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1. Zusammenfassung

Die adjuvante Anwendung von Chlorhexidin zur Plaquekontrolle und Gingivitispravention
gilt als Goldstandard in der parodontalen Therapie. Ziel der vorliegenden Studie war es, die
Wirkung von chlorhexidinhaltigen Mundspiillosungen auf die Interaktion von
parodontopathogenen Bakterien der Spezies Aggregatibacter actinomycetemcomitans und
Porphyromonas gingivalis mit humanen gingivalen Fibroblasten zu priifen. Schwerpunkt der
Untersuchungen sollten hierbei die antimikrobielle Aktivitit, die Beeinflussung der
Freisetzung der inflammatorischen Interleukine IL-6 und IL-8 aus infizierten und nicht-

infizierten Fibroblasten und die mogliche zytotoxische Wirkung sein.

Im ersten Teilversuch wurden Gingivafibroblasten mit A. actinomycetemcomitans ATCC
33384, A. actinomycetemcomitans Y4, P. gingivalis M5-1-2 und P. gingivalis ATCC 33277
infiziert, und nach einminiitiger Exposition mit den 13 Testlosungen fiir eine, sechs und 18
Stunden bei 37°C inkubiert. Untersucht wurden sieben im Handel erhiltliche
Chlorhexidinpréparate mit Konzentrationen zwischen 0,06% und 1,0%, vier frisch
hergestellte Losungen aus 20% Chlorhexidin und sterilem Leitungswasser sowie zwei
chlorhexidinfreie Mundspiillosungen. Es wurde die Zahl der koloniebildenden Einheiten
planktonischer und adhérenter Bakterien bestimmt. Im zweiten Teilversuch erfolgte mittels
ELISA die Ermittlung der Freisetzung von IL-6 und IL-8 aus den Uberstinden des
Zellkulturmediums. Die Zytotoxizitdt wurde mit Hilfe des MTT-Nachweises ermittelt, und
mit dem Trypanblau-Exclusion-Test bestétigt.

In der vorliegenden Studie wiesen alle gepriiften Chlorhexidinlosungen eine gute
antimikrobielle Wirksamkeit gegen parodontopathogene Bakterien in Interaktion mit
Gingivafibroblasten auf. Die frisch hergestellten Losungen waren in jeder Konzentration den
im Handel erhéltlichen Priaparaten deutlich iiberlegen. Ein linearer Zusammenhang zwischen
Konzentration, erginzenden Zusdtzen und der Wirksamkeit bestand nicht. Als deutlich
schlechter erwiesen sich die antimikrobiellen Eigenschaften der auf der Wirkung von
Aminfluorid/Zinnfluorid beziehungsweise Thymol, Menthol und Eukalyptol beruhenden
Priaparate Meridol und Listerine. Der keimabtotende Effekt war gegeniiber P. gingivalis
ausgepragter als gegen A. actinomycetemcomitans, so dass anhaltende Verminderungen der

Keimzahlen fiir A. actinomycetemcomitans in der Mundhéhle im Gegensatz zu P. gingivalis



mit einer einmal-tdglichen Mundspiilung durch keine der 13 getesteten Losungen zu erreichen

waren.

Mundspiillosungen verdndern die Freisetzung von Zytokinen aus Gingivafibroblasten. Im
Vergleich zu den Kontrollen waren bei Anwendung auf mit A. actinomycetemcomitans
infizierten Zellen verminderte IL-6 und IL-8-Werte messbar. Die Testlosungen unterdriickten
die von A. actinomycetemcomitans induzierte Freisetzung von Zytokinen. Die gemessenen
hoheren Interleukinspiegel bei Infektionen mit P. gingivalis lassen sich durch einen
Hemmeffekt des Chlorhexidins auf die Proteasen von P. gingivalis, die IL-6 und IL-8 spalten
konnen, erkliaren. Beeinflusst werden diese Ergebnisse durch die zytotoxischen Wirkungen
der Losungen auf orale Gingivafibroblasten, die bei allen Mundspiillésungen nachgewiesen

werden konnten. Die zytotoxische Wirkung stieg mit der Erh6hung der Konzentration.

Die In-vitro-Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen die Notwendigkeit auf, die Art und
Dauer der Anwendung der Mundspiilldsungen in der Mundhohle einzuschrinken. Die
Behandlung gesunder parodontaler Verhiltnisse im Sinne der Prophylaxe durch die getesteten
zellschdadigenden Mundspiillosungen erscheint fragwiirdig, und sollte unter strenger
Indikationsstellung erfolgen. Eine griindliche mechanische Plaquereduktion sowie die

Vermeidung von parodontitisbegiinstigenden Faktoren sollte Vorrang besitzen.

In der Therapie entziindlicher Parodontalerkrankungen kann eine adjuvante Anwendung von
Chlorhexidin zur Elimination von parodontopathogenen Bakterien beitragen, jedoch sollte

eine Kurzzeitanwendung von niedrig konzentrierten Losungen bevorzugt werden.



2. Einleitung

Die Parodontitis hat sich in den letzten Jahrzehnten zur Volkskrankheit in den
Industrienationen entwickelt. Neben den zahnmedizinisch relevanten Folgen weisen aktuelle
Untersuchungen auch auf Zusammenhénge zwischen entziindlichen Parodontalerkrankungen
und pathologischen systemischen Verdanderungen hin. So wurden ein erhohtes
Endokarditisrisiko (Lockhart 2000), vermehrte Arteriosklerose (Scannapieco et al. 2003), und
eine Haufung von Herzinfarkten (Kaisare et al. 2007) und Schlaganfillen (Okuda et al. 2004)
als direkte und indirekte Auswirkungen bei Parodontitispatienten beobachtet. Der Prophylaxe
und Therapie der parodontalen Erkrankungen kommt daher eine entscheidende und immer

grofler werdende Bedeutung zu.

2.1 Definition und Klassifikation parodontaler Erkrankungen

Als Parodontopathien werden die entziindlichen Erkrankungen des Zahnhalteapparates
bezeichnet. Klinisch wird die Parodontitis durch folgende Symptome charakterisiert:
Pathologische und entziindete Zahnfleischtaschen, Alveolarknochenabbau und Verlust des
Attachments (Page und Schroder 1982, Van der Velden 2005). Andere Ansétze gehen von der
Parodontitis als Syndrom, nicht als Erkrankung aus, da allgemein anerkannte explizite
Kriterien fiir Parodontitis nicht festgelegt sind, und eine scharfe Trennung zwischen den
verschiedenen Parodontitisformen nicht moglich ist (Baelum und Lopez 2003).
Zur wissenschaftlichen Einordnung der Athiologie, Pathogenese und Behandlung sowie zur
Verstiandigung im klinischen Gebrauch entstand als Ergebnis des ,,International Workshop for
a Classification of Periodontal Diseases and Conditions* 1989 die aktuell verwendete
Klassifikation der Parodontalerkrankungen (Armitage 1999). Diese gilt seit Oktober 1999 und
beinhaltet folgende Unterteilungen:

1) gingivale Erkrankungen

2) chronische Parodontitis

3) aggressive Parodontitis

4) Parodontitis als Manifestation systemischer Erkrankungen

5) nekrotisierende Parodontalerkrankungen

6) Abszesse des Parodonts

7) Parodontitis im Zusammenhang mit endodontischen Lasionen

8) entwicklungsbedingte oder erworbene Deformitéten oder Zustinde


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Kaisare%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

2.2 Atiologie und Pathogenese der Parodontitis

In der subgingivalen Plaque sind iiber 400 Bakterienarten priasent (Paster et al. 2001). Diese
stellen in ihrer Gesamtheit eine notwendige und regulierende Komponente fiir die parodontale
Gesundheit dar (Roberts und Darveau 2002). Die Entstehung und der Verlauf von
entziindlichen Parodontalerkrankungen ist durch das Vorherrschen einer kleinen Gruppe
gramnegativer, anaerober oder mikroaerophiler Bakterien in der subgingivalen Region
bedingt (Page und Kornman 1997). Dazu gehoren nach der Definition des World Workshop
Of Clinical Periodontics 1996 Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas
gingivalis und Tanerella forsythia. Im Biofilm findet im Laufe von parodontalen
Entziindungen ein Wandel von grampositiven, aeroben, fakultativ fermentativen Bakterien

hin zu den beschriebenen parodontopathogenen Mikroorganismen statt.

Neben dieser mikrobiellen Komponente existieren Risikofaktoren wie Tabakkonsum (Page
and Kornman 1997, Ojima et al. 2006), Diabetes mellitus (Tan et al. 2006) und Osteoporose
(Kaye 2007), die das Auftreten und die klinische Ausprigung der Erkrankung bestimmen.
Einige systemische Erkrankungen wie Agranulozytose oder das Chediak-Higashi-Syndrom
sind durch Defekte in der Funktion der neutrophilen Granulozyten mit dem Auftreten von
Parodontitis assoziiert. Auch beim Down-Syndrom und dem Papillon-Lefevre-Syndrom ist
eine Pridisposition zur Parodontitis vorhanden (Nualart Grollmus et al. 2007). Nibali et al.
(2007) wiesen nach, dass der genetische Polymorphismus durch Variationen der
Gewebsstruktur, der Antikérperproduktion, und der Entziindungsmediatorbereitstellung eine

grofe Rolle bei der Wirtsantwort und Progression der Parodontitis spielt.

Die Vorstufe der Parodontitis ist immer eine Gingivitis — eine reversible Entziindung des
Zahnfleisches ohne Attachmentverlust. Sie ist klinisch durch Rétung, Schwellung, Blutung
und Formverdnderungen der Gingiva sowie die Erhohung der SulkussfliissigkeitsflieBrate
gekennzeichnet (Academy Report 1999). Histopathologisch ldsst sich die Gingivitis in drei
Stadien einteilen (Payne et al. 1975): die initiale Lidsion ist als akute entziindliche
Gewebsantwort auf die bakteriellen Reize mit Infiltration von neutrophilen Granulozyten
charakterisiert. Vaskuldre Verdnderungen, Epithelreaktionen und Kollagenabbau finden statt.
Die Aktivierung des Komplement- und Kininsystems ist zu beobachten (Attstrom und
Egelberg 1970, Hellden und Lindhe 1973). In der friihen Lision infiltrieren lymphoide Zellen,
vor allem T-Lymphozyten, in das Gewebe, wihrend in der Phase der etablierten Lésion B-

Lymphozyten und Plasmazellen dominieren. Durch die verschiedenen bakteriellen
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Virulenzfaktoren kommt es zur Aktivierung von Makrophagen und Fibroblasten; das lokale
Immunsystem und die Zytokinausschiittung werden angeregt. Bei Beseitigung des

bakteriellen Biofilms sind diese Vorginge vollstindig reversibel.

Bleiben die schidigenden bakteriellen Einfliisse bestehen, etabliert sich im weiteren Verlauf
eine Parodontitis (Wolff et al. 1994). Dabei wird neben dem aggressiven und chronischen

Verlauf zwischen einer lokalisiert und einer generalisiert auftretenden Form unterschieden.

Die Merkmale der aggressiven Parodontitis sind die allgemeine klinische Gesundheit des
Patienten, eine rasch fortschreitende Gewebedestruktion, das Patientenalter zwischen der
Pubertit und 35 Jahren und die auffillige familidre Haufung (Kamma et al. 2004). Leitkeim
fiir den mikrobiologischen Nachweis ist A. actinomycetemcomitans (Fine et al. 2006,

Schacher et al. 2007).

Die chronische Parodontitis kann grundsétzlich in jedem Alter auftreten, Schwere und
Privalenz nehmen jedoch mit steigender Anzahl der Lebensjahre zu. Es tritt subgingivaler
Zahnstein auf, die Progression ist langsam, es konnen jedoch Aktivititsschiibe vorkommen.
Das Auftreten von P. gingivalis ist mit dieser Form der Erkrankung assoziiert (Holt und

Ebersole 2005).

2.3 Parodontopathogene Bakterien

Parodontopathogene Mikroorganismen weisen drei charakteristische Eigenschaften auf, die
thre Virulenz begriinden: Sie kolonisieren den gingivalen Sulkus, umgehen antibakterielle
Abwehrmechanismen des Wirtes und produzieren gewebedestruierende Substanzen. Zu den

wichtigsten Erregern der Parodontitis gehoren A. actinomycetemcomitans und P. gingivalis.

2.3.1 Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Aggregatibacter actinomycetemcomitans wurde erstmals im Jahr 1912 von Klinger als
Begleitkeim der Aktinomykose isoliert. Er ist ein kleines, wenig bewegliches, gramnegatives,
mikroaerophiles, saccharolytisches Stébchen, das in der Kultur Kolonien mit einem typischen
Stern- oder Zigarrenmuster im Zentrum ausbildet. Neueste Studien erbrachten die genetische
Zugehorigkeit des bisher als Actinobacillus actinomycetemcomitans bezeichneten Keimes in

die neue Gruppe Aggregatibacter, zu der auch Haemophilus aphrophilus und Haemophilus



segnis gehoren. Die Spezies Aggregatibacter ist unabhidngig von Faktor X und zeigt variable
Abhéngigkeiten vom Faktor V fiir das Wachstum in vitro (Norskov-Lauritsen und Kilian

2006).

Der Keim wird basierend auf verschiedenen Oberflaichenpolysacchariden in sechs Serotypen
(a-f) mit jeweils unterschiedlichen Auspridgungen der Virulenzfaktoren eingeteilt (O'Brien-
Simpson et al. 2006). Klinische, mikrobiologische und immunologische Studien zeigen einen
deutlichen Zusammenhang zwischen der Infektion mit A. actinomycetemcomitans und dem
Auftreten der lokalisierten aggressiven Parodontitis (Fine et al. 2006, Schacher et al. 2007),
wobei der Serotyp b als der vorherrschende Serotyp bei erkrankten Patienten identifiziert
werden konnte (Zambon et al. 1983, Yang et al. 2005). Die Elimination des Keimes aus den
parodontalen Taschen ist Vorraussetzung fiir eine erfolgreiche Therapie dieser Patienten

(Zambon 1985).

Die pathogenen Eigenschaften des Keimes sind durch eine Reihe von Virulenzfaktoren
bedingt. Leukotoxin, ein 116 kDa schweres Protein aus der Familie der repeats-in-toxine
(RTX-Toxine), verursacht eine Verdnderung der Zellwandpermeabilitit von T-Zellen,
neutrophilen Granulozyten, Makrophagen und polymorphkernigen Leukozyten. Andere an
der Entziindung beteiligte Zelltypen wie Endothelzellen, Fibroblasten oder Thrombozyten
sind gegen das Leukotoxin resistent (Sanderink und Bengel 1995). In hohen Konzentrationen
bindet das Leukotoxin unspezifisch an Zellmembranen, wo es iiber die Bildung von Poren
einen schnellen Kalziumeinstrom bewirkt und ATP-Verlust zur Nekrose der Zelle fiihrt.
Geringere Konzentrationen des Leukotoxins aktivieren liber die Bindung an spezifischen
Oberflichenproteinen und einen dadurch verursachten unkontrollierten Natriumeinstrom die
Apoptose der Zelle (O’'Brien-Simpson et al. 2006). Durch proteolytische Spaltung mit Hilfe
von aus P. gingivalis freigesetzten Gingipainen erfolgt eine Inaktivierung des Leukotoxins
(Johannson et al. 2000). Auch Prevotella Spezies sind zum enzymatischen Abbau dieses
Virulenzfaktors in der Lage. Das von A. actinomycetemcomitans synthetisierte Leukotoxin ist
ein potentes zytotoxisches Antigen, das in der Lage ist, Inmunzellen abzutdten. Es resultiert

die Dysregulation der Immunantwort, Gewebszerstorung und fortschreitende Entziindung.

Weitere Virulenzfaktoren sind extrazelluldre proteolytische Enzyme, die unter anderem
Fibrinogen und Kollagen Typ-I hydrolysieren konnen, sowie Hitzeschockproteine und

Fimbrien (Wang et al. 1999, Nakano et al. 1995, Saito et al. 1993). Fimbrientragende A.
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actinomycetemcomitans-Stamme haben eine hohere Affinitdt zu Epithelzellen (Rosan et al.
1988) und konnen durch rezeptorvermittelte Endozytose (Fives-Taylor et al. 1995) leichter in
die Zellen eindringen und sich so der Immunreaktion entziehen. Des Weiteren besitzt A.
actinomycetemcomitans als Antigen fungierende &uBlere Membranproteine, die die
Produktion proinflammatorischer Zytokine induzieren konnen (Tani et al. 1997).
Knochenresorptionsinduzierende = Faktoren, saure und alkalische = Phosphatasen,
Fibroblastentoxine und epitheliale Toxine unterstiitzen die Gewebezerstérung (Zambon et al.

1985).

2.3.2 Porphyromonas gingivalis

Die Gattung Porphyromonas wurde im Jahr 1986 von den Bacteroidaecae abgegrenzt
(Mayrand 1988). Zu ihr gehdren — neben anderen — die im oralen Milieu vorkommenden
Spezies P. gingivalis, P. endodontalis, und P. asaccharolyticus, die fiir Zahnabszesse,
Gingivostomatitis, Parodontitis und Infektionen des tiefen Respirationstraktes verantwortlich
sind (Kayser et al. 2001). Es handelt sich um gramnegative, obligat anaerobe, unbewegliche,
nicht-fermentative Stibchen. Die bedeutende Rolle des Bakteriums wird durch Studien von
Person et al. (1994) unterstrichen, der eine Abnahme des Schweregrades der Parodontitis im
Tierversuch nach Immunisierung gegen P. gingivalis nachweisen konnte. Das Vorhandensein
seines Antigens in der Zahnplaque korreliert mit fortschreitendem Knochenabbau (Chaves et

al. 2000).

P. gingivalis bildet mit Treponema denticola und T. forsythia den roten Komplex, dessen
Vorhandensein auf ein weit fortgeschrittenes Organisationslevel des bakteriellen Biofilms bei
progressiver chronischer Parodontitis hinweist (Holt und Ebersole 2005). Dies erklirt sich
durch das bendtigte sauerstoffarme, substratreiche Umfeld mit Bindungsstellen fiir die
Koaggregation des Keimes, welches durch vorangehende Keimbesiedlung des Wirtes
entsteht. P. gingivalis bindet dabei an Fusobacterium nucleatum, Treponema denticola,
Treponema medium und Tanerella forsythia (Lamont und Jenkinson 2000). Selten kann P.
gingivalis bei parodontal Gesunden, Zahnlosen oder Kindern isoliert werden (Dahlén 1993).
Typisch fiir die Infektion mit P. gingivalis ist der stechende Geruch, der durch die bakterielle
Produktion von Sulfiden, Methylmercaptan und Dimethylsulfiden hervorgerufen wird

(Nakano et al. 2002).

Das Bakterium besitzt ein grofes Repertoire an Virulenzfaktoren. Die Produktion von

Fimbrien, Hamagglutininen, Proteasen, extrazelluliren membrangebundenen Vesikeln,
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Lipopolysacchariden, und einer Polysaccharidkapsel ermoglichen die Kolonisation von P.
gingivalis im Parodontium und verursachen die Zerstérung von Zahnhalteapparat und
Knochen (Cutler et al. 1995). Verschiedene Stimme differieren in der Expression der
Virulenzfaktoren (Baker et al. 2000), korrelierend zu ihrer genotypischen Ausstattung (Eick et

al. 2002), wobei jeder Patient nur Triager eines Klons ist (Teanpaisan et al. 1996).

