Aus der Klinik fiir Zahnerhaltung, Parodontologie und Préventive Zahnheilkunde,
Universititsklinikum des Saarlandes, Homburg/Saar

Direktor: Prof. Dr. M. Hannig

Der Einfluss von Naturextrakten und Lysozym

auf die Entwicklung des oralen Biofilms

Dissertation zur Erlangung des Grades eines Doktors der Zahnheilkunde
der Medizinischen Fakultit

der UNIVERSITAT DES SAARLANDES

2021

vorgelegt von:
Isabelle Charlotte Krehbiel

geb. am: 15.01.1988



Tag der Promotion:
Dekan:
1. Berichterstatter:

2. Berichterstatter:

14.10.2021
Prof. Dr. M.D. Menger
Prof. Dr. M. Hannig

Prof. Dr. V. Flockerzi

S0 -



Meinem lieben Patenonkel Andreas gewidmet



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
1 ZUSAMMENFASSUNG ...ccovirinrensensensunssissississessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssosssssssssss 1
1.1  Deutsche Zusammentassung............ccceerieeiieerienieeniienieesieesreesteesneesseessseesseesseensnes 1
L2 ADSEIACT...cuteeiieeitee ettt ettt 2
PZ D1 101 91 01 1 L 0 R 3
2.1 Einfithrung in die untersuchte Thematik ...........ccccoviiiiiieiiiiiiiniiceeeeeeeeeee, 3
2.2 ZACLAET ATDEIL ..ottt 5
3  LITERATURUBERSICHT ..cuiinsincsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 7
3.1 Dt BIOTIIM e 7
3.2 MUundspUllOSUNZEN........oooviiiiiieiieeiiieieeeie ettt be e eesaeeebeesee e 10
3.3 Hopfen (Humulus LUupulus) ........ccceeeviiiiiieniieeiieiecie e 12
R 0 11 1 (OSSR SRPRRRRR 17
R I T )10 7.4 7 1 T TR UPSRPSRRPR 19
4 MATERIAL UND METHODE ......uiiiiiiniiinnicssnnncssnisssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssns 22
4.1 VerSUChSPIAN........cociiiiiiiiicieece ettt et e et e beennee e 22
4.2 SPUIOSUNZEN....ccuviiiiieiieeieeieeeie ettt ettt seteebeesaaeebeessaeesbeesseeesseesaesnseeseeanne 24
4.2.1 Experimentelles Hopfenextrakt ..........cccoooveveiieniieiiienieiiieieceeeeee e 24
B.2.2 OISAUIE ..o s s aesnenaes 24
i C T 197410 . 1 DO USRS 24
4.3 PIODANACI ..ottt ettt e 25
A4 PIUTKOTPET .ottt ettt et sttt e et e et e e ssaeeabeesaaesssaensaeensaenseennne 25



Inhaltsverzeichnis

4.5

4.6

Orale EXPOSIEION ....veeviiiiieiieeieeiie et eeite ettt teesteeesbeeseesaseeseessseeseessseeseessseenseas 28

Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Priiftkorper (FM/LDS)................... 30

4.6.1 Bildanalyse/ Messung der Ausdehnung des Biofilms und der Vitalitat

vorhandener BaKterien ...........ooeeviiriiriiiiiiiieceee e 31

4.7 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung der Priifkérper (REM)................. 32
4.7.1 Scoring und Auswertung der REM- Bilder ..........c.cccceevevieniiiiiinieniiee, 34

4.8 Transmissionselektronenmikroskopische Untersuchung der Priifkdrper (TEM).... 35
ERGEBNISSE ...cuuiiuiiininininnisnisnississississsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssosssssssssss 38
5.1  FluoreszenzZmiKroSKOPI€ ........ccoiiriiiiuieiiieiieeie ettt ettt s 38
5.1.1 Biofilmbildung auf Schmelz............cccccocveviiiiiiiiiiiieccee e, 38

5.1.2 Tabellarische Ubersicht LD- Bilder Schmelz............cccccoovveeveeeeeecennn 46

5.1.3 Auswertung der Biofilmbildung auf Schmelz .............ccoceeviiniiininnnnnnen. 49

5.1.4 Biofilmbildung auf Dentin...........ccceevvueeiiienieeiierieeieeee et 50

5.1.5 Tabellarische Ubersicht der LD- Bilder Dentin...............ccccocoeveveveveucnennne 58

5.1.6  Auswertung Biofilmbildung Dentin ............ccccceevieriienieniienieniieeeeeeeneen 61

5.1.7 Zusammenfassung der Ergebnisse.........cccoeveviienieiiiienieeiieniecieeeeee e 62

5.2 RasterelektronenmikroSKOPIC .........cccuiiriieiiieriieiiecie et 63
5.2.1 Biofilmbildung auf Schmelz............ccccoooviviiiiiiiniiiiece e, 64

5.2.2 Tabellarische Ubersicht der REM- Bilder von Schmelz..............cccccoco....... 68

5.2.3 Biofilmbildung auf Dentin...........cccceevveiiiierieeiieniecieeee e 71

5.2.4 Tabellarische Ubersicht der REM- Bilder von Dentin................ccccocoeuenne.e. 75

5.2.5 Auswertung Biofilmbildung auf Schmelz und Dentin..............ccceeeeeenneee. 78

5.2.6 Zusammenfassung der Ergebnisse.........ccoeveeiierieiciienieeiieie e 79

5.3 TransmissionselektronenmikroSKOPIE ..........cccvvevuieriieriieeiiieniieeieeiie e 80
5.3.1 Biofilmbildung auf Schmelz............cccccocieviiiiiiiiiiiee e, 80

-1 -



Inhaltsverzeichnis

5.3.2 Biofilmbildung auf Dentin...........ccceeeveiiiierieeiiierie et 93

6 DISKUSSION ..uciiiiininicissensessesssnssississsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 107
6.1 Diskussion Material und Methode...........ccccoviiriiiiiiiniiieece e 107
6.1.1 Studiendesign und Fragestellung ...........ccccooveviieiieniieiienieeieeceeeee 107

6.1.2 Biofilmgewinnung und Spillosungen...........cccoecvveviieciienieeciienieeieeeee 108

6.1.3 Priifkoperherstellung und Priifkorperbearbeitung...........cccoeeevvevveeiiennnnnne. 111

6.1.4 Auswabhl der Probanden/ Versuchsbedingungen .............ccccveviieiiennnnne. 112

6.1.5 BiofilmunterSuChUNg...........ccceeviiriiiiiicieeieecee e 113

6.2  Diskussion der ErgebniSse.......cc.covieviieiiiiiiieniieiiierie ettt et eve e 117
6.2.1 FluoreszenZmikroSKOPIC ......c.cecvieriieiiieniieiienieeieeeiee e eseee e seee e eee 117

6.2.2 RasterelektronenmikroSKopie ..........ccceevvieiiieniieiiieiieeieeee e 123

6.2.3 Transmissionselektronenmikroskopie..........cccceevvieriieiiienieeniieniieieeee, 125

6.2.4  SchlusSfOlZerungen ...........ccccuieviieriieiieeie ettt 129

7 LITERATURVERZEICHNIS .....cooiiiniiininsinsensnnssnssississississsssssssssssssssssssssssssssssssssses 130
8  DANKSAGUNG ...cuieisticrisinenenssnssississississsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssossssssses 140
9 LEBENSLAUTF ...uuuiiitiiinininsensnnssississississssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 141

- 10T -



Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

1.1 Deutsche Zusammenfassung

Ziel der Arbeit war es, natiirliche Extrakte (Hopfen, Olsdure) und Lysozym in Form von Mund-
spiillésungen im Rahmen einer in-situ-Studie zu testen. Es wurden ein Hopfenextrakt
(Flavopura), ein Olséurederivat und Lysozym (in einer Konzentration von 1,4 mg/ ml) getestet.
Die Biofilmbildung erfolgte in-situ auf bovinen Schmelz- und Dentinpriitkorpern, welche an
Oberkiefertiefziechschienen befestigt wurden. Diese Schienen wurden von drei Probanden je-
weils fiir 48 h getragen. Direkt 3 min nach Insertion der Schiene und anschlieend alle sechs
Stunden, wurde der Mund fiir 30 s mit der jeweiligen Testsubstanz gespiilt. Eine Spiilung mit
Wasser diente als Referenz bei gleichem Versuchsaufbau. Es wurden die bakterielle Kolonisa-
tion und die Vitalitdt des vorhandenen Biofilms im Rahmen einer transmissionselektronischen-
mikroskopischen- (TEM), einer rasterelektronenmikroskopischen- (REM) und einer fluores-

zenzmikroskopischen- (LDS/FM) Untersuchung analysiert.

Mit allen Untersuchungsmethoden konnte eine starke Wirkung von Hopfen demonstriert wer-
den. Die Auswertung der Dicke des Biofilms, des Verhiltnisses lebender zu toter Bakterien und
des Ausmales der bakteriellen Besiedlung zeigten eine Reduktion bakteriellen Biofilms und
eine Abnahme des vitalen Anteils der vorhandenen Bakterien. Nach der Spiilung mit Olséure
zeigte sich eine klare Verschiebung hin zu toten Bakterien im Rahmen der Fluoreszenzmikro-
skopie, wiahrend die Dicke und die Biofilmbedeckung der Priifkérper dhnlich derer der Kon-
trolle waren. Im Rahmen der Spiilung mit Lysozym konnten bei vorliegender Konzentration
und Spiildauer keine nennenswerte Reduktion des Biofilms oder Abnahme der Vitalitét in be-
stehendem Biofilm detektiert werden. Die Ergebnisse aller angewandten Analyseverfahren
zeigten keine signifikanten Verinderungen zu den Kontrollpriifkdrpern. Im Gegensatz zu Ol-
sdure und Lysozym zeigt Hopfen als Spiillosung eine Wirksamkeit gegen oralen Biofilm und
konnte somit eine vielversprechende Substanz in der Erforschung und Entwicklung neuer

pflanzlicher Produkte fiir das Biofilm- Management darstellen.
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1.2 Abstract

The aim of the study was to test natural extracts (hops, oleic acid) and lysozyme as mouth
rinsing solutions for their influence on the development of oral biofilm and the vitality of ex-
istent oral bacteria in situ. Hops extract, oleic acid and lysozyme in a concentration of 1.4 mg/ml
were tested. Biofilm was generated in situ on bovine enamel and dentin specimens fixed on
upper jaw acrylic splints and worn for 48 hours by three subjects. The mouth was rinsed for
30 s using the particular test substance three minutes after splint insertion and again every six
hours. A water control served as reference with an identical test set-up. Bacterial colonization
and vitality of the biofilms were analyzed using transmission electron microscopy (TEM), scan-
ning electron microscopy (SEM) and fluorescence microscopy with LIVE/DEAD staining
(LDS/FM) respectively.

A strong effect of hops extract was demonstrated with all analytical methods used. The evalu-
ation of the thickness of the biofilm, the proportion of dead to living bacteria and the extent of
bacterial colonization showed an effective reduction of the intact bacterial biofilm. For oleic
acid, a clear shift towards dead bacteria was determined via LDS/FM, whereas the biofilm
thickness and the bacterial morphology were similar to those of the control. In case of lysozyme,
no effects were detectable as none of the used methods showed any significant changes when
compared to the control. In contrast to oleic acid and lysozyme, hops extract possesses activity
against dental biofilm and might be a promising agent for the development of new, plant-based

products for biofilm- management.
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2 Einleitung

2.1 Einfiihrung in die untersuchte Thematik

Karies und Parodontopathien gehdren zu den haufigsten und am weitesten verbreiteten chroni-
schen Erkrankungen der Welt [26,87,96]. Zahlreiche Menschen leiden unter den Folgen dieser,
durch bakteriellen Biofilm verursachten, Erkrankungen. Laut der aktuellsten, fiinften Mundge-
sundheitstudie ist mindestens jeder zweite Erwachsene in Deutschland parodontal erkrankt
[18]. Durch parodontale Erkrankungen kommt es zu einer progredienten Zerstérung des Zahn-
halteapparates, welche bei ausbleibender Therapie final im Zahnverlust miinden kann. Auch
die Versorgung kariesbedingter Kavitdten stellt trotz sinkender Prévalenz in Deutschland noch
eine der Hauptaufgaben des Zahnarztes dar. Laut DMS V weisen im Vergleich zum Jahr 1997
Erwachsene heute fast fliinf Zdhne weniger mit Karieserfahrung auf. Diese Entwicklung ist da-
rauf zuriickzufiihren, dass im Rahmen dieser Studie die erste Erwachsenenkohorte in einer deut-
schen Mundgesundheitsstudie untersucht wurde, die bereits in ihrer Kindheit und Jugend von
Individual- und Gruppenprophylaxe profitiert hat. Eines der Ziele individual- und gruppenpro-
phylaktischer MaBBnahmen ist es, der Bevolkerung ein Bewusstsein iiber effektives Mundhygi-
eneverhalten zu vermitteln. Im Fokus steht hierbei insbesondere die Bekdmpfung des Biofilms,
denn Karies stellt eine multifaktorielle Krankheit dar [12]. Neben den Faktoren Wirt, Substrat
und Zeit setzt die Entstehung von Karies die Anwesenheit eines Biofilms, also einer Agglome-
ration von Bakterien, eingebettet in eine Matrix aus Polysacchariden, voraus [5,13,122]. Nur
im Falle eines simultanen Auftretens aller oben genannten Kausalfaktoren besteht die Moglich-
keit, dass sich eine kariose Lasion entwickeln kann. Inhalte der Kariespravention sind somit
neben der Intention die mechanische Reinigung der Zdhne zu optimieren, auch die Zuhilfen-
ahme antibakteriell wirkender Stoffe zum Biofilmmanagement. Hierfiir steht eine Vielzahl ver-
schiedener Produkte zur Verfiigung. Abgesehen von unterschiedlichen Anwendungsgebieten
und Konsistenzen (Zahnpasten, Mundspiilldsungen, Kaugummis etc.) unterscheiden sich die

auf dem Markt erhiltlichen Produkte auch beziiglich ihrer Inhaltsstoffe.
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Wihrend chemisch basierte Mundspiillosungen, wie etwa Chlorhexidindigluconat, aufgrund
ihrer nachgewiesenen, antibakteriellen Wirkung schon lange eine grole Bedeutung im klini-
schen Alltag besitzen, erlangen auch Produkte auf natiirlicher Basis zunehmende Beachtung

[86,88].

Die Entwicklung neuer natiirlicher antimikrobieller Therapeutika und die intensive Forschung
im Gebiet alternativmedizinischer Pharmaka resultiert vor allem auch aus der wachsenden Re-
sistenzproblematik herkdmmlicher Antibiotika [2,49,71]. In der modernen Pflanzenheilkunde
wird einigen botanischen Wirkstoffen teilweise eine bakterielle Wirksamkeit zugesprochen.
Die Suche nach neuen pharmazeutischen Wirkstoffen orientiert sich aber auch an historisch
iibermittelten Methoden. So wird neben der reinen Kultivierung von Pflanzen auch die syste-
mische oder topische Anwendung selbiger als Phytopharmaka seit Jahrhunderten beschrieben.
Der Dichter und Botaniker Walahfrid Strabo von Reichenau (808 bis 849 n. Chr.) beschrieb in
seinem frithmittelalterlichen Werk Liber de cultura hortorum die Wirkung der Heilpflanzen des
Klostergartens von Reichenau [14]. So sollte beispielsweise ein Gemisch aus Gartenkerbel,
Minze und Papaver (Mohn) als direkter Umschlag bei starken Bauchschmerzen Linderung ver-
schaffen [14]. Ebenso wurden schon frith Krauter in reiner Form zur Bekdmpfung bakterieller
Infekte genutzt. Angelika Prentner beschreibt in ihrem Buch ,,Heilpflanzen der Traditionellen
Européischen Medizin“, dass die Verwendung von Hopfen eine sehr lange Geschichte in Eu-
ropa aufweisen kann [89]. Nicht nur aufgrund seiner beruhigenden und schlafférdernden Ei-
genschaften als mildes Sedativum erfreute sich der Hopfen schon friih regen Interesses
[89,64,65,70]. Auch wurde die niitzliche Verwendung bei Rheuma und Schmerzzustinden be-
schrieben [119]. Angesichts dieser vielseitigen, allgemeingesundheitsfordernden Eigenschaften
ist die Anwendung von Naturextrakten auch im Bereich der Behandlung und Prévention oraler
Erkrankungen zu beriicksichtigen. Ein moglicherweise positiver Einfluss des Hopfens auf die

orale Gesundheit ist unter anderem Gegenstand der vorliegenden Studie.

Neben der direkten Verwendung der Pflanzen wurde auch der Gebrauch der aus den Pflanzen
gewonnenen Sekundérprodukte beschrieben. Ein Beispiel hierfiir ist das in Indien praktizierte
,,Olziehen (Gandusha)* als alternativmedizinische, ayurvedische Methode ,,zur Entgiftung der
Mundhohle® [4]. Ca. 1700 v. Chr. wurden im Rahmen des Gesetzes des Hammurabi heilende
MalBnahmen beschrieben, wie etwa die Anwendung eines in Sesamol getrdnkten Wundverban-

des, dem eine (nach heutiger Definition) antibakterielle Wirkung zugesprochen wurde.
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Eine Vielzahl solcher Beispiele sind in der Literatur zu finden und bieten die Grundlage der
modernen Phytopharmakaforschung. So soll im Rahmen dieser Arbeit auch eine organische,

Olbasierte Losung untersucht werden.

Neben der Testung botanischer oder chemischer Wirkstoffe stellt die Verwendung bzw. Kon-
zentration kdrpereigener, antibakterieller Substanzen ein weiteres Feld der Arzneimittelent-
wicklung zur oralen Biofilmbekdmpfung dar [88] . Schon friih gelangte so auch der menschli-
che Speichel in den Fokus der Forschung. So haben bereits Dold, Lichele und Du Hsing 1936
wie folgt ausgefiihrt:

,,Die immer wieder iliberraschende Tatsache, dafl beim gesunden Menschen (und Tier) in Korperhdhlen, die dau-

ernd in inniger Beriihrung mit der Auflenwelt stehen, z. B. in der Mundhoéhle, die dorthin gelangten Keime nicht
hemmungslos wuchern, obgleich alle Vorbedingungen dafiir vorhanden zu sein scheinen, und die damit zusam-
menhingende andere Tatsache, dafl auch Wunden im Bereich der Mundhéhle in der Regel glatt heilen, obwohl
hier nicht nach den Grundsétzen der Antisepsis und Asepsis verfahren werden kann, hat schon viele veranlaft,

nach den Ursachen dieser Erscheinung zu forschen.” [23]

In der vorliegende Studie wurde daher auch das im Speichel vorhandene Enzym Lysozym ein-
bezogen, das sich durch eine antibakterielle Wirkung gegen grampositive Bakterien auszeich-

net [33,83].

2.2 Ziel der Arbeit

Mundspiillosungen dienen als ein sehr gut geeignetes Additivum zur herkdmmlichen, mecha-
nischen Reinigung der Zdhne. Denn aus epidemiologischen Daten kann auch abgelesen werden,
dass mit mechanischen HygienemalBnahmen haufig nicht das Niveau erreicht werden kann, des-
sen es bedarf, um parodontale Erkrankungen zu vermeiden [108]. Gerade aufgrund des demo-
grafischen Wandels unserer Gesellschaft und der daraus resultierenden Zunahme hochbetagter
Menschen besteht ein Interesse, Moglichkeiten einer effizienten Bakterienreduktion zu entwi-

ckeln, die unabhingig von der manuellen Geschicklichkeit des Patienten funktionieren.
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Wihrend im Jahr 2013 noch etwa 4,4 Mio. 80-Jihrige und Altere in Deutschland lebten, was
einem Anteil von 5,4 % der Bevdlkerung entsprach, so steigt diese Zahl kontinuierlich und soll
nach Angaben des Statistischen Bundesamtes mit tiber 10 Mio. im Jahr 2050 den hochsten Wert
erreichen [123]. Es ist also damit zu rechnen, dass in etwa 50 Jahren rund 13 % der Bevolkerung
achtzig Jahre oder lter sein werden. In logischer Konsequenz wird sich hierdurch auch die Zahl
der pflegebediirftigen Menschen drastisch erhdhen. Prognosen des Bundesministeriums fiir Ge-
sundheit schitzen, dass im Jahr 2050 etwa 4,2 Mio. Menschen als pflegebediirftig einzustufen
sein werden [85]. Zusitzlich zu diesem Aspekt verschirft ein weiterer Faktor die wachsende
Problematik altersgerechter Zahnpflege. Laut DMS V hat sich die Gruppe der Senioren mit
volliger Zahnlosigkeit seit 1997 halbiert. Zusammengefasst bedeutet dies, dass es immer mehr
pflegebediirftige Menschen mit immer mehr eigenen Zdhnen geben wird, die hiufig nicht in
der Lage sein werden eine ausreichende manuelle, mechanische Reinigung der Zéhne zu be-
werkstelligen. Besonders in diesen Féllen sollte ergdnzend eine chemische Plaquekontrolle er-

folgen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, Naturextrakte in Form von Mundspiillésungen im
Rahmen einer In-situ-Studie auf ihre biofilmverdndernde Wirkung, insbesondere im Hinblick
auf ihre Einflussnahme auf den oralen Biofilm, zu untersuchen und zu bewerten. Konkret wurde
daher der Einfluss dieser natiirlichen Agenzien auf die Entstehung und Entwicklung des oralen
Biofilms und auf die Vitalitit der darin befindlichen Bakterien untersucht. Es sollte somit die
bakterielle Wirksamkeit dieser Mundspiillésung im Rahmen des Biofilmmanagements detek-
tiert werden. Durch die ErschlieBung neuer bio-inspirierter Substanzen und Mdoglichkeiten der
Reduktion bzw. Verdnderung pathogenen, strukturierten Biofilms erhofft man sich in Zukunft
eine sinkende Zahl der dadurch bedingten oralen Komplikationen [66]. Somit stellt die Bio-
filmforschung im Rahmen des Biofilmmanagements eine wichtige Sdule in der Kariespraven-

tion dar.

Die im Rahmen dieser Untersuchung getesteten Substanzen waren eine experimentelle
Lysozymmundspiillosung (1,4 mg/ml Lysozympulver, geldst in sterilem Wasser), ein experi-

mentelles Hopfenextrakt (Flavopura) und eine pharmazeutisch gereinigte Olsiure.
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3 Literaturtiibersicht

3.1 Der Biofilm

Der direkte Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein bakteriellen Biofilms und der Ent-
stehung von Karies und Parodontopathien in der Mundhohle wurde in zahlreichen Studien be-
legt und wird héufig in der Literatur beschrieben [5,19,75,80,93,122]. Insbesondere die spezi-
fische Zusammensetzung dentaler Plaque hat einen Einfluss auf die Pathogenitit des Biofilms
[13,80,93]. Daher ist es von grofler Bedeutung fiir das Biofilmmanagement, die Entstehung,

Struktur und Pathogenitit des oralen Biofilms zu verstehen.

Zunichst kommt es innerhalb weniger Sekunden nach der Zahnreinigung zur Entstehung eines
wenige Nanometern dicken, weitgehend bakterienfreien, erworbenen Schmelzoberhdutchens,
der sog. Pellikel [35,46,115]. Angesichts der Tatsache, dass, im Gegensatz zu anderen Oberfla-
chen des menschlichen Organismus, auf der Zahnoberfliche keine Abschilferung oder Rege-
neration stattfindet, kommt diesem initialen Biofilm eine besondere physiologische und patho-
physiologische Bedeutung zu [48,79]. Die Pellikel bietet die Grundvoraussetzung fiir die Ent-
stehung des oralen Biofilms [46,48,115], da sie Proteine besitzt, die als Rezeptoren fiir die bak-
terielle Adhédrenz agieren. Des Weiteren stellt sie als semipermeable Membran einen Schutz fiir
den Zahnschmelz dar [46,48,115]. Sie besteht aus einer bestimmten Fraktion von Speichelpro-
teinen, die sich auf der Zahnoberfldache adsorbiert werden und ihre initiale Dicke betrégt zwi-
schen 10 und 20 nm [46,115]. Zunéchst interagieren bestimmte im Speichel vorhandene Prote-
ine, sogenannte Speichelpriakursoren, mit ihren positiv geladenen Gruppen mit den Phosphati-
onen der Schmerzoberfliache [46]. Die negative Ladung der Zahnoberfldche beruht auf der Tat-
sache, dass die Calciumionen der Zahnhartsubstanz im direkten Kontakt mit einer Elektrolyt-
16sung (in diesem Fall dem Speichel) eine groflere Tendenz haben in Losung zu gehen als Phos-
phationen. Diese auf der Zahnoberflache verbliebenen Phosphationen fiihren schlieBlich zu ei-

ner negativen Ladung der Oberflache [46].
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Zusétzlich zu den ionischen Verbindungen scheinen auch noch andere Anziehungskrifte sowie
Van-der-Waals-Kréfte und hydrophobe Wechselwirkungen eine Rolle bei der Entstehung der
Pellikel zu spielen [46]. Beispiele fiir Proteine mit einer hohen Affinitét fiir Hydroxylapatit sind
Statherin, Histatine und Prolinreiche Proteine [46,115].

