Auch Wundheilungsstérungen wurden nach sofortiger
Applikation post operationem beschrieben (BASSETTI und KALLENBERGER 1980). Diese
Begleiterscheinungen lassen sich bei geringerer Konzentration reduzieren, ohne dass ein
signifikanter Unterschied in der klinischen Wirksamkeit hinsichtlich Infektionsprophylaxe,
Plaque- und Gingivitishemmung zu verzeichnen ist. Aus diesem Grund wird aktuell die
Konzentration von 0,1 % empfohlen (FLOTRA et al. 1972, CUMMING und LOE 1973,
RIETHE und STOLL 1977, KREMERS und LAMPERT 1979, SKOGLUND und HOLST
1982, JENKINS et al. 1994, LANGE 1995).

Sollte eine hohere Wirksamkeit bei klinisch kritischen Situationen erforderlich sein, kommt
der Einsatz hoher konzentrierter Losungen in Betracht (BAY 1978, LANGE 1995).
Chlorhexidin kann als Spullésung in einer Konzentration von 0,1 % bis 0,2 % wirklich als
,chemische Zahnbiirste“ eingesetzt werden, wenn eine mechanische Zahnreinigung
vorubergehend nicht mdoglich ist, wie z. B. nach chirurgischen Eingriffen oder bei einer
hochakuten Gingivitis (ADDY 1986).

Die Wirkung von Chlorhexidin bei Knochenmarktransplantionspatienten wurde in
verschiedenen Doppelblindstudien untersucht. FERRETTI et al. (1988 und 1990) verglichen
Chlorhexidin 0,12 % mit einem Placebo. In der Chlorhexidingruppe trat eine geringere
Mukositis auf als in der Kontrollgruppe. In einer Studie von WEISDOREF et al. (1989) fand
sich dagegen kein Unterschied zwischen Chlorhexidin und dem Placebo. Auch andere Studien
(MCGAW und BELCH 1985, SPJKERVET et al. 1989, RUTKAUSKAS und DAVIS 1999)
zeigen unterschiedliche Ergebnisse. Als Folge gibt es bis heute keine Richtlinien fir die
regelmaRige Anwendung eines bestimmten oralen Antiseptikums bei neutropenen Patienten.
Im Allgemeinen ist es den Patienten freigestellt, mit Salbeitee oder handelstblichen
Antiseptika zu spulen.

Obwohl die systemische Toxizitat als weitgehend gering beschrieben wird, sollte doch eine

strenge Indikationstellung beachtet und von einer dauerhaften taglichen Anwendung
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abgeraten werden (GJERMO 1989). Die Anwendungsdauer von Chlorhexidin sollte aufgrund
der bekannten Nebenwirkungen 14 Tage nicht berschreiten (SCHMIDT 1988, SPLIETH und
KRAMER 2000).

Zur dauerhaften Anwendung eignet sich die Chlorhexamed® Lésung 0,06 % + F. Diese zeigte
im 6-Monatsvergleich eine Verfarbungstendenz, die lediglich auf dem Niveau einer
handelstiblichen aminfluorid-/zinnfluoridhaltigen Ldsung lag. Die antibakterielle Wirkung
von Chlorhexamed® ist unumstritten und mit den oben genannten Studien eindeutig belegt.
Die Toxizitat dieses Préparates in Bezug auf die Zellen der Mundschleimhaut und des
Parodontalapparates ist bis jetzt jedoch sehr wenig untersucht. Die proliferationshemmende
Wirkung von CHX wurde sowohl in der Studie von FLEMINGSON et al. (2008) als auch in
der Untersuchung von MARIOTTI und RUMPF (1999) auf die humanen Gingiva-
Fibroblasten  beschrieben.  Die  beiden  Studien  zeigten eine  signifikante
konzentrationsabhangige Toxizitdt von CHX auf die Zellen in vitro sowie eine Hemmung der
Kollagen- und Non-Kollagen-Protein-Synthese, was einen negativen Effekt auf die
Wundheilung haben kann.

In letzter Zeit sind fluoridhaltige Praparate, insbesondere eine Kombination von Aminfluorid
(Olaflur, AmF) mit Zinnfluorid (SnF,), wie sie in der Mundspiilldsung Meridol® enthalten ist,
als entziindungs- und plaguehemmend erkannt worden. Entsprechend den Empfehlungen der
DGZMK gehort die Anwendung von Fluoriden zu den drei Eckpfeilern zahnmedizinischer
Pravention. Allerdings handelt es sich dabei nicht immer um die kostengulnstigste Variante.
Die tagliche Verwendung fluoridhaltiger Spullésungen ist der wochentlichen Anwendung von
Fluoridgelee gleichwertig, bedeutet allerdings einen hoheren zeitlichen und finanziellen
Aufwand. Die Angabe des Fluoridgehalts kann sowohl in Milligramm/Liter als auch in parts
per million (ppm) erfolgen; die Werte beider Einheiten entsprechen einander. Zur
Beeinflussung von Plaque und Gingivitis durch Fluoride wurden zahlreiche Studien
durchgefuhrt (ALBERS und MAAS 1985, TRACHSLER 1988, FLORES-DE-JACOBY
1991).

Fluoride wirken auf den bakteriellen Stoffwechsel, indem sie indirekt den Zuckertransport
durch die Zellmembran beeinflussen und die Aktivitat einiger essenzieller Sulfhydryl-
Gruppen enthaltender Enzyme (insbesondere der Enolase) der mikrobiellen Glykolyse
hemmen (HAMILTON und BOWDEN 1996). Die Enolase katalysiert die Umwandlung von
2-Phosphoglycerat in Phosphoenolpyruvat (FRUNDER 1984). Zusatzlich wirken Fluoride auf
den Kohlenhydratstoffwechsel und damit direkt gegen die mikrobielle Saurebildung (MARSH
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2004). Durch die Eigenschaft der Plaque, Fluoridionen zu kumulieren, kann eine ausreichende
Fluoridkonzentration in der Plaque angereichert werden (GUGGENHEIM 1983, JENKINS
und EDGAR 1977). In Kombinationspraparaten dient das Aminfluorid als Komplexbildner
fir das Zinnfluorid. Nach dem Einbringen des AmF/SnF,-Komplexes in die Mundhohle
kommt es durch die tensiddhnliche Oberflachenaktivitat des Préparates zu einer raschen
Verteilung in der Mundhohle und der Anlagerung an orale Strukturen (WALKER 1988).
Dieser Wirkmechanismus der Fluoridkombination wird dem Kation Zinn und dem
organischen Amin zugesprochen. Das Zinn-lon kann seine Wirkung nur in stabiler, geldster
Form entfalten, was durch den Zusatz des oberflachenaktiven Aminfluorids erzielt wird. In
der Kombination ergeben sich dann die ausgepragten Affinitdten zur Oberflache der
Plaquebakterien, zur Mundschleimhaut und zum Zahnschmelz (SCHMID 1983). In
Anwesenheit von Ca-lonen aus dem Speichel wird das Zinn-lon aus seiner Komplexbindung
herausgeldst und liegt dann in seiner aktiven Form vor. Jetzt kann das Zinn-lon in den
Stoffwechsel der Plaquebakterien eingreifen. Durch die beschriebenen Eigenschaften ist
AmMF/SnF;, in der Lage, die Adhésion von Mikroorganismen auf der Zahnoberflache zu
behindern (GANGLER 2005, STOSSER 2006). Die auRergewohnlichen antibakteriellen
Eigenschaften der AmF/SnF,-Kombination werden durch reduzierte Plaque- und
Gingivitisindizes deutlich belegt (SCHULZ L und SCHULZ E 1989, STOSSER et al. 1992,
NETUSCHIL et al. 2003, BRECX et al. 2003, GUARNELLI 2004, TROMBELLI et al.
2003).

Bei TROMBELLI et al. (2003) wurden zu Beginn der Studie bei 39 Teilnehmern ein Test-
und ein Kontrollbereich im Mund festgelegt. Im Testbereich fand 21 Tage lang keine
Mundhygiene statt, um experimentelle Gingivitis zu erzeugen. Fir die Bewertung der
Plaquebildung und das Fortschreiten der Gingivitis wurden klinische Parameter zu Beginn
und zum Ende der Studie erhoben. Dabei zeigte sich, dass trotz einer ahnlichen
Plaqueansammlung bei allen Teilnehmern die Gingivitiswerte sehr stark variierten. Anhand
dieser Beobachtungen unterteilten die Autoren die Teilnehmer in Gruppen mit starker und
geringer Entziindungsantwort. Im anschlieBenden Untersuchungszeitraum von drei Wochen
putzten die Teilnehmer mit Meridol®-Zahnpasta und wendeten zusitzlich die Meridol®-
Mundspillésung an. Die Parameter der Plaquebildung und Gingivitis gingen dabei in beiden
Gruppen deutlich  zuriick, wiesen aber auf die Dispositionsunterschiede der
Entzlindungsreaktion hin, die Grundlage der Gruppenbildung gewesen war. MADLENA et al.
(2005) belegten an 42 Probanden nach Anwendung einer AmF/SnF,-haltigen Zahnpaste eine

signifikante Plaquereduktion, die aber in einer zweiten Gruppe bei Kombination mit einer
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AmMF/SnF,-haltigen  Mundspullésung noch starker ausfiel (50 %). Die 30-sekiindige
Verabreichung erfolgte tiber vier Wochen.

Studien von HUDELMAIER (1987), STOSSER et al. (1990), STRUBING und GULZOW
(1991) haben fir die Fluoridkombination AmF/SnF, einen antimikrobiellen Effekt in
Abhéangigkeit von der Konzentration, jedoch aufgrund der schnellen Clearance der
Amin/Zinnfluorid-Mundspulldsung keine Langzeitwirkung nachgewiesen. FRITZSCHE und
SAXER (1989) bestatigten eine rasche Clearence fir AmF/SnF,. Sie zeigten jedoch aufgrund
der hohen Anfangskonzentration von 250 ppm F noch nach 60 Minuten einen Effekt.
Untersuchungen von NETUSCHIL et al. (1997) ergaben, dass Meridol® seine starkste
antibakterielle Wirkung in situ nach zwei bis vier Stunden (Abnahme der Vitalitat der
Plaqueflora bis zu 40 % nach zwei bis drei Stunden) erreicht. Auch nach acht Stunden sollen
die Ausgangswerte noch nicht wieder erreicht sein. In einer anderen Studie konnte
Aminfluorid/Zinnfluorid bis zu acht Stunden in antibakteriell wirksamer Konzentration im
Biofilm nachgewiesen werden (BOWEN 1990). Die quantitativen und qualitativen
Nebenwirkungen sind bei Aminfluorid-/Zinnfluorid-Losungen weniger von Bedeutung
(SCHREIL 1991), sodass sie als Adjuvans zur mechanischen Zahnreinigung eingesetzt
werden kénnen (BANOCZY und NEMES 1989, BRECX et al. 1992 und 1993). Die Wirkung
Aminfluorid-/Zinnfluorid-Mundspiillésungen in Bezug auf ihre Toxizitat auf die Zellen der
Mundschleimhaut und des Parodontalapparates ist in der Literatur nicht eindeutig
beschrieben. Die vorliegende Arbeit hat sich daher zum Ziel gesetzt, dieser Frage

nachzugehen.

2.3.5 Antiseptische Wirkstoffe der dritten Generation

Chemotherapeutika der dritten Generation haben Eigenschaften zur Adhdsionsminderung der
oralen Mikroflora auf der Schmelzoberfliche (LANG NP et al. 1998). Es wird sich jedoch
erst in Zukunft zeigen, inwieweit man ihre Eigenschaften nutzen kann. Die ersten Préparate
sind derzeit neu im Handel erhaltlich. Beispiele fiir diese Substanzgruppe sind Octenidol® und
Delmopinol®.

Die oberflachenaktiven Substanzen werden bevorzugt als Netzmittel in Zahnpasten eingesetzt
und fihren durch Reduktion der Oberflachenspannung zu einer Verringerung der
mikrobiellen Kohdsion und somit zu einer Auflésung der Bakterienverbande (CIANCIO

1992). Die oberflachenaktiven Substanzen sind Detergenzien wie Stearat und
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Natriumlaurylsulfat, die seit Langem Anwendung als Zusétze in Zahnpasten finden.
Natriumlaurylsulfat gehort zu den oberflachenaktiven anionischen Substanzen. In-vitro-
Studien haben die Wirksamkeit gegeniiber S. mutans und S. sobrinus gezeigt. Eine Hemmung
der Plaqueentwicklung konnte ebenfalls nachgewiesen werden. Verschiedene Faktoren
scheinen dafir verantwortlich zu sein: Stérung bestimmter Enzymreaktionen, Denaturierung
von Proteinen sowie Verhinderung der Adsorption von Bakterien auf der Zahnoberfl&che. In
Kombination mit Zinksalzen erhoéht sich die Wirkung. Natriumlaurylsulfat bewirkt das
Aufschdaumen beim Zéhneputzen (VAN DYKE 1992), inaktiviert auch bakterielle Enzyme
und erreicht somit eine Bakteriostase (SCHACHTELE 1975). Da es aufgrund seiner
Proteinaffinitdt nicht nur Bakterienenzyme denaturiert, sondern auch interzelluldre
Verbindungen in der Mundschleimhaut angreift, ist eine mdglichst geringe Konzentration
anzustreben, um eine verstarkte Desquamation oberflachlicher Epithelzellen zu vermeiden
(FLORES-DE-JACOBY et al. 1975).

Auch oxigenierende Substanzen wie H,O, und Perborate als oberflachenaktive Substanzen
sind in Mundspullésungen und Zahnpasten enthalten. Sie werden durch gewebe- bzw.
bakteriengebundene Enzyme aktiviert und hinterlassen Sauerstoff in Kombination mit einem
aufschdumenden Effekt. Als Desinfizientien besitzen sie entzindungshemmende
Eigenschaften und bewirken vorubergehend eine geringere Blutungsneigung des Gewebes.
Die eigentliche bakterielle Ursache des Krankheitsprozesses wird jedoch nicht reduziert
(CIANCIO 1992). Klinische Kurzzeitstudien liefern widersprichliche Ergebnisse beziiglich
der Effektivitat von Peroxiden, jedoch scheint eine ausreichende Reduktion des Biofilms und
der Bakterien nicht moglich (GREENWELL et al. 1983, PHILSTROM et al. 1987).
Aullerdem zeigte sich, dass die Anwendung einer 3-prozentigen H,0O,-Ldésung den
Heilungsprozess bereits vorhandener Wunden in der Mundschleimhaut stért (REES und
ORTH 1986). Delmopinol (Propylheptyl-morpholinethanol-hydrochloride) ist eine
oberflachenaktive Substanz mit einem breiten antibakteriellen Wirkungsspektrum, die in
Mundspullésungen enthalten ist. Zum einen wird durch die Herabsetzung der
Oberflachenspannung eine Verringerung der Kohdsion von Biofilm und Bakterien erreicht
(RUNDEGREN et al. 1992), zum anderen konnte in vitro eine Inhibierung des bakteriellen
Glukosestoffwechsels nachgewiesen werden (SIMONSSON et al. 1991). Dies konnte in
klinischen Kurzzeitstudien bestéatigt werden, da im Vergleich zu Chlorhexidin eine fast
aquivalente antimikrobielle Wirksamkeit und eine gute Gingivitis- und Biofilmreduktion
vorlagen (COLLAERT et al. 1992 und 1993, RUNDEGREN et al. 1992).
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In einer Metaanalyse konnte herausgestellt werden, dass Delmopinol mit seiner
biofilminhibitorischen Wirkung und seiner Gingivitisreduktion in Form einer 0,2-prozentigen
Mundspillésung eine Alternative zum Chlorhexidin fur viele Patienten darstellt (ADDY et al.
2007). Dagegen konnte in klinischen Langzeitstudien zwar eine Biofilmreduktion erreicht
werden, jedoch fuhrte dies nicht zu einer signifikanten Gingivititisreduktion (ABBOTT et al.
1994, HASE et al. 1995). Es wurde vermutet, dass eine negative Beeinflussung zwischen
Delmopinol und der im Speichel enthaltenen antimikrobiell wirksamen Peroxidase vorliegt
und diese Hemmung zu einer verminderten Konzentration des Speichelenzyms und somit zu
einer reduzierten lokalen Abwehrreaktion fihrt (TENOVUO et al. 1995). Als Nebenwirkung
ist einzelnen Berichten zufolge beim Gebrauch von Mundspillésungen mit Delmopinol eine
vorubergehende Anésthesie der Mundschleimhaut beobachtet worden (HASE et al. 1995).

Ein anderer Vertreter der oralen Antiseptika der dritten Generation ist Octenidin.
Octenidin(dihydrochlorid) ist ein oberflachenaktiver Wirkstoff (kationaktives Bispyridin), der
fur die Antiseptik in Kombination mit 2-prozentigen Phenoxyethanol eingesetzt wird. Das
Wirkungsspektrum umfasst grampositive und gramnegative Bakterien, Pilze sowie eine Reihe
von Virusarten. Bei der Anwendung auf Wunden war keine Resorption nachweisbar, sodass
nach derzeitigem Stand des Wissens resorptiv-toxische Risiken auszuschlielen sind. Noch
nicht vollstandig geklért ist die Frage einer im Vergleich zu den Jodophoren oder zu
Polihexanid erhohten Zytotoxizitdt. Gute Kklinische Erfahrungen liegen vor bei der
Erstversorgung von Schirf-, Biss- und Schnittwunden sowie mit 1:1 verdlnnter Losung bei
Verbrennungswunden. Kontraindikationen sind Spiilungen der Bauchhohle und der Harnblase
sowie die Anwendung am Trommelfell. Die Kontraindikation der Anwendung bei Kindern
unter acht Jahren wurde 2003 von der Zulassungsbehdrde zurlickgenommen.

Octenidin besitzt ein breites antimikrobielles Wirkspektrum und eine geringe systemische
Toxizitat, eine gute lokale Vertraglichkeit an Haut und Schleimh&uten. Dieses Antiseptikum
ist seit 1995 als Octenisept® in Deutschland fiir die Schleimhautdesinfektion zugelassen. Es
zeichnete sich bisher besonders in der Gynékologie und Urologie durch sehr gute
Vertraglichkeit und Wirksamkeit aus (ENZELSBERGER et al. 1995). In-vitro-Versuche
zeigten die abttende Wirkung von Octenisept® auf grampositive und gramnegative Bakterien
innerhalb von 30 Sekunden (GORONCY-BERMES 1990). Dabei hat der Wirkstoff
Octenidinhydrochlorid keinen negativen Einfluss auf die Wundheilung (HARKE et al. 1997).
Von KALTEIS et al. (2003) wurde Octenidin in einer In-vivo-Studie ebenfalls eine geringe
Toxizitat bestatigt.
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Seit 2008 ist eine neue Mundspiillésung auf der Basis von Octenidin (Octenidol®) im Handel
erhdltlich. Diese LoOsung wird zur Regeneration von entzindlichen Erkrankungen im
Mundraum, bei eingeschrankter Mundhygienefahigkeit, zur unterstiitzenden Behandlung von
MRSA-Patienten, bei Parodontitis und Gingivitis, in der (Kinder-)Onkologie, in der
Intensivpflege von beatmeten Patienten und begleitend zur Strahlentherapie angewendet.
Octenidol® ist hochwirksam gegeniiber den Leitkeimen der infektisen Erkrankungen aus
dem Formkreis der Parodontitis und Gingivitis (odontogene Infektionen). Das Praparat
erreicht bereits bei einer Einwirkzeit von 30 Sekunden eine Keimreduktion um 4,7 bis 8 Ig-
Stufen. Da die tatséchliche Keimzahl der gepruften gramnegativen und grampositiven
anaeroben und microaerophilen Erregerarten bei einer aggressiven oder chronischen Form der
Parodontitis in einem Bereich zwischen 10% und 10° liegt, im Fall von P. micros in einem
Bereich von 10%, ist eine sichere Keimreduktion erreichbar (MUTTERS et al. 2007).

In einem Suspensionsversuch gegen Aggregatibacter actinomycetemcomitans und
Micromonas micros konnte bei einer Ausgangskeimzahl von 10® KBE/ml eine vollstandige
Abtotung der Testorganismen bereits nach 30 Sekunden Einwirkzeit erzielt werden
(KAMMA et al. 2006).

In einem quantitativen Suspensionsversuch unter , dirty conditions” gemal DGHM-
Methodenbuch 2001 wurde die antimikrobielle Wirkung des Praparates Octenidol®-
Mundspillésung gegen multiresistente  Staphylococcus-aureus-Isolate  gepruft.  Als
Einwirkzeiten wurden 10, 20 und 30 Sekunden gewéhlt. Bereits nach einer Einwirkzeit von
zehn Sekunden wurde eine ausreichende Wirkung gegen alle verwendeten MRSA-Isolate
erreicht. Unter Zugrundelegung der ermittelten Ergebnisse ist das Praparat Octenidol®-
Mundspillésung zur Sanierung von MRSA-besiedelten Patienten im Mund-Rachen-Raum
geeignet (AL-DOORI et al. 2007).

Die Wirkung von Octenidol® auf die Zellen der Munschleimhaut und des Knochens ist bis
jetzt nicht untersucht worden, sodass die Frage nach der Vorbeugung der Parodontitiden
durch die Octenidin-Mundspillésung bzw. eine eventuelle Komplikation der
Waundheilungsstérung im Sinne einer Nebenwirkung bei der Anwendung dieses Praparates

noch vollig offen ist.
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2.4 Untersuchungsmethoden zur Beschreibung zellularer Ereignisse

Die verschiedenen vorhandenen Zellkultursysteme werden zur Identifizierung und
Charakterisierung bioaktiver Substanzen und zur Untersuchung ihrer Bioverfiigbarkeit
eingesetzt sowie zur Abschatzung moglicher unerwiinschter Nebenwirkungen (u. a. akute
bzw. chronische Toxizitdt, Kanzerogenitat, Mutagenitit, Teratogenitdt bzw. antioxidative,
antiinflammatorische ~ Wirkungen). Die  dazu angewendeten  zellchemischen
Nachweisverfahren basieren auf den grundlegenden zelluldren Ereignissen: Proliferation,
Wachstum, Differenzierung und Zelltod (Apoptose und Nekrose). Die zellchemischen
Forschungsergebnisse ermdglichen eine Reduzierung notwendiger Tierversuche sowie eine

effiziente Durchfuhrung von klinischen Studien vor dem Einsatz oraler Antiseptika in vivo.

2.4.1 Zytotoxizitat und Antikanzerogenitat

Der Begriff Zytotoxizitat fasst alle unerwiinschten Effekte zusammen, die eine Substanz auf
die Viabilitat gesunder Zellen austibt und die zum Zelltod fiihren, unabhéngig vom zugrunde
liegenden Mechanismus (Apoptose oder Nekrose) (HARTMANN und MEISEL 2007). Die
Ergebnisse verschiedener Studien zeigten auf, dass eine akute Zytotoxizitat, unabhangig vom
Zelltyp, unter Einsatz der verschiedensten Methoden, wie WST-1 Test, Neutralrot-Féarbung,
Zellzahlung oder Bestimmung des zelluldren Gesamtproteins, nachweisbar ist (BABICH und
BORENFREUND 1991, MARTIN und CLYNES 1991, BERRIDGE und TAN 2000). Diese
Erkenntnisse flossen in die Europdische Norm 30993-5 (DIN 1SO 30993-5) ein, welche die
Prifung der Zytotoxizitat mit In-vitro-Methoden zur biologischen Beurteilung von
Medizinprodukten regelt. Die Einhaltung der Norm wird durch ein vorgegebenes
Prufverfahren realisiert, unter Angabe der eingesetzten mykoplasmenfreien Zellkultur
(anerkannte Zelllinie), den Kulturbedingungen sowie der angewendeten Nachweismethode,
des Prufberichts und einer Ergebnisbeurteilung durch eine kompetente Person (TOMINAGA
et al. 1999, BERRIDGE et al. 1996a, FRANCOEUR 1997). Aufgrund dessen sind die unten
aufgefiihrten Methoden normkonform, wenn das vorgegebene Prifverfahren eingehalten

wurde.

Chemische Verbindungen, die die F&higkeit besitzen, Zellen zu t6ten, werden als zytotoxisch
bezeichnet. In-vitro-Untersuchungen ergaben, dass Chlorhexidin bereits in niedrigen
Konzentrationen eine Hemmwirkung auf die Proliferation von Fibroblastenkulturen austibt
(PULCHER und DANIEL 1992) und die Produktion von Kollagen- und Nicht-
Kollagenproteinen reduziert (MARIOTTI und RUMPF 1999). St6érungen der Wundheilung
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konnten dagegen in klinischen Studien nicht bestatigt werden. Chlorhexidinsptilungen bei der
Nachsorge parodontalchirurgischer Eingriffe fihrten vielmehr zu einem schnelleren
Abklingen der Entzindung und zu reduzierten Taschentiefen (SANZ et al. 1989,
KOZLOVSKY et al. 2007).

Bei humanen dermalen Fibroblasten setzt Chlorhexidin schon in Konzentrationen von
0,001 % Mechanismen in Gang, die zum ATP-Verlust der Zelle fuhren und somit den Zelltod
verursachen (HIDALGO und DOMINGUEZ 2001). Humane Gingivafibroblasten reagieren
nach einer 24- bzw. 72-stiindigen Chlorhexidinexposition mit dem Tod der Zelle (BABICH et
al. 1995). Auch zellschadigende Effekte des Chlorhexidins auf andere Zellen sind bekannt.
Aktuelle  Studien wiesen massive zytotoxische Wirkungen chlorhexidinhaltiger
Mundspullésungen auf humane Osteoblasten nach (PATEL et al. 2006, CABRAL und
FERNANDES 2007). Im Versuch konnte eine Zytotoxizitat aller Mundspullésungen auf
Gingivafibroblasten erwiesen werden. Eine Verminderung der metabolischen Aktivitat um
durchschnittlich 90 % nach 18 Stunden nach Einsatz der Mundspullésungen im Vergleich zur
Kontrolle zeigt diese zellschaddigende Chlorhexidinwirkung eindrucksvoll. Auch das zur
Kontrolle eingesetzte sterile Leitungswasser veranderte die nachgewiesenen enzymatischen
Vorgénge der Zellen leicht, was als Stressreaktion der Zellen gewertet werden konnte.

POGGI et al. (2003) wiesen fir alkoholhaltige Mundspullosungen zellschadigende
Wirkungen auf Fibroblasten nach. Dazu gehorten dosis- und zeitabhédngige Hemmungen der
Zelladhésion, die Verminderung der Vitalitit und Veranderungen der zytoskelletalen
Strukturen und der zytoplasmatischen Organellen der Fibroblasten. Ein Einfluss des Alkohols
konnte durch die ermittelten Ergebnisse jedoch nicht bestétigt werden; die Zytotoxizitat der
alkoholhaltigen und der alkoholfreien Zusammensetzungen war gleich. Listerine® und
Meridol® fiihrten zu Ergebnissen, die im Bereich der Werte der Chlorhexidinlésungen lagen.
Die Abhéngigkeit der Zellschdden von den verwendeten Konzentrationen wurde bei der
Auswertung des Trypanblau-Exclusion-Tests deutlich. So sank die Zahl der vitalen
Fibroblasten von 100 nach Spilung mit sterilem Leitungswasser im Durchschnitt aller
Zeitintervalle auf 84,3, nach Anwendung von 0,06 % Chlorhexidin auf 46 Zellen, auf 41
Zellen bei 0,2 % und auf nur noch 23 vitale Fibroblasten bei 1,0 % Chlorhexidin. Daraus
folgt, dass mit Erhdhung der Wirkstoffkonzentration die zytotoxischen Eigenschaften des
Chlorhexidins zunehmen.

Zur Untersuchung des Zeitpunktes der Schadigung der Fibroblasten wurde die Zahl der
vitalen Zellen nach einer, nach sechs und nach 18 Stunden ermittelt. Die Ergebnisse zeigten

eine deutliche Reduktion der vitalen Zellzahl nach einer Stunde. In den Intervallen sechs und
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18 Stunden ergab sich nur eine geringe weitere Verminderung der Zellzahl. Die Schadigung
scheint also bei der direkten Exposition der Zellen mit Chlorhexidin aufzutreten und sich nach
dessen Entfernen nur in geringem MaB fortzusetzen. Dies bestatigen Studien, die zeigten, dass
humane Gingivafibroblasten nach zweistiindiger Chlorhexidinexposition auch Uber 48
Stunden in chlorhexidinfreier Umgebung die Schadigung nicht kompensieren konnten
(BABICH et al. 1995).

Plaquekontrolle ist die wichtigste Methode zur Prévention von parodontalen Erkrankungen.
Eine grindliche mechanische  Plaquereduktion sowie die Vermeidung von
parodontitisbegiinstigenden Faktoren sollten dabei an erster Stelle stehen. Die adjuvante
Anwendung von antibakteriellen Mundspullésungen wurde in Studien als effektiv
nachgewiesen. Aufgrund der zytotoxischen Wirkungen auf Fibroblasten sollte die
Behandlung gesunder parodontaler Verhéltnisse im Sinne der Prophylaxe durch die getesteten
zellschadigenden  Mundspullésungen infrage gestellt werden und unter strenger
Indikationsstellung erfolgen. Eingeschrénkte physische oder mentale Fahigkeiten, Zustdnde
nach Operationen in der Mundhohle, intermaxillare Fixation oder kieferorthopéadische
Situationen, in denen eine ausreichende Mundhygiene unmdglich ist, kénnen die Anwendung
von antibakteriellen Substanzen in Form von Spullésungen erforderlich machen.

Aus der Therapie entzlndlicher Parodontalerkrankungen ist Chlorhexidin ergénzend zur
mechanischen Entfernung des Biofilms jedoch kaum wegzudenken. Als Alternativen
Uberzeugen Antibiotika durch ihr begrenztes spezifisches Wirkspektrum, systemische
Nebenwirkungen und die Mdglichkeit der Resistenzentwicklung nicht. Ihre Anwendung ist
auf Problempatienten beschrankt. Andere Mundspullosungen auf der Basis von
Zinnfluorid/Aminfluorid oder 4therischen Olen erreichen nicht die antibakterielle Potenz des
Chlorhexidins. Durch Kurzzeitanwendung niedrig konzentrierter Chlorhexidinspilungen
kénnen die antimikrobiellen Eigenschaften des Chlorhexidins genutzt und die zytotoxischen
Effekte auf Gingivafibroblasten reduziert werden.

Ein Spezialfall der Zytotoxizitét ist die Antikanzerogenitét, die dadurch gekennzeichnet ist,
dass eine Substanz auf Tumorzellen zytotoxisch wirkt und gleichzeitig keine negative
Wirkung auf gesunde Zellen austibt (DEBATIN 2000). Eine potenziell antikanzerogene
Substanz wird durch den Nachweis von Apoptose (jedoch nicht Nekrose) in Tumorzellen
identifiziert und den zusétzlichen Nachweis der unbeeinflussten Vitalitat gesunder Zellen.
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2.4.2 Zellviabilitat

Gesunde (viable) Zellen sind zur Aufrechterhaltung ihres physiologischen Metabolismus
fahig, wodurch Zellproliferation, -wachstum und -differenzierung realisiert werden. Diese
Stadien werden im Zellzyklus zusammengefasst, den gesunde Vertebratenzellen innerhalb
von 15 bis 30 Stunden durchlaufen. Tumorzellen hingegen beenden diesen nach 12 bis 20
Stunden (LOFFLER und PETRIDES 1997, REHNER und DANIEL 1999, CUMMINGS und
SCHNELLMANN 2002).

Zelluldre Lebensprozesse sind mit unterschiedlichen Methoden nachweisbar und werden
durch bioaktive Substanzen moduliert. Die verschiedenen Zellviabilitats-Nachweismethoden
geben u.a. Aufschluss Uber die Anzahl gesunder Zellen in einer Probe bzw. deren
Veranderung im Zeitverlauf (Proliferation), die Integritdt der Zellmembran oder den
Differenzierungsgrad. Hierbei werden einerseits unspezifische Merkmale untersucht, die
groftenteils unabhangig vom Zelltyp sind: Zelldimensionen (Volumen und GroRe),
metabolische Aktivitat oder Permeabilitdt der Zellmembranen fiir spezifische Substanzen
(z. B. Farbstoffe). Andererseits werden spezifische Merkmale nachgewiesen durch Einsatz
u. a. der ELISA-Technik, der Durchflusszytometrie oder der Fluoreszenzmikroskopie. Zum
Nachweis von Zelldifferenzierung wird die Auspragung zellartspezifischer Merkmale
untersucht (HARTMANN und MEISEL 2007).