Zur Anheftung in der Mundhdhle verfiigt P. gingivalis {iber Fimbrien auf der Zelloberfliche,
die an prolinreiche Proteine des Speichels (Amano et al. 1998), Epithelzellen (Weinberg et al.
1997), Fibroblasten, Himoglobin, extrazellulire Matrix, Mukosa, orale Mikroorganismen
binden konnen (Lamont und Jenkinson 2000) und als Virulenzfaktoren fungieren. Das
Bakterium exprimiert zwei verschiedene Fimbrienmolekiile, die als Major- und Minor-
Fimbrien bezeichnet werden und deren Vorhandensein Einfluss auf die Entwicklung der
parodontalen Erkrankung hat. P. gingivalis-Fimbrien induzieren die Expression von IL-1a,
IL-1pB, IL-6, IL-8 und TNF-a in Makrophagen und stehen im Verdacht, ein kausaler Faktor
der alveolaren Knochenresorption im Tiermodell zu sein (Amano et al 2004). Die adhdsiven
Féhigkeiten steigen mit der Anzahl der Fimbrien, so dass fimbrienreiche Stamme wie P.

gingivalis ATCC 33277 eine besonders feste Bindung eingehen konnen (Hongo et al. 2007).

P. gingivalis verfiigt iiber fiinf verschiedene Hamagglutinine und interagiert mit humanem
Héamoglobin durch spezifische Bindungsstellen auf der Bakterienoberfliche. Dies dient als
erster Schritt der Aufnahme von Eisen (Amano et al. 1995), und unterstiitzt die Kolonisation
des Keimes durch Bindungen zwischen Bakterium und humanen Zellen (Lamont und

Jenkinson 1998).

Toxische bakterielle Stoffwechselprodukte wie Schwefelwasserstoff, Ammoniak und
Fettsduren fiihren zur Unterbrechung der Gewebeintegritit (Holt und Bramanti 1991).
Unterstiitzt wird dies durch verschiedene sezernierte Enzyme wie Kollagenasen, Fibrinolysin,
und Phospholipase A, die aktiv den Zahnhalteapparat zerstoren. Der grofite Anteil der
proteolytischen Aktivitidt wird jedoch den Cysteinproteinasen, in der Literatur als Gingipaine
bezeichnet, zugeschrieben. Diese Proteasen, die sowohl zellassoziert als auch in vom
Bakterium  abgegebener Form  auftreten, haben die Féhigkeit, extrazelluldre
Matrixbestandteile wie Fibrinogen, Fibronektin, Laminin und Kollagen Typ III, IV und V zu
binden und diese abzubauen (Pike et al. 1996). Genetisch lassen sich lysinspezifische, kodiert
durch das kgp -Gen und argininspezifische Proteinasen, kodiert durch das rgpA-Gen und das
rgpB- Gen unterscheiden (Pavloff et al. 1997). Die Wirkungen sind sehr vielfdltig: Gingipaine



beeinflussen Komplementfaktoren iiber Verdnderungen der Opsonierung und Phagozytose,
aktivieren Matrix-Metall-Proteinasen, dysregulieren die Produktion proinflammatorischer
Zytokine, aktivieren Kallikrein/Kinin mit Erhdhung der SulkusfliissigkeitsflieBrate, verdndern

Thrombinfreisetzung, Knochenresorption und Blutungstendenz (Potempa et al. 2000).

Gegeniiber der Phagozytose durch polymorphkernige Granulozyten soll P. gingivalis durch
Lipopolysaccharide und Polysaccharide als Bestandteile der Bakterienkapsel resistent sein
(Cutler et al. 1995). Die Persistenz des Keimes in Epithelzellen bietet Schutz vor
Abwehrmechanismen des Immunsystems, Wirkung von Antibiotika, sichert die nutritive
Versorgung und ist einer der Schliisselfaktoren fiir das Unterhalten einer chronischen

Infektion durch P. gingivalis (Lantz 1996, Eick et al. 2002).

2.4 Funktion der Zvytokine bei Parodontopathien

Immunreaktionen des Wirtes dienen der Abwehr von Infektionen und dem Schutz vor daraus
resultierenden Schidigungen. Zytokine sind essentieller Bestandteil einer funktionierenden
Immunabwehr, kénnen aber bei unkontrollierter und iiberschieBender Freisetzung zerstérend
und krankheitsfordernd wirken (Kelso 2000). Entziindliche Parodontalerkrankungen sind
charakterisiert durch die Migration von polymorphkernigen Granulozyten, Monozyten,
Lymphozyten, Plasmazellen und Mastzellen, sowie Osteoblasten und Osteoklasten (Silva et
al. 2007). Zytokine ermoglichen als Mediatoren die Kommunikation zwischen den
unterschiedlichen Zelltypen. Sie wirken schon in kleinsten Konzentrationen und regulieren
nach Bindung an spezifische Zytokinrezeptoren iiber verschiedene Signaltransduktionswege
die Transkription von Genen. Die iiber 50 bekannten Zytokine werden in die Klassen

Interferone, Interleukine, Tumornekrosefaktoren und Wachstumsfaktoren eingeteilt.

Besonders bedeutsam fiir die Pathogenese entziindlicher parodontaler Erkrankungen sind
dabei die so genannten inflammatorischen Zytokine IL-1, IL-6, IL-8 und TNF-a. Zytokine
sind an vielen Vorgingen der Gingivitis- und Parodontitisentstehung beteiligt: An der
Adhdsion der Leukozyten an Endothelien, an Chemotaxis, der Aktivierung
immunkompetenter Zellen, der Differenzierung von B-Zellen in antikdrperproduzierende
Plasmazellen sowie iiber anabole und katabole Effekte auf Osteoblasten (Hughes et al. 2006)

am Knochen- und Attachmentverlust (Deschner 2000).



2.4.1 Interleukin-6

IL-6 ist ein multifunktionelles Zytokin, welches von lymphoiden und nicht-lymphoiden
Zellen produziert wird (Hirano und Kishimoto 1990). Es wird haufig bei Parodontitis
nachgewiesen, und ist ein wichtiger Mediator zur Beeinflussung von Signalen im Zytokin-
Netzwerk entziindlicher Reaktionen (Naruishi et al. 1999), wobei die Hauptfunktion in der
Induktion der Antikorperproduktion besteht (Akira 1990). In der Literatur wird es unter
verschiedenen Synonymen beschrieben. Namen wie BCDF (B cell differentiation factor), IL-
HP1 (Interleukin-Haematopietin-1), Cytotoxic T-cell differentiation factor, oder THCGF

(thymocyte growth factor) machen die Vielzahl der Funktionen des Proteins deutlich.

Das Interleukin wird von verschiedenen Zelltypen produziert. Hauptquellen sind In-vivo
stimulierte Monozyten, Fibroblasten und Endothelzellen. Makrophagen, T- und B-
Lymphozyten, Mastzellen, Gliazellen und Keratinozyten sind ebenfalls in der Lage, IL-6 nach

entsprechender Stimulation zu exprimieren (Okada und Murakami 1998).

Fiinf verschiedene Formen mit einer Molekiilmasse zwischen 21,5 kDa und 28,5 kDa, die sich
hauptsichlich durch posttranslatorische Prozesse wie Glycolysierung oder Phosphorylierung
unterscheiden, werden von diesen Zellen gebildet. In Fibroblasten wird die Synthese durch
Interferon-f, TNF-a, PDGF und Virusinfektionen stimuliert. Diese verschiedenen Induktoren
erkldren sich durch zahlreiche regulatorische Elemente des IL-6 Gens, die eine Beeinflussung
der Expression ermoglichen. Aus verschiedenen Zellen isoliertes IL-6 zeigt eine

Mikroheterogenitit am N-Terminus.

Der IL-6-Rezeptor wird bei T-Zellen, mitogenaktivierten B-Zellen, peripheren Monozyten
und einigen Tumorzellen gefunden. Neben der membranstidndigen Rezeptorform existiert eine
16sliche Rezeptorvariante, durch die auch Gingivafibroblasten zu Zielzellen fiir IL-6 werden
konnen (Naruishi et al. 1999). Es gibt zwei Rezeptorformen mit unterschiedlicher Affinitat
zum Liganden. An der Signaltransduktion sind sowohl Proteinkinase C als auch Adenylat-

Cyclasen beteiligt.

IL-6 ist ein pleiotrop wirkendes Zytokin. Es beeinflusst die antigenspezifische Immunantwort
und inflammatorische Reaktionen. Als physiologischer Hauptfaktor induziert es die Akute-

Phase-Reaktion (Heinrich 1990). In vitro und auch In-vivo wirkt es als Differenzierungsfaktor
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fir B-Zellen und Aktivierungsfaktor fiir T-Zellen. Zusammen mit IL-2 kann es die
Umwandlung von T-Zellen zu zytotoxischen T-Zellen anregen (Gemsa 1991). Nach
Aktivierung durch IL-4 ist IL-6 in der Lage, die Reifung der B-Zellen zu
immunglobulinsezernierenden Plasmazellen zu induzieren (Kikutani et al. 1985). Neben
diesen immunregulatorischen Eigenschaften hat IL-6 direkte katabole Wirkungen auf den
Knochen, indem es die Anzahl der Osteoklasten und deren Vorlduferzellen erhoht, die
Knochenresorption stimuliert und die Knochenbildung hemmt (Lowik et al. 1989, Ohasaki et
al. 1992).

2.4.2 Interleukin-8

IL-8 wurde erstmals als chemotaktischer Faktor fiir neutrophile Granulozyten beschrieben. Im
Gegensatz zu anderen Zytokinen weist es eine Spezifitit zu diesen Zellen auf, und hat nur
schwache Effekte auf andere Blutzellen. Das Interleukin fordert die Chemotaxis und
Aktivierung der Neutrophilen in entziindlich verdnderten Geweben. Die Reaktion der
neutrophilen Granulozyten auf IL-8 ist gekennzeichnet durch Migration der Zellen,
Freisetzung von Granulae und anderen intra- und extrazelluliren Verdnderungen. Auch die
Chemotaxis humaner gingivaler Fibroblasten wird abhingig von der Hoéhe der IL-8
Freisetzung gefordert (Yoshimura et al. 1987). IL-8 wird von Monozyten, Makrophagen,
Fibroblasten, und Endothelzellen sezerniert. Stimulierende Faktoren sind dabei IL-1 und

TNF-a (Bickel 1993, Odake et al. 1993).

Der IL-8 Rezeptor ist ein Dimer aus Glykoproteinen (59 kDa und 67 kDa). Er wird auf einer
Vielzahl von Zellen gefunden, auch solchen, die nicht sensibel fiir IL-8 sind. Dies erklért sich
aus der Tatsache, dass der Rezeptor nicht spezifisch fiir IL-8 ist, sondern ebenfalls IL-8
verwandte Faktoren (MGSA, GRO, MIP-2) bindet. Die Dichte der Rezeptoren variiert stark,
bei Neutrophilen betrigt sie 20 000 Rezeptoren/ Zelle, auf T- Lymphozyten nur 300/ Zelle.

Die Signaltransduktion erfolgt G-Protein assoziiert.

2.5 Therapie entziindlicher Parodontalerkrankungen

Es existieren verschiedene Ansdtze der Therapie, die das gemeinsame Ziel verfolgen, die
Ursache zu eliminieren, den parodontalen Zusammenbruch zu unterbrechen und den

Zahnverlust zu verhindern. Die Wiederherstellung der Gesundheit, Funktion und Asthetik der
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beteiligten Strukturen und Gewebe wird angestrebt. Dazu gehdren Gingiva, parodontales
Ligament, Zement und Alveolarknochen. Fehlen von Entziindungszeichen wie R&tung,
Schwellung, Schmerz oder Blutung bei Sondierung sowie ein funktional gutes
Attachmentlevel, geringe oder keine Rezession und ein stabiles Knochenniveau kennzeichnen
eine erfolgreiche Therapie (Academy Report 2001). Mikrobiologisch wird die Reduktion oder
Elimination der pathogenen Spezies mit Erhalt der Standortflora angestrebt (Teles et al.
2006).
Einzeln oder kombiniert konnen eingesetzt werden:

e Konservative, nicht chirurgische Behandlung

e Chirurgische Therapie

e Lokale und systemische antibakterielle Chemotherapie.

Zur medikamentdsen Keimzahlreduktion konnen Antibiotika wie Amoxicilin, Doxycyclin,
Clindamycin oder Metronidazol appliziert werden. Alleiniger Antibiotikaeinsatz ist jedoch
zur vollstdndigen Elimination der Infektion nicht ausreichend (Eick und Pfister 2004, Walter
und Weiger 2006). Aufgrund der mdglichen Resistenzbildung bleibt der Antibiotikaeinsatz

auf Problempatienten beschrinkt.

Andere antibakterielle plaque- und entziindungshemmende chemische Verbindungen in Form
von Mundspiilldsungen sind kommerziell erhdltlich und fiir einen groBeren Patientenkreis
geeignet; neben Chlorhexidin gehoren Triclosan und #therische Ole ebenso in diese Gruppe
wie Verbindungen von Fluoriden mit Metallionen oder Aminen. Chlorhexidin hat unter
diesen die grofiten antimikrobiellen, Antiplaque- und Antigingivitis-Effekte (Brecx et al.

1992).

2.5.1 Wirkungsweise und Anwendung von Chlorhexidin

Bei der Auswahl antimikrobieller Agenzien fiir die Pravention und Therapie parodontaler
Erkrankungen sollten nach Lang und Brecx (1986) folgende Faktoren beriicksichtigt werden:
1. Spezifitit, 2. Effektivitdt, 3. Substantivitét, 4. Sicherheit und 5. Stabilitit. Chlorhexidin gilt
dabei als Goldstandard in der unspezifischen Hemmung des Wachstums und der

Biofilmbildung aller Mundhdhlenkeime.

Das Bisbiguanid Chlorhexidindigluconat ist ein synthetisches, kationisches Detergenz und

nimmt in der Zahnheilkunde eine herausragende Position ein. Als Diglukonatsalz ist es in
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Wasser und Alkohol gut 16slich. Nach seiner Entdeckung 1954 wurden erste systematische
klinische Untersuchungen zum plaquehemmenden Effekt von Lde und Schidtt (1970)
durchgefiihrt.
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Abb. 1: Strukturformel Chlorhexidin

Chlorhexidin ist gegen grampositive und gramnegative Mikroorganismen, Pilze wie Candida
albicans (Ellepola 2001) und, zumindest in vitro, gegen einige Viren der Mundhohle wirksam

(Park und Park 1989).

Die Wirkung beruht auf der Bindung des kationischen Chlorhexidinmolekiils an anionische
Sulfat-, Phosphat- und Carboxylatgruppen und tritt so in Wechselwirkung mit den
anionischen Glyko- und Phosphoproteinen der oralen Schleimhéute und des Pellikel, von wo
es in den folgenden acht bis zwolf Stunden in aktiver Form wieder abgegeben wird (Schiott
1973). AuBlerdem liegt eine Absorptionsneigung an das Hydroxylapatit vor. Die Anlagerung
des Chlorhexidins vermindert die Eiweilprizipitation an der Zahnoberfliche im Zuge der
Pellikelausbildung durch das Besetzen der anionischen Gruppen in den Makromolekiilen der
Speichelglykoproteine. Auch an Oberflichen einiger Bakterien wie P. gingivalis bindet
Chlorhexidin, verdndert die Struktur der &dulleren Membran und reduziert die
Adhirenzfahigkeit (Grenier 1996). Somit wird der Plaquebildung als dominantem Faktor bei

der Entstehung der Gingivitis und Parodontitis effektiv vorgebeugt.

Chlorhexidin wirkt auf die Bakterienzelle durch drei Mechanismen: einer Absorption an die
Zellwand mit  Stérungen des  Elektronentransportes, der  Zerstorung  der
Permeabilitétsschranke und in hoheren Konzentrationen durch Eindringen in die Zelle und
einer Prazipitation des Zytoplasmas mit der Folge des Zelltodes. In hohen Konzentrationen
(1%) ist die Wirkung bakterizid, in niedrigen Konzentrationen bakteriostatisch. Eine selektive
Beeinflussung wie durch Antibiotika mit der Moglichkeit der Resistenzbildung ist durch die

unspezifische Wirkung auf Bakterien weitgehend ausgeschlossen.
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Anwendung findet Chlorhexidin in der Parodontologie aufgrund seiner hohen
Wasserloslichkeit vor allem als Spiilldsung, aber auch als Gelzubereitung. Einsatzgebiete sind
die Gingivitisbehandlung, die Behandlung parodontal erkrankter Patienten, prdoperative
Spiilungen zur Reduktion von krankheitsverursachenden Keimen sowie intra- und
postoperative Applikationen zur Infektionsprophylaxe. Faveri et al. (2006) wiesen auf die
guten klinischen Effekte von kombiniertem Scaling/Rootplaning mit Chlorhexidinspiilungen
hin. Auch im Recall zur Stabilisierung postoperativer Ergebnisse wird Chlorhexidin mit
Erfolg verwendet (Heinz et al.1999). Noiri et al. (2003) zeigten in Studien, dass Chlorhexidin
die Vitalitdt einiger parodontopathogener Bakterien im Biofilm stirker reduziert als
vergleichsweise angewendete Antibiotika. Die Konzentration der gebrauchsfertigen
Handelspraparate liegt dabei zwischen 0,06% und 0,2% in Losungen und bei maximal 1,0%

in Gelen.

Bei langfristigem Gebrauch von Chlorhexidin stellen sich lokale Nebenwirkungen ein.

Asthetisch beeintriichtigende Verfirbungen an den Zihnen werden am hiufigsten beobachtet,
bedingt durch Bindung der zweiten kationischen Gruppe an Farbstoffe aus Kaffee, Wein,
Tabak sowie andere Nahrungs- und Genussmittel. Das Ausmall der Farbablagerungen
korreliert mit der Haufigkeit der verursachenden Nahrungsmittel sowie mit der
Chlorhexidinkonzentration in den verwendeten Spiillosungen (Eley 1999). Chlorhexidin
bindet auch an die Geschmacksknospen der Zunge mit der Folge der Blockade spezifischer
Rezeptoren, was zu reversiblen Geschmacksirritationen fiihrt. Vor allem der saure und bittere
Bereich ist betroffen. Auch hier ist die Irritation mengen- und konzentrationsabhédngig (Gent
et al. 2002). Schleimhauterosionen konnten in klinisch-experimentellen Studien nur bei
gleichzeitig intensivem Zihneputzen beobachtet werden, und wurden daher als
chlorhexidinunabhéngige mechanische Traumatisierungen gewertet (Almqvist und Luthman

1988).

