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1. Einleitung

Entzindungsreaktionen werden durch die Immunantwort des Organismus auf
schadigende Stimuli ausgeldst und spielen bei vielen Krankheiten, unter anderem auch
bei rheumatischen Erkrankungen, Arteriosklerose, Asthma, Hepatitis wie auch bei den
Parodontalerkrankungen Gingivitis (Entzindung des Zahnfleischs) und Parodontitis
(Entziindung des Zahnhalteapparats) eine wichtige Rolle.

Die vierte deutsche Zahngesundheitsstudie (DMS V) zeigte, dass etwa die Hélfte der
deutschen Bevolkerung an moderater Parodontitis leidet und daher aufgrund der
weiten Verbreitung der Entziindungserkrankungen der Mundhdhle ein
Handlungsbedarf in der Pravention besteht [Holtfreter et al., 2010].

Gingivitis wird durch Bakterienansammlungen im Zahnplaque ausgel6st und kann bei
Nichtbehandlung und Ubergreifen der Entziindungsreaktion auf den Zahnhalteapparat
zu Parodontitis und dabei im schwersten Fall zu Zahnverlust flihren [Pihlstrom et al.,
2005].

Da diese Erkrankungen der Mundhohle durch Entziindungsreaktionen auf orale
Bakterien ausgelost werden, ist eine grindliche Mundhygiene zur Entfernung der
Bakterienansammlungen im Zahnplaque notwendig, um die Zahnfleischentziindungen
einzudammen. Darlber hinaus konnen antibakterielle oder entziindungshemmende
Substanzen eingesetzt werden, um orale Bakterien abzutdten und entziindliche
Reaktionen im Zahnfleisch zu vermindern.

Zuckerfreie Kaugummis werden hdaufig als Zahnhygieneartikel vor allem in der
Kariespravention genutzt und kénnen durch Anreicherung mit
entziindungshemmenden sowie antibakteriellen Wirkstoffen auch als
Vorbeugungsmallinahme gegen Parodontitis eingesetzt werden. Dabei ware vor allem
der Einsatz von natiirlichen Wirkstoffen, wie zum Beispiel die Anreicherung mit
Pflanzenextrakten, winschenswert, da die Produkte fiir den menschlichen Verzehr

geeignet sein mussen.



2. Theoretischer Hintergrund

2.1 Entziindungsreaktionen und Marker zur Quantifizierung von
Entziindungsreaktionen

Unter Entziindungsreaktionen wird die komplexe Antwort eines Organismus auf
schadigende Stimuli verstanden, um diese Reize zu entfernen und das Gewebe zu
schiitzen. Entziindungen entstehen zum Beispiel durch die Immunantwort des
Organismus auf eine bakterielle Infektion des Gewebes und sind charakterisiert durch
das Eindringen von Leukozyten, wie neutrophile Granulozyten und Monozyten, aus
dem Blutstrom in das betroffene Gewebe. Diese Zelltypen werden zu den Phagozyten
gezahlt und kdnnen Bakterien in ihr Inneres aufnehmen, um sie dort abzutéten.
Dadurch werden die typischen Anzeichen einer Entziindung, namlich tumor

(Schwellung), rubor (Rétung), calor (Erhitzung) und dolor (Schmerz), verursacht.

Zellen des angeborenen Immunsystems, wie Makrophagen oder neutrophile
Granulozyten, konnen Bakterien anhand konservierter Strukturen, sogenannter
Pathogen Associated Molecular Pattern (PAMP), erkennen und diese Uber spezifische
Rezeptoren, die an ihrer Zelloberflache exprimiert sind, binden. Zu diesen Rezeptoren,
die als Pattern Recognition Rezeptoren bezeichnet werden, zdhlen unter anderem die
Toll-Like-Rezeptoren (TLR) [Medzhitov et al., 1997].