Zur Uberpriifung der Zellviabilitit kann eine Zellkoloniezahlung unter Einsatz des
Umkehrmikroskops oder durch Einzelzellzdhlung durchgefiihrt werden. Dazu ist es
notwendig, dass adhérent wachsende Zellen (z. B. Fibroblasten und Epithelzellen) zuvor in
eine Suspension uberfuhrt werden. Dieser Vorgang wirkt teilweise zellzerstérend und hat
somit Einfluss auf das Z&ahlergebnis. AnschlieBend wird die Zellzahl ermittelt: unter dem
Mikroskop (Z&hlkammer ohne/mit Anfarbung, u.a. durch Trypanblau), im Zellcounter
(Cellometer™) oder durch die Durchflusszytometrie. Trypanblau dient der Unterscheidung
zwischen lebenden und toten Zellen. Die ungeschadigte Zellmembran der lebenden Zellen
verhindert das Eindringen von Trypanblau ins Zytosol. Deshalb erscheinen die vitalen Zellen
hell, wahrend tote Zellen eine dunkelblaue Farbung aufweisen. Die Verdinnung der
Zellsuspension sollte erst direkt vor Befiillung der Zellkammer erfolgen, um den toxischen
Effekt von Trypanblau auf die Zellen zu minimieren. Diese Methoden sind hochsensibel und
reproduzierbar (SCHARFE 2004). Durch mikroskopische Beobachtung lasst sich auRerdem
die Entwicklung des Zellrasens (Konfluenz) sowie die Morphologie der Einzelzellen
bewerten (LINDL und BAUER 1994, PINTO et al. 1983).
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Die Durchflusszytometrie ist eine Untersuchungsmethode, die es erlaubt, verschiedene
Eigenschaften einer Zelle gleichzeitig zu messen. Es konnen die ZellgrolRe, die
Zellgranularitat und die Intensitdt mehrerer Fluorochrome simultan gemessen werden. Die
Messungen werden an Zellen durchgefihrt, die in einem Flussigkeitsstrom fokussiert werden
und einen Laserstrahl senkrecht passieren. Durch das Licht des Lasers werden die
Fluorochrome angeregt, mit deren Hilfe die zu untersuchenden Zellbestandteile zuvor
markiert wurden. Der Laser regt die Fluoreszenzfarbstoffe an und registriert gleichzeitig die
durch die Anregung entstandenen Streulichtsignale. Auf diese Weise kénnen Zellen einzeln
gezéhlt und zellulare Parameter Uber Streulicht- und Fluoreszenzsignale analysiert werden.
Die Bindung der Fluorochrome (z. B. FITC) an AntikOper, die gegen das zu untersuchende
Antigen gerichtet sind, ermdoglicht sowohl die Untersuchung von Strukturen auf der
Zelloberflache als auch im Zytoplasma. Die Fluorochrom-Menge ist proportional zur Anzahl
der Bindungsstellen der Antikdper an den Antigenen. Die von den Fluorochromen emittierte
Intensitdt nach der Anregung durch den Laser stellt somit ein Mal} fir die Anzahl an
Bindungsstellen des gewahlten Antikdrpers dar. Fluorochrome zeichnen sich dadurch aus,
dass sie Licht einer charakteristischen Wellenlange (Anregungs- oder Exzitationsspektrum)
absorbieren und, durch Warmeverlust bedingt, energiedarmeres, langwelligeres Licht
emittieren (Emissionsspektrum).

Bei Verwendung eines Argonlasers mit der Emissionswellenldange von 488 nm kdnnen solche
an Antikdper gekoppelten Fluorochrome verwendet werden, deren Anregungsbereich bei
dieser Wellenlange liegt. Dies trifft u.a. fur Fluoresceinisothiocyanat (FITC,
Emissionswellenlange 525 nm) und Phycoerythrin (PE, Emissionswellenlange 575 nm) zu.
Neben den Fluoreszenzsignalen wird in der Durchflusszytometrie auch das Streulicht des
Lasers registriert. Sowohl die GroRe als auch Form, Oberflache und Granularitat der Zellen
beeinflussen das gestreute Licht, sodass sich vom Charakter der Streuung Ruckschlisse auf
die Zelleigenschaften ziehen lassen. Die Lichtstreuung ist zudem vom Winkel des
auftreffenden Laserlichts abhangig. Sie wird entlang der Achse des einfallenden Lichts als
Vorwartsstreulicht (Forward Angle Light Scatter), im 90°-Winkel zum einfallenden Licht als
Seitwaértsstreulicht (Side Scatter) bezeichnet. Das Vorwaértsstreulicht hat die starkste Intensitat
und kann, ohne verstarkt zu werden, Uber eine Photodiode registriert werden. Das
Vorwartsstreulicht informiert Gber die Querschnittsflache der gemessenen Zelle; dariiber l&sst
sich die ZellgroRe errechnen. Das Seitwértsstreulicht gibt Informationen Uber das
Reflexionsverhalten, das sich proportional zur Zellgranularitat verhalt. Fir Messungen mittels

Durchflusszytometrie wird eine Zellsuspension mit zu charakterisierenden Zellen bendtigt.
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Das Gerédt zahlt die Zellen und sortiert diese nach GroRe und Granulationsgrad. Die
Zellzahlen kénnen am Gerat auf einen festen Wert eingestellt werden, das Gerét z&hlt dann
diese Zellenzahl ab und bezieht die Ergebnisse darauf.

Die Zellproliferation wird auBerdem anhand der zellularen DNA-Syntheseleistung durch den
Einsatz handelstiblicher Reagenzien-Kits quantifiziert. Dabei werden die Zellen u.a. mit
radioaktiv markiertem Thymidin ([3H]-TdR) oder mit Uridin (5 -Bromo-2"-Desoxyuridin:
BrdU) inkubiert. Diese Basen werden ausschlieBlich von proliferierenden Zellen ins Genom
eingebaut und verbleiben nach Waschschritten in der Probe. Der Nachweis erfolgt
anschlieBend im Szintillationszéhler oder durch Einsatz peroxidasegekoppelter Antikorper
und geeigneter Substrate im ELISA-Photometer. Anderen Phasen des Zellzyklus werden
mithilfe von unterschiedlichen monoklonalen  Antikérpern untersucht, die an
zellkernassoziierte Proteine binden. Diese Nachweise greifen jedoch nur auf Einzelzellebene
(in situ) und beruhen auf immunozytochemischen und -histochemischen Techniken (BHUTIA
et al. 2008, TOMINAGA et al. 1999).

Eine Methode zur Bestimmung von Zytotoxizitat ist die Untersuchung der zellularen
Reduktase-Aktivitidt (metabolische Aktivitdt) durch Zugabe eines Tetrazoliumsalzes (MTT
und dessen Derivate: u. a. XTT oder WST-1).

FLEMINGSON et al. (2008) uberprifte mittels MTT-Tests die proliferationshemmende
Wirkung von CHX, Listerine® und Betaisodona® in verschiedenen Konzentrationen auf die
humanen Gingivafibroblasten. Die Einwirkzeit betrug eine, finf und 15 Minuten. Das
Proliferationspotenzial von Fibroblasten war in Bezug auf die Einwirkzeit nicht signifikant
reduziert, sondern hochsignifikant abh&ngig von der Konzentration der oralen Antiseptika.
Diese Studie zeigte, dass alle drei Mundspulllésungen toxisch auf die Zellen wirkten, wobei
die Proliferationshemmung nach der Behandlung mit CHX am deutlichsten ausgeprégt war.
MTT ist der Prototyp, der intrazellular durch NAD(P)H-abhangige Enzyme der Glycolyse
zum wasserunloslichen Formazan reduziert wird. Die notwendige Solubilisierung des
Reaktionsproduktes und die Abhéngigkeit des Ergebnisses vom Glucosegehalt des Mediums
sind entscheidende Nachteile, die durch Entwicklung weiterer Tetrazoliumsalze (XTT, WST-
1) ausgeglichen wurden. WST-1 wird in einer gebrauchsfertigen NADH-haltigen Testlosung
angeboten und von einer Vielzahl verschiedener Zellarten innerhalb kurzer Zeit (min) zum
dunkelroten, wasserldslichen Formazan reduziert. Dieses Reaktionsprodukt ist ohne weiteren
Arbeitsschritt photometrisch detektierbar. Da WST-1 nicht zytotoxisch wirkt, sind Messungen
an einer Zellkultur in Zeitabstdnden (Stunden bis Monate) mdglich. Aufgrund dieser

einfachen und schnellen Durchfiihrung und Reproduzierbarkeit eignet sich diese Methode fir
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Screening-Tests (TOMINAGA et.al. 1999). Der zugrunde liegende Mechanismus ist
allerdings noch nicht genau bekannt. Da die Anwesenheit von Mitochondrien oder der
Superoxiddismutase die Formazanbildung hemmt, wird angenommen, dass diese Reaktion
superoxidabhangig ist und extrazellular und/oder membrangebunden stattfindet (BERRIDGE
et al. 1996b, TOMINAGA et al. 1999).TAN und BERRIDGE (2000) untersuchten den
Mechanismus der WST-1-Reduzierung unter Einsatz von 15 verschiedenen Zellkulturen. Die
Autoren wiesen zunéchst darauf hin, dass die Zellmembranen in komplexer und standiger
Kommunikation mit dem Extra- und Intrazellularraum stehen, wozu eine standige
Reduzierung extrazelluldr vorliegender Substanzen notwendig ist. Dazu existieren vermutlich
verschiedene komplexe (trans)membrane Enzymsysteme (Oxidoreduktasen), die interagieren.
Die Autoren wiesen nach, dass auf den Zellmembranen gesunder teilungsfahiger Zellen eine
Oxidoreduktase existiert, die in Anwesenheit von NADH oder anderen in Kérperflissigkeiten
naturlicherweise vorliegenden Kofaktoren das WST-1 zu Formazan reduziert. Damit wurde
nachgewiesen, dass WST-1 die Zellmembran nicht penetriert (TAN und BERRIDGE 2000).
In weiteren Testsystemen wird das Vorhandensein der Kofaktoren NADH und ATP
(Primarzellen und Zell-Linien) zur Bestimmung der Zahl lebender Zellen ausgenutzt.
Appliziertes Resazurin wird NAD"-abhingig zum pinkfarbenen, fluoreszierenden Resurfin
reduziert. Luciferin wird unter ATP-Aufwand und Verbrauch molekularen Sauerstoffs zu
Oxyluciferin oxidiert, wobei CO, und Licht entstehen. Die jeweiligen Signale werden im
Fluoreszenz-, Spektralphotometer bzw. Luminometer oder mit einer CCD-Kamera detektiert
(Promega GmbH, 2003, 1 Proliferationsassays).

Adhérente Zellen (z. B. Fibroblasten oder Epithelzellen) bilden in Kultur innerhalb kurzer
Zeit einen Monolayer. Die Anzahl und Funktionsfahigkeit (Dichtigkeit) der Zell-Zell-
Kontakte (tight junctions) nimmt unter glnstigen Kulturbedingungen zeitabhéngig zu und ist
durch Inkubation mit bioaktiven Substanzen modulierbar. Diese Wirkungen sind u. a. durch
wiederholte Messung des transepithelialen elektrischen Widerstandes (TEER) nachweisbar.
Der Vorteil dieses Messsystems liegt darin, dass es keinen modulierenden Einfluss auf die
Zellvitalitat aufweist, sodass Verlaufsuntersuchungen tber lange Zeitrdume mdoglich sind.
Liegt ein konfluenter Monolayer vor, so steigt der TEER mit der Anzahl und
Funktionsfahigkeit der tight junctions an und die parazellulare Durchlassigkeit fur
niedermolekulare wasserlosliche Substanzen nimmt ab. Infolgedessen ist die Monolayer-
Integritat zusétzlich durch Transportstudien nachweisbar, wobei niedermolekulare
wasserlosliche Referenzsubstanzen die tight junctions passieren: u. a. Mannitol, Phenolrot,
Lucifer Yellow, [14C] Inulin oder Flourescein (Molekulargewichte: 192, 354, 475, 500). Die
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Substanzsignale werden mithilfe von Photometrie, Flourometrie, Lumineszens- oder
Radioaktivitdtsmessungen detektiert.

Das Uberleben der Fibroblasten bzw. Epithelzellen nach der Behandlung mit den
verschiedenen oralen Antiseptika kann auch mittels ATP-Biolumineszenztest (z. B. CellTiter-
Glo® Luminescent Cell Viability Assay von Promega) untersucht werden. Als Marker fir die
Zellproliferation und das Uberleben der Zellen wurde Adenosintriphosphat (ATP), das nur
von lebendigen Zellen produziert werden kann, verwendet. Die ATP-Produktion wurde, wie
von CROUCH et al. 1993 beschrieben, dabei mittels der Luciferin-Luciferase-Reaktion
quantifiziert. Die Methode basiert auf der Quantifizierung der Zellzahl durch die Menge des
produzierten ATP. Die Messung der Lumineszenz kann anschlieBend im
Lumineszenzdetektor erfolgen. Die Hintergrund-Lumineszenz kann detektiert werden, indem
lediglich die Kontrollwells ohne Zellen gemessen wurden.

Mithilfe der ATP-Biolumineszenz kann die Anzahl an lebenden Zellen bestimmt werden. Sie
erlaubt jedoch keine Unterscheidung zwischen tberlebenden Zellen und Zellen, die durch
Proliferation neu entstanden sind. Um zwischen Zellen, die lediglich nicht proliferieren, und
Uberlebenden Zellen, die nicht zugrunde gegangen sind, zu unterscheiden, eignet sich die
Messung von LDH (z. B. CytoTox 96®-Assay). LDH wird aus zerstorten Zellen freigesetzt
und kann dann im Kulturmedium nachgewiesen werden. In den Kulturen, in denen die Zellen
lediglich in ihrer Proliferation stagnieren, findet sich hingegen keine LDH-Aktivitdt im
Kulturmedium. Dieses intrazellulare Enzym ist ausschlielich nach Zerstérung von
Zellmembranen im Kulturiiberstand vorhanden und oxidiert Lactat zu Pyruvat, wobei NAD"
reduziert wird. In einer zweiten Reaktion wird ein Tetrazoliumsalz (INT) zum colorimetrisch
messbaren roten Formazan reduziert. Die Absorption des roten Reaktionsproduktes kann bei
490 nm bestimmt werden.

Die  Neutralrot-Farbung  ist eine  weitere  validierte =~ Referenzmethode  fiir
Zytotoxizitatsuntersuchungen (Europdisches Zentrum fir Validierung von Alternativen
Methoden). Der Farbstoff Neutralrot penetriert Membranen viabler Zellen und wird in
Lysosomen akkumuliert. Nach Entfernen nicht transportierter Farbstoffreste werden die
Zellen fixiert, lysiert und das Neutralrot freigesetzt. Dieses wird nachfolgend photometrisch

detektiert. Die Farbintensitat korreliert direkt mit der Zellzahl.
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2.4.3 Zelltod

Apoptose und Nekrose sind zwei verschiedene Mechanismen, die zum Zelltod fuhren.
Nekrose tritt nach einer extremen Abweichung von physiologischen Bedingungen auf, z. B.
durch Einwirkung physikalischer (starke Hitze, Strahlung), mechanischer (Schlag),
chemischer bzw. biochemischer (metabolische Gifte, Sauerstoffmangel,
Komplementfaktoren) Noxen auf die Zelle bzw. durch Pathogene (Viren). Die dadurch
verursachten Schéadigungen betreffen immer mehrere Zellen eines Gewebes. Diese Zellen
schwellen aufgrund von Membranschadigungen und Stérung des osmotischen Gleichgewichts
zundchst an und platzen spéter. Der freigesetzte Zellinhalt verursacht Entziindungen und
immunologische Reaktionen im Organismus. Eine dabei auftretende DNA-Fragmentierung
erfolgt immer zufallig (unregelmaRig grofle DNA-Bruchstlicke), und nachfolgend werden
diese Fragmente im Organismus phagozytotisch (ohne Energieverbrauch) eliminiert.
Die Apoptose ist ein physiologischer Vorgang, der durch autonome Gene differenzierter
(apoptosekompetenter) Zellen beeinflusst wird und nach einem festgelegten Programm
ablauft. In einem gesunden Gewebe sind grundsétzlich nur bestimmte Zellen von Apoptose
betroffen. Der Ablauf des programmierten Zelltodes ist insbesondere an der Nematode
Caenorhabditis elegans studiert worden, deren Gene Ced-3 und Ced-4 apoptoseinduzierende
Proteine codieren, wéhrend das Ced-9-Genprodukt die Apoptose unterdriickt. In
Saugetierzellen werden vergleichbare Gene und deren Produkte gefunden, z. B. die Bcl-2-
Genfamilie, die vergleichbar mit Ced-9 ist. Als Genprodukte werden Proteine synthetisiert,
welche die Apoptose fordern (z. B. bad, bak, bax, bik, bclx, c-jun, hrk, p53) oder hemmen
(z. B. brag-1, bcl-2, bcl-xL, mcl-1, al, bfl-1). Diese Proteine interagieren miteinander und
bilden Dimere, wobei der Uberwiegende Proteinanteil dariiber entscheidet, ob die Zelle
uberleben oder absterben wird. Diesen Mechanismus nutzen Viren (z. B. Epstein-Barr-Virus),
indem sie die bcl-2-Synthese aktivieren und sich so vor der Immunabwehr des Wirts
schutzen. Eine Immortalisierung von Zellen erfolgt, wenn das Protein p53 codierende Gen
fehlt oder mutiert ist. Dies ist h&ufig in Tumorzellen der Fall. Ein anderes
apoptoseregulierendes Gen ist das c-myc Proto-Onkogen, das im Beisein von
Wachstumsforderern die Proliferation stimuliert und das bei deren Fehlen mittels des c-myc-
Proteins die Apoptose induziert (TOMINAGA et al. 1999, LANG D et al. 2002, FESUS et al.
1991).

Die Apoptose wird einerseits genetisch und andererseits durch verschiedenste Signale (z. B.

Wachstumsfaktoren, Hormone, Zytokine) reguliert und dient im Organismus der Eliminierung
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funktionslos gewordener Zellen, u.a. wahrend der Ontogenese oder in der laktierenden
Milchdrise. Die Mundschleimhaut wird durch Apoptose vor der permanenten mutagenen
Gefahr aus der Nahrung geschiitzt (BHUTIA et al. 2008, LOFFLER und PETRIDES 1997,
REHNER und DANIEL 1999).

Die Apoptose wird im Verlauf pathophysiologischer Vorgange oder unter dem Einfluss
zytotoxischer Substanzen induziert, z.B. durch UV- oder radioaktive Strahlung,
Medikamente (Chemotherapeutika, Glucocorticoide, Retinolsduren, Thyroxin), bioaktive
Substanzen wie z. B. modifizierte Ribonucleoside (MEISEL et al. 1998, HARTMANN et al.
1999) sowie durch Ca?*-lonophore oder durch Verletzungen, die einen Anstieg der
intrazellularen Ca**-Konzentration verursachen (FESUS et al. 1991).

Der komplexe Ablauf des programmierten Zelltods ist zwar noch nicht vollstandig aufgeklért,
es werden jedoch charakteristische morphologische und biochemische Merkmale wahrend der
Signal-(Reaktions-)Kaskade ausgebildet, die mit unterschiedlichen Methoden nachweisbar
sind. Der Prozess der Apoptose ist innerhalb von ca. vier Stunden abgeschlossen (FESUS et
al. 1991).

Zu den morphologischen Merkmalen einer friihen apoptotischen Phase gehért der Verlust der
Oberflachenspezialisierung einer oder weniger individueller Zellen eines Gewebes, die
dadurch den Kontakt zur Nachbarzelle verlieren. Gleichzeitig kondensieren zytosolische und
Zellkernproteine unter Bildung von peripheren Chromatinkappen sowie Zellkernfragmenten.
Aulerdem verringert sich das zytosolische Volumen, die Zelle schrumpft. Die Zellorganellen
bleiben dabei allerdings intakt. Nachfolgend kommt es zur Abschnlirung vesikelartiger
apoptotic bodies (apoptotische Koérperchen). Diese enthalten Zellkernfragmente, intakte
Organellen und zytosolische Bestandteile und sind von einer intakten Zellmembran umgeben.
In der Endphase werden die apoptotic bodies aufgrund bestimmter Merkmale, z.B.
exponiertes Phosphatidylserin auf der Zelloberflache, von Nachbarzellen oder Makrophagen
erkannt und durch Phagozytose eliminiert. Dabei kommt es im Unterschied zur Nekrose
weder zu einer Entzindungs- oder Immunreaktion noch zur Narbenbildung. In vitro wird in
einer spatapoptotischen Phase eine als ,,sekundire Nekrose™ bezeichnete Lyse apoptotischer
Zellen und deren Fragmente beobachtet (TOMINAGA et al. 1999, FESUS et al. 1991).

Die charakteristischen biochemischen Apoptose-Merkmale werden oftmals begleitet von
einer erhohten intrazellularen Ca**-Konzentration. Ein Teil der apoptoseinduzierenden
Signale wird von Effektorzellen, z. B. aktivierten T-Zellen, natiirlichen Killer-(NK) Zellen
oder zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL), Uber unterschiedliche Oberflachenrezeptoren an

der Zielzelle vermittelt. Ein Beispiel dafur ist das CD95-(Fas-)Rezeptor-Liganden-System.
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Der Fas-Ligand (exprimiert in aktiven T-, NK-Effektorzellen und teilweise solubilisiert durch
Metalloproteasen) oder ein Agonist binden an den Fas-Rezeptor. Dadurch wird die
intrazellulare Caspasen-Kaskade aktiviert. Ahnlich agiert der Tumor-Nekrose-Faktor (CTL
oder NK sind Effektorzellen). Das granzyme B dagegen gelangt mithilfe von Perforin in die
Zelle und aktiviert dort selbst die Kaskade. Zur Familie der Caspasen (Cysteinyl-aspartic-
acidproteases) werden zehn verschiedene Enzyme gezéhlt, die jeweils durch Zusatz einer
Ziffer zwischen 1 und 10 gekennzeichnet werden. Die Caspase 1 (Interleukin-la-converting
Enzyme: ICE) wurde zuerst identifiziert und ist am besten beschrieben. Die verschiedenen
Caspasen liegen intrazellular als inaktive Enzyme vor und interagieren nach ihrer Aktivierung
teilweise miteinander. Ein Marker der friihen apoptotische Phase ist die aktivierte Caspase 3
(CPP3), durch welche die Signalkaskade ausgeldst wird und in deren Verlauf die
entscheidenden biochemischen Reaktionen ausgeldst werden, die letztendlich zum Zelltod
fiihren (TOMINAGA et al. 1999, LANG D et al. 2002, FESUS et al. 1991, KUHNEL et al.
2000, MARAVEI et al. 1997, CUMMINGS und SCHNELLMANN 2002, BHUTIA et al
2008). Insbesondere die Caspasen 3 und 7 haben eine zentrale Rolle bei Reaktionen der
Zellen auf induzierte Apoptose. Die Bestimmung der Caspase-3/7-Aktivitat kann z. B. mit
dem Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/7-Assay vom Promega erfolgen. Die Zellen
kdnnen dabei 24 Stunden lang mit dem Reagens bei Raumtemperatur inkubiert werden. Die
Fluoreszenz (Apo-ONE® Assay) kann bei einer Anregungswellenlange von 485 nm und einer
Emissions-Wellenldnge von 535 nm im Photometer gemessen werden.

Ein weiteres Merkmal der frihen Apoptose ist der Verlust der Zellmembranasymmetrie.
Dabei werden etwa zeitgleich mit der Chromatinkondensation Phosphatidylserinreste von der
inneren zur &ulleren Membranseite translokalisiert. Diese stellen ein Erkennungsepitop u. a.
fiir Makrophagen dar, welche die Zellfragmente phagozytotisch eliminieren. AulRerdem wird
die Membran der Mitochondrien verandert. Bei Anwesenheit des bax-bax Dimers gelangt der
apoptoseinduzierende Faktor (AIF) ins Zytosol. AIF aktiviert die Caspasen-Kaskade bzw.
gelangt in den Zellkern und fihrt autonom zum Zelltod. Ebenso gelangt Zytochrom C (Apaf-
2) ins Zytosol, welches die Caspase 9 (Apaf-3) unter Energieaufwand (ATP) aktiviert und
u. a. zur Bildung von Apoptosomen fuhrt (TOMINAGA et al. 1999, LANG D et al. 2002,
FESUS et al. 1991, KUHNEL et al. 2000, MARAVEI et al. 1997, CUMMINGS und
SCHNELLMANN 2002, BHUTIA et al 2008). Im Verlauf der Kaskade werden auRerdem
Ca’*-abhangige Transglutaminasen aktiviert. Diese vernetzen Proteine des Zytoskeletts
miteinander und stabilisieren dadurch u. a. die Membranen der Zellfragmente (apoptotic
bodies) (FESUS et al. 1991). Am Ende der Kaskade werden Ca?*- und Mg**-abhangige
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Endonucleasen im Zellkern aktiviert, welche die Chromosomen ausschliel3lich an der Linker-
DNA spalten. Dadurch entstehen Mono- und Oligonucleosomen-Fragmente (180 bis 200
Basenpaare oder ein Vielfaches davon). UV- oder radioaktive Strahlen sowie
Chemotherapeutika (z. B. Camptothecin) verursachen dagegen zuféllige DNA-Strangbriiche
(TRAGANOS et al. 1993). Dadurch werden unterschiedliche DNA-Reparaturenzyme
aktiviert, z. B. die Poly-(ADP-Ribose-)Polymerase (PARP). Dieses Enzym (113 kD) wird in
apoptotischen Zellen durch die Caspasen 3 und 7 inaktiviert, indem es in ein 89 kD und ein 24
kD Fragment gespalten wird (DAMOUR et al. 1998).

Der Apoptose-Nachweis kann mithilfe einer Vielzahl verschiedener zellchemischer Methoden
gefuhrt werden und basiert zumeist auf intrazelluldren biochemischen Veranderungen, die im
Verlauf des programmierten Zelltods auftreten. Zur Aufklarung des komplexen Mechanismus
der Apoptose ist es notwendig, verschiedene Nachweisverfahren parallel durchzufiihren, da
nicht in jedem Zelltyp und auch nicht nach jedem bekannten Stimulus die Gesamtheit der
genannten Apoptosemerkmale ausgebildet wird. Fur den Nachweis des zytotoxischen
Potenzials einer Substanz gentigt ein positives Ergebnis (Apoptose oder Nekrose), hingegen
wird eine potenziell antikanzerogene Substanz erst dann nachgewiesen, wenn nachweislich
Apoptose und nicht Nekrose zum Zelltod von Tumorzellen gefuhrt hat. Fur den méglichen
Einsatz einer potenziell antikanzerogenen Substanz ist zusétzlich nachzuweisen, dass diese
Substanz keine zytotoxischen Wirkungen auf gesunde Zellen austibt.

Eine altbewahrte, jedoch aufwendige Methode zum Nachweis einer DNA-Fragmentierung ist
die Auftrennung der spezifischen Nucleosomenfragmente durch Elektrophorese. Hierbei
werden Apoptose bzw. Nekrose durch ein charakteristisches bzw. ungleichmaliiges Muster im
Agarose-Gel (sog. Leitermuster, engl. ladder) nachgewiesen. Die DNA-Fragmentierung ist
aullerdem mithilfe des Tunel-Assays (Terminal Desoxynucleotidyl-Transferase mediated
dUTP-X nick end labeling) im Durchflusszytometer oder mit Fluoreszenz bzw.
Lichtmikroskopie nachweisbar. Dabei werden lysierte apoptotische Zellen mit DNA-
Doppelstrangbriichen  durch  enzymatischen  Einbau  eines  biotinylierten  oder
fluoresceinmarkierten Nucleotids (dUTP) markiert. Der Nachweis nekrotischer Zellen
hingegen erfolgt durch enzymatische Markierung von Einzelstrangbriichen (In-Situ-Nick-
Translation-Methode). Die TUNEL-Reaktion markiert spezifisch DNA-Strangbriiche, die
wéhrend der Apoptose entstehen, sodass eine Unterscheidung zwischen einem Zelltod, der
durch Apoptosevorgange bedingt ist, von einem solchen, der durch Nekrose verursacht wird,
getroffen werden kann (GORZYCA et al. 1993, GOLD et al. 1994).
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Der Cell-Death-Detection-ELISAPLUS eignet sich zur Unterscheidung zwischen beiden
Formen des Zelltods durch Nachweis vorhandener spezifischer DNA-Fragmentierungen
(Nukleosomen) im Zellkulturiiberstand und Lysat (Nekrose). Sind die Nukleosomen
ausschlieBlich im Zelllysat nachweisbar, so liegt Apoptose vor. Das Funktionsprinzip basiert
auf zwei monoklonalen Antikérpern in Sandwichtechnik. Hierbei sind die ELISA-Platten mit
einem Anti-Substanz-Antikoérper beschichtet. Die Probe wird aufgetragen, dabei bindet die
Substanz aus der Zellsuspension an den Antikorper. Der zweite, mit alkalischer Phosphatase
(AP) gekoppelte Antikdrper wird zugegeben und setzt sich an die am Erstantikorper fixierte
Substanz. AP katalysiert die Reaktion von p-Nitrophenylphosphat zu gelbem p-Nitrophenol,
dessen Konzentration photometrisch bei 405 nm bestimmt werden kann.

MARIOTTI und RUMPF (1999) konnten in ihrer Studie mithilfe des ELISA-Verfahren die
Reduktion der Synthese von Kollagen- und Nicht-Kollagenproteine nach der Behandlung der
humanen Gingivafibroblasten mit CHX nachweisen. Dieser Effekt war weniger von der
Einwirkzeit, sondern mehr von der Substanzkonzentration abhangig.

Die Translokalisierung der Phosphatidylserinreste von der inneren zur &ul3eren
Membranschicht ist ein Merkmal der frilhen apoptotischen Phase, die durch die Ca®*-
abhangige Bindung von Annexin-V nachweisbar ist. Je nach eingesetztem Annexin-Konjugat
erfolgt der Nachweis mit unterschiedlichen Detektionssystemen (u. a. Durchflusszytometer,
Fluorometer, Mikroskop). Zur Unterscheidung von Apoptose und Nekrose ist eine
Gegenfarbung mit DNA-Farbstoffen (Flourochrom: Propidiumiodid; Lichtmikroskopie:
Trypanblau) notwendig. Diese Farbstoffe konnen die intakte Zellmembran apoptotischer
Zellen nicht passieren und binden somit ausschlieBlich an die DNA nekrotischer Zellen.

Der Caspase-3-Activity-Assay ist ein fluorometric immunosorbent enzyme assay (FIENA). In
apoptotischen Zellen wird das intrazellulér vorliegende Proenzym friihzeitig aktiviert, durch
Zelllyse freigesetzt und nachfolgend in eine mit Anti-Caspase-3-beschichtete MTP pipettiert.
Die aktivierte Caspase 3 bindet an die Beschichtung und spaltet das angebotene Substrat, z. B.
Ac-DEVD-AFC. Dabei entsteht ein flourometrisch messbares Produkt, dessen
Detektiossignal proportional zur Konzentration der aktivierten Caspase 3 ist (LANG D et al.
2002, BHUTIA et al. 2008).

Mit dem Homogeneous Caspasen Assay ist ein schneller, automatisierbarer fluorometrischer
Nachweis der Aktivitat verschiedener Caspasen (2, 3, 7 sowie 6, 8, 9, 10) moglich. Hierbei
werden die apoptotischen Zellen mit einem Substrat (DEVE-Rhodamin 110) der aktivierten

Caspasen inkubiert und gleichzeitig lysiert. In apoptotischen Zellen entsteht dabei das
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fluoreszierende Rhodamin 110. Die Enzymaktivitdt wird mithilfe einer Standardkurve
ermittelt (ROCHE MOLECULAR BIOCHEMICALS, Info-Paket 2001).

Dem M30 CytoDeath Assay liegt die Erkenntnis zugrunde, dass ausschlielich aktivierte
Caspasen das intrazellular vorliegende Cytokreatin 18 spalten und die im Testsystem
enthaltenen speziellen Antikdrper ausschlieflich an dessen Spaltprodukte binden. Diese
Bindung ist aufgrund der an den AntikOrper gekoppelten Farbstoffe nachweisbar. Die
Signaldetektion erfolgt an Einzelzellen oder Geweben, mit FACS oder mikroskopisch (LEER
et al. 1999, BANTEL et al. 2000, ROCHE MOLECULAR BIOCHEMICALS, Info-Paket
2001). Durch den Einsatz unterschiedlicher Antikorper (gekoppelt u. a. an Farbstoffe) lassen
sich Markerproteine der Apoptose nachweisen, z. B. Bcl-2, p35 oder PARP. Aullerdem
werden spezifische Caspase-Inhibitoren im Handel angeboten, die eine Aufklarung der
Kaskade nach unterschiedlichen Stimuli ermdglichen (SIGMA-ALDRICH: APOPTOSIS,
2002, ROCHE MOLECULAR BIOCHEMICALS, Info-Paket 2001).

2.5 Versuchsplanung und Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, einen Vergleich der toxischen bzw.
proliferationshemmenden  Wirkung  verschiedener auf dem Markt verfligbarer
Mundspullésungen auf die Zellen des Parodontalapparates und der Mundschleimhaut in vitro
in Abhangigkeit von der Einwirkzeit der Substanzen durchzufiihren. Dabei sollte
insbesondere der Unterschied in der zellschadigenden Wirkung zwischen alkoholhaltigen und
alkoholfreien oralen Antiseptika dargestellt werden. Desweiteren sollten die zwei
unterschiedlichen Auswertungmethoden (MTT-Test und optische Zellzahlbestimmung mittels
Cellometer™ Auto T4) bei der Toxizitatsbestimmung dieser Substanzen untereinander

verglichen werden (Versuchsplanung siehe FluBdiagramm Abb. 3).
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Abbildung 3: Versuchsplanung
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3. Material und Methoden

3.1 Material
3.1.1 Die Zellen

Die Grundlage der vorliegenden Studie bildeten die Zellpopulationen der primdren humanen
Gingivafibroblasten (HGFIB, Bestell-Nr. 1210412, Provitro GmbH, Berlin, Deutschland) und
der primdren humanen nasalen Epithelzellen (HNEPC, Bestell-Nr. 1210711, Provitro GmbH,
Berlin, Deutschland).

Ein Aliquot der HGFIB mit 5 x 10° Zellen, die am 10.04.2001 aus der Mundschleimhaut einer
27-jahrigen Frau weiler Abstammung primar isoliert und bis zur dritten Passage in vitro
vermehrt wurden, wurde unter standardisierten Einfrierbedingungen in Cryo-SFM-Medium
(Bestell-Nr. 2040102, Provitro GmbH, Berlin, Deutschland) in 2 ml Einfrierréhrchen in
flussigem Stickstoff tiefgefroren. Die HGFIB waren bei immunhistochemischer Analyse
positiv fur Fibroblasten spezifischen Rezeptor CD90/Thy-1. Infektionsseroligisch wurden die
Zellen auf die Bakterien, Pilze, Mycoplasmen, HIV-DNA und Hepatitis B/C-DNA geprift
und als negativ eingestuft.

Ein Aliquot der HNEPC mit 5 x 10° Zellen, die am 08.09.2003 aus der Nasenschleimhaut
eines 43-jahrigen Mannes weiller Abstammung primér isoliert wurden und gleich unter
standardisierten Einfrierbedingungen in Cryo-SFM-Medium (Bestell-Nr. 2040102, Provitro
GmbH, Berlin, Deutschland) in 2 ml Einfrierréhrchen in flissigem Stickstoff tiefgefroren
wurden. Die HNEPC waren immunhistochemisch positiv fur Keratin und wiesen
entsprechend den HGFIB kein infektioses Material auf. Die beiden kryokonservierten
Zellpopulationen bildeten das Ausgangsmaterial zu den Zellkulturarbeiten der vorliegenden
Studie (siehe Anhang 7.1 Materialliste).