Dennoch weisen einige In-vitro-Versuche auf zytotoxische Wirkungen des Chlorhexidins auf
humane gingivale Zellen hin, die von der Dauer der Exposition mit Chlorhexidin und der
Zusammensetzung der Testlosungen abhdngig sind. Werden die Zellen eine, 24 oder 72
Stunden einer chlorhexidinhaltigen Losung ausgesetzt, treten irreversible Schadigungen auf
(Babich et al. 1995). Vermindert werden die zellschidigenden Eigenschaften nach Aussagen

dieser Untersuchungen durch die Zugabe von Lecithin und Albumin zu den Losungen.
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Systemische Nebenwirkungen treten extrem selten auf, da nur 0,3% des in einer iiblichen
Spiillosung enthaltenen Chlorhexidins durch die Schleimhiute resorbiert wird. Uber Galle
und Faeces wieder ausgeschieden, bleibt ein Verschlucken ohne Folgen. An Ratten wurde bei
oraler Gabe von 2g/kg Korpergewicht pro Tag eine Mortalitdtsrate von 20% beobachtet. In
weiteren Tierversuchen konnte Chlorhexidin bei oraler Anwendung zu keinem Zeitpunkt im

Serum nachgewiesen werden (Winrow 1973).

2.5.2 Weitere Mundspiilldsungen

Alternativ zu Chlorhexidin finden oft Meridol und Listerine Anwendung zur Prophylaxe und
zur adjuvanten Therapie von entziindlichen Parodontalerkrankungen. Meridol enthilt als
aktive Bestandteile Zinnfluorid/Aminfluorid. Untersuchungen wiesen eine gute
antimikrobielle Wirksamkeit gegen parodontopathogene Bakterien (Ziermann et al. 1993)
sowie eine klinische signifikante Reduktion der Plaquebildung durch Spiilungen mit Meridol
nach (Brecx et al 1990). Bei langfristiger Anwendung wurde eine verstirkte Zahnsteinbildung
beobachtet (Hagedorn et al. 2000). Diese ist jedoch geringer als bei vergleichbarem Gebrauch
von Chlorhexidin (Brecx et al. 1993).

Spiilungen mit der Eucalyptol/Thymol/Menthol enthaltenden Losung Listerine fiihrten in
Studien zu langanhaltender Verminderung der Zahl anaerober und gramnegativer oraler
Bakterien (Fine et al. 2005) und somit zur Plaquereduktion (Pan et al. 2000, Riep et al. 1999,
Charles et al. 2001) und Gingivitispravention (Ross et al. 1989). In-vitro Studien zeigten eine

hohere Wirksamkeit von Listerine im Vergleich zu Meridol (Pan et al. 1999).

Neben Listerine gibt es Studien zu weiteren als Mundspiillosungen verwendbaren dtherischen
Olen. Teebaumél (Melaleuca alternifolia) zeigt eine starke antibakterielle Wirkung gegeniiber
parodontopathogenen Bakterien sowie eine Hemmung der Adhédsion von P. gingivalis
(Takarada et al. 2004). Jedoch werden klinische Parameter durch Teebaumél kaum positiv

beeinflusst (Arweiler et al. 2000).

Auch das in vielen Mundhygieneprodukten enthaltene Triclosan weist eine im Vergleich zu
Chlorhexidin nur sehr schwache antimikrobielle Aktivitit auf (Welk et al. 2005). Eine
Hemmung der Plaquebildung und Gingivitisentstehung kann durch diese Verbindung allein

nicht erreicht werden (Lang et al. 2002).
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3. Zielstellung

Chlorhexidin findet weltweit in der Plaquekontrolle und Gingivitispravention Anwendung.
Dabei kommen verschiedenste Mundspiillosungen, die sich in Konzentration,
Zubereitungsform und Zusidtzen unterscheiden, zum Einsatz. Eine repridsentative Auswahl
dieser Losungen sowie im Handel weit verbreitete chlorhexidinfreie Zubereitungen sollten in

thren Wirkungen in dieser In-vitro Studie untersucht werden.

Die Untersuchung der antibakteriellen Wirksamkeit von Mundspiillosungen gegen die
Infektion gingivaler Fibroblasten war erster Schwerpunkt der Arbeit. Getestet wurde die
Abhingigkeit der antimikrobiellen Aktivitidt von Zeit, Konzentration und Zusammensetzung
der Mundspiillosungen auf die parodontopathogenen Stimme A. actinomycetemcomitans
ATCC 33384, A. actinomycetemcomitans Y4, P. gingivalis ATCC 33277 und P. gingivalis
M5-1-2.

Des Weiteren sollte die Beeinflussung der Immunantwort des Wirtes durch die Anwendung
von Chlorhexidin und anderen Mundspiillosungen ermittelt werden. Die Untersuchung der
Freisetzung der inflammatorischen Interleukine IL-6 und IL-8 aus infizierten und nicht-
infizierten Fibroblasten nach Kontakt mit Chlorhexidin und den Vergleichslosungen sollte

Aussagen iiber deren Auswirkungen auf die Entziindungsreaktion ermoglichen.

Als unerwiinschte Wirkungen von Chlorhexidin sind vor allem Verfairbungen der Zahne und
Geschmacksirritationen bekannt. Zytotoxische Eigenschaften des Chlorhexidins auf humane
Gingivafibroblasten wurden bisher nicht nachgewiesen. In der vorliegenden Studie sollten
deshalb verschiedene Tests zur Ermittlung einer mdglichen zytotoxischen Wirkung der
Mundspiillosungen durchgefiihrt werden. Diese sollen im Zusammenhang mit den anderen
untersuchten Parametern Grundlage einer Empfehlung zur Art und Dauer der Anwendung

von Mundspiillésungen sein.
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4. Material und Methoden

4.1 Vorbereitende Arbeiten

4.1.1 Anzucht der Zellen

Fiir die Versuche wurden primire Gingivafibroblasten verwendet, die von einem parodontal
gesunden Patienten stammen, dem der retinierte Weisheitszahn entfernt worden war. Diese
wurden mit DMEM Zellkulturmedium (Gibco Invitrogen Cooperation, UK) und 10% fetalem
Kalberserum bei 37°C und 5% CO; kultiviert. Die Passagen der Zellen erfolgten regelméBig
in zwei Zellkulturflaschen (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Germany), wenn unter
dem Mikroskop ein dichter Zellrasen (Monolayer) zu erkennen war. Alle Versuche wurden

zwischen der vierten und der achten Passage durchgefiihrt.

24 Stunden vor Versuchsbeginn wurden die Zellkulturflaschen dem Brutschrank entnommen,
um unter dem Mikroskop die Bildung der Monolayer zu {iberpriifen. Fiir einen
Versuchsansatz wurde jeweils eine Flasche verwendet. Das Ndhrmedium wurde entfernt und
die Zellen mit PBS gewaschen. Zum Ablosen der Fibroblasten von der Oberfldche der
Zellkulturflaschen wurden sie mit 1 ml 5% EDTA Trypsinlosung (BioChrom AG, Berlin,
Deutschland) benetzt und fiir zehn Minuten zuriick in den Inkubator gestellt. Die im nichsten
Schritt zugegebenen 20 ml DMEM mit FCS hoben die Wirkung des Trypsins auf und die

abgelosten Zellen konnten zusammen mit dem Medium abgesaugt und verteilt werden.

Die Verteilung fiir den Nachweis der antimikrobiellen Wirksamkeit der Losungen erfolgte auf
12 24 Well Gewebekulturplatten (Fa Greiner®, Frickenhausen, Deutschland) zu je 500 pl pro
Well, so dass die Fibroblasten auf 36 Wells aufgebracht wurden.

Um tiber den MTT-Test die Zelltoxizitdt nachzuweisen, wurden die Fibroblasten mit 30 ml
DMEM mit FCS aufgenommen und zu je 150 ul auf zwei Mikrotiterplatten mit 96 Wells
(Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland) mit Flachboden pipettiert.

Fir den Trypanblau Test wurden die Fibroblasten ebenfalls in den oben geschilderten
Arbeitsschritten gewaschen und vom Plattenboden abgelost. Die Zellen einer
Gewebekulturflasche wurden mit 12 ml des FCS-haltigen Nahrmediums zu je 500 pl pro Well
auf eine 24-Wellplatte verteilt.
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Anschlieflend kamen die Platten fur 24 Stunden in den Inkubator.

4.1.2 Bakterienstimme

Die verwendeten Bakterienstimme A. actinomycetemcomitans ATCC 33384, A.
actinomycetemcomitans Y4 und P. gingivalis ATCC 33277 als Laborstimme sowie P.
gingivalis M5-1-2 als klinisches Isolat wurden am Vortag des Versuches auf Schaedler-Agar
(Ox01d®, mit 8% Schafblut) tiberimpft. Die Aggregatibacter-Stimme wurden bei 37°C unter
Zugabe von 5% Kohlendioxid inkubiert. Bei P. gingivalis erfolgte die Anziichtung anaerob
mittels des AnaoeroGen-Systems (Oxoid Limited, Hampshire, England). Zum Zeitpunkt des
Versuchsbeginns befanden sich die Bakterienstimme damit in einer logarithmischen

Wachstumsphase.

Fiir alle Versuchsansitze wurde eine Bakteriendichte von OD 640 nm = 0,1 verwendet, was
einer Keimkonzentration von 10° Keimen/ml entsprach. Der iiberimpfte Stamm des zu
untersuchenden Erregers wurde mittels eines sterilen Wattestdbchens (Nerbe Plus,
Winsen/Luhe, Deutschland) in ein das Medium 199 (Gibco Invitrogen Cooperation, UK)
enthaltendes Kunststoffrohrchen (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland) gegeben. Es
folgte die Konzentrationseinstellung der Suspension am Photometer (Ultrospec 2000

Pharmacia Biotech) nach Eichung mit dem reinen Medium 199.

4.1.3 Infektion der Fibroblasten

Nach Entfernen des Mediums von den Zellkulturplatten wurde mit PBS gewaschen, und 1 ml
einer Mischung der Bakteriensuspension mit DMEM im Verhiéltnis 1:4 beziehungsweise
DMEM mit reinem Medium 199 in der gleichen Verdiinnung auf die Zellen gegeben. Dabei
wurden je 24-Wellplatte vier Spalten infiziert und zwei mit der bakterienfreien Ldsung

benetzt.
Fiir die Zeiteinheiten von einer, sechs und 18 Stunden resultierte so je eine halbe Wellplatte

mit zwei infizierten Wells pro getesteter Konzentration und einem Well ohne Bakterien zur

Kontrolle.
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4.2 Versuchsdurchfiihrung

Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden in vier Teilversuchen ermittelt:

e Untersuchung der antibakteriellen Wirksamkeit des Chlorhexidins

e Ermittlung von IL-6 und IL-8 mittels ELISA aus den Uberstinden

e Bestimmung der Zytotoxizitdt des Chlorhexidins auf Fibroblasten durch MTT-

Nachweis

e Bestitigung der zytotoxischen Wirkung mittels Trypanblau Exclusion Test

Abb. 2: Tabelle 1: Ubersicht der getesteten Losungen

Produkt Konzentration | Zusitze Hersteller
Chlorhexamed® | 0,06% Chx Aqua, Sorbitol, Alcohol, Peg- 40, GlaxoSmith
+ Fluorid Losung | +250 ppm Hydrogenated Castor Oil, Aroma, -Kline
Fluorid Sodium Fluoride, Sodium Saccharin, Consumer
Methylparaben, Propylparaben healthcare,
Briihl
Chlorhexamed® | 0,1% Chx Ethanol, Glycerol, Macrogol- GlaxoSmith
Fluid Glycerol- hydroxystearat, -Kline
Aromastoffe, Farbstoff E 124, Wasser, | Consumer
enthilt 7,2% Alcohol healthcare,
Briihl
Curasept® 0,12% Chx A.D.S. (Anti-Discoloration-System ) Curaden
Mundspiilldsung Aqua, Xylitol, Peg- 40 Hydrogenated | healthcare
Castor Oil, Propylene, Glicol, S.R.L.-
Poloxamer 407, Ascorbic Acid, Milano
Sodium Benzoate, Sodium
Metabisulfite, Sodium Citrate, C.I.
42090
Oral B® 0,12% Chx Aqua, Alcohol, Glycerin, Peg-40 Gilette
Chlorhexidin Sorbitan Diisostearate, Aroma, Gruppe
Mundspiilldsung Sodium Saccharin, Cl 42051 Deutschand
GmbH&
Co. oHG,
Kronberg

19




Curasept® 0,2% Chx Aqua, Xylitol, Propylene, Glicol, Peg- | Curaden
Mundspiilldsung 40 Hydrogenated Castor Oil, healthcare
Ascorbic Acid, Aroma, Poloxamer S.R.L.-
407, Sodium Metabisulfite, Sodium Milano
Citrate, C.I. 42090
Meridol® 0,2% Chx Aqua, Glycerin, Sorbitol, Aroma, Peg- | Gaba GmbH
Chlorhexidin + 250 ppm 40, Hydrogenated Castor Oil, Citric Lorrach
Mundspiillosung | Natriumfluorid | Acid, C142051
Chlorhexamed® | 1,0% CHX 2- Propanol, Hyprolose, GlaxoSmith
Gel Levomenthol, Natriumacetat, Macrogolglycerol, -Kline
Pfefferminzol Hydroxystearat, gereinigtes Wasser Consumer
healthcare,
Briihl
Listerine® Zahn | Eucalyptol, Aqua, Alcohol, Sorbitol, Methyl Pfizer
und Zahnfleisch- | Thymol, Salicylate, Sodium Fluorid, Consumer
schutz Menthol Propylalcohol, Poloxamer 407, Healthcare
Benzoic Acid, Saccharin Sodium, GmbH,
Sodium Benzoate, Aroma, Karlsruhe
C142053, C147005
Meridol® Aminfluorid Aqua, Xylitol, PVP, Peg- 40, Gaba GmbH
Mundspiillésung | und Zinnfluorid | Hydrogenated Castor Oil, Olaflur, Lorrach
Aroma, Stannous Fluoride, Sodium
Saccharin, C1 42051
Chlorhexidin 0,06% Chx steriles Leitungswasser frisch
hergestellt
Chlorhexidin 0,1% Chx steriles Leitungswasser frisch
hergestellt
Chlorhexidin 0,2% Chx steriles Leitungswasser frisch
hergestellt
Chlorhexidin 1,0% Chx steriles Leitungswasser frisch
hergestellt
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4.2.1 Untersuchung der antibakteriellen Wirksamkeit

Der Entnahme des Mediums von den Wells folgte die Zugabe von je 500 ul Testlosung. In
der ersten Reihe befanden sich zur Kontrolle bei jedem Versuchsdurchlauf 500 pl steriles
Leitungswasser, in den iibrigen drei Reihen die jeweiligen Ldsungen. Getestet wurden
gebrauchsfertige Handelspriparate, frisch aus 20% Chlorhexidin und sterilem Leitungswasser
hergestellte Losungen mit einem Chlorhexidingehalt von 0,06% bis 1,0%, sowie Meridol und
Listerine (Abb.2 Tabelle 1). Um Mundbedingungen zu simulieren verblieb jede Losung fiir
jeweils eine Minute bei 37°C und 5% CO, auf den Fibroblasten (Abb.2). AbschlieBend
wurden die Wirkstofflosungen abgesaugt und die Wells mit je 1 ml DMEM aufgefiillt.

Nach Ablauf von einer, sechs und 18 Stunden wurden 10 pl des Nahrmediums aus den
infizierten Wells auf Schaedler-Agar gespatelt. Der Uberstand aller Wells fiir jede Zeiteinheit
wurde entnommen, bei 14 000 U/min fiir vier Minuten zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge
5415¢, Sarstedt, Niirmbrecht), wobei die enthaltenen Zellen sich am Boden des
EppendorfgefiBles (Sarstedt, Niirmbrecht) absetzten und 750 ml des zellfreien Mediums

abpipettiert und zur spiteren Interleukinbestimmung mittels ELISA eingefroren wurden.

Dreimaliges Waschen mit PBS entfernte die planktonischen Bakterien von den Zellen. Die
Zugabe von 1 ml Aqua dest pro Well und die Aufbewahrung der Platten im Brutschrank fiir
15 Minuten fiihrte zur Zerstorung der Fibroblasten und zur Freisetzung der adhdrenten
einschlieBlich moglicher internalisierter Keime. Je 100 pul dieses bakterienhaltigen Aqua dest

wurden auf Schaedler Agar ausgespatelt und zusammen mit den ersten Platten bebrtitet.

Fiir A. actinomycetemcomitans ATCC 33384 und A. actinomycetemcomitans Y4 konnten
nach sieben Tagen mit 5% Kohlendioxid im Brutschrank die Bakterienzahlen durch
Auszédhlen der koloniebildenden Einheiten ermittelt werden, fiir P. gingivalis ATCC 33277

und P. gingivalis M5-1-2 nach ca. zehn Tagen bei anaerober Bebriitung (Abb. 2).

Die Versuchsansitze erfolgten immer in Doppelbestimmung.
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4.2.2 Ermittlung von Interleukin-6 und Interleukin-8 mittels ELISA aus den Uberstinden
Die ELISA Sandwich Technik (HU IL8 Cytoset CHC 1304, HU IL6 Cytoset CHC 1264,

Biosource Europe, S.A., Belgien) verwendet zwei Antikorper, die beide spezifisch an
definierten Stellen an das nachzuweisende Antigen binden. Vom ersten Antikorper (Coating
AK) wurden 100 pl je Well in einer Verdinnung mit PBS von 1:1000 auf die 96er
Mikrotiterplatte (Nync A/S, Danemark) gegeben und dort gebunden, nachdem die Platte mit
PBS einmal gewaschen worden war. Die Platte wurde abgedeckt und fiir 12 Stunden bei 8°C

inkubiert.

Am Versuchstag erfolgte das Absaugen der Coating Antikorper und das Ausklopfen der
Platte, bevor 200 pl Blockinglosung (40 g Rinderserumalbumin /1 PBS) je Well zugegeben
und diese wieder bedeckt wurden. Eine Inkubation von zwei Stunden bei Zimmertemperatur
schloss sich an, bevor auch die Blockinglosung wieder abgesaugt und ausgeklopft werden
konnte. Die beschichtete Platte wurde nun zweimal mit 200 pl und einmal mit 400 ul je Well

einer Waschlosung (9,0 g NaCl, 1 ml Tween 20 ad 1000 ml, pH 7,4) behandelt.

Standards wurden durch Verdiinnungsreihen mit Standardpuffer (4,0 g Rinderserumalbumin
/1 PBS) hergestellt, so dass Verdiinnungen der Konzentrationen 10 000 pg/ml zu 1000, 500,
250, 125, 62,5, 31,23, und 15,675 entstanden. Von den vorbereiteten Standards sowie den
Proben wurden 100 pl in die Wells pipettiert, bevor 50 pl des Detektions-Antikorpers
zugegeben wurden und sich eine Inkubation unter Abdeckung unter andauerndem Schiitteln
fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur anschloss. Dieser zweite Antikérper band nun ebenfalls

das Antigen und es entstand ein AK-AG-AK—-Komplex.

Die Losungen wurden von den Wells abgesaugt und, wie schon beschrieben, gewaschen.
Bevor die Mikrotiterplatte wieder bedeckt und bei Raumtemperatur 30 Minuten inkubiert
wurde, erfolgte die Zugabe von 100 pl Streptavidin—Horseradish—Conjugate. Durch erneutes
Absaugen und Waschen wurden iiberschiissige Antikorper entfernt und danach 100 ul TMB
(3,3',5,5"-Tetramethylbenzidine Liquid Substrate System for ELISA, Sigma) zugegeben und

der Versuchsansatz fiir 60 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur unbedeckt inkubiert.