Zu den Strukturen, die erkannt werden, zahlen unter anderem die Lipopolysaccharide
(LPS) der ZellauBenmembran gramnegativer Bakterien. Lipid A, eine Teilkomponente
der Lipopolysaccharide, wird von dem Toll-Like-Rezeptor 4 (TLR4) gebunden, wodurch
in der Zelle Gber eine Signalkaskade der Transkriptionsfaktor NF-kB (Nuklearer Faktor -
kB) von seinem Inhibitor (IkB) freigesetzt und in den Nukleus transloziert wird. Dort
bewirkt er die Transkription und in weiterer Folge die Sezernierung von
Entziindungsmediatoren, wie die der Zytokine oder Chemokine (Abb. 1). Durch die
Stimulation der Zellen mit LPS kann daher eine Entziindungsreaktion ausgeldst werden

[Darveau et al., 2004; Ogawa et al., 2002].



Unter dem Begriff Zytokin wird eine Gruppe von Proteinen zusammengefasst, die von
Zellen ausgeschittet werden, um eine Reaktion anderer Zellen auszuldsen, wenn sie
an spezifische Rezeptoren gebunden werden. Zytokine sind daher entscheidend fir die
Kommunikation zwischen den an der Immunantwort beteiligten Zellen.

Als Chemokine werden Zytokine bezeichnet, die eine chemotaktische Wirkung auf
spezifische Zelltypen haben und diese aus dem Blutstrom in das betroffene Gewebe

rekrutieren kdnnen [Dinarello, 2000; Groves und Jiang, 1995].
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Erkennung von LPS durch den Toll-like-Rezeptor 4 (TLR-4)
und der Transkription von Cytokinen und Chemokinen Uber den NF-kB Signalweg; LPS =
Lipopolysaccharide, LBP = Lipopolysaccharid-bindendes-Protein, CD14 = Teil des LPS-Rezeptors, TRAF =
Tumornekrosefaktor-Rezeptor assoziierter Faktor, TRAIP = TRAF-interagierendes-Protein, MyD88 =
Myleoid Differenzierungsfaktor 88, IRAK 1/IRAK 4 = Interleukin-1 Rezeptor assoziierte Kinase 1/4, RIP =
Rezeptor-interagierendes Protein, PI3K = Phosphoinositid-3-Kinase, TAK 1 = TGF-B-aktivierte Kinase 1,
TGF = transformierender Wachstumsfaktor, IKK = Inhibitorische-kB-Kinase, Akt = Proteinkinase B, IkBa =
Inhibitor kBa, p65, p50 = Untereinheiten von NFkB, NFkB = Nukledrer Faktor kB, MAP3K = Mitogen-
aktivierte Proteinkinase, Ras = G-Protein, Raf = Serin/Threonin-Proteinkinasen, MEK = MAPK/ERK-
Kinase, ERK = extrazelluldre signalregulierte Kinase, JNK = c-Jun N-terminale Kinase, p38 =
stressaktivierte MAPK mit 38 kD, AP-1 = Aktivatorprotein-1, STAT3 = Signaltransducer und Aktivator der
Transkription-3 [modifiziert nach Lai et al., 2011]



Dringen Bakterien in ein Gewebe ein, werden sie durch im Gewebe lokalisierte
Makrophagen anhand konservierter Muster erkannt, wodurch diese aktiviert werden
und Zytokine ausschitten, die weitere Leukozyten zur Bekampfung der Bakterien an
die betroffene Stelle rekrutieren kénnen.

Zu diesen Zytokinen zdhlen unter anderem der Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und das
Interleukin-1 (IL-1). Diese Zytokine stimulieren die Endothelzellen, die dadurch
Adhasionsmolekiile, wie die Selektine, produzieren und dadurch im Blut zirkulierende
Leukozyten an das Endothelium binden und diese in ihrer Bewegung im Blutstrom
bremsen [Hahne et al.,, 1993]. Auf der Zelloberfliche der Leukozyten werden
Adhadsionsrezeptoren, wie die Integrine, exprimiert. Durch die Chemokine, wie
beispielsweise Interleukin-8 (IL-8), die von den Makrophagen und den Endothelzellen
ausgeschuttet werden, wird die Bindungsaktivitdt dieser Adhdsionsrezeptoren fir die
entsprechenden Liganden am Endothelium erhéht [Detmers et al, 1990]. Dadurch
werden die Leukozyten fest gebunden, kdnnen durch das Endothelium wandern und
dem Chemokingradienten bis zum Infektionsherd im Gewebe folgen (Abb. 2).