3.1.2 Mundspullésungen

Als antibakterielle Wirkstoffe wurden Chlorhexidin 0,2 %®, Meridol®, Listerine®,
Betaisodona® und Octenidol® angewendet (siehe Tab. 1 und Abb. 4). Die oralen Antiseptika
wurden bis auf Betaisodona® unverdiinnt jeweils 1 ml Lésung/well auf die HGFIB bzw.
HNEPC appliziert und fir jeweils 1, 5 und 15 Minuten auf den Zellen belassen. Lediglich
Betaisodona®-Mundspiillosung wurde laut Beipackzettel vorher 1:5 mit Bidest-Wasser

verdiinnt. Der Behandlungsprotokoll war bei allen antibakteriellen Substanzen identisch.
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Tabelle 1: Mundspullésungen

Mundspullésungen Wirkstoff Hersteller
Chlorhexidindigluconat | Chlorhexidinbis Engelhard Arzneimittel GmbH & Co.
Fertiglésung 0,2 %® (D-Gluconat) KG, Niederdorfelden, Deutschland
Meridol® Amin-/Zinnfluorid | GABA GmbH, Lérrach, Deutschland
Listerine® Coolmint atherische Ole Pfizer Consumer Healthcare GmbH,

Karlsruhe, Deutschland

Betaisodona® Povidon-Jod Mundipharma GmbH, Limburg (Lahn),
Deutschland

Octenidol® Octenidin Schiilke GmbH, Norderstedt,

Deutschland

a b d e
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Soluconat Z m do/ |
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Abbildung 4: Orale Antiseptika: Chlorhexidin 0,2 %® (a), Meridol® (b), Listerine® (c), Betaisodona®
(d) und Octenidol® (e)
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur

Zellkulturen werden ausgehend von einer aus dissoziiertem Gewebe entstandenen
Einzelzellsuspension geziichtet. Als ,,primar* gelten Zellkulturen indes nur solange, bis sie
das erste Mal abtrypsiniert und erneut angeséat werden. Die Zellzusammensetzung l&sst sich
u. a. durch die Praparationsmethode, die Wahl des Kulturmediums (Selektionsmedium) und

die Dauer der Kultur beeinflussen.

Die in flussigem Stickstoff asservierten Einfrierrhrchen mit den humanen
Gingivafibroblasten bzw. nasalen Epithelzellen wurden nach der Entnahme aus dem
Stickstofftank zunéchst fir etwa 20 Minuten auf Nasseis und anschlieBend im Wasserbad bei

+37°C aufgetaut (Abb. 5). Die anschlielenden Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen

Bedingungen unter einer Reinraumwerkbank durchgefiihrt (Abb. 6).

Abbildung 5: Wasserbad Abbildung 6: Reinraumwerkbank

Die Zellsuspension wurde jeweils in 10 ml Fibroblasten-Anzuchtmedium (Fibroblast growth
medium, Bestell-Nr. 2010401, Provitro GmbH, Berlin, Deutschland), das 10%
hitzeinaktiviertes fetales Kéalberserum (FCS) enthielt, bzw. in Epithelzellen-Anzuchtmedium
(Airway epithelial cell growth medium, Bestell-Nr. 2030701, Provitro GmbH, Berlin,
Deutschland) ohne FCS aufgenommen und bei Raumtemperatur fir funf Minuten bei 250xg
zentrifugiert (Abb. 7). Nach Verwerfen des Uberstands wurde das Zellpellet in 10 ml des der
jeweiligen  Zellart entsprechenden Kulturmediums resuspendiert und in  75-cm*
Zellkulturflaschen tberfihrt (Abb. 8). Das Kulturmedium fir HGFIB enthielt neben dem
Fibroblasten-Anzuchtmedium 10% FCS, 50ng/ml Amphotericin B und 50 pg/ml
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Gentamicin. Das Kulturmedium fir HNEPC bestand neben dem Epithelzellen-
Anzuchtmedium aus 0,4 % BPE, 5pug/ml EGF (epidermal growth factor), 0,5 pg/ml
Hydrocortison, 0,5 pg/ml Epinephrin, 10 pg/ml Transferrin, 0,1 ng/ml Retinsdure, 6,7 ng/ml
T3 und 5 pg/ml Insulin (siehe Anhang 7.1 Materialliste). Diese Medien wurden in dieser
Zusammensetzung bereits bei der initialen Kultivierung der Zellen verwendet. Die HGFIB
wurden entsprechend der Empfehlung von Provitro GmbH mit der Dichte von 4000
Zellen/cm? und die HNEPC von 6000 Zellen/cm? ausgesat (Abb. 14).

Abbildung 7: Zentrifuge

Abbildung 8: Zellkulturflasche 75-cm?-Bodenfléche
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Die Kultivierung der Zellen erfolgte anschlielend bei einem konstanten Stickstoffanteil von
5% bei +37°C und gesattigter Luftfeuchtigkeit in einem CO,-Inkubator (Abb. 9). Der erste
Mediumwechsel erfolgte 24 Stunden nach der Aussaat, um die nicht adhdrenten Zellen zu
entfernen. AnschlieBend wurde das Kulturmedium alle zwei bis drei Tage mithilfe einer
Vakuumpumpe und sterilen Pipetten abgesaugt und durch frisches Nahrmedium ersetzt.

Die adhérent wachsenden Zellen wurden nach Erreichen einer Konfluenz von 70 % bis 80 %
der Kulturflaschenoberflache passagiert. Nach Absaugen des Zellkulturmediums wurden die
Zellen hierbei mit 5 ml phosphatgepufferter Kochsalzldsung (Phosphate-buffered saline, PBS,
pH 7,4) gewaschen. Wahrend die HGFIB nach Entfernen des PBS mit 25 pl/cm? der sterilen
Trypsin-EDTA-L6sung (Passage-Kit 2, Bestell-Nr. 2040002, Provitro GmbH, Berlin,
Deutschland) uberschichtet und flr vier bis sieben Minuten bei +37°C inkubiert wurden,
wurden die HNEPC mit 25 pl/cm? Dispase 11 (Passage-Kit 3, Bestell-Nr. 2040003, Provitro
GmbH, Berlin, Deutschland) behandelt und 15 Minuten lang bei den gleichen Bedingungen
inkubiert. Die Trypsinierung wurde im Anschluss durch Zugabe von 25 pl/cm?
neutralisierender Losung (Passage-Kit 2) und die Behandlung mit Dispase 1l mit 25 pl/cm?
des Kulturmediums gestoppt. Unter dem Auflichtmikroskop erfolgte eine Kontrolle der
Zellablésung (Abb. 10).

Abbildung 9: CO,-Inkubator
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Abbildung 10: Auflichtmikroskop

Die vom Flaschenboden geldsten Zellen wurden mit einer Pipettierhilfe aufgenommen, in ein
15 ml Zentrifugenréhrchen Gberfihrt und finf Minuten bei 250xg und Raumtemperatur
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 5 ml Kulturmedium
resuspendiert. Die Zellzahlung erfolgte optisch computergestiitzt mittels Cellometer™ Auto
T4 (Nexcelom Bioscience LLC, Lawrence, USA) (Abb. 11). AnschlieRend wurde ein Teil der
Zellen fur die Durchfuhrung der Versuche in 12-well-Platten (Abb. 12) gegeben und bei
einem konstanten Stickstoffanteil von 5% bei +37°C und geséttigter Luftfeuchtigkeit
inkubiert, wahrend ein anderer Anteil fir die weitere Expansion in Kulturmedium

resuspendiert und in Kulturflaschen verbracht wurde.
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Abbildung 11: Cellometer™ Auto T4 Abbildung 12: 12-well-Platte

Die restlichen Zellen wurden zu Aliquots von je 10° Zellen/ml gefroren. Hierfiir wurden die
Zellen mit 1 ml Cryo-SFM-Medium nach dem funfmindtigen Zentrifugieren bei 250xg und
Raumtemperatur resuspendiert und in vorgekuhlte 1,5 ml Nunc-Réhrchen Uberfiihrt. Die
Zellen wurden 24 Stunden in einem Isopropanolbad bei -80°C gelagert. AbschlieRend erfolgte

eine Abservierung der Zellen in fliissigem Stickstoff.

3.2.2 Versuchsaufbau

Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden in jeweils zwei Teilversuchen fir die Zellpopulationen
der HGFIB und HNEPC ermittelt. Zum einen wurde die Zytotoxizitat der Mundspulldsungen
auf Fibroblasten bzw. Epithelzellen mittels MTT-Test bestimmt, zum anderen wurde die
zytotoxische Wirkung mithilfe der optischen Zellzahlung im Cellometer™ Auto T4 ermittelt.
Die Durchfuhrung der Versuche erfolgte immer in gleicher Reihenfolge, mit gleichen
Materialien und in gleichen Zeitabstdnden (Abb. 13). Fir die Behandlung mit den
antibakteriellen Mundspillésungen wurden die Zellen nach der Zellzahlbestimmung in
frischem Kulturmedium resuspendiert und in 12-well-Platten gegeben. Die Endkonzentration
wurde auf 2 x 10° Zellen/ml Kulturmedium/well eingestellt. Bei den Versuchen wurden die
HGFIB der 6. und 7. Passage und die HNEPC der 4. Passage verwendet. Nach 24 Stunden
wurde das Medium mit dem Ziel, die nicht adhdrenten schwimmenden Zellen zu entfernen
und den Zellen die nétigen Néhrstoffe zuzusetzen, gewechselt. Vor und nach jedem Schritt
wurden die Zellen lichtmikroskopisch kontrolliert (Abb. 14a und b).
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Versuchsstart: Versuchsende:
Zellzahlbestimmung MTT-Test /
Auftauen Kultivierung Medium- Substanz- Cellometer™
der Zellen in 12-well-Platten wechsel behandlung Auto T4
|_ _____________ > > » |
- > » 'l
Zellvermehrung Oh 24 h 26 h 120h

Abbildung 13: Versuchsdurchfihrung mit HGFIB und HNEPC

Die kryokonservierten Zellen wurden fir die Durchfihrung der Versuche in Kultur gebracht und
innerhalb der drei bis fiinf Wochen bei 5% CO,, +37°C und gesattigter Luftfeutigkeit vermehrt. Am
Anfang des Versuchs wurde die Zellzahl der kultivierten Zellen bestimmt und die 12-well-Platten mit
je 2 x 10° Zellen/ml Kulturmedium/well prapariert (0 h). Nach 24 Stunden erfolgte der
Mediumwechsel. Drei Tage spater wurden die Zellen mit CHX 0,2 %®, Meridol®, Listerine®,
Betaisodona®, Octenidol® und reinem PBS fir die Kontrolle jeweils 1, 5 und 15 Minuten behandelt
(96 h). Am néchsten Tag wurde der Versuch beendet, indem die praparierten wells mittels eines MTT-
Tests und der Zellzahlbestimmung mit der Hilfe des Cellometer™ Auto T4 ausgewertet wurden
(120 h).
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Abbildung 14: Primére humane Gingivafibroblasten und nasale Epithelzellen in vitro 24
Stunden (a und b) bzw. 96 Stunden (c und d) nach der Aussaat

24 Stunden nach der Aussaat wurden die nicht adhédrenten Zellen infolge des Mediumwechsels
entfernt. Die verbliebenen, am Schallenboden haftenden Fibroblasten stehen Uber viele irregulére
zytoplasmatische Fortsdatze miteinander in Verbindung (a). Die HNEPC weisen zwar auch die
Plastikadharenz auf, bilden aber viel weniger Zell-Zell-Kontakte untereinander (b). Fir die
Behandlung der Zellen mit den handelstblichen oralen Antiseptika wurde eine 75-prozentige
Konfluenz angestrebt (c und d).

Am vierten Tag nach der Aussaat (96 Stunden, Abb. 14c und d) wurden die Zellen mit oralen
Antiseptika: Chlorhexidin (CHX) als Chlorhexidin-digluconat Fertiglosung 0,2 %®
(Engelhard Arzneimittel GmbH & Co. KG, Niederdorfelden, Deutschland), Amin-
/Zinnfluorid (AmF/SnF,) als Meridol® (GABA GmbH, Lérrach, Deutschland), Listerine®
Coolmint als eine Kombination aus &therischen Olen, Metylsalicylat, Natriumzitrat und
Benzoesdure (Pfizer Consumer Healthcare GmbH, Karlsruhe, Deutschland), Povidon-Jod
(PVP-Jod) als Betaisodona® (Mundipharma GmbH, Limburg/Lahn, Deutschland) und
Octenidin als Octenidol® (Schiilke GmbH, Norderstedt, Deutschland) jeweils 1, 5 und 15
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Minuten behandelt. Die Losungen wurden steril filtriert und nach Angaben des Herstellers
unverddnnt bzw. in der vorgeschriebenen Konzentration fiir den Gebrauch in vivo eingesetzt.
Dabei folgte der Entnahme des Kulturmediums von den Wells mit einer Pasteurpipette die
Zugabe von 1 ml Mundspullosung/well. Alle Versuche erfolgten in Doppelbestimmung. In
die letzten zwei Wells wurde zur Kontrolle anstatt der Antiseptika PBS pipettiert. Um
Mundbedingungen zu simulieren, verblieb jede Losung fir jeweils 1, 5 bzw. 15 Minuten bei
+37°C und 5 % CO, auf den Zellen. Abschlielend wurden die Wirkstoffldsungen abgesaugt,
die Wells mit je 1 ml PBS 30 Sekunden lang gespult und mit je 1 ml frischem Kulturmedium
aufgefllt. Die Zellen wurden bei einem konstanten Stickstoffanteil von 5 % bei +37°C und
geséttigter Luftfeuchtigkeit fur weitere 24 Stunden im Inkubator kultiviert. Am funften Tag
(120 Stunden) nach der Aussaat erfolgte die Auswertung der préparierten Platten mittels
MTT-Test und parallel dazu eine computergestltzte optische Zellzdhlung mithilfe des
Cellometer™ Auto T4.

3.2.3 MTT-Test

Der MTT-Test ist ein Wachstumsassay, der bereits 1983 erwahnt wurde und der im Rahmen
dieser Arbeit fur Untersuchungen an Fibroblasten und Epithelzellen zur Anwendung kam.
Basierend auf der Messung der metabolischen Aktivitat lebender Zellen, sollte der Einfluss
der Testverbindungen auf die Viabilitat der Zellen ermittelt werden. Hierbei erfolgt in den
Mitochondrien eine Umwandlung des gelben Tetrazoliumsalzes MTT (3-(4,5-Dimethyl-
thiazol-2-yl-)2,5-diphenyl-2H-tetrazoliumbromid) durch mitochondriale Dehydrogenasen zu
reduziertem Formazan, das violette Kristalle ausbildet (Abb. 15). Die Menge an gebildetem
Formazan wird Uber die optische Dichte fur die Zellpopulation der HGFIB bei 555 nm
gegeniber einer Referenzwellenlange von 690 nm bzw. fir die Zellpopulation der HNEPC
bei 550 nm und einer Referenzwellenldnge von 700 nm im Spektralphotometer (Abb. 16)
bestimmt und korreliert mit der Gesamtaktivitdt der mitochondrialen Dehydrogenasen und

daraus abgeleitet der Biomasse der tiberlebenden Zellen.
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Abbildung 15: Reduzierung des gelben MTT zu violettem Formazan

Der MTT-Test wurde angewandt, um den Einfluss ausgewahlter Verbindungen auf die Viabilitat der
Zellen zu ermitteln. Die Auswertung erfolgte tber die Bildung des violetten Formazan-Salzes, das nur
in lebenden, intakten Mitochondrien gebildet werden kann. Je wirksamer eine Substanz ist, desto mehr
wird die Aktivitat der mitochondrialen Dehydrogenasen gehemmt und desto weniger Farbbildung tritt
auf, die ihrerseits wiederum tber die Absorption ermittelbar ist. Uber diese Absorption kann die
Proliferation bzw. Viabilitat erhalten werden, indem das prozentuale Wachstum, bezogen auf die
substanzunbehandelten Zellen, grafisch aufgetragen wird.

Abbildung 16: Spektralphotometer

24 Stunden nach der Behandlung der Zellen mit den antibakteriellen Mundspullésungen und
der Inkubation im Brutschrank bei 5 % CO,, +37°C und geséttigter Luftfeuchtigkeit wurden
250 ul MTT-L6sung pro Well zu dem Medium gegeben. Die 12-well-Platten wurden flr
weitere zwei Stunden bei gleichen Bedingungen inkubiert. Die Bildung von Kristallen wurde
lichtmikroskopisch kontrolliert. Des Weiteren wurde das Medium mit der MTT-L&sung

vorsichtig abgesaugt und jedes Well mit 1 ml DMSO zum Loésen der Kristalle versehen.
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AnschlieRend wurden die Platten weitere 15 Minuten im Brutschrank inkubiert. Die wahrend
der Inkubationszeit aus dem MTT gebildeten violetten Farbkristalle wurden in dieser Zeit
gelost. Mithilfe des Spektralphotometers wurde die Exzitation der Losungen der einzelnen
Wells bei einer Wellenlange fir HGFIB von 555 nm sowie einer Referenzwellenldnge von
690 nm gemessen. Fir die Zellpopulation der HNEPC wurden eine Excitationswellenlange
von 550 nm und eine Referenzwellenldnge von 700 nm genommen.

Fur die Auswertung wurden die Ergebnisse bei den Referenzwellenlangen von den
Ergebnissen bei den Excitationswellenlangen subtrahiert und bei zwei zusammengehdérenden
Wells jeweils gemittelt. Die Ergebnisse der Kontrollwells jeder Platte wurden ebenfalls
gemittelt und als 100 % ausgegeben, da hier die Zellen anstatt der Mundspullésungen
lediglich mit dem reinen PBS behandelt wurden und folglich ihr optimales Wachstum zeigen
sollten. Die Ergebnisse der mit den oralen Antiseptika behandelten Wells wurden

anschlieRend als Prozentwert der Kontrollwells ausgegeben.

3.2.4 Optische Zellzahlbestimmung

Parallel zu dem MTT-Test wurde die Zellzahlbestimmung mittels Cellometer™ Auto T4
durchgefiihrt. Cellometer™ Auto T4 ist ein bildbasiertes automatisches Zellzahlsystem (siehe
Abb. 11). Ein softwaregestiitztes Programm erlaubt die gleichzeitige Bestimmung der Anzahl
der lebenden Zellen in Relation zur Gesamtzellzahl (Viabilitdt) mithilfe der Trypanblau-
Farbung. Die Zellkonzentration wurde automatisch unter der Berlcksichtigung des
Verdunnungsfaktors angegeben. Durch die Einstellungen des Zelltyps konnte die Zellzahlung
mit einer hohen Reproduzierbarkeit und Genauigkeit durchgefuhrt werden.

Die Dichte des Zellrasens auf dem Boden der 12-well-Platten wurde lichtmikroskopisch
kontrolliert. Das verbrauchte Medium wurde mithilfe einer Pasteurpipette abgesaugt.
AnschlieBend wurde der Zellrasen mit 1 ml PBS pro Well gespiilt. Nach dem Absaugen des
PBS wurden 200 pl Trypsin-EDTA-L6sung pro Well gleichmaRig auf dem Zellrasen verteilt.
Des Weiteren wurden die 12-well-Platten im Brutschrank fiinf bis sieben Minuten bei 5 %
CO,, +37°C und geséttigter Luftfeuchtigkeit inkubiert. Durch Zugabe von 1 ml
Kulturmedium pro Well, das 10% FCS enthalt, wurde der Prozess des Abldsens der Zellen
gestoppt. Die abgelésten Zellen samt Medium wurden von den jeweils zwei
zusammengehdrenden Wells in ein Reagenzrohrchen gegeben. Die Wells wurden noch einmal
mit 1 ml Kulturmedium pro Well gespiilt, und die gewonnene Suspension wurde zu den

anderen Zellen gegeben. Nach einer lichtmikroskopischen Kontrolle der 12-well-Platten, die
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sicherzustellen sollte, dass alle Zellen aus dem Well abgenommen wurden, wurden die
Reagenzrohrchen funf Minuten lang bei 250xg und Raumtemperatur zentrifugiert. Der
Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt und das Zellpellet in 1ml Kulturmedium
resuspendiert. Anschliefend wurde 20 pl Zellsuspension aus jedem Reagenzréhrchen in
jeweils eine Zellkammer pipettiert (Abb. 17). Die Zellkammer wurde in das Cellometer™
Auto T4 platziert und automatisch ausgewertet (siehe Abb. 11). Zuvor wurden folgende Daten
in das Programm eingegeben: Verdinnungsfaktor 1, Zelltyp HGFIB bzw. HNEPC und
Zelldurchmesser 10 — 50 um. Die gewonnen Daten (Zellzahl, Viabilitat und mittlerer

Zelldurchmesser) wurden mithilfe des Programms Microsoft Excel® ausgewertet.

Feld fir Zellzahlung

®
=
3
kT
5
2
@
)

LR .

/ N
Fenster flr Luftentweichen Feld fiir die Applikation der
Zellsuspension

Abbildung 17: Zellkammer

Eine schematische Darstellung einer Zellkammer (a) und eine Zellkammer fiir Cellometer™ Auto T4
(b). Die Basis besteht aus Kunstoff. Die Zellkammer verfiigt Gber zwei Offnungen. In eine Offnung
wird die Zellsuspension langsam pipettiert. Die Luft entweicht dabei aus der anderen Offnung.
AnschlieRend kénnen die Zellen im Feld zwischen den beiden Offnungen automatisch ausgezihlt
werden.

3.2.5 Statistische Auswertungen

Der Einfluss der Spullésung und der Einwirkzeit sowie der Wechselwirkungseffekt dieser
beiden Faktoren auf die verschiedenen Messgréfien wurden, getrennt nach den beiden
Zelltypen, mit zweifaktoriellen Varianzanalysen untersucht. Im Falle eines signifikanten
Einflusses der Ldsung wurde anschlieBend jede der Spullésungen mit der Kontrolle
verglichen (Dunnett-Vergleiche). Zusétzlich wurden alle Spullésungen mit t-Tests paarweise
untereinander verglichen. Der Zusammenhang zwischen MTT-Messung und Zellzahl wurde
mit Pearsons Korrelationskoeffizient rho untersucht. Als Signifikanzniveau wurde fir alle

Tests a = 5% festgelegt. Bei den paarweisen Vergleichen der Spillésungen wurde ein
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signifikanter Unterschied nur bei einem p-Wert unterhalb des Bonferroni-adjustierten
Signifikanzniveaus von 0,05/10 = 0,005 angenommen. Alle Analysen wurden mit SAS

(Version 9.1, SAS Institute) berechnet. Die Grafiken wurden mit der freien Software R
(Version 2.8, www.r-project.org) erstellt.
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4. Ergebnisse

Im Idealfall ist anzunehmen, dass bei der fir die Anwendung fertigen, unverdinnten Lésung
(100 %) und realistischer Einwirkzeit (z. B. 1, 5 und 15 Minuten) keine Zellschadigung
auftritt. Bei unrealistischen Einwirkzeiten ist fiir die unverdinnte Lésung eine Zellschadigung
nicht erwiinscht. Das Auftreten einer Zellschadigung unter diesen Bedingungen ist jedoch mit
hoher Wahrscheinlichkeit nicht von Kklinischer Bedeutung. Langere Einwirkzeiten (30
Minuten, 1 Stunde) der unverdiinnten Mundspllésung sind in vivo unwahrscheinlich. Eine
Zellschadigung bei dieser Kombination ist daher mit hoher Wahrscheinlichkeit klinisch nicht

relevant.

4.1 Versuche mit primaren humanen Gingivafibroblasten (HGFIB)

Die priméren humanen Gingivafibroblasten bilden als bedeutender Bestandteil mehrerer
Gewebe im Bereich der Mundhohle eine Grundlage fir die Untersuchung der Wirkung von
handelsiblichen oralen Antiseptika auf die Mundschleimhaut und den Parodontalapparat. Die
primédren Zellen wurden in Kultur unter standardisierten Bedingungen gezichtet und

vermehrt.

4.1.1 Bestimmung der Toxizitat von oralen Antiseptika mittels MTT-Tests

Die metabolische Aktivitat von lebenden Zellen wurde mithilfe des MTT-Tests bestimmt.
Aus den Ergebnissen dieses Wachstumsassays konnten Ruckschlisse auf die Viabilitat der

Zellen gezogen werden.

4.1.1.1 Ergebnisse der einzelnen Antiseptika nach Einwirkzeiten

In Tabelle 2 sind die Mittelwerte mit den dazugehdérigen Standardfehlern der Messung der
metabolischen Aktivitdt der HGFIB mittels des MTT-Tests angegeben. Die Viabilitat war
nach der Behandlung der Zellen mit den funf handelstiblichen Mundspullésungen (CHX 0,2
%®, Meridol®, Listerine®, Betaisodona® und Octenidol®) bei allen Versuchsreihen (1, 5 und
15 Minuten) im Vergleich zur Kontrolle (0,3648 = 0,0181 OD) signifikant reduziert (p <
0,0001). OD = Lm1(Exzitation) — Lm2(Emission)
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Tabelle 2: Mittelwerte und Standardfehler der MTT-Messungen (OD) nach der Behandlung mit oralen
Antiseptika bei Fibroblasten

Einwirkzeit
Mundspullésung 1 Minute 5 Minuten 15 Minuten
CHX 0,2 %° 0,0190 + 0,0021 0,0184 + 0,0020 0,0154 + 0,0016
Meridol® 0,0188 + 0,0020 0,0177 + 0,0022 0,0171 £+ 0,0014
Listerine® 0,0176 + 0,0022 0,0176 +0,0021 0,0173 +0,0017
Betaisodona® 0,0206 + 0,0041 0,0208 + 0,0040 0,0192 + 0,0040
Octenidol® 0,0219 + 0,0023 0,0205 + 0,0026 0,0181 + 0,0018

4.1.1.2 Einfluss der Einwirkzeit

Der Vergleich beschreibt die Zellwirkung der einzelnen Mundspullésungen in Abhéngigkeit
von der Einwirkzeit. Wegen der besseren Ubersichtlichkeit werden die Vergleiche in den
Diagrammen 1 bis 5 separat ohne Angabe des Standardfehlers dargestellt. Die Standardfehler
sind der Tabelle 2 zu entnehmen.

Die CHX-Versuchsreihe weist eine Reduktion der metabolischen Aktivitat der HGFIB in
Abhangigkeit von der Einwirkzeit der Mundspullésung auf. Je langer das Antiseptikum auf
den Zellen verbleibt, desto starker werden die Zellen in ihrer Aktivitdt gehemmt. Wahrend
nach einer Minute 0,0190 + 0,0021 OD gemessen wurde, wurden nach 5 bzw. 15 Minuten
0,0184 + 0,0020 OD bzw. 0,0154 + 0,0016 OD registriert.
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Diagramm 1: Einfluss der CHX-Mundspullésung auf die HGFIB in Abhangigkeit von der
Einwirkzeit

Ganz &hnliche Ergebnisse wurden infolge der Behandlung der humanen Gingivafibroblasten
mit Meridol® erzielt. Das MTT-Testergebnis betrug nach einer Minute 0,0188 + 0,0020 OD,
nach finf Minuten 0,0177 + 0,0022 OD und nach 15 Minuten 0,0171 + 0,0014 OD.
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Diagramm 2: Einfluss von Meridol® auf die HGFIB in Abhangigkeit von der Einwirkzeit
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Die MTT-Messungen bei den Versuchen mit der Listerine®-Lésung wiesen keine
wesentlichen Unterschiede zu den oben gezeigten Experimenten auf. Die Werte nach einer
bzw. nach fiinf Minuten waren bis auf Standardfehler gleich; sie betrugen 0,0176 + 0,0022
OD bzw. 0,0176 + 0,0021 OD. Nach 15-minitiger Behandlung mit Listerine® war die
metabolische Aktivitdt der HGFIB noch niedriger als nach einer bzw. nach fiinf Minuten
Einwirkzeit (0,0173 + 0,0017 OD).
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Diagramm 3: Einfluss von Listerine® auf die HGFIB in Abhéngigkeit von der Einwirkzeit

Wihrend nach einer Minute Einwirkzeit (0,0206 + 0,0041 OD) der Betaisodona®-
Mundspullésung auf die HGFIB die ermittelten Werte mit den Ergebnissen der 5-Minuten-
Versuche (0,0208 + 0,0040 OD) weitgehend Ubereinstimmten, war nach 15 Minuten eine
deutliche Reduktion der Fibroblastenaktivitat festzustellen (0,0192 + 0,0040 OD).
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Diagramm 4: Einfluss von Betaisodona®-Mundspiillésung auf die HGFIB in Abhangigkeit von der
Einwirkzeit

Die Octenidol®-Versuche wiesen wiederum eine deutliche Abhangigkeit der metabolischen
Fibroblastenaktivitat von der Einwirkzeit der Mundspullésung auf. Die Dauer der Einwirkung
von Octenidol® beeinflusste die Zellen negativ (1 Minute: 0,0219 + 0,0023 OD; 5 Minuten:
0,0205 + 0,0026 OD; 15 Minuten: 0,0181 + 0,0018 OD).
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Diagramm 5: Einfluss von Octenidol® auf die HGFIB in Abhéngigkeit von der Einwirkzeit
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4.1.1.3 Vergleich der Mundspullésungen untereinander

Der Vergleich beschreibt die Zellwirkung der einzelnen Mundspullésungen untereinander bei
den unterschiedlichen Einwirkzeiten. Tabelle 3 bietet eine Ubersicht aller Vergleiche.
Diagramm 6 stellt die entsprechenden Unterschiede zwischen den einzelnen
Mundspullésungen grafisch dar. In der Regel liegen die Messwerte bei den flnf
Mundspullésungen immer niedriger als diejenigen der Kontrollmessungen (Diagramm 6).
Aullerdem sinken in den meisten Féllen die Messwerte mit zunehmender Einwirkzeit. Ein
deutlicher Unterschied zwischen den einzelnen Ldsungen in ihrer negativen Wirkung auf
HGFIB konnte beim MTT-Test nicht festgestellt werden.

Tabelle 3: Paarweiser Vergleich der Mundspullésungen in Abhangigkeit von der Einwirkzeit
(Signifikanzen)

Einwirkzeit
1 Minute 5 Minuten 15 Minuten
CHX® vs. Meridol® 0,9539 0,8137 0,4335
@ | CHX® vs. Listerine® 0,6506 0,7890 0,4288
& | CHX" vs. Betaisodona” 0,7275 0,5923 0,3971
i CHX" vs. Octenidol” 0,3530 0,5252 0,2738
E’ Meridol® vs. Listerine® 0,6818 0,9783 0,9403
< Meridol® vs. Betaisodona® 0,6977 0,4975 0,6341
T Meridol® vs. Octenidol”® 0,3145 0,4110 0,6749
© | Listerine® vs. Betaisodona” 0,5251 0,4836 0,6676
2 | Listerine® vs. Octenidol® 0,1856 0,3919 0,7476
Betaisodona® vs. Octenidol® 0,7801 0,9451 0,8017
Fibroblasten
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<45 B 15 min
o i T

MTT
0.3
|

0.2
1

0.1

g ° o©
st ssia—mmTEm
T

0.0
1

T T T T T
Kontr. CHX  Mer. List. Beta. Oct.
Lésung

Diagramm 6: Vergleich der Mundspullésungen in Abhangigkeit von der Einwirkzeit
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4.1.1.4 Wechselwirkung

Bei den Varianzanalysen zeigt sich fir alle MessgréfRen ein signifikanter Einfluss der
Losungsart sowie der Einwirkzeit (Tab. 4). Eine signifikante Wechselwirkung zwischen
Losungsart und Einwirkzeit war bei den MTT-Messungen fur HGFIB zu erkennen, d. h., die
Starke des Losungseffekts ist je nach Einwirkzeit unterschiedlich ausgepragt.

Tabelle 4: Einfluss der Losung sowie der Einwirkzeit auf die Messwerte des MTT-Tests bei den
HGFIB

Effekt p-Wert
Ldsung <0,0001
Einwirkzeit 0,0002
Wechselwirkung <0,0001

4.1.2 Optische Zellzéhlung mittels Cellometer™ Auto T4

Die optische Zellzahlung nach dem Prinzip der Trypan-Blau-Farbung wurde parallel zum
MTT-Test bei jedem Versuch durchgefiihrt. Die  Anfarbung sowie die
Gesamtzellzahlbestimmung der HGFIB geschah vollautomatisch unter Verwendung des

Cellometer™ Auto T4 in einer Zellkammer.

4.1.2.1 Ergebnisse der einzelnen Antiseptika nach Einwirkzeiten

Tabelle 5 zeigt die Mittelwerte mit den dazugehoérigen Standardfehlern fir die
Gesamtzellzahlbestimmung mittels Cellometer™ Auto T4. Die Zellzahl war nach der
Behandlung der Zellen mit den fiinf handelsiiblichen Mundspiillésungen (CHX 0,2 %®,
Meridol®, Listerine®, Betaisodona® und Octenidol®) bei allen Versuchsreihen (1, 5 und 15
Minuten) im Vergleich zur Kontrolle (6,53 + 0,32 x 10° Zellen/ml) signifikant reduziert (p <
0,0001).
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Tabelle 5: Mittelwerte und Standardfehler fir die Zellzahlbestimmung (x10° Zellen/ml) nach der
Behandlung mit oralen Antiseptika bei Fibroblasten

Einwirkzeit
Mundspullésung 1 Minute 5 Minuten 15 Minuten
CHX 0,2 %° 4,1+0,12 3,9+0,08 3,4 +0,07
Meridol® 4,2 +0,08 3,9+0,10 3,7+0,08
Listerine® 3,8 £0,08 3,8+0,10 3,6 +0,08
Betaisodona® 46+0,11 45+0,12 4,2 +0,07
Octenidol® 4,8+0,10 4,6 +0,07 3,9+0,13

4.1.2.2 Einfluss der Einwirkzeit

Der Vergleich beschreibt die Auswirkung der antiseptischen Therapie mit verschiedenen
Mundspullésungen auf die HGFIB-Gesamtzellzahl in Abh&ngigkeit von der Einwirkzeit.
Wegen der besseren Ubersichtlichkeit werden die Vergleiche in den Diagrammen 7 bis 11
separat ohne Angabe des Standardfehlers dargestellt. Die Standardfehler sind der Tabelle 5 zu

entnehmen.