Auf diesen ersten schnellen Schritt der Proteinadsorption folgt schlieBlich eine vergleichsweise
langsamere Phase des Proteinniederschlags auf die bereits mit Proteinen bedeckte Zahn-
schmelzoberflache. Diese Phase ist gekennzeichnet durch Interaktionen bereits adsorbierter,
dem Schmelz aufsitzender und dadurch fixierter Proteine sowie Proteinaggregaten und Biopo-
lymeren aus dem Speichel [46]. Die Pellikel zeigt initial (nach etwa 2-3 Minuten) eine Dicke
von 10-20 nm, welche nun iiber etwa 30 Minuten weitgehend konstant bleibt. Daraufhin erfolgt
ein Wachstum bis um das Dreifache der initialen Dicke, bis schlielich nach 30- 90 Minuten
ein Plateau erreicht wird [46]. Innerhalb einer Stunde kann die Pellikel eine Dicke von 100-
1000 nm erreichen, abhingig von der Verfiigbarkeit der Speichelbiopolymere und den intraora-
len Bedingungen [46]. Die Schnelligkeit dieses Wachstums legt die Vermutung nahe, dass die
Adsorption von Biopolymeren eher noch als die Adsorption von einzelnen Proteinen fiir die

rasche Zunahme der Pellikeldicke verantwortlich ist.

Nach dieser Formation der Pellikel kommt es erst sekundir zur bakteriellen Besiedlung der
Zahnoberfldche [48]. Das ndchste Stadium der Biofilmbildung zeigt eine Phase unspezifischer,
reversibler Interaktion zwischen Speichelbakterien und dem erworbenen Schmelzoberhéutchen
[79,115]. Die Bindung der Bakterien an die Pellikel kann auf verschiedenen Wegen erfolgen.
Neben Proteinen, Glycoproteinen, Lipiden und Glycolipiden aus dem Speichel findet man auch
extrazelluldre Bakterienmolekiile in der Pellikel, wie etwa Glycosyltransferase und Glukane
[79]. Diese absorbierten Molekiile konnen als Rezeptoren oder Adhésine fiir die Bindung der
oralen Bakterien agieren [79]. Diese erste, reversible Phase der Bakterienadhésion scheint eher
zufillig und beruht auf physikalisch-chemischen Kréften [48,79,80]. Schlieflich kommt es in-
nerhalb von Minuten zur Bindung der sogenannten Primérkolonisierer. In dieser Phase domi-
nieren Streptokokken [1,115] wie Streptococcus oralis, Streptocuccus sanguis und Streptococ-
cus mitis [115]. Man geht davon aus, dass diese Gruppe etwa 80 % der initialen Kolonisierer
ausmacht [46]. Die Kolonisation mit der Primirflora erfolgt iiber Fimbrien, die den Bakterien
als Anheftungsstrukturen dienen und es ihnen ermdglichen, eine irreversible Verbindung mit

der Pellikel einzugehen [48,79].
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Dieser rezeptorvermittelte Verbund entsteht iiber Adhisine [48,80] an der Bakterienoberfliche.
Nach der primiren Bindung schreitet die Ausbildung des Biofilms mit der Anlagerung weiterer
Bakterien an die Pionierkeime weiter voran. Entscheidend fiir die Entwicklung und das Wachs-
tum des Biofilms ist die Zell-zu-Zell-Kommunikation. Die Mechanismen der Kommunikation
von Bakterien im oralen Biofilm beruhen auf physikalischen Interaktionen, genetischem Aus-
tausch und diffusionsféhigen Signalen [31]. Zwei verschiedene Formen physikalischer Interak-
tion dominieren hierbei: Koaggregation und Koadhesion. Wihrend Koaggregation die Bindung
zweier Zellen im planktonischen Zustand beschreibt, steht Koadhesion fiir die Verbindung ei-
ner planktonischen Zelle mit einer bereits an der Oberflache haftenden Zelle [31,66]. Die Fa-
higkeit der Bakterien mit anderen Bakterien zu interagieren, insbesondere jener Bakterien, die
bereits an der Oberfldche anheften stellt einen wesentlichen Aspekt der intraoralen Biofilmbil-
dung und Reifung dar [79]. So wird aus planktonischen, also in Fliissigkeit schwimmenden
Bakterien ein Bakterienverbund. Eben diese in einem Biofilm eingebundenen Bakterien zeigen
ein anderes Verhalten gegentiiber bakteriellen Agenzien als jene der gleichen Spezies [2,5] in
wiassriger Suspension. Sie zeigen eine bis zu 1000-fach erhdhte Resistenz gegen antibakterielle
Agenzien und die Immunreaktion des Wirtes [66]. Biofilme habe einen Phenotyp, der antimik-
robielle Substanzen, Stress und die kdrpereigene Immunabwehr weitreichender toleriert als die

planktonischen Kulturen der gleichen Bakterien [81,115,116].

Ein weiterer Aspekt der Biofilmbildung ist die bakterielle Produktion von extrazelluldren Po-
lysacchariden (EPS) aus Saccharose [79]. Diese bilden die Matrix, in die die Bakterien einge-
bettet sind, und konnen zwischen 10 % und 20 % des Trockengewichtes dentaler Plaque aus-
machen [79]. Diese extrazelluldre polymere Matrix wird zu groflen Teilen von den Bakterien
selbst synthetisiert und enthélt bakterielle DNA, Proteine, Glycolipide und Polysaccharide
[115]. Wahrend Forscher zundchst davon ausgingen, dass EPS nur im initialen Anheftungspro-
zess eine tragende Rolle spielen, ist heute klar, dass ihnen, auch wenn einige EPS in der Tat mit
der Pellikel interagieren, weitere wichtige Aufgaben zukommen. So beeinflussen EPS die struk-
turelle Integritit und haben Einfluss auf die Pathogenitét des Biofilms [20,30,79] und die Re-
sistenz der Bakterien gegen antimikrobielle Agenzien [2]. Beispiel hierfiir ist die Fahigkeit der

EPS die Kariogenitét an der Schmelzoberflache zu erhdhen.
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Dieses Phanomen beruht auf der Tatsache, dass EPS es Zuckermolekiilen ermdglichen tiefer in
die Plaque einzudringen. Da auch der Puffereffekt auf Bakterien vermindert ist, kommt es so
zu einem massiveren pH-Wertabfall am Grenzbereich von Plaque und Schmelzoberflache [79].
Andererseits konnen aufgrund dicht gepackter EPS- Strukturen antibakterielle Agenzien weni-
ger tief in die Plaque penetrieren [20,122]. Die Einbettung der Bakterien in eine Umgebung aus
EPS gewihrleistet ebenfalls einen Austausch genetischer Materialien zwischen den Zellen [20].
Andererseits ist die Zusammensetzung der Matrix nicht unwesentlich beeinflusst durch lokale
Umweltfaktoren [13]. Ebenso wie die Bakterien an sich, kann die extrazelluldre Matrix mit

Hilfe antibakterieller Agenzien zumindest oberflachlich erfasst und veréndert werden.

3.2 Mundspiillosungen

Mundspiilldsungen und medizinische Mundwésser werden schon viele Jahre als Additivum zur
herkdmmlichen tdglichen Zahnpflege genutzt. Die Entfernung des Biofilms durch die alleinige
Verwendung wissriger Praparate ist nicht moglich, jedoch wurde eine ganze Reihe von Pro-
dukten entwickelt, die in der Lage sind als Vehikel fiir antimikrobielle Substanzen die Zahnhy-
giene sinnvoll zu unterstiitzen [5]. So soll beispielsweise der nach dem Zihneputzen vorhan-
dene Restbiofilm durch chemische Substanzen inaktiviert werden. Das Spektrum der erhaltli-
chen Mundwdésser ist grofl und erstreckt sich von den rein atemerfrischenden Mundwissern
iiber kariesverhiitende und zahnfleischpflegenden Mundspiilungen. Sie alle vereinen eine
leichte Anwendbarkeit seitens des Patienten mit der konsistenzbedingt guten Verteilung in der
Mundhoéhle, die ein ErschlieBen des GroBteils der Zahnoberflichen ermdglicht. Neben den
Zahnhartsubstanzen ist es somit auch moglich durch Mundspiillosungen das umliegende
Weichgewebe und die Zunge mit zu behandeln. Oral wirksame Losungen konnen entweder die
Plaqueentstehung oder die Plaquereifung hemmen. Elementar hierfiir ist die Verwendung von
Stoffen mit gezielter, antimikrobieller Wirkung, die jedoch keine lokalen oder systemischen
Nebenwirkungen aufweisen. Auch sollte das Allergisierungspotential und die Gefahr der Re-

sistenzbildung gering sein.
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Es gibt Substanzen mit einer direkten bakteriziden Wirkung, die die Bakterienanzahl der beste-
henden Plaque minimieren. Hierbei ist zu beachten, dass das 6kologische Gleichgewicht der
Mundflora nicht zerstort werden darf, weil daraus beispielsweise eine Uberwucherung der in
der Mundhdhle vorhandenen Pilzsporen resultieren konnte [81]. Es handelt sich um Substan-
zen, die derart in den Bakterienstoffwechsel eingreifen, dass sie die Akkumulation und Reifung
des Biofilms verzdgern oder hemmen. Von ihnen abzugrenzen sind Substanzen, die die Entste-
hung des Biofilms hemmen. Sie kdnnen entweder direkt am Zahnschmelz angreifen und seine
Anfalligkeit fiir die Pellikelbildung herabsetzen, oder sie interagieren direkt mit der vorhande-

nen Pellikel und veridndern sie.

Ein weiterer Aspekt in der Bewertung von Mundspiillosungen ist ihre Substantivitdt. Unter
Substantivitit eines Arzneimittels versteht man sein Vermogen auch nach der direkten Anwen-
dung ausreichend lange und in ausreichend hoher Konzentration am Wirkort verfiigbar zu sein.
So besitzt das im klinischen Alltag hochfrequentiert benutzte antibakterielle Chlorhexidinglu-
conat eine hohe Substantivitit, indem es elektrostatisch an die negativ geladene Oberflidche von
Zihnen, Gingiva und Mukosa sowie an der Plaque selbst adsorbiert und nachfolgend langsam

wieder freigesetzt wird.
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3.3 Hopfen (Humulus Lupulus)

4
Abb. 1: Humulus Lupulus

Der echte Hopfen Humulus Lupulus (Abb.1) ist eine Pflanzenart der Gattung Hopfen und ge-
hort zu der Familie der Hanfgewichse (Cannabaceae). In Anlehnung an die charakteristische
Eigenschaft des Hopfens, um andere Pflanzen herum zu wachsen wie ein Wolf das Beuteschaf

umklammert, erhielt er seinen Namen vom Lateinischen ,,Lupus= Wolf*.

98 % des weltweiten Hopfenverbrauchs lassen sich auf die Bierbrauindustrie zuriickfithren
[119]. Wihrend er dort zunéchst aufgrund seiner antibakteriellen Eigenschaften ausschlielich
als Konservierungsmittel genutzt wurde, begann man ihn schlie8lich dem Bierbrauprozess bei-
zumischen, um dem Bier seinen bitteren Geschmack zu verleihen und den Schaum zu stabili-
sieren [119]. Nebst dieser Funktion beinhaltet der Hopfen pharmazeutisch interessante Bestand-
teile. So wurde er vom Studienkreis Entwicklungsgeschichte der Arzneipflanzenkunde an der

Universitit in Wiirzburg 2007 auch zur Arzneipflanze des Jahres 2007 gewahlt.
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Generell unterscheidet man bei Pflanzeninhaltsstoffen zwischen primiren und sekundéren
Pflanzenstoffen. Zu den primaren Pflanzenstoffen gehdren unter anderem Kohlenhydrate, Fette
und Proteine. Thre Aufgaben sind der Energiestoffwechsel und der Aufbau der Zellstruktur.
Dem gegeniibergestellt sind die sekundiren Pflanzenstoffe, die nur in geringen Mengen produ-
ziert werden. Sie agieren als sogenannte ,,bioaktive Substanzen‘ und bestehen aus einer Gruppe
chemisch heterogener Substanzen. Alle bioaktiven Substanzen haben in der Regel pharmazeu-
tische Wirkung. Dazu zdhlen beispielsweise antikanzerogene, immunmodulierende, entziin-
dungshemmende, antithrombotische, blutdruckmodulierende, cholesterinsenkende, blutzucker-
senkende und / oder antibakterielle Eigenschaften [94]. Zu den wichtigsten sekundéren Pflan-
zenstoffen gehdren die Polyphenole, Carotinoide, Sulfide, Phytodstrogene, Proteaseinhibitoren,

Saponine, Glucosinolate, Phytosterine und Monoterpene [94].

Beziiglich des Hopfens unterscheidet man drei Hauptgruppen sekundérer Metabolite, die Poly-
phenole, die itherischen Ole und die Harze [65,70,97]. Aufgrund ihrer ausgeprigten, chemi-
schen Heterogenitit ist es kein Wunder, dass den Wirkstoffen eine gro3e Spannbreite pharma-

kologisch wichtiger Eigenschaften zugesprochen wird.

Fiir die antibakterielle Wirkung des Hopfens werden also unter anderem die Hopfenbitterstofte

(Harze) Humulone und Lupulone verantwortlich gemacht [65,70,106]. Gerade in der Erfor-
schung neuer pflanzenbasierter Antiseptika gegen kariogene und parodontal schadliche Bakte-
rien spielen die Hopfenbitterstoffe eine wichtige Rolle [70]. Die Bitterstoffe entstammen den
Driisenhaaren der weiblichen Hopfendriise, welche ein harzartiges, gelbes Exkret enthilt. Man
unterscheidet hierbei zwischen Hartharz und Weichharz. Diese Unterscheidung basiert auf dem
Vermogen des jeweiligen Harzes in Hexan gelost zu werden [70]. Das Weichharz, welches in
Hexan 16slich ist, 14sst sich wiederum in a- und B-Harz unterteilen. Den Hauptanteil des a-
Harzes stellen die Humulone dar (35-70% des totalen Harzanteils), daneben existieren Cohu-
mulone (20-55% (65%)) und Adhumulone (10-15%) [65,70,97,119]. Lupulone hingegen neh-
men etwa 30-55% des B-Harzanteils ein, neben Colupulonen (20%-55%) und Adlupulonen
(5%-10%) [65,119]. Neben diesen Hauptgruppen existieren noch kleinere Gruppen wie Post-

humulone/ Postlupulone, Prehumulone/Prelupulone und weitere.
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Die Wirkung der Humulone und Lupulone gegen gram-positive Bakterien (wie zum Beispiel
Mikrokokken, Staphylokokken, Mycobakterien und Streptomyceten) beruht auf hydrophoben
Wechselwirkungen der Molekiile mit Teilen der Bakterienzellwand, die dadurch beschédigt
wird [8,65,106]. Die a-und - Sduren sind in der Zellwand integriert, agieren dort als Carrier-
Ionophore und erhdhen so die Permeabilitit der Membran [8,65,70]. Dadurch ermdglichen sie
den elektronenneutralen Influx von Molekiilen, katalysieren an Selbigem den Austausch von
Protonen durch zweiwertige Kationen, wie etwa Mangan, und fordern den anschlieBenden
Efflux des dadurch neu entstandenen Produktes. So resultiert nach einiger Zeit ein lonenkon-
zentrationsgefille, da es intrazelluldr zur Akkumulation von Protonen kommt [64,99]. Dies hat
zur Folge, dass der transmembrane Protonengradient zerfillt und es zum Zelltod kommt [65].
Auch antifungale Wirkungen, unter anderem gegen Candida albicans, wurden beschrieben [97].
Weitere Mechanismen der antibakteriellen Wirkung des Hopfens wurden beobachtet. Er ist
ebenfalls im Stande die Permeabilitét der Zellwand zu verdndern, eine Undichtigkeit der Cyto-
plasmamembran und darauffolgend eine Hemmung der Atmungskette und von Proteinen sowie
der DNA- und RNA-Synthese zu bewirken [8,95]. Diese antibakteriellen Fahigkeiten wurden
hauptséchlich fiir grampositive Bakterien entdeckt [8,97], wiahrend gramnegative Bakterien na-
hezu nicht inhibiert wurden, vermutlich aufgrund ihrer vor dem Hopfen schiitzenden, dulleren
Membran [8]. Ein weiterer Mechanismus der antibakteriellen Wirkweise der Hopfenbitterstoffe
ist die Induktion der Apoptose, also des Zelltodes [70]. In welcher Weise die Hopfenharze die
Einleitung der Apoptose triggern, ist bisher noch nicht génzlich erforscht. Es ist bekannt, dass
die Apoptose durch zweierlei Wege induziert wird: mitochondrial intrinisch und extrinsisch
[70]. Die Bitterstoffe beeinflussen den intrinsischen Weg, indem sie die Bcl-2-Familie der Pro-
teine beeinflussen und den extrinsischen Weg, indem sie die Expression von p38 verstirken.
P38 ist Bestandteil des Signaltransduktionswegs, der eine entscheidende Rolle beim program-
mierten Zelltod spielt. Da es sich bei den Sduren des Hopfens um schwache Sauren handelt und
lediglich die undissoziierte Form aktiv ist, verringert sich die antibakterielle Aktivitit mit sin-
kendem pH [65]. Die potenticlle antimikrobielle Aktivitit steigt auBerdem mit wachsender
Hydrophobie des Hopfenderivats [106]. Vergleicht man die antibakterielle Effizienz der ein-
zelnen Hopfenbitterstoffe, beobachtet man folgende Reihenfolge: Lupulone > Humulone > [so-

humulone [65].
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Die étherischen Ole des Hopfens sind eine sehr vielschichtige Gruppe mehrerer hundert Ver-

treter mit unterschiedlichen physikochemischen, biologischen und organoleptischen Eigen-
schaften [65]. Diese Verbindungen werden von den Lupulindriisen zusammen mit den Bitterst-
offen sezerniert, wenn die Biosynthese der Bitterstoffe vollendet ist [65]. 1981 entwickelten
Sharpe und Laws [98] eine Klassifikation, die alle bekannten Hopfendle in drei Fraktionen un-
terteilt (Hydrocarbone, sauerstoffhaltige Verbindungen und schwefelhaltige Verbindungen)
[70,98]. Hierbei macht der Hydrocarbonanteil mit etwa 50 %-80% des Olgehalts den Hauptan-
teil aus, gefolgt von den sauerstoffhaltigen Verbindungen (etwa 30% des gesamten Olgehalts)
und schlieBlich den schwefelhaltigen Verbindungen mit nur etwa 1 % des Olanteils [98]. Die
antibakterielle und antivirale Wirkung von #therischen Olen wurde anhand eines sehr breiten
Spektrums von Pflanzendlen untersucht und gezeigt. Hierbei wurde der Fokus jedoch hiufig
auf Pflanzenextrakte gelegt, die eine komplexe und variable Zusammensetzung besitzen. Somit
gibt es wenige Informationen und Studien iiber die antibakteriellen Eigenschaften reiner &the-
rischer Ole. Allgemein lisst sich sagen, dass die Wirksamkeit dtherischer Ole des Hopfens im
Hinblick auf die Bakterien schwicher ist als die der Hopfenbitterstoffe [65]. Moderate antibak-
terielle Wirksamkeit von Hopfendl gegen gramnegative E. coli-Bakterien und grampositive
Bakterien, wie B. subtilis und S. aureus oder auch den Pilz C. albicans wurden durch die Hyd-

rodistillation von Hopfenzapfen erzielt [65].

Die Gruppe der Polyphenole ist eine weitere gro3e Gruppe von biologisch aktiven sekundiren
Pflanzenstoffen des Hopfens. Sie machen zwischen 3- 6% des Trockengewichts von Hopfen-
zapfen aus. Der Grofiteil der Polyphenole wird im Blatt und im Stiel produziert, mit Ausnahme
der Prenylflavonoide, welche ebenfalls von den Lupulindriisen (zusammen mit den Bitterstof-
fen und den dtherischen Olen) hergestellt werden [65]. Ferrazzano et al. verdffentlichten 2011
eine Ubersichtsarbeit, die die Studien iiber die anti-kariogenen Eigenschaften pflanzlicher Po-
lyphenole beleuchtet [28]. Diese Gruppe der Prenylflavonoide stellt einen der wichtigen Ver-
treter der Polyphenole dar. Sie zeigen eine starke biologische Aktivitit und haben einen be-
wihrten, positiven Einfluss auf die menschliche Gesundheit [64,65]. Sie zeigen antimikrobielle
Aktivititen gegen eine Vielzahl von Mikroorganismen, darunter Bakterien, Viren, Pilze [64,70]

und Protozoen [64].
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Die Hauptprenylflavonoide des Hopfens sind Xanthohumol, Isoxanthohumol, Desmethylxan-
tohumol und 6- und 8-Prenylnaringenin. Anhand einer Vielzahl von klinischen Versuchen und
Tierversuchen konnte gezeigt werden, dass Polyphenole einen sehr starken antioxidativen Ef-
fekt haben. Sie verfiigen iiber die Moglichkeit effektive Antioxidantien darzustellen und somit
ein weites Spektrum an reaktivem Sauerstoff und anderen Radikalen abzufangen [64]. Diese
Radikale spielen eine Rolle bei oxidativem Stress und kénnen eine entscheidende Rolle bei der
Entstehung von Tumoren, Atherosklerose, Diabetes und anderen Krankheiten spielen [65].
Aber auch antibakterielle Aktivititen kdnnen den Polyphenolen zugeschrieben werden. Es
wurde beispielsweise gezeigt, dass Xanthohumol das Wachstum der gram-positiven Bakterien
Staphylococcus aures [64,70] und Streptococcus mutans [64] hemmt. Diese erlangen sie primir
durch die Inhibition der Replikation von Mikroorganismen [65]. Die antibakterielle Kompetenz
beinhaltet die Fahigkeit in Zellen zu akkumulieren oder die Phospholipidzellmembran zu pe-

netrieren und eine Inhibition zu induzieren [65].
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3.4 Olsidure

CHs
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O

Abb. 2: Strukturformel cis-9-Octadecensiure (Olsiiure)

Olsiure (Abb.2) ist der wichtigste Vertreter der einfach ungesittigten Fettsiuren und aufgrund
der Lage ihrer C-Doppelbindung handelt es sich um eine Omega-9-Fettsdure. Weitere, im Ana-
lysenzertifikataufgelistete Inhaltsstoffe sind Linolsdure (maximal 18%), Palmitinsdure (maxi-

mal 8%), Palmitoleinsdure (maximal 1%) und Stearinsdure (maximal 4%).

Das natiirliche Vorkommen der Olséure, chemisch gebunden in Triglyceriden, erstreckt sich
iiber fast alle natiirlichen (pflanzlichen und tierischen) Ole und Fette. Besonders hervorzuheben

aufgrund des hohen Anteils sind hierbei Olivenol [53] und Erdnussol.

Studien haben belegt, dass Olsiure gegen multiple Bakterien unter in-vitro-Bedingungen anti-
bakteriell wirksam ist [53,121]. Es konnte auch gezeigt werden, dass Olsdure unter in-vitro-
Bedingungen gegen eine Vielzahl oraler Mikroorganismen [17,53], wie beispielsweise S.
mutans, A. actinomycetemcomitans, C. albicans, P. gingivalis, F. nucleatum und S. gordonii
wirksam ist [53]. Fettsduren allgemein sind ubiquitidre Molekiile, die typischerweise gebunden
an andere chemische Verbindungen, wie Glycerin, Zucker oder Phosphate, vorkommen, um

Lipide zu formen.
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Durch enzymatische Spaltung konnen daraus freie Fettsduren entstehen, welche vielseitige und
starke biologische Aktivititen aufweisen. Kurz-, mittel- und langkettige freie Fettsduren allge-
mein zeigen antibakterielle Eigenschaften in in-vitro-Studien [21,54,63,82]. Sie agieren als na-
tiirliche Abwehrmechanismen, ihre biologische Aktivitit dient der Bekdmpfung potentiell pa-
thogener oder opportunistischer Mikroorganismen [21]. Diese Aufgabe wird ihnen in vielen
multizelluldren Organismen, darunter Sdugetiere [50], Pflanzen [111], Weichtiere [9] und See-
tang [72], zuteil. Ein beeindruckendes Beispiel hierfiir ist die menschliche Haut, deren durch
lipolytische Spaltung von Fetten der Talgdriise entstandene Fettsiduren eine starke bakterizide
Wirkung aufweisen [24]. Die Anzahl der Kohlenstoffatome ist variabel, alle freien Fettsduren
zeichnen sich jedoch durch eine Carboxylgruppe (-COOH) an einem und einer Methylgruppe
(-CH) am anderen Ende aus. Freie Fettsduren mit weniger als 8§ Kohlenstoffatomen werden als
kurzkettige, solche mit mehr als 16 Kohlenstoffatomen als langkettige Fettsduren bezeichnet.
Lang- und mittelkettige Fettsduren scheinen einen starkeren Effekt auf gram-positive Bakterien
zu haben als auf gram-negative Bakterien [21,63,82]. Gram-negative Organismen werden von
sehr kurzkettigen (mit sechs oder weniger Kohlenstoffatomen) Fettsduren angegriffen, wahrend
Fettsduren mit mehr als acht Kohlenstoffatomen keinen Effekt auf selbige haben [82]. Der Be-
griff ,,ungesittigt* bezieht sich auf die Anzahl der Kohlenstoffdoppelbindungen. Verbindungen
mit einer oder mehr C=C Doppelbindungen werden als ungesattigte Fettsduren bezeichnet. Sie
scheinen eine hohere antibakterielle Potenz zu haben als gesittigte Fettsduren mit gleicher An-
zahl an Kohlenstoffatomen [21,63,82]. Auch die Anzahl und Ausrichtung der Doppelbindung
in Bezug auf ihre Konfigurationsisomerie hat einen Effekt auf die antibakterielle Effektivitat
der Fettsduren. Die in der Natur vorkommenden freien Fettsduren haben typischerweise eine
cis-Orientierung (relative Stellung zweier Substituenten beziiglich einer Referenzebene) und
scheinen eine stirkere antibakterielle Potenz aufzuweisen als jene mit trans-Isomerie
[21,63,82]. Der Grund hierfiir ist vermutlich, dass die Struktur der ungeséttigten trans-Isomere,
denen der gesittigten freien Fettsduren dhnelt. Ihr chemischer Aufbau und die oben genannten
funktionellen Gruppen machen die Fettsduren zu amphiphilen Molekiilen, was einen wesentli-
chen Aspekt ihrer Wirkweise darstellt [21]. Dies ermdglicht Thnen mit der Bakterienzellwand
zu interagieren und dort voriibergehende oder permanente Poren unterschiedlicher Grofle zu
bilden. In hoher Konzentration kdnnen Detergenzien wie die freien Fettsduren Zellmembranen
in solchem Umfang destabilisieren und auflosen, dass verschiedene Membranproteine oder gro-

Bere Teile der Lipiddoppelschicht freigegeben werden [21].
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Der Schliisselmechanismus der freien Fettsduren an der Bakterienzellwand ist die Energiege-
winnung mittels Interferenz mit der Elektronentransportkette und die Storung der oxidativen
Phosphorylierung der Zelle. Dies geschieht beispielsweise durch das Binden an Carrier der
Elektronentransportkette, die den Protonengradienten zwischen Zellaulen- und Zellinnenwand
aufrechterhalten. So ist es ihnen moglich, diese zu hemmen und somit den Gradienten zu ver-
ringern. Da dieser Ladungsunterschied wesentlich fiir die ATP Synthese der Zelle ist, kommt
es hierdurch zu einem entscheidenden Energieverlust des Systems. Auch andere Wege der bak-
teriostatischen und bakteriziden Wirkung freier Fettsduren werden beschrieben. So kann es in
Anwesenheit der freien Fettsdure zur Zelllyse, Inhibition von Enzymaktivititen, Herstellung
von toxischen Oxidationsprodukten, Beeintridchtigung der Néhrstoffaufnahme und weiteren

zellschidigenden Ereignissen kommen [21].

