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Einleitung

1 Einleitung

Die Etablierung eines ausgereiften Biofilms stellt die Grundlage oraler Krankheiten
wie Karies, Gingivitis und Parodontitis dar. Schon nach kurzer Zeit bildet sich durch
van-der-Waals-Krafte eine dinne Pellikelschicht bestehend aus Muzinen,
Glykoproteinen, Speichelproteinen und Lipiden auf der Zahnoberflache (Hannig &
Balz 1999, Lendenmann et al. 2000). Hierauf lagern sich erste Pionierkeime an.
Bereits nach 24 Stunden besiedeln erste pathogene Keime den initialen Biofilm. Im
Laufe der Zeit entwickelt sich der Biofilm zu einer komplexen organischen Matrix, in
der es zu einem Shift vom kommensalem Microbiom hin zu einem pathogenen
Zustand kommt. Dies gilt es durch regelmalige mechanische Zerstérung und
Entfernung des Biofilms zu verhindern. Allerdings sind nur wenige Menschen in der
Lage, sich effektiv und grindlich die Zahne mechanisch zu reinigen (Attin &
Hornecker 2005). Neben mangelnder Motivation und Defiziten in der Putztechnik
kommen oft weitere erschwerende Faktoren zum Tragen, wie zum Beispiel

Zahnengstande oder festsitzende Zahnspangen.

Die Untersuchung der oralen Plaque brachte in den letzten Jahren eine Vielzahl an
neuen Erkenntnissen (Marsh 2005). In der Vergangenheit ging man davon aus, dass
allein die Quantitat der Plaque zu oralen Krankheiten fuhrt (Flemmig & Beikler 2011).
Mit dem steigenden Wissen um die Komplexitat der Plaque etablierte sich der Begriff
des oralen Biofilms. So wird nicht mehr die Quantitat als treibende Kraft fur orale
Krankheiten angesehen, sondern die Etablierung pathogener Mikroorganismen
(Takahashi & Nyvad 2008, Flemmig & Beikler 2011). Aufbauend auf die erweiterte
Okologische Plaquehypothese koénnen diese pathogenen Bakterien in geringer
Menge auch schon Teil des nicht pathogenen Biofilms sein. Unter physiologischen
Bedingungen sind diese aber nur schwach kompetitiv (Kneist & Callaway 2013). Der
Biofilm stellt eine Infrastruktur fir Nahrung und Schutz dar. So konnte beispielsweise
gezeigt werden, dass Bakterien in einem Biofilm eine geringere Sensibilitat
gegenuber antimikrobiellen Substanzen haben (Gilbert et al. 1997, Ceri et al. 1999,
Stewart et al. 2001, Gilbert et al. 2002). Aufbauend auf diesem Wissen wurden die in
der Mikrobiologie verwendeten Begriffe der minimalen Hemmkonzentration und der

minimalen  bakterioziden = Konzentration um den Begriff der Biofilm
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Hemmkonzentration (biofilm inhibitory concentration, BIC) erweitert. In der Literatur
finden sich auch synonym verwendete Begriffe wie 'biofilm eradicating concentration’
oder 'biofilm killing concentration' (Anwar & Costerton 1990, Nichols 1994, Johnson
et al. 2002). Neben der Matrix-Architektur ist auch die Fahigkeit, Enzyme wie
beispielsweise B-Lactamase zu binden, eine wichtige Eigenschaft des Biofilms
(Allison 2003). In einem ohnehin von aufden schwer regulierbarem Habitat wie der
Mundhdhle sollte angesichts der Komplexitat von AbwehrmalRnahmen seitens der
Mikroorganismen ein Umdenken hinsichtlich antibakterieller MalRnahmen einsetzten.
Langst ist bekannt, dass viele Bakterien der Mundgesundheit zutraglich sind (Marsh
2012). Selbstverstandlich reagiert das Immunsystem auch auf diese Bakterien, aber
es existieren Mechanismen, welche eine vorteilhafte Partnerschaft ermdglichen
(Srinivasan 2010). So gibt es Hinweise, dass eine aktive Kommunikation (‘cross talk')
zwischen ansassigen Bakterien und den Mucosazellen existiert, so dass das
Immunsystem nur bei einer Storung des bakteriellen Gleichgewichts reagiert
(Cosseau et al. 2008, Srinivasan 2010). Die angestammten Bakterien bewirken eine
so genannte 'colonisation resistance', welche die Etablierung schadlicher
Mikroorganismen verhindert, indem sich eine langzeitstabile 'microbial homeostasis'
ausbildet (Marsh 1989). Synonym werden auch andere Begriffe wie beispielsweise
'human microbiom' oder 'resident biota' hierfir verwendet. Dieses Gleichgewicht
ergibt sich aus hoch dynamischen Prozessen, das zeigt sich beispielsweise bei der
Anderung von Faktoren wie Speichelfluss oder Erndhrung. Diese Veranderungen
fuhren zu einer Verschiebung des Gleichgewichts von einer physiologischen zu einer
pathologischen Zusammensetzung. Bakterienstamme, welche zuvor in einer
Minderheit vertreten waren, werden zur dominanten Art und damit andert sich auch
das metabolische Verhalten des Biofiims (Marsh 2003). Dass Karies aus einer
saurebedingten Demineralisierung der Zahnhartsubstanz resultiert, hervorgerufen
durch den Stoffwechsel von S. mutans und sogenannten Nicht-Mutans-
Streptococcen, ist seit Jahren unbestritten (Marsh 2005, Takahashi & Nyvad 2008,
Kneist & Callaway 2013). Die 06kologische bzw. die erweiterte 6kologische
Plaquehypothese stellt den aktuellen Erkenntnisstand dar. Grundsatzlich wird hierbei
davon ausgegangen, dass innerhalb der Plaque eine physiologische 'Mischkultur'
besteht. Die dominierenden Bakterien werden auch als 'Generalisten' bezeichnet. In
dieser 'Mischkultur' kdnnen aber auch potentiell pathologische Bakterien bereits
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vorhanden sein. Sie sind allerdings bei neutralem pH-Wert nur schwach kompetitiv.
Bei einer erhohten Verfugbarkeit an fermentierbaren Kohlenhydraten und
persistierenden Intervallen mit niedrigen pH-Werten erlangen die als 'Spezialisten'
bezeichneten, azidogenen bzw. azidurischen Bakterien einen Selektionsvorteil, was
mit einer gesteigerten Proliferation einhergeht (Kneist & Callaway 2013). Neben den
Mutans-Streptococcen kénnen auch andere Streptococcenarten (S. gordonii, S.
oralis und S. mitis), die Teil des physiologischen Biofilms sind und anfanglich eine
geringe Saureproduktion haben, bei niedrigem pH-Wert zu aggressiven, stark
saurebildenden Stammen werden (Sansone et al. 1993, Alam et al. 2000, Aas et al.
2008). Bleibt diese pathologische Bakterienzusammensetzung bestehen, fuhrt das
zu Karies (Marsh 2003, Takahashi & Nyvad 2008). Marsh (2012) empfiehlt deshalb,
neben einer regelmaligen mechanischen Plaqueentfernung, die zu dieser
Verschiebung fuhrenden Faktoren zu identifizieren und diesen entgegenzusteuern.
Eine adaquate Strategie ware, das Gleichgewicht in Zeiten von veranderten
Umweltbedingungen (Nahrungszufuhr oder verminderter Speichelfluss) zu starken.
Neben der gewohnten mechanischen Reinigung sollte es daher das Ziel sein, den
Biofilm derart zu beeinflussen, dass apathogene Bakterien einen Selektionsvorteil
haben und sie sich auf diese Weise zur dominierenden Art entwickeln bzw. ihren
Status bewahren kénnen. Diese Einflussnahme sollte weniger einen Eingriff als
vielmehr ein Biofiim-Management darstellen. Durch die selektive Einflussnahme ist
auch ein bedenkenloser Langzeitgebrauch maglich. Die Anwendung sollte aul3erdem

einfach in den Alltag integrierbar sein.

Die Mundhohle besitzt diverse Mechanismen um ein natirliches Gleichgewicht zu
gewahrleisten. Unter all diesen Systemen scheint das Speichelperoxidase-System,
zu dem die Speichelperoxidase (SPO), Thiozyanat (SCN”) und Wasserstoffperoxid
(H,O,) sowie deren Reaktionsprodukt Hypothiocyanit (OSCN™) gezahlt werden, ein
potentes System zu sein (Thomas et al. 1994, Welk et al. 2011). Das Bestreben
dieses System zu verstehen und es fur die kommerzielle Anwendung nutzbar zu
machen, belegen diverse Studien und Reviews (Tenovuo 2002, Ashby 2008, Ashby
2012, Flemmig et al. 2016, Mahdi et al. 2017, Singh et al. 2017).

In der Literatur wird LPO (Lactoperoxidase) oft als Synonym fur SPO genutzt
(Flemmig et al. 2016). Dies geht auf die Entdeckung des Enzyms in Kuhmilch im
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Jahr 1943 durch Theorell und Akenson zurlck (Theorell & Akeson 1943). Spatere
Untersuchungen ergaben eine hohe Ahnlichkeit zwischen dem bovinen und dem
humanen Peroxidase-Enzym (Mansson-Rahemtulla et al. 1988, Mansson-
Rahemtulla et al. 1990, Sharma et al. 2013, Flemmig et al. 2016). Aufgrund der
wesentlich einfacheren Gewinnung wird sowohl fur klinische Studien als auch fur

kommerzielle Anwendungen die bovine LPO genutzt.

Im Kapitel 2 wird ndher auf das Speichelperoxidase-System und seine Bestandteile
eingegangen, abschlieRend folgt ein Uberblick Gber die Studienlage der bisherigen

kommerziellen Anwendungen.
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2 Speichelperoxidase-System

Der menschliche Speichel Ubernimmt eine Vielzahl von Funktionen, neben der
Befeuchtung der Mundhéhle oder auch der Stabilisierung des pH-Wertes, dient er
vor allem als Schutz- und Abwehrsystem (Hellwig et al. 2013). Bei in vitro Versuchen
wurde nachgewiesen, dass diverse Proteine (Lysozym, Lactoferrin und Peroxidasen)
eine antimikrobielle Aktivitdt gegenuber einer Vielzahl von Bakterien, Viren und
Pilzen aufweisen. In der Gruppe der unspezifischen Abwehr nimmt das
Speichelperoxidase-System eine besondere Stellung ein, indem es das orale
Mikrobiom reguliert (Pruitt et al. 1984, Furtmuller et al. 2002, Tenovuo 2002, lhalin et
al. 2006). Damit aber eine derartige Regulation realisiert werden kann, bendtigt die
Peroxidase Reaktionspartner.  Wasserstoffperoxid  wird durch  diverse
Stoffwechselprozesse von Bakterien, aber auch vom koérpereigenen Abwehrsystem
produziert (Carlsson et al. 1983, Pruitt et al. 1983). Da H,0O, nicht nur
Bakterienzellen, sondern auch humane Zellen schadigt, sollte es mittels einer
Peroxidase abgebaut werden. Dafiir bendtigt dieses Enzym noch einen Akzeptor fir
das Sauerstoffatom. Gute Reaktionspartner sind Thiocyanat und lod. Beide Stoffe
werden aktiv aus dem Blut per Natrium-lodid-Symporter (NIS) transportiert (Fragoso
et al. 2004) und in Epithelzellen angereichert. Was dazu fuhrt, dass 10- bis 20-fach
hdohere Konzentrationen in Sekreten ermittelt werden konnten als im Plasma.
Aufgrund der Konzentrationen ist Thiocyanat der Hauptreaktionspartner und die
Reaktion mit lod eher zu vernachlassigen. Im Plasma werden lod Werte unterhalb
von 100 nMol, respektive 5 - 22 pMol im Speichel erreicht. Im Gegensatz dazu
konnten Thiocyanat Werte von bis zu 4000 uyMol ermittelt werden (Tenovuo &
Makinen 1976). Im Folgenden wird auf die einzelnen Bestandteile dieses Systems

detaillierter eingegangen.

2.1 Peroxidase

Wenn in der Literatur von einer Peroxidase, die unspezifische Abwehrleistung des

Immunsystems vermittelt die Rede ist, wird diese oftmals nur als Lactoperoxidase
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(LPO) bezeichnet (Flemmig et al. 2016), da sie wie bereits erwahnt, erstmals 1943
aus Kuhmilch isoliert wurde (Theorell & Akeson 1943). Nachdem die erste
Peroxidase aus humanem Speichel isoliert wurde, zeigte sich eine sehr hohe
Ahnlichkeit hinsichtlich Struktur, chemischen und immunologischen Eigenschaften
zur bovinen Peroxidase, daher die synonyme Verwendung (Mansson-Rahemtulla et
al. 1988, Mansson-Rahemtulla et al. 1990, Davies et al. 2008, Sharma et al. 2013,
Flemmig et al. 2016). Sehr ahnliche Variationen dieses Hamproteins konnten spater
auch in anderen Sekreten isoliert werden, wie zum Bespiel in Sekreten der
menschlichen Brust-, Speichel-, Tranendrisen und sekretorischen Drlsen der

oberen Atemwege (Davies et al. 2008).

Im menschlichem Speichel sind derzeit drei Peroxidasen bekannt, die humane
Speichelperoxidase (hSPO), die humane Myeloperoxidase (hMPQO) und die humane
eosinophile Peroxidase (hEPO) (van Dalen & Kettle 2001, Ihalin et al. 2006, Arnhold
& Flemmig 2010). Es sind fur die verschiedenen Peroxidasen jeweilige pH-Wert
abhangige Wirkungsoptima dokumentiert. Bei neutralem pH-Wert ist die hSPO
aktiver, bei sinkendem pH-Wert steigt der Umsatz der hMPO (Paetzelt et al. 1984).
Der hMPO ist es auch moglich CI~ (Morrison & Schonbaum 1976, Arnhold et al.
2006) oder Br™ in der Mundhohle in kleinen Mengen zu oxidieren, der hSPO fehlt
diese Moglichkeit (Thomas et al. 1995).

Die humane Speichelperoxidase wird vornehmlich in der Glandula Parotis
synthetisiert und sezerniert (Nagler et al. 2002). Die hMPO und die hEPO kdnnen
ebenfalls im Speichel nachgewiesen werden, allerdings stammen sie aus den
neutrophilen bzw. eosinophilen Granulozyten des Speichels und gelangen Uber den
gingivalen Sulcus in die Mundhdhle (Clifford & Repine 1982, Tenovuo & Pruitt 1984,
van Dalen & Kettle 2001, Arnhold & Flemmig 2010). Hinsichtlich der Gesamtmenge
an hEPO kann aufgrund fehlender Daten keine Aussage getroffen werden. Bei der
hSPO und der hMPO ist die Datenlage weitaus besser. Allerdings verweisen Thomas
et al. (1994) darauf, dass der festgestellte Wert von hSPO und hMPO stark von der
Untersuchungsmethode und der Probengewinnung abhangt (siehe Tabelle 1). Wobei
laut dieser Veroffentlichung der groRere Anteil der Peroxidasen in der Mundhdhle
oftmals durch die in den neutrophilen Granulozyten produzierte hMPO gestellt wird.