Dieser Vorgang gewahrleistet, dass Zellen, die an der Bakterienabwehr beteiligt sind,

an den Ort der Infektion gelangen.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Chemotaxis zur Rekrutierung von Leukozyten in das Gewebe
am Beispiel des Chemokins IL-8; Mac-1 = Makrophage-1 Antigen (=Komplementrezeptor-3), CD11 a,b,c =
a-Untereinheiten von Integrinen, CD18 = Intergrin-f2, LTB-4 = Leukotrien B4 [Mukaida et al, 1998]

Die Chemokine, Zu denen neben dem IL-8 (CXCL-8) auch
MIP-1B (CCL-4, Macrophage inflammatory protein-1B) zahlt, Gben jeweils eine
chemotaktische Wirkung auf spezifische Zelltypen aus. Interleukin-8 rekrutiert vor
allem neutrophile Granulozyten [Leonard et al., 1991], aber auch basophile
Granulozyten [White et al., 1989] und T-Lymphozyten [Larsen et al., 1989], an den

Infektionsherd im Gewebe und kann diese aulRerdem aktivieren.

Die Hauptaufgabe der Phagozyten ist eindringende Bakterien im Blut und im Gewebe
abzutoten. Die Bakterien werden aufgrund der konservierten Muster gebunden und
durch Phagozytose in die Zellen aufgenommen. Dadurch werden die Zellen aktiviert
und es werden Enzyme, die zur Verdauung der Bakterien eingesetzt werden, wie zum
Beispiel die NADPH-Oxidase, aktiviert. Dieses Enzym katalysiert die Reaktion von

Sauerstoff, unter Aufnahme eines Elektrons von NADPH, zum Superoxidanion (0,")



[siehe Reaktionsgleichung]. Diese vermehrte Produktion an Sauerstoffspezies wird als

respiratorische Entladung bezeichnet (respiratory burst) [Deleo et al., 1999].
2 0, + NADPH ———— NADP" +H" +2 0,"

Superoxidanionen sind Radikale und werden zu den reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
gezahlt.

AuBerdem wird durch die induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS) aus Arginin
Stickstoffmonoxid (NO) gebildet. Die aufgenommenen Bakterien werden mit diesen
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) beziehungsweise reaktiven Stickstoffspezies (RNS) in
Verbindung gebracht und dadurch abgetotet.

Dieser Vorgang findet in den Lysosomen der Phagozyten statt. Werden ROS allerdings
auch an den extrazellularen Raum abgegeben, kann dies zu Gewebeschadigungen

flihren [Babior, 2000].

Marker zur Quantifizierung von Entziindungsreaktionen

Eine Entziindungsreaktion ist durch das Eindringen von Leukozyten aus dem Blutstrom
in das infizierte Gewebe gekennzeichnet. Eine wichtige Rolle bei diesen Prozessen der
angeborenen Immunantwort spielen die Zytokine und Chemokine, die fir die
SignaltUbertragung und die Kommunikation zwischen den Zellen verantwortlich sind
und unter anderem auch von Leukozyten ausgeschiittet werden. Kommt es daher in
einem Gewebe zu einer Entziindungsreaktion, so hat dies eine erhéhte Ausschittung
von Zytokinen beziehungsweise von Chemokinen zur Folge.

Deshalb kann das Ausmal} einer Entziindung anhand dieser Entziindungsmediatoren
beurteilt werden.

Es wird zwischen pro-inflammatorischen Zytokinen, wie TNF-a oder IL-1, sowie den
Chemokinen IL-8 oder MIP-1B, welche zum Auftreten beziehungsweise zum
Fortschreiten der Entziindung beitragen und anti-inflammatorischen Zytokinen, die
eine inhibierende Wirkung auf die proinflammatorischen Zytokine haben,

unterschieden (Tab. 1).