3.5 Lysozym

Lysozym ist ein den Hydrolasen zugehdriges Enzym, das unter anderem im Speichel vorkommt
und durch seine antibakterielle Wirksamkeit das angeborene Immunsystems unterstiitzt [88].
Die Namensgebung ldsst sich auf den bekannten, schottischen Mediziner und Bakteriologen
Alexander Fleming (1881-1955) zuriickfiihren, der die antibakterielle Wirkung dieses Enzyms
auf das Bakterium Micrococcus lysodeikticus beobachtete [29,33,59]. Wihrend er es zunichst
lediglich als ein Produkt des Nasenschleims vermutete, wurde ihm spéter die Tragweite seiner
Untersuchungen bewusst. Generell muss ein lytisches Enzym eine bestimme Reihe an Eigen-
schaften erfiillen, um als Lysozym bezeichnet werden zu konnen. Hierzu zéhlt, dass es sich um
ein basisches Protein handeln muss, welches ein geringes Molekulargewicht (etwa 15000) hat.
Des Weiteren muss es bei saurem pH besténdig und bei pH=4,5 ein bis zwei Minuten auf 100
°C erhitzt werden konnen, ohne an Aktivitédt zu verlieren [33,59]. AuBBerdem muss es bei alka-
lischem pH instabil und aktiv gegeniiber dem Bakterium Micrococcus lysodeikticus sein.
Lysozym ist in der Lage die B-1,4- glykosidischen Bindungen zwischen N-Acetylmuraminséure
und N-Acetylglucosaminresten zu spalten [25,56,59]. Dadurch ist es ihm moglich das Pep-

tidoglykangeriist bakterieller Zellwidnde abzubauen und diese dadurch zu zerstéren [25,35,55].
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Durch diese Hydrolyse der Peptidoglykanschicht bakterieller Zellwénde erhoht Lysozym die
Permeabilitét der Bakterien und dies fiihrt letztlich zu osmotischen Verdnderungen, welche in
der Lyse der Mikroorganismen enden [35]. Des Weiteren beinhaltet die antibakterielle Wirkung
des Lysozyms ebenfalls die Aggregation von Bakterien, die Aktivierung bakterieller Autolyse,
die Inhibitions bakterieller Adhidrenz und des Glucosestoffwechsels der Bakterien [88]. Zu den
reichsten Lysozymquellen gehoren die menschlichen Leukozyten sowie das Hithnereiweil3. Je-
doch enthalten auch eine ganze Reihe weiterer menschlicher, tierischer und pflanzlicher Zellen
und Sekrete (Speichel, Nasensekret, Trinenfliissigkeit, Blutseren, Liquor cerebrospinalis,
Lunge, Milz, Niere, Knochen, Plazenta, Milch etc.) Lysozyme [33]. Untersuchungen haben er-
geben, dass sich die antibakterielle Wirkung des Lysozyms hauptsidchlich auf gram-positive
Bakterien bezieht [15,25,83,88]. Im Gegensatz hierzu sind die meisten gram-negativen Bakte-
rien resistent gegen die Effekte des Lysozyms, da die d&ullere Membran das Peptidoglykangertist
vor dulleren Einfliissen schiitzt [15,25,88]. Da Lysozym nicht im Stande ist, diese Membran
ohne weiteres zu durchbrechen, gilt es als ein Enzym, welches nur eine sekundéire Funktion in
der Wirtsabwehr gram-negativer Bakterien hat. Auch konnten Studien die antifungale Wirkung
des Lysozyms nachweisen. So zeigten Samaranayake et al. 1997, dass unter in-vitro- Bedin-
gungen zwanzig aus der Mundhdhle, von an Candida krusei erkrankten Patienten isolierte
Candida krusei-Sporen, empfindlich gegeniiber Lysozym reagierten. Ebenso verhielt es sich
bei fiinf, ebenfalls aus der oralen Flora erkrankter Patienten isolierten Candida albicans-Proben
[92] . Das aus Hiihnereiweill gewonnene Lysozym ist das erste Enzym, dessen Tertidrstruktur
aufgeklart werden konnte [60]. Die Aminosduresequenz des aus Hiihnereiweill gewonnenen
Lysozyms ist bekannt und besteht aus 129 Aminoséureresten, die in einer einzigen Polypep-
tidkette aufgereiht sind und {iber vier Disulfidbriicken der Cysteinreste gehalten werden [60].
Die Polypeptidkette ist, die dreidimensionale Struktur betrachtet, in etwa zwei gleich groen
Teilen angeordnet, zwischen denen ein tiefer Spalt klafft. In diesem Spalt werden die Substrate
(und Inhibitoren) durch Wasserstoffbriicken gebunden und unter Mitwirkung von den Amino-
sduren Glutaminséure (an Position 35) und Asparaginsdure (an Position 52), welche das aktive
Zentrum des Enzyms bilden, hydrolysiert [60]. 2001 konnten Vocadlo et al. experimentelle
Evidenz fiir die exakten Abldufe der Spaltung der Bakterienzellwand liefern: Zunichst wird das
Substrat (Polysaccharid) durch das Enzym an einem 6 Saccharid langen Teil gebunden. In Folge
dessen wirkt die Carboxylgruppe von Asparaginsdure auf Position 52 als Nucleophil um das

Glycosylintermediat zu bilden, das zu einer Konformationsédnderung des Substrates fiihrt.
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Die Seitenkette des Glu 35 (Aminoséure des Lysozyms an 35. Stelle) iibertrdgt nun ein Proton
(H+) auf das glykosidische Sauerstoffatom. Das Enzymcarboxylat selbst wird durch Wasser
von dem Glycosyl-Enzym-Intermediat getrennt, was mit einer erneuten Konfirmationsum-
wandlung in den Ursprungszustand einher geht [12,69]. Lysozym hat neben dieser Wirkung
auch noch eine antimikrobielle Eigenschaft, die unabhéngig von dieser enzymatischen Wirkung
ist. Es konnte mit Hilfe von enzymatisch inaktivem Lysozym gezeigt werden, dass es dennoch
die bakterielle Autolyse aktivieren kann [35,73]. Es ist ebenfalls struktureller, immobiler Be-
standteil der Pellikel, welche als Proteinschicht auch einige antibakteriell wirkende Proteine
beinhaltet [35,36,38]. Da die Bindung (Immobilisation) von Enzymen innerhalb der Pellikel
mit einer Anderung der Sekundér- und Tertifirstruktur einhergeht, sind die physikalischen und
chemischen Eigenschaften jener Proteine verdndert [35,44]. Hierbei kann auch das aktive Zent-
rum des Enzyms verindert sein, was bei einigen dieser Enzyme (z.B. Alkalische Phosphatase)
zu einer geringeren Aktivitit im an Hydroxylapatit gebundenen Zustand fiihrt [35]. Dennoch
konnte gezeigt werden, dass einige Enzyme wie z.B. Amylase und Lysozm in einer aktiven
Form in der in-situ gebildeten Pellikel gebunden sind [35,36,44]. So konnten Hannig et. al
ebenfalls in in-situ-Studien zeigen, dass bereits nach sehr kurzer Zeit (1 min) der Pellikelbil-
dung eine antibakterielle Wirksamkeit durch das in der Pellikel gebundene Lysozym detektiert
werden kann. So stellt es den Hauptanteil der unspezifischen, antibakteriell wirkenden Kom-
ponenten der initialen, aus dem Niederschlag von Speichelproteinen entstandenen Pellikel dar
[35,38]. Das Lysozym aus dem Speichel kann auf zwei Arten in der Pellikel gebunden sein. Ein
Teil, der fest im immobiliserten Zustand in der Pellikel verankert ist und von einer Substratspii-
lung nicht entfernt werden kann, und einem schwicher assoziierten Teil gebundenen Lysozyms,
der von einer Substratlosung entfernt werden kann [35]. Eine weitere Eigenschaft des in der
Pellikel gebundenen Lysozyms ist es, spezielle Bakterien spezifisch zu binden und somit die
bakterielle Aggregation und Adhérenz zu erleichtern [35]. Dieser Tatsache entgegen hemmt
Lysozym jedoch die Adhédrenz von Streptokokken auf dem mit Speichel bedeckten Hydro-
xylappatit [35]. Da die Pellikel einer stindigen und dynamischen chemischen und enzymati-
schen Modifikation unterliegt, zeigt sie sowohl Adsorption als auch Desorption von Biomole-
kiilen, darunter auch von Enzymen [35]. In einer weiteren Studie konnten Hannig et al. zeigen,
dass es moglich ist, die Immobilisation des Lysozyms in der in-situ gebildeten Pellikel gezielt

zu erhohen [41].
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4 Material und Methode

4.1 Versuchsplan

Ziel der Studie war die In-situ-Testung verschiedener Naturextrakte auf ihre bakterielle Wir-
kung anhand boviner Schmelz- und Dentinpriifkdrper, welche intraoral exponiert wurden.
Hierzu wurden zunéchst drei gesunde Probanden ausgewihlt. Diese Probanden erhielten zu
Beginn eine Abformung beider Kiefer mit dem Alginat Blend-a-print Elastic-Alginat (Procter
& Gamble, Schwalbach, Deutschland). Nach Ausgielen der Abdriicke mit Superhartgips der
Klasse IV (Die-Stone Peach Klasse IV-Gips, Heraeus Kulzer GmbH, Hanau, Deutschland)
konnten auf den Modellen partielle Miniplastschienen mit Hilfe eines Vakuumtiefziehgerits

hergestellt werden (Erkopress ES 2004, Erkodent GmbH, Pfalzgrafenweiler, Deutschland).

Bei dem Material der Schienen handelte es sich um hartelastische, transparente Duran®- Folien
1,0 x 125 mm (Scheu-Dental, Iserlohn, Deutschland). Die bovinen Priifkdrper konnten auf die-
sem Wege auf der Bukkalfldche der Seitenzdhne im Oberkiefer mit Hilfe eines A-Silikons an-
gebracht und nach 48 Stunden demontiert werden, um sie anschlieend fluoreszenzmikrosko-
pisch, rasterelektronenmikroskopisch und transmissionselektronenmikroskopisch zu untersu-
chen. Die Verteilung der Priitkorper auf den Schienen und die systematische Einteilung nach
Art der Mikroskopie werden in Abb. 3 gezeigt. Initial nach Einsetzen der Schiene (nach drei
Minuten) und alle sechs Stunden erfolgte wéahrend der kompletten Tragedauer eine dreifig-
sekiindige Spiilung mit den zu testenden Substanzen. Als Referenz wurde selbiges Protokoll
mit sterilem Wasser wiederholt, um den Effekt der Naturextrakte auf die Pellikel, den Biofilm

und die Bakterien zu untersuchen.

Fiir die Dauer des Tragens wurde seitens der Probanden génzlich auf potentiell oder erwiese-
nermaflen antimikrobielle Nahrungs- und Speisemittel (Kaffee, Alkohol etc.) sowie auf anti-
bakteriell wirkende Zahnpasten oder Mundspiillésungen verzichtet. Somit erfolgte die Mund-
hygiene innerhalb der 48 h lediglich rein mechanisch, um eine standardisierte Pellikel- und

Biofilmbildung gewéhrleisten zu konnen.

-2



Material und Methode

Dieser Versuchsplan und Versuchsaufbau wurde im Rahmen eines Ethikvotums (238/03; 2016)

der Ethikkommission der Arztekammer des Saarlandes iiberpriift und genehmigt.

Live/Dead Fluoreszenz

L]

L

Live/Dead Fluoreszenz

REM REM

Live/Dead Fluoreszenz

—

Live/Dead Fluoreszenz

REM REM

RECHTS LINKS

Schmelz

Dentin

Abb. 3.: Versuchsanordnung: Darstellung des Oberkieferzahnbogens. Die rechteckigen Symbole stellen die Priifkor-
per dar, welche an den Bukkalflichen der Miniplastschiene im Oberkieferseitenzahnbereich montiert wurden.

Abkiirzungen: Live/Dead Fluoreszenzmikroskopie mit Vitalfirbemikroskopie
REM-= Rasterelektronenmikroskopie, TEM= Transmissionselektronenmikroskopie
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4.2 Spullosungen

4.2.1 Experimentelles Hopfenextrakt

Das hier verwendete experimentelle, wéssrige Hopfenextrakt FlavoPura wurde von der Firma

NIC (Natural Medical Products, Homburg, Germany) produziert und zur Verfligung gestellt.

4.2.2 Olsdure

Bei der hier verwendeten, pharmazeutisch gereinigten Olsdure (Olsiure, GPR RECTAPUR®,
VWR Chemicals International GmbH Darmstadt, Deutschland) handelt es sich um eine cis-9-
Octadecensdure mit der Summenformen CisHs4O: (laut Analysenzertifikat mindestens 72 %)

und sie stellt somit eine langkettige, freie Fettsdure dar.

4.2.3 Lysozym

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurde ein aus Hiihnereiweil3 (Albumin) gewonnenes
Lysozympulver der Firma Fordras (Fordras, a Bioseutica Group Company, Lugano, Schweiz)
verwendet. Dieses wurde mit sterilem, pyrogenfreiem Wasser (Aqua. B. Braun, B. Braun

Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) in eine 1,4 mg/ml konzentrierte Losung gebracht.
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4.3 Probanden

Es nahmen drei Probanden (zwei Ménner und eine Frau im Alter zwischen 30 und 38 Jahren)
an der Studie teil, deren allgemeinmedizinische Anamnese im Vorfeld iiberpriift wurde. Allge-
meinerkrankungen oder Dauermedikationen, die die intraorale Gesundheit beeinflussen, sollten
somit ausgeschlossen werden. Des Weiteren wurden Schwangerschaft, Nikotinkonsum und
Alkoholkonsum wéhrend der Versuchdauer als Ausschlusskriterien eingestuft. Nach Voraus-
wahl anhand der allgemeinmedizinischen Anamnese erfolgte anschlieend eine intraorale In-
spektion. Um die Beschaffenheit der Mundflora weitestgehend in einem physiologischen
Spektrum zu halten, wurden jene Probanden ausgewihlt, bei deren klinischer Untersuchung

kein Anhalt fiir aktive kariose Léasionen oder Parodontopathien diagnostiziert werden konnten.

4.4 Prifkorper

Die zur oralen Biofilmgewinnung genutzten Schmelz- und Dentinpriifkdrper entstammten
extrahierten, bovinen Schneidezihnen toter, BSE-negativer Rinder vom Schlachthof Zweibrii-
cken (Rheinland- Pfalz), die {iber einzelne Zwischenstufen zu der gewiinschten Form verarbei-

tet wurden (Abb.5).

Im Anschluss an die Extraktion wurden die Zahne zunéchst in 0,1 % iger Thymolldsung (0,1
ml Thymol, 10,0 ml 96%iges Ethanol ad 100 ml Aqua purificata) gekiihlt gelagert (4° C). An-
schlieBend wurden die Zahne mit Hilfe einer Diamanttrennscheibe (Schleiftrennmaschine
WOCO 50p, Conrad GmbH, Clausthal, Deutschland) unter Wasserkiihlung rotierend mit Hilfe
eines Nassschleifgerites (Gripo 2V, Metkon Instruments Ltd, Bursa, Tiirkei) zu quadratisch
oder rechteckigen Pléttchen aufgearbeitet und schlieBlich die Oberfliche bis zur Kornung
P2500 (Dentin) oder P4000 (Schmelz) poliert. Das Sdgeschema hierzu lésst sich Abb. 4 ent-
nehmen. Die Pléttchen sollten in etwa 4-5 mm breit und 3-4 mm hoch sein, rechte Winkel und

eine parallele und plane Schmelz- und Dentinfliche aufweisen.
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Die Mindestschichtstérke sollte 1-1,5 mm betragen, wobei das Verhiltnis der Dicke der zu un-
tersuchenden Zahnhartsubstanz zu der unterstiitzenden Zahnhartsubstanz 2:1 betragen sollte.
Bsp.: Zur Herstellung eines Schmelzpriifkorpers sollte die oberflachliche Schicht Schmelz dop-
pelt so dick sein wie die unterstiitzende Dentinschicht, welche die Gefahr der Schmelzperfora-
tion senkt. Wéhrend die Bearbeitung der Dentinpriifkdrperoberfliche mit aufsteigender Kor-
nung bei P2500 endete, wurden die Schmelzpriifkdrper noch einmal sukzessiv bis P4000 po-
liert. Die Endkontrolle der Politur erfolgte lichtmikroskopisch (Zoom-Stereomikroskope SMZ
168, Motic GmbH, Wetzlar, Deutschland) bei zwolffacher VergroBerung.

Abb. 4: Sigeschema fiir die bovinen Frontzihne zur Priifkorperherstellung
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Abb. S: Stadien der Priifkérperherstellung: A: Rinderzahn in toto, B: geségtes bovines Zahnhartsubstanz-
fragment, C: fertiger boviner Schmelzpriifkérper nach Politur

Einen Tag vor Versuchsbeginn wurde mit der Reinigung und Desinfektion der Priifkorper be-
gonnen. Im ersten Schritt verweilten die Priitkorper jeweils fiir eine kurze Zeit in 3%iger Nat-
riumhypochloritlosung unter stindiger Bewegung (Wipptisch Rocky, Froebel Laboratory
Equipment, Lindau, Deutschland). Nach eingehender Sduberung unter flieBendem, deionisier-
tem Wasser und einer Verweildauer von 5 Minuten fiir Schmelz und 2 Minuten fiir Dentin im
Ultraschallbad (Sonorex RK 100 H, Bandelin, Berlin, Deutschland), konnten die Priifkdrper im
nichsten Schritt fiir 15 Minuten in 70%igen Isopropylalkohol eingebracht werden. Nach der
abschlieBenden Reinigung mit sterilem Wasser war eine Wésserung der Priifkorper fiir mindes-
tens 6 Stunden, aber maximal drei Tage bei 4°C von Noéten, um etwaige Ethanolriickstinde

auszuschwemmen und zu verdiinnen.
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4.5 Orale Exposition

Im Rahmen der Versuchsdauer wurden die Priifkdrper durch die Probanden auf den individuell
hergestellten Oberkiefertiefziehschienen getragen. Zum Anbringen der Proben auf der Buk-
kalflache der Schiene, welche eigens hierfiir mit kleinen Perforationen versehen wurde, um eine
Retention zu gewéhrleisten, wurde ein diinnflieBendes A-Silikon verwendet (President light

body Colténe/Whaledent GmbH und Co. KG, Langenau, Deutschland).

Die insgesamt acht Priifkorper wurden im Silikon so platziert, dass eine Biofilmbildung und
bakterielle Adhdrenz nur auf der jeweilig dafiir vorgesehenen Dentin- bzw. Schmelzoberfla-
chen moglich waren. Bis die Priifkorpertrageschienen von den Probanden in situ eingegliedert
wurden, lagerten sie in Aqua dest. bei 4°C. Nach 48-stiindiger Tragezeit konnten die Priifkdrper
mit einer zahnirztlichen Pinzette und einem holzernen Zahnstocher vorsichtig von der Schie-
nenoberfliche entfernt und nach behutsamer Reinigung mit Braunwasser, um Speichelriick-
stande zu entfernen, weiteren Untersuchungen zugefiihrt werden. Im Rahmen der vorliegenden

Versuchsanordnung wurden die Priifkorper, wie auf Abb. 6 zu sehen, montiert.

Wihrend des Tragens der Schienen sollte seitens der Probanden auf gesiif3te, alkohol- oder kof-
feinhaltige Getrénke verzichtet werden. Zulédssig war das Trinken von Wasser mit oder ohne
Kohlensdure. Nach und wihrend der Einnahme von Speisen sollte die Schiene in einer Feucht-
kammer, wie etwa einer mit feuchtem Tuch ausgelegten, verschlieBbaren Plastikbox, gelagert
werden, um ein Austrocknen der Priitkorper und des darauf befindlichen (initialen) Biofilms zu
verhindern. Um dem Speichel die Moglichkeit der Remineralisation und der Normalisierung
des pH- Wertes im Mund zu geben, wurden die Schienen erst 30 min nach Beendigung der
Nahrungsaufnahme und einer mechanischen Zahnreinigung, mittels einer Zahnbiirste ohne

Zahnpasta, wieder eingegliedert.

Direkt nach Eingliederung der Schiene (nach 3 min) und schlieBlich alle 6 h, wurde der Mund
fiir jeweils 30 s mit der zu testenden Substanz gleichmiBig gespiilt. Hierfiir wurden jeweils 10
ml der Testlosung in einem Reaktionsgefdall (Eppendorf Conical Tubes 15 ml, Eppendorf AG,

Hamburg, Germany) vorbereitet.
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Abb. 6: Seitenansicht eines Gipsmodells des Oberkiefers mit aufgesetzter Miniplastschiene und befestigten
Schmelz- und Dentinpriifkérpern Regio 13-17

-29.



Material und Methode

4.6 Fluoreszenzmikroskopische  Untersuchung der  Prifkorper
(FM/LDS)

Direkt nach Beendigung des Versuches und Entnahme der Priitkorper aus der Mundhdhle wur-
den diese umgehend der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung unterzogen. Im Vorfeld
erfolgte die Herstellung der Live/Dead Staining Solution (LIVE/DEAD™ BacLight™ Bacte-
rial Viability Kit, for microscopy & quantitative assays, Thermofischer Scientific, Waltham
Massachusetts, USA). Mit Hilfe dieser Losung, bestehend aus 1000 pl 0,9%igem NaCl (isoto-
nische Kochsalzlosung NaCl 0,9% Fresenius, Kabi, Deutschland) und jeweils 1 ul SYTO® 9
und 1 pl Propidiumiodid, ist es moglich tote von lebenden Bakterien mittels einer Vital-Fluo-
reszenz-Doppelfarbung zu unterscheiden. Die Wirkung der Staining Solution basiert auf der
Interaktion fluoreszierender Reaktionsfarbstoffe, so genannten Fluorochromen. Diese Stoffe
sind fahig, nach Anregung mit einem Licht bestimmter Wellenlédnge (Excitation) Licht einer
anderen Wellenldnge zu emittieren. Dieses Licht kann im Rahmen der Fluoreszenzmikroskopie
durch bestimmt Filter selektiv dargestellt werden und das ermdoglicht, tote von lebendigen Bak-
terien visuell zu unterscheiden. Nach Ansetzen der Losung sollte diese durch ein Schiittelgerit
griindlich durchmischt werden (Vortex- Genie 2 Scientific Industries, USA) und bleibt dann

bei einer Temperatur von 4°C und in Abwesenheit von Licht fiir 48 h stabil.