So berichten Thomas et al. (1994), dass der Anteil der hMPO zweimal hoher sei, als

11



Speichelperoxidase-System

die Menge an hSPO. Aufgrund der Herkunft der hMPO steht die Menge in direktem
Zusammenhang mit dem Entzindungsgrad der Gingiva (Ozmeric 2004). Aus diesem
Grund wurde sie auch schon als Entzindungsmarker zur Beurteilung der
Mundschleimhaut herangezogen (Suomalainen et al. 1996). Bei allen anderen

Untersuchungen war die hSPO die dominante Peroxidase (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1, Konzentrationsangaben von hMPO und hSPO im Speichel

hMPO in pug/ml hSPO in ug/ml Referenz

36+21 1,9+1,0 (Thomas et al. 1994)

0,24 +0,19* 0,34 + 0,09* (Vilja et al. 1991)

0,6 +0,5* 1,7 £0,7* (Thomas et al. 1994)

1,0+ 2,0 26+1,6 (Mansson-Rahemtulla et al. 1992)
1,6-5,2 3-12 (Rudney et al. 1991)

Die unterschiedlichen Messwerte ergeben sich aus verschiedenen Methoden der
Probengewinnung und der Probenanalyse. *Diese Werte wurden aus dem Uberstand
der Probe ermittelt (Thomas et al. 1994).

Peroxidasen besitzen aullerdem die Fahigkeit eine irreversible Bindung zum
Zahnschmelz aufzubauen, allerdings wurde bei in vitro Studien ein Ruckgang der
Enzymaktivitat auf 75 % der urspringlichen Umsatzleistung beobachtet (Pruitt &
Adamson 1977, Tenovuo et al. 1977). 1979 zeigten Pruitt et al., dass trotz des
Ruckgangs der LPO-Aktivitat nach der Bindung noch ausreichend Enzymaktivitat
vorhanden ist, um die Saureproduktion von S. mutans zu hemmen. Diese Leistung
nimmt aber im zeitlichen Verlauf ab (Pruitt et al. 1979).

Eine Bindung an die Bakterienoberflache verringert die Mobilitat der Bakterien und
ihre Fahigkeit sich zu verbinden, bzw. einen Biofilm zu etablieren, indem die LPO
unter anderem die Glucosyltransferase inhibiert (Korpela et al. 2002). Die Autoren

vermuten, dass eine Bindung der Lactoperoxidase an die membranstandige
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Glycosyltransferase zu einer Anderung in deren Proteinstruktur und somit zu einer

Aktivitatsanderung fuhrt.

2.2 Thiocyanat (SCN’)

Thiocyanat ist ein kleines Anion das zu den Pseudohalogeniden zahlt (Morgan et al.
1965). Die Bezeichnung Pseudohalogen spiegelt das chemische Verhalten von SCN~
wider, da es in seiner Reaktivitdt den Halogenen sehr ahnelt. Der Mensch nimmt
SCN™ vor allem Uber die Nahrung auf, so ist es nahe liegend, dass sich je nach
Ethnie und Ernahrungsgewohnheit starke Differenzen in den ermittelten Werten
feststellen lassen. Ist die Erndhrung beispielsweise stark beeinflusst von Maniok,
SuRkartoffel, Mais, Zuckerrohr, Sorgum und Leinsamen, resultiert ein hoher SCN~
Gehalt im Plasma daraus (Han & Kwon 2009, Leung et al. 2011). Cyanogene und
thiocyanogene Pflanzen wie Brassica sind eine wichtige SCN™ Quelle. Thiocyanat
entsteht aullerdem im Korper im Zuge der Entgiftung von Cyanid durch das Enzym
Rhodanese, einer Schwefeltransferase die u. a. in der Leber vorhanden ist
(Nagahara et al. 1995). Das Vorhandensein anderer endogener Quellen ist durchaus
denkbar. Das reichliche Vorkommen in biologischen Systemen und die Fahigkeit
einer zugigen Konzentrationserhohung in extrazellularen Sekreten (Gould et al.
2010) legt diese Vermutung nahe. Gould et al. (2010) zeigten, dass Epithelzellen der
Lunge messbare Level an SCN™ generieren, wenn sie in einem Medium frei von
detektierbaren SCN™ angezilchtet wurden. Wissing (1974) konnte nachweisen, dass
einige Bakterien (u. a. Pseudomonas aeruginosa) Cyanid aus Glycin generieren
konnten. Es ist allerdings unklar ob eukaryotische Zellen ahnliche Fahigkeiten

besitzen.

SCN™ kann in Granulozyten und Monozyten nachgewiesen werden. Bei Sdugetieren
kommt es in einer Vielzahl von extrazellularen Flussigkeiten vor, wie zum Beispiel in
Plasma, Speichel, Milch, Tranenflussigkeit, Verdauungsflissigkeit, als auch im
Sekret von Epithelialzellen der Nase und des Atemweges (van Haeringen et al. 1979,
Thomas 1981, Tenovuo & Pruitt 1984, Thomas 1985, Das et al. 1995, Fragoso et al.

2004). Die jeweils festgestellten Mengen sind in Tabelle 2 zusammengefasst.
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Tabelle 2, Zusammenstellung der ermittelten SCN™ Werte

Quelle SCN™ (uMol) Referenz

(Schultz et al. 1996)
Speichel 500 - 4000 (Tenovuo & Makinen 1976)

(Minarowski et al. 2008)

(van Haeringen et al. 1979)
Nasensekret 100 - 1200 (Lorentzen et al. 2011)

(Fischer et al. 2011)
Atemwegssekret 30 - 650 (Thomson et al. 2010)

(Wijkstrom-Frei et al. 2003)
Verdauungsflussigkeit 250 - 300 (Das et al. 1995)
Tranenflussigkeit 150 (van Haeringen et al. 1979)

(Vesey & Cole 1985)
Plasma 5-50

(Lorentzen et al. 2011)
Milch 01-4 (Kirk et al. 2007)

(Wokes et al. 1952)

Die groRe Streuung der erreichten Werte konnte auch mit den jeweiligen
Messverfahren zusammenhangen. Chandler & Day (2012) gaben zu bedenken, dass
eine Oxidation oder das Eingehen einer kovalenten Bindung das Ergebnis der SCN~
Werte beeinflussen kann, wenn nicht MalRnahmen ergriffen werden, um eine
Reaktion zu verhindern. Die Autoren vermuteten, dass die Differenz zwischen den
gefundenen Plasma- und Atemwegswerten durch einen aktiven Transport Uber
entsprechende Transportkanale fir SCN™ aus dem Plasma zustande kommt. Die
Ausscheidung erfolgt Uber die Nieren mit einer Halbwertszeit von 3 Tagen bei
gesunden Individuen. In Relation zur glomerularen Filtrationsrate entspricht das einer
Ruckgewinnung von 90 % (Schulz 1984, Vesey & Cole 1985).

Es ist auffallig, dass sich hohe Konzentrationen vor allem an Koérpereintrittspforten
nachweisen lassen (van Haeringen et al. 1979, Schultz et al. 1996, Minarowski et al.
2008, Lorentzen et al. 2011). So weist der Speichel bzw. die Mundhdhle hdhere

14



Speichelperoxidase-System

SCN™ Werte als die Atemwege auf. Dies ist allerdings nicht verwunderlich, da die
Mundhohle aufgrund ihrer Funktion und Lokalisation eine komplexe und potente
antibakterielle Verteidigung bendétigt (Ashby 2008). Tenovuo & Makinen (1976)
verstanden die Funktion als oxidierbarer Co-Faktor im Peroxidase-System als
einzigen Grund fur das Vorkommen von SCN™ im menschlichem Speichel. Kramer et
al. (1998) sahen das lon als allgegenwartiges Vitaminoid mit einer Vielzahl an
Funktionen. Die SCN™ Werte von 500 - 4000 uM im Speichel (Tenovuo & Makinen
1976, van Haeringen et al. 1979, Schultz et al. 1996) werden dabei durch die
gleichen zellularen aktiven Transportmechanismen wie in den Atemwegen generiert
(Fragoso et al. 2004). Ashby (2008) und Schultz et al. (1996) sehen in dieser hohen
Konzentration eine Bestatigung der Wichtigkeit des LPO Systems. Stellt doch das

Vorhandensein von SCN™ eine essentielle Grundlage fur dieses System dar.

Was eine Storung des transmembranalen Transportes von SCN™ bewirkt, zeigt sich
bei der zystischen Fibrose, einer Krankheit die von wiederkehrenden Infektionen der
Lunge und anderen Organen gepragt ist (Xu et al. 2009). Die Anwesenheit von SCN”~
hat weitere positive Einflisse auf die Abwehrleistung, so resultierte aus einer langer
andauernden Prasenz von SCN~ eine erhohte Phagozytoseleistung von
Granulozyten und Monozyten (Jahr et al. 1986), sowie eine Steigerung der
Phagozytenmotilitat (Schmidt & Morenz 1985) und der Phagozytenproliferation
(Weuffen et al. 1990).

Aber auch eine exogene Beeinflussung des SCN™ Spiegels ist beispielsweise durch
toxische und mutagene Faktoren mdglich. So findet sich bei Rauchern ein etwa
doppelt so hoher SCN™ Gehalt im Speichel verglichen mit Nichtrauchern, was sich
mit der Entgiftung von mit dem Rauch aufgenommenen Cyanid erklaren |asst
(Tenovuo & Makinen 1976, Yamanaka et al. 1991, Holiday et al. 1995, Scanlon et al.
1996). Allerdings geben Tenovuo & Makinen (1976) auch die Mdglichkeit an, dass
eine Steigerung der Werte Uber eine Steigerung des Speichelflusses zustande
kommt. Bei sehr starken Rauchern wurden Werte von bis zu 4 mMol ermittelt,
wohingegen sich der Wert beim Nichtraucher bei 0,5 - 2 mMol einordnen lasst
(Tenovuo & Makinen 1976). Es konnte ebenfalls ein Anstieg bei Stresssituationen
beobachtet werden (Goi et al. 2007).
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2.3 Wasserstoffperoxid (H.0,)

Das im Speichel befindliche H,O, ist das Ergebnis verschiedener
Stoffwechselprozesse, welche von Bakterien und vom Wirt selbst durchgeflhrt
werden (Carlsson 1987). Wobei die Gesamtmenge auf 8 - 13 pMol geschatzt wird
(Pruitt et al. 1986). Bisher konnte kein H,O, in der Mundhohle detektiert werden
(Pruitt et al. 1986, lhalin et al. 2001). Das kann an der hohen Reaktivitat oder an
diversen H,O,-umwandelnden Systemen liegen (Pruitt 1987, Ashby 2008). Ein Teil
des H,O, stammt aus Leukozyten oder anderen Wirtszellen (Pruitt et al. 1983),
welche die Mundhohle Uber den Sulcus gingivae und den Tonsillen erreichen (Pruitt
et al. 1984, Ozmeric 2004). Wobei davon ausgegangen wird, dass die
polymorphkernigen Leukozyten die vorherrschenden phagozytischen Zellen im
Speichel sind (Ozmeric 2004). Vidovic et al. (2012) konnten bei gesunden Individuen
eine hohe Tagesvariabilitat hinsichtlich des Gehaltes an polymorphkernigen
Leukozyten feststellen. Dies macht es unmaoglich, verlassliche Aussagen Uber den
Gehalt an Leukozyten bzw. die Gesamtmenge an von Abwehrzellen produziertem

H,O, zu treffen.

Pruitt et al. (1983) vermuteten eine endogene H,O, Quelle, da sie OSCN™ im
Ausflihrungsgang der Glandula Parotis detektieren konnten. Sie schlussfolgerten
dies aus der Annahme, dass eine gesunde Speicheldrise keinerlei Ansammlungen
von Bakterien und Leukozyten aufweist und kein OSCN™ ohne H,O, gebildet werden
kann. Laut Geiszt et al. (2003) kénnen die Speicheldrisen mit einem aktiven dual
oxidase 2 Gen (Duox2) eine konstante Menge an H,O, produzieren. Die Autoren
gehen davon aus, dass die Beimengung von reaktiven Sauerstoff Metaboliten der
letzte Schritt der Speichelproduktion ist, bevor der Speichel in die Mundhohle
sezerniert wird (Geiszt et al. 2003, Leto & Geiszt 2006).

Wie komplex der Einfluss von H,0O, auf das Microbiom ist, zeigten Redanz et al.
(2018) in ihrem Review. So sind diverse Mikroorganismen in der Lage H,O, zu
bilden. Unter den fakultativ anaeroben Bakterienspezies sind ca. 60 % H,O,-bildend
(Kraus et al. 1957), wobei die Gattungen der Streptococcen und Lactobacillen am

starksten vertreten sind (Tenovuo & Anttonen 1980, Thomas et al. 1981, Carlsson et
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al. 1983, Thomas et al. 1983). Garcia-Mendoza et al. (1993) zeigten bei in vitro
Untersuchungen, dass S. oralis, S. mitis, S. sanguinis und S. sobrinus in der Lage
sind, eine signifikante Menge an H,O, zu produzieren. Diese oralen Streptococcen
konnen haufig in relativ hoher Anzahl im oralen Biofilm nachgewiesen werden (Lucas
et al. 2000). Interessanterweise konnten Geiszt et al. (2003) einen Unterschied in der
H,O, Produktion in Abhangigkeit von dem Nahrmedium und den zur Verfigung
stehenden Kohlenhydraten feststellen. Dies deutet darauf hin, dass eine regulative
Beeinflussung der Produktion durch Umwelteinflisse maoglich ist. Zheng et al. (2011)
zeigten zum ersten Mal am Beispiel von S. gordonii den Einfluss von
Umwelteinflissen auf die H.O, Produktion. Sie konzentrierten sich dabei auf ein
spezielles Gen (spxB), welches die Pyruvat Oxidase kodiert und die Bakterien
befahigt H,O, zu produzieren. Die Autoren konnten einen direkten Zusammenhang
zwischen Umwelteinflissen und Genexpression aufzeigen. Neben der Pyruvat
Oxidase sind derzeit zwei weitere Enzyme bekannt, welche es den Streptococcen
ermdglicht, wachstumsinhibierende Mengen an H,0, zu produzieren (Carlsson &
Edlund 1987, Carlsson et al. 1987, Tong et al. 2007, Kreth et al. 2008, Liu et al.
2012).
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2.4 Peroxidase-System

Das Speichelperoxidase-System setzt sich aus den drei zuvor vorgestellten
Komponenten (Peroxidase, Thiocyanat und Wasserstoffperoxid) zusammen. Die
Abbildung 1 aus Tenovuo & Pruitt (1984) fasst noch einmal die Herkunft dieser drei

Reaktionspartner zusammen.