Das Enzym spaltete dabei vom farblosen Nitrophenylphosphat den Phosphatrest ab und es

entstand schwach gelbes p-Nitrophenol. Die Farbintensitdt war dabei der Konzentration des
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entstandenen Nitrophenols und damit der Konzentration des zu bestimmenden Antigens in der

Probe proportional.

Nach Zugabe von 50 ul der Stopplosung (0,5 NH,SO4) konnten die Mikroplatten bei 450 nm

(Referenzfilter 650 nm) gelesen werden (easy WIN fitting Version V6.1, Tecan). Die

Berechnung der Interleukinkonzentrationen erfolgte mittels der zum Gerdt gehorigen

Software im Vergleich mit einer gleichzeitig angefertigten Standardkurve.

Alle Interleukinbestimmungen erfolgten doppelt aus zwei unabhéngigen Versuchsreihen.

Monolayer von Gingivafibroblasten

!
l

Infektion mit Bakterienstamm

l

Inkubation eine Stunde

l

Entfernen des Zellkulturmediums

Zugabe der Testlosung fiir eine Minute

Entfernen der Spiillosung, Zugabe von Zellkulturmedium

!

Inkubation eine, sechs und 18 h mit 5% CO2 bei 37°C

! l

Waschen und Lysieren der Zellen Gewinnung der Uberstéinde

! l

!

Bestimmung der Zahl der koloniebildenden

Einheiten

IL-6 und IL-8
(ELISA)

Abb. 3: Versuchsablauf zur Bestimmung der antibakteriellen Wirksamkeit der Testlosungen

und der Interleukinfreisetzung (Teilversuch 4.2.1 und 4.2.2)

23




4.2.3 Bestimmung der Zelltoxizitdt durch MTT- Nachweis

Als Assay fiir die Toxizitdt diente zundchst der MTT-Test. Es handelt sich um einen
kalorimetrischen Test, der auf der Reduktion des gelben Tetrazoliumsalzes 3-[4,5-
Dimethylthiazol-2-yl]-2,5 Diphenyltetrazoliumbromid (MTT) zu lila Formazankristallen
durch zelluldre Dehydrogenasen beruht. Da diese in den Mitochondrien lokalisierten Enzyme
nur bei lebenden Zellen aktiv sind, dient die Umwandlung von MTT als Maf} fiir die

metabolische Aktivitdt der Zellen und somit der Toxizitdt der getesteten Losungen.

Die auf den Mikrotiterplatten als Monolayer vorliegenden Fibroblasten wurden zweimal mit
300 ul PBS gewaschen. Ein Drittel der Zellen wurde mit PBS, die anderen zwei Drittel
jeweils mit einer auf OD= 0,1 eingestellten Bakteriensuspension der Stimme A.
actinomycetemcomitans ATCC 33384 und P. gingivalis ATCC 33277 zu 20 pl benetzt und
mit Nihrmedium 80 ul DMEM aufgefiillt. Da sich nach dem ersten Versuch kein
signifikanter Unterschied zwischen infizierten und nicht infizierten Zellen beziiglich der
Zelltoxizitit zeigte, wurde auf die Bakterienbesiedlung bei den anschlieBenden MTT-

Nachweisen verzichtet.

Nach einer Stunde Inkubation im Brutschrank erfolgte die Zugabe von 100 pl Testlosung
(Tabelle 1) — beziehungsweise zur Kontrolle steriles Leitungswasser — fiir je eine Minute bei
37°C. Die Losungen wurden abgesaugt und nach dem Hinzufiigen von 100 ul DMEM fiir
eine, sechs und 18 Stunden bei 37°C und 5% CO, inkubiert.

Als nichstes wurden 20 ul MTT Ldosung (0,5% in PBS geldst) zugegeben und nochmals drei
Stunden inkubiert. Zur Extraktion des wasserunldslichen Formazansalzes dienten 20 pl einer
3%igen SDS Losung und Isopropanol 0,04 N- HCI 100ul. Nach Inkubation iiber 30 Minuten

konnte ein Farbumschlag beobachtet werden.

Die Absorption des entstandenen Formazans wurde spektrophotometrisch (Easy WIN
screening, Version V6.1, Tecan) bei einer Wellenldnge von 562 nm bestimmt. Pro gepriifter
Substanz, Zeiteinheit und Bakterienstamm wurden jeweils vier unabhéngige Bestimmungen

durchgefiihrt.
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4.2.4 Bestitigung der zytotoxischen Wirkung mittels Trypanblau-Exclusion-Test

Zusitzlich zur Bestimmung der mitochondrialen und somit metabolischen Aktivitit der Zellen
durch den MTT- Nachweis wurde als Farbstoffausschlusstest der Trypanblau Exclusion Test
angefertigt. Er beruht darauf, dass vitale Zellen impermeabel fiir Trypanblau sind, wihrend
tote Zellen durch den sauren Diazofarbstoff Tryptopanblau durchgingig blau gefarbt werden.

Die vorbereiteten Fibroblasten wurden vom DMEM befreit und je Well 500 pl der
Testlosungen fiir eine Minute bei 37°C zugegeben. Getestet wurden 0,1%, 0,2% und 1,0%ige
Chlorhexidinkonzentrationen, die mit sterilem Leitungswasser frisch hergestellt worden
waren. Als Kontrolle diente ebenfalls steriles Leitungswasser. Danach wurden die Zellen

wieder mit 1 ml DMEM bedeckt und bei 37°C inkubiert.

Nach einer, sechs und 18 Stunden wurde je 1/3 der Wells mit PBS gespiilt, die Zellen mit 100
ul EDTA/Trypsinlosung vom Boden geldst und mit 400 pul Medium 199 aufgenommen. Vier
Minuten zentrifugieren bei 14 000 U/min fithrten zum Absetzen der Zellen im
Eppendorfgefil. Das Anfirben der Zellen erfolgte nach Entfernung des Uberstandes mit einer
Losung aus 2 ul Trypanblau geldst in PBS.

Die Zellen wurden in einer Neubauer Zihlkammer (Blaubrand®) mikroskopisch ausgezihlt

und der Anteil der angefarbten Fibroblasten an der Gesamtzellenzahl rechnerisch bestimmt.

Der Versuch erfolgte als Doppelbestimmung.
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5. Ergebnisse

In diesem Kapitel werden die Resultate der Bestimmung der antimikrobiellen Aktivitdt nach

einminiitiger Spililung der infizierten Fibroblasten mit den verschiedenen Chlorhexidin-

Konzentrationen und den chlorhexidinfreien Losungen zusammengefasst. Diese beziehen sich

auf die Wirkung gegen A. actinomycetemcomitans ATCC 33384, A. actinomycetemcomitans

Y4 (in den Diagrammen gelb unterlegt), P. gingivalis ATCC 33277, und P. gingivalis M5-1-2

(in den Diagrammen grau unterlegt). Zudem erfolgt die Darstellung der Interleukinfreisetzung

aus Fibroblasten nach Infektion mit diesen Keimen. Die Ergebnisse des MTT-Nachweises

und des Trypanblau Tests zur Zelltoxizitdt der Chlorhexidinlosungen gegeniiber infizierten

und nichtinfizierten Fibroblasten werden dargestellt und erldutert.

5.1 Antimikrobielle Aktivitit

Die Diagramme geben die Anzahl der koloniebildenden Einheiten nach einminiitiger Spiilung

mit den untersuchten Losungen und Inkubation bei 37°C in den Intervallen eine, sechs und 18

Stunden wieder. Dargestellt ist die Anzahl planktonischer und adhérenter Bakterien bezogen

auf die vier getesteten Bakterienstimme.

5.1.1 Planktonische Bakterien A. actinomycetemcomitans

10000
(lgKBE
1000

100

10

T -
i T T
1 Stunde 6 Stunden 18 Stunden
B Kontrolle O Chlorhexidin 0.06% @ Chlorhexamed 0.06%+Fluor
O Chlorhexamed 0.1 % @ Chlorhexidin 0,1% O Curasept 0,12 %
W oral B0.12 % B Chlorhexidin 0.2 % E Curasept 0.2 %

O Meridol mit Chlohexidin
@ Listerine

O Chlorhexidin 1.0 %
B Meridol

0 Gel 1.0 %

Zett

Abb. 4: Wirkung der Mundspiillésungen auf die Zahl der planktonischen Bakterien
A. actinomycetemcomitans ATCC 33384
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Die Kontrollen nach einer, sechs und 18 Stunden zeigten durchschnittlich 2209 KBE
planktonischer Bakterien des Stammes A. actinomycetemcomitans ATCC 33384 (Abb. 4).
Der Kontakt mit den Mundspiillosungen fiihrte zur deutlichen Reduktion der Keimzahlen in
Abhéngigkeit von den eingesetzten Losungen. Mit Chlorhexidin 0,06%, Oral B, Chlorhexidin
0,2% und Meridol mit Chlorhexidin und 1%igem Gel konnte eine komplette Abtétung der
Keime erreicht werden. Die geringste Wirkung besal3 die Spiilung mit Curasept, sowohl in der

0,12%igen als auch in der 0,2%igen Zubereitung.

Bei den chlorhexidinfreien Préparaten war Meridol Listerine iiberlegen, und erreichte nach
einer Stunde eine Verringerung der mittleren Keimzahl auf drei KBE. Nach sechs Stunden
waren bei beiden Testreihen keine Bakterien anziichtbar, nach 18 Stunden stieg bei der
Listerinelosung die Zahl auf 94 an, wihrend bei Meridol kein Wiederansteigen der

Keimzahlen zu beobachten war.

10000
(IgKBE
1000
100
10 m
1
Zett
1 Stunde 6 Stunden 18 Stunden
B Kontrolle O Chlorhexidin 0.06% @ Chlorhexamed 0.06%+Fluor
O Chlorhexamed 0.1 % B Chlorhexidin 0,1% O Curasept 0,12 %
W oral B0.12 % o B Chlorhexidin 0.2 % @ Curas ept 0.2%
O Meridol mit Chlorhexidin O Chlorhexidin 1.0 % O0Gel 1.0%
@ Listerine B Meridol

Abb. 5: Wirkung der Mundspiillosungen auf die Zahl der planktonischen Bakterien
A. actinomycetemcomitans Y4

Anders war dies fiir die planktonischen Bakterien des Stammes A. actinomycetemcomitans
Y4 (Abb. 5). Ausgehend von den Kontrollwerten, die zwischen 3074 und 3676 KBE lagen,
erreichten alle Chlorhexidin- Konzentrationen, bis auf 0,12% Curasept, schon nach einer
Stunde eine 100%ige antimikrobielle Wirksamkeit. Schlechter war die antibakterielle
Wirksamkeit von Listerine und Meridol. Listerine reduzierte die Zahl der KBE der
planktonischen A. actinomycetemcomitans Y4 nach einer Stunde auf durchschnittlich fiinf;

nach 18 Stunden hatte sich deren Zahl jedoch wieder auf 110 erhéht. Meridol erreichte nach
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einer Stunde nur eine Senkung der Zahl KBE auf 465, nach sechs und 18 Stunden sanken die
Zahlen aber auf 48 KBE bzw. 41 KBE und somit unter die Werte von Listerine.

5.1.2 Adhérente Bakterien A. actinomycetemcomitans

10000
(Ig KBE
1000
100 T
’ I ﬂ
1 .
Zett
1 Stunde 6 Stunden 18 Stunden
B Kontrolle O Chlorhexidin 0.06% @ Chlorhexamed 0.06%+Fluor
O Chlorhexamed 0.1 % @ Chlorhexidin 0,1% O Curasept 0,12 %
WoralB0.12% B Chlorhexidin 0.2 % @ Curasept 0.2 %
O Meridol mit Chlorhexidin O Chlorhexidin 1.0 % O0Gel1.0%
M Listerine B Meridol

Abb. 6: Wirkung der Mundspiillésungen auf die Zahl der adhirenten Bakterien
A. actinomycetemcomitans ATCC 33384

Auch das Diagramm der adhirenten Bakterien des Stammes A. actinomycetemcomitans
ATCC 33384 (Abb. 6) zeigt ausgehend von durchschnittlich 2230 KBE der Kontrolle die sehr
gute antimikrobielle Wirksamkeit der Chlorhexidinlosungen — sowohl der frisch mit sterilem
Leitungswasser hergestellten als auch der im Handel erhiltlichen Pridparate. Im Bereich bis
sechs Stunden nach einminiitiger Zugabe des Wirkstoffes war bei fast allen Losungen auf3er
den Curasept-Produkten ein Absinken der Bakterienzahlen auf Null zu verzeichnen. Nach 18
Stunden waren die antibakteriellen Werte fiir Konzentrationen zwischen 0,1% und 0,2% am
hochsten, sowohl niedrigere als auch hohere Konzentrationen fiihrten zum Anstieg der
Keimzahlen. Meridol zeigte hier eine 100%ige antibakterielle Wirksamkeit, die Anwendung

von Listerine konnte diesen sehr guten Effekt nur im Intervall von sechs Stunden erreichen.
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1 Stunde 6 Stunden 18 Stunden

B Kontrolle O Chlorhexidin 0.06% @ Chlorhexamed 0.06%tFluor
O Chlorhexamed 0.1 % @ Chlorhexidin 0,1% O Curasept 0,12 %
W oral B0.12 % B Chlorhexidin 0.2 % ] Curase]gt 0.2 %
O Meridol mit Chlorhexidin O Chlorhexidin 1.0 % 0 Gel 1.0%
@ Listerine B Meridol

Abb. 7: Wirkung der Mundspiillésungen auf die Zahl der adhirenten Bakterien
A. actinomycetemcomitans Y4

Sehr gute antimikrobielle Eigenschaften bewiesen die Chlorhexidinlosungen bei Tests mit
adhérenten A. actinomycetemcomitans Y4 Keimen (Abb. 7). In den Kontrollen lag die Zahl
der KBE stets bei 5000. Nach einer Stunde waren jedoch nur bei Curasept, Oral B und
Chlorhexidin 0,2% geringe Bakterienzahlen nachweisbar. Koloniebildende Einheiten waren

nach sechs und 18 Stunden nur noch nach der Spiilung mit Curasept 0,2% vorhanden.

Listerine und Meridol toteten alle adhdrenten A. actinomycetemcomitans Y4 Bakterien ab.
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5.1.3 Planktonische Bakterien Porphyromonas gingivalis

10000
(Ig KBE
1000 -
100
10 A
1 R .
Zeit
1 Stunde 6 Stunden 18 Stunden
B Kontrolle O Chlorhexidin 0.06% @ Chlorhexamed 0.06%+Fluor
O Chlorhexamed 0.1 % @ Chlorhexidin 0,1% O Curasept 0,12 %
W oralB0.12 % @ Chlorhexidin 0.2 % @ Curasept 0.2 %
0O Meridol mit Chlorhexidin O Chlorhexidin 1.0 % O Gel 1.0 %
@ Listerine B Meridol

Abb. 8: Wirkung der Mundspiillosungen auf die Zahl der planktonischen Bakterien
P. gingivalis ATCC 33277

Der Einfluss einer einminiitigen Chlorhexidinspiilung auf die P. gingivalis Stimme zeigte sich
fiir die planktonischen Bakterien in einer ausgeprdgten Verminderung der Zahl der KBE
durch fast alle getesteten Losungen. Die Kontrollen betrugen hier im Durchschnitt 2 826
KBE. Wihrend die Curasept 0,12% und 0,2% Spiillosungen nach einer Stunde eine
Reduktion der Bakterienzahlen fiir P. gingivalis ATCC 33277 (Abb. 8) um 98,9%
beziehungsweise 59,6% erreichten, waren die anderen Losungen (bis auf Chlorhexidin
0,06%) in der Lage, die Bakterien vollstindig zu eliminieren. Nach sechs und 18 Stunden
waren nur fiir die Kontrolle und frisch hergestelltes 0,06%iges Chlorhexidin noch
planktonische Bakterien anziichtbar. Keimfreie Bedingungen lagen auch nach Spiilung der

infizierten Zellen mit Listerine und Meridol fir alle untersuchten Zeitabschnitte vor.
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B Kontrolle O Chlorhexidin 0.06% @ Chlorhexamed 0.06%+Fluor
O Chlorhexamed 0.1 % @ Chlorhexidin 0,1% O Curasept 0,12 %
W oral B0.12 % B Chlorhexidin 0.2 % @ Curasept 0.2 %
O Meridol mit Chlorhexidin O Chlorhexidin 1.0 % OGel1.0%
@ Listerine B Meridol

Abb. 9: Wirkung der Mundspiillosungen auf die Zahl der planktonischen Bakterien

P. gingivalis M5-1-2
Noch deutlicher wurde die gute antimikrobielle Wirksamkeit fiir den P. gingivalis M5-1-2-
Stamm (Abb. 9). Von im Durchschnitt 1787 KBE der Kontrolle waren nach einer Stunde nur
noch 14 KBE bzw. 2 KBE der Testreihen Chlorhexamed 0,06% und Curasept 0,2%
anziichtbar. Nach Ablauf von sechs bzw. 18 Stunden erreichten alle getesteten Losungen eine

100%ige Keimfreiheit. Dies traf auch fiir Listerine und Meridol zu.

5.1.4 Adhirente Bakterien Porphyromonas gingivalis

10000
(Ig KBE
1000 ~
100 A
10 A
1
1 Stunde 6 Stunden 18 Stunden Zeit
B Kontrolle O Chlorhexidin 0.06% @ Chlorhexamed 0.06%+Fluor
O Chlorhexamed 0.1 % @ Chlorhexidin 0,1% O Curasept 0,12 %
@ oral B0.12% B Chlorhexidin 0.2 % @ Curasept 0.2 %
O Meridol mit Chlorhexidin O Chlorhexidin 1.0 % OGel 1.0 %
@ Listerine B Meridol

Abb. 10: Wirkung der Mundspiillosungen auf die Zahl der adhirenten Bakterien P. gingivalis
ATCC 33277
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Die Ergebnisse der Versuche mit adhédrenten P. gingivalis ATCC 33277 (Abb. 10) wie auch
den adhérenten P. gingivalis M5-1-2 (Abb. 11) dhnelten sich sehr stark. Als Kontrolle waren
fiir P. gingivalis ATCC 33277 im Mittel 4112 KBE anziichtbar. Nach einer Stunde waren nur
noch 5 KBE nach Spiilung mit 0,06% Chlorhexidin zu finden, wogegen die Zahl der KBE
nach Behandlung der Keime mit Curasept 0,2% noch bei 1184 lag. Alle anderen Losungen

erreichten eine vollstindige Abtdtung der Bakterien schon nach der ersten Stunde.