Die gereinigten Priifkorper wurden mit etwa 7-9 pl, je nach Priifkdrpergrof3e, der vorbereiteten
Losung versetzt und in Dunkelheit fiir 10 min inkubiert (Einkanalpipetten, VWR International
GmbH, Darmstadt, Deutschland). Wichtig hierbei war, dass die gesamte, der oralen Mundhéhle
exponierte Flache des Priifkdrpers von Féarbelosung benetzt wurde, um ein flachiges Bild und
eine reprisentative Darstellung der Ergebnisse zu gewéhrleisten. Nach dieser Einwirkzeit konn-
ten die Proben mit Kochsalz gereinigt und fiir das Mikroskop vorbereitet werden. Hierfiir wurde
eine etwa erbsengrofle Portion Vinylpolysiloxan (A Silikon, hier Provil®novo, Kurzer GmbH
Deutschland) auf einen Objekttrager gebracht. Diese Kugel diente als Einbettmasse fiir den
Priifkorper, der zentral in das Silikon eingebracht wurde. Von groBBer Bedeutung fiir das spétere
Mikroskopieren war die parallele Ausrichtung des Priifkdrpers zum Objekttrager, um spiteren

Ungenauigkeiten und Problemen bei der Fokussuche vorzubeugen.
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Sobald der Priitkorper addquat im Silikon positioniert war, konnte ein diinner Film Mounting
Ol (LIVE/DEAD™ BacLight™ Bacterial Viability Kit, for microscopy & quantitative assays,
Thermofischer Scientific, Waltham Massachusetts, USA) appliziert werden, welcher als Gleit-
mittel zwischen Priifkérper und dem im néchsten Schritt angebrachten Rundgldschen diente.
Der erste Schritt unter dem Mikroskop (Axio Imager M2, Zeiss, Deutschland) war nun die 20-
fache VergroBerung der Probe. Mit Zuhilfenahme der Axiovision Mikroskopsoftware Axio Vi-
sion 4.8 (Carl Zeiss Microimaging GmbH, Gottingen, Deutschland) konnten auf diesem Wege
pro Préparat etwa 6-8 Bilder erstellt werden, die die Verteilung der Bakterien und den Vitali-
tatszustand selbiger widerspiegeln. Hiermit war es moglich den Einfluss der einzelnen Testsub-
stanzen auf den Vitalitdtszustand und die Verteilung der oberflachlichen Bakterien des Biofilms

zu bewerten.

4.6.1 Bildanalyse/ Messung der Ausdehnung des Biofilms und der Vitalitét vor-
handener Bakterien

Zur Analyse der fluoreszenzmikroskopischen Bilder wurde das in Java geschriebene, frei zu-
géngliche (open source-) Programm ImageJ verwendet. Es ermoglicht dem Anwender, die bak-
terielle Besiedlung des Priitkorpers zu bestimmen. So wird einmal der Bereich des gesamten
Priifkorpers ausgemessen und in einem anderen Arbeitsschritt wird der Priifkdrperbereich mar-
kiert, auf dem sich die rot und griin eingefarbten Bakterien befinden (Abb. 7). Die beiden ge-

messenen Werte werden anschliefend miteinander ins Verhéltnis gesetzt.

Ebenso erfolgt die Ermittlung der Vitalitit des vorhandenen Biofilms. Da im Vorfeld bereits
mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops jeweils ein Bild fiir die Ausdehnung der roten Fluores-
zenz (Propidiumiodid, tote Zellen) und ein Bild zur Darstellung der Ausdehnung griiner Fluo-
reszenz (Syto9, lebende Bakterien) angefertigt wurden, konnte jedes Bild vermessen werden

und beide Bilder konnten dann miteinander verglichen werden.
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Abb. 7: Analytische Erfassung der Biofilmausdehnung mit dem ImageJ-Programm

4.7 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung der Prifkorper
(REM)

Nach Entnahme der Schiene wurden die Schmelz- und Dentinpriifkdrper ebenfalls zunéchst
vorsichtig gereinigt und fiir eine Stunde in Fixierlosung (Gemisch aus 1 % igem Glutaraldehyd,
1%igem Paraformaldehyd und 0,1 M Cacodylatpuffer) gelegt. Das nachfolgende Protokoll sah
zunichst eine fiinf Mal zehnminiitige Lagerung in 0,1 M Cacodylatpuffer vor. Die anschlie-
Bende Trocknung wurde im Rahmen einer Alkoholreihe erreicht. Hierzu wurden die Priifkdrper
zundchst fiir zwei mal fiinf Minuten in 50%igen Alkohol eingelegt. SchlieBlich folgte eine je-
weils fiinfminiitige Lagerung der Proben in Ethanol aufsteigender Konzentration (70%, 80%,
90%) und schlieBlich eine abschlieBende zweimalige Lagerung fiir je zehn Minuten in 100%i-

gem Alkohol.

Nach Ablauf der Zeit wurde der Alkohol mittels einer Pipette entfernt (BrandTech Transfer-
pette S Single Channel Adjustable Volume Pipette 100-1000uL., BrandTech Scientific, Essex
USA) und die Priifkorper zur Lufttrocknung unter dem Abzug deponiert (Waldner Abzug MC
6, Waldner Laboreinrichtung, Wangen, Deutschland). Nach vollstindiger, mindestens 24-stiin-

diger Lufttrocknung konnten die Priifkorper weiterverabeitet werden.
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Fiir die rasterelektronenmikroskopische Untersuchung der Biofilme wurde ein Fei XL30 ESEM
FEG Rasterelektronenmikroskop verwendet (Fei Company, Eindhoven, NL). Ein Mikroskopie-
ren der Proben machte zunichst das Be-Sputtern der Priitkorper mit einem elektrisch leitenden
Stoff notwendig. Dies geschah nach Aufbringen der Praparate auf einen Probenteller (SEM pin
stub 12,7 Diameter top, standard pin, aluminium Micro to Nano V.O.F Haarlem, Niederlande)
und durch Aufdampfen einer diinnen Kohlenstoffschicht auf die Oberfliche der Priifkdrper
(Kathodenzerstdubungsanlage SCD 030, Oerlikon Balzers, Pfaffikon, Schweiz) (Abb.8).

Abb. 8: Fertig vorbereitete und mit Kohlenstoff bedampfte Priifkorper auf Probeteller

Die Proben wurden bei 5 kV und 25-, 500-, 1000-, 2000-, 5000-, 10000- und bis hin zu 20000-
facher Vergroferung mikroskopiert, um morphologische Unterschiede der Bakterien bzw. des
Biofilms zu detektieren und zu interpretieren. Die technischen Einstellungen des Mikroskops,
wie etwa der Neigungswinkel, Spot, GroB3e und Scanmodus wurde fiir alle untersuchten Proben
konstant gehalten. Es wurde jeweils ein reprasentatives, charakteristisches Bild pro VergroBe-
rungsstufe und Probe aufgenommen. Hierfiir wurde die Morphologie und Quantitit der Bakte-
rien und des Biofilms der einzelnen Proben mit derer der Kontrollproben verglichen. Dies lief3

eine Aussage iiber die Effektivitdt der Spiillosungen im Management des oralen Biofilms zu.
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4.7.1 Scoring und Auswertung der REM- Bilder

Die mit Hilfe des REM entstandenen Bilder wurden anhand eines Scoring Systems nach Feng

et al. klassifiziert und ausgewertet (Tab.1).

Tabelle 1: Scoringsystem zur Auswertung der REM- Bilder aus Feng et al. [25]

6 Etablierter Multilayer- Biofilm, multiple Morphotypen, bedeckt >50% der Prifkdrperober-
flache

5 Etablierter Biofilm, bedeckt <50% der Prifkérperoberflache

4 Multiple mikrobielle Aggregationen oder Monolayer- Biofilm

3 Wenige mikrobielle Aggregationen, hunderte Mikroorganismen

2 Wenige kleine mikrobielle Aggregationen, dutzende Mirkoorganismen

1 Deutliche Pellikel, keine oder vereinzelte Mikroorganismen
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4.8 Transmissionselektronenmikroskopische Untersuchung der Priif-
korper (TEM)

Die Vorbereitung der Transemissionsmikroskopie startete mit der Entnahme der Priifkdrper aus
der Fixierlosung (zusammengesetzt aus 1% Formaldehyd und 1% Glutaraldehyd in 0,1 M Ca-
codylatpuffer pH 7,4), in die die Priifkdrper nach Beendigung der Tragezeit und Reinigung mit
sterilem Wasser eingelegt wurden. Daraufhin folgte das Einbringen selbiger in einen 0,1 M
Cacodylatpuffer fiir 24 Stunden. Nach Ablauf der 24 Stunden konnten die Priifkorper im néchs-
ten Schritt einer Nachfixierung in einer 4%igen Osmiumlosung, bestehend aus 1g Osmium-
tetroxidkristallen, in Braunwasser gelost und schlielich 1:1 mit 0,2 M Cacodylatpuffer ver-
diinnt, unterzogen werden. Diese Nachfixierung fand in abgedunkelten Verhéltnissen fiir etwa
eine Stunde auf dem Schiittler statt. AnschlieBend wurden die Proben entsprechend des in Tab.

2 zusammengefassten Protokolls entwassert.

Tabelle 2: Entwiisserungsprotokoll TEM- Proben

1| 1x 10 Minuten Ethanol 50% im offenen Rollrandglas, bei Raumtemp.

2 | 2x 10 Minuten Ethanol 70%

3 [ 2x 10 Minuten Ethanol 90%

4 | 2x 10 Minuten Ethanol 100%

5 | 2x 10 Minuten Ethanol 100% im geschlossenen Rollrandglas, unter Abzug
6 | iber Nacht Araldit-Aceton-Gemisch im offenen Rollrandglas, unter Abzug

Nachdem die Priifkoper mittels dieses Protokolls entwissert und eine Nacht in einem Araldit-
Aceton-Gemisch inkubiert worden waren, konnten die Priifkorper in ein reines Aralditgemisch
umgesetzt werden.Dieses erstgenannte Araldit-Aceton-Gemisch setzt sich aus drei Komponen-
ten zusammen, dem Araldit Resin CY212 (Agar Scientific Ltd, Essex, United Kingdom),
DDSA (Dodecenyl Succinic Anhydride, Agar Scientific Ltd, Essex, United Kingdom) und
2,4,6- Tris(dimethylaminomethyl)phenol (SERVA Electrophoreses GmbH, Heidelberg,
Deutschland).

-35-



Material und Methode

Zunichst wurden CY212 und DDSA fiir 30 Minuten griindlich verriihrt und anschlieend
wurde 2,4,6-Tris(dimethylaminomethyl)phenol hinzugegeben, und die Mischung wurde noch
einmal 15 Minuten verriihrt, um letztlich mit wasserfreiem Aceton im Verhiltnis 1:1 versetzt
zu werden. Die drei oben genannten Bestandteile stellen ebenfalls die Basis fiir das reine Aral-
ditgemisch dar, bei dem auf das Aceton verzichtet wurde. Nach dem erneuten Umsetzen der
Priifkorper in reines Araldit-Gemisch am 3. Tag der Einbettung wurden die Proben fiir 48 Stun-
den bei 65 °C im Brutschrank inkubiert, um dem Aralditkunststoff die Moglichkeit der voll-
stindigen Auspolymerisation zu geben. Im néchsten Schritt wurden die auspolymerisierten Pré-
parate an der Schleifmaschine substanzreduziert und zu einer geometrischen Form geschliffen,
die eine zweifelsfreie Orientierung im Priparat selbst ermoglicht. Die Dentinoberfliche zeigte
in diesem Arbeitsschritt Richtung Boden. Im Fall der Schmelzpriifkérper wurde das durch das
Osmiumtetroxid braun verfiarbte, deutlich zu erkennende Dentin an der Schleifmaschine voll-
kommen abgeschliffen. Der nach der Reduzierung der Priparate bestehende Rest Schmelz
wurde nun mit 1 N HCL herausgelost. Dieser Vorgang wurde im Auflichtmikroskop kontrol-
liert, um eine vollstdndige Entfernung des Schmelzes (Schmelzpriifkdrper) zu gewihrleisten.
Nach dem Herauslosen der Zahnhartsubstanzen, einer kurzen Reinigung der Pridparate mit
Braun Wasser und einer Trocknung bei Raumtemperatur konnte die Gegenbettung der Proben
mit Hilfe einer Kaniilenspritze erfolgen. Hierbei wurde erneut reines Aralditgemisch iiber die
Kavitdtenrdander eingebracht, um den durch Entfernung der Zahnhartsubstanz entstandenen
Hohlraum gleichméBig aufzufiillen. Im Fall der Dentinproben erfolgte keine Demineralisation
der Zahnhartsubstanz. Die so vorbereiteten Proben wurden schlielich bis zur Schnittebene an-
geschliffen (1200 Grit), poliert (4000 Grit) und final zurechtgetrimmt. Nach Beendigung dieser
Arbeit war es mdglich aus den Proben mittels eines Diamantmessers Ultradiinnschnitte herzu-
stellen (65 nm). Um die Schnitte auf die Elektronenmikroskopgrids (Kupfergrid Schlitzblende)
aufzubringen, welche das Mikroskopieren als Triger ermoglichen sollten, mussten jene Grids
zunichst befilmt werden. Zur Herstellung dieses Tragerfilms diente 1,3%iges Pioloform, wel-
ches in einen Tropftrichter als Befilmungsapparatur gefiillt wurde. Die Ultradiinnschnitte wur-
den anschlieBend kontrastiert. Dies erfolgte mit Hilfe von Uranyless- Fertiglosung und Bleici-
tratfertiglosung. Somit wurde eine kontrastreiche Darstellung der einzelnen Strukturen unter
dem Mikroskop ermoglicht. Das verwendete Mikroskop war das Tecnai 12 der Firma FEI, Ein-

dhoven, Niederlande.
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Als Analyseprogramm zur Auswertung der entstandenen Bilder wurde das iTEM- Programm
der Firma ResAlta Research Technologies verwendet. Auf diese Weise wurden pro Probekdr-
per etwa 7 Bilder verschiedener Vergroferung angefertigt. Es wurde jeweils bei mindestens

einer der Aufnahmen pro Probe die Biofilmdicke gemessen und digital eingezeichnet.
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5 Ergebnisse

5.1 Fluoreszenzmikroskopie

5.1.1 Biofilmbildung auf Schmelz

Im Folgenden werden zunéchst jeweils zwei reprasentative Bilder gezeigt und schlieBlich eine
tabellarische Ubersicht der Bilder. Darauf folgt eine Tabelle mit den mittels ImageJ semi-quan-
titativ ausgewerteten Werten fiir die bakterielle Vitalitit sowie fiir das Ausmal} der Biofilmbe-

siedlung der Proben.

Kontrolle (Spiilung mit Wasser)

Die Schmelzpriifkorper der Probanden zeigen eine flichenhafte Bedeckung mit Biofilm. Es

lassen sich staibchenformige und kokkoide Bakterien erkennen und der Anteil griin eingefarbter

Mikroorganismen iiberwiegt (Abb. 9,10).

Abb. 9: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung des Biofilms auf Schmelz nach 48 h und regelméfiger
Wasserspiilung (Kontrolle) bei 1000-facher Vergrofierung (Live/ Dead Firbung); tote Bakterien stellen
sich rot, lebende griin dar; es lassen sich stiibchenformige und kokkoide Bakterien erkennen, die den
Priifkorperabschnitt vollstiindig bedecken, es zeigt sich eine ausgepriigte Dominanz griin eingefirbter Zel-
len.
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Abb. 10: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung des Biofilms auf Schmelz nach 48 h und regelmifliger
Wasserspiilung (Kontrolle) bei 1000-facher Vergroferung (Live/ Dead Firbung); tote Bakterien stellen
sich rot, lebende griin dar; es lassen sich stiibchenformige und kokkoide Bakterien erkennen, die den
Priifkorperabschnitt vollstiindig bedecken, es zeigt sich eine ausgepriigte Dominanz griin eingefirbter Zel-
len.
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Spiilung mit Lysozym

Nach der Lysozymspiilung zeigen die Priifkérper im Hinblick auf die Biofilmbildung keine

Unterschiede zu den Proben der Kontrollversuche mit Wasser. Der Biofilm bedeckt den Grof3-

teil der Probenoberfliche und die Anzahl griin eingefirbter Mikroorganismen iiberwiegt

(Abb.11,12).

Abb. 11: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung des Biofilms auf Schmelz nach 48 h und regelmifliger
Spiilung mit Lysozym bei 1000-facher Vergrolerung (Live/ Dead Farbung); tote Bakterien stellen sich
rot, lebende griin dar; es lassen sich stibchenformige und kokkoide Bakterien erkennen, die den Priifkor-
perabschnitt vollstindig bedecken, es zeigt sich eine ausgeprigte Dominanz griin eingefirbter Zellen.
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Abb. 12: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung des Biofilms auf Schmelz nach 48 h und regelmiiliger
Spiilung mit Lysozym bei 1000-facher VergroBerung (Live/ Dead Farbung); tote Bakterien stellen sich
rot, lebende griin dar; es lassen sich stibchenformige und kokkoide Bakterien erkennen, die den Priifkor-
perabschnitt vollstindig bedecken, es zeigt sich eine ausgeprigte Dominanz griin eingefiirbter Zellen.
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Spiilung mit Olsiiure

Nach Olsiurespiilung zeigen die Schmelzpriifkdrper eine flichenhafte Bedeckung mit Biofilm,

wihrend das Verhéltnis toter zu lebender Bakterien klar hin zu toten Organismen verschoben

ist (Abb. 13,14).

Abb. 13: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung des Biofilms auf Schmelz nach 48 h und regelmiiliger
Spiilung mit Olsiure bei 1000-facher VergroBerung (Live/ Dead Firbung); tote Bakterien stellen sich rot,
lebende griin dar; es lassen sich stibchenformige und kokkoide Bakterien erkennen, die den Priifkérper-
abschnitt vollstiindig bedecken, es zeigt sich eine ausgeprigte Dominanz rot eingefirbter Zellen.
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Abb. 14: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung des Biofilms auf Schmelz nach 48 h und regelmiifliger
Spiilung mit Olsiure bei 1000-facher VergroBerung (Live/ Dead Firbung); tote Bakterien stellen sich rot,
lebende griin dar; es lassen sich stiibchenformige und kokkoide Bakterien erkennen, die den Priifkorper-
abschnitt vollstiindig bedecken, es zeigt sich eine ausgeprigte Dominanz rot eingefirbter Zellen.
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Spiilung mit experimentellem Hopfenextrakt

Nach Spiilung mit Hopfen weisen die Schmelzpriifkdrper Verdnderungen auf. Im Bereich der
gesamten Priifkorper finden sich sehr grofle Areale, die keinerlei Biofilm aufweisen (Abb. 15).
Jene Areale, die einen vorhandenen Biofilm besitzen, zeigen in selbigem keine flaichenhafte

Bedeckung und eine deutliche Verschiebung hin zu toten Bakterien (Abb. 16).

Abb. 15: Fluoreszenzmikroskopische Analyse eines Schmelzpriifkorpers nach 48 h und regelmifliger Spii-
lung mit experimentellem Hopfenextrakt bei 1000-facher Vergroflerung (Live/ Dead Firbung); tote Bak-
terien stellen sich rot, lebende griin dar; es ist kein Biofilm erkennbar, ebenfalls lassen sich auch keine
vereinzelten Mikroorganismen erkennen.
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Abb. 16: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung des Biofilms auf Schmelz nach 48 h und regelmiiliger
Spiilung mit experimentellem Hopfenextrakt bei 1000-facher Vergrofierung (Live/ Dead Fiarbung); tote
Bakterien stellen sich rot, lebende griin dar; es lassen sich stibchenformige und kokkoide Bakterien er-
kennen, die den Priifkdrperabschnitt nicht vollstindig bedecken, es zeigt sich eine ausgeprigte Dominanz
rot eingefirbter Zellen.
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5.1.2 Tabellarische Ubersicht LD- Bilder Schmelz

Zu besseren Ubersicht und zur Vereinfachung des Vergleichs der Bilder untereinander sind
einige der ausgewerteten Bilder in tabellarischer Form, sortiert nach Probanden, unten folgend
dargestellt (Tab. 3,4,5). Wéhrend die Biofilme auf den Kontrollprobekdrpern einen Multilayer-
Biofilm zeigen, der den Grofiteil des Proberkorpers bedeckt und aus tiberwiegend griin ange-
farbten Mikroorganismen besteht, weisen die Priiftkorper nach Spiilung mit den Testsubstanzen

Verianderungen auf.

Tabelle 3: Ubersicht fluoreszenzmikroskopischer Bilder des Biofilms nach 48 h Tragezeit und jeweils alle
6 h fiir 30 Sekunden Spiilung mit den Testsubstanzen, Proband 1, Schmelz (1000-fache Vergrofierung und
Live/ Dead Féarbung)

Proband 1

Schmelz

Kontrolle Aqua dest.

Experimentelles
Hopfenextrakt

Olsaure
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Tabelle 4: Ubersicht fluoreszenzmikroskopischer Bilder des Biofilms nach 48 h Tragezeit und jeweils alle
6 h fiir 30 Sekunden Spiilung mit den Testsubstanzen, Proband 2, Schmelz (1000-fache Vergrofierung und

Live/ Dead Fiarbung)

Proband 2

Schmelz

Kontrolle Aqua dest.

Experimentelles
Hopfenextrakt
Olséaure

» )
10 pm

[—

, 10 pm

Lysozym 1,4 mg/ml
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Tabelle 5: Ubersicht fluoreszenzmikroskopischer Bilder des Biofilms nach 48 h Tragezeit und jeweils alle
6 h fiir 30 Sekunden Spiilung mit den Testsubstanzen, Proband 3, Schmelz (1000-fache Vergrofierung und
Live/ Dead Fiarbung)

Proband 3

Schmelz

Kontrolle Aqua dest.

Experimentelles
Hopfenextrakt

Olsaure

Lysozym 1,4 mg/ml
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5.1.3 Auswertung der Biofilmbildung auf Schmelz

Im Rahmen der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen ergaben sich nach semiquantita-

tiver Computer- Auswertung (Imagel) folgende Werte in Prozent (Tab.6,7):

Tabelle 6: Mittelwert der Oberflichenbedeckung der Priifkérper tabellarisch dargestellt in Prozent,
Schmelz

Oberflichenbedeckung (OB)

OB Kon- Lysozym | Olsiure |Exp.
trolle Hopfen-
Schmelz P
extrakt

Proband (60 % |86 % 62% (24 %
1

Proband (62 9% |76 % 89 % [35%
2

Proband |88 % (93 % |96% |18 %
3

Tabelle 7: Mittelwert der Vitalitit der Bakterien tabellarisch dargestellt in Prozent, Schmelz

Vitalitiit
VITALITAT |Kon- Lysozym | Olsdure |Exp.
trolle Hopfen-
Schmelz P

extrakt

Proband1 |73 9% |66 % 38% (1%

Proband2 |74 0 |62 % (47 % |20 %

Proband3 |56 9% |56 % 43 % |54 %
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5.1.4 Biofilmbildung auf Dentin

Kontrolle (Spiilung mit Wasser)

Nach der Spiilung mit Wasser zeigen die Dentinpriifkdrper eine flichenhafte Bedeckung mit

Biofilm. Der Anteil griin eingefarbter Mikroorganismen iiberwiegt (Abb. 17,18).

Abb. 17: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung des Biofilms auf Dentin nach 48 h und regelmiifliger
Wasserspiilung (Kontrolle) bei 1000-facher Vergrofierung (Live/ Dead Firbung); tote Bakterien stellen
sich rot, lebende griin dar; es lassen sich stiibchenformige und kokkoide Bakterien erkennen, die den
Priifkorperabschnitt vollstiindig bedecken, es zeigt sich eine ausgepriigte Dominanz griin eingefirbter Zel-
len.
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Abb. 18: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung des Biofilms auf Dentin nach 48 h und regelmiifliger
Wasserspiilung (Kontrolle) bei 1000-facher Vergroferung (Live/ Dead Firbung); tote Bakterien stellen
sich rot, lebende griin dar; es lassen sich stiibchenformige und kokkoide Bakterien erkennen, die den
Priifkorperabschnitt vollstiindig bedecken, es zeigt sich eine ausgepriigte Dominanz griin eingefirbter Zel-
len.
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Spiilung mit Lysozym

Nach Spiilung mit Lysozym zeigen die Priifkdrper auch Ahnlichkeit mit den Priifkérpern der
Kontrolle mit Wasser. Der Biofilm bedeckt den GroBteil der Probenoberflache und der Anteil

griin eingefarbter Mikroorganismen liberwiegt (Abb.19,20).

Abb. 19: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung des Biofilms auf Dentin nach 48 h und regelmiifliger
Spiilung mit Lysozym bei 1000-facher Vergrolerung (Live/ Dead Farbung); tote Bakterien stellen sich
rot, lebende griin dar; es lassen sich stibchenformige und kokkoide Bakterien erkennen, die den Priifkor-
perabschnitt vollstindig bedecken, es zeigt sich eine ausgeprigte Dominanz griin eingefiirbter Zellen.
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Abb. 20: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung des Biofilms auf Dentin nach 48 h und regelmiifliger
Spiilung mit Lysozym bei 1000-facher VergroBerung (Live/ Dead Farbung); tote Bakterien stellen sich
rot, lebende griin dar; es lassen sich stibchenféormige und kokkoide Bakterien erkennen, die den Priifkor-
perabschnitt fast vollstiindig bedecken, es zeigt sich eine ausgepriigte Dominanz griin eingefirbter Zellen.
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Spiilung mit Olsiiure

Nach Spiilung mit Olsiure zeigen die Dentinpriitkérper eine Verinderung des vorhandenen
Biofilms. Die Bedeckung des Priifkorpers zeigt keinen Unterschied zur Kontrolle, wihrend das

Verhiltnis der durch Vital-Fluoreszenz-Doppelfarbung eingefiarbten Mikroorganismen auch

hier zu rot eingeférbten Zellen hin verschoben ist (Abb. 21,22).