Speicheldrusen | Sulcusflijssigkeit

l

‘ Leukozyten |

l

Speichelperoxidase Myeloperoxidase

I 7

Gesamtmenge an
Speichelperoxidase

Bakterien |—> H,O,

SCN~

OSCN"~

Abbildung 1, Bestandteile des Speichelperoxidase-Systems, aus Tenovuo & Pruitt
(1984).

Das Wirkungsprinzip des Speichelperoxidase-Systems beruht auf der Oxidation von
SCN™ durch H,0O, in Anwesenheit von einer Peroxidase bei neutralem pH-Wert
(Flemmig et al. 2016). In der Mundhdhle wird die Reaktion durch die hSPO, die
hMPO und die hEPO sowie durch die in Mundhygiene-Pflegeprodukten zugesetzte
LPO katalysiert. Mit Hilfe dieser Enzyme wird unter Reduzierung von H,O,
Thiocyanat (SCN™) zu Hypothiocyanit (OSCN") oxidiert (Thomas et al. 1980, Thomas
et al. 1981), welches als Hauptprodukt dieser Reaktion angesehen wird (siehe
Formel 1) (Aune et al. 1977, Dua et al. 2006).

H,0, + SCN- _eroxidase - qoen- 4 1,0

Formel 1, Peroxidase katalysierte Bildung von Hypothiocyanit.
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Man unterscheidet bei der Lactoperoxidase verschiedene Enzymzustande. Fur die
Oxidation von SCN™ sind 2 Enzymzustande von wesentlicher Bedeutung (siehe
Abbildung 2), die entsprechenden Enzymaktivitaten werden als
Halogenierungszyklus (Zwei-Elektronen Oxidation) und Peroxidasezyklus (Ein-
Elektron Oxidation) bezeichnet. Der Peroxidasezyklus ist die Ruckreaktion Uber den
Komplex 2 zum nativen Enzym. Beim Halogenierungszyklus wird das native Enzym
mittels H,O, zu Komplex 1 oxidiert. Der oxidierte Komplex 1 kann dann mit SCN~
bzw. mit I” reagieren (siehe Abbildung 2, Reaktion 1 und 2). Die in den Zellen des
Immunsystems vorkommende MPO kann zusatzlich noch CI” und Br™ oxidieren. Beim
Peroxidasezyklus (Reaktion 1, 3 und 4) ist die Anzahl der potentiellen

Reaktionspartner um ein vielfaches gréflier (Schlorke et al. 2016).

PorFe®* HOX X- + H*
natives Enzym \,@/
A+ H,O Hzoz/& H,0

@> “*PorFe*=0

AH Komplex 1

AH
PorFe**-OH A @
Komplex 2

Abbildung 2, Enzymatische Aktivitat der Lactoperoxidase, aus Schlorke et al.(2016).
X = Halogen bzw. Pseudohalogen, A- = Radikal.

Das bei dieser Reaktion entstehende OSCN™ steht dabei im Gleichgewicht mit seiner
protonierten Form HOSCN. Der pKs Wert wurde bisher mit 5,3 angegeben (Thomas
1981). Nagy (2009) verdffentlichte einen leicht niedrigeren Wert von 4,85.

OSCN'" stellt einen naturlichen Bestandteil des menschlichen Speichels dar (Thomas
et al. 1980, Tenovuo et al. 1982, Pruitt et al. 1983). Die Menge variiert im
unstimulierten Speichel von 10 bis 250 uMol, der Mittelwert betragt 60 pMol (Thomas
et al. 1980, Tenovuo et al. 1981, Pruitt et al. 1982, Tenovuo et al. 1982). Eine
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Stimulierung des Speichels geht mit einem sofortigen Abfall des OSCN™~ Wertes
einher (Tenovuo et al. 1982). Dieser Effekt ist vermutlich auf die Verdinnung

zurickzufiuhren.

Die antimikrobielle Wirkung von OSCN/HOSCN beruht unter anderem auf dessen
Fahigkeit, die essentiellen Sulfhydrylgruppen (R-SH) in mikrobiellen Enzymen zu
Sulfenylthiocyanatverbindungen (R-S-SCN) zu oxidieren (Thomas & Aune 1978,
Thomas 1981) (siehe Formel 2).

OSCN™ + R-SH » R-S-SCN + OH"™

Formel 2, Oxidation essentieller Thiol-Gruppen unter Bildung von Sulfenylthiocyanat
Verbindungen durch Hypothiocyanit.

Auf diesem Weg werden die Sulfidbrickenbindungen zerstért und konnen ihre
Aufgabe, Stabilisierung der Tertiarstruktur von Proteinen, nicht mehr erfillen. Skaff et
al. (2009, 2012) vermuteten, dass nicht nur freie und proteingebundene Thiol-
Verbindungen in  Aminosauren angegriffen werden, sondern auch die

entsprechenden Selen-Verbindungen.

Die ungeladene Form HOSCN kann aufgrund der fehlenden Ladung die
Bakterienzellwand wesentlich einfacher Uberwinden (Thomas 1981). Intrazellular
erfolgt dann auf dem beschriebenen Weg eine Hemmung der Glycolyse (Adamson &
Pruitt 1981, Kersten et al. 1981, Carlsson 1983, Hawkins 2009, Barrett & Hawkins
2012) und der Glucosyltransferase (Korpela et al. 2002). Andere Autoren wie zum
Beispiel Thomas et al. (1981) sehen das Wirkungsspektrum von OSCN~ aufgrund
dessen anionischen Charakters auf die AuRenseite der Bakterienzellwand
beschrankt (Thomas & Aune 1978). So wurde nachgewiesen, dass OSCN~ die
Glucoseaufnahme (Germaine & Tellefson 1981), den Glucosetransport (Mickelson
1977), die Sauerstoffaufnahme (Carlsson et al. 1983), die Atmungskette (Thomas &
Aune 1978), die Wasserstoffbildung (Carlsson et al. 1983, Tenovuo & Pruitt 1984)
sowie die Saureproduktion (Tenovuo et al. 1981) bestimmter Bakterien, z.B. von

Streptococcen, hemmt.
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Wenn es durch die Nahrungsaufnahme zu einem Absinken des pH-Wertes kommt,
wird das Saure-Base-Gleichgewicht zugunsten der Saure verschoben (siehe Formel
3). Unter diesen Bedingungen stellt HOSCN das Hauptprodukt der Reaktion dar, das
in einem Saure-Base-Gleichgewicht mit OSCN™ steht (pKs 5,3 bzw. 4,85) (Thomas et
al. 1981, Nagy et al. 2009). So konnten Kersten et al. (1981) und Thomas et al.
(1983) eine starkere antibakterielle Wirkung des Speichelperoxidase-Systems bei
niedrigem pH-Wert nachweisen, was sich auf den hoheren Anteil an HOSCN

zuruckfihren lasst.

H* + OSCN~ HOSCN

Formel 3, Saure-Base-Gleichgewicht zwischen Hypothiocyanit und
Hypothiocyansaure.

Man geht davon aus, dass auch hoher oxidierte Stufen (O,SCN, O;SCN) (Hogg &
Jago 1970) gebildet werden und mit steigender Anzahl an Sauerstoffatomen eine
Steigerung der antibakteriellen Wirkung einher geht (Pruitt et al. 1982). Diese
Vermutung wird durch den Fakt gestutzt, dass nichtenzymatisch gebildetes OSCN™ in
gleicher Konzentration weniger antibakteriell ist, als enzymatisch gebildetes OSCN"~
(Tenovuo et al. 1981). Da die hoher oxidierten Produkte weitaus reaktiver sind als die
einfach oxidierte Form, sind sie auch wesentlich instabiler (Tenovuo et al. 1981).
Daher war es noch nicht moglich, diese hoher oxidierten Stufen nachzuweisen. Es
wird vermutet, dass ein Uberschuss an H,O, zu einer vermehrten Produktion an
hoher oxidierten Reaktionsprodukten fuhrt (O,SCN, OsSCN) (Carlsson et al. 1984).
Hierzu sollte allerdings angemerkt werden, dass Peroxidasen durch ihr eigenes
Substrat irreversibel gehemmt werden kdnnen (Jenzer et al. 1986, Jenzer & Kohler
1986, Baynton et al. 1994).

Der pH-Wert der Mundhohle unterliegt durch die Nahrungsaufnahme regelmafigen
Schwankungen, an die auch der Metabolismus von Bakterien geknupft ist. So geht
man davon aus, dass bei Nahrungszufuhr, vor allem von Kohlenhydraten und
Zucker, die zuvor relativ inaktiven Bakterien metabolisch aktiv werden. Dies betrifft
sowohl die obligat als auch die fakultativen anaeroben Bakterien, wie zum Beispiel
Streptococcen. Die Verstoffwechselung von Glycoproteinen, Mono- und

Disacchariden befahigt diese Organismen zur Bildung von H,O, (Thomas et al.
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1981). Dabei stellt das H,O, nicht nur ein Stoffwechselendprodukt dar, es bietet dem
Bakterium auch eine Menge Vorteile. Die Produktion von H,O, ist eng mit der
Freisetzung von DNA verbunden. Die extrazellulare DNA ist entscheidend bei der
Biofilmentwicklung und deren Stabilisation. Darlber hinaus dient sie dem
horizontalen Gentransfer zwischen den oralen Streptococcen (Zhu & Kreth 2012).
Aulerdem verschafft die H,O, Produktion, aufgrund der wachstumsinhibierenden
Wirkung, einen Vorteil gegenuber anderen Bakterien, welche weniger tolerant
gegenuber H,0, sind (Zhu & Kreth 2012). Die Speichelperoxidasen wandeln H,O, in
antibakteriell wirksamere Verbindungen HOSCN bzw. OSCN™ um. Dabei ist eine
unterschiedliche Empfindlichkeit der einzelnen Bakterienarten festzustellen (Tenovuo
& Pruitt 1984, Welk et al. 2009). Diese Selektivitat kann als Ausdruck des regulativen
Charakters des Peroxidasensystems verstanden werden (Tenovuo & Pruitt 1984). So
sind beispielsweise die H,O,-bildenden Arten weniger sensibel als die Arten die kein
H,O, produzieren (Tenovuo & Pruitt 1984). Die Reaktionsprodukte der
Speichelperoxidase beeinflussen zunachst die empfindlicheren Arten, aber im
zeitlichen Verlauf auch die H,0,-bildenden Arten, womit ein Absinken der H,O,
Konzentration einhergeht. Das Vorkommen von H,O, ist essentiell fur die Aktivitat
der Speichelperoxidase und damit stellt es auch die limitierende Komponente dieses
Systems dar (Tenovuo & Knuuttila 1977, Tenovuo & Anttonen 1980, Pruitt et al.
1982). Mit dem Mangel an Reaktionspartnern geht auch ein Absinken der
antibakteriell wirksamen Reaktionsprodukte einher. Andererseits konnten Adolphe et
al. (2006) nachweisen, dass die antimikrobielle Effizienz verbessert werden kann,
wenn nur eine der drei Komponenten gesteigert wird. Da die antibakterielle Wirkung
vor allem auf einer Hemmung beruht (Hoogendoorn et al. 1977, DeMuth et al. 1981,
Carlsson et al. 1983, Pruitt & Reiter 1985, Ashby 2008), ist es nicht Uberraschend,
dass die Bakterien nach dem Absinken von HOSCN und OSCN~ (O,SCN, OsSCN)
wieder aktiv werden. Dies kann spontan geschehen (DeMuth et al. 1981) oder durch
Thiole induziert werden (Pruitt et al. 1979). Die Fahigkeit sich von dieser Hemmung
zu erholen, hangt von dem NAD(P)H-OSCN™-Oxidoreduktase-Systems der jeweiligen
Art ab (Hoogendoorn et al. 1977, Carlsson et al. 1983).
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Abbildung 3, Beeinflussung des Bakterienstoffwechsels durch das Peroxidase-
System, nach Paetzelt et al.(1984) und Tenovuo & Pruitt (1984).

2.5 Weitere korpereigene antimikrobielle Proteine

Die Wirkung von anderen kdrpereigenen Proteinen ist von Bedeutung, da diese oft in
Kombination mit der Lactoperoxidase in Mundpflegeprodukten Anwendung finden.
Zum Beispiel Lactoferrin und Lysozym, diese Proteine sind in Sekreten der
Atemwege, in Tranenflussigkeit und im Speichel nachzuweisen und sind als Teil der
unspezifischen Abwehr zu verstehen (Horn 2009). Sie besitzen den Vorteil, dass sie
relativ unkompliziert in Zahnpasta oder Mundspulung eingearbeitet werden kdnnen
und zeichnen sich durch ihre kostenglnstige Gewinnung aus bovinem Colostrum aus
(Tenovuo 2002). Colostrum ist eine spezielle, sehr gehaltvolle Milch, welche die Kuh

kurz vor und nach der Geburt produziert.

Mundpflegeprodukte welche Lactoferrin als auch Lysozym enthalten sind: Biotene®

Oralbalance® (GlaxoSmithKline, Germany), GUM® BioXtra® (Sunstar, Schweiz) und

Zendium® Saliva (Unilever, Germany). Wobei die letzten zwei Produkte "Molke
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Extrakt” oder Colostrum enthalten und damit bovine Immunglobuline, welche jedoch
vom Hersteller nicht speziell als Wirkstoff gegen orale Erreger angegeben werden
(Tenovuo 2002).

Lactoferrin wurde erstmals in menschlicher Muttermilch nachgewiesen, wirkt als
eisenbindendes Protein bakteriostatisch und soll auf diese Weise die Biofilmbildung
unterbinden (Singh et al. 2002). Die meisten Bakterien bendtigen Eisen fur ihr
Wachstum. Lactoferrin senkt die lokal verfligbare Menge an freiem Eisen und hemmt
daher die Bakterienvermehrung (Horn 2009). Menschliches Lactoferrin bzw. das
antimikrobielle Peptidfragment Lactoferrin B kann mittlerweile mittels Klonung und
Fermentation von Aspergillus niger hergestellt werden (Headon 2000). ZukUnftig wird
es das bisher aus Kuhmilch gewonnene Lactoferrin ablésen, da es sich als wirksam

und sicher erwiesen hat (Headon 2000).