Die CHX-Versuchsreihe weist eine Reduktion der Gesamtzellzahl in Abhédngigkeit von der
Einwirkzeit der Mundspullosung auf. Je langer das Antiseptikum auf den Zellen verbleibt,
desto weniger Zellen uberleben und kdnnen schlieBlich gezéhlt werden. Wé&hrend nach einer
Minute 4,1 + 0,12 x 10° Zellen/ml identifiziert konnten, wurden nach 5 und 15 Minuten 3,9 +
0,08 x 10° und 3,4 + 0,07 x 10° Zellen/ml gezéhlt.
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Diagramm 7: Einfluss von CHX 0,2%®-Mundspillésung auf die Gesamtzellzahl von HGFIB in
Abhangigkeit von der Einwirkzeit

Ahnliche Ergebnisse wurden nach der Behandlung der humanen Gingivafibroblasten mit
Meridol® erzielt. Nach einer Minute konnten 4,2 + 0,08 x 10° Zellen/ml, nach funf Minuten
3,9 + 0,10 x 10° Zellen/ml und nach 15 Minuten 3,7 + 0,08 x 10° Zellen/ml identifiziert

werden.

3,5 -
3
2,5 -
2 -
1,5 -
1 -
0,5 -
0 - T T

1 Minute 5 Minuten 15 Minuten

Gesamtzellzahl (x10° Zellen/ml)

Meridol®-Verweildauer

Diagramm 8: Einfluss von Meridol® auf die Gesamtzellzahl von HGFIB in Abhangigkeit von der
Einwirkzeit
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Die Bestimmung der Gesamtzellzahlen bei den Versuchen mit der Listerine®-Losung wiesen
keine wesentlichen Unterschiede zu den oben dargestellten Experimenten auf. Die Werte nach
einer bzw. nach flinf Minuten waren bis auf Standardfehler identisch und betrugen 3,8 + 0,08
bzw. 3,8 + 0,10 x 10° Zellen/ml. Nach 15 Minuten Behandlung mit Listerine® war die Anzahl
der HGFIB noch niedriger als nach einer bzw. nach funf Minuten Einwirkzeit (3,6 £ 0,08 x
10° Zellen/ml).
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Diagramm 9: Einfluss von Listerine® auf die Gesamtzellzahl von HGFIB in Abhangigkeit von der
Einwirkzeit

Waihrend nach einer Minute Einwirkzeit der Betaisodona®-Mundspiilldsung auf die HGFIB
4,6 + 0,11 x 10° Zellen/ml gezahlt wurden, wiesen die 5-Minuten-Proben leicht erniedrigte
Gesamtzellzahlen von 4,5 + 0,12 x 10° Zellen/ml auf. Bei den 15-Minuten-Versuchen war

eine noch weitere Reduktion der Fibroblastenzahl festzustellen (4,2 + 0,07 x 10° Zellen/ml).
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Diagramm 10: Einfluss von Betaisodona® auf die Gesamtzellzahl von HGFIB in Abhangigkeit von
der Einwirkzeit

Octenidol® wies wiederum eine deutliche Abhangigkeit der Gesamtzellzahl von der
Einwirkzeit der Mundspuilldsung auf. Die langere Einwirkzeit von Octenidol® beeinflusste die
Zellen negativ (1 Minute: 4,8 + 0,10 x 10° Zellen/ml; 5 Minuten: 4,6 + 0,07 x 10° Zellen/ml;
15 Minuten: 3,9 + 0,13 x 10° Zellen/ml).
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Diagramm 11: Einfluss von Octenidol® auf die Gesamtzellzahl von HGFIB in Abhéngigkeit von der
Einwirkzeit
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4.1.2.3 Vergleich der Mundspullésungen untereinander

Der Vergleich beschreibt die Zellwirkung der einzelnen Mundspullésungen untereinander bei
unterschiedlichen Einwirkzeiten. Tabelle 6 bietet eine Ubersicht Gber alle Vergleiche.
Diagramm 12 stellt die entsprechenden Unterschiede zwischen den einzelnen
Mundspullésungen grafisch dar.

Die Messwerte bei den funf untersuchten Mundspulldsungen liegen immer niedriger als bei
den Kontrollmessungen (Diagramm 12). Aullerdem sinken in den meisten Féllen die
Messwerte mit zunehmender Einwirkzeit. Wahrend bei der Anwendung von CHX 0,2 %®,
Meridol® und Listerine® die Anzahl der HGFIB unabhangig von der Einwirkzeit deutlich
reduziert war, war die negative Wirkung der antiseptischen Therapie mit Betaisodona® und
Octenidol® weniger stark ausgepragt. Die Octenidol®-Reihe wies deutlich mehr Zellen bei der
optischen Zellzahlbestimmung auf. Listerine® wirkte am negativsten auf die Gesamtzellzahl

der humanen Gingivafibroblasten.

Tabelle 6: Paarweiser Vergleich der Mundsptilldsungen in Abhéngigkeit von der Einwirkzeit
(Signifikanzen)

Einwirkzeit
1 Minute 5 Minuten 15 Minuten
cHX® vs. Meridol® 0,4902 0,7098 0,0094
| cHx® vs. Listerine® 0,0883 0,5159 0,2518
% cHX® vs. Betaisodona® 0,0014 0,0003 0,0000
= | cHx® vs. Octenidol® 0,0001 0,0000 0,0063
% Meridol® vs. Listerine® 0,0042 0,3613 0,1228
S Meridol® vs. Betaisodona® 0,0018 0,0011 0,0006
@ | Meridol® vs. Octenidol® 0,0000 0,0000 0,3610
% Listerine® vs. Betaisodona™ 0,0000 0,0001 0,0000
> [ Listerine® vs. Octenidol® 0,0000 0,0000 0,0432
Betaisodona® vs. Octenidol® 0,2730 0,7260 0,0607
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Diagramm 12: Vergleich der Mundspullésungen in Abhangigkeit von der Einwirkzeit

4.1.2.4 Wechselwirkung

In den Varianzanalysen zeigt sich fir alle MessgroRen ein signifikanter Einfluss der
Losungsart sowie der Einwirkzeit (Tab. 7). Eine signifikante Wechselwirkung zwischen
Losungsart und Einwirkzeit war bei der Zellzahlbestimmung nicht zu erkennen, d. h., die

Starke des Losungseffekts war je nach Einwirkzeit gleich ausgepragt.

Tabelle 7: Einfluss der Losung sowie der Einwirkzeit auf die Messwerte bei der optischen
Zellzahlbestimmung mittels Cellometer™ Auto T4 bei den HGFIB

Effekt p-Wert
LGsung <0,0001
Einwirkzeit < 0,0001
Wechselwirkung 0,7337

4.1.3 Bestimmung der Viabilitat

Die Bestimmung der Viabilitdt von priméaren humanen Gingivafibroblasten, d. h. der Anzahl
der lebenden Zellen im Verhdltnis zu den toten Zellen, wurde parallel zur optischen
Zellzahlung mithilfe des Cellometer™ Auto T4 durchgefiihrt. Das Gerdt erlaubt die
gleichzeitige Bestimmung beider Parameter ohne zusétzlichen Aufwand.
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4.1.3.1 Ergebnisse der einzelnen Antiseptika nach Einwirkzeiten

In Tabelle 8 sind die Mittelwerte mit den dazugehorigen Standardfehlern fur die
Viabilititsbestimmung mittels Cellometer™ Auto T4 angegeben. Die Viabilitit der HGFIB
war nach der Behandlung der Zellen mit den fiinf handelstiblichen Mundspullésungen (CHX
0,2 %®, Meridol®, Listerine®, Betaisodona® und Octenidol®) bei allen Versuchsreihen (1, 5
und 15 Minuten) im Vergleich zur Kontrolle (95,6 + 0,5 %) signifikant reduziert (p < 0,0001).

Tabelle 8: Mittelwerte und Standardfehler firr die Viabilitatsbestimmung (in %) nach der Behandlung
mit den oralen Antiseptika beim Zelltyp Fibroblasten

Einwirkzeit
Mundspullésung 1 Minute 5 Minuten 15 Minuten
CHX 0,2 %® 76,1+0,8 73,108 63,7+0,8
Meridol® 76,1+0,8 719+16 625+ 1,5
Listerine® 759+0,8 728+16 653 +1,2
Betaisodona® 799+15 762+1,1 70,7+0,5
Octenidol® 80,0+ 1,6 76,6+ 1,2 68,3+ 1,6

4.1.3.2 Einfluss der Einwirkzeit

Der Vergleich beschreibt die Auswirkung der antiseptischen Therapie mit verschiedenen
Mundspullésungen auf die Viabilitit von HGFIB in Abhéngigkeit von der Einwirkzeit.
Wegen der besseren Ubersichtlichkeit werden die Vergleiche in den Diagrammen 13 bis 17
separat ohne Angabe des Standardfehlers dargestellt. Die Standardfehler sind der Tabelle 8 zu

entnehmen.

Die CHX®-Versuchsreihe weist eine Reduktion der Viabilitat in Abhéngigkeit von der
Einwirkzeit der Mundspullosung auf. Je langer das Antiseptikum auf den Zellen verbleibt,
desto weniger Zellen berleben und desto kleiner wird das Verhaltnis von lebenden zu toten
Zellen. Wahrend nach einer Minute 76,1 + 0,8 % der Fibroblasten vital bleiben, ist eine
Viabilitat von 73,1 = 0,8 % nach 5 Minuten bzw. von 63,7 £ 0,8 % nach 15 Minuten zu

verzeichnen.
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Diagramm 13: Einfluss von CHX® auf die Viabilitat von HGFIB in Abhangigkeit von der Einwirkzeit

Ahnliche Ergebnisse wurden nach der Behandlung der humanen Gingivafibroblasten mit
Meridol® erzielt. Nach einer Minute konnten 76,1 + 0,8 %, nach funf Minuten 71,9 + 1,6 %
und nach 15 Minuten 62,5 + 1,5 % vitale Zellen identifiziert werden.
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Diagramm 14: Einfluss von Meridol® auf die Viabilitat von HGFIB in Abhangigkeit von der
Einwirkzeit
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Die Viabilitatsbestimmungen bei den Versuchen mit der Listerine®-L6sung wiesen keine
wesentlichen Unterschiede zu den oben gezeigten Experimenten auf. Die Werte flr eine
Minute betrugen 75,9 + 0,8 % und flir 5 Minuten 72,8 + 1,6 % der Zellen. Nach 15-minitiger
Behandlung mit Listerine® war die Viabilitat der HGFIB noch niedriger als nach einer bzw.
funf Minuten Einwirkzeit (65,3 = 1,2 % der Zellen).

90 ~
80 -
70 -
60 -
50 A

40 -

Viabilitit (%)

30 -

20 -

1 Minute 5 Minuten 15 Minuten
Listerine’-Verweildauer

Diagramm 15: Einfluss von Listerine® auf die Viabilitat von HGFIB in Abhangigkeit von der
Einwirkzeit

Wihrend nach einer Minute Einwirkzeit der Betaisodona®-Mundspiillésung auf die HGFIB
eine Viabilitat von 79,9 £ 1,5 % bestimmt wurde, wiesen die 5-Minuten-Proben eine leicht
erniedrigte Anzahl von lebenden Fibroblasten (76,2 + 1,1 %) auf. Bei den 15-Minuten-
Versuchen war eine noch weitere Reduktion der Viabilitat festzustellen (70,7 £ 0,5 %).
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Diagramm 16: Einfluss von Betaisodona® auf die Viabilitat von HGFIB in Abhéngigkeit von der
Einwirkzeit

Die Octenidol®-Versuchsreihe wies wiederum eine deutliche Abhangigkeit der Viabilitat von

der Einwirkzeit der Mundspiilldsung auf. Die langere Einwirkzeit von Octenidol® beeinflusste
die Zellen negativ (1 Minute: 80,0 £ 1,6 %; 5 Minuten: 76,6 £ 1,2 %; 15 Minuten: 68,3 *

1,6 %).
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Diagramm 17: Einfluss von Octenidol® auf die Viabilitat von HGFIB in Abhangigkeit von der
Einwirkzeit
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4.1.3.3 Vergleich der Mundspullésungen untereinander

Dieser Vergleich beschreibt die Zellwirkung der einzelnen Mundspillésungen untereinander
bei unterschiedlichen Einwirkzeiten. Tabelle 9 gibt eine Ubersicht tber alle Vergleiche.
Diagramm 18 stellt die entsprechenden Unterschiede zwischen den einzelnen
Mundspullésungen grafisch dar.

In der Regel liegen die Messwerte bei den finf Mundspulllésungen immer niedriger als
diejenigen der Kontrollmessungen (Diagramm 18). AuRerdem sinken in den meisten Féllen
die Messwerte mit zunehmender Einwirkzeit. Wie auch bei den Gesamtzellzahlbestimmung
war die Viabilitat der HGFIB bei der Anwendung von CHX 0,2 %®, Meridol® und Listerine®
unabhéngig von der Einwirkzeit deutlich reduziert. Die negative Wirkung der antiseptischen
Therapie mittels Betaisodona® und Octenidol® war weniger stark ausgeprégt. Die Octenidol®-

Reihe wies deutlich mehr vitale Zellen im Vergleich zu den anderen Mundspullésungen auf.

Tabelle 9: Paarweiser Vergleich der Mundspullésungen in Abhangigkeit von der Einwirkzeit
(Signifikanzen)

Einwirkzeit
1 Minute 5 Minuten 15 Minuten
CHX® vs. Meridol® 0,9943 0,5182 0,4763
| cHX® vs. Listerine® 0,8343 0,8699 0,2743
% CHX® vs. Betaisodona® 0,0350 0,0320 0,0000
= | cHX® vs. Octenidol® 0,0492 0,0251 0,0175
£ | Meridol® vs. Listerine® 0,8327 0,7038 0,1556
% Meridol® vs. Betaisodona® 0,0369 0,0366 0,0001
o Meridol® vs. Octenidol® 0,0512 0,0280 0,0133
% Listerine® vs. Betaisodona”™ 0,0267 0,0945 0,0010
> Listerine® vs. Octenidol® 0,0386 0,0727 0,1468
Betaisodona® vs. Octenidol® 0,9820 0,8180 0,1622
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Diagramm 18: Vergleich der Mundspullésungen in Abhéngigkeit von der Einwirkzeit

4.1.3.4 Wechselwirkung

In den Varianzanalysen zeigt sich fir alle MessgrofRen ein signifikanter Einfluss der
Losungsart sowie der Einwirkzeit (Tab. 10). Eine signifikante Wechselwirkung zwischen
Losungsart und Einwirkzeit war bei Viabilitatsbestimmung zu erkennen, d. h., die Starke des

Losungseffekts war je nach Einwirkzeit unterschiedlich ausgepragt.

Tabelle 10: Einfluss der Lésung sowie der Einwirkzeit auf die Messwerte bei der
Viabilitdtsbestimmung mittels Cellometer™ Auto T4 bei den HGFIB

Effekt p-Wert
LGsung <0,0001
Einwirkzeit <0,0001
Wechselwirkung <0,0001

4.1.4 Durchmesser der HGFIB nach Antiseptikabehandlung

Die Bestimmung der mittleren Zelldurchmesser von priméren humanen Gingivafibroblasten
wurde parallel zur optischen Zellzdhlung bzw. Viabilitdtsbestimmung mit dem Cellometer™
Auto T4 durchgefiihrt. Das Gerat erlaubt die gleichzeitige Bestimmung aller drei Parameter
ohne zusétzlichen Aufwand.
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4.1.4.1 Ergebnisse der einzelnen Antiseptika nach Einwirkzeiten

Tabelle 11 gibt die Mittelwerte mit den dazugehdrigen Standardfehlern fur die Bestimmung
des mittleren Zelldurchmessers mittels Cellometer™ Auto T4 an. Der Durchmesser der
HGFIB war nach der Behandlung der Zellen mit den flinf handelstiblichen Mundspullésungen
(CHX 0,2 %®, Meridol®, Listerine®, Betaisodona® und Octenidol®) bei allen Versuchsreihen
(1, 5 und 15 Minuten) im Vergleich zur Kontrolle (19,93 + 0,15 micron) signifikant reduziert
(p <0,0001).

Tabelle 11: Mittelwerte und Standardfehler fir die Bestimmung des mittleren Zelldurchmessers (in
micron) nach der Behandlung mit den oralen Antiseptika beim Zelltyp Fibroblasten

Einwirkzeit
Mundspullésung 1 Minute 5 Minuten 15 Minuten
CHX 0,2 %° 16,8 £ 0,20 16,4 £ 0,15 15,8 £ 0,10
Meridol® 17,0+ 0,12 16,5+ 0,12 159+0,14
Listerine® 16,8 + 0,09 16,6 + 0,13 16,0+ 0,13
Betaisodona® 17,8 £ 0,14 17,6 £ 0,14 17,1+0,12
Octenidol® 18,0+ 0,11 17,6 £ 0,10 16,9+ 0,13

4.1.4.2 Einfluss der Einwirkzeit

Der Vergleich beschreibt die Auswirkung der antiseptischen Therapie mit verschiedenen
Mundspullésungen auf den mittleren Durchmesser der HGFIB in Abhéangigkeit von der
Einwirkzeit. Wegen der besseren Ubersichtlichkeit werden die Vergleiche in den
Diagrammen 19 bis 23 separat ohne Angabe des Standardfehlers dargestellt. Die
Standardfehler sind der Tabelle 11 zu entnehmen.

Die CHX®-Versuchsreihe weist eine Reduktion des mittleren Zelldurchmessers in
Abhéngigkeit von der Einwirkzeit der Mundspullésung auf. Je langer das Antiseptikum auf
den Zellen verbleibt, desto kleiner werden die Fibroblasten im Durchmesser. Wahrend nach
einer Minute der Durchmesser der HGFIB im Durchschnitt 16,8 £ 0,20 micron betrug, betrug

er nach finf Minuten 16,4 + 0,15 micron und nach 15 Minuten 15,8 + 0,10 micron.
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Diagramm 19: Einfluss von CHX 0,2 %® auf den mittleren Durchmesser der HGFIB in Abhangigkeit
von der Einwirkzeit

Ahnliche Ergebnisse wurden nach der Behandlung der humanen Gingivafibroblasten mit
Meridol® erzielt. Nach einer Minute Einwirkzeit von Meridol® konnte ein Zelldurchmesser
von 17,0 £ 0,12 micron gemessen werden, nach finf Minuten von 16,5 + 0,12 micron und

nach 15 Minuten von 15,9 + 0,14 micron.
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Diagramm 20: Einfluss von Meridol® auf den mittleren Zelldurchmesser der HGFIB in Abhéngigkeit
von der Einwirkzeit
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Die Bestimmungen des mittleren Zelldurchmessers bei den Versuchen mit der Listerine®-
Losung wiesen keine wesentlichen Unterschiede zu den oben gezeigten Experimenten auf.
Der Wert betrug nach einer Minute 16,8 + 0,09 micron, nach finf Minuten lag er bei 16,6 +
0,13 micron. Nach 15-miniitiger Behandlung mit Listerine® war der mittlere Zelldurchmesser

der HGFIB noch niedriger als nach einer bzw. flinf Minuten Einwirkzeit (16,0 £ 0,13 micron).

18 -
16 -
14 -
12 -

10 -

Zelldurchmesser (micron)

1 Minute 5 Minuten 15 Minuten

Listerine®-Verweildauer

Diagramm 21: Einfluss von Listerine® auf den mittleren Zelldurchmesser der HGFIB in Abhéngigkeit
von der Einwirkzeit

Wihrend nach einer Minute Einwirkzeit der Betaisodona®-Mundspiillésung auf die HGFIB
ein mittlerer Zelldurchmesser von 17,8 £ 0,14 micron bestimmt wurde, wiesen die 5-Minuten-
Proben leicht erniedrigte mittlere Fibroblastendiameter (17,6 £ 0,14 micron) auf. Bei den 15-
Minuten-Versuchen war eine noch weitere Reduktion des Zelldurchmessers festzustellen
(17,1 £ 0,12 micron).
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Diagramm 22: Einfluss von Betaisodona® auf den mittleren Zelldurchmesser der HGFIB in
Abhangigkeit von der Einwirkzeit

Die Octenidol®Versuchsreihe wies eine deutlich hohere Abhangigkeit des mittleren
Zelldurchmessers von der Einwirkzeit der Mundspullésung auf. Die langere Einwirkzeit von
Octenidol® beeinflusste den Zelldurchmesser negativ (1 Minute: 18,0 + 0,11 micron; 5
Minuten: 17,6 £ 0,10 micron; 15 Minuten: 16,9 + 0,13 micron).
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Diagramm 23: Einfluss von Octenidol® auf den mittleren Zelldurchmesser der HGFIB in
Abhangigkeit von der Einwirkzeit
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4.1.4.3 Vergleich der Mundspullésungen untereinander

Der Vergleich beschreibt die Zellwirkung der einzelnen Mundspuillésungen untereinander bei
den unterschiedlichen Einwirkzeiten. Tabelle 12 liefert eine Ubersicht tiber alle Vergleiche.
Diagramm 24 stellt die entsprechenden Unterschiede zwischen den einzelnen
Mundspullésungen grafisch dar.

In der Regel liegen die Messwerte bei den finf Mundspillésungen immer niedriger als
diejenigen der Kontrollmessungen (Diagramm 24). AuRerdem sinken in den meisten Féllen
die Messwerte mit zunehmender Einwirkzeit. Wie auch bei der Gesamtzellzahl- und der
Viabilitatsbestimmung war der mittlere Zelldurchmesser der HGFIB bei der Anwendung von
CHX 0,2 %®, Meridol® und Listerine® unabhangig von der Einwirkzeit deutlich reduziert.
Die negative Wirkung der antiseptischen Therapie mit Betaisodona® und Octenidol® war
weniger ausgepragt.

Tabelle 12: Paarweiser Vergleich der Mundspullésungen in Abhéngigkeit von der Einwirkzeit
(Signifikanzen)

Einwirkzeit
1 Minute 5 Minuten 15 Minuten
CHX® vs. Meridol® 0,4660 0,8288 0,4963
_| cHX® vs. Listerine® 0,8250 0,4600 0,2461
% cHX® vs. Betaisodona” 0,0006 0,0000 0,0000
= | cHX® vs. Octenidol® 0,0001 0,0000 0,0000
S Meridol® vs. Listerine® 0,4177 0,5541 0,6891
S Meridol® vs. Betaisodona® 0,0002 0,0000 0,0000
@ | Meridol® vs. Octenidol® 0,0000 0,0000 0,0001
% Listerine® vs. Betaisodona”™ 0,0000 0,0001 0,0000
= [ Listerine® vs. Octenidol® 0,0000 0,0000 0,0001
Betaisodona® vs. Octenidol® 0,3389 1,0000 0,2194
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Diagramm 24: Vergleich der Mundspulldsungen in Abhéngigkeit von der Einwirkzeit

4.1.4.4 Wechselwirkung

In den Varianzanalysen zeigt sich fir alle MessgroRen ein signifikanter Einfluss der
Losungsart sowie der Einwirkzeit (Tab. 13). Eine signifikante Wechselwirkung zwischen
Losungsart und Einwirkzeit war bei der Bestimmung des mittleren Zelldurchmessers der
HGFIB nach der antiseptischen Therapie zu erkennen, d. h., die Starke des Losungseffekts

war je nach Einwirkzeit unterschiedlich ausgepragt.

Tabelle 13: Einfluss der Lésung sowie der Einwirkzeit auf die Messwerte bei der Bestimmung des
mittleren Zelldurchmessers der HGFIB mittels Cellometer™ Auto T4

Effekt p-Wert
LGsung <0,0001
Einwirkzeit <0,0001
Wechselwirkung 0,0002

4.1.5 Vergleich des MTT-Tests und der optischen Zellcharakterisierung mittels
Cellometer™ Auto T4

Der MTT-Test basiert auf einer fotometrischen Bestimmung der metabolischen Aktivitat von
der zu untersuchenden Zellen. Die Gesamtzellzahl, die Viabilitdt und der mittlere

Zelldurchmesser wurden in der vorliegenden Studie optisch mittels Cellometer™ Auto T4
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bestimmt. Dabei wurde der Frage nachgegangen, ob die beiden Methoden miteinander
korrelieren.

Da die Kontrollmessungen stets stark von den Messungen bei den anderen L&sungen
abwichen, wurden sie nicht in die Korrelationsberechnungen zwischen MTT-Test und
Zellzahlbestimmung mit einbezogen (Diagramm 25). Zwischen beiden Methoden wurde bei
den Fibroblasten ein signifikant positiver Zusammenhang ermittelt (rho = 0,28, p < 0,01).

Fibroblasten

5.0

4.5
£,

Zelizahl (x1075 Zellen/ml)

35

0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06
MTT

Diagramm 25: Korrelationsbestimmung zwischen MTT-Test und Zellzahlbestimmung mittels
Cellometer™ Auto T4 fiir HGFIB

4.2 Versuche mit primaren humanen nasalen Epithelzellen (HNEPC)

Die humanen Epithelzellen kleiden alle Korperhthlen aus und schiitzen damit das darunter
liegende Gewebe von den aulleren Einflissen. Da die Epithelzellen der Mundschleimhaut als
Auskleidung der Mundhohle und die nasalen Epithelzellen als oberflachliche Zellschicht der
Nasenschleimhaut sehr &dhnliche Strukturen und Eigenschaften aufweisen, wurden die
HNEPC fir den zweiten Teil der Untersuchung der Wirkung handelsiblicher
Mundspullésungen als sehr geeignet bewertet. Da bei jeder antiseptischen Therapie im
Bereich der Mundhéhle und des Parodontalapparates die HNEPC dem unmittelbaren Kontakt
mit den Losungen ausgesetzt sind, war es von groRem Interesse, deren Wirkung auf die
Epithelzellen zu untersuchen. Die primdren Zellen wurden in Kultur unter standardisierten

Bedingungen geziichtet und vermehrt.
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4.2.1 Bestimmung der Toxizitat von oralen Antiseptika mittels MTT-Test

Die metabolische Aktivitdt von lebenden Zellen wurde unter Verwendung des MTT-Tests
bestimmt. Aus den Ergebnissen dieses Wachstumsassays konnten Rickschlusse auf die

Viabilitat der Zellen gezogen werden.

4.2.1.1 Ergebnisse der einzelnen Antiseptika nach Einwirkzeiten

In Tabelle 14 sind die Mittelwerte mit den dazugehorigen Standardfehlern fir die Messung
der metabolischen Aktivitat der HNEPC mittels MTT-Test angegeben. Die Viabilitat war
nach der Behandlung der Zellen mit den fiinf handelstiblichen Mundspullésungen (CHX 0,2
%®, Meridol®, Listerine®, Betaisodona® und Octenidol®) bei allen Versuchsreihen (1, 5 und
15 Minuten) im Vergleich zur Kontrolle (0,1900 £+ 0,0074 OD) signifikant reduziert (p <
0,0001). OD = Lm1(Excitation) — Lm2(Emission)

Tabelle 14: Mittelwerte und Standardfehler fir die MTT-Messungen (OD) nach der Behandlung mit
oralen Antiseptika bei Epithelzellen

Einwirkzeit
Mundspullésung 1 Minute 5 Minuten 15 Minuten
CHX 0,2 %° 0,0213 + 0,0014 0,0233 + 0,0009 0,0194 + 0,0007
Meridol® 0,0175 + 0,0012 0,0164 + 0,0008 0,0146 + 0,0014
Listerine® 0,0195 + 0,0006 0,0180 + 0,0006 0,0160 + 0,0005
Betaisodona® 0,0200 + 0,0047 0,0187 + 0,0041 0,0161 = 0,0050
Octenidol® 0,0239 + 0,0011 0,0184 + 0,0004 0,0190 + 0,0011

4.2.1.2 Einfluss der Einwirkzeit

Der Vergleich beschreibt die Zellwirkung der einzelnen Mundspullésungen in Abhangigkeit
von der Einwirkzeit. Wegen der besseren Ubersichtlichkeit werden die Vergleiche in den
Diagrammen 26 bis 30 separat ohne Angabe des Standardfehlers dargestellt. Die
Standardfehler sind der Tabelle 14 zu entnehmen.

Die CHX®-Versuchsreihe weist eine Reduktion der metabolischen Aktivitat der HNEPC in
Abhéngigkeit von der Einwirkzeit der Mundspillosung auf. Wéhrend nach einer Minute
0,0213 + 0,0014 OD gemessen wurde, konnte nach finf Minuten Einwirkzeit ein leichter
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Anstieg der metabolischen Aktivitat auf 0,0233 + 0,0009 OD festgestellt werden. Nach 15
Minuten wurde wiederum ein Abfall auf 0,0194 + 0,0007 OD registriert.

0,024 -+

0,02 -
0,016
0,012
0,008
0,004
0 - T T

1 Minute 5 Minuten 15 Minuten

oD

CHX 0,2%°®-Verweildauer

Diagramm 26: Einfluss von CHX 0,2 %® auf die HNEPC in Abhangigkeit von der Einwirkzeit

Bei den Versuchen mit Meridol® wurde festgestellt, dass die Zellen in ihrer Aktivitat umso
starker gehemmt werden, je langer das Antiseptikum auf den Zellen verbleibt. Das MTT-
Testergebnis nach einer Minute lag bei 0,0175 £ 0,0012 OD, nach finf Minuten bei 0,0164 *
0,0008 OD und nach 15 Minuten bei 0,0146 + 0,0014 OD.
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111
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Diagramm 27: Einfluss von Meridol® auf die HNEPC in Abhéngigkeit von der Einwirkzeit
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Die MTT-Messungen bei den Versuchen mit der Listerine®-Lésung wiesen keine
wesentlichen Unterschiede zu den oben gezeigten Experimenten auf. Die Werte nach einer
bzw. fiinf Minuten betrugen 0,0195 + 0,0006 OD bzw. 0,0180 + 0,0006 OD. Nach 15
Minuten Behandlung mit Listerine® war die metabolische Aktivitdit der HNEPC noch
niedriger als nach einer bzw. funf Minuten Einwirkzeit (0,0160 + 0,0005 OD).
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Diagramm 28: Einfluss von Listerine® auf die HNEPC in Abhéngigkeit von der Einwirkzeit

Waihrend die Werte der Betaisodona®-Mundspiillésung nach einer Minute Einwirkzeit auf die
HNEPC 0,0200 + 0,0047 OD betrugen, konnte bei den 5-Minuten-Versuchen 0,0187 £ 0,0041
OD gemessen werden. Nach 15 Minuten wurde eine stiarkere Reduktion der
Epithelzellenaktivitat festgestellt (0,0161 + 0,0050 OD).
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Diagramm 29: Einfluss von Betaisodona® auf die HNEPC in Abhéngigkeit von der Einwirkzeit

Die Octenidol®-Versuchsreihe wies eine deutliche Abhangigkeit der metabolischen Aktivitat
der Epithelzellen von der Einwirkzeit der Mundspillésung auf. Die Dauer der Einwirkung
von Octenidol® beeinflusste die Zellen negativ, wobei im Vergleich zu den 5-Minuten-
Versuchen nach 15 Minuten Einwirkzeit ein leichter Anstieg der Zellaktivitdt festgestellt
werden konnte (1 Minute: 0,0239 + 0,0011 OD; 5 Minuten: 0,0184 + 0,0004 OD; 15 Minuten:
0,0190 + 0,0011 OD).
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Diagramm 30: Einfluss von Octenidol® auf die HNEPC in Abhangigkeit von der Einwirkzeit
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4.2.1.3 Vergleich der Mundspullésungen untereinander

Der Vergleich beschreibt die Zellwirkung der einzelnen Mundspullésungen untereinander bei
den unterschiedlichen Einwirkzeiten. Tabelle 15 gibt eine Ubersicht tber alle Vergleiche.
Diagramm 31 stellt die entsprechenden Unterschiede zwischen den einzelnen
Mundspullésungen grafisch dar.

In der Regel liegen die Messwerte bei den finf Mundspulllésungen immer niedriger als
diejenigen der Kontrollmessungen (Diagramm 31). AuRerdem sinken in den meisten Féllen
die Messwerte mit zunehmender Einwirkzeit. Ein deutlicher Unterschied zwischen den
einzelnen Losungen in ihrer negativen Wirkung auf die HNEPC konnte beim MTT-Test nicht

festgestellt werden.

Tabelle 15: Paarweiser Vergleich der Mundspullésungen in Abhéngigkeit von der Einwirkzeit
(Signifikanzen)

Einwirkzeit
1 Minute 5 Minuten 15 Minuten
CHX® vs. Meridol® 0,0428 0,0000 0,0008
< | CHX® vs. Listerine® 0,6622 0,0000 0,0000
% CHX® vs. Betaisodona® 0,9206 0,5848 0,9808
= [ cHx® vs. Octenidol® 0,0620 0,0000 0,1444
% Meridol® vs. Listerine® 0,0262 0,4206 0,4614
< Meridol® vs. Betaisodona® 0,4960 0,3474 0,2355
S | Meridol® vs. Octenidol® 0,7559 0,3304 0,0205
g Listerine® vs. Betaisodona® 0,9727 0,4440 0,3101
> | Listerine® vs. Octenidol® 0,0352 0,0302 0,0140
Betaisodona® vs. Octenidol® 0,5578 0,2529 0,6926
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Diagramm 31: Vergleich der Mundspullésungen in Abhéngigkeit von der Einwirkzeit
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4.2.1.4 Wechselwirkung

In den Varianzanalysen zeigt sich fur alle MessgroRen ein signifikanter Einfluss der
Losungsart sowie der Einwirkzeit (Tab. 16). Eine signifikante Wechselwirkung zwischen
Losungsart und Einwirkzeit war bei den MTT-Messungen fur die HNEPC zu erkennen, d. h.,

die Starke des Losungseffekts ist je nach Einwirkzeit unterschiedlich ausgepragt.