Tabelle 1: Auflistung einiger proinflammatorischer und anti-inflammatorischer Zytokine

proinflammatorische Zytokine | antiinflammtorische Zytokine
TNF-a IL-4
IL-1a, IL-1B IL-10
IL-6 IL-11
MIP-18 IL-13
IL-8

AuBerdem konnen noch weitere Entziindungsmediatoren, wie Adhasionsmolekiile,
Akut-Phase-Proteine oder Proteasen, wie Matrixmetalloproteasen, zur Beschreibung

einer Entziindungsreaktion herangezogen werden.

2.2 Entziindungskrankheiten in der Mundhoéhle - Vorkommen, Entstehung
und Behandlung

Entzindliche Erkrankungen in der Mundhohle, wie Gingivitis oder Parodontitis, sind in
der Bevolkerung weit verbreitet. Die vierte Deutsche Mundgesundheitsstudie (DMS IV)
im Jahr 2005 zeigte, dass je nach zugrundeliegender Parodontitisdefinition zwischen
7,8 % laut CDC-AAP (Center for Disease Control, American Academy of Periodontology)
und 20,5 % laut CPI (Community Periodontal Index) der 35 — 44 Jahrigen in
Deutschland an schwerer und zwischen 45,4 % (CDC-AAP) und 52,7% (CPl) an
moderater Parodontitis leiden [Holtfreter et al., 2010].

Bei mangelnder Mundhygiene kann es zu einer Akkumulation von Zahnplaque und
einer Vermehrung oraler, potenziell pathogener Bakterien und hiermit zu einer
Veranderungen in der bakteriellen Zusammensetzung kommen [Kumar et al., 2003;
Kumar et al., 2006].

Ein Bakterium, das mit der Entstehung von entziindlichen Erkrankungen in der
Mundhohle in Zusammenhang gebracht wird, ist Porphyromonas gingivalis. Dabei
handelt es sich um ein gramnegatives Bakterium, das Lipopolysaccharide produziert
und im Zahnplague vorkommt [Griffen et al., 1998].

Es konnte gezeigt werden, dass die Lipopolysaccharide dieses Bakteriums (PG-LPS)
Uber die Toll-like-Rezeptoren 2 und 4 (TLR-2/ TLR-4) den NF-kB-Signalweg aktivieren

und zur vermehrten Ausschiittung von proinflammatorischen Zytokinen fiihrten. PG-



LPS kann daher eine Entziindungsreaktion des Zahnfleisches hervorrufen [Ogawa et al.,
2002; Darveau et al., 2004].

Es konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass die Stimulation von humanen gingivalen
Fibroblasten mit 10 pg/ml PG-LPS eine vermehrte Ausschittung der

proinflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-8 zur Folge hat [Walker et al., 2013].

Typische Anzeichen von Zahnfleischentziindungen sind gerétetes und geschwollenes

Zahnfleisch sowie eine Blutungsneigung des Zahnfleisches.

Werden in der Folge der Entziindungsreaktion von den Leukozyten
Matrixmetalloproteasen, wie die neutrophile Kollagenase MMP-8, ausgeschiittet
[Romanelli et al., 1999], kann auch der Zahnhalteapparat, wie Zahnknochen und
Sehnen, angegriffen werden. Dadurch entstehen auBerdem sogenannte
Zahnfleischtaschen zwischen dem Zahn und dem umliegenden Zahnfleisch, worin sich
wiederum Bakterien ansammeln kdnnen. Aufgrund der Freisetzung der Proteasen
kann es zur Lockerung und im schlimmsten Fall zum Ausfallen der Zédhne kommen.
Wenn auch der Zahnhalteapparat von der Entziindung betroffen ist, wird dies als

Parodontitis bezeichnet.

Durch griindliche Zahnhygiene kann der Zahnplaque entfernt und daher die
Zahnfleischentziindung (Gingivitis) eingeddammt werden. Daher ist eine gute tagliche
Mundhygiene durch Zahneputzen, Verwendung von Mundwasser oder Zahnseide
wichtig, um entziindlichen Erkrankungen in der Mundhoéhle vorzubeugen.