Lysozym ist ein korpereigenes, antibakterielles Enzym, welches sich beispielsweise
im Speichel oder Tranenflissigkeit finden lasst (Horn 2009). Die antibakterielle
Eigenschaft beruht auf der Fahigkeit, die Integritdt der Bakterienzellwand mittels
Hydrolyse von glykosidischen Verbindungen zu storen. Als Folge davon kommt es
zur Auflésung der Zelle (Voet et al. 2010, van 't Hof et al. 2014). Ob die Beimengung
von Lysozym allerdings sinnvoll ist, bleibt angesichts der klinischen Untersuchung
von Hannig et al. (2005), in dem es nach Bindung des Enzyms zu Anderungen der
Proteinstruktur und der damit verbundenen Veranderung der Substrataffinitat kam,
fraglich. Die Studie stellte grof3e intra- und interindividuelle Unterschiede bei der
Enzymaktivitat von auf einer Pellikelschicht gebundenem, als auch von freiem im
Speichel befindlichem, Lysozym fest. Weil die im Speichel befindlichen Peroxidasen
die Anhaftung von Streptococcen beeintrachtigen und diverse bakterielle Enzyme
inhibieren (Korpela et al. 2002), gehen Hannig et al. (2008) von einer synergistischen
Wirkung der beiden Systeme aus. Das resultiert aus der Erkenntnis, dass
planktonisch existierende Bakterien wesentlich einfacher durch Lysozym neutralisiert
werden kdnnen. Aber auch SCN™ als Bestandteil des Peroxidase-Systems verbessert
die antibakterielle Wirkung von Lysozym (Pollock et al. 1981, Wilkens et al. 1982,
Pollock et al. 1983). Jedoch reicht der physiologische SCN™ Gehalt nicht, um eine
Lysozym vermittelte Zelllyse im menschlichen Speichel auszulésen (Lumikari &

Tenovuo 1991). In diesem Zusammenhang ist die Studie von Rosin et al. (2001)
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besonders interessant. Die Probanden wurden angewiesen, mit einer speziellen
Zahnpasta ohne Abrasionsstoffe Zahne zu putzen. Die einzigen Wirkstoffe waren
SCN™ und H;0, in unterschiedlichen Konzentrationen. In den Versuchsgruppen mit
0,5 % SCN™ und 0,1 % H,O, und mit 0,1 % H,O, ohne zusatzliches SCN~ war der
Rickgang der Gingivitis und die Plaquereduktion starker ausgepragt als in den
anderen Gruppen. Da bei der Gruppe mit beiden Substanzen die Wirkung am
starksten ausgepragt war, schlussfolgerten Rosin et al. (2001), dass die Zufuhr an
zusatzlichem SCN™ als Ursache fur die antiinflammatorische Wirkung angesehen
werden kann. Es konnte gezeigt werden, dass die Bereitstellung von beiden
Reaktionsprodukten das  kdrpereigene  Speichelperoxidase-System  besser
unterstiutzt, als die alleinige Zufuhr von H,O,. Diese Wirkstoffkombination wurde fur
eine Folgestudie um 0,145 % Natriumfluorid erweitert und gegen eine im Handel
erhiltliche Zahnpasta (Colgate Total®, Colgate Palmolive, Germany) mit Triclosan
(0,3 %), Copolymer (2 %) und Natriumfluorid (0,145 %) getestet. Beide Produkte
zeigten nach 6 Monaten einen signifikanten Rickgang sowohl des Gingival- als auch
des Plaqueindexes gegenuber der Baseline. Es konnte jedoch kein signifikanter

Unterschied zwischen den Zahnpasten festgestellt werden (Rosin et al. 2002).

Es bleibt festzuhalten, dass es im Gegensatz zur Lactoperoxidase keinen Nachweis
fur eine Aktivitat von Lysozym nach der kommerziellen Verarbeitung gibt (Tenovuo
2002). Ebenso kann keine Steigerung der Konzentration von Lactoferrin und
Lysozym in Speichel oder Plaque mittels Gebrauch von Lactoferrin und Lysozym

enthaltenden Produkten nachgewiesen werden (Tenovuo 2002).

2.6 Produkte auf LPO Basis

Die meisten Studien wurden in vitro durchgeflhrt, wobei oft S. mutans als Indikator
benutzt wurde. Es wurden aber auch Effekte gegenuber parodontalen Keimen
aufgezeigt (Tenovuo 2002). Wenn bei in vitro Versuchen aber eine lebensnahe
Situation einschlief3lich oraler Flussigkeiten nachgestellt wurde, so konnte lediglich
eine bakteriostatische Wirkung nachgewiesen werden (Pruitt & Reiter 1985), wobei

aber ein breites bakterielles Spektrum abgedeckt werden konnte (Tenovuo 2002).
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Biotene® (GlaxoSmithKline, Germany) Zahnpasta enthdlt zusatzlich zu dem
Lactoperoxidase-System (Lactoperoxidase, Kaliumthiocyanat,
Wasserstoffperoxiddonator) noch Lysozym und Lactoferrin. Es konnte nachgewiesen
werden, dass die Biotene® Zahnpasta die OSCN~ Konzentration 20 Minuten nach
dem Zahneputzen auf 200 pMol erhdhen konnte (Lenander-Lumikari et al. 1993).
Daruber hinaus fuhrte die tagliche Anwendung von Biotene® Zahnpasta Uber einen
Monat hinweg zu einer leichten Erhéhung der OSCN~ Konzentration im
unstimulierten Speichel (Lenander-Lumikari et al. 1993). Lenander-Lumikari et al.
(1993) und Kirstila et al. (1994) konnten in der Plaque und im Speichel keine
Biotene® induzierten antibakteriellen Effekte bei der Gesamtanzahl der
Streptococcen, S. mutans, Lactobacillen und bei den Anaerobiern feststellen. Laut
Kirstila et al. (1994) konnte auch keine Wirkung von Biotene® auf den pH-Wert der
Plague bzw. auf die Saureproduktion nachgewiesen werden. Bei Laborbedingungen
zeigte die Biotene® Zahnpasta eine bessere wachstumshemmende Wirkung bei S.
mutans, S. sobrinus und L. casei gegeniiber der Zendium® (Unilever, Germany)

Zahnpasta (Tenovuo et al. 1991).

Hingegen lieferte die Zendium® Zahnpasta in den klinischen Untersuchungen
widerspruchliche Ergebnisse. Wahrend einige Autoren leicht positive Effekte im
Hinblick auf die Plaqueneubildung, die Verhinderung von Gingivitis und dem
Entstehen von kariésen Lasionen (Koch et al. 1973, Koch & Strand 1979, Rotgans &
Hoogendoorn 1979, Schoenfeld et al. 1983, Midda & Cooksey 1986) nachwiesen,
konnten beispielsweise Afseth & Rdlla (1983) keinen plaqueinhibitorischen Effekt
bzw. keine Beeinflussung der Saureproduktion in ihren Untersuchungen erkennen. In
einer anderen Studie von Moran & Addy (1984) war auch keine antibakterielle
Wirkung gegen S. mutans festzustellen. In spateren Untersuchungen mit der
Zendium® Zahnpasta bestatigten sie ihre Ergebnisse (Moran et al. 1988).
Interessanterweise wurde in keiner Studie der OSCN™ Gehalt im Speichel oder in der
Plague gemessen. In einer 2017 veroffentlichten Studie wurde der Einfluss auf das
Microbiom untersucht. Auch wenn die Autoren von signifikant positiven
Veranderungen der Zusammensetzung der Bakterien berichteten, in dem die
pathogenen Bakterien reduziert wurden und die kommensalen protektiven Bakterien

zugenommen haben, sind diese Veranderungen jedoch als gering einzuschatzen
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und deren Auswirkung auf die klinischen Parameter nicht in dieser Studie evaluiert
worden (Adams et al. 2017).

Andere Studien untersuchten die Keratinisierung und das Vorhandensein von
inflammatorischen Zellen auf der Mundschleimhaut von Patienten mit Xerostomie
(Banoczy et al. 1994, van Steenberghe et al. 1994, Toljanic et al. 1996). Da man bei
einem Speicheldefizit auch davon ausgehen kann, dass ein Defizit an den im
Speichel gelésten Stoffen existiert, sollte eine Anreicherung mit potenziell
plaqueinhibierenden Substanzen der oralen Gesundheit zutraglich sein. Bei der
kombinierten Anwendung von der Biotene® Zahnpasta mit dem Biotene®
Oralbalance® Gel iber einen Monat hinweg, konnte eine Verbesserung der
Keratinisierung und eine Verminderung der inflammatorischen Zellen festgestellt
werden (Banoczy et al. 1994). Betreffend der Biotene® Mundsplilung existiert eine
Untersuchung von Mulligan, Navazesh und Slots (1992), welche bei regelmaflligem
Gebrauch einen Ruckgang der Gesamtkeimzahl im Speichel feststellen konnten.
Allerdings zeigten die Ergebnisse der in vitro Versuche von Kielbassa et al. (2000),
dass die Biotene® Mundspulung sowohl bei intaktem als auch bei bereits
demineralisiertem Zahnschmelz zu Demineralisation der Zahnhartsubstanz flhrte.
Sie begrindeten ihre Entdeckung mit dem relativ niedrigem pH-Wert von 5,15 und

dem Fehlen von Fluoriden in der Mundspulung.

Die Enzycal Zahnpasta von Curaprox® (Curaden, Schweiz) hat neben der
Lactoperoxidase, wie auch das Produkt von Zendium® zwei weitere Enzyme:
Amyloglucosidase und Glucoseoxidase. Uber eine Enzymkaskade soll fiir das LPO-
System vermehrt H,O, bereitgestellt werden, da diese Komponente als der
limitierende Faktor flr das Lactoperoxidase-Thiocyanat-Wasserstoffperoxid-System
gilt (Tenovuo & Knuuttila 1977, Tenovuo & Anttonen 1980, Pruitt et al. 1982). Zur
Wirksamkeit dieses Produktes liegen noch keine Verdffentlichungen vor. Das
Unternehmen beruft sich derzeit auf den Wirkungsnachweis des LPO-Systems von
Hugoson, Koch et al. (1974) und von Midda und Cooksey (1986).
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2.7 Zielsetzung

Diese Arbeit beschaftigt sich mit der Wirksamkeit eines Lutschdragees basierend auf
den Komponenten des Lactoperoxidase-Systems. Das Dragee wurde im Rahmen
des Projekts ,Large Protection of Oral Health® als Erganzung zur mechanischen

Zahnreinigung entwickelt und getestet.

In der Zahnmedizin stellt das nicht-mechanische orale Hygiene-Management, unter
Berucksichtigung des physiologischen Microbioms, eine besondere Herausforderung
dar. Einerseits ist bei pathogenen Keimen eine effektive antibakterielle bzw.
plaqueinhibierende Wirkung erwlnscht, andererseits soll das kommensale
Mikrobiom nicht negativ beeinflusst werden. Das natlrliche Speichelperoxidase-
System bietet mit seinem selbstlimitierenden und selektiven Eingriff einen guten
Ausgangspunkt fur die Entwicklung eines Mundpflegeproduktes.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen einen Beitrag zum Verstandnis des
Wirkungsspektrums des Lactoperoxidase-Systems liefern. Dazu wurde in einem
Probandenversuch die Leistungsfahigkeit, des in einem Dragee nachgebildeten
Speichelperoxidase-Systems, gegen eine handelsibliche Mundspulldsung und ein

Placebo getestet.
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchsdurchfiihrung

Zur Untersuchung der Wirksamkeit der Dragees wurde eine randomisierte, doppelt
verblindete Studie im 4-fach Cross-over Design eingesetzt. Das Studiendesign
orientierte sich am Plaqueaufwuchs-Modell von Addy et al. (1983). Wobei die
Verblindung seitens der Probanden nur fur die Prufdragees und das Placebo-Dragee
zutraf. Alle Probanden benutzten zeitlich versetzt zwei Lutschdragees in
unterschiedlicher Rezeptur, ein Placebo-Dragee als Negativkontrolle und eine
handelsiibliche Mundspilldsung (Listerine® Total Care, Johnson & Johnson,
Germany) als Positivkontrolle in zufalliger Reihenfolge. Das Placebo und die zwei
Lutschdragee-Varianten waren hinsichtlich Aussehen, Geschmack und der
Darreichungsform nicht voneinander zu unterscheiden. Zwischen den Anwendungen
der verschiedenen Praparate lag eine Wash-out-Phase von jeweils 10 Tagen
(Newcombe et al. 1995).

Als Probanden (N = 16) wurden gesunde und kariesfreie Studierende der Universitat
Greifswald im Alter von 18 bis 29 Jahren auf freiwilliger Basis rekrutiert (siehe
Tabelle 3). Die Ausschlusskriterien waren: Rauchen, Einnahme von Antibiotika,
Gebrauch antibakterieller Mundspulldsungen, akute orale Infektionen und
verminderter Speichelfluss. Der Median bezuglich der Anzahl der Zahne lag bei der

untersuchten Kohorte bei 28 Zahnen (siehe Tabelle 3).

Tabelle 3, Alter und Anzahl der Zahne der Probanden

Mittelwert SD Min Median Max
Alter 23 7,51 18 22 29
Anzahl der 28 0,927 24 28 32
Zahne

An der Studie nahmen insgesamt 16 Probanden (8w und 8m) teil.

Die Einteilung der Probanden in die entsprechenden Gruppen erfolgte randomisiert
nach der Erhebung der Baseline Untersuchung. Die jeweiligen Gruppeneinteilungen
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wurden im Verlauf der Studie nicht mehr verandert. Am Tag 1 stellten sich die
Probanden in der Zahnklinik vor, initial wurde eine Speichelprobe mittels Salivette
(Cortisol, Sarstedt, Germany) fur die ionenchromatographische OSCN™~ Bestimmung
genommen und auf Eis gelagert. Im Anschluss erfolgte eine professionelle
Zahnreinigung bei der samtliche weichen und harten Belage entfernt wurden. Die
Probanden bekamen die jeweiligen Lutschdragees bzw. die Spiilldsung (Listerine®
Total Care) mit den entsprechenden Instruktionen ausgehandigt, zusatzlich wurden
sie angewiesen jegliche Mundhygienemalinahmen zu unterlassen. Jeder Abpackung

waren die Instruktionen schriftlich beigefugt.

Die Lutschdragees mit den Testrezepturen, als auch das Placebo-Dragee bestanden
aus zwei Teildragees, die zeitgleich fur mindestens 10 Minuten im Mund gelutscht
werden sollten. Zur Vereinfachung wird im Folgenden lediglich von einem
Lutschdragee gesprochen. Die Anwendung sollte um 8 Uhr (nach dem Fruhsttck),
11 Uhr, 14 Uhr, 17 Uhr und um 20 Uhr (nach der letzten Mahlzeit) geschehen. Die
Mundspulung als Positivkontrolle (20 ml) sollte eine Minute lang, um 8 Uhr (nach

dem Frahstiick) und um 20 Uhr (nach der letzten Mahlzeit) durchgefihrt werden.