Tabelle 16: Einfliisse der Losung sowie der Einwirkzeit auf die Messwerte des MTT-Tests bei den
HNEPC

Effekt p-Wert
Ldsung <0,0001
Einwirkzeit <0,0001
Wechselwirkung <0,0001

4.2.2 Optische Zellziihlung mittels Cellometer™ Auto T4

Die optische Zellz&hlung nach dem Prinzip der Trypan-Blau-Farbung wurde parallel zum
MTT-Test bei jedem Versuch durchgefiihrt. Die  Anfarbung sowie die
Gesamtzellzahlbestimmung der HNEPC geschah vollautomatisch mit dem Cellometer™ Auto

T4 in einer Zellkammer.

4.2.2.1 Ergebnisse der einzelnen Antiseptika nach Einwirkzeiten

In Tabelle 17 sind die Mittelwerte mit dazugehorigen Standardfehlern fir die
Gesamtzellzahlbestimmung mittels Cellometer™ Auto T4 angegeben. Die Gesamtzellzahl
war nach der Behandlung der Zellen mit den fiinf handelstblichen Mundspillésungen (CHX
0,2 %", Meridol®, Listerine®, Betaisodona® und Octenidol®) bei allen Versuchsreihen (1, 5
und 15 Minuten) im Vergleich zur Kontrolle (5,47 + 0,19 x 10° Zellen/ml) signifikant
reduziert (p < 0,0001).
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Tabelle 17: Mittelwerte und Standardfehler fiir die Zellzahlbestimmung (x10° Zellen/ml) nach der
Behandlung mit den oralen Antiseptika bei Epithelzellen

Einwirkzeit
Mundspullésung 1 Minute 5 Minuten 15 Minuten
CHX 0,2 %° 3,8 £ 0,07 3,9+0,10 3,4 +0,06
Meridol® 3,7+0,10 3,7+0,12 3,7+0,10
Listerine® 3,8 £0,05 3,7 +0,07 3,6 +0,06
Betaisodona® 4,2+0,10 4,0+0,14 3,7+£0,13
Octenidol® 4,2+0,18 3,9+0,13 3,8+0,05

4.2.2.2 Einfluss der Einwirkzeit

Der Vergleich beschreibt die Auswirkung der antiseptischen Therapie mit verschiedenen
Mundspullésungen auf die Zellzahl von HNEPC in Abhangigkeit von der Einwirkzeit. Wegen
der besseren Ubersichtlichkeit werden die Vergleiche in den Diagrammen 32 bis 36 separat
ohne Angabe des Standardfehlers dargestellt. Die Standardfehler sind der Tabelle 17 zu entnehmen.
Die CHX®-Versuchsreihe weist eine Reduktion der Gesamtzellzahl in Abhangigkeit von der
Einwirkzeit der Mundspullésung. Je langer das Antiseptikum auf den Zellen verbleibt, desto
weniger Zellen Gberleben und kdnnen schliellich gezahlt werden. Die Ergebnisse nach einer
bzw. funf Minuten wiesen keine deutlichen Unterschiede auf. Wahrend nach einer Minute 3,8
+ 0,07 x 10° Zellen/ml identifiziert werden konnten, wurden nach fiinf bzw. 15 Minuten 3,9 +
0,10 x 10° Zellen/ml bzw. 3,4 + 0,06 x 10° Zellen/ml gezahlt.




-106 -

4,4 -

3,6
3,2 -
2,8 -
2,4
2
1,6 -
1,2 -
0,8 -
0,4 -
0 A T T

1 Minute 5 Minuten 15 Minuten

Gesamtzellzahl (x10° Zellen/ml)

CHX 0,2%®-Verweildauer

Diagramm 32: Einfluss von CHX 0,2 %® auf die Zellzahl von HNEPC in Abhéngigkeit von der
Einwirkzeit

Die Zellzahlen nach der Behandlung der humanen nasalen Epithelzellen mit Meridol® waren
bis auf Standardfehler identisch. Folglich wiesen sie keine Abh&ngigkeit von der Einwirkzeit
auf. Nach einer Minute konnten 3,7 + 0,10 x 10° Zellen/ml, nach fiinf Minuten 3,7 + 0,12 x
10° Zellen/ml und nach 15 Minuten 3,7 + 0,10 x 10° Zellen/ml identifiziert werden.
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Diagramm 33: Einfluss von Meridol® auf die Zellzahl von HNEPC in Abhéngigkeit von der
Einwirkzeit
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Die Gesamtzellzahlbestimmungen bei den Versuchen mit der Listerine®-Lésung wiesen eine
deutliche Abhéngigkeit von der Einwirkzeit auf. So waren die Zellzahlen nach einer Minute
am hdchsten (3,8 + 0,05 x 10° Zellen/ml). Die Werte nach funf Minuten Einwirkzeit betrugen
3,7 + 0,07 x 10° Zellen/ml. Nach 15-miniitiger Behandlung mit Listerine® war die Anzahl der
HNEPC noch niedriger als nach einer bzw. fiinf Minuten Einwirkzeit (3,6 + 0,06 x 10°
Zellen/ml).
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Diagramm 34: Einfluss von Listerine® auf die Zellzahl von HNEPC in Abhangigkeit von der
Einwirkzeit

Waihrend nach einer Minute Einwirkzeit der Betaisodona®-Mundspiillosung auf die HNEPC
42 + 0,10 x 10° Zellen/ml gezéhlt wurden, wiesen die 5-Minuten-Proben eine leicht
erniedrigte Gesamtzellzahl von 4,0 + 0,14 x 10° Zellen/ml auf. Bei den 15-Minuten-
Versuchen war eine noch weitere Reduktion der Epithelzellenzahl festzustellen (3,7 £ 0,13 x
10° Zellen/ml).
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Diagramm 35: Einfluss von Betaisodona® auf die Zellzahl von HNEPC in Abhéngigkeit von der
Einwirkzeit

Die Octenidol®-Versuchsreihe wies eine in etwa gleich starke Abhéngigkeit der
Gesamtzellzahl von der Einwirkzeit der Mundspuilldsung auf, wie sie auch die Betaisodona®-
Versuche ergeben hatten. Die langere Einwirkzeit von Octenidol® beeinflusste die Zellen
negativ (1 Minute: 4,2 + 0,18 x 10° Zellen/ml; 5 Minuten: 3,9 + 0,13 x 10° Zellen/ml; 15
Minuten: 3,8 + 0,05 x 10° Zellen/ml).

4,4 -
4_

3,6
3,2 -
2,8 -
2,4 -
2 A
1,6 -
1,2 -
0,8 -
0,4 -
0 - T T

1 Minute 5 Minuten 15 Minuten

Gesamtzellzahl (x10° Zellen/ml)

Octenidol®-Verweildauer

Diagramm 36: Einfluss von Octenidol® auf die Zellzahl von HNEPC in Abhangigkeit von der
Einwirkzeit
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4.2.2.3 Vergleich der Mundspullésungen untereinander

Der Vergleich beschreibt die Zellwirkung der einzelnen Mundspuillésungen untereinander bei
den unterschiedlichen Einwirkzeiten. Tabelle 18 gibt eine Ubersicht tber alle Vergleiche.
Diagramm 37 stellt die entsprechenden Unterschiede zwischen den einzelnen
Mundspullésungen grafisch dar.

In der Regel liegen die Messwerte bei den finf Mundspillésungen immer niedriger als
diejenigen der Kontrollmessungen (Diagramm 37). AuBerdem sinken in den meisten Féllen
die Messwerte mit zunehmender Einwirkzeit. Wahrend bei der Anwendung von CHX 0,2 %°,
Meridol® und Listerine® die Anzahl der HNEPC unabhangig von der Einwirkzeit deutlich
reduziert war, war die negative Wirkung der antiseptischen Therapie mit Betaisodona® und
Octenidol® weniger stark ausgepragt. Die Octenidol®-Reihe wies mehr Zellen bei der
optischen Zellzahlbestimmung auf. Die niedrigste Zellzahl konnte nach 15 Minuten CHX®-

Behandlung gemessen werden.

Tabelle 18: Paarweiser Vergleich der Mundspullésungen in Abhéngigkeit von der Einwirkzeit
(Signifikanzen)

Einwirkzeit
1 Minute 5 Minuten 15 Minuten
cHX® vs. Meridol® 0,2478 0,2883 0,0144
| cHX® vs. Listerine® 0,9925 0,1282 0,0882
% cHX® vs. Betaisodona”™ 0,0109 0,4088 0,0281
= | cHX® vs. Octenidol® 0,0735 0,8904 0,0001
% Meridol® vs. Listerine® 0,2101 0,8678 0,1878
S Meridol® vs. Betaisodona® 0,0022 0,1034 0,8683
@ | Meridol® vs. Octenidol® 0,0222 0,2806 0,5488
% Listerine® vs. Betaisodona™ 0,0076 0,0478 0,2046
> [ Listerine® vs. Octenidol® 0,0685 0,1520 0,0099
Betaisodona® vs. Octenidol® 0,8942 0,5196 0,7672
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Diagramm 37: Vergleich der Mundspuilldsungen in Abhéngigkeit von der Einwirkzeit

4.2.2.4 Wechselwirkung

In den Varianzanalysen zeigt sich fur alle MessgroBen ein signifikanter Einfluss der
Losungsart sowie der Einwirkzeit (Tab. 19). Eine signifikante Wechselwirkung zwischen
Losungsart und Einwirkzeit war bei der Zellzahlbestimmung nicht zu erkennen, d. h., die

Starke des Losungseffekts war je nach Einwirkzeit gleich ausgepragt.

Tabelle 19: Einflusse der Losung sowie der Einwirkzeit auf die Messwerte bei der optischen
Zellzahlbestimmung mittels Cellometer™ Auto T4 bei den HNEPC

Effekt p-Wert
LGsung <0,0001
Einwirkzeit < 0,0001
Wechselwirkung 0,4826

4.2.3 Bestimmung der Viabilitat

Die Bestimmung der Viabilitdt von primdren humanen nasalen Epithelzellen, d. h. der Anzahl
der lebenden Zellen im Verhéltnis zu den toten Zellen, wurde parallel zur optischen
Zellzéhlung mit dem Cellometer™ Auto T4 durchgefiihrt.
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4.2.3.1 Ergebnisse der einzelnen Antiseptika nach Einwirkzeiten

Tabelle 20 gibt die Mittelwerte mit den dazugehorigen Standardfehlern fir die
Viabilititsbestimmung mittels Cellometer™ Auto T4 an. Die Viabilitdt der HNEPC war nach
der Behandlung der Zellen mit den fiinf handelstblichen Mundspiillésungen (CHX 0,2 %®,
Meridol®, Listerine®, Betaisodona® und Octenidol®) bei allen Versuchsreihen (1, 5 und 15

Minuten) im Vergleich zur Kontrolle (96,2 = 0,6 %) signifikant reduziert (p < 0,0001).

Tabelle 20: Mittelwerte und Standardfehler fir die Viabilitatsbestimmung (in %) nach der
Behandlung mit oralen Antiseptika bei Epithelzellen

Einwirkzeit
Mundspullésung 1 Minute 5 Minuten 15 Minuten
CHX 0,2 %° 754+1,3 755+1,5 725+2,1
Meridol® 88,8 +0,8 87,9+12 832+1,4
Listerine® 77,7+1,0 755+ 1,0 68,6+ 0,8
Betaisodona® 853+1,1 793+1,1 722+1,3
Octenidol® 82,9+0,7 80,4+0,8 759+1,3

4.2.3.2 Einfluss der Einwirkzeit

Der Vergleich beschreibt die Auswirkung der antiseptischen Therapie mit den verschiedenen
Mundspulldsungen auf die HNEPC-Viabilitat in Abhédngigkeit von der Einwirkzeit. Wegen
der besseren Ubersichtlichkeit werden die Vergleiche in den Diagrammen 38 bis 42 separat
ohne Angabe des Standardfehlers dargestellt. Die Standardfehler sind der Tabelle 20 zu entnehmen.

Die CHX®-Versuchsreihe weist eine Reduktion der Viabilitdt in Abhéangigkeit von der
Einwirkzeit der Mundspilldsung auf. Je langer das Antiseptikum auf den Zellen verbleibt,
desto weniger Zellen tberleben und desto kleiner wird das Verhéltnis von den lebenden zu
den toten Zellen. Die Werte nach einer bzw. fiinf Minuten unterschieden sich nicht wesentlich
voneinander. Wahrend nach einer Minute 75,4 + 1,3 % der Epithelzellen vital bleiben, ist
nach flinf Minuten eine Viabilitat von 75,5 + 1,5 % und nach 15 Minuten eine Viabilitat von

72,5 + 2.1% zu verzeichnen.
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Diagramm 38: Einfluss der CHX®-Mundspiillésung auf die Viabilitat von HNEPC in Abhangigkeit
von der Einwirkzeit

Einen ahnlichen Abfall der Viabilitdtswerte wurde auch nach der Behandlung der humanen
nasalen Epithelzellen mit Meridol® erzielt. Nach einer Minute konnten 88,8 + 0,8 %, nach
funf Minuten 87,9 + 1,2% und nach 15 Minuten 83,2 + 1,4 % vitale Zellen identifiziert

werden.
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Diagramm 39: Einfluss von Meridol® auf die Viabilitat von HNEPC in Abhangigkeit von der
Einwirkzeit
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Die Viabilitatsbestimmungen bei den Versuchen mit der Listerine®-L6sung wiesen keine
wesentlichen Unterschiede zu den oben gezeigten Experimenten auf. Die Werte betrugen
nach einer Minute 77,7 = 1,0 %, nach funf Minuten 75,5 £ 1,0 % der Zellen. Nach 15-
miniitiger Behandlung mit Listerine® war die Viabilitat der HNEPC noch niedriger als nach
einer bzw. funf Minuten Einwirkzeit (68,6 + 0,8 % der Zellen).
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Diagramm 40: Einfluss von Listerine® auf die Viabilitat von HNEPC in Abhéngigkeit von der
Einwirkzeit

Waihrend nach einer Minute Einwirkzeit der Betaisodona®-Mundspiillosung auf die HNEPC
eine Viabilitat von 85,3 £ 1,1 % bestimmt wurde, wiesen die 5-Minuten-Proben eine leicht
erniedrigte Anzahl lebender Epithelzellen (79,3 = 1,1 %) auf. Bei den 15-Minuten-Versuchen

war eine noch weitere Reduktion der Viabilitat festzustellen (72,2 + 1,3 %).
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Diagramm 41: Einfluss der Betaisodona®-Mundspiillsung auf die Viabilitit von HNEPC in
Abhangigkeit von der Einwirkzeit

Die Octenidol®-Versuchsreihe wies eine ahnliche Abhangigkeit der Viabilitat von der
Einwirkzeit der Mundspullosung auf. Eine langere Octenidol®-Einwirkzeit beeinflusste die
Zellen negativ (1 Minute: 82,9 + 0,7 %; 5 Minuten: 80,4 + 0,8 %; 15 Minuten: 75,9 + 1,3 %).
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Diagramm 42: Einfluss von Octenidol® auf die Viabilitat von HNEPC in Abhangigkeit von der
Einwirkzeit
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4.2.3.3 Vergleich der Mundspullésungen untereinander

Der Vergleich beschreibt die Zellwirkung der einzelnen Mundspuillésungen untereinander bei
den unterschiedlichen Einwirkzeiten. Tabelle 21 gibt eine Ubersicht tber alle Vergleiche.
Diagramm 43 stellt die entsprechenden Unterschiede zwischen den einzelnen
Mundspullésungen grafisch dar.

In der Regel liegen die Messwerte bei den funf Mundspillésungen immer niedriger als
diejenigen der Kontrollmessungen (Diagramm 43). AuRerdem sinken in den meisten Féllen
die Messwerte mit zunehmender Einwirkzeit. Die Viabilitdt der HNEPC war bei der
Anwendung von CHX 0,2 %® und Listerine® unabhangig von der Einwirkzeit deutlich
reduziert. Die negative Wirkung der antiseptischen Therapie mit Betaisodona® und
Octenidol® war weniger stark ausgepragt. Die Meridol®-Versuchsreihe wies die meisten

vitalen Zellen im Vergleich zu den anderen Mundspullésungen auf.

Tabelle 21: Paarweiser Vergleich der Mundspullésungen in Abhdngigkeit von der Einwirkzeit
(Signifikanzen)

Einwirkzeit
1 Minute 5 Minuten 15 Minuten
cHX® vs. Meridol® 0,0000 0,0000 0,0004
— | cHX® vs. Listerine® 0,1695 1,0000 0,0963
% cHX® vs. Betaisodona” 0,0000 0,0530 0,9090
= | cHX® vs. Octenidol® 0,0001 0,0089 0,1831
% Meridol® vs. Listerine® 0,0000 0,0000 0,0000
S Meridol® vs. Betaisodona® 0,0172 0,0000 0,0000
@ | Meridol® vs. Octenidol® 0,0000 0,0001 0,0007
% Listerine® vs. Betaisodona™ 0,0000 0,0175 0,0273
> | Listerine® vs. Octenidol® 0,0003 0,0007 0,0001
Betaisodona® vs. Octenidol® 0,0811 0,4142 0,0575
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Diagramm 43: Vergleich der Mundspilldsungen in Abhéngigkeit von der Einwirkzeit

4.1.3.4 Wechselwirkung

In den Varianzanalysen zeigt sich fur alle MessgroBen ein signifikanter Einfluss der
Losungsart sowie der Einwirkzeit (Tab. 22). Eine signifikante Wechselwirkung zwischen
Losungsart und Einwirkzeit war bei der Viabilitdtsbestimmung zu erkennen, d. h., die Starke

des Ldosungseffekts war je nach Einwirkzeit unterschiedlich ausgepragt.

Tabelle 22: Einfliisse der Losung sowie der Einwirkzeit auf die Messwerte bei der
Viabilitdtsbestimmung mittels Cellometer™ Auto T4 bei den HNEPC

Effekt p-Wert
LGsung <0,0001
Einwirkzeit < 0,0001
Wechselwirkung <0,0001

4.2.4 Durchmesser der HNEPC nach Antiseptikabehandlung

Die Bestimmung der mittleren Zelldurchmesser von priméren humanen nasalen Epithelzellen
wurde parallel zur optischen Zellzéhlung bzw. Viabilititsbestimmung mit dem Cellometer™
Auto T4 durchgefuhrt. Das Gerat erlaubt die gleichzeitige Bestimmung aller drei Parameter
ohne zusétzlichen Aufwand.
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4.2.4.1 Ergebnisse der einzelnen Antiseptika nach Einwirkzeiten

Tabelle 23 gibt die Mittelwerte mit den dazugehorigen Standardfehlern fur die Bestimmung
des mittleren Zelldurchmessers mittels Cellometer™ Auto T4 an. Der Durchmesser der
HNEPC war nach der Behandlung der Zellen mit den finf handelsiiblichen
Mundspiillésungen (CHX 0,2 %®, Meridol®, Listerine®, Betaisodona® und Octenidol®) bei
allen Versuchsreihen (1, 5 und 15 Minuten) im Vergleich zur Kontrolle (21,3 + 0,3 micron)
signifikant reduziert (p < 0,0001).

Tabelle 23: Mittelwerte und Standardfehler fir die Bestimmung des mittleren Zelldurchmessers (in
micron) nach der Behandlung mit oralen Antiseptika bei Epithelzellen

Einwirkzeit
Mundspullésung 1 Minute 5 Minuten 15 Minuten
CHX 0,2 %® 20,8 + 0,4 20,9+ 0,6 19,1404
Meridol® 20,2+0,2 20,2+0,1 20,6 0,2
Listerine® 18,3+0,2 17,8+0,3 17,3+0,4
Betaisodona® 19,2+0,1 18,7+0,1 17,8+0,1
Octenidol® 19,1+0,1 18,8+0,1 18,1£0,1

4.2.4.2 Einfluss der Einwirkzeit

Der Vergleich beschreibt die Auswirkung der antiseptischen Therapie mit verschiedenen
Mundspullésungen auf den mittleren Durchmesser der HNEPC in Abhéangigkeit von der
Einwirkzeit. Wegen der besseren Ubersichtlichkeit werden die Vergleiche in den
Diagrammen 44 von 48 separat ohne Angabe des Standardfehlers dargestellt. Die
Standardfehler sind der Tabelle 23 zu entnehmen.

Die CHX®-Versuchsreihe weist eine Reduktion des mittleren Zelldurchmessers in
Abhangigkeit von der Einwirkzeit der Mundspullésung auf. Je langer das Antiseptikum auf
den Zellen verbleibt, desto kleiner werden die Epithelzellen im Durchmesser. Zwar wiesen
die Ergebnisse nach einer bzw. funf Minuten nur sehr geringe Unterschiede auf, jedoch war
der Durchmesser nach 15 Minuten Behandlung deutlich reduziert. Wé&hrend nach einer
Minute der Durchmesser der HNEPC im Durchschnitt 20,8 £ 0,4 micron betrug, betrug er

nach finf Minuten 20,9 + 0,6 micron und nach 15 Minuten 19,1 + 0,4 micron.
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Diagramm 44: Einfluss von CHX 0,2 %® auf den mittleren Durchmesser von HNEPC in
Abhangigkeit von der Einwirkzeit

Ahnliche Ergebnisse wurden nach der Behandlung der humanen nasalen Epithelzellen mit
Meridol® erzielt. Der mittlere Durchmesser war nach 15-miniitiger antiseptischer Behandlung
im Unterschied zu den CHX®-Versuchen hoher als bei den 1- bzw. 5-Minuten-Versuchen.
Nach einer Minute Einwirkzeit von Meridol® konnte ein Zelldurchmesser von 20,2 + 0,2
micron, nach finf Minuten 20,2 + 0,1 micron und nach 15 Minuten 20,6 £ 0,2 micron

gemessen werden.
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Diagramm 45: Einfluss von Meridol® auf den mittleren Zelldurchmesser der HNEPC in Abhangigkeit
von der Einwirkzeit

Die Bestimmungen des mittleren Zelldurchmessers wiesen bei den Versuchen mit Listerine®-
Losung wesentliche Unterschiede zu den oben gezeigten Experimenten auf, wobei eine
abfallende Tendenz mit der Dauer der Einwirkung einherging. Die Werte fiir eine Minute
betrugen 18,3 £ 0,2 micron und fur 5 Minuten 17,8 £ 0,3 micron. Nach 15 Minuten war der
mittlere Zelldurchmesser der HNEPC noch niedriger als nach einer bzw. finf Minuten (17,3 £

0,4 micron).
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Diagramm 46: Einfluss von Listerine® auf den mittleren Zelldurchmesser der HNEPC in
Abhangigkeit von der Einwirkzeit

Waihrend nach einer Minute Einwirkzeit der Betaisodona®-Mundspiillosung auf die HNEPC
ein mittlerer Zelldurchmesser von 19,2 £+ 0,1 micron bestimmt wurde, wiesen die 5-Minuten-
Proben einen leicht erniedrigten mittleren Epithelzellendiameter (18,7 + 0,1 micron) auf. Bei
den 15-Minuten-Versuchen war eine noch weitere Reduktion des Zelldurchmessers zu
verzeichnen (17,8 £ 0,1 micron).



-121-

22 ~
20 -

18 -
16 -
14 -
12 -
10 -

1 Minute 5 Minuten 15 Minuten

Zelldurchmesser (micron)

o N b~ O

Betaisodona®-Verweildauer

Diagramm 47: Einfluss von Betaisodona® auf den mittleren Zelldurchmesser der HNEPC in
Abhangigkeit von der Einwirkzeit

Die Octenidol®-Versuchsreine wies eine ahnlich starke Abhéangigkeit des mittleren
Zelldurchmessers von der Einwirkzeit der Mundspullosung auf. Die langere Einwirkzeit von
Octenidol® beeinflusste den Zelldurchmesser negativ (1 Minute: 19,1 + 0,1 micron; 5
Minuten: 18,8 £ 0,1 micron; 15 Minuten: 18,1 £ 0,1 micron).
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Diagramm 48: Einfluss von Octenidol® auf den mittleren Zelldurchmesser der HNEPC in
Abhéngigkeit von der Einwirkzeit
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4.2.4.3 Vergleich der Mundspullésungen untereinander

Der Vergleich beschreibt die Zellwirkung der einzelnen Mundspuillésungen untereinander bei
den unterschiedlichen Einwirkzeiten. Tabelle 24 gibt eine Ubersicht tber alle Vergleiche.
Diagramm 49 stellt die entsprechenden Unterschiede zwischen den einzelnen
Mundspullésungen grafisch dar.

In der Regel liegen die Messwerte bei den finf Mundspillésungen immer niedriger als
diejenigen der Kontrollmessungen (Diagramm 49). AuRerdem sinken in den meisten Féllen
die Messwerte mit zunehmender Einwirkzeit. Bei der Behandlung der HNEPC mit CHX 0,2
%® und Meridol® war eine geringe Abweichung der Werte fiir den mittleren Zelldurchmesser
von der Kontrolle zu verzeichnen. Der mittlere Zelldiameter war nach der Anwendung von
Betaisodona® und Octenidol® unabhangig von der Einwirkzeit deutlich reduziert. Die

negative Wirkung von Listerine® war am starksten ausgepragt.

Tabelle 24: Paarweiser Vergleich der Mundspullésungen in Abhéngigkeit von der Einwirkzeit
(Signifikanzen)

Einwirkzeit
1 Minute 5 Minuten 15 Minuten
CHX® vs. Meridol® 0,1645 0,2494 0,0028
_ | cHx® vs. Listerine® 0,0000 0,0001 0,0053
% CHX® vs. Betaisodona® 0,0014 0,0021 0,0069
= | cHX® vs. Octenidol® 0,0009 0,0028 0,0207
% Meridol® vs. Listerine® 0,0000 0,0000 0,0000
S Meridol® vs. Betaisodona® 0,0000 0,0000 0,0000
@ | Meridol® vs. Octenidol® 0,0000 0,0000 0,0000
% Listerine® vs. Betaisodona” 0,0041 0,0124 0,2692
= | Listerine® vs. Octenidol® 0,0083 0,0064 0,1176
Betaisodona® vs. Octenidol® 0,4822 0,4728 0,1587
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Diagramm 49: Vergleich der Mundspuilldsungen in Abhéngigkeit von der Einwirkzeit

4.2.4.4 Wechselwirkung

In den Varianzanalysen zeigt sich fur alle MessgroBen ein signifikanter Einfluss der
Losungsart sowie der Einwirkzeit (Tab. 25). Eine signifikante Wechselwirkung zwischen
Losungsart und Einwirkzeit war bei der Bestimmung des mittleren Zelldurchmessers der
HNEPC nach der antiseptischen Therapie zu erkennen, d. h., die Starke des Losungseffekts

war je nach Einwirkzeit unterschiedlich ausgepragt.

Tabelle 25: Einfliisse der Losung sowie der Einwirkzeit auf die Messwerte bei der Bestimmung des
mittleren Zelldurchmessers von HNEPC mittels Cellometer™ Auto T4

Effekt p-Wert
LGsung <0,0001
Einwirkzeit <0,0001
Wechselwirkung 0,0003

4.2.5 Vergleich von MTT-Test und optischer Zellcharakterisierung mittels Cellometer™
Auto T4
Der MTT-Test basiert auf einer fotometrischen Bestimmung der metabolischen Aktivitat von

der zu untersuchenden Zellen. Die Gesamtzellzahl, die Viabilitit und der mittlere

Zelldurchmesser wurden in der vorliegenden Studie optisch mit dem Cellometer™ Auto T4
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bestimmt. Dabei wurde der Frage nachgegangen, ob die beiden Methoden miteinander
korrelieren.

Da die Kontrollmessungen stets stark von den Messungen bei den anderen L&sungen
abwichen, wurden sie nicht in die Korrelationsberechnungen zwischen MTT-Test und
Zellzahlbestimmung mit einbezogen (Diagramm 50). Im Gegensatz zu den Fibroblasten-
Versuchen konnte bei den NHEPC kein Zusammenhang zwischen beiden Methoden
festgestellt werden (rho = 0,03, p < 0,71).
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Diagramm 50: Korrelationsbestimmung zwischen MTT-Test und Zellzahlbestimmung mittels
Cellometer™ Auto T4 fiir HNEPC
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5. Diskussion

In dieser Studie sollte untersucht werden, inwiefern die handelsublichen oralen Antiseptika
die Proliferationsfahigkeit bzw. Vitalitat der primaren humanen Zellen in Abh&ngigkeit von
der Einwirkzeit beeinflussen. Dazu wurden die Gingivafibroblasten und die nasalen
Epithelzellen in einer Zellkultur mit den Mundspullésungen unterschiedlich lang behandelt.
Die metabolische Aktivitat, die Gesamtzellzahl, die Viabilitdt und der mittlere Durchmesser
der Zellen wurden mittels MTT-Test und Cellometer™ Auto T4 ermittelt. Das Augenmerk
lag auf dem Vergleich der beiden Methoden.

In den Varianzanalysen zeigt sich fir alle MessgrofRen ein signifikanter Einfluss der
Losungsart sowie der Einwirkzeit. AuBer bei der Zellzahl ist auch bei allen anderen
Parametern eine signifikante Wechselwirkung zwischen Ldsungsart und Einwirkzeit zu
erkennen, d. h., die Stirke des LOsungseffekts ist je nach Einwirkzeit unterschiedlich
ausgepragt. Die Dunnet-Vergleiche ergaben, dass sich jede der Mundspulldsungen signifikant
von der Kontrolle absetzt. Dabei liegen die Messwerte bei den finf Splllésungen in der Regel
immer niedriger als diejenigen der Kontrollmessungen. Aulerdem sinken in den meisten
Féllen die Messwerte mit zunehmender Einwirkzeit.

Da die Kontrollmessungen stets stark von den Messungen bei den anderen L&sungen
abweichen, wurden sie nicht in die Korrelationsberechnungen zwischen MTT und Zellzahl
mit einbezogen. Zwischen beiden Methoden wurde bei den Fibroblasten ein signifikanter
positiver Zusammenhang ermittelt. Bei den Epithelzellen konnte zwischen diesen beiden

Parametern kein Zusammenhang erkannt werden.

5.1 Material und Methode
5.1.1 Testverfahren

In dieser Studie wurde die Einwirkung der handelstblichen Mundspillésungen auf die Zellen
der Mundschleimhaut und des Parodontalapparates mittels MTT-Test untersucht. Dabei
sollten Rickschlisse auf die Zellvitalitat und Proliferation der Zellen gezogen werden. Der
Nachweis der Zellvitalitdit mittels MTT-Test beruht auf der Reduktion des gelben,
wasserloslichen  Farbstoffs  3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
(MTT) in ein blau-violettes, wasserunldsliches Formazan. Friher wurde angenommen, dass

MTT durch mitochondriale Succinat-Dehydrogenasen reduziert wird. Untersuchungen in den


http://de.wikipedia.org/wiki/Reduktion_%28Chemie%29
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letzten Jahren legen jedoch nahe, dass die Reduktion hauptséchlich von den pyridinhaltigen
Reduktionséquvivalenten NADH und NADPH und nur teilweise von Succinat abhangig ist.
Die Menge des umgesetzten und letztendlich gemessenen Farbstoffs entspricht damit der
Glykolyserate der Zellen per se und ist somit weniger ein Mal3 fur die Zellatmung, wie friiher
angenommen wurde. Die Reduktion von MTT durch NADH und NADPH ist abhdngig von
Enzymen des Endoplasmatischen Retikulums. Die partielle Reduktion von MTT durch
Succinat in den Mitochondrien dagegen ist abhangig von dem Enzym Succinat-
Dehydrogenase, das zum mitochondrialen Komplex Il gehért (MOSMANN 1983,
BERRIDGE et al. 1996a, BERRIDGE und TAN 1993). Folglich bestimmt der MTT-Test die
Glykolyserate der zu untersuchenden Zellen. Es ist nur bedingt moglich, aus den MTT-
Werten die Vitalitat und Proliferationsfahigkeit der behandelten Zellen abzuleiten. Der MTT-
Test ist ein seit Langem standardisiertes Verfahren und bietet eine preiswerte Alternative zu
den anderen Methoden an. Obwohl einige Studien den MTT-Test als alleinige
Nachweismethode fur ihre Experimente anwenden (FLEMINGSON et al. 2008), reicht dieses
Verfahren allein nicht aus, um die Zellvitalitt und die Proliferationsfahigkeit zu untersuchen.
Die notwendige Solubilisierung des Reaktionsproduktes und die Abhéngigkeit des
Ergebnisses vom Glucosegehalt des Mediums sind entscheidende Nachteile, die durch die
Entwicklung weiterer Tetrazoliumsalze (XTT, WST-1) ausgeglichen werden kdnnen. WST-1
wird in einer gebrauchsfertigen NADH-haltigen Testldsung angeboten und von einer Vielzahl
verschiedener Zellarten innerhalb kurzer Zeit zum dunkelroten, wasserléslichen Formazan
reduziert. Dieses Reaktionsprodukt ist ohne weiteren Arbeitsschritt fotometrisch detektierbar.
Da WST-1 nicht zytotoxisch wirkt, sind Messungen an einer Zellkultur in bestimmten
Zeitabstanden (Stunden bis Monate) moglich. Aufgrund dieser einfachen und schnellen
Durchfihrung und Reproduzierbarkeit eignet sich diese Methode fiir Screening-Tests
(TOMINAGA et al. 1999). Der zugrunde liegende Mechanismus ist allerdings noch nicht
genau bekannt. Da die Anwesenheit von Mitochondrien oder der Superoxiddismutase die
Formazanbildung hemmt, wird angenommen, dass diese Reaktion Superoxid-abhangig ist und
extrazelluldr und/oder membrangebunden stattfindet (BERRIDGE et al. 1996a, TOMINAGA
etal. 1999). TAN und BERRIDGE (2000) untersuchten den Mechanismus der WST-1-
Reduzierung unter Einsatz von 15 verschiedenen Zellkulturen. Die Autoren wiesen zunéchst
darauf hin, dass die Zellmembranen in komplexer und stdndiger Kommunikation mit dem
Extra- und Intrazellularraum stehen, wozu eine stdndige Reduzierung extrazelluldr
vorliegender Substanzen notwendig ist. Dazu existieren vermutlich verschiedene komplexe

(trans)membrane Enzymsysteme (Oxidoreduktasen), die interagieren. Die Autoren wiesen
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nach, dass auf den Zellmembranen gesunder, teilungsféahiger Zellen eine Oxidoreduktase
existiert, die in Anwesenheit von NADH oder anderen in Korperflissigkeiten
natlrlicherweise vorliegenden Kofaktoren das WST-1 zu Formazan reduziert. Damit wurde
nachgewiesen, dass WST-1 die Zellmembran nicht penetriert und folglich nicht zytotoxisch
wirkt (TAN und BERRIDGE 2000).