10000
(Ig KBE
1000 A
100
10 I
1 _
1 Stunde 6 Stunden 18 Stunden  Zeit
B Kontrolle O Chlorhexidin 0.06% @ Chlorhexamed 0.06%+Fluor
O Chlorhexamed 0.1 % @ Chlorhexidin 0,1% O Curasept 0,12 %
W oral B0.12% B Chlorhexidin 0.2 % @ Curasept 0.2 %
O Meridol mit Chlorhexidin O Chlorhexidin 1.0 % 0Gel1.0%
@ Listerine B Meridol

Abb. 11: Wirkung der Mundspiillosungen auf die Zahl der adhirenten Bakterien P. gingivalis
M5-1-2

1546 KBE waren in der Kontrolle der adhdrenten Keime P. gingivalis M5-1-2 im

Durchschnitt anzuziichten. Im ersten Intervall von einer Stunde waren noch geringe Zahlen

koloniebildender Einheiten nach Spiilung mit 0,06% Chlorhexidin (5 KBE) und 0,2%

Curasept (58 KBE) zu finden. Nach Ablauf von sechs Stunden waren fiir alle getesteten

Losungen keine Bakterien mehr nachweisbar und auch nach 18 Stunden stieg deren Zahl

nicht wieder an.

5.2 Freisetzung der Zyvtokine

Die vorliegenden Ergebnisse zur Freisetzung von Interleukinen aus infizierten und nicht-
infizierten Fibroblasten wurden mit Hilfe eines konventionellen Sandwich-Enzym-
Immunessays (ELISA) ermittelt. Die Diagramme zeigen die Menge des freigesetzten IL-6

und IL-8 in pg/ml nach einminiitiger Chlorhexidinspiilung in Abhédngigkeit von der Zeit. Die
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dargestellten Zeitintervalle entsprechen wie bei der Untersuchung der antimikrobiellen

Aktivitit einer, sechs und 18 Stunden.

5.2.1 Interleukin-6-Freisetzung
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Abb. 12: Wirkung der Mundspiillosungen auf die Interleukin-6-Freisetzung nicht infizierter
Fibroblasten

Die Kontrolle der IL-6-Freisetzung aus nicht infizierten Gingivafibroblasten (Abb. 12) zeigte
ein Ansteigen der Werte von 3,9 pg/ml nach einer und 13,8 pg/ml nach sechs Stunden mit
dem maximalen Wert von 21,1 pg/ml nach 18 Stunden. Nach einer Stunde war die
freigesetzte Menge IL-6 bei Chlorhexamed 0,06%+Fluor und Chlorhexamed Gel 1% mit
17,03 pg/ml und 17,57 pg/ml am hochsten. Chlorhexamed 0,06%+Fluor fiihrte auch nach
sechs Stunden mit 19,67 pg/ml zum hochsten IL-6-Spiegel, wihrend Oral B mit 13,59 pg/ml
an zweiter Stelle deutlich darunter lag. Nach 18 Stunden wurden die hochsten Werte
gemessen: Chlorhexamed 0,1% fiihrte zu Anstieg der IL-6-Freisetzung auf 41,90 pg/ml,
Meridol mit Chlorhexidin auf 31,99 pg/ml. Listerine fiihrte zu messbar hoheren

Interleukinwerten als Meridol.

Im Vergleich zur Kontrolle waren die Gesamtmengen sezernierter Mediatoren {iber eine,
sechs und 18 Stunden bei den mit Chlorhexidin gespiilten Zellen geringer, nur bei

Chlorhexamed 0,06%+Fluor, Chlorhexamed Gel 1% und Listerine war die Summe der je
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Zeiteinheit messbaren Interleukine grofer. Durch Chlorhexidin 0,06%, Chlorhexidin 0,1%,
Curasept 0,12% und Chlorhexidin 0,2% wurde die Freisetzung von IL-6 unterdriickt. Oral B,
Curasept und Listerine hatten kaum Einfluss auf die Menge des sezernierten IL-6. Generell
stieg die Freisetzung von IL-6 mit jedem Zeitintervall und war von der Konzentration des

Chlorhexidins in den Losungen unabhéngig.
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Abb. 13: Wirkung der Mundspiillosungen auf die Interleukin-6-Freisetzung
A. actinomycetemcomitans ATCC 33384 infizierter Fibroblasten
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Abb. 14: Wirkung der Mundspiilldsungen auf die Interleukin-6-Freisetzung

A. actinomycetemcomitans Y4 infizierter Fibroblasten
Die Infektion der Fibroblasten mit A. actinomycetemcomitans induzierte eine massiv
vermehrte Freisetzung von IL-6, verglichen mit den nichtinfizierten Zellen war fiir die
Kontrolle die Freisetzung um den Faktor 36,3 fiir A. actinomycetemcomitans ATCC 33384
(Abb. 13) beziehungsweise sogar um den Faktor 313,2 fiir A. actinomycetemcomitans Y4

(Abb. 14) erhoht.

Im Verlauf der 18 Stunden lieB3 sich durch die Infektion mit den Keimen ohne Zugabe von
Mundspiilldsungen ein deutlicher Anstieg des einstiindigen Wertes von 0,9 pg/ml auf 763,7
pg/ml bei A. actinomycetemcomitans ATCC 33384 und von 6,7 pg/ml auf 6578,0 pg/ml bei

A. actinomycetemcomitans Y4 feststellen.

Chlorhexidin unterdriickte die A. actinomycetemcomitans-induzierte vermehrte Freisetzung
von IL-6. So war zwar eine Erhohung der gemessenen Werte nach einer, sechs und 18
Stunden zu notieren, wobei Curasept 0,12%, Curasept 0,2% und Meridol mit Chlorhexidin die
Freisetzung des IL-6 A. actinomycetemcomitans ATCC 33384 infizierter Zellen am starksten
forderten, jedoch wurden die hohen Werte der Kontrolle von den anderen Mundspiillosungen
nicht einmal anndhernd erreicht. Die Kontrolle flir A. actinomycetemcomitans ATCC 33384
nach 18 Stunden betrug 763 pg/ml, wihrend der Mittelwert der IL-6 Freisetzung aller
chlorhexidingespiilten Zellen mit 83,6 pg/ml deutlich darunter lag.

35



Bei Infektion mit A. actinomycetemcomitans Y4 lagen die Werte der Kontrolle nach 18
Stunden mit 6578 pg/ml weit liber dem Durchschnitt der Testlosungen (689,8 pg/ml nach 18
Stunden). Hier fiihrten Chlorhexidin 0,06%, Chlorhexidin 0,1%, Curasept 0,2% und

Chlorhexidin 1% nach einer, sechs und 18 Stunden zum grof3ten Anstieg der Messwerte.

Interessanterweise fiihrte im Gegensatz zu den mit A. actinomycetemcomitans ATCC 33384
infizierten Zellen die Spiilung mit Meridol mit Chlorhexidin bei A. actinomycetemcomitans
Y4 nicht zur Erh6hung, sondern zur starken Absenkung der IL-6-Freisetzung. Ein besonders
starkes Absinken der Entziindungsmediatorfreisetzung war auch nach Spiilung mit Listerine

und Meridol zu beobachten.
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Abb. 15: Wirkung der Mundspiillosungen auf die Interleukin-6-Freisetzung P. gingivalis
ATCC 33277 infizierter Fibroblasten
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Abb. 16: Wirkung der Mundspiillosungen auf die Interleukin-6-Freisetzung P. gingivalis
M5-1-2 infizierter Fibroblasten

Die Kontrollen zeigten nach 18 Stunden die maximalen Werte 304,7 pg/ml fiir P. gingivalis
ATCC 33277 und 1,46 pg/ml fiir P. gingivalis M5-1-2. Die Kontrolle nichtinfizierter Zellen
lag bei 21,1 pg/ml im gleichen Zeitintervall. Der Einfluss der Infektion dulerte sich somit bei
P. gingivalis ATCC 33277 durch eine vermehrte IL-6-Freisetzung, bei P. gingivalis M5-1-2
dagegen durch eine verminderte Menge freigesetzten Interleukins verglichen mit

nichtinfizierten Zellen.

Die Spiilung mit den Testlosungen senkte nach einer Stunde die Menge der freigesetzten
Interleukine aus mit P. gingivalis ATCC 33277 infizierten Fibroblasten auf Werte unterhalb
der Kontrolle, zwischen 0,21 pg/ml nach Spiilung mit Chlorhexamed 0,1% und 28,46 pg/ml
nach Behandlung mit Curasept 0,12% (Abb. 15).

Nach sechs und 18 Stunden steigerten Chlorhexamed 0,1% und Meridol mit Chlorhexidin die
Freisetzung von IL-6 am stirksten. Chlorhexamed 0,1% vervielfachte die Freisetzung um das
4100-fache auf 863,9 pg/ml im Zeitraum von einer bis 18 Stunden, Meridol mit Chlorhexidin
verursachte eine Steigerung von 0,28 auf 1226,5 pg/ml, was dem 4378-fachen entspricht. Alle
anderen Testlosungen fiihrten auch nach sechs und 18 Stunden zu Werten, die unter der

Kontrolle der mit P. gingivalis ATCC 33277 infizierten Zellen lagen.
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Ausgehend von den niedrigen Mengen nachweisbaren IL-6 der Kontrolle bei P. gingivalis
M5-1-2 (Abb. 16) zeigte sich nach einer Stunde noch keine deutliche Verdnderung. Die Werte
lagen zwischen 0,08 pg/ml (Chlorhexamed 0,1%) und 24,57 pg/ml (Chlorhexamed 0,06%).
Nach sechs und 18 Stunden jedoch stieg bei allen Losungen die IL-6-Freisetzung an.
Besonders deutlich wurde dies an den mit Chlorhexidin 1,0% und Meridol mit Chlorhexidin
behandelten Fibroblasten, die einen Anstieg der IL-6-Freisetzung mit maximalen Werten von

655,45 pg/ml bzw. 542,05pg/ml nach 18 Stunden erkennen lieBen.
Listerine und Meridol verdnderten die Interleukinfreisetzung kaum, das Maximum lag filir den

Test mit Listerine bei 38,4 pg/ml (P. gingivalis ATCC 33277) und fiir Meridol bei 19,9 pg/ml
(P. gingivalis M5-1-2).

5.2.2 Interleukin-8-Freisetzung
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Abb. 17: Wirkung der Mundspiillosungen auf die Interleukin-8-Freisetzung nicht infizierter
Fibroblasten

Die Kontrollwerte der IL-8-Freisetzung der nichtinfizierten Fibroblasten betrugen 0,64 pg/ml,

6,38 pg/ml nach einer und sechs Stunden, und stiegen dann auf 52,9 pg/ml nach 18 Stunden

an. Nach Zugabe der Testlosungen zu den Zellen sank die Menge des freigesetzten IL-8

deutlich, teilweise (Chlorhexamed 0,1% und Meridol mit Chlorhexidin) bis unter die

Nachweisgrenze ab. Typische zeitliche Verldufe waren dabei nicht zu erkennen.
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Im Gegensatz dazu stieg die Freisetzung von IL-8 bei den mit Chlorhexamed 0,06%+ Fluor
und Chlorhexamed Gel 1,0% versetzten Zellen. Maximalwerte waren 25,82 pg/ml nach
Sptilung mit Chlorhexamed 0,06%+Fluor nach sechs Stunden und 43,46 pg/ml nach Kontakt
mit Chlorhexamed Gel 1,0% nach Ablauf einer Stunde. Die Hochstwerte der Kontrolle

wurden zu keiner Zeit und von keiner der getesteten Losungen erreicht.
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Abb. 18: Wirkung der Mundspiillosungen auf die Interleukin-8-Freisetzung der Fibroblasten
nach Infektion mit A. actinomycetemcomitans ATCC 33384
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Abb. 19: Wirkung der Mundspiillosungen auf die Interleukin-8-Freisetzung der Fibroblasten
nach Infektion mit A. actinomycetemcomitans Y4
Wie schon fiir die Freisetzung von IL-6 aus gingivalen Fibroblasten nachgewiesen (Abb. 12),
erhohte die Infektion mit A. actinomycetemcomitans auch die Menge des nachweisbaren 1L-8
(Abb. 18 und Abb. 19). Im Versuchsansatz mit A. actinomycetemcomitans ATCC 33384
(Abb. 18) ergab die Kontrolle mit sterilem Leitungswasser eine Freisetzung von 0,41 pg/ml
nach einer, 45,9 pg/ml nach sechs und 598,3 pg/ml IL-8 nach 18 Stunden. Diese Steigerung
der Nachweismenge nach sechs Stunden war auch bei der Infektion mit A.
actinomycetemcomitans Y4 zu beobachten (Abb. 19), wobei die Werte 0,32 pg/ml, 98,5
pg/ml und 270,1 pg/ml fiir die Zeitintervalle von einer, sechs und 18 Stunden betrugen. A.

actinomycetemcomitans verursachte also die Freisetzung der doppelten IL-8-Menge.

Nach Spiilung der Fibroblasten mit den Testlosungen wurde eine stark verminderte IL-8-
Freisetzung im Vergleich zur Kontrolle festgestellt. So waren nach einer Stunde die Werte
noch im Bereich der Kontrolle, und lagen in den Zeitintervallen sechs und 18 Stunden
deutlich darunter. Mit A. actinomycetemcomitans ATCC 33384 infizierte Zellen gaben IL-8
Mengen ab, die zwischen nicht mehr nachweisbar bei Chlorhexidin 1,0% und 1,98 pg/ml
(Oral B 0,12%) lagen. Auftillig hoch war mit 48,51 pg/ml der Wert fiir Curasept 0,12% nach
sechs Stunden, der sich aber nach 18 Stunden mit 0,87 pg/ml wieder im Bereich des

Durchschnitts (1,51 pg/ml) der ermittelten Werte befand.
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Die Ergebnisse zur IL-8-Freisetzung nach Spiilung der mit A. actinomycetemcomitans Y4
infizierten gingivalen Fibroblasten bestdtigten diese Beobachtungen. Auch hier wurden nach
einer Stunde Werte gemessen, die im Bereich der Kontrolle lagen, sie stiegen jedoch nach
sechs und 18 Stunden im Gegensatz zur Kontrolle nicht an. Hier lagen die ermittelten Werte
zwischen 0 pg/ml (Chlorhexamed 0,1%) und 5,824 pg/ml (Curasept 0,12%). Ebenso fiel bei
dieser A. actinomycetemcomitans Y4 Testreihe das Ergebnis fiir Curasept 0,2% nach 18
Stunden auf. Dieses lag mit 23,37 pg/ml IL-8 deutlich iiber dem Mittelwert der Testlosungen
mit 2,34 pg/ml.

Listerine und Meridol fiihrten zu mit den Chlorhexidinldsungen vergleichbaren Ergebnissen.
Es konnte weder bei A. actinomycetemcomitans ATCC 33384 noch bei A.

actinomycetemcomitans Y4 ein typischer Zeitverlauf der IL-8-Freisetzung dokumentiert

werden.
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Abb. 20: Wirkung der Mundspiillosungen auf die Interleukin-8-Freisetzung der Fibroblasten
nach Infektion mit P. gingivalis ATCC 33277

Ein anderes Bild ergab sich bei der Betrachtung der IL-8-Freisetzung durch P. gingivalis
ATCC 33277 (Abb. 20). Im Vergleich der Kontrollen waren die Interleukinmengen
nichtinfizierter (52,87 pg/ml nach 18 Stunden) und infizierter Fibroblasten (75,96 pg/ml nach
18 Stunden) sehr &hnlich, der Einfluss der Infektion auf die IL-8-Freisetzung war somit

gering.
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Die Spiilung der Zellen mit Curasept 0,2% (Maximum 89,31 pg/ml) und Chlorhexamed Gel
1,0% (Maximum 27,3 pg/ml) erhohte die Interleukinfreisetzung, die anderen
Chlorhexidinldsungen senkten die Ergebnisse auf sehr geringe Werte, zum Teil bis auf Null
ab (Chlorhexidin 1,0%, Chlorhexamed 0,1%). Im Vergleich der Mittelwerte der einzelnen
Zeitabschnitte konnte ein leichter Anstieg der IL-8-Freisetzung von 3,93 pg/ml nach einer

Stunde auf 9,49 pg/ml nach sechs und 12,6 pg/ml nach 18 Stunden beobachtet werden.
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Abb. 21: Wirkung der Mundspiillosungen auf die Interleukin-8-Freisetzung der Fibroblasten
nach Infektion mit P. gingivalis M5-1-2
Einen starken Einfluss hatte die Infektion der gingivalen Fibroblasten mit P. gingivalis M5-1-

2 auf die Freisetzung von IL-8: Hier konnte in der Kontrolle kein IL-8 nachgewiesen werden

(Abb. 21).

Chlorhexidin fiihrte zum Anstieg der IL-8-Freisetzung der Zellen. Diese war am deutlichsten
bei den Versuchen mit 0,06% Chlorhexamed (Maximum 12,24 pg/ml), Curasept 0,2%
(Maximum 17,56 pg/ml) nach 18 Stunden und Chlorhexidin Gel 1,0% (Maximum 16,68
pg/ml) nach sechs Stunden zu beobachten. Die gemittelten Werte nach einer, sechs und 18
Stunden zeigen mit 2,11 pg/ml, 2,83 pg/ml und 3,92 pg/ml einen leichten Anstieg der
Sekretion je Zeiteinheit, trotzdem blieben die Mengen des freigesetzten IL-8 deutlich unter
denen der P. gingivalis ATCC 33277- Tests.
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Die Werte fiir Listerine und Meridol waren mit den Chlorhexidinlésungen vergleichbar. Sie
lagen zwischen 0 und 0,75 pg/ml (Listerine) und 0 und 0,9 pg/ml (Meridol) bei den beiden
untersuchten P. gingivalis Stimmen. Als Ausnahme konnte fiir Meridol nach 18 Stunden der

Wert 29,25 pg/ml bei P. gingivalis ATCC 33277 gemessen werden.

5.3 Zytotoxizitat

5.3.1 MTT-Nachweis

Die Untersuchung der Zytotoxizitit erfolgte mittels MTT-Nachweis fiir infizierte und nicht
infizierte Zellen nach Kontakt mit den Spiilldsungen. Die Dauer des Kontaktes der Zellen mit
den chlorhexidinhaltigen und chlorhexidinfreien Losungen betrug eine Minute. Dargestellt ist
in den Diagrammen die spektrometrische Absorption des entstandenen Formazans bei 562 nm
als Nachweis der enzymatischen und somit metabolischen Aktivitét. Diese ist ein MaB fiir die
Vitalitdt der Zellen. Zur Kontrolle der Werte erfolgte eine Trypanblau-Firbung mit

Ermittlung der Zahl der vitalen und avitalen Zellen.
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O Listerine B Meridol

Abb. 22: MTT-Nachweis nicht infizierter Fibroblasten 1, 6 und 18 Stunden nach Anwendung
der Mundspiillosungen. Absorption bei 562 nm.

Die Kontrolle nichtinfizierter Zellen betrug nach einer Stunde 0,47 und sank dann auf 0,25

nach sechs und 0,06 nach 18 Stunden ab. Im Verlauf von einer, sechs und 18 Stunden war

auch nach Kontakt der Zellen mit den Testlosungen eine nach jedem Zeitintervall geringere

Absorption messbar. Schon nach einer Stunde fiel die metabolische Aktivitét aller Losungen

auf im Durchschnitt 0,3 und sank im Verlauf von sechs und 18 Stunden weiter auf 0,11 und
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0,044. Im Gegensatz dazu lagen die Ergebnisse der Curaseptlosungen 0,12% mit 0,85 und
0,2% mit 1,16 deutlich iiber der Kontrolle und stellten somit die hochsten im Test ermittelten

Werte dar.