Am Tag 3 wurden die Probanden angewiesen, die Anwendung des Praparates um 8
Uhr zu unterlassen und sich stattdessen im Labor zur Probenentnahme einzufinden.
Nachdem die Speichelprobe zur OSCN™ Bestimmung genommen wurde, durfte das

Dragee gelutscht bzw. die Mundspulung durchgefiihrt werden.

Am Morgen des 5. Tages wurde eine Stunde nach der letzten Lutschdragee-
Anwendung eine Speichelprobe flr die chemische Analyse mittels Salivette (Cortisol,
Sarstedt, Germany) genommen. Im Anschluss wurde der nach Turesky et al. (1970)
modifizierte QHI (Quigley & Hein Index) erhoben und die Plagueentnahme fir die
mikrobielle Untersuchung durchgefihrt (Quigley & Hein 1962). Die Probanden sollte
nun innerhalb einer 10 tagigen Wash-out-Phase ihre gewohnte Mundhygiene

durchfihren.
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3.1.1 Erhebung des Quigley & Hein Index

Zur Quantifizierung der neugebildeten Plaguemenge nach der professionellen
Zahnreinigung, wurde der Quigley & Hein Index (Quigley & Hein 1962) genutzt.
Hierfiir wurde die Plaque mittels MIRA-2-TON® (Hager und Werken, Duisburg,
Germany) angefarbt. Laut Addy et al.(1999) zeichnet sich dieser Index durch eine
hohe Trennscharfe aus. FuUr eine noch genauere Aussagekraft fand eine
Modifizierung des QHI nach Turesky statt (Turesky et al. 1970). Der modifizierte
Plaqueindex wurde an den oralen Flachen des ersten und dritten Quadranten und an
den vestibularen Flachen des zweiten und vierten Quadranten erhoben. Die
ermittelten Punktwerte wurden dann durch die Anzahl der bewerteten Flachen geteilt,

um einen Durchschnittspunktwert fir jeden Probanden zu erhalten.

3.1.2 Gewinnung und Aufbereitung der Proben
Speichelprobennahme

Die Speichelgewinnung erfolgte mittels Salivette (Cortisol, Sarstedt, Germany). Dazu
wurde die Saugrolle aus der Salivette entnommen und fur eine Minute locker im
Mund bewegt. Anschlieliend wurde die Saugrolle zurlick in die Salivette gegeben,
das Ganze mit einem Stopfen verschlossen, auf Eis in einer Styroporkiste gelagert
und umgehend ins Labor transportiert. Zur Gewinnung des Speichels wurde die
Salivette fur zwei Minuten bei 1000 x g zentrifugiert. Fur die Analyse wurde der
wasserklare Speichel verwendet, der sich nach dem Zentrifugieren in der

Salivettenspitze angesammelt hatte.
Plagueprobe flr mikrobiologische Analyse

Die Plaqueentnahme mittels steriler Universalkurette erfolgte an jedem Zahn. Die
gewonnene Plaque wurde in abgewogenen und beschrifteten Eppendorfrohrchen
abgestreift und nach der letzten Flache vorsichtig mit einer Sonde tiefer geschoben.
Lagerung und Transport der Proben erfolgte ungekuhlt.
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Das Gewicht der Plaqueproben wurde durch Differenzwagung ermittelt. Dafur wurde
das Gewicht des leeren Eppendorfrohrchens im Vorfeld mittels Feinwaage bestimmt
und nach der Probenentnahme erneut gewogen. Die Differenz entsprach dem
Gewicht der Plaque. Es folgte die Zentrifugierung der Proben, um die Plaque in die
Spitze des Eppendorfrohrchens zu beférdern. Danach wurde die Plaque in 360 pl

physiologischer Kochsalzlésung (0,9 % NaCl) durch Vortexen und Ultraschall gelost.

3.2 Chemikalien

Alle Chemikalien, wie z.B. KSCN, NaSCN, KNO;, NaNO; und Carbamidperoxid

hatten, wenn nicht anders ausgewiesen, den Reinheitsgrad z. A. (zur Analyse).

Manitol, Sorbitol, Xylitol, Cellulose, Glycerol, Magnesiumstearat, Siliziumoxid und

Aroma hatten den fur den Einsatz in Kosmetika erforderlichen Reinheitsgrad.

Die Lactoperoxidase (350 U/mg) wurde von Sternenzym (Deutschland) bezogen.

Fir das Ansetzen des Laufmittels und fur die Regeneration des Supressors bei der
lonenchromatographie wurden NaOH Loésung 50 - 52 %, H,SO, (beides Fluka,

Deutschland) und Reinstwasser verwendet.

3.2.1 Rezepturen

Herstellung der Lutschdragees

Hergestellt wurden die Dragees von der bmp production GmbH (Parchim,
Deutschland), einem Produktionsunternehmen fur Kosmetika und pharmazeutische
Rohstoffe. Da das Verpressen der drei Systemkomponenten LPO, KSCN und
Carbamidperoxid zu einem Dragee aus Stabilitdtsgrinden zum Zeitpunkt des
Studienbeginns nicht moglich war, wurden fir die Testungen jeweils zwei Teil-
Dragees hergestellt, die LPO und Carbamidperoxid bzw. KSCN getrennt enthielten.

Die anderen Komponenten (Manitol, Sorbitol, Xylitol, Cellulose, Glycerol,
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Magnesiomstearat, Siliziumdioxid und Aroma) waren in gleichen Konzentrationen in
beiden Dragees enthalten (siehe Tabelle 4). Um eine optimale Verblindung zu
gewahrleisten, wurden die Placebo-Dragees ebenfalls in paarweiser Ausfihrung dem
Probanden zur Anwendung Ubergeben. Es gab keine Unterschiede in der

Zusammensetzung der Dragees (siehe Tabelle 4)

Tabelle 4, Zusammensetzung der Dragees in mg

Lutschdragee B Lutschdragee C Lutschdragee D
(Placebo)

Inhaltsstoffe | LPO/H,0, KSCN | LPO/H,0, KSCN 1a 1b
Manitol 360 360 360 360 360 360
Sorbitol 380 380 380 380 380 380
Xylitol 470 470 470 470 470 470
Cellulose 195 195 195 195 195 195
Glycerol 20 20 20 20 20 20
Mg-Sterat 37,5 37,5 37,5 37,5 37,5 37,5
SiO, 15 15 15 15 15 15
Aroma 7,5 75 75 75 75 75
LPO 10 - 10 - - -
CPO 3,45 - 1,7 - - -
KSCN - 7,5 - 7,5 - -
Gewicht 1498 1493 1497 1493 1485 1485

Sowohl die Prufdragees als auch das Placebo bestand aus zwei Teildragees
(1a & 1b), beim Placebo unterschieden sie sich allerdings nicht (1a & 1b).
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Listerine® Total Care, Johnson & Johnson, Germany

Pro Anwendung wurde mit 20 ml Listerine® Total Care gespult. Laut Hersteller enthalt
Listerine® Total Care folgende Wirkstoffe: Menthol (0,042 %), Thymol (0,064 %),
Eucalyptol (0,092 %), Salicylsduremethylester (0,06 %), Ethanol (21,6 % vol).

3.3 Gerate

Fir die Versuchsdurchfiihrung wurden folgende Gerate verwendet:
lonenchromatograph Metrohm Professional IC 850 (Metrohm, Schweiz)
Reinstwasseranlage Purelab ultra (Elga, Deutschland)

Zentrifuge Biofuge primo (Heraeus Instruments, Deutschland)

pH-Messgerat PMX 3000, mit pH-Glaselektrode Sen Tix 21, pH 0-14 (WTW,
Deutschland)

Prazisionswaage (Acculab Atilon Sartorius, Deutschland)

Ultraschallbad Sonorex super rk 510 (Bandelin, Deutschland)

3.4 Mikrobiologische Untersuchungen

Die Isolation und Differenzierung der Leitkeime S. mutans und Lactobacillen erfolgte
semiquantitativ aus der gewonnen Plaque mittels des kommerziell erhatlichen CRT-
Caries-Risk-Tests (Ivoclar-Vivadent, Leichtenstein). Dazu wurden jeweils 50 ul der
Plaguesuspension in einer 1:10 Verdinnung (mittels 0,9 % NaCl) auf den CRT-
Teststreifen pipettiert. Nach 48 h anaerober Inkubation bei 37 °C wurden die
Kolonien ausgezahlt. Die aerobe Gesamtkeimzahl (GKZ) wurde in Anlehnung an die
Deutsche Industrie Norm (DIN EN ISO 6222) auf Trypton-Soja-Agar nach 48-72 h
Bebratung bei 36 °C bestimmt.
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3.5 lonenchromatographie

Die Bestimmungen von OSCN~, SCN~, NO;™ und NO,™ aus dem Speichel erfolgten
ionenchromatographisch in Anlehnung an Nagy et al. (2007) und Kalmar et al. (2011)
nach einer speziell fur Speichel entwickelten Methode (Below et al. 2018). Der
lonenchromatograph war mit einem Leitfahigkeits-, einem voltammetrischen- und
einem UV-Detektor ausgestattet. Fur die Probeninjektion bei 4 °C wurde das Sample
Center 889 IC (Metrohm, Schweiz) verwendet, injiziert wurden 10 pl Probenvolumen.
Die Trennung der Anionen erfolgte an einer Metrosep A Supp 16 (Metrohm,
Schweiz) bei 45 °C. Es erfolgte eine Gradientenelution, als Laufmittel A dienten 100

mmol NaOH, als Laufmittel B wurde Reinstwasser verwendet (Below et al. 2018).

3.6 Statistische Auswertung

Die Modellierung, insbesondere dem Verzicht auf die Annahme eines Carry-over-
Effektes, orientierte sich am Standardwerk von Stephen Senn (2002). Bei der
Adjustierung auf Baseline Werte wurde neben Senn (2002) den Empfehlungen eines
weiteren Standardwerks Uber Cross-over-Studien gefolgt (Jones & Kenward 2015).

Um die Anzahl an Keimen besser interpretieren zu kdnnen, insbesondere zwischen
den drei verschiedenen Endpunkten flir Keime (S. mutans, Lactobacillen,
Gesamtkeimzahl), wurden zwei Methoden gewahlt. Zum einen wurden aus den
Regressionskoeffizienten b; die standardisierten Regressionskoeffizienten f;
berechnet. Sie entsprechen den Regressionskoeffizienten Bjz-scorey der linearen
Regression nach z-Transformation der Variablen (z-Score bzw. standardisierte
Variable mit Mittelwert 0 und Varianz 1, woflr der Mittelwert vom beobachteten Wert
abgezogen und dann durch die Standardabweichung geteilt wird). Diese Form der
Reskalierung ist Ublich (Gelman & Hill 2007, Greenland 2009), weist aber Nachteile
auf (Greenland 2009). Deshalb wurde das Modell mit den nicht transformierten
Regressionskoeffizienten b; direkt interpretiert, wobei die Standardabweichung der
Placebo-Gruppe als Referenz nur flr die Interpretation, nicht wie in der ersten
Methode bereits bei der Berechnung, gewahlt wurde. Diese Standardabweichung ist
nicht von den Effekten der vier Gruppen abhangig, wie es der Fall ware bei der

Standardabweichung Uber alle vier Gruppen.
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Die Analyse und der Entwurf der Boxplots erfolgten mit Stata (Version 14.2,
StataCorp, College Station (TX)), konkret mit dem Befehl ,pkcross outcome,
carryover(none)“ bzw. mit dem aquivalenten, aber anders parametrisierten Modell
sregress outcome i.treat i.period i.seq i.id#i.seq“ bzw. dem &aquivalenten Modell

sregress outcome ib(last).treat ib(last).period ib(last).seq ib(last).id#ib(last).seq".
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4 Ergebnisse

41 Plaquebildung

Nach vier Tagen zeigte der nach Turesky modifizierte Quigley-Hein-Index (Turesky
et al. 1970), dass Listerine® und die beiden Drageevarianten im Vergleich mit dem
Placebo die Plaquebildung statistisch signifikant gehemmt haben. Erwartungsgemaf
hatte die Positivkontrolle A (Listerine®) eine gréRere Hemmung als Priifdragee B mit
einem H,0, Anteil von 0,083 % und Prufdragee C mit einem H,O, Gehalt von 0,04
%. Beide Varianten zeigten aber eine statistisch signifikant bessere Wirkung als das
Placebo (D). Allerdings konnte kein Unterschied hinsichtlich der Plaguehemmung

zwischen den beiden Drageevarianten festgestellt werden.

4
|

| p < 0,0001 .
. p<0,0001 |, p=1,0 |

3
1

1
|

| B L p<0,0001 |,

Quigley-Hein-Index (modifiziert nach Turesky)
2

\ p <0,0001 |

o . p < 0,0001 .
A B C D
0,88 1,6 1,8 2,6

Abbildung 4, Plagueaufwuchs am 5. Tag mittels Quigley & Hein Index (modifiziert
nach Turesky) dargestellt, N = 16. A = Listerine®, B = Priifdragee mit 0,083 % H,O,,
C = Prifdragee mit 0,04 % H,O, und D = Placebo. Der Faktor ,Gruppe” ist statistisch
signifikant (p < 0,0001). Angegeben sind die p-Werte nach erfolgter Bonferroni-
Korrektur fur die 6 paarweisen Vergleiche.
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4.2 S. mutans

Prifdragee B hatte eine grofiere signifikante Wirkung hinsichtlich der Hemmung von

S. mutans gegeniber Priifdragee C und dem Placebo (D). Listerine® (A) wies die

grofite Streuung der Wirkung hinsichtlich der Hemmung von S. mutans auf.

In S.mutans koloniebildende Einheiten

A

D

Abbildung 5, Logarithmierte Anzahl koloniebildender Einheiten S. mutans am 5. Tag
bei der Anwendung von Listerine® (A), Priifdragee (B), Priifdragee (C) und Placebo
(D). N = 16. Der Faktor ,Gruppe” ist statistisch signifikant (p = 0,0004). Die
statisch  signifikante

Bonferroni-korregierten
Unterschiede zwischen den Gruppen B und C sowie B und D.

Tabelle 5, p-Werte zu Abbildung 5

paarweisen

Vergleiche ergaben

versus B C D

A 0,1793 0,1949 1,0

B 0,0004 0,0059
C 1,0

Paarweiser Vergleich mit Bonferroni Korrektur a = 0,05.
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4.3 Lactobacillen

Bei den Lactobacillen zeigte das Prufdragee C, mit dem niedrigeren H,O, Anteil von
0,04 %, eine statistisch signifikant bessere Wirkung als Listerine® (A), Priifdragee B
und dem Placebo (D).

In Lactobacillen koloniebildende Einheiten

A B C D

Abbildung 6, Logarithmierte Anzahl koloniebildender Einheiten Lactobacillen am 5.
Tag bei der Anwendung von Listerine® (A), Priifdragee (B), Priifdragee (C) und
Placebo (D). N = 16. Der Faktor ,,Gruppe” ist statistisch signifikant (p<0,0001).