In weiteren Testsystemen kann das Vorhandensein der Kofaktoren NADH und ATP
(Primarzellen und Zelllinien) zur Bestimmung der Zahl lebender Zellen ausgenutzt werden.
Appliziertes Resazurin wird NAD"-abhingig zum pinkfarbenen, fluoreszierenden Resurfin
reduziert. Luciferin wird unter ATP-Aufwand und Verbrauch molekularen Sauerstoffs zu
Oxyluciferin oxidiert, wobei CO, und Licht entstehen. Die jeweiligen Signale werden im
Fluoreszenz-, Spektralphotometer bzw. Luminometer oder mit einer CCD-Kamera detektiert
(Promega GmbH, 2003, 1 Proliferations assays).

Der MTT-Test ist ein Standardtest fur die Bestimmung der metabolischen Aktivitat der Zellen
in vitro, der bei alleiniger Anwendung nur eingeschrénkt Aussagen tber die Vitalitat, Zellzahl
und Proliferationsfahigkeit der Zellen treffen lasst. Aus diesem Grund wurde in der
vorliegenden Studie parallel zum MTT-Test bei jedem Versuch eine optische Zellzahlung
nach dem Prinzip der Trypan-Blau-Férbung durchgefiihrt. Der Cellometer™ Auto T4 erlaubt
die gleichzeitige automatische Zellzahl-, Viabilitdt- und Zelldurchmesserbestimmung in
einem Vorgang. Die Zellzahlung erlaubt einerseits die Quantifizierung der Ergebnisse,
andererseits konnen die Werte, die mit dem MTT-Test ermittelt wurden, mit den gewonnenen
Daten verglichen werden. THEISZOVA et al. 2005 verwendeten in ihrer Studie die manuelle
Zellz&hlung mittels einer Zellkammer und der Trypan-Blau-Farbung der Zellen als Kontrolle
des MTT-Tests, um die Toxizitdt von Hydroxylapatit fir eine Fibroblastenzelllinie zu
untersuchen. Die in dieser Studie angewendete Methode erlaubte dagegen eine
vollautomatische Zellzahlbestimmung in einer industriell mit dem Trypan-Blau-Farbstoff
beschichteten Zellkammer. Mit dem Cellometer™ Auto T4 koénnen Ungenauigkeiten bei der
Verdinnung, Farbung und Zellzahlausrechnung vermieden werden, die bei der manuellen
Zellzahlbestimmung auftreten konnen. Gleichzeitig konnte die Viabilitdt gemessen werden,
was ansonsten ein weiteres Verfahren erforderlich macht.

Als Alternativverfahren kdnnte man ebenfalls eine Zellkoloniezdhlung unter Einsatz des
Umkehrmikroskops durchfithren. Die dazu benétigte Uberfiihrung der adhérent wachsenden
Zellen (z. B. Fibroblasten und Epithelzellen) in eine Suspension wird auch bei der
Zellzahlbestimmung mittels Cellometer™ Auto T4 angewendet und wirkt teilweise

zellzerstorend, was ein entscheidender Nachteil beider Methoden darstellt. Folglich hat das
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Abldsen der Zellen einen Einfluss auf das Z&hlergebnis. Des Weiteren missen die Zellen mit
dem Trypanblau angefarbt werden. Trypan-Blau dient der Unterscheidung zwischen lebenden
und toten Zellen. Die Verdiinnung der Zellsuspension sollte erst direkt vor Beflllung der
Zellkammer erfolgen, um den toxischen Effekt des Trypan-Blaus auf die Zellen zu
minimieren. Diese Methoden sind hochsensibel und reproduzierbar (SCHARFE 2004). Durch
mikroskopische Beobachtung l&sst sich aullerdem die Konfluenz des Zellrasens sowie die
Morphologie der Einzelzellen bewerten (LINDL und BAUER 1994, PINTO et al., 1983).
Zelluldre Lebensprozesse sind mit unterschiedlichen Methoden nachweisbar und werden
durch bioaktive Substanzen moduliert. Die verschiedenen Zellviabilitdt-Nachweismethoden
geben u.a. Aufschluss Uber die Anzahl gesunder Zellen in einer Probe bzw. deren
Verdnderung im Zeitverlauf (Proliferation), die Integritit der Zellmembran oder den
Differenzierungsgrad. Hierbei werden einerseits unspezifische Merkmale untersucht, die
groRtenteils unabh&ngig vom Zelltyp sind: Zelldimensionen (Volumen und GroRe),
metabolische Aktivitat oder Permeabilitdt der Zellmembranen fiur spezifische Substanzen
(z. B. Farbstoffe). Andererseits werden spezifische Merkmale nachgewiesen durch Einsatz
unter anderem der  ELISA-Technik, der  Durchflusszytometrie = oder  der
Fluoreszenzmikroskopie. Zum Nachweis von Zelldifferenzierung wird die Auspragung der
zellartspezifischen Merkmale untersucht (HARTMANN und MEISEL 2007).

Der Cellometer™ Auto T4 erlaubt schlieBlich die Bestimmung des mittleren
Zelldurchmessers. Die Abweichung dieses Wertes von der Norm kann auf eine eventuelle
Zytotoxizitat oder eine proliferationshemmende Wirkung der angewendeten Substanzen
hindeuten.

Eine weitere Untersuchungsmethode, die es erlaubt, verschiedene Eigenschaften einer Zelle
gleichzeitig zu messen, ist die Durchflusszytometrie. Es koénnen die ZellgroRe, die
Zellgranularitat und die Intensitdt mehrerer Fluorochrome simultan gemessen werden. Die
Bindung der Fluorochrome (z.B. FITC) an Antikdper, die gegen das zu untersuchende
Antigen gerichtet sind, ermdglicht sowohl die Untersuchung von Strukturen auf der
Zelloberflache als auch im Zytoplasma. Die Fluorochrom-Menge ist proportional zur Anzahl
der Bindungsstellen der Antikdper an den Antigenen. Die von den Fluorochromen emittierte
Intensitat nach der Anregung durch den Laser stellt somit ein MaR fur die Anzahl an
Bindungsstellen des gewahlten Antikorpers dar. Neben den Fluoreszenzsignalen wird in der
Durchflusszytometrie auch das Streulicht des Lasers registriert. Sowohl die GrélRe als auch
die Form, Oberflache und Granularitat der Zellen beeinflussen das gestreute Licht, sodass sich

ausgehend vom Charakter der Streuung Ruckschlisse auf Zelleigenschaften ziehen lassen.
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Die Zellproliferation kann auRerdem anhand der zelluld&ren DNA-Syntheseleistung durch den
Einsatz handelsublicher Reagenzien-Kits quantifiziert werden. Der Nachweis kann dabei im
Szintillationszéhler oder durch Einsatz peroxidasegekoppelter Antikdrper und geeigneter
Substrate im ELISA-Photometer erfolgen. Anderen Phasen des Zellzyklus kénnen mithilfe
unterschiedlicher monoklonaler Antikorper untersucht werden, die an zellkernassoziierte
Proteine binden. Diese Nachweise greifen jedoch nur auf Einzelzellebene (in situ) und
beruhen auf immunozytochemischen und -histochemischen Techniken (BHUTIA et al. 2008,
TOMINAGA et al. 1999).

Fur die weiterfuhrende detailierte Untersuchung der VVorgange in der Zelle kdnnen mehrere
Testverfahren angewendet werden. Eines davon ist die Messung des transepithelialen
elektrischen Widerstandes (TEER). Adhérente Zellen (z. B. Fibroblasten oder Epithelzellen)
bilden in Kultur innerhalb kurzer Zeit einen Monolayer. Die Anzahl und Funktionsfahigkeit
der  Zell-Zell-Kontakte, sogenannter tight junctions, nimmt unter ginstigen
Kulturbedingungen zeitabh&ngig zu und ist durch Inkubation mit bioaktiven Substanzen
modulierbar. Der Vorteil dieses Messsystems liegt darin, dass es keinen modulierenden
Einfluss auf die Zellvitalitat aufweist, sodass Verlaufsuntersuchungen Uber lange Zeitrdume
maoglich sind. Liegt ein konfluenter Monolayer vor, so steigt der TEER mit der Anzahl und
Funktionsfahigkeit der tight junctions an und die parazellulare Durchlassigkeit fur
niedermolekulare, wasserlosliche Substanzen nimmt ab. Infolgedessen ist die Monolayer-
Integritdt zusatzlich durch Transportstudien nachweisbar, wobei niedermolekulare,
wasserlosliche Referenzsubstanzen die tight junctions passieren: unter anderem Mannitol,
Phenolrot, Lucifer Yellow, Inulin oder Flourescein. Die Substanzsignale werden mithilfe von
Fotometrie, Flourometrie, Lumineszens- oder Radioaktivitdtsmessungen detektiert
(CATALIOTO et al. 2009, CALABRO et al. 2008, IWASAKI et al. 1999).

Das Uberleben der Fibroblasten bzw. Epithelzellen nach der Behandlung mit den
verschiedenen oralen Antiseptika kann auch mit dem ATP-Biolumineszenztest untersucht
werden. Als Marker fur die Zellproliferation und das Uberleben der Zellen wurde
Adenosintriphosphat (ATP), das nur von lebendigen Zellen produziert werden kann,
verwendet. Die ATP-Produktion wurde dabei mittels der Luciferin-Luciferase-Reaktion
quantifiziert, wie von CROUCH et al. 1993 beschrieben. Die Methode basiert auf der
Quantifizierung der Zellzahl durch die Menge des produzierten ATP. Die Messung der
Lumineszenz kann anschlieBend im Lumineszenzdetektor erfolgen. Die Hintergrund-
Lumineszenz kann detektiert werden, indem lediglich die Kontrollwells ohne Zellen

gemessen werden.
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Mithilfe der ATP-Biolumineszenz kann die Anzahl der lebenden Zellen bestimmt werden. Er
erlaubt jedoch keine Unterscheidung zwischen (berlebenden Zellen und solchen Zellen, die
durch Proliferation neu entstanden sind. Um zwischen Zellen, die lediglich nicht proliferieren,
und Uberlebenden Zellen, die nicht zugrunde gegangen sind, zu unterscheiden, eignet sich die
Messung der Laktatdehydrogenase (LDH). LDH wird aus zerstorten Zellen freigesetzt und
kann dann im Kulturmedium nachgewiesen werden. In den Kulturen, in denen die Zellen
lediglich in ihrer Proliferation stagnieren, findet hingegen keine LDH-AKtivitét statt. Dieses
intrazellulare Enzym ist ausschlieBlich nach Zerstérung von Zellmembranen im
Kulturiiberstand vorhanden und oxidiert Lactat zu Pyruvat, wobei NAD" reduziert wird. In
einer zweiten Reaktion wird ein Tetrazoliumsalz (INT) zum kolorimetrisch messbaren roten
Formazan reduziert. Die Absorption des roten Reaktionsproduktes kann in Photometer
bestimmt werden.

Die  Neutralrot-Farbung  ist eine  weitere  validierte = Referenzmethode  fur
Zytotoxizitatsuntersuchungen. Der Farbstoff Neutralrot penetriert Membranen vitaler Zellen
und wird in Lysosomen akkumuliert. Nach dem Entfernen nicht transportierter Farbstoffreste
werden die Zellen fixiert und lysiert und Neutralrot wird freigesetzt. Dieses wird nachfolgend
fotometrisch detektiert. Die Farbintensitat korreliert direkt mit der Zellzahl.

Die toxische Wirkung der oralen Antiseptika kann apoptotische Prozesse in den Zellen
hervorrufen. Da die Zelle eine gewisse Zeit von der Induktion der Apoptose bis zum
vollstdndigen Zelltod benétigt, ist es von Bedeutung, die apoptotischen Zellen bei der
Bestimmung von Zellzahl, Viabilitat und Proliferationsfahigkeit zu identifizieren und bei der
Auswertung zu bericksichtigen. Die Mundschleimhaut wird durch Apoptose vor der
permanenten mutagenen Gefahr aus der Nahrung geschiitzt (BHUTIA et al. 2008, LOFFLER
und PETRIDES 1997, REHNER und DANIEL 1999). Der komplexe Ablauf des
programmierten Zelltods ist zwar noch nicht vollstdndig aufgeklart, es werden jedoch
charakteristische morphologische und biochemische Merkmale wahrend der Signal-
(Reaktions-)Kaskade ausgebildet, die mit unterschiedlichen Methoden nachweisbar sind. Der
Prozess der Apoptose ist innerhalb von ca. vier Stunden abgeschlossen (FESUS et al. 1991).
Ein Marker der friihen apoptotischen Phase ist die aktivierte Caspase 3 (CPP3), durch welche
die Signalkaskade ausgel6st wird und in deren Verlauf die entscheidenden biochemischen
Reaktionen ausgeldst werden, die letztlich zum Zelltod fuhren (TOMINAGA et al. 1999,
LANG D et al. 2002, FESUS et al. 1991, KUHNEL et al. 2000, MARAVEI et al. 1997,
CUMMINGS und SCHNELLMANN 2002, BHUTIA et al. 2008).
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Der Caspase-3-Activity-Assay ist ein fluorometric immunosorbent enzyme assay (FIENA). In
apoptotischen Zellen wird das intrazellulér vorliegende Proenzym friihzeitig aktiviert, durch
Zelllyse freigesetzt und nachfolgend in eine mit Anti-Caspase-3-beschichteten Multititerplatte
pipettiert. Die aktivierte Caspase 3 bindet an die Beschichtung und spaltet das angebotene
Substrat. Dabei entsteht ein fluorometrisch messbares Produkt, dessen Detektionssignal
proportional zur Konzentration der aktivierten Caspase 3 ist (TOMINAGA et al. 1999, LANG
D et al. 2002, BHUTIA et al. 2008).

Insbesondere die Caspasen 3 und 7 spielen eine zentrale Rolle bei Reaktionen der Zellen auf
induzierte Apoptose. Die Bestimmung der Caspase-3- bzw. -7-Aktivitdt kann mit dem
Caspase-3- bzw. 7-Assay erfolgen. Die Zellen kdnnen dabei 24 Stunden lang mit dem
Reagens bei Raumtemperatur inkubiert werden und anschlieBend kann die Fluoreszenz im
Photometer gemessen werden. Die Aktivierung der Caspase 9 durch den
apoptoseinduzierenden Faktor als Folge des Verlustes der Zellmembranasymmetrie fiihrt auch
zum Zelltod und kann mit dem Caspase-9-Assay identifiziert werden (TOMINAGA et al.
1999, LANG D et al. 2002, FESUS et al. 1991, KUHNEL et al. 2000, MARAVEI et al. 1997,
CUMMINGS und SCHNELLMANN 2002, BHUTIA et al. 2008).

Der Apoptose-Nachweis kann mithilfe einer Vielzahl verschiedener zellchemischer Methoden
durchgefiihrt werden und basiert zumeist auf intrazellularen biochemischen Verénderungen,
die im Verlauf des programmierten Zelltods auftreten. Zur Aufklarung des komplexen
Mechanismus der Apoptose ist es notwendig, verschiedene Nachweisverfahren parallel
durchzufuhren, da nicht in jedem Zelltyp und auch nicht nach jedem bekannten Stimulus die
Gesamtheit der typischen Apoptosemerkmale ausgebildet wird.

Die in vitro funktionierenden Testverfahren eignen sich nur bedingt fiir die Bestimmung der
Zytotoxizitat und Apoptoseinduktion in vivo. Eine altbewdhrte, jedoch aufwendige Methode
zum Nachweis einer DNA-Fragmentierung ist die Auftrennung der spezifischen
Nucleosomenfragmente durch Elektrophorese. Hierbei werden Apoptose bzw. Nekrose durch
ein charakteristisches ungleichmafiges Muster im Agarose-Gel nachgewiesen. Die DNA-
Fragmentierung ist auerdem mithilfe des TUNEL-Assays (Terminal Desoxynucleotidyl-
Transferase mediated dUTP-X nick end labeling) im Durchflusszytometer oder mit
Fluoreszenz- bzw. Lichtmikroskopie nachweisbar. Dabei werden die lysierten apoptotischen
Zellen mit DNA-Doppelstrangbriichen durch enzymatischen Einbau eines biotinylierten oder
fluoresceinmarkierten Nucleotids (dUTP) markiert. Der Nachweis nekrotischer Zellen
hingegen erfolgt durch enzymatische Markierung von Einzelstrangbriichen (In-Situ-Nick-
Translation-Methode). Die TUNEL-Reaktion markiert spezifische DNS-Strangbriche, die
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wéhrend der Apoptose entstehen, sodass eine Unterscheidung zwischen einem Zelltod, der
durch Apoptosevorgdnge bedingt ist, von einem solchen, der durch Nekrose verursacht
wurde, getroffen werden kann (GORZYCA et al. 1993, GOLD et al. 1994).

Der Cell-Death-Detection-ELISAPLUS eignet sich zur Unterscheidung zwischen beiden
Formen des Zelltods durch den Nachweis spezifischer DNA-Fragmentierungen
(Nukleosomen) im Zellkulturiiberstand und Lysat (Nekrose). Sind die Nukleosomen
ausschlieBlich im Zelllysat nachweisbar, so liegt Apoptose vor (TOMINAGA et al. 1999).
MARIOTTI und RUMPF (1999) konnten in ihrer Studie mithilfe des ELISA-Verfahrens die
Reduktion der Synthese von Kollagen- und Nicht-Kollagen-Proteinen nach der Behandlung
der humanen Gingivafibroblasten mit CHX nachweisen. Dieser Effekt war weniger von der
Einwirkzeit, sondern mehr von der Substanzkonzentration abhangig.

Bei allen Studien empfiehlt sich die Anwendung mehrerer Testverfahren, die moglichst auf
unterschiedlichen zelluldaren Mechanismen basieren, voneinander unabhéngig sein und
gleichzeitig ein und denselben Parameter messen sollten. Die oben beschriebenen
Testverfahren sind nicht allein von ihrer Durchfiihrung, den verwendeten Materialien und der

Methodik abhéngig, sondern sollten auch auf die zu untersuchende Zellart abgestimmt sein.

5.1.2 Zellauswahl

Das Parodontium ist eine komplexe Einheit, die aus dem Wurzelzement des Zahnes, dem
Alveolarknochen, aus Kollagenfasern, den ,,Sharpey’schen* Fasern sowie dem Weichgewebe
der Gingiva und der Alveolarmukosa besteht (SCHROEDER 1982).

Der Knochen unterliegt nach dem Wachstumsabschluss einer permanenten Erneuerung, dem
»Remodeling” (HOCK et al. 2001). Durch eine wechselseitig wirkende Aktivierung von
Osteoklasten und Osteoblasten wird eine kontinuierliche Erneuerung des mineralisierten
Knochenanteils erreicht (FROST 1994). Die Bilanz dieser Osteoklasten- und
Osteoblastenaktivitat bleibt ausgeglichen, solange der Parodontalapparat nicht geschadigt ist.
Ist ein Entziindungsprozess im Gange, folgt eine Bilanzverschiebung zugunsten der
Osteoklastentétigkeit — und die knochenresorptiven Prozesse dominieren. Infolgedessen
nimmt das Knochenvolumen kontinuierlich ab. Da dieser Prozess sehr oft bei
fortgeschrittenen Parodontitiden zu beobachten ist, besteht die Frage, ob die Anwendung der
oralen Antiseptika im Rahmen der Full-Mouth-Desinfection in der Parodontitistherapie die
Osteoblasten in der Regeneration des Knochens unterstitzt oder sie sogar umgekehrt
behindert.
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Das Prinzip der gesteuerten Knochenregeneration (Guided Bone Regeneration, GBR) greift
auf die Fahigkeit des mesenchymalen Gewebes zuriick, eine mineralisationsfahige Matrix zu
produzieren (DAHLIN et al. 1988, KOSTOPOULUS und KARRING 1994, NEVINS et al.
1998). Um einen Knochendefekt effektiv nach aulRen abzugrenzen, kann entweder eine nicht
resorbierbare oder eine resorbierbare Membran zwischen dem Weichgewebslappen und dem
Defekt eingebracht werden. Eine solche Membran deckt den augmentierten Bereich ab und
verhindert einen direkten Kontakt zwischen den Fibroblasten aus dem Weichgewebe und dem
Defektinneren (SCHMID et al. 1994, DAHLIN et al. 1989).

In den Vorversuchen zur vorliegenden Studie wurde die Eignung der priméren humanen
Osteoblasten fiir die durchzufiihrenden Versuche tberpriift. Dabei wurden die Osteoblasten in
einer Zellkultur geziichtet und anschlieBend mit den handelsiiblichen Mundspullésungen
behandelt. Zwar beschreiben vergleichbare Studien die Kultivierung von Osteoblasten als
unproblematisch, jedoch wurde die Verdoppelungszeit in den durchgefiihrten Vorversuchen
mit ca. zwei Wochen gemessen und die Ausbeute der Zellen nach der Behandlung mit den
oralen Antiseptika war zu gering. Aus diesem Grund wurden die priméren humanen
Osteoblasten fur die durchgefiihrte Studie als ungeeignet eingestuft.

Ein  wichtiger Bestandteil des Parodonts sind die Fibroblasten genannten
Bindegewebsvorlauferzellen. Mehrere Studien beweisen die entscheidende Bedeutung der
Fibroblasten bei der Parodontitistherapie (FLEMINGSON et al. 2008, MARIOTTI und
RUMPF 1999, MULLER und KRAMER 2007, KENT et al. 1996, PULCHER und DANIEL
1992, POGGI et al. 2003). FLEMINGSON et al. (2008) untersuchten in einer dhnlichen
Studie die Wirkung von CHX®, Listerine® und Povidon-Jod in verschiedenen
Konzentrationen auf die Proliferation der humanen Gingivafibroblasten in vitro. Dabei
konnten die Autoren einen deutlich negativen Effekt der antimikrobiellen Therapie auf die
Zellen der Mundschleimhaut nachweisen. Die Fibroblasten weisen eine kurze
Verdoppelungszeit von nur 62 Stunden auf und sind bei der Kultivierung relativ
unempfindlich gegeniiber duReren Einflissen (Produktzertifikat HGFIB, Provitro GmbH,
2001). Diese Eigenschaften zeichneten diese Zellen als eine optimale Zellart fir die
vorliegende Studie aus.

Die Gingiva bildet den Weichgewebsabschluss an der Durchtrittsstelle der Zahne in die
Mundhdohle. Als ein weiterer Bestandteil des Parodontalapparates hat die epitheliale
Abgrenzung zur Mundhohle vor allem eine Schutzfunktion flr das darunter liegende Gewebe.
Die Anwendung der Epithelzellen und der epidermalen Keratinozyten der Mundschleimhaut

fir die Untersuchung der Zelltoxizitdt und der Proliferationshemmung ist ein etabliertes
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Verfahren (MULLER und KRAMER 2007) und war entscheidend fiir die vorliegende Studie.
Es existieren mehrere Arten von Epithelzellen im menschlichen Korper. Fir die
Untersuchung der oralen Antiseptika sind die Epithelzellen der Mundschleimhaut und die
Epithelzellen verwandter oder &hnlicher Gewebe wie z. B. der nasalen oder bronchialen
Schleimhaut sehr geeignet. In der vorliegenden Studie wurden die priméren humanen nasalen
Epithelzellen untersucht. Zwar sind die Effekte der antiseptischen Therapie auf die nasalen
Epithelzellen und die oralen Epithelzellen vergleichbar, die Wirkung auf beide Zellarten ist
jedoch nicht identisch.

Bei der vorliegenden In-vitro-Studie wurde groRBer Wert auf eine mdoglichst praxisnahe
Gestaltung der Versuche gelegt, was eine Ankniipfung an den klinischen Alltag schaffen
sollte. Aus diesem Grund wurden ausschlielich primdre humane Zellen angewendet. Der
Stoffwechsel, die Zellteilung und viele weitere zelluldre Prozesse kdnnen so in der
Grundlagenforschung untersucht werden. Zelllinien sind Zellen einer Gewebeart, die sich im
Lauf der Zellkultur unbegrenzt fortpflanzen konnen. Es kdnnen sowohl immortalisierte
Zelllinien als auch primdre Zellen kultiviert werden (Primarkultur). Als Primarkultur
bezeichnet man eine nicht immortalisierte Zellkultur, die direkt aus einem Gewebe gewonnen
wurde. MULLER und KRAMER (2007) beschreiben in ihrer Studie die Kultivierung von
humanen Epithelzellen der Linie FL (ATCC CCL62), von primaren menschlichen
epidermalen Keratinozyten (NHEK) und Mausefibroblasten der Linie L969 (ATCC CCL1).
Zwar verfiigen die Zellen einer Zelllinie Gber gut untersuchte Zelleigenschaften, sind typisiert
und ihre Proliferation und das Verhalten in der Zellkultur sind vorhersehbar, sie sind aber in
ihren Eigenschaften weiter von der klinischen Situation des Mundhohlenmilieus entfernt als
die primaren Zellen. Die meisten Zellen besitzen eine eingeschrénkte Lebensdauer, mit
Ausnahme von einigen von Tumoren abstammenden Zellen. Nach einer bestimmten Anzahl
von Verdopplungen gehen diese Zellen in die Seneszenz und teilen sich nicht mehr. Etablierte
oder unsterbliche Zelllinien dagegen haben die Fahigkeit erlangt, sich unendlich oft zu teilen,
entweder durch zuféllige Mutation, wie bei Tumorzellen, oder durch gezielte Verénderung,
wie z. B. durch die kunstliche Expression des Telomerase-Gens. Primarzellen haben eine sehr
hohe biologische Relevanz und losen daher Zelllinien in vielen Bereichen zunehmend als
Modellsystem ab. Sowohl FLEMINGSON et al. (2008) als auch MARIOTTI und RUMPF
(1999) nutzen die priméren humanen Fibroblasten fir die Untersuchung der Toxizitat und der
proliferationshemmenden Wirkung der verschiedenen Mundhohlenantiseptika. Die
Gewinnung und die Kultivierung humaner Zellen gestalteten sich komplikationslos. Versuche
mit Zellen tierischer Herkunft, wie z. B. Mauszellen (MULLER und KRAMER 2007), eignen
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sich zwar fur die Untersuchung bestimmten grundlegender Zelleigenschaften in vitro, ein
Vergleich mit den menschlichen Zellen oder sogar mit der Situation in vivo gestaltet sich

jedoch schwierig.

Um die Toxizitat der oralen Antiseptika zu untersuchen, wurden in der vorliegenden Studie
primdre humane Fibroblasten und nasale Epithelzellen mit den handelstblichen
Mundspiillésungen, wie CHX 0,2 %®, Meridol®, Listerine®, Betaisodona® und Octenidol®,
behandelt.

5.1.3 Mundspullésungen

Der Pravention entzlindlicher Parodontalerkrankungen kommt eine entscheidende Bedeutung
zu, und sie betrifft vor allem die Reduktion schédlicher Zahnbeldge. Derzeit werden
antimikrobielle Mundspullésungen verstarkt als Bestandteil von Préventionsprogrammen flr
Karies und Parodontitis zusétzlich zur mechanischen Zahnreinigung angesehen. Unter den
chemischen Préventionsmalinahmen mit antibakteriell wirksamen Substanzen erwiesen sich
Chlorhexidin 0,2 %®, Meridol®, Listerine®, Betaisodona® und Octenidol® als die klinisch
relevanten Mundspullésungen, wobei die antiseptische Wirkung dieser Substanzen sowohl in
zahlreichen Studien als auch evidenzbasiert nachgewiesen werden konnte.

Die handelstiblichen oralen Antiseptika wurden fir die vorliegende Studie so ausgewadhlt,
dass sie einerseits bei der Aufteilung nach den Generationen bzw. ihrer Substantivitat zu
unterschiedlichen Gruppen gehdren und andererseits eine Relevanz im klinischen Alltag
besitzen.

Als Vertreter der ersten Generation der antiseptischen Wirkstoffe wurden Listerine® und
PVP-Jod (Betaisodona®) ausgewahlt (NETUSCHIL et al. 2002). Die grofte antibakterielle
Wirksamkeit von Mundspillosungen aus dieser Gruppe wird den é&therischen Olen
zugeschrieben, wobei Listerine® als bekanntester Vertreter dieser Gruppe gilt (MORAN et al.
1997, RIEP et al. 1999). Allerdings muss hier auf eventuell bestehende Allergien geachtet
werden. Die Ole sind fiir die Storung bzw. die Veranderung der Zellmembran (TEUSCHER et
al. 1990) pathogener Keime wie Aggregatibacter actinomycetemcomitans oder Candida
albicans schon nach einer Einwirkzeit von 30 Sekunden (KUBERT et al. 1993) sowie fiir die
Hemmung der Prostaglandinbiosynthese (WAGNER und WIESNER 1988) verantwortlich.
Zusatzlich kann die Glykolyse bzw. die Glykosyltransferase in der Plaque gehemmt werden.
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BERNIMOULIN und DESCHER (1995) berichteten aulRerdem von einer
antiinflammatorischen und cyclooxygenasehemmenden Aktivitat der atherischen Ole.

Die Verweildauer der Wirksubstanzen in der Mundhohle, ihre Substantivitat, scheint aber
gering zu sein. Weiterhin ist nicht hinreichend geklart, inwiefern der als Losungsmittel
dienende Alkohol, der denaturiert auf die Bakterienzelle einwirkt, zum antibakteriellen Effekt
beitragt. Aber aufgrund der o. g. Effekte konnten BALBUENA et al. (1998) eine Stunde nach
einmaliger Spilung eine signifikante Reduktion der Bakterienzahl registrieren. Der
plaguehemmenden Wirkung von Listerine® liegt laut SCHEIE (2003) ein deutlicher
bakterizider Effekt zugrunde. Die Wirkung des Alkohols als eines Bestandteils der
antiseptischen Mundspullosungen ist auch fur die Zellen der Mundschleimhaut und des
Parodontalapparates von Bedeutung. In zahlreichen Lang- und Kurzzeitstudien konnte durch
mikrobiologische und klinische Untersuchungen der plaque- und gingivitisinhibierende Effekt
der Listerine®-Lésung mit unterschiedlichen Befunden dokumentiert werden (LOE et al.
1976, YANKELL et al. 1988, ROSS et al. 1989, FINE et al. 1992, BRECX et al. 1992,
MORAN et al. 1997, RIEP et al. 1999, CIANCIO 2003, BERNIMOULIN 2003,
OUHAYOUN 2003 und 2004, SANTOS 2003). Die Plaquereduktion durch Listerine® betrug
dabei zwischen 19 % und 56 %. Die Resultate der Gingivitisreduktionen schwankten
zwischen 29 % und 36 %. Bei keiner der Studien wurden Nebenwirkungen registriert.
SCHIFFNER (1999) stellte jedoch fest, dass Zahnverfarbungen und Geschmacksirritationen
auftreten konnen.

Die Wirkung von Listerine® auf die humanen Gingivafibroblasten stellt die Studie von
FLEMINGSON et al. (2008) dar. In dieser Arbeit wurde die Toxizitdt der drei
Mundspiillssungen Chlorhexidin, PVP-Jod und Listerine® in Abhangigkeit von der
Konzentration und der Einwirkzeit der Substanzen auf die Bindegewebsvorldauferzellen der
Mundschleimhaut untersucht. Bei der Behandlung der Zellen mit Listerine® war in allen
Versuchen eine proliferationshemmende Wirkung der Mundspullésung festzustellen. Die
stark verdiinnte Listerine®-Losung (1 % und 2 %) war toxischer als die CHX- und PVP-Jod-
Lésungen bei gleicher Verdinnung. Die Ergebnisse waren konzentrationsabhéngig signifikant
unterschiedlich, die Abhangigkeit der zellschddigenden Wirkung von der Einwirkzeit wies
keine Signifikanz auf.

Ein weiterer Vertreter der oralen Antiseptika der ersten Generation ist Povidon-Jod (PVP-
Jod). PVP-Jod (Handelsname Betaisodona®) ist ein wasserléslicher Komplex aus Jod und
Polyvinylpyrrolidon (PVP, Povidon), der als Desinfektionsmittel bzw. Antiseptikum

verwendet wird.
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PVP-Jod zeichnet sich durch ein breites Wirkspektrum aus, das nicht nur grampositive und
gramnegative Bakterien, sondern auch Viren, Protozoen, Sporen und Pilze umfasst (REIMER
et al. 2002, WUTZLER et al. 2003). Diese Wirkung beruht zum einen auf dem starken
oxidativen Potenzial des Jods (SCHREIER et al. 1997) und zum anderen darauf, dass die
Freisetzung zahlreicher Pathogenitatsfaktoren wie z.B. der Exotoxine gehemmt wird
(KONIG et al. 1997, WUTZLER et al. 2003). Auch einer zu starken Freisetzung
entzlindungsférdernder Mediatoren wie z. B. der Zytokine oder gewebszerstérender Enzyme
kann hierdurch entgegengewirkt werden (KONIG et al. 1997, KRAMER et al. 2002). Im
Allgemeinen zeichnen sich lokal anwendbare PVP-Jod-Prdparate durch eine gute
Vertraglichkeit und ein geringes Risiko der Allergisierung bzw. Toxizitat aus (REIMER et al.
2002).