Nach sechs Stunden waren die mit Chlorhexidin 0,06% und Gel 1% gespiilten Zellen mit
Werten von 0,5 und 0,38 die metabolisch aktivsten. Hier zeigte sich eine grofere Absorption
als bei den Kontrollen mit sterilem Leitungswasser. Alle weiteren Losungen fithrten zu

Werten zwischen 0,05 und 0,07.

Unterschiede in der Absorption waren nach Ablauf von 18 Stunden kaum noch erkennbar.
Alle Mundspiillosungen hatten die enzymatische Aktivitit der Zellen auf ein einheitlich sehr
niedriges Niveau von im Mittel 0,05 gesenkt. Auffillig war dabei, dass auch das als Kontrolle

verwendete sterile Leitungswasser zum Absinken der Werte fiihrte.

Die MTT-Werte der mit Listerine oder Meridol gespiilten Zellen unterschieden sich nicht von

denen der Chlorhexidinlosungen.
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EoralB0.12% B Chlorhexidin 0.2 % @ Curasept 0.2 %
O Meridol mit Chlorhexidin O Chlorhexidin 1.0 % O Gel 1.0 %
@ Listerine B Meridol

Abb. 23: MTT-Nachweis von mit A. actinomycetemcomitans Y4 infizierten Fibroblasten 18
Stunden nach Zugabe der Mundspiillosungen (Absorption bei 562 nm).
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Abb. 24: MTT-Nachweis von mit P. gingivalis M5-1-2 infizierter Fibroblasten 18 Stunden
nach Zugabe der Mundspiillosungen (Absorption bei 562 nm).

Die Wirkungen der Losungen auf infizierte und nichtinfizierte Zellen beziliglich der
Zelltoxizitdt unterschieden sich kaum. Lediglich der Absorptionskoeftizient fiir die Kontrolle
betrug 0,2 fiir A. actinomycetemcomitans Y4 und 0,134 fiir P. gingivalis M5-1-2, und lag
somit etwas hoher als bei den nichtinfizierten Zellen. Es ergaben sich dhnliche Ergebnisse
nach Infektion der Zellen mit A. actinomycetemcomitans Y4 (Abb. 23) und P. gingivalis M5-
1-2 (Abb. 24) nach Ablauf von 18 Stunden: die Chlorhexidinlésungen senkten den Wert um
62,7% (A. actinomycetemcomitans Y4) bzw. 75% (P. gingivalis M5-1-2) auf durchschnittlich
0,05. Dabei gab es keinen Unterschied zwischen Handelspriparaten, frisch mit
Leitungswasser hergestellten Losungen, den verschiedenen Konzentrationen sowie Listerine

und Meridol.
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5.3.2 Trypanblau-Exclusion-Test
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Abb. 25: Trypanblau-Exclusion-Test. Dargestellt ist die Anzahl der vitalen Zellen nach
Behandlung mit den Chlorhexidinspiilldsungen und Inkubation fiir 1, 6 und 18
Stunden.

Représentativ fiir die verschiedenen Konzentrationen wurden hier die niedrigste verwendete
Chlorhexidin-Konzentration, eine mittlere und die am hdchsten konzentrierte Losung auf ihre
Zytotoxizitéit untersucht. In der Kontrollrethe waren nach einer Stunde 96% der Zellen vital,
nach sechs Stunden 91% und nach Ablauf von 18 Stunden noch 66%. Bei den Tests mit
Chlorhexidin wurde deutlich, dass eine Korrelation zwischen der verwendeten Konzentration
und der Anzahl der vitalen Zellen besteht. So betrug die Zahl der vitalen Fibroblasten nach
Spiilung mit sterilem Leitungswasser im Durchschnitt iiber eine, sechs und 18 Stunden
84,3%, nach Anwendung von 0,06%igem Chlorhexidin waren es nur 45,6%. Bei der mittleren
Konzentration 0,2% Chlorhexidin waren im Mittel 41% der Zellen vital, bei Anwendung von

1,0%iger Losung betrug deren Anteil nur noch 23%.

Die Zeit nach der Exposition der Zellen mit Chlorhexidin hatte im Versuch nur geringe
Auswirkungen auf die Anzahl vitaler Zellen. 18 Stunden nach einminiitigem Chlorhexidin-
Kontakt der Fibroblasten war die jeweils grofite Schidigung der Fibroblasten messbar. Im
Durchschnitt waren nur noch 36,3% der Zellen vital, was aber bei Betrachtung des
gemittelten Wertes fiir die ersten beiden Zeitintervalle 38,3% vitaler Zellen vernachldssigbar

erscheint.
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6. Diskussion

In diesem Kapitel werden die Methodik und die Ergebnisse der Versuche zur antimikrobiellen
Wirksamkeit, zur Interleukinfreisetzung und zur Zelltoxizitdt zusammengefasst, erldutert und

im Zusammenhang mit aktueller Literatur interpretiert.

6.1 Methodik

Im ersten Teilversuch sollten die antimikrobiellen Eigenschaften von Chlorhexidin auf zwei
der wichtigsten pathogenen Erreger der Parodontitis getestet werden. Nach der Definition des
World Workshop of Clinical Periodontics 1996 gehort zu diesen Bakterien neben
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis auch Tanerella forsythia,
der in die vorliegende Studie jedoch nicht einbezogen wurde. Grund dafiir ist die
Fokussierung auf A. actinomycetemcomitans — den Keim, dessen Auftreten mit der
aggressiven Parodontitis in Zusammenhang steht (Fine et al. 2006, Schacher et al. 2007)
sowie auf P. gingivalis, welcher fiir den Unterhalt chronischer parodontaler

Entziindungsreaktionen verantwortlich gemacht wird (Lopez 2000).

Gegeniibergestellt wurden der A. actinomycetemcomitans ATCC 33384-Stamm, ein Vertreter
des Serotypes c, der vor allem bei parodontal gesunden Patienten gefunden wird, und A.
actinomycetemcomitans Y4, zum Serotyp b zéhlend, der bei erkrankten Patienten zu finden
ist (Yang et al. 2005). Bei den P. gingivalis Stimmen wurde der Laborstamm P. gingivalis

ATCC 33277 und das klinische Isolat P. gingivalis M5-1-2 ausgewahlt und verglichen.

Das Epithel der Mundschleimhaut und der Gingiva ist ein mehrschichtiges Plattenepithel, das
tiberwiegend aus Keratinozyten besteht, in die vereinzelt Melanozyten, Langerhans-Zellen
und Merkel-Zellen eingelagert sind. Fiir die vorliegende Studie wurden Fibroblasten als die
Produzenten des Stiitzgeriistes ausgewahlt. Diese Zellen produzieren Kollagen, ein fibrilldres
Protein, welches das Geriist der extrazelluldren Matrix im Bindegewebe bildet, stiitzt, und
somit die Gewebeintegritdit gewdhrleistet. AuBerdem findet man Glykoproteine,
Proteoglykane, Glykosaminoglykane und, darin eingebettet, Bindegewebe. Die im Versuch
verwendeten Fibroblasten lagen im Gegensatz zu dieser komplexen Konstruktion als

Monolayer vor. Weiterfithrende Untersuchungen konnten zur besseren Anpassung an die
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Verhiltnisse in der Mundhohle mit Multilayer-Schichten durchgefiihrt werden (Dongari-
Bagtzoglou und Kashleva 2006).

Um bei allen Versuchsansitzen vergleichbare und reproduzierbare Ergebnisse zu erzielen,
wurde mit Zellen eines Probanden aus einer Entnahmestelle zwischen der vierten und achten
Passage gearbeitet. Absolute Aussagen erschwert die Heterogenitdt der Eigenschaften in den
Zelllinien humaner Gingivafibroblasten. Von verschiedenen Individuen, unterschiedlichen
Stellen sowie von kranken oder gesunden Geweben entnommene orale Fibroblasten konnen
in ihrer Zellmorphologie, dem prolieferativen Potential (Hakkinen und Larjava 1992, Larjava

et al. 1989) und ihrer Antwort auf Zytokine (Irwin et al. 1991) differieren.

Im Versuch wurde eine Minute mit den verschiedenen Testlosungen gespiilt, um eine
moglichst realistische Dauer der intraoralen Anwendung mit Mundspiillésungen zu
simulieren. Die Schaffung von mundédhnlichen Bedingungen wurde durch die Inkubation
wihrend dieser Zeit bei 37°C und 5% CO; unterstiitzt, die auch im Verlauf der Intervalle von
einer, sechs und 18 Stunden beibehalten wurde. Der Verlauf der Hohe der untersuchten
Parameter (antimikrobielle Wirkung, Interleukinfreisetzung, Zytotoxizitit) im Verlauf dieser

Zeiteinheiten ist auch intraoral bei einmal tdglich durchgefiihrter Spiilung anzunehmen.

Zur Kontrolle diente bei allen Versuchen steriles Leitungswasser, da sich im Vorversuch
zeigte, dass eine vergleichsweise Spiilung der Fibroblasten mit destilliertem Wasser zur
deutlich erhohten Nachweisbarkeit von IL-6 und IL-8 fiihrte. Versuchsweise verwendete
physiologische Kochsalzlosung erwies sich als Kontrolle nicht akzeptabel, da es beim
Kontakt mit Chlorhexidin zur Ausféllung der Salze kam und die Herstellung einer homogenen

Losung nicht moglich war.

Zytokine sind essentiell fiir die Funktion der Immunabwehr. Der zweite Teilversuch
beschiftigte sich deshalb mit dem Nachweis der Freisetzung der Entziindungsmediatoren IL-6
und IL-8, die neben IL-1B und TNF-a als inflammatorische Zytokine besonders bedeutsam
fiir die Pathogenese entziindlicher parodontaler Erkrankungen sind (Takashiba et al. 2003).
Mittels ELISA, beruhend auf der Bindung des Interleukins an spezifische Antikdrper und
Detektion eines zweiten gebundenen Antikorpers im AK-AG-AK-Komplex, konnte ein

qualitativer und quantitativer Nachweis gefiihrt werden.
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AbschlieBBend erfolgte eine Untersuchung der zytotoxischen Wirkung der Mundspiillésungen.
Da die zellschdadigenden Wirkungen der Chlorhexidinexposition iiber eine, 24 und 72 Stunden
bekannt ist (Babich et al. 1995), wurden die Zellen den Mundspiillésungen nur fiir eine
Minute ausgesetzt. Studien belegen des Weiteren die ausgepriagte Zytotoxizitdt von P.
gingivalis, ausgehend von einer 24-stiindigen Exposition der Zellen mit den Bakterien
(Johansson et al. 1996). Im vorliegenden Versuch konnte die Beeinflussung der Ergebnisse
durch diesen Keim jedoch minimiert werden. Dies war durch eine Kontrolle mit sterilem
Leitungswasser und nichtinfizierten Zellen mdglich, so dass zwischen bakterienbedingter und

auf Chlorhexidin zurlickzufiihrender Zytotoxizitét unterschieden werden konnte.

Als Assay fiir die Toxizitdt diente zundchst der MTT-Test zum Nachweis der mitochondrialen
und somit metabolischen Aktivitdt der Zellen. Getestet wurden alle Losungen unter
keimfreien Bedingungen sowie nach Infektion der Zellen mit A. actinomycetemcomitans Y4
und P. gingivalis M5-1-2, um den mdglichen Einfluss bakterieller Zellschddigung beurteilen
zu konnen. Zur Bestitigung der Aussagen iiber die Zelltoxizitit wurde als
Farbstoffausschlusstest der Trypanblau-Exclusion-Test angefertigt, der definitive Aussagen
tiber die Vitalitit der Zellen zuldsst. Reprisentativ flir die verschiedenen Konzentrationen
wurden die niedrigste verwendete Chlorhexidinkonzentration, eine mittlere und die am
hochsten konzentrierte Losung auf ihre Zytotoxizitéit untersucht. Auf die Bakterienbesiedlung
der Zellen wurde beim Trypanblau-Exclusion-Test verzichtet, da beim MTT-Test
nachgewiesen werden konnte, dass die Infektion mit A. actinomycetemcomitans und P.
gingivalis im vorliegenden Versuchsaufbau einen zu vernachldssigenden Einfluss auf die

zytotoxische Wirkung der Mundspiilldsungen ausiibt.

6.2 Antimikrobielle Aktivitiit

In der vorliegenden Studie war nach Anwendung aller Mundspiillésungen eine deutliche

Reduktion der Keimzahlen, bei einigen bis zur Keimfreiheit, nachweisbar.

Die besten Ergebnisse in den A. actinomycetemcomitans-Versuchen erzielten die Spiilungen
mit frisch aus sterilem Leitungswasser und 20% Chlorhexidin hergestellten Losungen sowie
dem 1%igen Gel. Am wenigsten effizient zeigte sich die Wirkung von Curasept, sowohl in

der 0,12%igen als auch in der 0,2%igen Chlorhexidinzusammensetzung. Die
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chlorhexidinfreien Préparate konnten die guten Werte der Chlorhexidinlésungen nicht
erreichen, wobei Meridol zur groBBeren Keimreduktion im Vergleich mit Listerine fiihrte. Die
iberlegene antibakterielle Wirkung von Chlorhexidin gegeniiber Meridol und Listerine wurde

durch in-vivo-Studien bestétigt (Brecx et al. 1990).

Es wurden stammspezifische Unterschiede in der Wirksamkeit der Mundspiilldsungen
deutlich: Die antibakterielle Aktivitit gegen den A. actinomycetemcomitans Y4 war deutlich
hoher als gegen den A. actinomycetemcomitans ATCC 33384-Stamm. Diese unterschiedliche
Effizienz in der antimikrobiellen Wirksamkeit von Chlorhexidin, Meridol und Listerine
gegeniiber A. actinomycetemcomitans-Stimmen wurde in anderen Studien bestitigt (Fine et
al. 2001, Thrower et al. 1997). Dies ist als positiver selektiver Effekt zu werten, da mit A.
actinomycetemcomitans Y4 der bei aggressiver Parodontitis isolierbare Serotyp b stirker

reduziert wurde als der bei gesunden Patienten nachzuweisende Serotyp c.

Unterschiede in der Wirksamkeit der getesteten Losungen in Bezug auf planktonische und

adhirente Keime bestanden in den Versuchen nicht.

Bei der Betrachtung der KBE der einzelnen Zeitintervalle von einer, sechs und 18 Stunden
konnten typische Verldufe nachgewiesen werden: So fiel nach einer Stunde die Zahl der
Bakterien stark ab, erreichte nach sechs Stunden den minimalen Wert und stieg dann bis zur
18. Stunde wieder deutlich an. Zuriickgefiihrt werden kann dieser Verlauf auf die
Substantivitit des Chlorhexidins: Durch ausgeprigte anionische Eigenschaften haftet
Chlorhexidin lange an Schleimhéduten, Zihnen und bakteriellen Biofilmen. Schon Schi6tt
konnte 1973 die bakteriostatischen Eigenschaften einer 0,2%igen Chlorhexidinldsung In-vivo
tiber einen Zeitraum von bis zu zwolf Stunden beobachten. Bis zum Ende von 18 Stunden ist
die Substantivitdt jedoch nicht ausreichend, so dass im letzten Intervall die hochsten Zahlen

koloniebildender Einheiten gezdhlt werden konnten.

Bei der Untersuchung der antimikrobiellen Wirksamkeit gegen P. gingivalis zeigte sich ein
sehr einheitliches Bild: Alle Losungen, ausgenommen Curasept 0,12% und 0,2%, waren in
der Lage, die Bakterien bereits nach einer Stunde vollstindig zu eliminieren. Nach sechs und
18 Stunden waren mit einer Ausnahme keine Keime mehr nachweisbar. Auch Listerine und

Meridol erreichten diese sehr gute Wirksamkeit.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die antibakterielle Aktivitdt der getesteten
Losungen gegen die mikroaerophile Spezies A. actinomycetemcomitans geringer ist als gegen
den Anaerobier P. gingivalis. Fiir die In-vivo-Anwendung folgt, unter Einbeziehung des
zeitlichen antimikrobiellen Verlaufes, dass eine anhaltende Reduktion der Keimzahlen fiir A.
actinomycetemcomitans in der Mundhohle im Gegensatz zu P. gingivalis mit einer

Mundspiilung einmal am Tag nicht zu erreichen ist.

Diese deutlich bessere antimikrobielle Wirksamkeit des Chlorhexidins gegen P. gingivalis
konnte mit der Wirkung von Chlorhexidin auf die Adhédrenz des Bakteriums an den Zellen
korrelieren. Es ist bekannt, dass Chlorhexidin die Haftungsfdahigkeit von P. gingivalis an
Epithelzellen und Erythrozyten beeinflusst, und die durch P. gingivalis bedingte
Héamagglutination deutlich hemmt (Grenier 1996). Die Untersuchungen legen nahe, dass es
zur Zellbindung des Chlorhexidins kommt, was die strukturelle Ausformung der &uBeren
Membran verdndert und die Adhérenz reduziert. Eine héhere antimikrobielle Wirksamkeit der
getesteten Losungen gegen adhdrente P. gingivalis-Keime im Vergleich zu den

planktonischen Bakterien wurde jedoch im Versuch nicht nachgewiesen.

Des Weiteren ist die Wirkung des Chlorhexidins nicht linear konzentrationsbezogen. Hohe
Chlorhexidinkonzentrationen in den Mundspiilldsungen zeigten in der vorliegenden Studie
keine verbesserten antimikrobiellen Effekte verglichen mit den Testlosungen, die einen

niedrigeren Chlorhexidinanteil enthielten.

Die nachgewiesene hohere Wirksamkeit der frisch hergestellten gegeniiber den im Handel
erhédltlichen Praparate konnte auf dem Fehlen von Zusédtzen beruhen, die die Wirksamkeit
beeinflussen. So bewirken alkoholfreien Chlorhexidinlosungen zugesetzte Stoffe keine
verbessernden Effekte, sondern schlechtere Antiplaqueeigenschaften und vermehrte
Verfdrbungen der Zunge (Bascones et al. 2005). Zusdtze waren dabei Sodium-Fluoride und
Cetylpyridinium-Chloride. Auch der Vergleich von alkoholhaltigen mit alkoholfreien
Chlorhexidinzubereitungen zeigte keine besseren Werte in der Wirksamkeit der
athanolhaltigen Losungen. Die alkoholhaltigen Zubereitungen Listerine, Oral B und die
Chlorhexamed-Produkte haben keine erhohte antimikrobielle Aktivitdt. Studien von Leyes-
Borrajo et al. (2002) bestitigen diese Beobachtung. Besonders deutlich werden die
zusatzbedingten, konzentrationsunabhidngigen Unterschiede in der Wirksamkeit bei den

Curaseptprodukten: Die hohere Konzentration von 0,2% erzielt die schlechteren
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antimikrobiellen Wirkungen im Vergleich zur 0,12%igen Rezeptur. Diese wiederum erreicht

die Wirksamkeit frisch zubereiteter, zusatzfreier und niedriger konzentrierter Losungen nicht.