Tabelle 6, p-Werte zu Abbildung 6

versus B C D

A 1,0 < 0,0001 1,0

B < 0,0001 0,6429
Cc < 0,0001

Paarweiser Vergleich mit Bonferroni Korrektur a = 0,05.
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4.4 Gesamtkeimzahl

Keines der getesteten Produkte hatte eine statistisch signifikante Wirkung auf die

Gesamtkeimzahl. Es gab keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen (p = 0,067).

In Gesamtkeimzahl koloniebildende Einheiten

22
|

21

20

1L

A

D

Abbildung 7, Logarithmierte Anzahl koloniebildender Einheiten Gesamtkeimzahl am
5. Tag bei der Anwendung von Listerine® (A), Priifdragee (B), Priifgragee (C) und
Placebo (D). N = 16.

Tabelle 7, p-Werte zu Abbildung 7

versus B C D

A > 0,05 > 0,05 > 0,05
B > 0,05 > 0,05
Cc > 0,05

Paarweiser Vergleich mit Bonferroni Korrektur a = 0,05.
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4.5 Chemische Analyse

OSCN"~

Am 5. Tag zeigte sich kein signifikanter Unterschied des Gehaltes an OSCN~

zwischen den Gruppen. Der OSCN™ Gehalt in den untersuchten Speichelproben lag

im Bereich von 0,040 - 2,124 mg/l.

1,5

OSCN™ (mg/l) am 5. Tag
1

0,5

1

T

A

B

Cc

D

Abbildung 8, OSCN™ (mg/l) am 5. Tag bei der Anwendung von Listerine® (A),

Prufdragee (B), Prufdragee (C) und Placebo (D). N = 16.

Tabelle 8, Beschreibende Statistik OSCN™ (mg/l) am 5. Tag

Produkt Mittelwert | SD Min p25 p50 p75 Max IQR

A 0,474 0,379 0,084 0,215 0,350 0,700 1,532 0,485
B 0,616 0,317 0,233 0,386 0,562 0,803 1,343 0,417
Cc 0,546 0,495 0,126 0,228 0,442 0,541 2,124 0,313
D 0,582 0,387 0,040 0,312 0,417 0,817 1,428 0,504
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Tabelle 9, p-Werte zu Abbildung 8

versus B C D

A > 0,05 > 0,05 > 0,05
B > 0,05 > 0,05
Cc > 0,05

Paarweiser Vergleich mit Bonferroni Korrektur a = 0,05.

SCN~

Am 5. Tag zeigte sich eine signifikante Steigerung des Gehaltes an SCN™ bei der
Anwendung der Produkte B und C. Zwischen B und C gab es keine signifikanten
Unterschiede. Der SCN™ Gehalt in den untersuchten Speichelproben lag im Bereich

von 21,6 - 321,9 mg/l.

T

A B C D

300
|

200
|

SCN™ (mg/l) am 5.Tag

100
L

Abbildung 9, SCN™ (mg/l) am 5. Tag bei der Anwendung von Listerine® (A),
Prufdragee (B), Prifdragee (C) und Placebo (D). N = 16.
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Tabelle 10, Beschreibenden Statistik SCN™ (mg/l) am 5. Tag

Produkt Mittelwert | SD Min p25 pS0 p75 Max IQR
A 113,8 62,5 34,8 70,6 110,2 142,0 279,9 71,5
B 155,0 68,6 71,5 103,7 140,2 186,1 321,9 82,4
C 164,6 60,7 93,7 125,0 144,0 1917 313,6 66,7
D 103,5 50,2 21,6 72,0 103,4 135,7 190,6 63,7

Tabelle 11, p-Werte zu Abbildung 9

versus B C D

A 0,0268 0,0035 > 0,05
B > 0,05 0,0051
Cc 0,0007

Paarweiser Vergleich mit Bonferroni Korrektur a = 0,05.
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NO;™

Nach 5 Tagen konnte keine signifikante Veranderung des NO;™ Gehalts festgestellt

werden. Zur besseren Veranschaulichung werden die Werte sowohl in mg/l also

auch in ymol/l angegeben. Die Residuen wiesen eine Normalverteilung auf, was eine

Logarithmierung sinnvoll machte und somit eine scharfere Testung der Werte

ermdglichte. Nach der Logarithmierung zeigte sich ein signifikanter Abfall beim
Vergleich von Produkt A und Produkt B (siehe Abbildung 12 und Tabelle 15 und 16).
Produkt C zeigte im Vergleich zu Produkt A, B und D keine signifikante Wirkung.

100

40 60 80

NO;™ (mg/l) am 5.Tag

20

- 1 1 —
A B C D

Abbildung 10, NO;~ (mg/l) am 5. Tag bei der Anwendung von Listerine® (A),
Prufdragee (B), Prifdragee (C) und Placebo (D). N = 16.

Tabelle 12, Beschreibende Statistik NOs;™ (mg/l) am 5. Tag

Produkt Mittelwert | SD Min p25 p50 p75 Max IQR
A 32,15 25,29 7,30 16,71 27,00 37,19 103,11 20,49
B 17,09 16,76 1,38 6,27 12,17 22,99 67,40 16,72
C 18,40 19,64 1,64 6,84 11,54 16,45 65,22 9,61
D 20,86 16,92 6,22 8,44 14,50 27,42 66,18 18,98
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Tabelle 13, p-Werte zu Abbildung 10

versus B C D

A > 0,05 > 0,05 > 0,05
B > 0,05 > 0,05
Cc > 0,05

Paarweiser Vergleich mit Bonferroni Korrektur a = 0,05.
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Abbildung 11, NO;™ (umol/l) am 5. Tag bei der Anwendung von Listerine® (A),
Prufdragee (B), Prufdragee (C) und Placebo (D). N = 16.

Tabelle 14, Beschreibende Statistik NO;™ (umol/l) am 5. Tag

Produkt Mittelwert | SD Min p25 p50 p75 Max IQR

A 518,57 407,90 117,75 269,50 435,46 599,91 1662,99 | 330,41
B 275,60 270,32 22,27 101,17 196,26 370,77 1087,14 | 269,60
Cc 296,70 316,77 26,50 110,25 186,07 265,28 1051,99 | 155,04
D 336,43 272,85 100,39 136,12 233,94 442,27 1067,34 | 306,15
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Abbildung 12, In(NOs") (umol/l) am 5. Tag bei der Anwendung von Listerine® (A),
Prufdragee (B), Prufdragee (C) und Placebo (D). N = 16.

Tabelle 15, Beschreibende Statistik In(NOs™) (umol/l) am 5. Tag

Produkt Mittelwert | SD Min p25 p50 p75 Max IQR
A 6,01 0,71 4,77 5,60 6,08 6,40 7,42 0,80
B 5,20 0,99 3,10 4,61 5,23 5,91 6,99 1,30
Cc 5,25 0,98 3,28 4,70 5,23 5,58 6,96 0,88
D 5,55 0,73 4,61 4,91 5,42 6,09 6,97 1,18
Tabelle 16, p-Werte zu Abbildung 12

versus B Cc D

A 0,0172 > 0,05 > 0,05

B > 0,05 > 0,05

Cc > 0,05

Paarweiser Vergleich mit Bonferroni Korrektur a = 0,05.

46



Ergebnisse

NO,”

Nach 5 Tagen konnte keine Veranderung des NO,™ Gehalts festgestellt werden. Zur

besseren Veranschaulichung werden die Werte sowohl in mg/l also auch in pmol/l

angegeben.
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Abbildung 13, NO,” (mg/l) am 5. Tag bei der Anwendung von Listerine® (A),
Prufdragee (B), Prufdragee (C) und Placebo (D). N = 16.

Tabelle 17, Beschreibende Statistik NO,™ (mg/l) am 5. Tag

Produkt | Mittelwert | SD Min p25 p50 p75 Max IQR
A 7,59 6,70 1,19 3,31 5,35 9,72 26,84 6,41
B 6,22 3,42 2,17 3,22 6,21 7,66 14,18 4,44
C 5,41 3,24 1,48 2,94 4,18 7,39 12,53 4,44
D 7,20 3,92 2,19 4,10 5,77 10,92 14,51 6,82
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Tabelle 18, p-Werte zu Abbildung 13

versus B C D

A > 0,05 > 0,05 > 0,05
B > 0,05 > 0,05
Cc > 0,05

Paarweiser Vergleich mit Bonferroni Korrektur a= 0,05.
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Abbildung 14, NO,” (umol/l) am 5. Tag bei der Anwendung von Listerine® (A),
Prufdragee (B), Prufdragee (C) und Placebo (D). N = 16.

Tabelle 19, Beschreibende Statistik NO,™ (umol/l) am 5. Tag

Produkt Mittelwert | SD Min p25 p50 p75 Max IQR

A 165,00 145,66 25,98 72,02 116,21 211,30 583,48 139,28
B 135,32 74,38 47,20 69,96 134,99 166,56 308,15 96,60
C 117,57 70,43 32,09 64,00 90,89 160,63 272,45 96,62
D 156,45 85,32 47,62 89,16 125,36 237,32 315,41 148,16
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NO;/NO;”

Nach 5 Tagen konnte nur zwischen den Quotienten von Produkt B zu Produkt A ein

signifikanter Unterschied ermittelt werden (p = 0,0123). Mittels Logarithmierung

wurde eine scharfere Testung der Werte durchgefuhrt. Der Unterschied zwischen
Produkt A und B konnte damit noch deutlicher belegt werden (p = 0,0077).
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Abbildung 15, NO;/NO,™ (mg/l) am 5. Tag bei der Anwendung von Listerine® (A),
Prufdragee (B), Prufdragee (C) und Placebo (D). N = 16.

Tabelle 20, Beschreibende Statistik NO;/NO,™ (mg/l) am 5. Tag

Produkt Mittelwert | SD Min p25 p50 p75 Max IQR
A 5,91 4,42 1,35 2,58 4,11 7,68 16,06 5,10
B 2,66 1,97 0,45 1,45 2,39 3,08 8,57 1,63
C 3,54 2,69 0,24 1,34 3,23 4,42 10,88 3,08
D 3,46 2,96 0,82 1,56 2,37 4,22 11,88 2,65
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Tabelle 21, p-Werte zu Abbildung 15

versus B C D

A 0,0123 > 0,05 > 0,05
B > 0,05 > 0,05
Cc > 0,05

Paarweiser Vergleich mit Bonferroni Korrektur a = 0,05.
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Abbildung 16, NO;/NO,™ (umol/l) am 5. Tag bei der Anwendung von Listerine® (A),
Prufdragee (B), Prifdragee (C) und Placebo (D). N = 16.

Tabelle 22, Beschreibende Statistik NO;/NO,™ (umol/l) am 5. Tag

Produkt Mittelwert | SD Min p25 p50 p75 Max IQR
A 4,38 3,28 1,00 1,92 3,05 5,70 11,92 3,78
B 1,97 1,46 0,33 1,08 1,77 2,29 6,36 1,21
Cc 2,63 2,00 0,18 1,00 2,39 3,28 8,07 2,29
D 2,57 2,20 0,61 1,16 1,76 3,13 8,81 1,97
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Abbildung 17, In(NOs/NO;") (umol/l) am 5. Tag bei der Anwendung von Listerine®
(A), Prufdragee (B), Prifdragee (C) und Placebo (D). N = 16.

Tabelle 23, Beschreibende Statistik In(NO3;/NO;") (umol/l) am 5. Tag

Produkt Mittelwert | SD Min p25 p50 p75 Max IQR
A 1,23 0,74 0,00 0,63 1,12 1,74 2,48 1,11
B 0,43 0,76 -1,09 0,05 0,57 0,82 1,85 0,77
C 0,64 0,94 -1,72 -0,02 0,86 1,18 2,09 1,20
D 0,66 0,77 -0,50 0,14 0,57 1,13 2,18 0,99
Tabelle 24, p-Werte zu Abbildung 17

versus B C D

A 0,0077 > 0,05 > 0,05

B > 0,05 > 0,05

Cc > 0,05

Paarweiser Vergleich mit Bonferroni Korrektur a = 0,05.
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5 Diskussion

5.1 Methodik

Verwendete Chemikalien

Sowohl die Prufdragees als auch das Placebo beinhalteten Xylitol. Dadurch war das
Placebo von den Dragees mit dem Prifgemisch geschmacklich nicht zu
unterscheiden. Es ist nicht ganz auszuschliel3en, dass das Placebo aufgrund des
geringen Gehalts an Zuckeralkohol eine antibakterielle Wirkung aufweist. Aber durch
den gleichen Xylitol Gehalt in den Prifdragees sind die Unterschiede auf die Wirkung

des LPO-Systems zurtckzufihren.

In den Vorversuchen stellte sich Carbamidperoxid (CPO) als bester
Wasserstoffperoxiddonator heraus, weshalb CPO auch in der Drageerezeptur
verwendet wurde. CPO bietet einen weiteren Vorteil: neben der Bereitstellung von
H,O, wird auch Harnstoff generiert. Dies ermdglicht die Resorption des SCN™ lons in
die Mucosa (Wohlrab 1989), wo es die Proliferation als auch die Regeration
verbessert (Kramer & Béhland 1996).