Abb. 21: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung des Biofilms auf Dentin nach 48 h und regelmiifliger
Spiilung mit Olsiure bei 1000-facher VergroBerung (Live/ Dead Firbung); tote Bakterien stellen sich rot,
lebende griin dar; es lassen sich stiibchenformige und kokkoide Bakterien erkennen, die den Priifkorper-
abschnitt vollstiindig bedecken, es zeigt sich eine ausgeprigte Dominanz rot eingefirbter Zellen.
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Abb. 22: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung des Biofilms auf Dentin nach 48 h und regelmiifliger
Spiilung mit Olsiure bei 1000-facher VergroBerung (Live/ Dead Firbung); tote Bakterien stellen sich rot,
lebende griin dar; es lassen sich stibchenformige und kokkoide Bakterien erkennen, die den Priifkérper-
abschnitt vollstiindig bedecken, es zeigt sich eine ausgeprigte Dominanz rot eingefirbter Zellen.
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Spiilung mit experimentellem Hopfenextrakt

Auch im Dentin zeigen sich nach Anwendung der Hopfenspiillosung beeindruckende Ergeb-

nisse. Die Bedeckung des Priitkorpers mit Biofilm erscheint stark reduziert, und auch eine Ver-

ringerung des Lebendzellanteils ist erkennbar, wenn auch etwas weniger stark ausgeprégt als

auf den Schmelzpriitkorpern (Abb. 23,24).

Abb. 23: Fluoreszenzmikroskopische Analyse des Dentinpriifkorpers nach 48 h und regelméfliger Spiilung
mit experimentellem Hopfenextrakt bei 1000-facher Vergrofierung (Live/ Dead Féarbung); tote Bakterien
stellen sich rot, lebende griin dar; lassen sich stiibchenformige und kokkoide Bakterien erkennen, die nur
einen geringen Teil der Priifkorperoberfliiche bedecken, es zeigt sich eine Dominanz rot eingefirbter Zel-
len; im Hintergrund sind die dezent griin fluoreszierenden Dentintubuli erkennbar.
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Abb. 24: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung des Biofilms auf Dentin nach 48 h und regelméifiger
Spiilung mit experimentellem Hopfenextrakt bei 1000-facher Vergrofierung (Live/ Dead Fiarbung); tote
Bakterien stellen sich rot, lebende griin dar; lassen sich stiibchenformige und kokkoide Bakterien erken-
nen, die den Priifkérperabschnitt nicht vollstiindig bedecken, es zeigt sich eine Dominanz rot eingefiirbter
Zellen.
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5.1.5 Tabellarische Ubersicht der LD- Bilder Dentin

Zu besseren Ubersicht und zur Vereinfachung des Vergleichs der Bilder untereinander sind
einige der ausgewerteten Bilder in tabellarischer Form, sortiert nach Probanden, unten folgend
dargestellt (Tab. 8,9,10). Wihrend auch hier die Mikroorganismen auf den Kontrollprobekor-
pern in einem Multilayer-Biofilm organisiert sind, der den GroBteil des Proberkdrpers bedeckt
und aus liberwiegend griin angefarbten Mikroorganismen besteht, weisen die Priifkorper nach

Spiilung mit den Testsubstanzen Verdnderungen auf.

Tabelle 8: Ubersicht fluoreszenzmikroskopischer Bilder des Biofilms nach 48 h Tragezeit und jeweils alle
6 h fiir 30 Sekunden Spiilung mit den Testsubstanzen, Proband 1, Dentin (1000-fache Vergrioflerung und
Live/ Dead Féarbung)

Proband 1

Dentin

Kontrolle Aqua dest.

Experimentelles
Hopfenextrakt

Olsaure
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Tabelle 9: Ubersicht fluoreszenzmikroskopischer Bilder des Biofilms nach 48 h Tragezeit und jeweils alle
6 h fiir 30 Sekunden Spiilung mit den Testsubstanzen, Proband 2, Dentin (1000-fache Vergroflerung und
Live/ Dead Fiarbung)

Proband 2

Dentin

Kontrolle Aqua dest.

Experimentelles
Hopfenextrakt

Olsaure

Lysozym 1,4 mg/ml
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Tabelle 10: Ubersicht fluoreszenzmikroskopischer Bilder des Biofilms nach 48 h Tragezeit und jeweils alle
6 h fiir 30 Sekunden Spiilung mit den Testsubstanzen, Proband 3, Dentin (1000-fache Vergrolerung und

Live/ Dead Fiarbung)

Proband 3

Dentin

Kontrolle Aqua dest.

Experimentelles
Hopfenextrakt

Olsaure

Lysozym 1,4 mg/ml
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5.1.6 Auswertung Biofilmbildung Dentin

Im Rahmen der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen ergaben sich nach semiquantita-

tiver Computer- Auswertung (Imagel) folgende Werte in Prozent (Tab. 11,12):

Tabelle 11: Mittelwert der Oberfliichenbedeckung der Priifkorper tabellarisch dargestellt in Prozent,
Dentin

Oberflichenbedeckung (OB)

OB Kon- Lysozym | Olsiure |Exp.
. trolle Hopfen-
Dentin
extrakt

Proband | 78 9% |83 % 59% |23 %
1

Proband 192 % (87 % |71 % |47 %
2

Proband |88 % (79 % |95% |14 %
3

Tabelle 12: Mittelwert der Vitalitiit der Bakterien tabellarisch dargestellt in Prozent, Dentin

Vitalitiit
VITALITAT | Kon- Lysozym | Olsdure |Exp.
Dentin trolle Hopfen-

extrakt

Proband1 | 75 94 |62 % 44 % |42 %

Proband2 (82 04 |76 % 39% |41 %

Proband3 (81 % |65% (43 % |65 %
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5.1.7 Zusammenfassung der Ergebnisse

Lysozym

Anhand der Werte ldsst sich ablesen, dass sich im Fall des Lysozyms keine deutlichen Unter-
schiede zwischen den Kontrollpriifkdrpern und den Probepriifkdrpern erkennen lassen. Sowohl
die Ausdehnung des bakteriellen Biofilms als auch die Vitalitit der vorhandenen Mikroorga-
nismen zeigen keine deutlichen Unterschiede zur Kontrolle. Auch lassen sich in diesem Fall

keine Unterschiede zwischen den Dentin- und den Schmelzoberflachen erkennen.

Olséiure

Fiir die Versuchsreihe der Olsiureapplikation lassen sich Unterschiede im Vergleich zur Kon-
trolle erkennen. Betrachtet man zunichst die Oberflachenbedeckung der Priifkorper, lédsst sich
feststellen, dass es hier zu keiner eindeutigen Reduktion der flichenhaften Biofilmbesiedlung

kam. Die Ausdehnung der bakteriellen Besiedlung &hnelt derer der Kontrollpriifkorper.

Unterschiede lassen sich jedoch bei ndherer Betrachtung der Vitalitidt der Mikroorganismen
erkennen. Die Werte weisen auf eine deutliche Verminderung des Lebendzellanteils hin. So-
wohl auf den Dentinpriifkdrpern als auch auf den Schmelzpriifkorpern findet sich eine deutliche

Verschiebung hin zu toten Bakterien.

Experimentelles Hopfenextrakt

Das im Rahmen dieser Versuchsreihe benutzte Hopfenextrakt zeigt die deutlichsten Ergebnisse.
Sowohl die Bedeckung der Priifkdrper mit bakteriellem Biofilm als auch die Anzahl lebender
Mikroorganismen auf dem vorhandenen Biofilm sind eindeutig vermindert. Dieser Effekt lasst

sich sowohl auf den Dentinpriifkdrpern als auch auf den Schmelzpriifkérpern feststellen.
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5.2 Rasterelektronenmikroskopie

Parallel zu der Fluoreszenzmikroskopie wurde ein Teil der Proben unter dem Rasterelektronen-
mikroskop untersucht. Hier wurde vor allem auf die Morphologie des Biofilms und die flachen-
hafte Verteilung der bakteriellen Besiedlung geachtet. Um die Probekorper miteinander ver-
gleichen zu kénnen, wurde, wie oben bereits beschrieben, zur Auswertung ein Scoring verwen-
det (siche Tab.1), welches das Ausmal} bakterieller Besiedlung objektivieren und darstellen

sollte.

Auch hier wird zunéchst jeweils ein reprasentatives Bild gezeigt, gefolgt von einer tablellari-

schen Ubersicht und einer tabellarischen Darstellung der Scoring- Auswertung.
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5.2.1 Biofilmbildung auf Schmelz

Kontrolle (Spiilung mit Wasser)

Die REM-Bilder der Priifkorper nach Spiilung mit der Kontrollspiillosung (Wasser) zeigen wie
dieses Beispielbild (Abb. 25) einen vielschichtigen, etablierten Biofilm mit multiplen Morpho-
typen. Der Priifkdrper ist damit zu weit mehr als 50 % bedeckt.

« - ) 1@ T ™
Acc.V Spot Magn Det ‘WD Exp |—| S um
_’5.00 kv 3.0 5000x SE 10.0 2997

Abb. 25: REM-Bild des 48 h-Biofilms mit 5000-facher Vergrofierung

Kontrollpriifkdrper nach regelmifliger Wasserspiilung, Schmelz. Es ist ein dichter und geschlossener Bio-
film erkennbar, der sich iiber den ganzen Probekorperausschnitt erstreckt. In ihm lassen sich hauptsich-
lich kokkoide Bakterienstrukturen erkennen.
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Spiilung mit Lysozym

Das Bild der Schmelzpriitkorper nach Lysozymspiilung zeigt ebenfalls die breitgefacherte Bak-
terienmorphologie eines etablierten Mulitlayer- Biofilms, der sich iiber die Grof3e des Priitkor-

pers erstreckt (Abb. 26).

4
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Abb. 26: REM-Bild des 48 h-Biofilms mit 10000-facher Vergrofierung

Priifkorper nach regelmiiBiger Lysozymspiilung, Schmelz. Es ist ein dichter und geschlossener Biofilm
erkennbar, der sich iiber den ganzen Probekorperausschnitt erstreckt. In ihm lassen sich hauptséchlich
kokkoide Bakterienstrukturen, aber auch einige stiibchenformige Mikroorganismen erkennen.

- 65 -



Ergebnisse

Spiilung mit Olsiiure

Die Priifkérper nach Olsdure zeigen einen flichenhaft ausgedehnten Biofilm. Auch hier ldsst
sich, wie in diesem exemplarischen Bild, ein dreidimensionaler Bakterienrasen erkennen, der

die Flache des Priifkorpers in Génze einnimmt (Abb. 27).

@ ”
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Abb. 27: REM-Bild des 48 h-Biofilms mit S000-facher Vergrofierung

Priifkorper nach regelmifiger Olsiurespiilung, Schmelz. Es ist ein dichter und geschlossener Biofilm er-
kennbar, der sich iiber den ganzen Probekorperausschnitt erstreckt. In ihm lassen sich hauptsichlich
kokkoide Bakterienstrukturen, aber auch einige stiibchenformige Mikroorganismen erkennen.
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Spiilung mit experimentellem Hopfenextrakt

Analog zu den fluoreszenzmikroskopischen Ergebnissen findet sich auch hier das Bild einer
Priifkorperoberfliche mit stark modifizierter Biofilmbildung (Abb.28). Auf nahezu der gesam-
ten Oberfliche der Priitkorper lassen sich keine bakteriellen Strukturen erkennen. Lediglich
eine amorphe Substanz, die als eine (verdnderte) Pellikel interpretiert werden kann, bedeckt die

Priifkdrperoberfléche.

Acc.V SpdtMagn Det WD Exp |—| 1bpm
500kv 3.0 2000x SE 98 1471

°

Abb. 28: REM-Bild des 48 h-Biofilms mit 2000-facher Vergrofierung
Priifkorper nach regelméifiiger Hopfenspiilung, Schmelz. Es ist kein Biofilm erkennbar; lediglich eine
amorphe Substanz bedeckt den Priifkorperausschnitt.
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5.2.2 Tabellarische Ubersicht der REM- Bilder von Schmelz

Zu besseren Ubersicht und zur Vereinfachung des Vergleichs der REM-Bilder untereinander
sind auch hier einige der ausgewerteten Bilder in tabellarischer Form, sortiert nach Probanden,

unten folgend dargestellt (Tab. 13,14,15).

Tabelle 13: Ubersicht rasterelektronenmikroskopischer Bilder des Biofilms nach 48 h Tragezeit und je-
weils alle 6 h fiir 30 Sekunden Spiilung mit den Testsubstanzen, Proband 1, Schmelz (5000-, 10000- und
20000-fache Vergrofierung)

Proband 1

Schmelz

Kontrolle Aqua dest.

Experimentelles
Hopfenextrakt

Olsaure
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Tabelle 14: Ubersicht rasterelektronenmikroskopischer Bilder des Biofilms nach 48 h Tragezeit und je-
weils alle 6 h fiir 30 Sekunden Spiilung mit den Testsubstanzen, Proband 2, Schmelz (5000-, 10000- und
20000-fache Vergrofierung)

Proband 2

Schmelz

Kontrolle Aqua dest.

Experimentelles
Hopfenextrakt

Olsaure

Lysozym 1,4 mg/ml
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Tabelle 15: Ubersicht rasterelektronenmikroskopischer Bilder des Biofilms nach 48 h Tragezeit und je-
weils alle 6 h fiir 30 Sekunden Spiilung mit den Testsubstanzen, Proband 3, Schmelz (5000-, 10000- und
20000-fache Vergrofierung)

Proband 3

Schmelz

Kontrolle Aqua dest.

Experimentelles
Hopfenextrakt

Olsaure

Lysozym 1,4 mg/ml
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5.2.3 Biofilmbildung auf Dentin

Kontrolle (Spiilung mit Wasser)

Die Referenzpriifkdrper (Dentin) nach Wasserspiilung zeigen einen ausgeprégten, breitflachi-

gen Multilayer- Biofilm, wie auf diesem representativen Bild zu sehen (Abb.29).

-
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Abb. 29: REM-Bild des 48 h-Biofilms mit 5000-facher Vergrofierung

Kontrollpriifkorper nach regelmifliger Wasserspiilung, Dentin. Es ist ein dichter und geschlossener Bio-
film erkennbar, der sich iiber den ganzen Probekorperausschnitt erstreckt. In ihm lassen sich hauptsich-
lich kokkoide Bakterienstrukturen erkennen.
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Spiilung mit Lysozym

Wie auch auf den Schmelzpriifkdrpern zeigt sich an der Oberflédche der Dentinpriifkdrper, wel-
che regelmiBig mit Lysozym gespiilt wurden, eine vollstindige Bedeckung mit einem mehr-

schichtigen, etablierten und gereiften Biofilm (Abb.30).

- AccVY SpotMagn Det WD Exp

!‘A 500kvV 3.0 10000x SE 95 1192
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Abb. 30: REM-Bild des 48 h-Biofilms mit 10000-facher Vergrofierung

Priifkorper nach regelmiiliger Lysozymspiilung, Dentin. Es ist ein dichter und geschlossener Biofilm er-
kennbar, der sich iiber den ganzen Probekorperausschnitt erstreckt. In ihm lassen sich hauptséchlich
kokkoide Bakterienstrukturen, aber auch einige stiibchenformige Mikroorganismen erkennen.
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Spiilung mit Olsiiure

Die Priifkorper nach Olséurespiilung zeigen ebenfalls einen polymorphen, etablierten Biofilm,
der den GroBteil der Oberfléche des untersuchten Objekts bedeckt, wir anhand des reprensen-

tativ gezeigten Bildes erkennbar (Abb. 31).

‘,‘\
&Y Y B
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—

Abb. 31: REM-Bild des 48 h-Biofilms mit 10000-facher Vergrofierung

Priifkorper nach regelmiBiger Olsiurespiilung, Dentin. Es ist ein dichter und geschlossener Biofilm er-
kennbar, der sich iiber den ganzen Probekorperausschnitt erstreckt. In ihm lassen sich hauptséchlich
kokkoide Bakterienstrukturen, aber auch einige stiibchenformige Mikroorganismen erkennen.
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Spiilung mit experimentellem Hopfenextrakt

Auch auf den Dentinpriifkorpern nach Hopfenspiilung zeigt sich lediglich eine amorphe Sub-

stanz, in der sich keine Mikroorganismen erkennen lassen (Abb.32).

»

T 2
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Abb. 32: REM-Bild des 48 h-Biofilms mit 10000-facher Vergrofierung
Priifkorper nach regelméfliger Hopfenspiilung, Dentin. Es lésst sich kein Biofilm, sondern lediglich eine
amorphe, dem Dentin aufliegende Substanz kennen.
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5.2.4 Tabellarische Ubersicht der REM- Bilder von Dentin

Zu besseren Ubersicht und zur Vereinfachung des Vergleichs der REM-Bilder untereinander
sind auch hier einige der ausgewerteten Bilder in tabellarischer Form, sortiert nach Probanden,

unten folgend dargestellt (Tab. 16,17,18).

Tabelle 16: Ubersicht rasterelektronenmikroskopischer Bilder des Biofilms nach 48 h Tragezeit und je-
weils alle 6 h fiir 30 Sekunden Spiilung mit den Testsubstanzen, Proband 1, Dentin (5000-, 10000- und
20000-fache Vergrofierung)

Proband 1

Dentin

Kontrolle Aqua dest.

Experimentelles
Hopfenextrakt

Olsaure

Die in dieser Ubersicht (Tab.16) gezeigten REM- Bilder der Priifkdrper nach Olsiurespiilung
unterliegen verarbeitungstechnisch induzierten Artefakten, die keine Auswertung der Proben
erlauben.
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Tabelle 17: Ubersicht rasterelektronenmikroskopischer Bilder des Biofilms nach 48 h Tragezeit und je-
weils alle 6 h fiir 30 Sekunden Spiilung mit den Testsubstanzen, Proband 2, Dentin (5000-, 10000- und
20000-fache Vergrofierung)

Proband 2

Dentin

Kontrolle Aqua dest.

Experimentelles
Hopfenextrakt

Olsaure

Lysozym 1,4 mg/ml
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Tabelle 18: Ubersicht rasterelektronenmikroskopischer Bilder des Biofilms nach 48 h Tragezeit und je-
weils alle 6 h fiir 30 Sekunden Spiilung mit den Testsubstanzen, Proband 3, Dentin (5000-, 10000- und
20000-fache Vergrofierung)

Proband 3

Dentin

Kontrolle Aqua dest.

Experimentelles
Hopfenextrakt

Olsaure

Lysozym 1,4 mg/ml
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5.2.5 Auswertung Biofilmbildung auf Schmelz und Dentin

Die Score-Werte der REM-Bilder-Analyse sind im Folgenden in tabellarischer Form zur bes-
seren Ubersicht dargestellt (Tab. 19,20)

Tabelle 19:: Auswertung der Biofilmformation auf den Schmelzpriifkérpern nach Feng et al. [27]

1 6 6 6 6
2 4 6 4 1
3 6 6 6 1

Tabelle 20: Auswertung der Biofilmformation auf den Dentinpriifkérpern nach Feng et al. [27]

1 6 6 nicht auswertbar | 1
2 6 4 6 6
3 6 6 6 5
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5.2.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Lysozym

Die rasterelektronenmikroskopischen Bilder der Priifkdrper, welche nach Lysozymspiilung
aufgenommen wurden, zeigen ein dhnliches Bild verglichen mit den Priifkdrpern der Kontrolle.
Es befindet sich meist ein Multilayer- Biofilm auf den Priitkdrpern, der mehr als 50 % der
Oberflache bedeckt. Somit ldsst sich kein vermindertes Ausmal} bakterieller Besiedlung der

Probekorper und auch keine ersichtliche Hemmung der Biofilmreifung erkennen.

Olséiure

Ein #hnliches Bild zeigen auch die Probekdrper nach Olsdurespiilung. Auf den ausgewerteten
Flachen finden man zumeist einen Multilayer-Biofilm, welcher den groten Teil der Gesamt-
flache des Priifkorpers bedeckt. Auch hier ldsst sich also keine Verminderung der Biofilmaus-
dehnung erkennen. Die Dentinpriifkdrper eines Probanden konnten aufgrund von zu stark aus-
geprigten, aus einer fehlerhaften REM- Priifkdrpervorbereitung resultierenden Artefakten nicht

ausgewertet werden.

Experimentelles Hopfenextrakt

Auch hier unterscheiden sich die Ergebnisse nach Hopfenspiilung am deutlichsten von denen
der Kontrolle. Bei zwei Probanden ist lediglich eine Pellikel mit vereinzelten Mikroorganismen
zu erkennen, welche nur einschichtig und verstreut auf dem Priifkdrper anzutreffen sind. Im

Bereich des Dentins findet sich bei zwei Probanden ein Biofilm.

Bei den Dentinpriifkdrpern zeigt sich bei einem Probanden ein Score 1, welcher lediglich das
Vorhandensein einzelner Mikrooorganismen beschreibt. Bei Proband Nummer 2 zeigt sich eine

Biofilmreduktion, sodass nur weniger als 50% der Priifkérperoberflache mit Bakterien besie-
delt sind.
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5.3 Transmissionselektronenmikroskopie

Ein weiterer Teil der Proben wurde mit Hilfe der Transmissionselektronenmikroskopie unter-
sucht. Es werden im Folgenden représentative Bilder der Probekorper nach den einzelnen Spiil-

16sungen gezeigt.

5.3.1 Biofilmbildung auf Schmelz

Kontrolle (Spiilung mit Wasser)

Die Schmelzpriitkorper der Kontrolle zeigen eine intakte Pellikel mit daraufliegendem, ausge-

priagten Multilayerbiofilm und morphologisch vielfdltigen Bakterien (Abb. 33,34).
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Abb. 33: TEM-Bild des 48 h-Biofilms: Zu sehen ist die Pellikel als eine elektronendichte basale Schicht
mit einem daraufliegenden, etablierten, mehrschichtigen Biofilm, welcher Bakterien unterschiedlicher
Morphologie beinhaltet. Die Bakterien sind eingebettet in die sie umgebende extrazellulire Matrix. Der
Schmelz ist demineralisiert (gekennzeichnet mit einem Stern).

Kontrollpriifkdrper, Schmelz bei 4800-facher Vergrofierung
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Abb. 34: TEM-Bild des 48 h-Biofilms: Zu sehen ist die Pellikel als eine elektronendichte basale Schicht mit
einem daraufliegenden, etablierten, mehrschichtigen Biofilm, welcher Bakterien unterschiedlicher Mor-
phologie beinhaltet. Die Bakterien sind eingebettet in die sie umgebende extrazelluléire Matrix und der
Schmelz wurde im Rahmen der Probenaufbereitung demineralisiert (Stern).

Kontrollpriifkérper, Schmelz bei 9300-facher Vergrofierung
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Spiilung mit Olsiure

Auch die Proben nach regelmiBiger Olsiurespiilung zeigen eine vorhandene, intakte Pellikel
mit daraufliegendem ausgepragtem mehrschichtigen Biofilm, welcher diverse bakterielle Pha-
notypen beinhaltet (Abb.35-38). Die Bakterien unterliegen jedoch, verglichen mit den Bakte-

rien der Kontrollprobekdrper, deutlichen Verdnderungen, die auf einen Verlust der strukturellen

Integritét schlieen lassen.

Abb. 35: TEM-Bild des 48 h-Biofilms: Zu sehen ist ein etablierter mehrschichtiger Biofilm mit morpholo-
gisch verinderten, atypischen Bakterien und die sie umgebende Matrix, welche ebenfalls Verinderungen
aufweist. Die Zellinhalte erscheinen geschrumpft (roter Pfeil), die Zellmembranen lytisch (blauer Pfeil)
und es lassen sich kreisrunde, in die Zelle eingelagerte Oltropfchen erkennen (schwarze Pfeile). Auch im
Bereich der extrazelluléiren Matrix lassen sich kreisrunde Einlagerungen erkennen (gelber Pfeil). Die
Seite des im Rahmen der Probenaufbereitungen demineralisierten Schmelzes ist mit einem Stern gekenn-
zeichnet.

Priifkérper nach Olsiurespiilung, Schmelz bei 9300-facher VergroBerung
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Abb. 36: TEM-Bild des 48 h-Biofilms: Auch hier lassen sich die in Abb. 36 beschriebenen Verinderungen
erkennen. Die Zellinhalte erscheinen geschrumpft (roter Pfeil), die Zellwéinde lytisch (blauer Pfeil) und es
befinden sich Einlagerungen innerhalb der Zelle (schwarzer Pfeil) und der extrazelluliren Matrix (gelber
Pfeil). Die Seite des im Rahmen der Probenaufbereitungen demineralisierten Schmelzes ist mit einem
Stern gekennzeichnet.

Priifkérper nach Olsiurespiilung, Schmelz bei 11 000-facher VergroBerung
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Abb. 37: TEM-Bild des 48 h-Biofilms: Auch bei groflerer Vergroflerung lassen sich die degenerativen Pro-
zesse inner- und auflierhalb der Zellen deutlich erkennen. Lytische Zellmambranen (blauer Pfeil), kreis-
runde (Ol-)Einlagerungen innerhalb (schwarzer Pfeil) und auBerhalb (gelber Pfeil) der Zellen, sowie ge-
schrumpfte Zellinhalte (roterPfeil) priigen das Bild des Biofilms. Der Bereich des demineralisierten Schmel-
zes ist mit einem Stern gekennzeichnet.

Priifkérper nach Olsiurespiilung, Schmelz bei 18500-facher Vergroferung
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Abb. 38: TEM-Bild des 48 h-Biofilms: Auch in diesem Bild lassen sich die degenerativen Prozesse inner-
und auflerhalb der Zellen deutlich erkennen. Lytische Zellmambranen (blauer Pfeil) mit nach ausfien ge-
stiilpten Zellinhalten, kreisrunde (Ol-)Einlagerungen innerhalb (schwarzer Pfeil) der Zellen, sowie ge-
schrumpfte Zellinhalte (roterPfeil) priigen das Bild des Biofilms. Die Seite des im Rahmen der Probenauf-
bereitungen demineralisierten Schmelzes ist mit einem Stern gekennzeichnet.