Die Ergebnisse der In-vitro-Studien koénnen wegen der vielfiltigen Einflussfaktoren jedoch
nicht unmittelbar auf die In-vivo-Situation iibertragen werden. Im klinischen Gebrauch ist die
antimikrobielle Wirksamkeit durch die absolut am Wirkort vorhandene Chlorhexidinmenge
beeinflusst (Lée und Schistt 1970), die mit der Art der Anwendung variiert. So scheint die
Applikation mittels supragingivaler Irrigation aufgrund der besseren Penetration in die
parodontale Tasche gegeniiber der Verwendung als Mundspiillosung vorteilhaft zu sein
(Flemming 1993). Auch die Anwendung hoherer Volumina niedrig konzentrierter
Chlorhexidinldsungen bedingt bessere Plaqueinhibition und verminderte Zahnsteinanlagerung
im Vergleich zur Spiilung mit kleinen Mengen des hochkonzentrierten Wirkstoffes (Cumming
and Loe 1973). Des Weiteren muss beriicksichtigt werden, dass etablierte Biofilme signifikant
die Resistenz der darin enthaltenen Keime gegen Chlorhexidin erhdhen (Jacquelin et al.
1992). Man kann jedoch davon ausgehen, dass Substanzen, die in-vitro keine Wirkung

aufweisen, auch In-vivo keine Wirkung haben werden (Addy 2003).

6.3 Freisetzung der Zvtokine

Jeder Entziindungsvorgang beeinflusst das Muster der Interleukinfreisetzung. Von infizierten
Parodontien wird mehr IL-6 sezerniert, so dass die IL-6 Werte in der Sulkusfliissigkeit
erkrankter Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden erhdht sind (Mogi et al. 1999).
Diese Vorginge werden durch verschiedene Einfliisse modifiziert: in dieser Studie induzierte
die Infektion mit A. actinomycetemcomitans eine massiv vermehrte Freisetzung der
Interleukine aus Gingivafibroblasten. Somit konnen andere Untersuchungen bestitigt werden,
die zeigten, dass A. actinomycetemcomitans sowie einzelne Oberfldchenantigene des Keimes
vermehrt IL-6 und IL-8 aus humanen Gingivafibroblasten freisetzen (Sfakianakis et al. 2001,
Patil et al. 2006, Tani et al. 1997, Dongari-Bagtzoglou und Ebersole 1996). Nach anderen
Untersuchungen hemmen Polysaccharide der A. actinomycetemcomitans-Kapsel die IL-6 und
IL-8 Produktion gingivaler Fibroblasten (Ohguchi et al. 2003). Die Bereitstellung dieser
Faktoren ist notwendig flir die Produktion des humanen Anti-A. actinomycetemcomitans-

Immunglobulin G (Tanaka et al. 2006).
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Die Spiilung mit den Testlosungen verursachte im Vergleich zur Kontrolle eine deutliche
Reduktion der IL-6 und IL-8 Nachweisbarkeit bei mit A. actinomycetemcomitans infizierten
Zellen. Dies und das Ansteigen der Interleukinwerte mit nachlassender Chlorhexidinwirkung
nach 18 Stunden deutet darauf hin, dass Chlorhexidin die Freisetzung von Zytokinen hemmt.
Dies stimmt mit den Ergebnissen von Studien iiberein, die zeigten, dass durch Spiilung
gingivaler Fibroblasten mit Chlorhexidin die Proteinproduktion massiv gechemmt wird. Dieses
Phidnomen ist auch bei niedrigsten Konzentrationen nachweisbar, die keinen Einfluss auf die
Proliferation der Zellen haben (Mariotti und Rumpf 1999). Unterstiitzt wird der
Wiederanstieg der Interleukinfreisetzung durch die nachgewiesene nachlassende
antibakterielle Wirksamkeit des Chlorhexidins nach 18 Stunden, woraus eine hdohere

Keimzahl in diesem Zeitintervall resultiert.

Infektionen mit P. gingivalis fithren zu starken Verdnderungen der Immunantwort des Wirtes
(Hamada und Watanabe 2002). Mit P. gingivalis-spezifischen Lipopolysacchariden,
Membranproteinen oder Polysacchariden stimulierte humane Gingivafibroblasten produzieren
hohere Interleukinspiegel als Vergleichszellen (Kent et al. 1999, Steffen et al. 2000).
Demgegeniiber bewirken proteolytische Aktivititen der Gingipaine einen Abbau des IL-6
durch Spaltung der fiir die Funktion essentiellen C-terminalen Region (Kriittgen et al. 1990).
In der direkten Umgebung der infizierten Plaque resultiert daraus ein verminderter
Interleukinspiegel, dagegen ist der IL-6 Spiegel 6 mm peripher der parodontalen Tasche
erhoht (McGee et al. 1998). Zusitzlich ist bekannt, dass die Cysteinproteasen von P.
gingivalis zur Proteolyse des IL-6 Rezeptors fithren (Oleksy et al. 2002).

Gingipaine sind ebenfalls in der Lage IL-8 zu spalten. Infizierte Fibroblasten expremieren
noch die mRNA des Interleukins, das IL-8 aber wird schon wéhrend der Sekretion inaktiviert
(Zhang et al. 1999). Im vorliegenden Versuch fiihrte die Infektion mit Porphyromonas
gingivalis zu stark verminderten, teilweise nicht mehr innerhalb der Nachweisgrenzen

liegenden Mengen von IL-6 und IL-8.

Dagegen war nach Spililung mit den Testlosungen eine, wenn auch im Vergleich zu A.
actinomycetemcomitans geringe Menge sezernierten IL-6 und IL-8 vorhanden. Dieser Effekt
konnte durch eine Hemmung der keimspezifischen IL-6 und IL-8 spaltenden Proteasen durch
Chlorhexidin bedingt sein. Aktuelle Studien belegen, dass Chlorhexidin ein effektiver

Inhibitor der Gingipaine ist. Gesteigert wird diese Hemmung der Enzyme noch durch das

53



Vorhandensein von Zink (II) (Cronan et al. 2006). Enzymaktivitdtsverdndernde Wirkungen
von Chlorhexidin sind auch schon aus Experimenten mit Kollagenasehemmungen bei P.

gingivalis infizierten Fibroblasten bekannt (Houle et al. 2003).

Der Verlauf der Interleukinfreisetzung nach Kontakt mit parodontopathogenen Keimen ist im
Gesamtversuch betrachtet speziesspezifisch und fiir alle Losungen dhnlich: nach 18 Stunden
waren die hochsten IL-6 und IL-8 Werte messbar. Im allgemeinen bestanden keine
Korrelationen zwischen Interleukinnachweisbarkeit und Chlorhexidinkonzentration,
Zusammensetzung oder Zubereitungsform. Nach 1,0% Chlorhexamed-Gel und Curasept 0,2%
wurden in den Versuchsansidtzen mit P. gingivalis erhohte IL-8 Werte nachgewiesen.

Ahnliches war fiir Meridol mit Chlorhexidin in Bezug auf die IL-6-Freisetzung auffillig.

Bei der Betrachtung der Ergebnisse ist zu beachten, dass In-vivo neben pathogenen Bakterien
auch Faktoren wie Medikamente, Nikotin, Hormone und Lipopolysaccharide die Freisetzung
von IL-6 und IL-8 aus humanen Gingivafibroblasten beeinflussen (Tipton et al. 2003a,
Almasri et al. 2007, Wendell und Stein 2001, Gornstein et al. 1999). Therapeutische Eingriffe
wie das Scaling haben ebenfalls Auswirkungen auf den Interleukinspiegel (Forner et al.

2006).

Modifizierend fiir die Interleukinfreisetzung konnte auch ein zytotoxischer Effekt der
Mundspiillosungen sein. Eine solche Beeinflussung der Interleukinfreisetzung durch
zytotoxische Eigenschaften wurde fiir die IL-6 und IL-8 Produktion aus humanen gingivalen
Fibroblasten nach Kontakt mit Myrrhedl (Commiphora molmol) nachgewiesen (Tipton et al.

2003b).

6.4 Zvytotoxizitit

Chemische Verbindungen, die die Fahigkeit besitzen Zellen zu tdten, werden als zytotoxisch
bezeichnet. In-vitro-Untersuchungen ergaben, dass Chlorhexidin bereits in niedrigen
Konzentrationen eine Hemmwirkung auf die Proliferation von Fibroblastenkulturen ausiibt
(Pucher und Daniel 1992) und die Produktion von Kollagen- und Nichtkollagenproteinen
reduziert (Mariotti und Rumpf 1999). Storungen der Wundheilung konnten dagegen in

klinischen Studien nicht bestéitigt werden. Chlorhexidinspiilungen bei der Nachsorge
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parodontalchirurgischer Eingriffe fiihrten vielmehr zu einem schnelleren Abklingen der

Entziindung 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 fiihren und somit den Zelltod
verursachen (Hidalgo und Dominguez 2001). Humane Gingivafibroblasten reagieren nach
einer, 24 und 72-stiindiger Chlorhexidinexposition mit dem Tod der Zelle (Babich et al.
1995). Auch zellschidigende Effekte des Chlorhexidins auf andere Zellen sind bekannt.
Aktuelle Studien wiesen massive zytotoxische Wirkungen chlorhexidinhaltiger
Mundspiillésungen auf humane Osteoblasten nach (Patel et al. 2006, Cabral und Fernandes

2007).

Im Versuch konnte eine Zytotoxizitidt aller Mundspiillosungen auf Gingivafibroblasten
erwiesen werden. Die ermittelte zytotoxische Wirkung des Chlorhexidins wurde nicht von der
Infektion mit A. actinomycetemcomitans oder P. gingivalis beeinflusst. Eine Verminderung
der metabolischen Aktivitit um durchschnittlich 90% nach 18 Stunden nach Einsatz der
Mundspiillosungen im  Vergleich zur Kontrolle zeigt diese zellschddigende
Chlorhexidinwirkung eindrucksvoll. Auch das zur Kontrolle eingesetzte sterile
Leitungswasser verdnderte die nachgewiesenen enzymatischen Vorginge der Zellen leicht,

was als Stressreaktion der Zellen zu werten sein konnte.

Poggi et al. (2003) wiesen fiir alkoholhaltige Mundspiillosungen zellschiddigende Wirkungen
auf Fibroblasten nach. Dazu gehorten dosis- und zeitabhdngige Hemmungen der
Zelladhédsion, die Verminderung der Vitalitit und Verdnderungen der zytoskelletalen
Strukturen und zytoplasmatischen Organellen der Fibroblasten. Ein Einfluss des Alkohols
konnte durch die ermittelten Ergebnisse jedoch nicht bestitigt werden, die Zytotoxizitit der
alkoholhaltigen und der alkoholfreien Zusammensetzungen war gleich. Listerine und Meridol

fiihrten zu Ergebnissen, die im Bereich der Werte der Chlorhexidinlésungen lagen.

Die Abhingigkeit 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 Spiilung mit sterilem Leitungswasser im Durchschnitt aller
Zeitintervalle auf 84,3, nach Anwendung von 0,06% Chlorhexidin auf 46 Zellen, 41 Zellen
bei 0,2% und nur noch 23 vitale Fibroblasten bei 1,0% Chlorhexidin. Daraus folgt, dass mit
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Erhohung der Wirkstoffkonzentration die zytotoxischen Eigenschaften des Chlorhexidins

zunehmen.

Zur Untersuchung des Zeitpunktes der Schiddigung der Fibroblasten wurde die Zahl der
vitalen Zellen nach einer, sechs und 18 Stunden ermittelt. Die Ergebnisse zeigten eine
deutliche Reduktion der vitalen Zellzahl nach einer Stunde. In den Intervallen sechs und 18
Stunden ergab sich nur eine geringe weitere Verminderung der Zellzahl. Die Schidigung
scheint also bei der direkten Exposition der Zellen mit Chlorhexidin aufzutreten und sich nach
dessen Entfernen nur in geringem Mal fortzusetzen. Dies bestdtigen Studien, die zeigten, dass
humane Gingivafibroblasten nach zweistiindiger Chlorhexidinexposition auch iiber 48
Stunden in chlorhexidinfreier Umgebung die Schiddigung nicht kompensieren konnten

(Babich et al. 1995).

Plaquekontrolle ist die wichtigste Methode zur Pravention von parodontalen Erkrankungen.
Griindliche mechanische Plaquereduktion sowie die Vermeidung von
parodontitisbegiinstigenden Faktoren sollten dabei an erster Stelle stehen. Adjuvante
Anwendung von antibakteriellen Mundspiillosungen ist in Studien als effektiv nachgewiesen
und in der vorliegenden Untersuchung bestéitigt worden. Aufgrund der zytotoxischen
Wirkungen auf Fibroblasten sollte die Behandlung gesunder parodontaler Verhéltnisse im
Sinne der Prophylaxe durch die getesteten zellschddigenden Mundspiillosungen in Frage
gestellt werden, und unter strenger Indikationsstellung erfolgen. Eingeschrinkte physische
oder mentale Féhigkeiten, Zustinde nach Operationen in der Mundhohle, intermaxillare
Fixation oder kieferorthopddische Situationen, in denen eine ausreichende Mundhygiene
unmoglich ist, konnen die Anwendung von antibakteriellen Substanzen in Form von

Spiillésungen erforderlich machen.

In der Therapie entziindlicher Parodontalerkrankungen ist Chlorhexidin ergdnzend zur
mechanischen Entfernung des Biofilms jedoch kaum wegzudenken: als Alternativen
tiberzeugen Antibiotika durch ihr begrenztes spezifisches Wirkspektrum, systemische
Nebenwirkungen und die Moglichkeit der Resistenzentwicklung nicht. Thre Anwendung ist
auf Problempatienten beschrinkt. Andere Mundspiillosungen auf der Basis von
Zinnfluorid/Aminfluorid oder itherischen Olen erreichen nicht die antibakterielle Potenz des

Chlorhexidins. Durch Kurzzeitanwendung niedrig konzentrierter Chlorhexidinspiilungen
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konnen die antimikrobiellen Eigenschaften des Chlorhexidins genutzt und die zytotoxischen

Effekte auf Gingivafibroblasten reduziert werden.
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7. Schlussfolgerungen

Mundspiilldsungen weisen eine gute antimikrobielle Wirksamkeit gegen parodontopathogene

Bakterien in Interaktion mit Gingivafibroblasten auf.

Frisch aus 20% Chlorhexidin und sterilem Leitungswasser hergestellte Losungen sind in jeder
Konzentration den im Handel erhéltlichen Priparaten iiberlegen. Fertigpréparate enthalten
Zusatze wie Alkohol, Aromastoffe und Farbstoffe, dic die antimikrobielle Aktivitit
beeinflussen. Die auf der Wirkung von Thymol/Mentol/Eukalyptol beziehungsweise
Aminfluorid/Zinnfluorid basierenden Losungen Listerine und Meridol wiesen geringere

antimikrobielle Eigenschaften als die Chlorhexidinldsungen auf.

Es besteht kein linearer Zusammenhang zwischen Chlorhexidinkonzentration und
Wirksamkeit. Die antimikrobiellen Eigenschaften von Chlorhexidin gegeniiber P. gingivalis
sind deutlich ausgeprigter als gegeniiber A. actinomycetemcomitans. Dies konnte Folge einer

chlorhexidinbedingten Verminderung der Adhédrenz des Anaerobiers an den Zellen sein.

Der keimreduzierende Effekt von Chlorhexidin gegeniiber A. actinomycetemcomitans besteht
nur kurzzeitig, wihrend P. gingivalis offensichtlich vollstindig abgetdtet wird. Eine
anhaltende Reduktion der Keimzahlen fiir A. actinomycetemcomitans in der Mundhoéhle ist
somit durch eine einmal-tdgliche Mundspiilung nicht zu erreichen. Die Anwendung von
Mundspiilldsungen zur Verringerung der Keimzahlen von P. gingivalis im Intervall von 24

Stunden ist dagegen ausreichend.

Die Freisetzung von Zytokinen aus Gingivafibroblasten wird von Mundspiilldsungen
beeinflusst. Eine von A. actinomycetemcomitans induzierte vermehrte Freisetzung von
Zytokinen wird unterdriickt. Die chlorhexidinbedingte Hemmung der Proteasen von P.
gingivalis reduziert die Spaltung von IL-6 und IL-8, woraus eine erhohte Nachweisbarkeit
resultiert. AuBBerdem konnte die zytotoxische Wirkung der Mundspiillésungen einen Einfluss

auf die Freisetzung von IL-6 und IL-8 aus Gingivafibroblasten haben.