Applikationsform

Die Applikationsform mittels Dragee bietet eine ganze Reihe von Vorteilen
gegenuber einer Spulung. So verteilt der Vorgang des Lutschens die Wirkstoffe
gleichmalliger und Uber einen langeren Zeitraum. Des Weiteren ist diese
Anwendungsform viel leichter im Alltag integrierbar als eine Spullésung und im
Vergleich zu Kaugummi ist auch ein wesentlich diskreterer Konsum mdglich. Die
endgultige Applikationsform soll aus einem Dragee bestehen, welches beide
Komponenten beinhaltet. Die Verarbeitung und langzeitstabile Lagerung beider
Reaktionspartner in einem Dragee birgt neue Herausforderungen und muss in einer
weiteren Studie untersucht werden. In der klinischen Untersuchung wurden daher
der Wasserstoffperoxiddonator und das Enzym in separaten Dragees eingearbeitet,

um eine vorzeitige Reaktion zu unterbinden.
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5.2 Ergebnisse

5.2.1 Plaquebildung

Die Verhinderung der Ausbildung eines etablierten pathogenen Biofilms ist die
Schlusselrolle in der Pravention bakterien-induzierter oraler Erkrankungen. Die
Minimierung der Plaqueneubildung war ein Ziel bei der Entwicklung des Dragees,
weil planktonisch lebende Bakterien um ein vielfaches sensibler gegenuber
korpereigenen Abwehrmechanismen und antibakteriellen Substanzen sind (Larsen
2002, Socransky & Haffajee 2002, Noiri et al. 2003, Marsh 2005). Die Organisation in
einem Biofilm erhoht die Toleranz gegenuber diesen Stoffen (Marsh & Bradshaw
1993, Kinniment et al. 1996, Wilson 1996, Pratten & Wilson 1999) und stellt damit
eine sehr effiziente Abwehrstrategie der Bakterien dar. Wie effizient das funktioniert,
zeigt sich bei dem Goldstandard, der oral angewandten antibakteriellen Substanz,
Chlorhexidin. Shani et al. (2000) konnten am Beispiel von S. sobrinus zeigen, dass
die BIC (biofilm inhibitory concentration) 300-fach hoher war, verglichen mit der MBC
(minimum bactericidal concentration) planktonisch lebender Zellen. Larsen & Fiehn
(1996) zeigten, dass fur einen 24 h alten Biofilm von S. sanguinis das 10- bis 50-
fache der MIC von Chlorhexidin bendtigt wird, um die Bakterien zu eliminieren. Mit
steigendem Alter des Biofilms ging auch eine gesteigerte Toleranz einher. Damit
bestatigten sie die Ergebnisse von Millward & Wilson (1989). Mittels
Konfokalmikroskopie zeigten Zaura-Arite et al. (2001), dass Chlorhexidin nur die
aulersten Schichten von 24 h bzw. 48 h alter Plaque beeinflusst. Sie vermuteten
entweder eine Abnahme der Wirkung an der Oberflache oder einen Mangel der
Penetrationsfahigkeit. Ein derart entwickelter Biofilm ist nicht nur aulerst resistent, er
bietet auch die Mdglichkeit der Weiterentwicklung einzelner Arten mittels Gentransfer
zwischen den Bakterien. Auf diese Weise kdnnen neue Resistenzen entstehen oder
weitergegeben werden (Gilbert et al. 1997, Ceri et al. 1999, Stewart et al. 2001,
Gilbert et al. 2002). Aber auch die Kommunikation untereinander birgt Gefahren. Das
von S. mutans beim quorum sensing genutzte Peptid (competence stimulating
peptide) befahigt das Bakterium, beispielsweise die Zellteilungsfrequenz 10- bis 600-

fach gegenuber planktonisch lebenden Zellen zu steigern (Li et al. 2002).

Angesichts der Risiken, welche sich aus einem etablierten Biofilm ergeben, sollten

entsprechende Mallinahmen ergriffen werden. Da die Plaquebildung nur bedingt
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unterbunden werden kann, muss versucht werden, die Zusammensetzung der
plaquebildenden Mikroorganismen zu beeinflussen. Nicht kariogene Bakterien sollten
die dominierenden Spezies darstellen und potentiell zahnhartsubstanzschadigende

Arten verdrangen.

Um die plaqueinhibierende Wirkung des Dragees sauber herausstellen zu kdnnen,
wurde in den Placebo-Dragees nicht auf den Zuckeralkohol Xylitol verzichtet, da es
nicht auszuschlielen war, dass davon eine Wirkung ausgeht. Bisherige Studien
ergaben sowohl eine antibakterielle Wirkung gegen S. mutans als auch eine
plaqueinhibierende Wirkung (Soderling et al. 2008, Sodderling & Hietala-Lenkkeri
2010, Salli et al. 2016). Damit kann erklart werden, warum die Unterschiede in der
Performance zwischen den zu prifenden Rezepturen und dem Placebo weniger
hoch ausgefallen sind. Dieses Studiendesign ermdglicht aber, die Ergebnisse direkt

auf die Wirkung des LPO-Systems zurtckzufuhren.

Beide Prufdragees zeigten eine gute plaqueinhibierende Wirkung, welche sich vom
Placebo abhob. Die Werte erreichten aber nicht die der als Positivkontrolle
fungierenden Spullésung. Auffallig war, dass eine Verdoppelung des H,0, Gehaltes
(Dragee B: 0,083 % H,0,) keine signifikante Auswirkung auf die Plaqueneubildung
hatte. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass die Menge an H,O, in Dragee C
ausreichend war, damit das LPO-System effektiv die Plaqueneubildung reduzieren
konnte und dass mit einem Gehalt von 0,083 % H,O, im Dragee B keine Steigerung

des positiven Effektes zu erzielen war.

Ein Grund fir die Inhibierung der Plaqueneubildung ist die Hemmung der
Glucosyltransferase (Korpela et al. 2002). Mit diesem Enzym ist es Bakterien
moglich, extrazelluldre Polysaccharide, sogenannte Dextrane, aus Saccharose zu
synthetisieren. Mittels der adhasiven Eigenschaften von Dextranen ist ein Anhaften
auf der glatten Zahnoberflache madglich. Speziell die Glucosyltransferase C ist bei der
Kolonisation, der saccharoseabhangigen Akkumulation und der Adhasion von S.
mutans beteiligt (Loesche 1986, Munro et al. 1991, Schiling & Bowen 1992,
Kuramitsu 1993, Fujiwara et al. 1996, Tsumori & Kuramitsu 1997). Auch wenn S.
mutans kein Primarkeim bei der Biofilmentwicklung darstellt, ist die Verhinderung der
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Adhasion, im Hinblick auf seine kariogene Wirkung, der oralen Gesundheit

zutraglich.

Da beide Prufdragees unterschiedliche Ergebnisse bei S. mutans und Lactobacillen
erzielten, ist es aber auch durchaus moglich, dass die Inhibierung der
Plagueneubildung auf unterschiedlichen Ursachen beruht. Ciandrini et al. (2016)
untersuchten beispielsweise diverse Lactobacillen Stamme auf ihre Fahigkeit,
oberflachenaktive Stoffe zu produzieren welche orale Streptococcen daran hindern,
einen Biofilm zu etablieren. In diesem Zusammenhang sind nicht nur die
Untersuchungen von Ciandrini et al. (2016), sondern auch von Sdoderling et al. (2011)
und Caglar et al. (2006), interessant. Es wurde unter anderem das
Konkurrenzverhalten  von  Lactobacillen  gegeniber  Mutans-Streptococcen
untersucht. Mit dem Ergebnis, dass diverse Lactobacillen das Wachstum bzw. die
Anhaftung von S. mutans inhibieren kénnen. L. reuteri produziert beispielsweise
Reuterin, was unter optimalen Bedingungen antibakteriell gegenuber S.mutans wirkt
(Séderling et al. 2011). Es ware mdglich, dass die oberflachenaktiven Stoffe, welche
Ciandrini et al. (2016) gefunden haben, eine Wirkung auf die Glykosyltransferase B,
C und D haben. Diese sind entscheidende Bausteine in der Etablierung eines
Biofilms (Colby & Russell 1997). Diverse Studien beschaftigten sich bereits mit der
Struktur bzw. Moéglichkeiten der Inhibition dieses Enzyms (Shani et al. 2000, Wright
et al. 2002, Vujicic-Zagar et al. 2010). Wright et al. (2002) konnten beispielsweise die

Wirksamkeit unterschiedlichster Inhibitoren nachweisen.

Angesichts der Komplexitat der verschiedenen Faktoren ist es durchaus denkbar,
dass die Minimierung der Plagueaufwachsung bei Produkt B mit der inhibierenden
Wirkung oberflachenaktiver Stoffe und dem eventuell nicht umgesetztem H,O,
zustande gekommen sein kdnnte. Bei Produkt C kdnnte die effektive Produktion von
OSCN" (eine Substrathemmung war unwahrscheinlicher als bei Produkt B) zu
diesem Effekt geflihrt haben und mit der Hemmung der Lactobacillen kénnte es zu
einem Selektionsvorteil fir S. mutans gekommen sein. Aulderdem ist es S. mutans,
bei entsprechender Versorgung mit Saccharose maoglich, die durch OSCN™ erzielte
Hemmung zu dberwinden (Ashby et al. 2009). Diese Theorie sollte in
weiterfUhrenden Studien Uberpruft werden.
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5.2.2 S. mutans

Das grampositive und fakultativ aerobe/anaerobe Bakterium S. mutans gehort nicht
unmittelbar zu den Pionierkeimen. Es ist allerdings fahig mittels Glycosyltransferase
extrazellulare Polysaccharide, so genannte Dextrane, zu bilden. Diese Dextrane
ermoglichen ein Anhaften auf der glatten Zahnoberflache. Zusatzlich bilden sie auch
die Grundlage fur die Entwicklung einer organischen Matrix. Somit ist die
Reduktion/Inhibierung von S. mutans nicht nur durch die hohe Kariogenitat von
héchstem Interesse (Ranke & Ranke 1971). Auffallig ist die, wenn auch aufgrund der
grollen Streuung nicht statistisch signifikanten, erzielten Reduktionen bei der
Positivkontrolle (A, Listerine® Total Care). Mégliche Erklarungsansatze kénnten im
Studiendesign ihre Ursache haben. Bei der vorliegenden Untersuchung handelt es
sich um eine in vivo Studie und es kann davon ausgegangen werden, dass innerhalb
der Probanden eine breite Streuung von diversen S. mutans Unterarten mit
differierenden Sensibilitdten gegeniiber Listerine® reprasentiert war. Umso héher
sind unter diesem Aspekt die erzielten Werte des Dragees B einzuordnen. Die
Anzahl der koloniebildenden Einheiten lag zwar auf dem Niveau von Listerine®,
allerdings war die Streuung der Werte weitaus geringer. Produkt B hatte somit ein
breiteres Wirkspektrum als Produkt A. Es ist aber anzumerken, dass Dragee C mit
einem H,O, Ausgangsgehalt von 0,04 % eine ahnliche Wirkung wie das Placebo (D)
aufwies. Es kann vermutet werden, dass die erzielte Wirkung von Dragee B auf die
Erhdhung des H,0O, Gehaltes zurickzufuhren ist. Moglicherweise kommt es bei der
gewahlten H,O, Konzentration auch zu einer zytotoxischen Wirkung. In diesem
Zusammenhang sollte die Studie von Thomas & Pera (1983) nicht unerwahnt
bleiben. Es konnte gezeigt werden, dass bestimmte Mutans-Streptococcen unter der
Gabe von Glucose bis zu 2 mMol H,O, in ihrem Wachstumsmedium anreichern
kénnen. Derzeit sind 34 Genotypen von S. mutans bekannt, wobei keine Einordnung
hinsichtlich der jeweiligen Pathogenitat vorliegt (Momeni et al. 2016). Aus diesem
Grund kann auch nicht ausgeschlossen werden, dass eine bakteriostatische Wirkung
durch das LPO-System vorlag. Weil die antibakterielle Wirkung des LPO-Systems
auf einer Hemmung der Bakterien beruht (Hoogendoorn et al. 1977, DeMuth et al.
1981, Carlsson et al. 1983, Pruitt & Reiter 1985, Ashby 2008) und die Verfugbarkeit
von H,0, die limitierende Komponente des Systems darstellt (Tenovuo & Knuuttila

1977, Tenovuo & Anttonen 1980, Pruitt et al. 1982), ist es moglich, dass die durch
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Dragee B bewirkte Hemmung zumindest in der initialen Phase auch auf H,O, beruht
und somit effektiver bzw. langer anhaltend sein kdnnte, als die Wirkung von Dragee
C. In der in vitro Studie von Kreth et al. (2008) konnte gezeigt werden, dass S.
mutans widerstandsfahiger gegentber diversen antimikrobiellen Substanzen ist,
wenn das Medium Saccharose enthielt. Dies wurde auf die Produktion von
extrazellularen Glukanpolymeren zurlckgefuhrt. Die Untersuchung von Ashby et al.
(2009) ergab Hinweise, dass S. mutans bei einer ausreichenden Menge an
Saccharose fahig ist, die Hemmung des LPO-Systems zu Uberwinden. Da es sich bei
der vorliegenden Untersuchung um eine in vivo Studie handelt, ist das
Vorhandensein von Saccharose recht wahrscheinlich. Entsprechend dem Stand der

Literatur sind mehrere Interpretationsansatze fiir das vorliegende Ergebnis moglich.

5.2.3 Lactobacillen

Neben S. mutans ist auch das Vorhandensein von Lactobacillen eng mit der
Kariogenese verbunden (Marsh 2012). Aus diesem Grund wurde die spezielle
Wirkung auf Lactobacillen untersucht. Interessanterweise erzielten die
Positivkontrolle (A), das Dragee B und das Placebo (D) ahnliche Ergebnisse.

Lediglich Dragee C zeigte eine statistisch signifikante Reduktion der Lactobacillen.

Diese Ergebnisse stehen im scheinbaren Widerspruch zu den Schlussfolgerungen
der Ergebnisse von S. mutans. Die erzielten Werte bei S. mutans lielen die
Interpretation zu, dass vorwiegend H,O, fur die Reduktion verantwortlich sein kénnte.
Anders verhalt es sich bei den Lactobacillen, sie sind unter anderem als
Wasserstoffperoxidproduzenten bekannt (Chooruk et al. 2017). Die Menge ist
allerdings so gering, dass sie selbst nicht beeinflusst werden (Strus et al. 2006,
Mendi & Aslim 2014). Chooruk et al. (2017) konnten eine unterschiedliche
Sensitivitat diverser oraler Lactobacillen gegenuber H,O, (1 mmol/l) feststellen. L.
fermentum, L. paracasei und L. rhamnosus zeichneten sich beispielsweise durch
eine hohe H,0, Toleranz aus, wahrend L. salivarius, L. oris und L. gasseri die gleiche
Behandlung nicht Uberlebten. Der zugrundeliegende Mechanismus ist derzeit noch

unklar. Auffallig ist, dass es auch innerhalb der resistenteren Lactobacillen (L.
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fermentum, L. paracasei und L. rhamnosus) Unterschiede gab, so waren die
Unterarten signifikant resistenter gegenuber H,0,, welche aus einem kariesfreien
Milieu gewonnen wurden (Chooruk et al. 2017). In der vorliegenden Studie wurde
keine Spezifikation hinsichtlich der Lactobacillen durchgefuhrt. Aufgrund der H,O,
Toleranz diverser Lactobacillen Stamme kann angenommen werden, dass ein
héherer nicht umgesetzter H,O, Gehalt in Produkt B keine direkte Wirkung hatte. Ein
hoher H,0, Gehalt kann sich allerdings negativ auf die Enzymaktivitat auswirken. So
konnte die geringe Wirkung von Produkt B mit einer Substrathemmung in
Zusammenhang stehen. Bei Produkt C ist eine Substrathemmung weniger

wahrscheinlich, womit sich das positive Ergebnis deuten lasst.