Priifkérper nach Olsiurespiilung, Schmelz bei 13000-facher Vergroferung
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Spiilung mit Lysozym

Die Schmelzpriifkorper nach wiederholter Lysozymspiilung zeigen ebenfalls Bakterien mit aty-
pischen Verénderungen (Abb. 39,40). Zu sehen ist ein mehrschichtiger Biofilm, der bezogen
auf die morphologische Diverstitdt der vorhandenen Bakterien die typische Ausprigung eines
48 Stunden alten Biofilms zeigt. Jedoch weisen die dargestellten Zellen atypische Merkmale

auf, welche auf degenerative Prozesse schliefen lassen.

4 g

Abb. 39: TEM-Bild des 48 h-Biofilms: Zu sehen ist ein etablierter mehrschichtiger Biofilm mit atypisch
verinderten Bakterien unterschiedlicher Morphologie und die sie umgebende Matrix, welche aufgelockert
erscheint. Die Zellinhalte erscheinen nicht elektronendicht und inhomogen (griiner Pfeil), die Zellinhalte
geschrumpft (roter Pfeil), die Zellmembranen teilweise lytisch, sodass der Zellinhalt teilweise sogar nach
auflen gestiilpt erscheint (blauer Pfeil). Der Bereich des demineralisierten Schmelzes ist mit einem Stern
gekennzeichnet.

Priifkorper nach Lysozymspiilung, Schmelz bei 18500-facher Vergrofierung
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Abb. 40: TEM-Bild des 48 h-Biofilms: Zu sehen ist auch hier ein etablierter mehrschichtiger Biofilm mit
atypisch verinderten Bakterien unterschiedlicher Morphologie und die sie umgebende Matrix, welche
aufgelockert erscheint. Die Zellinhalte erscheinen nicht elektronendicht und inhomogen (griiner Pfeil), die
Zellinhalte geschrumpft (roter Pfeil) die Zellmembranen teilweise lytisch (blauer Pfeil). Der Bereich des
demineralisierten Schmelzes ist mit einem Stern gekennzeichnet.

Priifkérper nach Lysozymspiilung, Schmelz bei 13000-facher Vergroflerung
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Spiilung mit experimentellem Hopfenextrakt

Auch hier zeigen die Priifkorper nach Hopfenspiilung deutliche Ergebnisse (Abb. 41-45). Wih-
rend die bereits gezeigten Priifkdrper nach Durchfiihrung der anderen Spiilprotokolle durchweg
bakterieller Besiedlung ausgesetzt sind, findet sich auf den Schmelzpriitkorpern nach repetiti-
ver Hopfensplilung lediglich eine elektronendichte, amorphe Pellikelschicht ohne erkennbare

bakterielle Strukturen.

-
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Abb. 41: TEM-BIild des 48 h-Biofilms: Zu sehen ist eine elektronendichte basale Struktur (weifler Pfeil)
mit aufgelagerter Bande amorpher Substanz, in der keine bakteriellen Zellkorper erkennbar sind. Der
Bereich des demineralisierten Schmelzes ist mit einem Stern gekennzeichnet.

Priifkorper nach Hopfenspiilung, Schmelz bei 30 000-facher Vergriofierung
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Abb. 42: TEM-Bild des 48 h-Biofilms: Zu sehen ist eine elektronendichte, weitgehend amorphe Pellikel-
schicht; es sind keine Mikroorganismen erkennbar. Es lassen sich hyperdense Bereiche erkennen, welche
Priparationsartefakte widerspiegeln (roter Pfeil). Der Bereich des demineralisierten Schmelzes ist mit
einem Stern gekennzeichnet.

Priifkérper nach Hopfenspiilung, Schmelz bei 98000-facher Vergriofierung
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Abb. 43: TEM-Bild des 48 h-Biofilms: Zu sehen ist eine Bande amorpher Substanz im Sinne einer ver-
dickten Pellikel; es sind keine Mikroorganismen erkennbar; es lassen sich auch hier schwarze, scharf ab-
gegrenzte hyperdense Bereiche erkennen, die vermutlich auf Stauchungsartefakte im Rahmen der Pripa-
ration zuriick zu fiihren sind (roter Pfeil). Der Bereich des demineralisierten Schmelzes ist mit einem
Stern gekennzeichnet.

Priifkérper nach Hopfenspiilung, Schmelz bei 18500-facher Vergrofierung
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] L 8 T
Abb. 44: TEM-Bild des 48 h-Biofilms, zu sehen ist eine elektronendichte, weitgehend amorphe Pellikel-

schicht; es sind keine Mikroorganismen erkennbar. Der Bereich des demineralisierten Schmelzes ist mit
einem Stern gekennzeichnet.

Priifkorper nach Hopfenspiilung, Schmelz bei 68000-facher Vergrofierung
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Abb. 45: Weitere Beispiele (TEM) eines 48 h-Biofilms auf Schmelzpriifkopern nach wiederholter Hopfen-
spiillung; zu sehen ist eine amorphe Substanz, ohne erkennbare mikrobielle Strukturen. Der Bereich des
demineralisierten Schmelzes ist jeweils mit einem Stern gekennzeichnet.

Schmelzpriifkorper bei 4900-, 30 000- und 68000-facher Vergrofierung (v.o.n.u.)
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5.3.2 Biofilmbildung auf Dentin

Die Kontrollpriifkdrper des Dentins zeigen eine intakte Pellikel und einen ausgeprigten Mul-
tilayerbiofilm mit morphologisch vielféltigen Bakterien (Abb.46-48). Im Bereich des Dentins
lassen sich in manchen Préparaten angeschnittene Tubuli erkennen, welche teilweise auch mit
Biofilm besiedelt sind. Die Bakterienzellen weisen die ultrastrukturellen Merkmale eines intak-

ten, etablierten Biofilms auf.

Kontrolle (Spiilung mit Wasser)

Abb. 46: TEM-Bild des 48 h-Biofilms: Zu sehen ist ein etablierter mehrschichtiger Biofilm mit Bakterien
unterschiedlicher Morphologie und die sie umgebende Matrix; am unteren Bildrande sind quer ange-
schnittenen Dentintubuli erkennbar (blauer Pfeil). Das Dentin ist mit einem Stern gekennzeichnet.
Kontrollpriifkérper, Dentin bei 4800-facher Vergroflerung
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Abb. 47: TEM-Bild des 48 h-Biofilms: Zu sehen ist ein etablierter mehrschichtiger Biofilm mit Bakterien
unterschiedlicher Morphologie und die sie umgebende Matrix; neben kokkoiden Bakterien lassen sich
auch stiibchenformige Bakterien erkennen. Das Dentin ist mit einem Stern gekennzeichnet.
Kontrollpriifkorper, Dentin bei 6800-facher Vergrofierung

Die Kontrollpriifkorper nach protokollgerechter Spiilung mit Aqua dest. zeigen einen erwar-
tungsgemal gleichméBig aufgebauten, etablierten Multilayer- Biofilm mit Bakterien unter-
schiedlicher Morphologie. Die Zellinhalte sind homogen, die Zellwinde intakt. Die Bakterien
bilden, eingebettet in ihre Matrix, einen Bakterienverbund. Es lassen sich keine Hinweise auf
Zelllysen oder Beschéddigungen der Zellwidnde erkennen, die Riickschliisse auf die effektive

antibakterielle Wirkung einer Substanz geben konnten.
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Abb. 48: TEM-BIild des 48 h-Biofilms: Zu sehen ist ein etablierter mehrschichtiger Biofilm mit Bakterien
unterschiedlicher Morphologie und die sie umgebende Matrix; auf der rechten Bildseite sind die Offnun-
gen der Dentintubuli erkennbar. Die Seite des Dentins ist mit einem Stern gekennzeichnet.
Kontrollpriifkorper, Dentin bei 1900-facher Vergrofierung
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Spiilung mit Olsiiure

Auch nach Olsiurespiilung findet sich auf den Priifkdrpern eine Pellikel mit aufgelagertem
etabliertem Biofilm, welcher multiple bakterielle Phédnotypen beinhaltet (Abb. 49-51). Kugel-
formige und stdbchenformige Bakterien bilden, umgeben von ihrer extrazelluliren Matrix, ei-
nen mehrschichtigen Bakterienrasen, der den Priitkorper bedeckt. Bei ndherer Vergrof3erung

kann man auch hier Einschliisse der Spiillosung im Biofilm erkennen.

W0 i

Abb. 49: TEM-Bild des 48 h-Biofilms: Zu sehen ist ein etablierter mehrschichtiger Biofilm mit Bakterien
unterschiedlicher Morphologie und die sie umgebende Matrix; auf der linken Bildseite sind die Offnungen
der Dentintubuli erkennbar, auch dort befinden sich Mikroorganismen. Die Seite des Dentins ist mit ei-
nem Stern gekennzeichnet.

Priifkérper nach Olsiurespiilung, Dentin bei 1900-facher VergroBerung
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Abb. 50: TEM-Bild des 48 h-Biofilms: Zu sehen ist ein etablierter mehrschichtiger Biofilm mit Bakterien
unterschiedlicher Morphologie und die sie umgebende Matrix; auf der linken Bildseite sind die Offnungen
der Dentintubuli erkennbar, auch dort befinden sich Mikroorganismen. Die Seite des Dentins ist mit ei-
nem Stern gekennzeichnet.

Priifkérper nach Olsiurespiilung, Dentin bei 2900-facher VergroBerung
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Abb. 51: TEM-Bild des 48 h-Biofilms: Zu sehen ist ein etablierter mehrschichtiger Biofilm mit Bakterien
unterschiedlicher Morphologie und die sie umgebende Matrix, es lassen sich auch hier Einschliisse der
Spiillosung erkennen (Pfeil). Die Seite des Dentins ist mit einem Stern gekennzeichnet.

Priifkorper nach Olsiurespiilung, Dentin bei 9300-facher Vergrofierung
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Spiilung mit Lysozym

Auch die Transmissionselektronenmikroskopiebilder des Dentins nach regelméBiger
Lysozymspiilung zeigen Verdnderungen auf Zellebene, verglichen mit den Bildern der Kon-

trolle (Abb. 52,53).

Abb. 52: TEM-BIild des 48 h-Biofilms: Zu sehen sind intensiv kontrastierte Mikroorganismen, die dem im
linken Bildrand zu sehendem Dentin aufsitzen (Stern).

Priifkorper nach Lysozymspiilung, Dentin bei 11 000-facher Vergriofierung
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Abb. 53: TEM-Bild des 48 h-Biofilms: Zu sehen sind Mikroorganismen, welche atypische Verinderungen
aufweisen. Die Zellinhalte sind geschrumpft (roter Pfeil), erscheinen nicht elektronendicht (griiner Pfeil)
und die Zellwénde lytisch (blauer Pfeil).

Priifkérper nach Lysozymspiilung Dentin bei 23000-facher Vergrofierung
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Spiilung mit experimentellem Hopfenextrakt

Die Ultradiinnschnitte der Priifkorper, welche regelmiBiger Hopfensplilung ausgesetzt waren,
zeigen erneut Unterschiede zu den Kontrollpriitkorpern (Abb. 54-59). Einer amorphen Struktur
aufsitzend, welche als verdickte Pellikel erscheint, lassen sich in vielen Bereichen nur wenige
Bakterien in einem lockeren Verbund erkennen. Es ldsst sich keine vorangegangene Biofilm-

reifung erkennen, da sich nur ein einreihiger, diskontinuierlicher Bakterienrasen erkennen lésst.

Abb. 54: TEM-Bild des 48 h-Biofilms: Es lassen sich lediglich einzelne Monolayer- Bakterien erkennen,
die von einer amorphen Substanz umgeben sind und der Pellikel aufsitzen, welche als hyperdense basale
Schicht, an das Dentin grenzend zu erkennen ist (blauer Pfeil), innerhalb dieser Pellikelschicht lassen sich
inhomogene Bereiche erkennen (gelber Pfeil). Die Seite des Dentins ist mit einem Stern gekennzeichnet.
Priifkorper nach Hopfenspiilung, Dentin bei 18500-facher Vergriofierung
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In Abb. 55 findet man oberhalb der deutlich zu erkennenden Dentintubuli des Priifkorpers le-
diglich einzeln angesiedelte Bakterienhdufungen, denen eine amorphe Substanz locker aufsitzt.

Der Biofilm mit seiner extrazelluldren Matrix erscheint inhomogen und zerkliiftet.

Abb. 55: TEM-Bild des 48 h-Biofilms: Es liisst sich ein unstrukturierter, verinderter Biofilm erkennen,
der eine verringerte Anzahl von Mikroorganismen aufweist und in einer zerkliifteten extrazelluléiren Mat-
rix eingebettet ist (brauner Pfeil). Im rechten Bereich des Bildes lassen sich die quer angeschnittenen Den-
tintubuli erkennen. Die Seite des Dentins ist mit einem Stern gekennzeichnet.

Priifkorper nach Hopfenspiilung, Dentin bei 2900-facher Vergrofierung
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In einigen Bereichen der Abb. 56 lassen sich auch Areale finden, in denen es zu einer Biofilm-

bildung gekommen ist. Die Zellen weisen Kennzeichen stattgefundener Denaturierungspro-

zesse auf.
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schicht aufliegt (griiner Pfeil), innerhalb der extrazelluliren Substanz, die die Mikroorganismen einbettet,
lassen sich hyperdense Einlagerungen erkennen (gelber Pfeil). Die Seite des Dentins ist mit einem Stern
gekennzeichnet.

Priifkorper nach Hopfenspiilung Dentin bei 2900-facher Vergroflerung
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Abb. 57: TEM-Bild des 48 h-Biofilms: Zu sehen ist ein mehrschichtiger Biofilm, der einer basalen Pellikel-
schicht aufliegt (dunkelgriiner Pfeil), innerhalb der extrazelluliiren Substanz, die die Mikroorganismen
einbettet, lassen sich hyperdense Einlagerungen, teilweise auch innerhalb der Zellen erkennen (gelbe
Pfeile), die Zellen erscheinen teilweise aufgeplatzt und der Zellinhalt nach extrazelluliir verlagert (roter
Pfeil), die Zellinhalte sind inhomogen (hellgriiner Pfeil). Die Seite des Dentins ist mit einem Stern gekenn-
zeichnet.

Priifkorper nach Hopfenspiilung Dentin bei 18500-facher Vergroflerung
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Abb. 58: TEM-Bild des 48 h-Biofilms: Zu sehen ist ein mehrschichtiger Biofilm, der einer basalen Pellikel-
schicht aufliegt (griiner Pfeil), innerhalb der extrazelluliiren Substanz, die die Mikroorganismen einbettet,
lassen hyperdense Einlagerungen erkennen (gelber Pfeil), die Zellen erscheinen teilweise aufgeplatzt und
der Zellinhalt nach extrazelluliir verlagert (roter Pfeil); die Zellinhalte erscheinen teilweise geschrumpft
(blauer Pfeil). Die Seite des Dentins ist mit einem Stern gekennzeichnet.

Priifkorper nach Hopfenspiilung Dentin bei 30000-facher Vergroflerung
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Abb. 59: Weitere Beispiele (TEM) eines 48 h-Biofilms auf Dentinpriifkopern nach wiederholter Hopfen-
spiilung; zu sehen ist eine amorphe Substanz, mit nur wenig eingelagerten Mikroorganismen, welche aty-
pische Verinderungen aufweisen. Die Seite des Dentins ist jeweils mit einem Stern gekennzeichnet.

Dentinpriifkorper bei bei 18500-, 23000- und 18500-facher Vergroflerung (v.o.n.u.)
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6 Diskussion

Im Folgenden werden die Materialien, die Methodik, die Fragestellung und die gewonnenen

Ergebnisse im Kontext aktueller, wissenschaftlicher Literatur beleuchtet und diskutiert.

6.1 Diskussion Material und Methode

6.1.1 Studiendesign und Fragestellung

In den letzten Jahrzehnten wurde eine ganze Reihe wissenschaftlicher Arbeiten hinsichtlich der
Weiterentwicklung von Phytopharmaka veroffentlicht. Karies resultiert vornehmlich aus der
Verschiebung des oralen, physiologisch- mikrobiellen Okosystems hin zur Dominanz pathoge-
ner (kariogener), residenter Mikroorganismen. Denn unter physiologischen Bedingungen
herrscht innerhalb des oralen Mikrobioms eine symbiotische Beziehung mit dem Wirt, welche
durch Kommensalismus und Mutualismus gekennzeichnet ist [5,80,86]. Erst eine Storung die-
ser Symbiose, beispielsweise ausgelost durch die hochfrequente Zufuhr niedermolekularer
Kohlenhydrate, kann ein Verschiebung des Mikrobioms hin zu azidogenen/ aziduren Mikroor-
ganismen zur Folge haben, da diese einen dkologischen Vorteil in saurem Milieu besitzen
[80,86]. Dieser Prozess stort das homdostatische Gleichgewicht des Biofilms und fiihrt letztlich
zur oralen Pathogenese. Aus diesem Grund ist es bei der Bekdmpfung dieser mikrobiell beding-
ten Infektionen wichtig, die positiven Funktionen des residenten Mikrobioms nicht zu storen,
indem man es beispielsweise durch Breitbandantibiotika zerstort [81,86]. Naturprodukte haben
in der Vergangenheit das Potential gezeigt, eben dieses empfindliche biologische Gleichge-
wicht im Kampf gegen biofilmassoziierte Erkrankungen aufrechtzuerhalten [86]. Auch andere
negative Effekte, die bei der Nutzung chemisch basierter Agenzien auftreten kdnnen, wie etwa
Geschmacksirritationen, Schleimhautreizungen und Zahnverfarbungen, konnten bei der Nut-
zung naturbasierter Produkte minimiert werden [32,86]. Haufig wurden wissenschaftliche Un-
tersuchungen zu diesem Thema jedoch im Rahmen von in-vitro-Studien durchgefiihrt, welche

die physiologische Situation nicht exakt widerspiegeln konnen.
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Die dort haufig ermittelten MIC (minimale Hemmkonzentration) und MBC (minimale bakteri-
zide Konzentration) -Werte einiger Wirkstoffe resultieren aus Versuchen an planktonischen
Zellen, bei denen die Wirkstoffe iiber ldngere Zeitrdume (24-28 Stunden oder mehr) mit einer
Reinkultur des Organismus in Kontakt gebracht wurden [81]. Da diese planktonischen Zellen
jedoch, wie bereits im Vorfeld erwihnt, eine deutlich groBere Empfindlichkeit gegeniiber anti-
bakteriellen Wirkstoffen zeigen [80,115,116], liegt die Vermutung nahe, dass die MIC- und
MBC- Werte auf Bakterien in einem etablierten Biofilm hoher sein konnten. Daher sollte in
dieser Studie die Wirkweise antibakterieller natiirlicher Agenzien auf einen reifen, etablierten
Biofilm betrachtet werden. Aber auch Versuche an in-vitro entstandenen etablierten Biofilmen
konnen die reale Situation in-vivo nicht vollstindig widerspiegeln, worauf im nachfolgenden

Unterpunkt (6.1.2) noch ndher eingegangen wird.

Ubersichtsarbeiten einiger Arbeitsgruppen kamen letztlich zu dem Schluss, dass die Aussage-
fahigkeit der in-vitro erlangten Kenntnisse iiber die antikariogene Wirkung verschiedener Na-
turextrakte in Zukunft durch weitere klinische in-situ- und in-vivo- Studien untermauert werden
sollten. Beispielhaft zu nennen wiiren hierbei die Ubersichtsarbeiten von Ferrazzano et al. und
Slobodnikova et al., die sich mit den antikariogenen bzw. antibiofilm- Eigenschaften pflanzli-
cher Polyphenole beschéftigten, sowie das systematische Review von Freires et al., in dem die
antibakterielle Aktivitdt von #therischen Olen gegen kariogene Bakterien beleuchtet wurde

[28,32,100].

6.1.2 Biofilmgewinnung und Spiillésungen

Grundsitzlich unterscheidet man im Bereich der wissenschaftlichen Biofilmforschung zwi-

schen in-vitro und in-vivo gewonnenen Biofilmen.

Definitionsgemal} bezeichnet ,,in-vitro® allgemein organische Vorgénge, die aullerhalb eines
lebenden Organismus stattfinden. Der Vorteil von in-vitro gewonnenen Biofilmen liegt in deren
Reproduzierbarkeit und der Unabhingigkeit von individuellen Einflussfaktoren, wie beispiels-
weise der Erndhrungs- und Putzeigenschaften der einzelnen Probanden. So ergeben sich strikt
kontrollierbare Versuchsbedigungen, die sowohl gut reproduziert als auch miteinander vergli-

chen werden konnen [78].
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AuBerdem ist es mdglich, den auBlerhalb eines lebenden Organismus entstandenen Biofilm je
nach Anforderungen in Hinblick auf die vorliegende Studie zu modifizieren. Es konnte jedoch
gezeigt werden, dass es nach wie vor klare Unterschiede hinsichtlich der Bioadhédsion in-vitro
und in-vivo gibt [39,103]. Mehr als 50 % der oralen Bakterienflora sind nicht kultivierbar
[1,103]. Nachteilig anzusehen sind aullerdem die fehlenden Scherkréfte, die durch Mund- und
Wangenbewegungen unter physiologischen Umstinden entstehen und den Biofilm in seiner
Entstehung und Struktur verdndern konnen. Auch vom Korper intrinsisch hergestellte, antibak-
terielle Agenzien des Immunsystems wie das oben erwéhnte Lysozym haben in in-vitro-Studien
(ohne duBerliche Zufuhr) keinen Einfluss auf den Biofilm, was ebenfalls die exakte Wiedergabe

natiirlicher Gegebenheiten einschrénkt [78,115].

Im Gegensatz hierzu steht die Biofilmgewinnung im Rahmen von in-vivo-Versuchen. Die Bio-
filme entstehen hierbei direkt im lebenden Organismus und unter natiirlichen, physiologischen
Bedingungen. Die Komplexitit der Mundhohle gewéhrleistet ein Zusammenspiel aller relevan-
ten Einflussfaktoren, wie Nahrungsaufnahme, kinetische Krifte, hormonelle und immunologi-
sche Komponenten und Mundhygiene. Es hat jedoch auch zur Folge, dass ein bedingungsloser
Vergleich zwischen einzelnen Probanden nicht mdglich ist. Auch die immunologischen Reak-
tionen der Probanden konnen beispielsweise die Objektivitit der in-vivo-Studien erhaltenen

Ergebnisse verringern.

Mit Hilfe spezieller Trdgermaterialien ist es mdglich, entstandenen Biofilm aus der Mundhdhle
zu gewinnen. Die Verwendung von auf Miniplastschienen fixierten Priifkérpern ist ein kosten-
giinstiges, einfaches und schnell verfiigbares Mittel, um die Probekorper dem intraoralen Mileu
auszusetzen [45,107]. Durch die intraorale Ausdehung der Schiene, welche sich auf die Zdhne
und einen geringen Teil des Proceccus alveolaris beschrankt, konnte eine physiologische Spei-
chelsekretion gewihrleistet werden, was fiir die regelrechte Biofilmbildung eine unerlissliche
Voraussetzung darstellt. Durch das Design der Schiene und die stabile Positionierung der Pro-
bekorper im Zentrum der Vestibuldrflache konnte eine Entnahme der Schiene problemlos durch
Unterhaken an den Réndern gewdhrleistet werden, ohne die bereits gebildeten Biofilme der
Gefahr einer Kontamination oder mechanischen Zerstérung auszusetzen. Hierdurch war es den
Probanden mdglich, die Schiene fiir die Zeit der Nahrungsaufnahme zu entfernen und sie an-

schlieend problemlos wieder zu repositionieren.

- 109 -



Diskussion

Einen weiteren Vorteil bietet die Wiederverwendbarkeit der Schienen wéhrend der verschiede-
nen Versuchsreihen, was einer Reproduzierbarkeit zutraglich ist. Eine gewisse Reproduzierbar-
keit wurde ebenfalls durch eine gleichbleibende Positionierung der Priifkérper auf den Schienen
angestrebt. Diese erfolgte im Oberkiefer vestibuldr im Bereich der Primolaren beginnend mit
einem Abstand von etwa 1-2 mm zwischen den Priitkorpern. Durch diese reproduzierbare Po-
sitionierung war es moglich, Speichelfluss, Scherkrifte der benachbarten Weichgewebe und
die Speichelzusammensetzung, die auf die Priitkorper einwirkten, weitestgehend konstant zu
halten [46]. Um einen Einfluss der sich moglicherweise aus dem Silikon nach Abbinden 16sen-
den Partikel auf die Priifkdrperoberflichen zu verhindern, wurden die Schienen nach abge-

schlossener Priifkdrpermontage fiir mindestens 12 h unter Kiihlung in aqua dest. gelagert.