PVP-Jod findet in zahlreichen medizinischen Fachgebieten Verwendung. Dazu ist vor allem
seine Verwendung in der Vorbereitung des Operationsfeldes, in der Haut- und
Schleimhautantiseptik (RUDOLPH et al. 2000), der Spulung von Korperhéhlen und
Fistelgdngen und in der Wundbehandlung zu zéhlen. Weiterhin gab es zahlreiche
Untersuchungen zur Effektivitat von PVP-Jod zur Mundhdhlenantiseptik vor zahnérztlichen
Eingriffen, um die Bakteriamierate zu senken (SCOPP und ORVIETO 1971, JOKINEN 1978,
MACFARLANE et al. 1984, RECHMANN et al. 1989, YAMALIK et al. 1992, RAHN et al.
1994).

Umstritten ist aber seit einiger Zeit, ob sich PVP-Jod negativ auf die Wundheilung auswirkt.
Dank der stark oxidierenden Wirkung des Jods werden namlich nicht nur Krankheitserreger,
sondern auch korpereigene Zellen (NIEDNER 1997) und hier vor allem das regenerierende
Epithel (GORTZ und HARING 1986) angegriffen. In den 1980er Jahren konnte anhand von
In-vitro- und In-vivo-Untersuchungen eine zytotoxische Wirkung von PVP-Jod
(RODEHEAVER et al. 1982, LINEWEAVER et al. 1985, FLEMINGSON et al. 2008)
gezeigt werden, die unter anderem dosisabhéngig auftrat. Andere Autoren hingegen
postulieren trotz allem eine insgesamt die Wundheilung foérdernde Wirkung (HAUPTMANN
et al. 1992). So zeigt die liposomale Zubereitung von Povidon-Jod bei gleicher Wirksamkeit
eine deutlich bessere Gewebevertraglichkeit mit zumindest in vitro tendenziell nachweisbarer
Proliferationsforderung.

Die Wirkstoffe der zweiten Generation wurden in der vorliegenden Studie durch Chlorhexidin
und die Wirkstoffkombination Aminflourid/Zinnflourid (Meridol®) vertreten (NETUSCHIL
et al. 2002). Als Standard in der Prévention und Therapie oraler Entziindungen hat sich der
Wirkstoff Chlorhexidin (CHX) etabliert. Tatsachlich ist es das effektivste und am meisten
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verbreitete antimikrobielle Mittel fiir den intraoralen Gebrauch (STELZEL 2002). Nach seiner
Entwicklung im Jahr 1954 von DAVIES et al. untersuchten LOE und SCHIOTT (1970) die
Wirksamkeit von Chlorhexidindigluconat zur Beeinflussung der Plaquebildung. Dieses
Chlorhexidinsalz zeigte im Vergleich zu anderen Salzen (Acetat, Chlorid) die
konzentrationsabhdngig ausgepragtesten bakterioziden und bakteriostatischen Eigenschaften.
Im Ergebnis zahlreicher Studien zahlt Chlorhexidin zu den effektivsten Wirkstoffen fur die
antiseptische Mundspulung. Die Keimzahlverminderungen in Mundspulflussigkeiten bis
> 2 Ig und die Effektivitatszunahme nach 5 bis 120 Minuten unterstreichen die Wirksamkeit
von CHX gegenuber anderen oralen Antiseptika (ROBERTS und ADDY 1981, KRAMER et
al. 1990). CHX wirkt in Abhéngigkeit von der Konzentration bakteriostatisch oder bakteriozid
(KRAMER und WALLHAUSSER 1993, GJERMO 1978, LANGE 1995).

Bei der Mundspulung mit Chlorhexidin werden die Molekile an saure Makromolekile der
oralen Oberflachen (Schleimhaut) gebunden (GJERMO 1978). Das so gebundene
Chlorhexidin wird nach und nach innerhalb von acht bis zw6If Stunden wieder freigesetzt
(CIANCIO 1995, NETUSCHIL et al. 1989, STELZEL 2002, ADDY und WRIGHT 1978).
Die antimikrobielle Langzeitwirkung ist ein grofer Vorteil gegeniber anderen
Mundspullésungen. Zahlreiche Studien belegen die antiseptische Wirksamkeit zur
Verbesserung der Mundhygiene durch Plaque- und Gingivitisreduktion (LOE und SCHIOTT
1970, ALBERS und MAAS 1985, BRINER et al. 1986, HEFTI und HUBER 1987,
MARUNIAK et al. 1992). Weiterhin vergleichen die Arbeiten von BERGENHOLZ und
HANSTROM (1974), ADDY und WRIGHT (1978), ROBERTS und ADDY (1981),
KRAMER et al. (1990), SCHREIL (1991) sowie BRECX et al. (1993) die antimikrobielle
Wirksamkeit verschiedener Préparate mit Chlorhexidin. In allen Studien wird deutlich, dass
Chlorhexidin eine effektivere Wirkung im Hinblick auf die Plaqueinhibition sowie die
Beeinflussung der Gingivitis besitzt als die anderen untersuchten Praparate.

Zwar besitzt Chlorhexidin bei Langzeitanwendung das Risiko von Nebenwirkungen wie einer
Schwarz-Braun-Verfarbung von Zahnen, Kunststofffillungen und Zungenriicken (LOE et al.
1976, GREENSTEIN et al. 1986), Geschmacksstorungen, Desgamationen und
Mundschleimhautldsionen (FLOTRA et al. 1971, RUSTHON 1977, SKOGLUND und
HOLST 1982) oder Wundheilungsstérungen nach sofortiger Applikation post operationem
(BASSETTI und KALLENBERGER 1980). Jedoch lassen sich diese Begleiterscheinungen
bei geringerer Konzentration reduzieren, ohne dass ein signifikanter Unterschied in der
klinischen Wirksamkeit hinsichtlich Infektionsprophylaxe, Plaque- und Gingivitishemmung

zu verzeichnen ware. Aus diesem Grund wird aktuell eine Konzentration von 0,1 %
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empfohlen (FLOTRA et al. 1972, CUMMING und LOE 1973, RIETHE und STOLL 1977,
KREMERS und LAMPERT 1979, SKOGLUND und HOLST 1982, JENKINS et al. 1994,
LANGE 1995). Die CHX-Spillésung kann in einer Konzentration von 0,1 % bis 0,2 %
tatsdchlich als ,.chemische Zahnbiirste eingesetzt werden, wenn eine mechanische
Zahnreinigung voribergehend nicht moglich ist, wie z. B. nach chirurgischen Eingriffen oder
bei einer hochakuten Gingivitis (BAY 1978, LANGE 1995, ADDY et al. 1986). Die
Anwendungsdauer von Chlorhexidin sollte aufgrund der bekannten Nebenwirkungen 14 Tage
nicht tberschreiten (SCHMIDT 1988, SPLIETH und KRAMER 2000).

Die antibakterielle Wirkung von CHX ist unumstritten und mit den oben genannten Studien
eindeutig belegt, die Toxizitat dieses Praparates fur die Zellen der Mundschleimhaut und des
Parodontalapparates ist bis jetzt sehr wenig untersucht. Die proliferationshemmende Wirkung
von CHX auf die humanen Gingivafibroblasten wurde sowohl in der Studie von
FLEMINGSON et al. (2008) als auch in der Untersuchung von MARIOTTI und RUMPF
(1999) beschrieben. Beide Arbeiten zeigten eine signifikante konzentrationsabhangige
Toxizitat von CHX auf die Zellen in vitro sowie eine Hemmung der Kollagen- und Non-
Kollagen-Protein-Synthese, was einen negativen Effekt auf die Wundheilung haben kann. In
letzter Zeit sind fluoridhaltige Préaparate, insbesondere eine Kombination von Aminfluorid
(Olaflur, AmF) und Zinnfluorid (SnF,), wie sie in der Mundspiillésung Meridol® enthalten ist,
als entzundungs- und plaguehemmende Substanz erkannt worden. Entsprechend den
Empfehlungen der DGZMK gehért die Anwendung von Fluoriden zu den drei Eckpfeilern der
zahnmedizinischen Pravention. Zur Beeinflussung von Plaque und Gingivitis durch Fluoride
wurden zahlreiche Studien durchgefiihrt (ALBERS und MAAS 1985, TRACHSLER 1988,
FLORES-DE-JACOBY 1991). Durch die Eigenschaft der Plaque, Fluoridionen zu
kumulieren, kann eine ausreichende Fluoridkonzentration in der Plaque angereichert werden
(GUGGENHEIM 1983, JENKINS und EDGAR 1977). In Kombinationspréparaten dient das
Aminfluorid als Komplexbildner fiir das Zinnfluorid. Nach dem Einbringen des AmF/SnF,-
Komplexes in die Mundhthle kommt es durch die tensiddhnliche Oberflachenaktivitat des
Praparates zu einer raschen Verteilung in der Mundhohle und der Anlagerung an orale
Strukturen (WALKER 1988). In dieser Kombination ergeben sich dann die ausgepragten
Affinitaten zur Oberflache der Plaquebakterien, zur Mundschleimhaut und zum Zahnschmelz
(SCHMID H 1983). Durch die beschriebenen Eigenschaften ist AmF/SnF, in der Lage, die
Adhasion von Mikroorganismen auf der Zahnoberflache zu behindern (GANGLER 2005,
STOSSER 2006). Die auBergewohnlichen antibakteriellen Eigenschaften der AmF/SnF,-

Kombination werden durch reduzierte Plaque- und Gingivitisindizes deutlich belegt
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(SCHULZ L und SCHULZ E 1989, STOSSER et al. 1992, NETUSCHIL et al. 2003, BRECX
et al. 2003, GUARNELLI 2004, TROMBELLI et al. 2003). Die quantitativen und qualitativen
Nebenwirkungen sind bei Aminfluorid/Zinnfluorid-L6sungen weniger von Bedeutung
(SCHREIL 1991), sodass sie als Adjuvans zur mechanischen Zahnreinigung eingesetzt
werden kénnen (BANOCZY und NEMES 1989, BRECX et al. 1992 und 1993).

Die Wirkung von Aminfluorid/Zinnfluorid-Mundspulldsungen hinsichtlich ihrer Toxizitéat auf
die Zellen der Mundschleimhaut und des Parodontalapparates ist in der Literatur nicht exakt
beschrieben, sodass die Meridol®-Mundspiillésung als eine zu testende Substanz in die
vorliegende Arbeit mit aufgenommen wurde.

Octenidol® als Chemotherapeutikum der dritten Generation besitzt die Eigenschaft der
Adhésionsminderung der oralen Mikroflora auf der Schmelzoberflaiche (LANG NP et al.
1998). Die oberflachenaktiven Substanzen werden bevorzugt als Netzmittel in Zahnpasten
eingesetzt und fiihren durch eine Reduktion der Oberflachenspannung zu einer Verringerung
der mikrobiellen Kohasion und somit zu einer Auflésung der Bakterienverbande (CIANCIO
1992). Das Wirkungsspektrum umfasst grampositive und gramnegative Bakterien, Pilze sowie
eine Reihe von Virusarten. Bei der Anwendung auf Wunden war keine Resorption
nachweisbar, sodass nach derzeitigem Stand des Wissens resorptiv-toxische Risiken
auszuschlief?en sind. Noch nicht vollstandig geklart ist die Frage einer im Vergleich zu den
lodophoren oder zu Polihexanid erhdhten Zytotoxizitat. Gute klinische Erfahrungen liegen
vor bei der Erstversorgung von Schirf-, Biss- und Schnittwunden sowie mit 1:1 verdiinnter
Losung bei Verbrennungswunden. Kontraindikationen sind Spilungen der Bauchhdhle und
der Harnblase sowie die Anwendung am Trommelfell.

Dieses Prédparat besitzt ein breites antimikrobielles Wirkspektrum und eine geringe
systemische Toxizitat, eine gute lokale Vertraglichkeit an Haut und Schleimhéduten. Das
Antiseptikum  Octenidin ist seit 1995 als Octenisept® in Deutschland fiir die
Schleimhautdesinfektion zugelassen. Es zeichnete sich bisher besonders in der Gynédkologie
und Urologie durch sehr gute Vertréglichkeit und Wirksamkeit aus (ENZELSBERGER et al.
1995). In-vitro-Versuche zeigten die abtotende Wirkung von Octenisept® auf grampositive
und gramnegative Bakterien innerhalb von 30 Sekunden (GORONCY-BERMES 1990).
Dabei hat der Wirkstoff Octenidinhydrochlorid keinen negativen Einfluss auf die
Wundheilung (HARKE 1997). KALTEIS et al. (2003) beschreiben dagegen in ihrer In-vivo-

Studie eine geringe Toxizitat von Octenidin.
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Seit 2008 ist im Handel eine neue Mundspiillésung auf der Basis von Octenidin (Octenidol®)
erhdltlich. Diese LoOsung wird zur Regeneration von entzindlichen Erkrankungen im
Mundraum, bei eingeschrankter Mundhygienefahigkeit, zur unterstiitzenden Behandlung von
MRSA-Patienten, bei Parodontitis und Gingivitis, in der (Kinder-)Onkologie, in der
Intensivpflege von beatmeten Patienten und begleitend zur Strahlentherapie angewendet.
Octenidol® ist hochwirksam gegeniiber den Leitkeimen der infektissen Erkrankungen aus
dem Formkreis der Parodontitis und Gingivitis (odontogene Infektionen). Das Praparat
erreicht bereits bei einer Einwirkzeit von 30 Sekunden Keimreduktion um 4,7 bis 8 Ig-Stufen.
Da die tatsachliche Keimzahl der gepruften gramnegativen und grampositiven anaeroben und
microaerophilen Erregerarten bei einer aggressiven oder chronischen Form der Parodontitis in
einem Bereich zwischen 10? und 10° liegt, im Fall von P. micros bei 10 ist eine sichere
Keimreduktion erreichbar (MUTTERS et al. 2007).

Die Wirkung von Octenidol® auf die Zellen der Mundschleimhaut und des
Parodontalapparates ist bis jetzt nicht untersucht worden, sodass die Frage nach der
Vorbeugung der Parodontitiden durch die Octenidin-Mundspulldsung bzw. eine eventuelle
Komplikation der Wundheilungsstorung im Sinne einer Nebenwirkung bei der Anwendung
dieses Praparates noch vollig offen ist. Angesichts des groBen Potenzials dieser
Mundspuillésung wurde in der vorliegenden Studie der Frage nach einer eventuell
zelltoxischen Wirkung von Octenidol® fiir die Zellen der Mundschleimhaut und des
Parodontalapparates nachgegangen.

5.1.4 Einwirkzeit

Im Idealfall ist anzunehmen, dass bei der fur die Anwendung fertigen unverdiinnten Ldsung
(100 %) und einer realistischen Einwirkzeit (z. B. 1, 5 und 15 Minuten) keine Zellsch&digung
auftritt. Bei deutlich langeren Einwirkzeiten ist fur die unverdinnte L6sung eine
Zellschadigung nicht erwilnscht. Das Auftreten einer Zellschddigung unter diesen
Bedingungen ist jedoch mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht von klinischer Bedeutung.
Langere Einwirkzeiten (z. B. 1 Stunde) der unverdinnten Mundspuillésung sind in vivo
unwahrscheinlich. Eine Zellsch&digung bei dieser Kombination ist daher mit hoher
Wahrscheinlichkeit klinisch nicht relevant.

Die Einwirkzeiten der oralen Antiseptika in der vorliegenden Studie wurden in Anlehnung an
die Studie von FLEMINGSON et al. (2008) mit einer, funf und 15 Minuten gewéhlt. Laut



-142 -

dieser Studie wurden die o0.g. Einwirkzeiten an die klinische Anwendung der
Mundspullésungen in vivo angepasst, sodass eine direkte Verbindung zwischen den
Ergebnissen der In-vitro-Studie und der Situation des Patienten geschaffen werden konnte. In
dieser Studie wude festgestellt, dass die toxische Zellwirkung der antiseptischen Wirkstoffe
umso deutlicher ausgeprégt war, je langer die Einwirkzeit gewahlt wurde.

Die Studie von MARIOTTI und RUMPF (1999) untersuchte die Auswirkung von
Chlorhexidin auf die Kollagen- und Nicht-Kollagen-Proteinproduktion der humanen Gingiva-
Fibroblasten in vitro. Die Einwirkzeiten wurden mit der Studie von FLEMINGSON et al.
(2008) identisch gewahlt. Die beiden Arbeiten beschreiben die 0. g. Kontaktzeit als optimal
fur die Untersuchung der Zelltoxizitdt und der proliferationshemmenden Wirkung der
antiseptischen Mundspullésungen auf die Zellen der Mundschleimhaut und des
Parodontalapparates. Aus diesem Grund wurden die Einwirkzeiten der oralen Antiseptika in

der vorliegenden Studie mit einer, finf und 15 Minuten gewahlt.

5.2 Ergebnisse
5.2.1 Bestimmung der Toxizitat von oralen Antiseptika mittels MTT-Test

In dieser Studie wurden die primdren humanen Zellen in insgesamt 24 Versuchen mit den
funf handelstblichen Mundspiillésungen (CHX 0,2 %®, Meridol®, Listerine®, Betaisodona®
und Octenidol®) in einer Zellkultur behandelt. Die metabolische Aktivitat von primaren
humanen Gingivafibroblasten (HGFIB) und nasalen Epithelzellen (HNEPC) wurde mit dem
MTT-Test bestimmt. Aus den Ergebnissen dieses Tests wurde deren Viabilitat abgeleitet. Die
Viabilitdt von HGFIB als auch HNEPC war nach der Behandlung der Zellen mit den
handelstblichen Mundspullésungen im Vergleich zu Kontrolle signifikant reduziert.
Aullerdem sanken in den meisten Féllen die Messwerte mit zunehmender Einwirkzeit. Ein
signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Ldsungen in ihrer negativen Wirkung auf
die HGFIB bzw. HNEPC konnte beim MTT-Test nicht festgestellt werden.

5.2.1.1 Chlorhexidin

Die Studie von FLEMINGSON et al. (2008) kam zu ganz ahnlichen Ergebnissen bei der
Behandlung humaner Gingivafibroblasten mit Chlorhexidin. Bei den Versuchen mit der
unverdunnten CHX-L6sung konnte eine signifikante Reduktion der Proliferationsfahigkeit der
Zellen von 98,5 % bis 99,8 % im Vergleich zur Kontrolle nachgewiesen werden. Dabei

wiesen die Ergebnisse eine deutliche Abhangigkeit von der Einwirkzeit der oralen Antiseptika
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auf die HGFIB auf. So wurden die Werte nach einer Minute CHX-Kontaktzeit mit 0,006 OD,
nach funf Minuten mit 0,005 OD und nach 15 Minuten mit 0,0006 OD gemessen (Kontrolle:
0,415 OD). Im Unterschied zur vorliegenden Arbeit (1 Minute: 0,0190 + 0,0021 OD, 5
Minuten: 0,0184 + 0,0020 OD, 15 Minuten: 0,0154 + 0,0016 OD, Kontrolle: 0,365 OD)
beschreibt FLEMINGSON et al. (2008) eine deutlich hohere Zelltoxizitat der unverdinnten
CHX-LoOsung. Da die o0.g Arbeit den MTT-Test als einzige Nachweismethode fur die
Zelltoxizitdt von Mundspullésungen verwendet, ist es schwierig, die Objektivitat dieser
Ergebnisse bzw. der Ausmal der Schadigung der Gingivafibroblasten nachvollziehen. In der
vorliegenden Studie wurden die gewonnen Werte mithilfe eines zweiten Testverfahrens, der
optischen Zellzahl-, Viabilitat- und Zelldurchmesserbestimmung, in ihrer Aussage verglichen
und bekraftigt.

MARIOTTI und RUMPF (1999) untersuchten die Wirkung von CHX auf die HGFIB, indem
sie die Produktion von Kollagen- und Nicht-Kollagen-Proteinen der Fibroblasten gemessen
haben. Die Ergebnisse zeigten, dass einerseits eine signifikante Reduktion der Proteinsynthese
nach der Behandlung der Zellen mit 0,12 % Chlorhexidin festgestellt werden konnte,
andererseits aber die Proliferationskapazitét der Fibroblasten nicht beeintrachtigt wurde.

Die klinische Relevanz dieser Ergebnisse ist unumstritten hoch. Die antiseptische Therapie als
eine Praventionsmalnahme in der Zahnmedizin kann einerseits Plagueneubildung, Gingivitis
und bakterielle Besiedelung erfolgreich verhindern bzw. reduzieren (MULLER und
KRAMER 2007) und andererseits die Wundheilung beeintrachtigen. Diese Erfahrung haben
BASSETTI und KALLENBERGER (1980) gemacht, indem sie die Mundschleimhautwunden
und die Wunden des angrenzenden Knochens nach der Behandlung mit 0,5 %, 0,2 % und
0,1 % CHX untersuchte. Die Wundheilung war entweder ausgeblieben oder deutlich gestort.
Der Anteil des Granulationsgewebes in der Wunde war im Vergleich zur Kontrolle signifikant
erhdht, wobei die Kollagensynthese deutlich beeintrachtigt war. Des Weiteren haben
SHAHAN et al. (1993) gezeigt, dass die initiale Wundheilung nach der Behandlung der
Léasion mit 0,12 % CHX 48 Stunden spater im Vergleich zu Kontrolle einsetzte. Zu &hnlichen
Ergebnissen kamen auch WELK et al. (2007), indem sie unter anderem Chlorhexidin auf
seine Toxizitat fur die Epithelzellen des Peritoneums Uberpriften. Alle untersuchten
Losungen wirkten sich negativ auf die Epithelzellen aus. Vor allem war dieser Effekt fir die
unverdinnten Losungen, die im Handel frei verk&uflich sind und gebrauchsfertig angeboten
werden, zu beobachten.

Eine aktuelle Studie von RAJABALIAN et al. (2009) beschreibt eine dhnliche zytotoxische
Wirkung von CHX auf Gingivafibroblasten, Epithelzellen, Makrophagen und Osteoblasten.
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Die besondere Toxizitdt von CHX auf die Epithelzellen spielt eine wichtige Rolle in der
Heilung der Mundschleimhautwunden nach parodontologischen Eingriffen dar. Im Gegensatz
dazu konnten KOZLOVSKY et al. (2007) eine bessere Epithelisation der
Mundschleimhautwunden nach der Behandlung mit CHX in ihrer Studie an Ratten zeigen.
Die durchschnittliche Wundfl&dche und der Abstand zwischen den Epithelrdndern waren nach
der antibiotischen Therapie in Abhéngigkeit von der Zeit im Vergleich zur Kontrolle
signifikant kleiner, sodass die eingesetzte Mundspullésung keinen negativen Effekt auf die
Wundheilung hatte.

GIANNELLI et al. (2008) legen nahe, dass CHX in vitro hochzytotoxisch ist, und raten zu
einer vorsichtigen Anwendung dieses Antiseptikums bei chirurgischen Angriffen in der
Mundhdéhle. Die Anwendung von im Handel erhéltlichen Konzentrationen von CHX (0,12 %
und 0,2 %) fur die Wunddesinfektion kann zu schweren toxischen Effekten auf die
Gingivafibroblasten fuhren und sich negativ auf die Wundheilung auswirken.

Die Studie von SANCHEZ et al. (1998) uber die Wundheilung der Hautwunden bei Hunden
beschreibt einen positiven Effekt von CHX in den Konzentrationen, die fir die Fibroblasten
in vitro todlich sind. In anderen Untersuchungen zur Wundheilung der Mundschleimhaut
wurde die Schlussfolgerung gezogen, dass CHX die Wundheilung nicht stére (HIRST et al.
1973, HAMP et al. 1975). In vivo wurde ein Effekt beschrieben, wonach die ortstandigen
Zellen vor der toxischen Wirkung von CHX geschutzt wurden (HIDALGO und
DOMINGUEZ 2001, BABICH et al. 1995). Die Bindung von CHX an die Bakterien kann die
zur Verfligung stehende Konzentration von CHX in der Mundhdhle verringern, sodass der
zelltoxische Effekt in vivo auf die Zellen der Mundschleimhaut nicht so stark ausgeprégt sein
kann, wie es die In-vitro-Studien nahelegen. So scheint CHX eine niedrigere Toxizitét in vivo

zu haben, als sie in vitro nachgewiesen wurde.

5.2.1.2 Meridol®

Die Wirkung von Meridol® auf die Zellen der Mundschleimhaut und des Parodontalapparates
ist mit der von CHX vergleichbar. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen zwar eine
geringere Zytotoxizitat von Meridol® im Vergleich zu CHX, die Werte weisen aber keine
Signifikanz auf. Zu einer &hnlichen Schlussfolgerung kamen auch WELK et al. (2007), indem
sie die Wirkung von CHX, Meridol®, Colgate® und Listerine® auf die Peritoneumzellen
neonataler Ratten untersuchten. In dieser Studie war die Zytotoxizitat von Meridol® auf die

Epithelzellen am wenigsten stark ausgepragt. Zwar liegen keine vergleichbaren MTT-
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Ergebnisse vor, die optische Auswertung der Proben im Rahmen der vorliegenden Arbeit
weist jedoch auf eine ahnliche Wirkung von Meridol®.

Eine weitere Studie beschreibt eine positive Auswirkung der oralen Antiseptika auf die
Wundheilung von Ratten (KOZLOVSKY et al. 2007). Zwar wurde die Wirkung von
Meridol® auf die Mundschleimhaut- und Bindegeweberegeneration als nicht schédlich
beschrieben, allerdings wiesen die Versuche mit CHX und Listerine® vergleichsweise bessere

Ergebnisse auf.

5.2.1.3 Listerine®

Listerine® ist neben CHX die meistuntersuchte Mundspiillésung in der Zahnmedizin. In der
vorliegenden Studie wies Listerine® im Vergleich mit den fiinf handelsiiblichen
Mundspulldsungen die starkste Zytotoxizitat sowohl auf humane Gingivafibroblasten als auch
auf die Epithelzellen der Nasenschleimhaut auf. Die Studie von FLEMINGSON et al. (2008)
unterstitzt diese Aussage, weist aber eine starkere Zytotoxizitat auf die Gingivafibroblasten
als die vorliegende Arbeit nach. So wurden nach einer Minute Listerine®-Behandlung Werte
von 0,011 OD gemessen, was einer Reduktion im Vergleich zur Kontrolle von 97 %
entspricht. Die 5-Minuten-Werte unterschieden sich nicht wesentlich von denen nach einer
Minute (0,010 OD bzw. 97,6 %). Nach 15 Minuten Einwirkzeit war der zytotoxische Effekt
von Listerine® noch starker ausgepragt (0,002 OD und 99,5 %).

WELK et al. (2007) beschreiben dagegen eine niedrigere Toxizitat im Vergleich zu CHX und
Colgate®. Bei der Konzentration von 1 % wiesen die Ergebnisse sogar eine Signifikanz auf. In
der Arbeit von KOZLOVSKY et al. (2007) wird die Wirkung von Listerine® als nicht
schadlich fir die Regeneration von Mundschleimhautepithel und Bindegewebe beschrieben.
Die unterstiitzende antiseptische Therapie bei der Wundheilung mittels Listerine® ist mit der
CHX-Therapie vergleichbar und ist sogar effektiver als Meridol®. Die starke Zytotoxizitat
von Listerine® im Vergleich zu den anderen oralen Antiseptika der vorliegenden Studie
konnte auf eine toxische bzw. konservierende Wirkung des Alkohols als Bestandteils der
Listerine®-Mundspiillésung zuriickgefiihrt werden. Das Vorhandensein von Alkohol in den
anderen Mundspiillésungen (CHX 0,2%® und Betaisodona® dieser Studie kann die

Hypothese der stérkeren Zytotoxizitat von alkoholhaltigen Antiseptika nicht bekréftigen.
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5.2.1.4 Betaisodona®

PVP-Jod ist ein seit Langem eingesetztes Antiseptikum sowie eine Mundhohlen- und
Operationsgebietsdesinfektion. In der vorliegenden Studie wurde festgestellt, dass
Betaisodona® in der handelsiblichen Konzentration zytotoxisch auf die humanen
Gingivafibroblasten wirkt. Diese Ergebnisse stimmen mit der Studie von SANCHEZ et al.
(1998) uberein, die beschreibt, dass Betaisodona® in Konzentrationen von 5 % bis 0,5 %
todlich fir die embryonalen Fibroblasten von Kaninchen in vitro ist. Die Arbeiten von
LINEAWEAVER et al. (1985) und BARNHARDT et al. (2005) bekréftigen den
zytotoxischen ~ Effekt wvon Betaisodona® auf die humanen Gingivafibroblasten.
FLEMINGSON et al. (2008) beschreibt eine 97,3-prozentige Reduktion der vitalen
Fibroblasten nach einminutigem Kontakt mit PVP-Jod im Vergleich zur Kontrolle. Die
zytotoxische Wirkung war dabei von der Einwirkzeit der Mundspullésung abhangig und wies
bereits nach 15 Minuten eine 99-prozentige Schédigung der HGFIB im Vergleich zur
Kontrolle auf. Die MTT-Werte beschreiben dabei eine deutlich starkere Zytotoxizitat von
Betaisodona® im Vergleich zu den Ergebnissen der vorliegenden Studie.

Die Zelltoxizitat von Betaisodona® fiir humane Hautzellen wurde in der Studie von HIRSCH
et al. (2009) dargestellt. Die Vitalitdt und das Proliferationspotenzial von HaCaT-Zellen,
primdren humanen Keratinozyten und Fibroblasten wurden als Folge der antiseptischen
Therapie deutlich reduziert. Angesichts des zytotoxischen Effekts der antiseptischen
Losungen auf die oben genannten Zellen ist es notwendig, die antibakterielle Therapie im

Rahmen der zahnarztlichen Angriffe auf das Notigste einzuschrénken.

5.2.1.5 Octenidol®

Der Wirkstoff Octenidindihydrochlorid bindet wie auch CHX bevorzugt an saure
Phospholipide der Plasmamembran von Mikroorganismen und der Zellmembran von
humanen und S&ugerzellen (GILBERT und MOORE 2005). Die Bindung ist mit einer
toxischen Reaktion verbunden. Eine offene Frage ist jedoch, inwieweit der zellgebundene
Wirkstoff gegeniiber Mikroorganismen biologisch aktiv bleibt und schédigend auf die Zellen
der Mundschleimhaut und der Bindegewebe wirkt.

Die Studie von MULLER und KRAMER (2007) weist nach, dass Octenidin von den Zellen
gebunden wird und somit eine Art Wirkstoffdepot tber mehrere Stunden liefert. Dabei ist die

mikrobiozide Wirksamkeit von zellgebundenem Octenidin dem der von CHX weit (iberlegen
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(EMILSON et al. 1981, ROBRISH et al. 1981, SLEE und O’CONNOR 1983, KRAMER et
al. 1998).

HIRSCH et al. (2009) verwendeten Betaisodona® und Octenidin fir die antiseptische
Therapie von chronischen und schlecht heilenden Wunden. Beide Antiseptika induzierten eine
starke Reduktion der Zellvitalitat (bis zu 0 %) von HaCaT-Zellen, primaren humanen
Keratinozyten und Fibroblasten bei einer 7,5-prozentigen Konzentration von Betaisodona®
und einer 12,5-prozentigen Konzentration von Octenidin. Des Weiteren war die
Proliferationsfahigkeit der Hautzellen bei der Anwendung von 7,5-prozentigen antiseptischen
Losungen um 0 % reduziert.

In der vorliegenden Studie zeigen die Ergebnisse des MTT-Tests eine deutlich niedrigere
Zytotoxizitat von Octenidin auf die Zellen der Mundschleimhaut und des Parodontalapparates
im Vergleich zu den Ubrigen Mundspullésungen. Die MTT-Messungen sind mit der Studie
von HIRSCH et al. (2009) vergleichbar und sind &hnlich hoch. Neben seiner zytotoxischen
Wirkung verengt Octenidin die Arteriolen und beeinflusst somit negativ die Durchblutung der
Wundregion bzw. wirkt sich nachhaltig auf die Wundheilung aus. Dieser Effekt ist zwar nicht
so stark ausgepragt wie bei den alkoholhaltigen Antiseptika, er beeinflusst jedoch die
Mikrozirkulation der Gewebe negativ (LANGER et al. 2004).

5.2.2 Bestimmung der Toxizitit von oralen Antiseptika mittels Cellometer™ Auto T4

Als eine zweite Nachweismethode wurde bei jedem Versuch parallel zum MTT-Test eine
optische  Zellzahl- und Viabilitatsbestimmung durchgefiihrt sowie der mittlerer
Zelldurchmesser gemessen. Die Zellzahl, Viabilitat und der Zelldurchmesser von HGFIB als
auch HNEPC waren nach der Behandlung der Zellen mit den getesteten handelsublichen
Mundspulldsungen im Vergleich zur Kontrolle signifikant reduziert. AuBerdem sanken in den
meisten Féllen die Messwerte mit zunehmender Einwirkzeit. Ein signifikanter Unterschied
zwischen CHX 0,2 %®, Meridol® und Listerine® bzw. zwischen Betaisodona® und Octenidol®
in ihrer negativen Wirkung auf HGFIB bzw. HNEPC konnte bei der Auswertung mittels
Cellometer™ Auto T4 nicht festgestellt werden. Die Ergebnisse der CHX 0,2 %®-, Meridol®-
und Listerine®-Versuche wiesen in den meisten Fallen im Vergleich zu den Werten der
Betaisodona®- und Octenidol®-Versuche eine Signifikanz auf. Betaisodona® und Octenidol®
zeigten folglich geringere Zytotoxizitat zu den HGFIB und HNEPC im Vergleich zu CHX 0,2

%®, Meridol® und Listerine® auf.
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5.2.2.1 Chlorhexidin

Die Bestimmung der Zellviabilitat mittels MTT-Test ist ein standardisiertes Verfahren, das in
vielen Studien zum Einsatz kommt (FABREGUETTE et al. 1994, TATNALL et al. 1990,
DAMOUR et al. 1992). Dieses Testverfahren allein genugt aber nicht, um eine exakte
Aussage Uber die Zellviabilitat zu treffen. Aus diesem Grund bekréftigten einige Studien die
Ergebnisse des MTT-Tests mithilfe eines weiteren Verfahrens (HUTH et al. 2006). In der
vorliegenden Arbeit wurde die Bestimmung der Zellviabilitat einerseits indirekt Uber die
metabolische Aktivitdt der Zellen mittels MTT-Test andererseits mithilfe der optischen
Zellcharakterisierung (Cellometer™ Auto T4) durchgefiihrt. Dieses Verfahren erlaubte
gleichzeitig die Ermittlung der Zellzahl und des mittleren Zelldurchmessers. Die deutlich
schwécher ausgeprégte Reduktion der Zellzahl und der Viabilitat der CHX-Versuche beider
Zellarten im Vergleich zur Kontrolle bestatigt die Ergebnisse des MTT-Tests nur teilweise.
Zwar wies die zytotoxische Wirkung von CHX 0,2 %® auf die HGFIB und HNEPC eine
Abhéngigkeit von der Einwirkzeit auf, d. h., je langer die Zellen dem Antiseptikum ausgesetzt
waren, desto starker war seine Toxizitét; jedoch wiesen die Werte eine deutlich geringere
Toxizitdt im Vergleich zu den Ergebnissen des MTT-Tests dieser Studie und der
Untersuchung von FLEMINGSON et al. (2008) auf. Und das trotz des Verlustes bzw. der
Schadigung der Zellen bei der Uberfiihrung in eine Suspension und bei der Anfarbung mit der
Trypan-Blau-Losung. Die Reduktion lag hdchstens im Bereich von 30 % bis 50 % und nicht
wie bei MTT-Test bei 90 % bis 99 %.