Mundspiilldsungen wirken zytotoxisch. Die zellschddigenden Effekte treten bei Kontakt der
Zellen mit Chlorhexidin auf, und sind konzentrationsabhingig. Die von Lang und Brecx

(1986) geforderten Eigenschaften antimikrobieller Agenzien zur Privention und Behandlung
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parodontaler Erkrankungen — ndmlich 1. Spezifitit, 2. Effektivitdt, 3. Substantivitit, 4.
Sicherheit und 5. Stabilitdt — kdnnen somit von Chlorhexidin nur teilweise erfiillt werden.
Aufgrund der zytotoxischen Wirkung sollte ihr Einsatz als ,,Goldstandard“ in der
Parodontologie kritisch gepriift werden. Mundspiillésungen sind zur Prophylaxe der
Parodontitis nur in Ausnahmenfillen geeignet. In der adjuvanten Therapie entziindlicher
Parodontalerkrankungen konnen einmal-tigliche Spililungen mit niedrig konzentrierten
Losungen die zytotoxischen Effekte reduzieren. Von einer Chlorhexidin- Langzeitanwendung

sollte abgesehen werden.
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9. Anhang

Tabelle 2 (zu Abb. 4) Wirkung der Mundspiillosungen auf die Zahl der planktonischen

Bakterien A. actinomycetemcomitans ATCC 33384

Planktonische Bakterien
A. actinomycetemcomitans ATCC 33384

1 Stunde 6 Stunden |18 Stunden

Kontrolle 2077 2336 2216
Chlorhexidin 0.06% 0 71 0
Chlorhexamed 0.06%+Fluor 0 0 0
Chlorhexamed 0.1% 0 0 0
Chlorhexidin 0,1% 8 0 0
Curasept 0,12% 4 0 75
Oral B 0.12% 1 0 1
Chlorhexidin 0.2% 0 0 0
Curasept 0.2% 128 5 1
Meridol mit Chlorhexidin 0 0 0
Chlorhexidin 1.0% 0 0 0
Gel 1.0% 0 0 0
Listerine 32 1 94
Meridol 3 0 0

Tabelle 3 (zu Abb. 5) Wirkung der Mundspiillosungen auf die Zahl der planktonischen

Bakterien A. actinomycetemcomitans Y4

Planktonische Bakterien
A. actinomycetemcomitans Y4

1 Stunde 6 Stunden |18 Stunden
Kontrolle 3676 3325 3074
Chlorhexidin 0.06% 0 0 0
Chlorhexamed 0.06%+Fluor 0 0 0
Chlorhexamed 0.1% 0 0 0
Chlorhexidin 0,1% 0 0 0
Curasept 0,12% 5 0 0
Oral B 0.12% 0 0 0
Chlorhexidin 0.2% 1 0 0
Curasept 0.2% 0 0 0
Meridol mit Chlorhexidin 0 0 0
Chlorhexidin 1.0% 0 0 1
Gel 1.0% 0 0 0
Listerine 5 4 110
Meridol 465 48 41
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Tabelle 4 (zu Abb. 6) Wirkung der Mundspiillésungen auf die Zahl der adhédrenten Bakterien
A. actinomycetemcomitans ATCC 33384 eine, sechs und 18 Stunden nach einminiitiger

Zugabe der Losungen

Adhirente Bakterien
A. actinomycetemcomitans ATCC 33384

1 Stunde 6 Stunden |18 Stunden
Kontrolle 1885 2386 2435
Chlorhexidin 0.06% 0 0 55
Chlorhexamed 0.06%+Fluor 0 0 10
Chlorhexamed 0.1% 0 1 0
Chlorhexidin 0,1% 0 0 0
Curasept 0,12% 62 0 0
Oral B 0.12% 0 0 0
Chlorhexidin 0.2% 0 0 0
Curasept 0.2% 1706 37 3
Meridol mit Chlorhexidin 0 0 6
Chlorhexidin 1.0% 0 0 0
Gel 1.0% 0 0 12
Listerine 45 1 52
Meridol 1 0 0

Tabelle 5 (zu Abb. 7) Wirkung der Mundspiillosungen auf die Zahl der adhirenten Bakterien
A. actinomycetemcomitans Y4 eine, sechs und 18 Stunden nach einminiitiger Zugabe der

Losungen

Adhirente Bakterien
A. actinomycetemcomitans Y4

1 Stunde

6 Stunden

18 Stunden

Kontrolle

4986

4057

3888

Chlorhexidin 0.06%

0

)

o

Chlorhexamed 0.06%+Fluor

0

Chlorhexamed 0.1%

)

Chlorhexidin 0,1%

Curasept 0,12%

W

Oral B 0.12%

Chlorhexidin 0.2%

Curasept 0.2%

[98)

Meridol mit Chlorhexidin

Chlorhexidin 1.0%

Gel 1.0%

Listerine

Meridol
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Tabelle 6 (zu Abb.8) Wirkung der Mundspiillosungen auf die Zahl der planktonischen
Bakterien P. gingivalis. ATCC 33277 eine, sechs und 18 Stunden nach einminiitiger Zugabe

der Losungen

Planktonische Bakterien P. gingivalis ATCC 33277

1 Stunde 6 Stunden |18 Stunden
Kontrolle 2695 3464 2320
Chlorhexidin 0.06% 20 2 2
Chlorhexamed 0.06%+Fluor 0 0 0
Chlorhexamed 0.1% 0 0 0
Chlorhexidin 0,1% 0 0 0
Curasept 0,12% 24 0 0
Oral B 0.12% 0 0 0
Chlorhexidin 0.2% 0 0 0
Curasept 0.2% 1088 0 0
Meridol mit Chlorhexidin 0 0 0
Chlorhexidin 1.0% 0 0 0
Gel 1.0% 0 0 0
Listerine 0 0 0
Meridol 0 0 0

Tabelle 7 (zu Abb. 9) Wirkung der Mundspiilldsungen auf die Zahl der planktonischen
Bakterien P. gingivalis M5-1-2 eine, sechs und 18 Stunden nach einminiitiger Zugabe der

Losungen

Planktonische Bakterien P. gingivalis M5-1-2

1 Stunde

6 Stunden

18 Stunden

Kontrolle

1680

1856

1824

Chlorhexidin 0.06%

14

()

o

Chlorhexamed 0.06%+Fluor

(e}

Chlorhexamed 0.1%

Chlorhexidin 0,1%

Curasept 0,12%

Oral B 0.12%

Chlorhexidin 0.2%

Curasept 0.2%

Meridol mit Chlorhexidin

Chlorhexidin 1.0%

Gel 1.0%

Listerine

Meridol
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Tabelle

der Losungen

8 (zu Abb. 10) Wirkung der Mundspiillosungen auf die Zahl der adhidrenten
Bakterien P. gingivalis ATCC 33277 eine, sechs und 18 Stunden nach einminiitiger Zugabe

Adhirente Bakterien P. gingivalis ATCC
33277

1 Stunde

6 Stunden

18 Stunden

Kontrolle

4264

3400

4672

Chlorhexidin 0.06%

18

0

0

Chlorhexamed 0.06%+Fluor

(e}

Chlorhexamed 0.1%

Chlorhexidin 0,1%

Curasept 0,12%

Oral B 0.12%

Chlorhexidin 0.2%

Curasept 0.2%

Meridol mit Chlorhexidin

Chlorhexidin 1.0%

Gel 1.0%

Listerine

Meridol
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Tabelle

Losungen

9 (zu Abb. 11) Wirkung der Mundspiillosungen auf die Zahl der adhérenten
Bakterien P. gingivalis M5-1-2, eine, sechs und 18 Stunden nach einminiitiger Zugabe der

Adhérente Bakterien P. gingivalis M5-1-2

1 Stunde

6 Stunden

18 Stunden

Kontrolle

1920

1888

832

Chlorhexidin 0.06%

W

0

[e)

Chlorhexamed 0.06%+Fluor

Chlorhexamed 0.1%

Chlorhexidin 0,1%

Curasept 0,12%

Oral B 0.12%

Chlorhexidin 0.2%

Curasept 0.2%

Meridol mit Chlorhexidin

Chlorhexidin 1.0%

Gel 1.0%

Listerine

Meridol
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Tabelle 10 (zu Abb. 12) Wirkung der Mundspiillosungen auf die Interleukin-6-Freisetzung

nicht infizierter Fibroblasten. Angaben in pg/ ml.

1 Stunde 6 Stunden |18 Stunden
Kontrolle 3,97 13,79 21,10
Chlorhexidin 0,06% 5,05 4,60 2,69
Chlorhexamed 0,06% ~+Fluor 17,03 19,67 14,39
Chlorhexidin 0,1% 2,28 2,20 1,13
Chlorhexamed 0,1% 1,91 0,46 41,90
Curasept 0,12% 3,79 6,75 3,54
Oral B 0,12% 6,24 13,59 12,40
Chlorhexidin 0,2% 1,78 1,87 1,85
Curasept 0.2% 8,18 11,92 12,91
Chlorhexidin 1% 1,17 1,25 18,40
Chlorhexamed GEL 1% 17,67 12,08 11,93
Listerine 8,77 12,83 15,97
Meridol 2,40 4,77 6,03
Meridol + Chlorhexidin 0,31 0,14 31,99

Tabelle 11 (zu Abb. 13) Wirkung der Mundspiillosungen auf die Interleukin-6-Freisetzung
A. actinomycetemcomitans ATCC 33384 infizierter Fibroblasten. Angaben in pg/ ml.

1 Stunde 6 Stunden |18 Stunden
Kontrolle 0,966 94,05 763,666667
Chlorhexidin 0,06% 4,1055 8,918 8,376
Chlorhexamed 0,06% +Fluor 0,57 1,15 17,54
Chlorhexidin 0,1% 2,695 2,692 2,435
Chlorhexamed 0,1% 8,69 0,932 60,41
Curasept 0,12% 3,65 319.9 26,15
Oral B 0,12% 26,15 36,43 58,84
Chlorhexidin 0,2% 2,435 1,8145 1,3585
Curasept 0.2% 0,57 132,9 159,8
Chlorhexidin 1% 1,582 1,582 1,8145
Chlorhexamed GEL 1% 1,64 5,41 1,147
Listerine 0,29 0,19 0,19
Meridol 4,94 6,96 70,29
Meridol + Chlorhexidin 0,2825 3492605 | 742
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Tabelle 12 (zu Abb. 14) Wirkung der Mundspiillosungen auf die Interleukin-6-Freisetzung
A. actinomycetemcomitans Y4 infizierter Fibroblasten. Angaben in pg/ ml.

1 Stunde 6 Stunden |18 Stunden
Kontrolle 6,67 870,67 6578,00
Chlorhexidin 0,06% 0,29 298,00 2087,00
Chlorhexamed 0,06% +Fluor 14,80 29,06 22,38
Chlorhexidin 0,1% 0,29 185,00 2056,00
Chlorhexamed 0,1% 1,38 11,31 16,69
Curasept 0,12% 79,01 207,00 470,90
Oral B 0,12% 12,34 9,91 30,31
Chlorhexidin 0,2% 0,04 122,50 1025,00
Curasept 0.2% 27,21 114,90 2076,00
Chlorhexidin 1% 0,01 343,00 2030,00
Chlorhexamed GEL 1% 46,98 167,60 121,50
Listerine 8,80 20,35 28,00
Meridol 0,00 1,80 1,60
Meridol + Chlorhexidin 21,15 13,49 11,31

Tabelle 13 (zu Abb. 15) Wirkung der Mundspiillésungen auf die Interleukin-6-Freisetzung
P. gingivalis ATCC 33277 infizierter Fibroblasten. Angaben in pg/ ml.

1 Stunde 6 Stunden 18 Stunden
Kontrolle 67,38 187,00 304,70
Chlorhexidin 0,06% 3,15 3,18 3,85
Chlorhexamed 0,06% +Fluor 18,42 9,11 12,27
Chlorhexidin 0,1% 8,20 8,89 6,19
Chlorhexamed 0,1% 0,21 247,75 863,90
Curasept 0,12% 28,46 11,12 22,30
Oral B 0,12% 25,25 32,11 25,97
Chlorhexidin 0,2% 9,11 5,48 9,74
Curasept 0.2% 16,74 143,80 156,65
Chlorhexidin 1% 3,08 3,11 2,37
Chlorhexamed GEL 1% 18,14 11,93 8,81
Listerine 17,35 38,40 27,05
Meridol 2,85 11,75 15,65
Meridol + Chlorhexidin 0,28 619,26 1226,50
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Tabelle 14 (zu Abb. 16) Wirkung der Mundspiillosungen auf die Interleukin-6-Freisetzung
P. gingivalis M5-1-2 infizierter Fibroblasten. Angaben in pg/ ml.

1 Stunde 6 Stunden 18 Stunden

Kontrolle 2,70 0,00 1,46
Chlorhexidin 0,06% 4,18 3,66 8,85
Chlorhexamed 0,06% +Fluor 24,57 17,73 37,52
Chlorhexidin 0,1% 1,63 2,98 3,38
Chlorhexamed 0,1% 0,08 2,16 4,69
Curasept 0,12% 3,19 7,22 12,12
Oral B 0,12% 11,71 16,64 23,40
Chlorhexidin 0,2% 0,81 1,31 0,87
Curasept 0.2% 2,53 69,31 61,16
Chlorhexidin 1% 0,28 478,07 655,45
Chlorhexamed GEL 1% 19,63 21,25 24,83
Listerine 8,50 14,85 17,70
Meridol 5,65 2,70 19,90
Meridol + Chlorhexidin 0,19 170,22 542,05

Tabelle 15 (zu Abb. 17) Wirkung der Mundspiillésungen auf die Interleukin-8-Freisetzung

nicht infizierter Fibroblasten. Angaben in pg/ ml.

1 Stunde 6 Stunden 18 Stunden
Kontrolle 0,64 6,38 52,87
Chlorhexidin 0,06% 3,35 5,23 1,13
Chlorhexamed 0,06% +Fluor 16,53 25,82 10,37
Chlorhexidin 0,1% 0,67 1,02 1,04
Chlorhexamed 0,1% 1,40 0,78 0
Curasept 0,12% 1,54 3,22 1,48
Oral B 0,12% 1,36 4,39 4,43
Chlorhexidin 0,2% 0,74 0,60 0,39
Curasept 0.2% 1,05 0,82 0,42
Chlorhexidin 1% 0,21 0,09 0,13
Chlorhexamed GEL 1% 43,46 40,36 21,12
Listerine 0,50 0,17 0,43
Meridol 0,07 0,57 1,4
Meridol + Chlorhexidin 0,03 0,14 0
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Tabelle 16 (zu Abb. 18) Wirkung der Mundspiillésungen auf die Interleukin-8-Freisetzung
der Fibroblasten nach Infektion mit A. actinomycetemcomitans ATCC 33384. Angaben in pg/
ml.

1 Stunde 6 Stunden 18 Stunden
Kontrolle 0,412 459186667 |589,333333
Chlorhexidin 0,06% 0,7305 0,4115 0,41
Chlorhexamed 0,06% +Fluor 0,23 0,59 0,56
Chlorhexidin 0,1% 0,003 0,0005 0,245
Chlorhexamed 0,1% 0,16 0,01 0,02
Curasept 0,12% 0,23 48,51 0,97
Oral B 0,12% 0,59 1,5 1,98
Chlorhexidin 0,2% 0,065 0,092 0,0435
Curasept 0.2% 0,0285 0,023 0,0215
Chlorhexidin 1% 0,02 0 0
Chlorhexamed GEL 1% 0,08 0,36 0,39
Listerine 0 0 0
Meridol 0,02 0,04 0,09
Meridol + Chlorhexidin 0,028 0,0155 0

Tabelle 17 (zu Abb. 19) Wirkung der Mundspiillosungen auf die Interleukin-8-Freisetzung
der Fibroblasten nach Infektion mit A. actinomycetemcomitans Y4. Angaben in pg/ ml.

1 Stunde 6 Stunde 18 Stunden

Kontrolle 0,32 98.45 270,1
Chlorhexidin 0,06% 0,63 1,046 1,80
Chlorhexamed 0,06% +Fluor 1,21 1,65 5,82
Chlorhexidin 0,1% 1,25 1,34 1,93
Chlorhexamed 0,1% 0,00 0,11 0,08
Curasept 0,12% 1,43 0,47 5,82
Oral B 0,12% 3,52 0,65 5,01
Chlorhexidin 0,2% 0,86 1,55 2,1
Curasept 0.2% 0,00 5,34 23,37
Chlorhexidin 1% 0,43 0,49 0,55
Chlorhexamed GEL 1% 0,85 2,54 4,66
Listerine 0,65 1,8 3,75
Meridol 5,60 2,4 0,2
Meridol + Chlorhexidin 0,02 0,12 0,12
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Tabelle 18 (zu Abb. 20) Wirkung der Mundspiillésungen auf die Interleukin-8-Freisetzung

der Fibroblasten nach Infektion mit P. gingivalis ATCC 33277. Angaben in pg/ ml.

1 Stunde 6 Stunden 18 Stunden
Kontrolle 3,6325 13,4075 75,96
Chlorhexidin 0,06% 1,875 1,7 2,37
Chlorhexamed 0,06% ~+Fluor 12,57 6,26 12,47
Chlorhexidin 0,1% 3,65 2,425 5,01
Chlorhexamed 0,1% 0,257 0,149 0
Curasept 0,12% 0,855 1,515 4,42
Oral B 0,12% 1,89 2,07 1,88
Chlorhexidin 0,2% 0,6 0,7 3,73
Curasept 0.2% 0,99 87,42 89,31
Chlorhexidin 1% 0 0,06 0,02
Chlorhexamed GEL 1% 27,295 20,885 15,11
Listerine 0,15 0,15 0,2
Meridol 0,9 0 29,25
Meridol + Chlorhexidin 0,028 0,0295 0,076

Tabelle 19 (zu Abb. 21) Wirkung der Mundspiillsungen auf die Interleukin-8-Freisetzung

der Fibroblasten nach Infektion mit P. gingivalis M5-1-2. Angaben in pg/ ml.

1 Stunde 6 Stunden 18 Stunden
Kontrolle 0,00 0 0
Chlorhexidin 0,06% 2,24 1,34 4,47
Chlorhexamed 0,06% +Fluor 10,82 6,27 12,24
Chlorhexidin 0,1% 0,32 0,32 0,22
Chlorhexamed 0,1% 0,07 0,11 0,22
Curasept 0,12% 0,00 0,21 0,30
Oral B 0,12% 0,64 0,78 1,07
Chlorhexidin 0,2% 0,01 0,013 0,1
Curasept 0.2% 0,67 10,71 17,56
Chlorhexidin 1% 0,21 0,09 0
Chlorhexamed GEL 1% 12,22 16,68 13,75
Listerine 0,05 0 0,75
Meridol 0,15 0,25 0,3
Meridol + Chlorhexidin 0,01 0,019 0
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Tabelle 20 (zu Abb. 22) MTT-Nachweis nicht infizierter Fibroblasten eine, sechs und 18
Stunden nach Anwendung der Mundspiillésungen. Absorption bei 562 nm.

1 Stunde 6 Stunden 18 Stunden
Kontrolle 0,47 0,25 0,06
Chlorhexidin 0.06% 0,131 0,5 0,04
Chlorhexamed 0.06%+Fluor 0,14 0,05 0,04
Chlorhexamed 0.1% 0,16 0,05 0,04
Chlorhexidin 0,1% 0,11 0,05 0,05
Curasept 0,12% 0,85 0,07 0,05
Oral B 0.12% 0,15 0,05 0,05
Chlorhexidin 0.2% 0,11 0,06 0,04
Curasept 0.2% 1,16 0,07 0,04
Meridol mit Chlorhexidin 0,11 0,05 0,04
Chlorhexidin 1.0% 0,13 0,05 0,05
Gel 1.0% 0,11 0,38 0,04
Listerine 0,1 0,05 0,04
Meridol 0,14 0,05 0,05

Tabelle 21 (zu Abb. 23) MTT-Nachweis A. actinomycetemcomitans Y4 infizierter Zellen 18
Stunden nach Zugabe der Losungen. Absorbtion bei 562 nm

Kontrolle 0,134 Chlorhexidin 0.2% 0,046
Chlorhexidin 0.06% 0,043 Curasept 0.2% 0,046
Chlorhexamed 0.06%+Fluor 0,043 Meridol mit Chlorhexidin | 0,055
Chlorhexamed 0.1% 0,043 Chlorhexidin 1.0% 0,046
Chlorhexidin 0,1% 0,044 Gel 1.0% 0,044
Curasept 0,12% 0,046 Listerine 0,046
Oral B 0.12% 0,046 Meridol 0,049

Tabelle 22 (zu Abb. 24) MTT-Nachweis P. gingivalis M5-1-2 infizierter Zellen 18 Stunden
nach Zugabe der Losungen. Absorbtion bei 562 nm

Kontrolle 0,199 Chlorhexidin 0.2% 0,051
Chlorhexidin 0.06% 0,048 Curasept 0.2% 0,052
Chlorhexamed 0.06%+Fluor 0,046 Meridol mit Chlorhexidin | 0,052
Chlorhexamed 0.1% 0,045 Chlorhexidin 1.0% 0,05

Chlorhexidin 0,1% 0,047 Gel 1.0% 0,048
Curasept 0,12% 0,047 Listerine 0,049
Oral B 0.12% 0,046 Meridol 0,052
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Tabelle 23 (zu Abb. 25) Trypanblau-Exclusion-Test. Anzahl vitaler Fibroblasten eine, sechs
und 18 Stunden nach einminiitiger Zugabe der Losungen

1Stunde 6 Stunden 18 Stunden
Kontrolle 96 91 66
0.06% Chlorhexidin 48 47 42
0.2% Chlorhexidin 42 39 42
1.0% Chlorhexidin 38 13 18
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