Die Spiillésungen wurden in lichtgeschiitzen Gefédflen zu je 10 ml vorportioniert, sodass die
Probanden eine exakt vordefinierte Menge zur Spiilung zur Verfiigung hatten. In einigen vo-
rangegangenen Studien wurden hydrophobe, natiirliche Testsubstanzen, wie etwa die hier ver-
wendete Olsdure, in hochprozentigem Alkohol geldst. So 16sten Watanabe et al. 2019 die ver-
schiedenen Fettsduren in Ethanol, bevor sie das Gemisch auf die kultivierten S. aureus- und S.
epidermis-Stimme gaben [110]. Zwar schlossen sie durch vorangegangene Tests die eigenstin-
dige antibakterielle Wirkung des mit geringen Restgewichtsprozents vorhandenen Ethanol aus,
dennoch kann es als Vorteil gesehen werden, dass die im vorliegenden Versuchsautbau getes-
teten hydrophoben Substanzen ohne alkoholhaltige Losungsmittel auskommen. So ist ein sin-
guldrer Blick auf die antibakterielle Wirkweise der Fettsduren, ohne aufwendige Referenzver-

suche moglich gewesen.
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6.1.3 Prifkoperherstellung und Priifkorperbearbeitung

Um eine mdglichst genaue und realistische Darstellung des physiologischen Biofilms zu erhal-
ten, wurden in der vorliegenden Studie bovine Schmelz- und Dentinpriifkdrper angewendet, die
intraoral positioniert wurden. Die Wahl boviner Probekorper wurde aufgrund der strukturellen
und biologischen Ahnlichkeit zum menschlichen Zahn getroffen. Die anatomischen Strukturen
sowohl als auch die histologische Mikrostruktur von Rinderzédhnen sind denen menschlicher
Zihne dhnlich [61,66,105,118]. Die Vorteile der Nutzung boviner Zéhne zu Versuchszwecken
liegt vor allem in der weitaus groferen Verfiigbarkeit. Zusitzlich zu der besseren Verfiligbarkeit
tierischer extrahierter Zahne stellt die Kariesfreiheit und Homogenitit der Zéhne einen weiteren
Vorteil dar. Aufgrund der weitestgehend identischen Erndhrung und des dhnlichen Alters zur
Zeit der Schlachtung der Rinder kann man von einer guten Vergleichbarkeit der Proben ausge-
hen. Durch die einheitliche Dimensionierung der Probeplittchen und die einheitliche Politur
konnte eine anndhernd konforme und glatte Oberfliche gestaltet werden, die die Pellikel- und
Biofilmentstehung in ihrer Homogenitdt begiinstigt. Auch durch die natiirliche Groe der Rin-
derfrontzihne war es mdglich Probepléttchen herzustellen, die eine ausreichend grofle Oberfla-
che boten, um sicher auf den Miniplastschienen montiert werden zu kénnen. Es wurde fiir alle
in die Untersuchung einflieBenden Probekorper ein identisches Reinigungs- und Vorbereitungs-

protokoll angewandt.
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6.1.4 Auswahl der Probanden/ Versuchsbedingungen

Die Intention der Studie war es, den Effekt natiirlicher Agenzien auf den physiologischen Bio-
film zu untersuchen. Um die Pellikelbildung und Biofilmformation nicht in ihrer regelhaften
und physiologischen Entstehung zur beeinflussen, wurden jene Probanden ausgewihlt, deren
intraorale Inspektion weder aktive Kariesldsionen noch akute oder chronische parodontale Ent-

zlindungen aufweist.

Ebenso wurden den Speichelfluss oder die Speichelzusammensetzung verdndernde Medika-
mente und Vorerkrankungen ausgeschlossen. Denn in Studien konnte gezeigt werden, dass Me-
dikamente und systemische Erkrankungen einen negativen Einfluss auf Speichelflussrate und
Pufferkapazitdt haben konnen [74,117]. Vorangegangene Bestrahlungen (Radiatio) im Bereich
des Kopfes wurden beispielsweise als Ausschlusskriterium gewertet. Zum einen ist die Quan-
titdt des Speichels post radiationem erniedrigt (Xerostomie), zum anderen konnten Hannig et
al. feststellen, dass bei bestrahlten Tumorpatienten auch der Anteil prolinreicher Proteine, wel-
che einer protektiven Aufgabe im Speichel nachkommen, sank [47]. Alle Probanden durften
ihren bestehenden Essgewohnheiten nachgehen, sollten in der Phase der Versuchsdauer jedoch
auf potentiell oder erwiesenermallen antibakterielle Lebensmittel verzichten (alkoholische Ge-

trinke, koffeinhaltige Getrinke etc.).

Um sinnvolle Vergleiche zwischen den Proben anstellen zu konnen war es wichtig, sowohl
innerhalb der verschiedenen Versuchsreihen eines Probanden als auch innerhalb der verschie-
denen Versuchsreihen der Probanden untereinander moglichst einheitliche Voraussetzungen
und Bedingungen zu schaffen. Aus diesem Grund erfolgte der Beginn der Versuchsreihe, also
die Insertion der Schienen, stets zwischen 8 Uhr und 9 Uhr am Morgen. So sollten die zirkadi-
alen Schwankungen der Speichelzusammensetzung beriicksichtigt werden [46,84]. Auch die
postprandiale Verschiebung des pH- Wertes sollte Beriicksichtigung finden. Stephan veroffent-
liche hierzu 1944 die sogenannte Stephankurve, die den Verlauf des pH-Wert-Abfalls nach der
Substratzufuhr und der darauffolgenden Normalisierung des pH-Wertes verdeutlicht [104]. Um
die Biofilmbildung nicht in azidem Mileu zu halten, wurden die Probanden aus diesem Grund
angewiesen die Schiene erst 30 min nach Beendigung der Nahrungsaufnahme zu repositionie-

ren.
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6.1.5 Biofilmuntersuchung

Die Untersuchung des Biofilms erfolgte unter Zuhilfenahme unterschiedlicher Mikroskopie-

verfahren.

Fluoreszenzmikroskopie

Fluoreszenzmikroskopische Verfahren stellen ein wichtiges und weit verbreitetes Verfahren
zur Beurteilung der Wirkung antibakterieller Agenzien auf Bakterien dar. In Kombination mit
den im Vorfeld beschriebenen Vitalfirbemethoden erméglichen sie, zwischen lebenden und
toten Bakterien zu unterscheiden. Es ist als ein herausragender Vorteil fluoreszenzmikroskopi-
scher Techniken anzusehen, dass sie hdufig an unveridnderten Priparaten angewandt werden
konnen, ohne den Biofilm zuvor vom Priifkorper abtrennen zu miissen und somit die natiirliche
Struktur zu zerstoren [2,115]. Die Priifkdrpervorbereitung ist also verhéltnisméBig unkompli-
ziert und birgt keine besonders hohen Verarbeitungsrisiken. Aullerdem spiegelt die unmittel-
bare fluoreszenzmikroskopische Visualisierung in-vivo entstandenen Biofilms die volle Breite
bakterieller Varianz in oralen Biofilmen dar [103]. Obwohl Lichtmikroskopie und Fluoreszenz-
mikroskopie die Visualisierung von Bakterien ermdglichen, sind Techniken mit einer hdheren
Auflésung notwendig, um detailliertere Einblicke in die Ultrastruktur der Mikroorgansimen
und die sie umgebende Matrix zu erhalten [40,115]. Eine morphologische Unterscheidung kann
im Rahmen der Fluoreszenzmikroskopie nur zwischen Kokken und Stdbchen getroffen werden.
Eine exakte Klassifizierung der Bakterienspezies lésst sich nicht treffen. Ein weiterer Parame-
ter, der mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops nicht detektiert werden kann, ist die Unterschei-
dung zwischen tiefer gelegenen und oberfldchlichen Bakterienschichten [115]. Dies ist vor al-
lem deswegen problematisch, weil eine Abhingigkeit des physiologischen Zustandes und auch
die Vulnerabilitit gegeniiber antibakterieller Wirkstoffe von der Lage der Bakterienzelle inner-
halb des Biofilms abhingt [2,3]. Daher ist die Fluorezenzmikroskopie auch lediglich als zusétz-
liche, richtungsweisende Informationsquelle {iber den Vitalitatszustand der in den oberen Fli-
chen befindlichen Mirkoorganismen sinnvoll. Mehrlagige Biofilme sind nur bedingt auswert-

bar.
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Zur Analyse der fluoreszenzmikroskopischen Bilder wurde das in Java geschriebene, frei zu-
géngliche (open source-) Programm Image] verwendet, das {iber die Betriebsysteme Windows,
Mac oder Linux genutzt werden kann. Dieser, aus der freien Zuginglichkeit entstehende kolla-
borative Charakter macht das Programm im Allgmeinen und in der Biofilmanalyse im Beson-
deren so niitzlich [113] Das Programm ist auBerdem in der Lage eine Vielzahl an Bildformaten
zu erkennen und zu lesen, wie beispielsweise JPEG, TIFF, GIF, DITCOM etc. [113]. Image]
wurde entwickelt, um in Laborsituationen Bilder zu interpretieren. Hierbei geht es um die in-
formationstechnische Verarbeitung von Bildsignalen, die Bilddaten werden vermessen und
analysiert. Das Programm ist in der Lage die Farbintensitét der Bilder zu erkennen und zu mes-
sen. Die durch die live/ dead staining- Losung angefarbten Bakterien kdnnen so in Bezug auf
die Gesamtoberfldche des Priifkorpers gezihlt werden. Ebenfalls kann durch die Analyse der
einzelnen Fluoreszenzbereiche (griiner oder roter Kanal) eine Aussage iiber den Anteil vitaler

und toter Bakterien getroffen werden.

Die Wirkung der Staining Solution basiert auf der Interaktion fluoreszierender Reaktionsfarb-
stoffe. Syto9 ist ein Nukleinsdure-Farbstoff, der innerhalb der Zelle verstoffwechselt wird und
vitale sowie avitale Zellen anfarbt, wihrend das Propidiumiodid nur mit den Aminen zerstorter
Zellen agiert. Also ist es Propidiumiodid lediglich mdglich, Zellen mit zerstorter Cytoplasma-
membran zu penetrieren. Dort kann es die Wirkung des ebenfalls fluoreszierenden Syto9 auf-
heben bzw. liberlagern. Vitale Bakterien fluoreszieren griin (Excitation 485 nm, Emission 498
nm), wahrend die zerstorten Bakterien mit durchldssiger Membran rot fluoreszieren (Excitation
535 nm, Emission 617 nm). Auf diesem Wege ist eine Differenzierung der Bakterien in leben-
dig und tot moglich. Diese Differenzierung, welche auf der unterschiedlichen Permeablitét der
Zellwinde basiert, eroffnet die Moglichkeit, die prozentualen Anteile toter und lebendiger Bak-
terien vor, wihrend und nach der Applikation antibakterieller Substanzen miteinander zu ver-
gleichen [103]. Direkt nach Beendigung des Versuches und der Entnahme der Priifkdrper aus
der Mundhdhle mussten diese umgehend der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung unter-
zogen werden, da sich Trockenheit und Licht negativ auf den Biofilm auswirken und das Test-
ergebnis verfdlschen konnen. Aus diesem Grund waren ein rasches Demontieren sowie eine
zligige und behutsame Reinigung der Priifkdrper mit sterilem und pyrogenfreiem Wasser von
Noten, um die Priifkdrper fiir die weitere Untersuchung vorzubereiten. Auch in diesem Fall
wurden die Priifkorper sofort in einem Hygrophor und unter lichtgeschiitzten Bedingungen ge-

lagert, um eine Verschiebung des Testergebnisses hin zu toten Bakterien zu verhindern.
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Nachdem das Priparat zunédchst bei kleiner VergroBerung in Génze betrachtet wurde, war es
nun moglich in die eigentliche Untersuchungsvergroflerung zu wechseln. Vor Aktivierung des
Objektivrevolvers auf das Objektiv 100x (1000-fache Vergroerung) musste zunidchst noch
eine Immersionsfliissigkeit aufgebracht werden (Immersionsdl Immersol 518 F halogenfrei
Zeiss, Deutschland). Diese Fliissigkeit stellt ein hochauflosendes Immersionsdl dar, das abge-
sehen von der positiven Beeinflussung der Auflosung auch zur Unterdriickung von kontrast-
senkenden Reflexionen dient. Diese Artefakte konnten durch Brechungsindexungenauigkeiten
aufgrund der unterschiedlichen Brechungsindices von Luft und Priifkdrper entstehen und wiir-

den die Qualitit der Bilder erheblich zum Negativen beeinflussen.

Rasterelektronenmikroskopie

Nachdem ein Festkdrper mit hinreichend groBer Energie bestrahlt wurde, findet infolgedessen
eine ganze Reihe von Wechselwirkungsprozessen statt, die mit geeigneten Detektionssystem
registriert und nach elektronischer Weiterverarbeitung zur Bilderzeugung genutzt werden kon-
nen. Diese Art der Signalentstehung, durch einen beschleunigten Elektronenstrahl, wird im
Rahmen der Elektronenmikroskopie genutzt und sie ermoglicht es, submikroskopische Struk-
turen mit einer 10- 500 000-fachen VergoBerung zu charakterisieren. Die Darstellung bakteri-
eller Biofilme kann durch elektronenmikroskopische Aufnahmen in Bezug auf ihre Morpholo-
gie sinnvoll erginzt werden. Diese Aufnahmen erméglichen eine detaillierte Ansicht der Ult-
rastruktur der Bakterien und deren Umfeld [1,40,113]. Das REM zeichnet sich durch eine hohe

Auflésung und eine ausgepragte Tiefenscharfe aus [10,78].

Jedoch ist die Quantifizierung adhdrenten Biofilms mit dieser Methode schwierig. Rasterelekt-
ronenmikroskopie erlaubt also eine dreidimensionale Darstellung von Oberflachenstrukturen in
unterschiedlichen Auflosungen. Angesichts der Tatsache, dass die fiir das Rasterelektronen-
mikroskop vorgesehenen Proben aufwindig und sorgfiltig vorbereitet werden miissen (Fixie-
rung, Dehydratation und Beschichtung) ist es eine relativ zeitaufwendige Methode der Mikro-
skopie. AuBBerdem birgt die Dehydratation aufgrund des hohen Wasseranteils von Biofilmen
die Gefahr, dass die Proben beschiadigt werden [78,113]. Die Untersuchung an lebenden Zellen

ist ebenfalls nicht moglich, da die Proben in einem Hochvakuum bestrahlt werden.
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Als alleinige Auswertungsmethode ist bei dieser Methode als nachteilig anzusehen, dass es
héufig auBerdem nicht mdglich ist, verschiedene Bakterienspezies exakt zu evaluieren und so-

mit die Differenzierung zwischen Kokken, Stibchen und Filamenten schwierig ist [40].

Transmissionselektronenmikroskopie

Die Standardmethode der Elektronenmikroskopie, die genutzt wird, um ultradiinne Bereiche zu
untersuchen, ist die Transmissionselektronenmikroskopie. Der gro3e Vorteil ist die hohe Auf-
16sung bis in den Subnanometerbereich und die ausgepréigte Tiefenschirfe [40,114]. Seit den
ersten Nutzungen des TEM in den frithen 1940er Jahren hat es sich bei der Analyse nahezu aller
zelluldrer Komponenten einschlieBlich des Zytoskeletts, der Membransysteme, Organellen,
Mikrovilli etc. bewdhrt und ist ein unverzichtbares Hilfsmittel, die Komplexitit von Zellen und
Zellstrukturen zu visualisieren [114]. Es eignet sich sowohl hervorragend zur Darstellung von
Bakterien und der sie umgebenden extrazelluldren Matrix [66,78] als auch fiir die Darstellung
der Pellikel [1,40]. Trotz dieser enormen Leistungsfahigkeit weist auch die Verwendung des
TEM Einschrinkungen auf. Es erlaubt lediglich die Betrachtung eines sehr kleinen Bereichs
des Probekorpers. AuBerdem erfordert die Fixierung der Proben zur Vorbereitung eine sehr
komplexe, zeitintensive und sensitive, also fehleranfillige Technik. Hierbei kommt es oft zu
Férbe- und Fixierungsartefakten, welche jedoch in der Vergangenheit bereits als solche erkannt
und katalogisiert wurden [114]. Generell muss im Rahmen transmissionselektronenmikrosko-
pischer Untersuchungsverfahren wie bereits erwihnt bedacht werden, dass die einzelnen Bilder
angesichts der Tatsache, dass es sich um ein Mikroskopieverfahren handelt, welches es ermog-
licht eine Sicht auf den Querschnitt der Probe zu erhalten (Ultradiinnschnittmikroskopie), le-
diglich einen extrem kleinen Bereich des Priifkdrpers widerspiegeln. So ist eine représentative
Darstellung der Ausdehnung bakterieller Besiedlung nur zu erlangen, indem eine extrem hohe
Anzahl an mikroskopierten Bildern ausgewertet wird. Daher empfiehlt es sich, die Mikrosko-
pie-Methoden miteinander zu kombinieren. So lédsst sich anhand der REM-Bilder ein guter
Uberblick iiber das AusmaB bakteriellen Befalls gewinnen, wihrend die TEM-Bilder diesen
Eindruck um die Dimension der vertikalen Ausdehnung und detaillierte Zytoskelettstrukturen

vorhandener Bakterienagglomerationen ergéinzen.
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Fazit

Die Kombination der Fluoreszenzmikroskopie, welche einen Einblick in die bakterielle Kolo-
nisation und das Vitalitdtsmuster der Bakterien gibt, und den beiden elektronenmikroskopi-
schen Mikroskopiermethoden, welche es ermoglichen einen Eindruck der dreidimensionalen
Struktur des oralen Biofilms zu gewinnen, eignet sich gut, um den Effekt von Mundspiillosun-

gen auf die Qualitdt und Quantitét des Biofilms zu ermitteln.

6.2 Diskussion der Ergebnisse

6.2.1 Fluoreszenzmikroskopie

Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung dient wie bereits im vorherigen Text erwihnt der
Betrachtung zweierlei Parameter. Zum einen sollte die flichenhafte Bedeckung des Priifkorpers
durch mikrobiellen Biofilm (Oberflichenbedeckung) betrachtet werden, zum anderen soll der
Zustand des vorhandenen Biofilms in Bezug auf den Lebendzellanteil (Vitalitit) eingeschitzt
werden. In Studien konnte gezeigt werden, dass die Vitalitit des Biofilms im Oberkiefer, ohne
Zuhilfenahme antibakterieller Agenzien, nach 48 h in der Regel zwischen 64,4 % und 75,7%
betrdgt [3]. Der prozentuale Anteil vitaler Mikroorganismen des oralen Biofilms unterliegt star-
ken inter-individuellen Schwankungen [3,120]. Eine Studie von Karygianni et al. 2012, mit
dhnlichem Versuchsaufbau wie der vorliegenden, konnte zeigen, dass nach Nutzung einer spe-
zifischen Fluoreszenz in-situ- Hybridisierung (FISH fiir Eubacterien, Streptococcus spp. und
Fusobacterium nucleatum) und anschlieBender Konfokal-Laser Scanning Mikroskopie, nach 3
Tagen etwa 47,26 % und nach 5 Tagen fast die komplette Schmelz- Priifkdrperoberfldche
(84,45%) mit Biofilm bedeckt war [66]. Die inter- und intraindividuellen Unterschiede der Bio-
filmdicke, der Biofilmverteilung und der Vitalitdt der Mikroorganismen, die mit allen Untersu-
chungsmethoden ermittelt werden konnten, kdnnen auf verschiedene individuelle Faktoren zu-
riickgefiihrt werden, wie etwa Speichelflussrate, oral wirksame Scherkrifte, mastikatorische
Funktion, Weichgewebsdruck, Zusammensetzung von Speichel- und Sulkusfliissigkeit und Er-

ndhrungsgewohnheiten [115].
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Die in dieser Studie vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass die flichenhafte Bedeckung der Priif-
korperoberfldche der Kontrolle im Schmelz durchschnittlich 70% betragt, wihrend die Kon-
trolldentinpriifkérper durchschnittlich sogar zu 86% mit Biofilm bedeckt sind. Eine 2007
durchgefiihrte Studie von Jung et al. konnte zeigen, dass die bakterielle Adhdrenz an Den-
tinoberfldchen grofBer ist als die an Schmelzoberflichen [61]. Diese hoheren Werte lassen sich
unter anderem durch die groflere Rauheit der Dentinfldchen erkléren, welche eine Biofilmbe-
siedlung begiinstigt [39,48]. Durch die quer angeschnittenen Dentintubuli im Rahmen der Priif-
korpervorbereitung entsteht ein Mikroretentionsrelief, das die Adhédrenz der Mikroorganismen
begiinstigt, welche bevorzugt im Bereich der Dentintubuliéffnungen beobachtet werden konnen
[61,77]. AuBerdem konnen Bakterien mit den organischen Strukturen der Kollagenmatrix des
Dentins interagieren [61,76]. Da es sich hierbei jedoch um Dentin extrahierter Zdhne handelt,
das zuvor einem chemischen Reinigungsprozess unterzogen wurde, ist es fraglich, ob die Bin-
dung der Bakterien an kollagene Strukturen eine grof3e Rolle spielt. Es konnte gezeigt werden,
dass Natriumhypochlorit, welches im Rahmen dieser Studie zur Reinigung der Probekorper
verwendet wurde, auf organisches Gewebe wie etwa das Kollagen des (bovinen) Dentins auf-
16send wirkt [68,102]. Ein weiterer Unterschied in der mikrobiellen Besiedlung von in-situ ex-
ponierten Schmelz- und Dentinpriitkorpern ist der zeitliche Verlauf der bakteriellen Besied-
lung. Wihrend die Menge adhirenter Bakterien auf den Dentinproben sich mit der Dauer der
oraler Exposition signifikant erhdht, bleibt sie auf den Schmelzproben weitestgehend konstant
[61]. Es lassen sich mikroskopisch hauptsédchlich Streptokokken erkennen. Diese Beobachtung
deckt sich mit vorangegangenen in-vivo- und in-situ-Studien, die nach oraler Exposition einen
Streptokokkenanteil der initialen bakteriellen Kolonisation zwischen 4 und 48 h, von 61 %- 78
% beobachten konnten [22,61]. Dies lédsst sich auf der einen Seite mit der kurzen Verdopp-
lungszeit von Streptokokken im Vergleich zu anderen Bakterienspezies erkldren [1,7,66] und
zum anderen mit der Tatsache, dass viele Komponenten der Pellikel, wie etwa Amylase und

prolinreiche Proteine, als spezifische Bindungsproteine fiir Streptokokken agieren [1,34,61,66].

Betrachtet man die Oberflichenbedeckung der Priitkoper nach Anwendung der experimentel-
len Hopfenmundspiilung, ldsst sich eine deutliche Reduktion des Bakterienrasens erkennen. Im
Bereich der Schmelzpriifkorper betridgt der prozentuelle Wert der Priifkorperbedeckung im
Durchschnitt nur noch 26 %. Mit 28 % lésst sich auch auf den Dentinpriifkérpern eine deutliche
Minderung bakterieller Besiedlung feststellen, sodass sich die Vermutung anstellen lésst, dass
Hopfen nicht nur auf den vorhandenen Biofilm verandernd wirkt, sondern auch die Entstehung

des initialen Biofilms hemmt.
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Diese antiadhédrenten und Antibiofilm-Eigenschaften des Hopfens wurden bereits 2013 von Ro-
zalski et al. im Rahmen einer in-vitro-Studie beschrieben [91]. Weitere Reviews beschreiben
ebenfalls die Inhibition der bakteriellen Adhédrenz durch pflanzliche sekundédre Metabolite, wie

etwa Polyphenole oder itherischen Ole [28,32,100].

Deutliche Unterschiede im Hinblick auf die Beeinflussung der Biofilmbildung konnten im Ra-
hamen der vorliegenden Untersuchung nach der Spiilung mit der experimentellen Hopfenspiil-
16sung im Vergleich zur Olsiure festgestellt werden. Wihrend sich hier die Verinderung ledig-
lich auf der Ebene der Zellvitalitit vorhandener Bakterien abspielt, zeigt das Priifkdrperbede-
ckung keine deutlichen Unterschiede. So betridgt der Wert der Priifkdrperbedeckung auf den
Schmelzoberflichen nach Olsiurespiilung im Durchschnitt 82 % und auf den Dentinoberfli-
chen 75 %. Das Gleiche gilt fiir die Priifkdrperbedeckung unter Lysozymspiilung. Mit 85 %
(Schmelz) und 83 % (Dentin) dhneln die Durchschnittswerte denen der Kontrollkérper. Die
Vitalitidt der nach Olsdurespiilung auf den Probekdrpern vorhandenen Bakterien betrigt auf
Schmelz lediglich 43 %, auf Dentin nur 42%, was bedeutet, dass Olsdure zwar nicht dazu fiihrt,
dass eine Verminderung des bakteriellen Rasens zu erkennen ist, aber dass sie in der Lage ist
bestehende Bakterien anzugreifen und zu zerstoren. Bei Lysozym findet sich im Gegensatz
hierzu keine Verschiebung hin zu toten Bakterien. Die Lysozymproben dhneln also hinsichtlich

beider Parameter denen der Kontrolle.

Grundsitzlich lassen sich auch Unterschiede beziiglich der Positionierung der Priifkdrper auf
den Schienen feststellen. Karygianni et al. haben gezeigt, dass Priifkorper, welche auf der Ves-
tibulédrseite der Schienen im Oberkiefer angebracht wurden, unterschiedlich stark von Biofilm-
besiedlung befallen sind. So zeigten (nach Befestigung von sechs Priifkérpern im Bereich zwi-
schen Prdmolaren und Molaren) die in der Mitte befindlichen Priitkdrper mit 25,55 %- Priif-
korperbedeckung merklich weniger Biofilmbesiedlung als jene mesial (53,04 %) und distal
davon (63,15 %) [66]. Dieses Phdnomen kann neben der inter-individuellen Varianz der Biol-
fimbildung als mogliche Ursache fiir die unterschiedlichen Werte herangezogen werden. Be-
trachtet man die Auswertung der Priifkorper bezogen auf die Vitalitit der Bakterien fallt auf,
dass es zu Diskrepanzen zwischen der subjektiven, visuellen Einschitzung der Bakterienvitali-
tat und der Auszdhlung durch das Programm ImageJ kommen kann. Dies soll am Beispiel eines

Probekdrpers nach Hopfenspiilung gezeigt werden.
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Betrachtet man zunichst ein fluoreszenzmikroskopisches Bild der Kontroll-Reihe (Abb.60)

von Proband 3 (Schmelz), erkennt man eine deutliche Farbung der Bakterien in griiner oder

roter Farbe.