Die geringe Verminderung des mittleren Zelldurchmessers in Abhéangigkeit von der
Einwirkzeit ist eine unspezifische GroRe fir die Bestimmung der Zelltoxizitdt. Demzufolge
spielte sie eine geringe Rolle bei der Auswertung der Ergebnisse. Trotz alledem war auch bei
diesen Werten eine Zytotoxizitat von CHX 0,2 %® festzustellen. Die Studie von HUTH et al.
(2006) beschreibt dagegen einerseits die hohe Zytotoxizitdt von CHX auf die Epithelzellen
der Mundschleimhaut in vitro, was die Ergebnisse der vorliegenden Studie unterstitzt,
andererseits weist sie auf eine nicht toxische Wirkung auf die humanen Gingivafibroblasten
hin, was unseren Ergebnissen widerspricht. Die Tatsache, dass beim MTT-Test eine
wesentlich héhere Toxizitat festgestellt wurde als bei den anderen Verfahren, konnte damit
erklart werden, dass der MTT-Test im Gegensatz zu den optischen Verdnderungen in der
Zelle letztlich nur die Glykolyserate bestimmt, die bei stagnierenden und
proliferationsgehemmten Zellen reduziert ist, aber noch nicht zu strukturellen Veranderungen

der Zellmorphologie fuhrt. An dieser Stelle sind weitere Untersuchungen fiir die Bestimmung
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z.B. der Apoptoserate anhand der Caspase-3- bzw. -7-Aktivitit oder der
Proteinproduktionshemmung mithilfe der ELISA-Technik erforderlich.

5.2.2.2 Meridol®

Die Auswirkung von Meridol® auf die Zellen der Mundschleimhaut und des
Parodontalapparates ist mit den Ergebnissen der CHX-Versuche vergleichbar. Zwar war die
Reduktion der Zellzahl, der Viabilitdt und des Zelldurchmessers Uber die Zeit weniger
ausgepragt als bei den CHX-Versuchen, jedoch wurde eine &hnliche Auspragung der
Meridol®-Zytotoxizitat auf die HGFIB und HNEPC ermittelt. Die Korrelation der Ergebnisse
des MTT-Tests und der optischen Zellcharakterisierung mittels Cellometer™ Auto T4 war
mit der CHX-Versuchsreihe gleich stark ausgeprégt. Eine leicht hohere Zytotoxizitat von
CHX 0,2 %® konnte mit dem Vorhandensein des Alkohols in der Mundspiilldsung erklart
werden, da Alkohol allein schon eine toxische Wirkung auf die Zellen besitzt (POGGI et al.
2003).

5.2.2.3 Listerine®

Die Studie von WELK et al. (2007) untersuchte die Zytotoxizitat von Listerine® auf die
Peritonealschleimhaut in vitro. Der toxische Effekt dieser alkoholhaltigen Mundspullésung
war sowohl konzentrations- als auch zeitabhangig. Die in der vorliegenden Studie
gewonnenen Daten unterstiitzen die Ergebnisse von WELK et al. (2007). Im Vergleich zu den
anderen Mundspiillésungen (CHX, Meridol® und Triclosan) wies die unverdiinnte Listerine®-
Losung die gleiche Zytotoxizitat auf wie CHX und Triclosan. In den geringeren
Konzentrationen war Listerine® sogar fiir die Zellen am wenigsten toxisch. Diese Ergebnisse
widersprechen jedoch den gewonnen Werten in unserer Arbeit. Die vorliegende Studie weist
auf eine starke Zytotoxizitst von Listerine® im Vergleich zu den anderen getesteten
Mundspallésungen hin.

Das Vorhandensein von Alkohol in der Listerine®-Lésung konnte eine Erklarung fiir deren
toxischen Effekt sein. Seit Jahrhunderten wurden Mundspullésungen fur die Mundgesundheit
bzw. kosmetische Zwecke genutzt. Heute gibt es in den meisten L&ndern eine Vielzahl von
Mundspillosungen fiir die breite Offentlichkeit in Form von nicht verschreibungspflichtigen
Produkten. Alkohol wird in Mundspullésungen als Losungs- oder als Konservierungsmittel
verwendet. Seit Jahren wurden die Mundspillésungen mit unterschiedlichsten

Bestandteilengenutzt, jedoch wurde die Frage nach ihrem Alkoholgehalt, der eine Bedrohung
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fiir die Gesundheit darstellen kdnnte, erst in jungster Zeit gestellt. Die hohe Alkoholmenge in
einigen Mundspullésungen kann im Kontakt mit der Mundschleimhaut eine schéadliche
Wirkung sowohl (ber einen lokalen Mechanismus als auch {ber eine systemische
Alkoholbelastung aufweisen. Die Erhéhung der Zeitdauer des Kontaktes der Schleimhaut mit
Alkohol kann sowohl bei Menschen als auch bei Versuchstieren zu hyperkeratotischen
Léasionen fuhren. Im Moment ist es nicht moglich, einen kausalen Zusammenhang zwischen
der Verwendung von alkoholhaltigen Mundspilungen und der Entwicklung oraler
Krebserkrankungen zu beweisen. Eine gewisse zytotoxische Wirkung auf die Zellen der
Mundschleimhaut und des Parodontalapparates wurde in einigen Studien schon belegt
(CARRETERO PALAEZ et al. 2004, SHARMA et al. 2004). Listerine® besaR in der
vorliegenden Arbeit im Vergleich mit den anderen Mundspillésungen einen ausgepragten
zytotoxischen Effekt sowohl auf die HGFIB als auch auf die HNEPC. Da in dieser Studie
aber mehrere alkoholhaltige Losungen getestet wurden, konnte keine starkere Zytotoxizitét
der alkoholhaltigen Losungen im Vergleich mit den alkoholfreien Mundspilungen
nachgewiesen werden. Die Studie von MOHARAMZADEH et al. 2009 zeigte anhand des
darin entwickelten 3D-tissue-engineered human oral mucosal model keine signifikante
Zellschadigung der Gingivafibroblasten und Keratinozyten nach der Behandlung mit
alkoholhaltigen Mundspullésungen. Die unterschiedlichen Testverfahren (Proliferationsassay,
tissue-viability assay, Transmissionelektronmokroskopie, IL1R-immunosorbent assay), die in

dieser Arbeit zum Einsatz kamen, belegen die Ergebnisse auf verschiedenen Ebenen.

5.2.2.4 Betaisodona®

Eine Infektion ist, trotz der Verwendung von Antibiotika und moderner steriler Technik, eine
der haufigsten Komplikationen der Wundheilung. Sie ist verantwortlich fir eine erhebliche
Morbiditat des Patienten, belastende Krankheitszustande und langere
Krankenhausaufenthalte. Das alles muss vermieden werden, um eine ordnungsgemaRe
Heilung sicherzustellen. Zu diesem Zweck werden seit mehreren Jahren topische Antiseptika
angewendet. Unter den &ltesten und effektivsten ist Povidon-Jod (Betaisodona®) zu nennen,
das aus einem wasserldslichen Komplex von elementarem Jod und einem synthetischen
Polymer besteht und Gber ein breites antimikrobielles Spektrum verfugt. Unter einer Therapie
mit Betaisodona® entwickeln sich keine Resistenzen. Da es in einigen Berichten aufgefiihrt
wurde, dass die PVP-Jod-Therapie die Wundheilung beeintrachtigen konnte, sollte die
Anwendung von PVP-Jod in mehreren Studien kritisch Uberprift werden, wobei der
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Schwerpunkt auf In-vivo-Modelle gelegt wurde. PVP-Jod-Ldsungen hatten praktisch keine
nachteiligen Auswirkungen auf die Wundheilung. Die Anwendung der 10-prozentigen PVP-
Jod-Losung bei Ratten, Meerschweinchen, Kaninchen oder Schweinen fuhrte werder zu einer
Verringerung der Zugfestigkeit der Wunde noch zu einer verzégerten Reepithelisierung. In
drei Studien am Menschen bestand, was die Heilung anging, kein signifikanter Unterschied
zwischen der 1-, 5- und 10-prozentigen PVP-Jod-Losung, mit Ausnahme einer leichten
Verzogerung wahrend der ersten 24 Stunden nach der Anwendung der 5-prozentigen PVP-
Jod-Losung in einer Studie. Die PVP-Jod-Salbe (10 %) verzbgerte die Wundheilung bei
Ratten wéhrend des vierten bis zehnten Tages nach der Behandlung. Aber in den néchsten
zwei Wochen war die Heilung beschleunigt; von Tag 24 an verlief die Heilung gegentiber den
Kontrollen gleich schnell. Keine Verzdgerungen wurden bei Schweinen und Kaninchen
gemessen. In menschlichen Wunden kam es bei der Heilung zu keiner Verzogerung. Auf der
Grundlage dieser Untersuchungen kann der Schluss gezogen werden, dass Povidon-Jod-
Préparate keine nachteiligen Auswirkungen auf die Wundheilung haben (GOLDENHEIM
1993).

Einige In-vitro-Studien aus den vergangenen Jahren haben die Wirkung von Betaisodona® auf
die Zellen Uberprift. VAN DEN BROEK et al. (1982) beschreiben Povidon-Jod in einer
Konzentration von mehr als 0,05 % als zytotoxisch fir Granulozyten und Monozyten.
TATNALL et al. (1987) weisen einen toxischen Effekt von Betaisodona® auf Keratinozyten
in Konzentration groRer als 0,004 % nach. LINEAWEAVER et al. (1985) beschreiben eine
Konzentration von 0,05 % als nicht schadlich fir Fibroblasten. Hohere Konzentrationen,
einschlieBlich der 10-prozentigen Konzentration, die Ublicherweise in der Klinik Anwendung
findet, sind definitiv zytotoxisch flr Bindegewebszellen. Diese Studien belegen, dass die
Konzentrationen von Povidon-Jod in vitro, die fir die Bestimmung der Zytotoxizitat
angenommen wurden, viel niedriger sind als bei der tatsdchlichen Anwendung im klinischen
Alltag in vivo. Folglich wirkt Betaisodona® auf die meisten Zellen, die an der Wundheilung

beteiligt sind, zytotoxisch.

Die vorliegende Arbeit unterstiitzt diese Aussage. Der zytotoxische Effekt von Betaisodona®
auf HGFIB und HNEPC wies eine signifikante Reduktion der Zellzahl, der Viabilitat und des
mittleren Zelldurchmessers im Vergleich zur Kontrolle auf. Eine Abhdangigkeit der

Zytotoxizitat von der Einwirkzeit war deutlich vorhanden und stieg mit der Kontaktdauer.
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In der In-vivo-Studie von LINEAWEAVER et al. (1985) wurden die chirurgisch induzierten
Wunden bei Ratten mit verschiedenen Ldsungen jeweils dreimal taglich behandelt. Vier Tage
postoperativ wurden die Wunden auf ihre Zugfestigkeit gepriift. Die Wunden, die mit
Betaisodona® behandelt wurden, wiesen letztlich nur eine 21-prozentige Zugfestigkeit im
Vergleich zu den Wunden auf, die nur mit einer Kochsalzldsung behandelt wurden. Es gab
keine Unterschiede am Tag 8, 12 und 16. Die Epithelisierung setzte nach Povidon-Jod-

Therapie verzogert ein.

Trotz der Zytotoxizitat von Povidon-Jod in In-vitro-Studien deuten die Ergebnisse der In-
vivo-Studien darauf hin, dass Povidon-Jod in einer Konzentration von 1 % oder weniger keine
Wundheilungsverzégerung bzw. -stérung verursacht. In hoheren Konzentrationen kann
vorubergehend der Blutfluss im Wundbett verringert werden (BRENNAN und LEAPER
1985), aber Konzentrationen von 1 % oder weniger scheinen diesen Effekt nicht zu haben
(BRANEMARK et al. 1966, BRANEMARK und EKHOLM 1967, BRENNAN und LEAPER
1985). Alle oben aufgefuhrten Studien wurden an gesunden menschlichen oder tierischen
Probanden mit akuten chirurgisch induzierten Wunden durchgefiihrt, sodass die zytotoxischen
Effekte beim entzlindlichen, infizierten bzw. parodontal vorgeschadigten Gewebe anders
ausgepragt waren und nur bedingt mit der Wirkung von Betaisodona® im gesundem Gewebe
vergleichbar sind. In mehreren Studien wurde diskutiert, ob die Behandlung der Wunden mit
Povidon-Jod im Vergleich zur Behandlung mit Kochsalzlésung zu einer Beeintréchtigung der
Heilung fiihren konnte. Wenn Povidon-Jod die Wundheilung durch eine Verringerung der
Infektionsraten begiinstigen sollte, konnte man erwarten, dass die mit Betaisodona®
behandelten Wunden eine viel héhere Heilungsrate aufweisen als nach Kochsalzspilungen. In
einigen Studien wurden keine wesentlichen Unterschiede zwischen den beiden
Therapieansatzen gesehen (LINEAWEAVER et al. 1985, HUGHES-PAPSIDERO und
LAVINE 1984, GRUBER et al. 1975). Dieser Befund zeigt, dass die antibakterielle Wirkung
von Povidon-Jod entweder die Wundheilung nicht unterstutzt oder dass dieser Effekt durch
eine andere Wirkung, wie etwa die Zytotoxizitat, ausgeglichen wird. Die zytotoxische
Wirkung von Povidon-Jod wurde in der vorliegenden Arbeit deutlich belegt. Der detaillierte
Mechanismus der Zellschadigung bendtigt weitere Untersuchungen auf verschiedenen

Ebenen.
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5.2.2.5 Octenidol®

Die Anwendung von Octenisept® in Gynakologie und Urologie zur Haut- und
Schleimhautdesinfektion ist seit Langem gang und gabe. In den letzten Jahren wurde
Octenisept® (Wirkstoff: Octenidin) auch fiir die intraorale Wunddesinfektion bzw. als
prophylaktische Mundspiillésung (Octenidol®) eingesetzt. Der Einfluss der Octenidol®-
Therapie auf die Zellen der Mundschleimhaut und des Parodontalapparates wurde bis jetzt
allerdings noch nicht untersucht. Die Zytotoxizitat von Octenisept® bei der Anwendung als
Hautantiseptikum scheint aber eine negative Rolle bei der Wundheilung zu spielen. HIRSCH
et al. (2009) behandelten die priméren Keratinozyten, Fibroblasten und HaCaT-Zellen mit
funf verschiedenen Hautantiseptika (Prontosan®, Lavasept®, Braunol®, Octenisept® und
Betaisodona®). Bei allen Lésungen wurde ein deutlicher zytotoxischer Effekt im Vergleich
zur Kontrolle festgestellt. In Konzentrationen von 4 %, 7,5 % und 12, 5% sank die Viabilitat
der priméaren Keratinozyten nach der Octenisept®-Behandlung auf 0 %. Der gleiche Effekt
wurde in der Wirkung auf die Fibroblasten in Konzentrationen von 7,5 % und 12,5 %
beobachtet. Die Anwendung zweier Testverfahren in dieser Studie (MTT-Test und BrdU-
ELISA) bekréftigt die Aussagekraft der vorliegenden Ergebnisse. Eine weitere Studie
beschreibt eine deutliche Reduktion der Hautdurchblutung nach einer Octenisept®-Therapie
im Maus-Modell (LANGER et al. 2004). Die geringe Durchblutung der Wundgebiete als
Folge der antiseptischen Behandlung hat einen negativen Effekt auf die Wundheilung bzw.
fuhrt zu einer Verzogerung der Geweberegeneration in vivo. Die vorliegende Studie
beschreibt die  Wirkung der  Octenidol®Mundspillésung auf die  humanen
Gingivafibroblasten und die nasalen Epithelzellen als toxisch. Die Zytotoxizitdt war mit
steigender Kontaktdauer starker ausgepréagt. Diese Ergebnisse stimmen mit den Ergebnissen
der 0 .g. Arbeiten Gberein.

Der niitzliche antibakterielle Effekt von Octenidol® bzw. Octenisept® in der Wundversorgung
muss in Relation zur Zytotoxizitat dieser Losungen auf die Zellen der Haut und
Mundschleimhaut betrachtet werden. Aus diesem Grund soll vor jeder antiseptischen
Behandlung das Risiko-Nutzen-Profil der jeweiligen Therapie abgewogen werden.

5.2.3 Vergleich der einzelnen Mundspullésungen untereinander

Neben den allgemeinen zytotoxischen Effekten oraler Antiseptika auf die Zellen der
Mundschleimhaut und des Parodontalapparates konnten in der vorliegenden Arbeit

Unterschiede der Zytotoxizitat zwischen den einzelnen Mundspilldsungen festgestellt
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werden. Die Abweichungen der einzelnen Antiseptika in den Ergebnissen des MTT-Tests
waren so gering ausgepragt, sodass die Zytotoxizitdt von CHX 0,2 %®, Meridol®, Listerine®,
Betaisodona® und Octenidol® als ahnlich stark eingestuft werden darf. Die leicht geringere
Toxizitat von Betaisodona® und Octenidol® im Vergleich zu den anderen Mundspillésungen
wies keine Signifikanz auf. Bei der optischen Zellcharakterisierung mittels Cellometer™
Auto T4 war diese Tendenz noch starker ausgepréagt, sodass die beiden Antiseptika eine
deutlich geringere Zytotoxizitat sowohl bei den HGFIB- als auch bei den HNEPC-Versuchen
im Vergleich zu CHX 0,2 %®, Meridol® und Listerine® aufwiesen. Octenidol® hatte im
Vergleich zu Betaisodona® eine leicht geringere zytotoxische Wirkung auf HGFIB und
HNEPC.

Die Studie von FLEMINGSON et al. (2008) kommt beim Vergleich der Zytotoxizitat der
CHX-, der Listerine®- und der Betaisodona®-Mundsptillésung zu dem gleichen Ergebnis, dass
Betaisodona® sich namlich weniger toxisch auf die humanen Gingivafibroblasten auswirkt.
Die Arbeit von HIRSCH et al. (2009) beschreibt einen gleich starken zytotoxischen Effekt
von Betaisodona® und Octenisept® auf die primaren humanen Keratinozyten, Fibroblasten
und HaCaT-Zellen. WELK et al. (2007) kamen zum Ergebnis, dass Meridol® im Vergleich
mit CHX und Listerine® die geringste Zytotoxizitat fiir Epithelzellen aufwies. Dabei war kein
Unterschied zwischen der CHX- und Listerine®-Behandlung festzustellen. KOZLOVSKY et
al. (2007) schreiben dagegen Meridol® im Vergleich zu CHX und Listerine® die stérkste
zytotoxische Wirkung zu. Die Vermutung, dass der Alkohol als Bestandteil der
Mundspulldsungen flr deren zelltoxische Wirkung verantwortlich sei, hat sich nicht bestatigt
(MOHARAMZADEH et al. 2009). Auch die vorliegende Arbeit kam zu dem Ergebnis, dass
Alkohol keine wesentliche Rolle fir die Stérke des zytotoxischen Effektes antiseptischer
Therapien auf Fibroblasten und Epithelzellen spielt, da die getestete Mundspullésung
Betaisodona® trotz der geringsten Zytotoxizitat alkoholhaltig ist. CHX wird als ein
Universalantiseptikum in der Zahnmedizin eingesetzt. Octenidol® weist aber im Vergleich zu
CHX eine bessere antibakterielle Langzeitwirkung und dabei die geringste Zytotoxizitat auf
(MULLER und KRAMER 2007).

Trotz der widerspruchlichen Ergebnisse der verschiedenen Arbeiten wiesen die meisten
Studien eine zelltoxische Wirkung der Mundspullésungen auf die Zellen der
Mundschleimhaut und des Parodontalapparates nach. Die Nutzung oraler Antiseptika im
Anschluss an die Parodontaltherapie, bei der Kontrolle von Plaquebildung und der Reduktion
von Gingivitis ist unentbehrlich (ADDY 1986, JONES 1997, BRECX et al. 1989 und 1997,
LANGEBAEK und BAY 1976, ASBOE-JORGENSEN et al. 1974, BOLLEN et al. 1998).
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Die hervorragenden antimikrobiellen Eigenschaften der Mundspulldsungen kénnen angesichts
ihrer Zytotoxizitat nur eingeschrénkt, am besten allerdings in Form verdinnter Ldsungen,
angewendet werden (JONES 1997). Folglich dirfen die antiseptischen Mundspullésungen
angesichts ihrer zelltoxischen Wirkung auf die Zellen der Gingiva und des
Parodontalapparates in der Parodontaltherapie zur Plaquereduzierung nicht universal
eingesetzt werden.

Auf der Grundlage dieser Ergebnisse schlagen wir vor, dass eine klinische Anwendung der
untersuchten Mundspiillésungen bei Patienten mit frischen, offenen Schleimhaut- bzw.
Parodontallasionen vermieden werden sollte. Wir schlagen vor, dass die Mundspullésungen
am ersten Tag nach dem operativen Eingriff angewendet werden, da Blutgerinnsel zu diesem
Zeitpunkt die direkte Exposition des verletzten Gewebes gegeniber der zelltoxischen

Wirkung der oralen Antiseptika verhindern.

5.2.4 Vergleich der beiden Testverfahren

Die Ergebnisse des MTT-Tests machen deutlich, dass die Anwendung von Mundspullésungen
einen gravierenden zytotoxischen Effekt auf die Zellen der Mundschleimhaut und des
Parodontalapparates hat. In der Studie von FLEMINGSON et al. (2008) wurde die
Zytotoxizitat von CHX, Listerine® und Betaisodona® auf humane Gingivafibroblasten schon
nach einer Minute antiseptischer Behandlung mit 97 % bis 98,5 % und nach 15 Minuten mit
99 % bis 99,8 % bestimmt. Die vorliegende Studie beschreibt einen leicht geringeren, aber
trotzdem sehr stark ausgepréagten zellschadigenden Effekt der antiseptischen Therapie. Das
Ableiten der Viabilitdt aus diesen Ergebnissen gestaltet sich allerdings schwierig, da der Test
nicht die Anzahl der vitalen, apoptotischen oder toten Zellen bestimmt, sondern die
Glykolyserate und somit die metabolische Aktivitat der behandelten Zellen. Folglich werden
die Zellen, die nach einem Kontakt mit oralen Antiseptika in ihrer Glykosespaltung gehemmt
wurden, flr tot erklart, obwohl diese Hemmung moglicherweise nur voribergehender Natur
ist und die Vitalitat der Zellen dadurch nur gering beeinflusst ware. Folglich gehort der MTT-
Test zur grundlegenden Bestimmung der Zytotoxizitat von Substanzen auf die Zellen in vitro
und kann nur die Richtung angeben, ob eine getestete Substanz moglicherweise
proliferationshemmend wirkt. Aus diesem Grund ist es sinnvoll, den MTT-Test nicht als
alleiniges Nachweisverfahren zu nutzen, sondern parallel dazu weitere Testverfahren, die

eventuell auf anderen Prinzipien basieren, anzuwenden.
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Die optische Zellcharakterisierung mittels Cellometer™ Auto T4 weist eine deutlich
geringere Zytotoxizitat der getesteten Substanzen im Vergleich zum MTT-Test auf. Die
Methode basiert auf einer Farbung der Zellen mit der Trypan-Blau-Lésung. Die Bestimmung
der Zellzahl und des mittleren Zelldurchmessers geschieht computergestitzt vollautomatisch.
Die Werte stimmen mit den Werten der manuellen Zellz&hlung in einer Zellkammer tberein.
Die Viabilitatsmessung hangt von dem Anféarben der Zellen mit der Trypan-Blau-L6sung ab.
Da die Uberfiihrung der adhirent wachsenden Zellen in eine Suspension und die Farbung
selbst zytotoxisch auf die Zellen wirken, ist die Bestimmung der Viabilitdt ziemlich
unprézise.

In der vorliegenden Studie wurde bei den HGFIB-Versuchen zwischen den beiden Methoden
ein signifikanter positiver Zusammenhang ermittelt. Bei den Epithelzellen konnte kein
Zusammenhang erkannt werden. Insgesamt stimmen die Ergebnisse  beider
Nachweisverfahren (berein und weisen eine Abhéangigkeit von der Einwirkzeit auf. Die
Unterschiede in der Auspragung des zytotoxischen Effekts sind aus den oben genannten
Griinden zu erkléren. Viele Vorteile des MTT-Tests (kostengunstig, leicht durchzufihren,
nicht stérungsanfallig) machen diesen Test als Grundbestimmungsmethode bei den Forschern
sehr beliebt und die Bestimmung der Zytotoxizitat sehr einfach. Die Ermittlung der Viabilitat
dagegen ist hierbei dagegen nicht sinnvoll. Die optische Zellcharakterisierung ist zwar teuer,
geschieht aber vollautomatisch und ziemlich sicher. Die Anwendung beider Testverfahren
nebeneinander erlaubt es, eine bessere Aussage Uber die Zytotoxizitat der antiseptischen
Therapie in vitro zu treffen. Fir eine weitergehende Untersuchung der intra- und
extrazellularen Prozesse als Folge des Einsatzes oraler Antiseptika sollten weitere
Testverfahren, wie z. B. die Bestimmung der Apoptoserate mittels Aktivitatsbestimmung von
Caspase 3 bzw. 7 oder die Hemmung der Proteinsynthese mithilfe der ELISA-Methode,

angewendet werden.

5.3 Schlussfolgerung

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie haben gezeigt, dass die getesteten Mundspillésungen
auf humane Gingivafibroblasten und nasale Epithelzellen zytotoxisch wirken. AufRerdem war
eine Abhéngigkeit von der Einwirkzeit festzustellen. Folglich sollte die Anwendung der
oralen Antiseptika in der Klinik auf das Notigste beschrédnkt werden. Die geringere

Zytotoxizitat und die gleichzeitig gute antibakterielle Wirkung von Betaisodona® und
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Octenidol® 6ffnen neue Therapiemdglichkeiten in der Parodontologie. SchlieRlich sollen die
Testverfahren vor der Durchfiihrung der Studie validiert sein, um die gewonnenen Ergebnisse

exakt zu interpretieren.
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6. Zusammenfassung

Ziel der Untersuchung war es, den Effekt von Octenidol® auf humane Fibroblasten und
Epithelzellen im Vergleich zur Wirkung anderer oraler Antiseptika und in Abhéangigkeit von

der Einwirkzeit zu ermitteln.

Fiinf Mundspulldsungen wurden dabei verwendet: Chlorhexamed 0,2 %®, Listerine®,
Meridol®, Betaisodona® und Octenidol®. Bei den Kontrollproben wurde keine
Mundspullésung angewendet. Die Zellen waren primare humane Gingivafibroblasten
(HGFIB, Provitro) sowie primare humane nasale Epithelzellen (HNEPC, Provitro). Die Zellen
wurden in zellspezifischen Medien kultiviert bei einer Ausgangszellzahl von 2 x 10°
Zellen/ml. Danach wurden sie jeweils eine, funf und 15 Minuten mit den entsprechenden
Losungen kontaminiert. Anschlieend erfolgte ein Auswaschen mit PBS-L6sung. Die
Versuche wurden flr jede Gruppe und jede Einwirkzeit zwolfmal wiederholt. Metabolische
Aktivitdt (MTT-Test) sowie Zellzahl, Zellviabilitast und der mittlere Zelldurchmesser
(Cellometer™ Auto T4) wurden bestimmt.

Statistische Auswertung: Der Einfluss der Spullésung, der Einwirkzeit sowie des
Wechselwirkungseffekts dieser beiden Faktoren auf die verschiedenen Messgrofen wurde,
getrennt fur beide Zelltypen, mit zweifaktoriellen Varianzanalysen untersucht. Im Falle eines
signifikanten Einflusses der Losung wurde anschlieend jede der Spulllésungen mit der
Kontrolle verglichen (Dunnett-Vergleiche). Zusétzlich wurden alle  Spullésungen
untereinander paarweise mit t-Tests (Bonferroni-adjustiert) verglichen. Der Zusammenhang
zwischen MTT-Messung und Zellzahl wurde mit Pearson’s Korrelationskoeffizient rho
untersucht. Als Signifikanzniveau wurde fiir alle Tests o = 5 % festgelegt. Bei den paarweisen
Vergleichen der Spillésungen wurde ein signifikanter Unterschied nur bei einem p-Wert
unterhalb des Bonferroni-adjustierten Signifikanzniveaus von 0.05/10 = 0.005 angenommen.
Fir beide Messparameter war ein signifikanter Einfluss der Spilldsung sowie der Einwirkzeit
in beiden Zelllinien festzustellen (p < 0,001). Dabei unterschied sich jede Spullésung
signifikant von der Kontrolle (p < 0,0001). Bei der Bestimmung der metabolischen Aktivitat
war kein signifikanter Unterschied zwischen Octenidol® und den anderen Spiillosungen in
beiden Zelllinien und fiir alle Einwirkzeiten festzustellen (p > 0.005). Bei der Fibroblasten-
Zellzahl zeigte sich ein signifikant geringerer Einfluss von Octenidol® gegeniiber
Chlorhexamed 0,2 %®, Meridol® und Listerine® bei einer und bei finf Minuten Einwirkzeit (p

< 0.005). Bei 15 Minuten und bei Betaisodona® lag kein signifikanter Unterschied vor (p >
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0.005). Bei den Epithelzell-Zahlen waren fur die Einwirkzeiten von einer bzw. funf Minuten
keine Unterschiede zwischen Octenidol® und den anderen festzustellen (p > 0.005), nach 15
Minuten lediglich im Vergleich zu Chlorhexamed 0,2 %® (p < 0.005).

Octenidol® zeigte, wie auch die anderen oralen Antiseptika, einen negativen Effekt auf
humane Gingivafibroblasten und Epithelzellen. Bei der Zellproliferation waren zwischen den
Spullésungen in Abhéngigkeit von Einwirkzeit und Zelltyp keine Unterschiede festzustellen.
Bei Zellzahl, Zellviabilitdt und Zelldurchmesser hingegen zeigte Octenidol® wie auch
Betaisodona® einen geringeren negativen Effekt.



7. Anhang

7.1 Materialliste

Tabelle 26: Materialliste
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Nr | Material Besonderheiten Bestell-Nr. Hersteller
1. | Priméare humane HGFIB 1210412 Provitro GmbH, Berlin,
Gingivafibroblasten Deutschland
2. | primaren humanen HNEPC 1210711 Provitro GmbH, Berlin,
nasalen Epithelzellen Deutschland
3. | Einfriermedium Cryo-SFM-Medium | 2040102 Provitro GmbH, Berlin,
Deutschland
4. | Fibroblasten- Fibroblast growth 2010401 Provitro GmbH, Berlin,
Anzuchtmedium medium Deutschland
5. | Epithelzellen- Airway epithelial 2030701 Provitro GmbH, Berlin,
Anzuchtmedium cell growth medium Deutschland
6. | Dispase Il Losung Passage-Kit 3, 2040003 Provitro GmbH, Berlin,
Dispase |l solution Deutschland
7. | Phosphat-gepufferter | Passage-Kit2/ 3, 2040002 Provitro GmbH, Berlin,
Kochsalzlésung Phosphate-buffered Deutschland
saline, PBS, pH 7,4
8. | Trypsin-EDTA- Passage-Kit 2 2040002 Provitro GmbH, Berlin,
Ldsung Deutschland
9. | Neutralisierende Passage-Kit 2, 2040002 Provitro GmbH, Berlin,
Ldsung neutralisation Deutschland
solution
10. | Zellkammer Einmalartikel 91-CMCC-01 | Peglab Biotechnologie
GmbH, Erlangen,
Deutschland
11. | CELLSTAR® unbeschichtet, steril | 665180 Fa. Greiner bio-one,
12-well-Kulturplatten Frickenhausen,
Deutschland
12. | BD Falcon™ 75 cm*-Bodenflache, | 353024 Fa. Becton & Dickinson,
Zellkulturflaschen 250 ml Heidelberg, Deutschland
13. | MTT-L6sung 3-(4,5-Dimethyl- 2128 Fa. Sigma-Aldrich,

thiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl-2H-
tetrazoliumbromid

Taufkirchen, Deutschland

14. | DMSO-L6sungsmittel

Dimethylsulfoxid

8.02912.1000

Fa. Merck, Darmstadt,
Deutschland
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http://de.wikipedia.org/wiki/Polyvinylpyrrolidon
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Streptococcus mutans

Sulkusfluid
Spezies

submaximale Hemmkonzentration
radioaktiv markiertes Thymidin
transepithelialer elektrischer Widerstand

Tumor Necrosis Factor-a

Terminal Desoxynucleotidyl-Transferase mediated dUTP-X nick end labeling
Uridintriphosphat
Ultraviolett

2-(4-lodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium

water-soluble tetrazolium salt

2,3-Bis((2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-(phenylamino)carbonyl)-2H-

tetrazoliumhydroxid
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