Schon bei den Ergebnissen von S. mutans zeichnete sich ein Zusammenhang
zwischen Wirkung und H,O, Gehalt ab, womit auch eine direkte antibakterielle
Wirkung nicht auszuschlieRen ist. Wie schon erwahnt, kann davon ausgegangen
werden, dass ein hoher H,0, Ausgangsgehalt auf die Gesamtzahl der Lactobacillen
nur einen geringen Einfluss hatte. Es ist aber durchaus mdglich, dass die Wirkung
von Produkt B bei S. mutans auf die direkte Wirkung von nicht umgesetztem H,0,
zuruckzufuhren sein kénnte und Produkt C nicht ausreichend OSCN™ produziert
haben kénnte um eine Wirkung hinsichtlich S. mutans zu erzielen. Die Menge an
OSCN™ aber ausreichend ist, um einen positiven Effekt bei Lactobacillen zu
erreichen. Um die Zusammenhange klarer herausarbeiten zu konnen, sind weitere

klinische Studien mit einer Differenzierung der Leitkeime notwendig.

5.2.4 Gesamtkeimzahl

Hinsichtlich der Gesamtkeimzahl zeigte keines der Produkte eine signifikante
unterschiedliche Wirkung. Bezlglich der Prifdragees entspricht das den
Erwartungen, da eine Gesamt-Keimreduzierung nicht das Ziel der Entwicklung war.
Vielmehr soll das Produkt regulierend in die Bildung eines ausbalancierten,
homdostatischen Biofilms eingreifen, in dem es dem kommensalen Mundmicrobiom

einen Vorteil verschafft und die Bildung eines pathogenen Biofilms hemmit.
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Es kann festgestellt werden, dass Karies-pathogene Keime, wie S. mutans (durch
Prufdragee B) und Lactobacillen (durch Prufdragee C) in ihrer Proliferation gehemmt

wurden, ohne dabei die Gesamtkeimzahl statistisch signifikant zu beeinflussen.

5.2.5 Chemische Analyse

Die chemische Analyse mittels lonenchromatographie ermaoglichte interessante
Einblicke in die SCN™, OSCN~, NO;™ und NO,  Gehalte im Speichel wahrend der
Studie. So konnten indirekte Ruickschlisse auf die Veranderung der
Bakterienzusammensetzung gezogen werden. Es ist auffallig, dass die Produkte B
und C scheinbar keine Auswirkungen auf den OSCN™ Gehalt hatten. OSCN™ ist hoch
reaktiv und in einem biologischen System daher nicht langlebig. Es muss daher mit
einer Konzentrationsabnahme in vivo gerechnet werden. Hierzu existieren keine
Studien, zwar konnten Hoogendorn et al. (1977) und Thomas et al. (1980, 1981) in
ihren in vitro Untersuchungen einen OSCN™ Anstieg zeigen, aber kinetische Studien

stehen noch aus.

Die Erhdhung des SCN™ Wertes kann als Reaktion auf die erhohte Verfligbarkeit der
anderen Reaktionspartner interpretiert werden. Wie zuvor beschrieben, kann der
Korper SCN™ synthetisieren und fur Tenovuo & Makinen (1976) bestand der einzige
Grund fur das Vorkommen von SCN™ im menschlichem Speichel, in der Funktion als
oxidierbarer Co-Faktor im Peroxidase-System. Der erhdohte Wert kann aber auch

durch das im Praparat enthaltene SCN™ zustande gekommen sein.

Es konnte keine signifikante Veranderung bei den NO;~ und NO,  Gehalten
festgestellt werden, dies ist auch soweit nicht verwunderlich, da das Vorkommen
weitestgehend von der Erndhrung abhangt (Doel et al. 2004). Eine Veranderung im
NO;/NO,” Verhaltnisses deutet darauf hin, dass das Produkt B im Gegensatz zu
Listerine® die nitratreduzierenden Bakterien nicht hemmt. Bei der Untersuchung des
NO;/NO,” Verhaltnisses wurde ein signifikanter Unterschied zwischen Listerine® und
dem Produkt B, nicht aber zu C und D gefunden (siehe Abbildungen 15 - 17 und
Tabellen 20 - 24).
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Die Reduktion von NO;~ zu NO;™ ist der erste Schritt des Nitrat-Nitrit-NO-Pfades.
Dieser stellt eine zusatzliche Quelle fir NO, neben dem klassischem L-Arginin-NO-
Synthese-Pfad, dar (Lundberg et al. 2008). Leucozyten sind in der Lage NO zu
synthetisieren. Diese Fahigkeit wird auch als SchlUsselstelle des menschlichen
Abwehrsystems angesehen (Panaro et al. 2003). Im menschlichen Korper existiert
eine weitere Quelle fur NO, mit Hilfe von oralen Bakterien kann mit der Nahrung
aufgenommenes NO;™ Uber NO,” zu NO reduziert werden (Lundberg et al. 2004,
Doel et al. 2005). Dieser Prozess wird von einer Darm-Speichel-Zirkulation
unterstitzt, in dem ein Teil des NO;~ aktiv aus dem Darm aufgenommen und
zehnfach konzentriert wieder in den Speichel abgegeben wird (Spiegelhalder et al.
1976, Knight et al. 1987). Angesichts dieser Zirkulation gehen Doel et al. (2005) von
einer symbiotischen Beziehung zwischen Bakterien und Wirt aus. Des Weiteren wird
vermutet, dass die aus der Reduktion von NO,™ entstehenden Oxide (vor allem NO)
in grolRen Mengen eine antibakterielle Wirkung im Mundraum (Allaker et al. 2001,
Doel et al. 2004), im Herz (Weitzberg & Lundberg 1998), in der Harnblase (Carlsson
et al. 2001), im Magen (Benjamin et al. 1994) und auf der Haut (Weller et al. 2001)
haben und somit ein Teil des angeborenen Abwehrsystems darstellen (Doel et al.
2005). Doel et al. (2005) konnten mittels 16s rDNA Sequenzierung folgende
nitratreduzierenden Bakterien auf der menschlichen Zunge nachweisen: Veillonella
atypica, Veillonella dispar, Actinomyces odontolyticus, Actinomyces naeslundii,
Rothia mucilaginosa, Rothia dentocariosa und Staphylococcus epidermidis. Die
Autoren sehen Veilonella spp. als die wichtigste Gattung im Hinblick auf
Nitratreduktion in der Mundhoéhle an. Die Fahigkeit der Denitrifikation tritt vor allem
bei falkultativen oder auch mikroaerophilen Organismen auf, zeigt sich aber auch bei
Aerobiern (Doel et al. 2005), wobei die strikt anaeroben Organismen (Veillonella
ssp.) in der Mundhohle fur den héchsten NO;™ Umsatz sorgen (Doel et al. 2005). Die
Autoren entnahmen ihre Proben sowohl von der Zunge, als auch aus Plaque von den
Zahnen. Die groRere Anzahl an nitratreduzierenden Bakterien fanden sie auf der
Zunge, da die papilliare Anatomie der Zunge ihnen ein optimales Habitat bietet. Die
Applikationsform als Dragee ist durch ihren vermehrten Kontakt mit der Zunge daher
optimal. Die Férderung dieser Bakterien fuhrt zu einer Menge positiver Effekte, so
konnten Doel et al. (2004) einen signifikanten Zusammenhang zwischen NO;™ im

Speichel, dem Vorkommen von nitratreduzierenden Bakterien und der Kariesaktivitat
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zeigen. In einer spateren Studie zeigte sich aber auch eine hohe Variabilitat
zwischen den Probanden im Hinblick auf das Vorkommen von nitratreduzierenden
Bakterien, was aber auch an individuellen Ernahrungsgewohnheiten gelegen haben
kann (Doel et al. 2005).

Es besteht seit langem der Verdacht, dass ein Zusammenhang zwischen
Parodontitis und kardiovaskularer Gesundheit existiert, diese Verbindung konnte im
Vorhandensein von nitratreduzierenden Bakterien und damit einer erhohten
Verfligbarkeit an NO begrindet sein (Hyde et al. 2014). Passend dazu vermuteten
Allaker et al. (2001) einen Einfluss von NO,™ im Speichel auf Parodontitis. Auffallig
ist, dass gerade die strikten Anaerobier, welche mit chronischer Parodontitis
assoziiert werden, NO,™ eher zu Ammoniak statt zu NO abbauen (Hyde et al. 2014).
Auch wenn der Zusammenhang zwischen NO;~ und NO,  induzierter
Blutdrucksenkung, durch die Reduktion zu NO, noch nicht komplett verstanden ist
(Cosby et al. 2003), kann dennoch vermutet werden, dass bei entsprechender
Versorgung mit NO;~ die apathogenen anaeroben Bakterien einen Selektionsvorteil
haben. Einer chronischen Parodontitis wird entgegengewirkt und auf diese Weise
auch ein positiver Effekt flir die kardiovaskulare Gesundheit erreicht. Eine
Begleitsymptomatik der Parodontitis ist oftmals eine Halitosis, hervorgerufen durch
flichtige Schwefelverbindungen aus dem bakteriellen Stoffwechsel. Nakano et al.
(2016) konnten eine Verringerung eben dieser fluchtigen Schwefelverbindungen
nach der Einnahme einer Tablette mit Lactoferrin, Lactoperoxidase und Glucose
Oxidase nachweisen, was auf eine Beeinflussung des Bakterienstoffwechsels
hindeutet. So zeigten Hyde et al. (2014), dass aufgrund einer nitratreichen Ernahrung
eine Anderung des oralem Microbioms méglich ist. Die Autoren vermuten, dass
pathologische Zustande wie chronische Parodontitis und Herzkreislauferkrankungen
mit dem RuUckgang von nitratreduzierenden Bakterien und dem Anstieg von
pathologischen Bakterien in Verbindung steht. Doel et al. (2004) vermuten eine
karioprotektive Wirkung durch die Anwesenheit von NO,", beziehungsweise von NO3~

und nitratreduzierenden Bakterien.

Es soll nicht unerwahnt bleiben, dass Klebanoff (1993) eine Steigerung der

Enzymaktivitdt der Lactoperoxidase unter dem Einfluss von Nitrit feststellte.
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Takahama et al. (2006) vermuteten sogar eine eigenstandige Reaktion und nannten
es das LPO-H,O,-Nitrit-Systems, aus dem reaktive Stickstoffverbindungen
hervorgehen. Diese konnen dann mit den Bakterienzellbestandteilen reagieren und

unterbinden auf diese Weise das bakterielle Wachstum.

Der positive Einfluss von NO auf den Organismus ist hinlanglich belegt (Lundberg et
al. 2008, Webb et al. 2008, Kapil et al. 2010, Kapil et al. 2010). Es kann
zusammenfassend gesagt werden, dass die symbiotischen oralen Bakterien eine
aktive Rolle in der Regulation des Gastrointestinaltraktes, als auch des
Herzkreislaufsystems spielen (Petersson et al. 2009), wobei der exakte
Mechanismus hinter der Absenkung des Blutdrucks durch die Aufnahme von NO;~
und NO,™ noch nicht vollig verstanden ist (Cosby et al. 2003). Dennoch ware ein
plaguehemmendes Zahnpflegeprodukt, dass die NO;™ reduzierenden Bakterien nicht

hemmt, als gesundheitsférdernd einzustufen (Hyde et al. 2014).
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6 Zusammenfassung

Das Speichelperoxidase-System nimmt in der Gruppe der unspezifischen Abwehr
eine besondere Stellung ein, indem es das orale Mikrobiom reguliert. Damit ist das
Speichelperoxidase-System eine gute Grundlage fur die Entwicklung eines sicheren
und wirkungsvollen Mundpflegeproduktes. Die erstmals 1943 aus der Kuhmilch
isolierte Lactoperoxidase weist in Struktur und Reaktivitat eine hohe Ahnlichkeit zur
Speichelperoxidase auf. Beide Peroxidasen vermitteln die Oxidation von Thiocyanat
(SCN") in das antibakteriell sehr effektive Hypothiocyanit (OSCN™), wobei

Wasserstoffperoxid (H,O,) als Sauerstoffdonator fungiert.

Im Rahmen des Verbundforschungsprojekts ,Large Protection of Oral Health”
wurden Mundhygienelutschdragees als Erganzung zur mechanischen Zahnreinigung

entwickelt und getestet.

Zur Untersuchung der Wirksamkeit der entwickelten LPO-Dragees wurde eine
randomisierte, doppelt verblindete Studie im 4-fach Cross-over Design angewendet.
Alle Probanden benutzten zeitlich versetzt zwei Lutschdragees, die LPO und SCN~
mit unterschiedlichen H,O, Gehalten (Dragee B: 0,083 % und Dragee C: 0,04 %)
enthielten, ein Placebo-Dragee als Negativkontrolle und eine handelsubliche
Mundspiillésung (Listerine® Total Care, Johnson & Johnson, Germany) als
Positivkontrolle in zufalliger Reihenfolge. Das Placebo und die zwei Lutschdragee-
Varianten waren hinsichtlich Aussehen, Geschmack und der Darreichungsform nicht
voneinander zu unterscheiden. Zwischen den Anwendungen der verschiedenen

Praparate lag eine Wash-out-Phase von jeweils 10 Tagen.

Ziel der Studie war, die Auswirkungen der entwickelten Lutschdragees auf die
Plaqueneubildung, S. mutans, Lactobacillen und die Gesamtkeimzahl zu
untersuchen. Zusatzlich wurden folgende chemische Parameter
ionenchromatographisch bestimmt: Thiocyanat (SCN~), Hypothiocyanit (OSCN"),
Nitrat (NO;™) und Nitrit (NO,").
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Beide Prufdragees fuhrten im Vergleich zum Placebo zu einer statistisch
signifikanten Hemmung der Plaqueneubildung, die aber unter der der Positivkontrolle
lag. Dragee B hatte eine grollere statistisch signifikante Hemmung von S. mutans
gegenuber Dragee C und dem Placebo. Bei den Lactobacillen zeigte das Dragee C
eine statistisch signifikant bessere Wirkung als die Positivkontrolle, Dragee B und
dem Placebo. Sowohl die Test-Dragees als auch beide Kontrollen hatten keinen

statistisch signifikanten Einfluss auf die Gesamtkeimzahl.

Im Speichel war ein erhohter SCN™ Gehalt bei der Anwendung der Prifdragees
festzustellen, was vermutlich mit dem SCN™ Gehalt des Dragees im Zusammenhang
steht. Hingegen wurde keine Erhéhung des hochreaktiven OSCN™ zum Zeitpunkt der
Messung am 5. Tag beobachtet. Das Nitrat/Nitrit Verhaltnis deutet daraufhin, dass
die Anzahl der kardiovaskular positiv einzustufenden nitratreduzierenden Bakterien
durch Dragee B statistisch signifikant hoher war als bei der Anwendung von

Listerine®.

Insgesamt kann festgestellt werden, dass durch die Anwendung eines
Lutschdragees mit den Komponenten des Lactoperoxidase-Systems bezlglich der
Hemmung der Plaqueneubildung und der Proliferation von kariogenen Keimen ein
Nutzen fir den Anwender zu erzielen ist und die gewahlte Applikationsform sich gut

in Alltag integrieren l3asst.
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