Abb. 60: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung des Biofilms auf Schmelz nach 48 h und regelmifliger
(alle 6 h) Wasserspiilung (Kontrolle) bei 1000-facher VergroBierung (Live/ Dead Fiarbung); tote Bakterien
stellen sich rot, lebende griin dar; es lassen sich stiibchenformige und kokkoide Bakterien erkennen, die
den Priifkorperabschnitt vollstindig bedecken, es zeigt sich eine ausgeprigte Dominanz griin eingefirbter
Zellen

Die Bakterien scheinen scharf voneinander abgegrenzt und kontrastreich eingefarbt. Auf mole-
kularer Ebene bedeutet dies, dass sich die lebenden Bakterien (griin) ausschlieBlich mit dem
Nukleinsdurefarbstoff Syto9 angefirbt haben. Dieser penetriert sowohl lebende als auch abge-
storbene Bakterien. Der rote Farbstoff Propidiumiodid ist jedoch nur in der Lage zerstorte Zell-
membranen zu durchdringen. Befinden sich schlieBlich beide Farbstoffe im Zellkern einer ab-
gestorbenen Zelle, reduziert das Propidiumiodid die Griinfarbung des Syto-9, liberlagert diese
schlieBlich und die Zelle erscheint unter Fluoreszenz rot. Betrachtet man im Gegensatz hierzu
ein Bild nach Anwendung des experimentellen Hopfenextraktes (Abb.61, ebenfalls ein
Schmelzpriitkoérper von Proband 3), lésst sich in einigen Bereichen eine eher gelbliche Vertfir-

bung der Bakterien beobachten.
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Abb. 61: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung des Biofilms auf Schmelz nach 48 h und regelmifliger-
Hopfenspiilung (alle 6 h) bei 1000-facher Vergroflerung (Live/ Dead Firbung); tote Bakterien stellen sich
rot, lebende griin dar; es lassen sich stibchenformige und kokkoide Bakterien erkennen, die blauen Pfeile
markieren die Stellen ,,gelb fluoreszierender* Bakterien

Diese Gelbfarbung lésst sich also anhand der Wirkweise der Nukleinséurefarbstoffe erkliren.
Es liegt die Vermutung nahe, dass, nachdem sich im Inneren zerstorter Bakterien beide Farb-
stoffe angereichert haben, das Propidiumiodid nicht in der Lage war die Fluoreszenz des Syto9
génzlich zu tiberdecken. Wertet man die Priifkorper nun jedoch mit einem semiquantitativen
Programm aus, wie in diesem Fall ImageJ, ist es notwendig beide Farben eindeutig voneinander
zu trennen. Eben diese Farbdiskriminierung ist mit Hilfe des Programms nicht eindeutig mog-
lich. Die ,,Mischfarbe* gelb wird dem griinen Kanal zugeordnet, obwohl die simultane Einfér-
bung der Bakterien fiir eine Zerstorung der Zellmembran und somit fiir eine Beschiddigung der
Zelle spricht. Aus diesem Umstand resultiert ein verfalschter Vitalititswert, der eine nicht der

Realitit entsprechende Verschiebung hin zu lebenden Organismen suggeriert.

Fiir das oben gezeigte Bild des Schmelzes nach Hopfenspiilung wurde durch das Programm ein
Vitalititswert von 42 % ermittelt. Eine optische Einschédtzung wiirde in Einbeziehung der oben
genannten Gesichtspunkte einen geringeren Wert ergeben. Diese Problematik ,,gelb eingefar-
berter Bakterien* im Rahmen der LIVE/DEAD™ BacLight™ - Methode wurde in der Vergan-
genheit bereits in Studien thematisiert [101,120].
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Eine weitere Problematik beschreiben Berney et al. 2007 in der Arbeit ,,Assessment and Inter-
pretation of Bacterial Viability by Using the LIVE/DEAD Baclight Kit in Combination with
Flow Cytometry” [11]. Wahrend es zuldssig erscheint, dass Zellen deren Membran verletzt
wurden, als tote Bakterien gewertet werden, ist der Umkehrschluss (dass intakte Zellen aktive
Zellen sind) nicht zwingend korrekt. Die mikroskopischen Bewertungen erfolgen hiufig ver-
einfacht in eine Aufteilung in Rot (tot) oder Griin (Iebend). Die Erfahrungen einiger Arbeits-
gruppen aber zeigen, dass bei Versetzung von Bakterienzellen mit dieser Farbstoffkombination
und anschlieBender Untersuchung durchaus Zwischenstadien beobachtet werden konnen
[11,120]. Das Vermogen der Fluoreszenzfarbstoffe Bakterien einzufirben korreliert mit dem
physiologsichen Zustand der betreffenden Zellen: Mikroorgansimen mit aktivem Metabolismus
und hoher Wachstumsrate fluoreszieren deutlicher als jene mit verminderter zelluldrer Aktivitat
[11,103]. Dies kann zu Problemen und Schwierigkeiten fiihren, insbesondere bei der Interpre-
tation von Ergebnissen, die eine Aussage iiber die Effektivitit desinfizierender, antibakterieller
Methoden geben sollen. Bisher konnte das Wissen iiber diese Zwischenzustinde jedoch noch
nicht vollstindig erschlossen werden. Bei der Betrachtung der Vitalitit des vorhandenen Bio-
films sollte ebenfalls die Tatsache beachtet werden, dass gezeigt werden konnte, dass sich der
Effekt antimikrobieller Stoffe in etablierten Biofilmen auf die oberflachlichen Schichten be-
grenzt [5,120].

Ein weiterer zu diskutierender Punkt wire die fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesene anti-
bakterielle Wirkung der Olsiure. Die folgende Tabelle (Tab. 21) ist aus dem Analysenzertifikat

des Herstellers der von uns verwendeten Olsdure entnommen.

Tabelle 21: Auszug aus dem Analysenzertifikat der Olsiurespiillosung

Parameter Spezifikation Resultat
Saurezahl 198 --> 240 200
lodzahl 92 --> 100 94
Linolsaure (C18:2) Max. 18 % 1%
Olsaure (C18:1) Min. 72 % 81 %
Palmitinsaure Max. 8 % 3%
Palmitoleinsaure Max. 1 % Max. 1 %
Stearinsaure Max. 4 % 2%
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Darin ist ersichtlich, dass es sich bei dem verwendeten Produkt nicht um reine Olsiure handelt.
Zwar stellt sie mit 81 % den Hauptbestandteil des Gemischs dar, dennoch befinden sich eben-
falls 11 % Linolséure (C18:2) in der Mischung. So lésst sich einem Review von Desbois et al.
entnehmen, dass Linolsdure eigene antibakterielle Fihigkeiten besitzt [21]. Auch andere Stu-
dien belegen eine eigenstindige, antibakterielle Wirkung der Linolsdure [8,15,102]. Also muss
in der Interpretation der Ergebnisse die eigenstindige Wirkung der Linolsdure auf die Vitalitdt
der Bakterien miteinbezogen werden. Gleiches gilt fiir Stearinsdure (C18:0) und Palmitinsidure
(C16:0), welche jedoch vermutlich aufgrund des geringen Anteils (2 % und 3 %) in der Ge-

samtbetrachtung vernachlissigt werden konnen.

6.2.2 Rasterelektronenmikroskopie

Auch bei der rasterelektronenmikroskopischen Untersuchung finden sich die deutlichsten Ef-

fekte nach Spiilung mit dem experimentellen Hopfenextrakt.

Zunichst betrachtet man die Scores der Kontrollpriifkérper nach Spiilung mit Wasser. Hier ha-
ben alle Probanden sowohl im Schmelz als auch im Dentin i.d.R. einen Score 6. Dies bedeutet,
dass sich auf den Priitkorpern ein etablierter, vielschichtiger Biofilm mit einer Vielzahl ver-
schiedener bakterieller Morphotypen befindet, der mehr als 50% der Fliche des Probekorpers
bedeckt.

Sowohl fiir Lysozym als auch fiir Olséure gilt mit jeweils einer Ausnahme bei Proband 2 das
Gleiche. Proband 2 hat nach Spiilung mit Olséure im Schmelz und nach Spiilung mit Lysozym
im Dentin jeweils einen Score 4. Dieser besagt, dass sich multiple bakterielle Aggregationen

auf dem Priifkdrper oder ein Monolayer-Biofilm auf dem Priifkorper befinden.

Diese individuellen Unterschiede konnen vielerlei Griinde haben. Zum einen kénnen die Pro-
bekorper intraoral topographisch so positioniert gewesen sein, dass eine mechanische Irritation
durch die Wangenmuskulatur die Biofilmentstehung gehemmt hat. Ein weiterer denkbarer
Grund wiére, dass die fehlerhafte Verarbeitung der Priifkdrper nach Entnahme selbiger aus der
Mundhohle den vorhandenen Biofilm verletzt hat. Dagegen spricht jedoch die homogene und
physiologisch anmutende Verteilung und Aggregation des bakteriellen Monolayers auf der

Oberflache des Priifkorpers, die keine ,,iatrogene® Ursache vermuten l4sst (Abb.62).
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Abb. 62: Rasterelektronenmikroskopbild bei 500-facher Vergrofierung, es lassen sich scharf abgegrenzte
Areale mit Biofilm erkennen, aerifizierende Dentintubuli sind ebenfalls erkennbar

Wie bereits erwéhnt, spiegelt sich auch insbesondere bei den Ergebnissen des Rasterelektro-
nenmikroskops die antibakterielle Effektivitit des Hopfens wider. Auf zwei der drei Schmelz-
Probekdrper findet man eine Situation, die anlehnend an das Auswertungssystem einen Score
1 widerspiegelt. Dies bedeutet, dass sich auf diesen Proben lediglich eine deutliche Pellikel mit
nur einzeln verteilten oder gar keinen Bakterien findet. Diese Ergebnisse konnten ein Indiz
dafiir sein, dass Hopfen in der Lage ist die Pellikel dahingehend zu verdndern, dass eine regel-
hafte Ausbildung des Biofilms ausbleibt. Untersuchungen, inwiefern es moglich ist, die Pellikel
zu modulieren und somit der bakteriellen Besiedlung entgegenzusteuern sind Gegenstand der
Forschung im Biofilmmanagment. Im Bereich des Dentins finden wir ebenfalls Verdnderungen.
Einmal ist die bakterielle Besiedlung des Priifkdrpers minimiert (Score 5, < als 50 % der Priif-

korperoberflache sind befallen) und bei Proband 1 findet sich hier ebenfalls ein Score 1.
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6.2.3 Transmissionselektronenmikroskopie

Die transmissionselektronenmikroskopischen Bilder lassen eine detaillierte Darstellung sowohl
der Pellikel als auch des Zytoskeletts der Mirkoorganismen und der sie umgebenden Matrix zu.
So lassen sich nach Verwendung der Spiillosungen Verdnderungen auf zelluldrer Ebene be-

obachten.

Auch im Rahmen der Transmissionselektronenmikroskopie konnten nach Hopfenapplikation
die deutlichsten Verédnderungen registriert werden. Die Schmelzpriitkorper aller drei Probanden
zeigen die gleichen Verdnderungen. Auf jedem der Priifkdrper konnte lediglich eine amorphe,
verdickte Pellikelschicht nachgewiesen werden, die mit keinen oder nur sehr stark vereinzelten
Mikroorganismen besetzt war. Dies deckt sich mit den, mit Hilfe der anderen Mikroskopie-
Methoden gewonnenen Ergebnissen. Im Bereich des Dentins konnte eine starke Dezimierung
des vorhandenen, etablierten Biofilms erfasst werden, wéihrend diese Bereiche Bakterien zeig-
ten, die stark alteriert und desintegriert erschienen. Auch hier befinden sich Zellen deren Zell-
wandkontinuitit durchbrochen ist, deren Zellinhalt das Zytoskelett verlassen hat und auch hier
lassen sich vereinzelte Riickstinde der Agenzien im Priparat detektieren. Die teilweise ge-
schrumpften Zellinhalte erscheinen inhomogen und die extrazelluldre Matrix zerkliiftet und
aufgelockert. Die Tatsache, dass die Schmelzpriifkorper lediglich eine verdickte Pellikel und
keinen ausgebildeten Biofilm aufweisen, ldsst eine Korrelation des Hopfenpraparats mit Be-

standteilen der Pellikel vermuten.

Die Pellikel, als sich kontinuierlich durch chemische und enzymatische Modifikation der ab-
sorbierten Speichelproteinaggregate, sogenannte mizellenartige globulére Strukturen und hete-
rotype Komplexe, remodellierende Schicht, stellt die Basis der Ausbildung eines Biofilms dar.
Als Andockstelle fiir die adhdrenten Mikroorganismen bildet sie die Grundlage der Biofilmge-
nerierung, da sie als Mediator aller molekularen und mikrobiellen Interaktionen zwischen
Zahnoberfldche und oraler Kavitdt agiert. Einige vorangegangene in-situ-Studien konnten zei-
gen, dass Naturprodukte, welche Polyphenole enthalten, als antibakterielle Agenzien in Mund-
spiillésungen in der Lage sind die Ultrastruktur der Pellikel zu verdndern [51,52,69,90,112]. Es
konnte gezeigt werden, dass sekundére Pflanzenstoffe in der Lage sind die protektiven Eigen-

schaften der Pellikel zu verstarken [46,51,112].
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Nach regelméBiger Spiilung mit verschiedenen phenolhaltigen Substanzen zeigten die elektro-
nenmikroskopischen Bilder eine verdickte und elektronendichtere Pellikel. Dieses Phinomen
konnten Weber et al. 2015, Hertel et al. 2017 und Kirsch et al. 2020 ebenfalls beobachten
[52,69,112]. Es konnte auch gezeigt werden, dass die beschriebene Verdickung der Pellikel
anhaltend war [52,69]. Dass mit dieser Verdickung eine erhohte Widerstandsfahigkeit der Pel-
likel gegentiiber erosiver Sdureangriffe [67,112] und sogar eine gehemmte Initialkolonisation
der Bakterien einhergehen kann, wird in einigen Studien beschrieben [51,52,67,69]. Dies kann
bedeuten, dass Polyphenole einen langanhaltenden modulierenden Effekt auf die Ultrastruktur
der Pellikel und auf die Enstehung des Biofilms haben. Kensche et al. konnten 2017 in einer
in-situ-Studie zeigen, dass es moglich war eine Inkorporation biologischer Substanzen, die in
Form von Mundspiillésungen verwendet wurden, in die Pellikel zu bewirken und durch diese
Modifikation eine Anhaftung kariogener Mikroorganismen zu behindern oder zu vermeiden
[67]. Sowohl einige in-vitro- als auch in-situ- Studien zeigen, dass sekundire Planzenstoffe in
die Struktur der Pellikel adsorbiert werden konnen und zu einer Denaturierung von Pellikelpro-
teinen fithren, was einen Einfluss auf die Interaktion mit den Rezeptoren der Bakterien zur
Folge hat [57,58,69,90]. Hannig et al. konnten zeigen, dass die intraorale Applikation von Po-
lyphenolen in Form von Mundspiilldsungen zu einer Inhibition von Proteinen in der Pellikel
fiihren kann [37]. Es wird vermutet, dass der erste Schritt der Polyphenol-Protein-Interaktion
an dem dynamischen Teil der Pellikel beginnt, welche Proteine mit der hdchsten Phenolbin-
dungsaffinitit aufweist. Dies sind Proteine wie etwa prolinreiche Proteine, die eine hohe Anzahl
an Prolinresten in ihrer Proteinsequenz aufweisen [6,58]. Weitere, gegeniiber Polyphenolen
bindungsaffine Proteine sind Amylasen und Histatine, welche eine protektive Aufgabe in der
Pellikel wahrnehmen [69]. Prolinreiche Proteine sind aulerdem mit speziellen Rezeptoren aus-
gestattet, die die bakterielle Adhdrenz gewéhrleisten [1]. Der zweite Schritt konnte auf Interak-
tionen der Phenole mit der bereits adsorbierten Glykoproteinschicht beruhen. Diese rezeptor-
gesteuerte Interaktion fiihren wiederum letztlich zu einem antiadherenten und antibakteriellen
Effekt. Die genaue Wirkweise der Polyphenole auf die Pellikel ist bisher nur wenig erforscht.
Es gibt jedoch eine Reihe von Studien, die beschreiben, dass polyphenolhaltige Substanzen auf
verschiedenen Wegen mit den Speichelproteinen interagieren. So wurde beobachtet, dass einige
Polyphenole in der Lage sind Speichelproteine zu binden und somit unldsliche Protein-Poly-

phenol-Niederschldge zu bilden [6,69].
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Daraus folgend ldsst sich die Vermutung anstellen, dass dieser Mechanismus auf die Poly-
phenol-Protein-Interaktion in der Pellikel {ibertragen werden kann und es sich bei den verdick-
ten Bereichen der Pellikel um eben solche unldslichen Polyphenol-Protein-Aggregate handelt,
die inkorporiert wurden. Studiert man die Literatur, findet man ein von Charlton et al. aufge-
stelltes Modell zum Ablauf der Interaktion zwischen Polyphenol und Speichelproteinen [16].
In einem ersten Schritt formt sich ein 16slicher Komplex, nachdem der hydrophobe Teil des
aromatischen Polyphenolrings mit dem Pyrrolidinring des Prolinrestes des Proteins reagiert
[6,16,58]. In der zweiten Phase flihrt das vermehrte Vorhandensein von Polyphenolen zu einer
Quervernetzung zweier dieser schwach miteinander verbundenen Peptide, was zur Ausbildung
eines groBeren, unloslichen Komplexes fiihrt. Das dritte Stadium wird durch komplexe Aggre-
gate beschrieben, welche sich spontan im Speichel niederschlagen. Somit werden 16sliche und
unldsliche Aggregate zwischen Polyphenolen und Proteinen detektiert. Da die Bildung der Pel-
likel wie bereits im Vorfeld beschrieben eine Adsorption von Speichelproteinen und Proteinag-
gregaten voraussetzt, lasst sich eine Verdnderung dieser mit der Verdnderung der Pellikelstruk-
tur in Zusammenhang bringen. Die daraus resultierende verdnderte Pellikel kdnnte somit zer-
storte oder maskierte funktionale Gruppen von Rezeptorproteinen beinhalten, was zu einer ge-
storten Interaktion zwischen initialen Kolonisierern und der Pellikel fiihrt und somit die Bio-
filmbildung hemmt [51,69]. Diese Prozesse konnten also ursdchlich fiir das in dieser Studie
beobachtete Fehlen eines ausgebildeten, etablierten Biofilms auf den Schmelzpriifkérpern nach
Hopfenspiilung sein. Im Gegensatz zu den Schmelzpriitkorpern lassen sich auf Teilen der Den-
tinpriiftkorper Mikroorganismen erkennen. Diese sind jedoch in stark verringerter Zahl vorhan-
den und weisen atypische, pathologische Verdnderungen auf. Die Zellwénde beinhalten Dis-
kontinuitéten, die Zellinhalte sind dadurch teilweise nach auflen gestiilpt, was den Verlust der
Zellintegritdt und somit einen Verlust der Funktionalitét fiir die Zelle bedeutet. Die in fritheren
Abschnitten dieser Arbeit beschriebenen Mechanismen antibakterieller Wirkung der Hauptbe-
standteile des Hopfens, insbesondere der Flavonoide, konnten ursichlich fiir diese degenerati-
ven Verdnderungen der Bakterienzellen sein. Somit kann angenommen werden, dass das expe-
rimentelle Hopfenextrakt der Biofilmbildung auf zweierlei Ebene entgegenwirkt. Einerseits
scheint es die Pellikelstruktur dahingehend zu modifizieren, dass die Initalkolonisation der
Mikroorganismen gehemmt wird, andererseits wirkt es destruktiv auf die Zellstruktur vorhan-

dener Bakterien.
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Nach Olséurespiilung befinden sich innerhalb der Zellen und auch innerhalb der extrazelluldren
Matrix helle, kugelformige Einlagerungen, die wohl auf Olsiureeinlagerungen zuriickzufiihren
sind. In der Vergangenheit gab es viele Ansétze, Oberflachen vor bakteriellem Bewuchs zu
schiitzen, indem man ihre hydrophoben Oberfldcheneigenschaften verstirkt, da auf diesen we-
niger Bakterienadhésion festgestellt werden konnte. Mehrere Studien legen die Wirksamkeit
von Lipiden und Pflanzendlen als antimikrobielle Substanzen nahe [4,62]. Es wurde postuliert,
dass Ole oder 6lige Gemische der Oberfliche eine Hydrophobie von langer Substantivitit ver-
leihen konnen, welche schlieB3lich zu einer erschwerten Adhésion bakterieller Erstkolonisierer
fithrt. Die Beobachtung der Ansammlung von vesikelartigen Ablagerungen auf den Praparaten
nach in-situ-Testung Oliger Agenzien wurde bereits von Hannig et. al 2012 gemacht. Hier wur-
den nach intraoraler Spiilung mit Distel6l ebenfalls Riickstinde auf der gebildeten Pellikel der
bovinen Priifkorper gefunden, jedoch nicht innerhalb selbiger [42]. In der genannten Studie
wurde der Einfluss der Spiilung mit Ol auf eine potentielle Verstirkung protektiver Eigenschaf-
ten der Pellikel untersucht, wie diese bei der Applikaltion von Polyphenolen bekannt ist. Dort
konnte zwar eine Modifikation der Ultrastruktur der Pellikel, jedoch keine Verbesserung der
protektiven Eigenschaften festgestellt werden, diese waren sogar reduziert [42]. Eine weitere
in-situ-Studie von Hannig et al. 2011 befasste sich mit der Frage, ob die intraorale Spiilung mit
Speisedlen die bakterielle Kolonisation auf (ebenfalls bovinen) Schmelzpriifkdrpern reduziert
[43]. Auch hier konnte zunichst gezeigt werden, dass die Pellikel strukturell einer Verdnderung
unterliegt und ihr kleine Olmizellen aufliegen. Jedoch wurden hier keine signifikanten Auswir-
kungen auf das Anfangsmuster oder Ausmal} bakterieller Erstbesiedlung gefunden. Diese Er-
kenntnis deckt sich mit den Ergebnissen dieser Untersuchung, betrachtet man das Ausmaf und
die dreidimensionale Ausdehnung des Biofilms nach Olsiurespiilung. Bei detaillierter Betrach-
tung der bakteriellen Zellkorper lassen sich jedoch bemerkenswerte Beobachtungen tatigen.
Die Zellwénde sind in ihrer Kontinuitét gestort und die Zellinhalte erscheinen inhomogen und
geschrumpft, teilweise aus dem Zellkonstrukt herausgestiilpt. Dies 14sst sich durch die von Des-
bois et al. 2010 beschriecbene Wirkweise der Fettsduren erkldren, welche innerhalb der bakteri-
ellen Zellwand als Tonophore agieren und dadurch das Konzentrationsgefille zwischen Zellin-
nerem und ZellduBerem in einem Maf3e storen, das schluBendlich zur Lyse der Zellmembran
fiihren kann [21]. All diese Beobachtungen weisen auf vorangegangene, degenerative Prozesse

hin.
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Diese destruktiven Prozesse finden sich sowohl im Bereich der Schmelz- als auch im Bereich
der Dentinpriifkorper. Die Ausbildung des Biofilmes in seiner dreidimensionalen Auspriagung

scheint jedoch nicht vermindert.

Die transmissionselektronenmikroskopischen Ergebnisse der Priifkdrper nach Lysozymspii-
lung weichen geringfiigig von den Erkenntnissen, die die Auswertung der anderen Mikrosko-
pierarten ergeben haben, ab. Wéhrend die Proben im Rahmen fluoreszenzmikroskopischer und
rasterelektronenmikroskopischer Betrachtung denen der Kontrolle &hnelten, lassen sich auf
Zellebene im Rahmen der Transmissionselektronenmikroskopie Verdnderungen erkennen. Die
Zellen erscheinen durch den Kontakt mit der Spiillosung angegriffen und pathologischen Pro-
zessen unterlegen. Hinweise auf degenerative Prozesse sind auch hier Diskonutinuititen in den
Zellwianden und strukturell aufgelockerte, desintegrierte Zellinhalte. Auch hier decken sich die
Beobachtungen mit den in der Literatur beschriebenen Wirkweisen des Lysozyms, welches zu
einer Auflosung der Bindung der Zellwandbestandteile untereinander fiihrt [25,56,59]. All dies

lasst eine funktionelle Beintrdchtigung und Alteration des Biofilms vermuten.

6.2.4 Schlussfolgerungen

Die Natur bietet ein vielseitiges Repertoire an Wirkstoffen, die bei der ErschlieBung neuer an-
tibakterieller Phytopharmaka zur Verfiigung stehen. In dieser Studie konnte gezeigt werden,
dass Hopfen eine vielversprechende, natiirlich antimikrobielle Substanz darstellt, die, angewen-
det als Mundspiillosung, sowohl die Entstehung des Biofilms hemmt als auch die Lebensfahig-
keit der darin befindlichen Bakterien herabsetzt. Diese Untersuchung kann Grundlage fiir die
Weiterentwickung natiirlicher, 6kologisch nachhaltiger Mundpflegeprodukte sein, deren anti-
mikrobielle Wirkung nicht auf chemisch basierten Substanzen beruht. Olsdure zeigt eine anti-
bakterielle Komponente, konnte aber die Entstehung des Biofilms nicht signifikant herabsetzen,

gleiches gilt fiir das in der vorliegenden Konzentration angewendete Lysozym.
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