Als Zahnhygieneartikel werden oftmals auch zuckerfreie xylitolhaltige Kaugummis
eingesetzt, da das Kauen von Kaugummis den Speichelfluss anregt und damit aufgrund
der hoheren pH-Pufferkapazitdt des Speichels die Demineralisierung des Zahnes
vermindern und Karies vorbeugen kann [Polland et al., 2003].

Das Kaugummikauen an sich hat allerdings keinen Einfluss auf die Reduktion des
Plaques an den Zahnseitenflachen, der an der Entstehung von Gingivitis beteiligt ist
[Hanham und Addy, 2001]. Durch den Zusatz von antibakteriellen oder

entziindungshemmenden Wirkstoffen konnten Kaugummis als



Vorbeugungsmallnahme  gegen  Zahnfleischentziindungen  sowie in  der

Parodontitisprophylaxe eingesetzt werden.

2.3. Der Magnolienrindenextrakt (MBE) als antibakterielle und

antiinflammtorische Substanz fiir den Einsatz in Zahnpflegekaugummis

Der Magnolienrindenextrakt wird durch Extraktion mit superkritischem CO, aus der
Rinde des Magnolienbaumes (Magnolia officinalis ssp. biloba.) gewonnen und besteht
hauptsachlich aus den beiden Substanzen  Magnolol  (5,5-diallyl-2,2’-
dihydroxydiphenyl) und Honokiol (5,3‘-diallyl-2,4‘-dihydroxydiphenyl). Bei diesen
Substanzen handelt es sich um Diphenyle mit Allylseitenketten aus der Gruppe der

Neolignane [Kuo et al., 2013], deren Strukturformeln in Abbildung 3 dargestellt sind.

OH
OH HO (B)

H,C=CH-CH, CH,~CH=CH, H,C=CH-CH, CH,—CH=CH,

(A)

Abbildung 3: Strukturformeln von Magnolol (A) und Honokiol (B)

Toxizitat des Magnolienrindenextrakts

Die akute und subchronische Toxizitdat des Magnolienrindenextrakts wurde an Ratten,
denen Uber einen Zeitraum von 21 Tagen bis zu 480 mg/kg Korpergewicht
beziehungsweise in einer 90-tdgigen Studie bis zu 240 mg/kg Korpergewicht
Magnolienrindenextrakt gefiittert wurden, getestet. Es konnte keine Toxizitdt bei
oraler Verabreichung des Extrakts festgestellt werden. Daher wurde ein NOAEL-Wert
von > 240 mg/kg Korpergewicht festgelegt [Liu et al., 2007].

AuBerdem konnte weder in vitro noch in vivo in Mausen ein genotoxisches Potential
des Extrakts gezeigt werden [Li et al., 2007; Zhang et al.,, 2008]. Diese Studien
bestatigen die Sicherheit der oralen Aufnahme des Magnolienrindenextrakts.
Aullerdem wurde der Magnolienrindenextrakt 2011 durch die britische

Lebensmittelpriifbehdrde FSA (Food Standard Agency) als neuartige Lebensmittelzutat



laut Novel-Food-Verordnung fiir den Einsatz in Kaugummis zugelassen und ist daher

fiir den menschlichen Verzehr geeignet.

Der Magnolienrindenextrakt, der auch in der traditionellen chinesischen Medizin
Verwendung findet, weist laut in vitro und in vivo Studien eine antibakterielle sowie

eine entziindungshemmende Wirkung auf [Greenberg et al., 2007; Walker et al., 2013].

Antimikrobielle Wirkung des Magnolienrindenextrakts sowie seiner

Hauptkomponenten

In einer Studie von Greenberg et al., (2007) konnte gezeigt werden, dass nach
zwanzigminitigem Kauen eines mit 2 mg Magnolienrindenextrakt angereicherten
Kaugummis die Anzahl oraler Bakterien, wie Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium
nucleatum und Streptococcus mutans, um 43 % reduziert wurde (p < 0,05). Das Kauen
eines Kontrollkaugummis fihrte hingegen nur zu einer 18%igen Reduzierung der
Bakterienpopulation. In jn vitro-Tests konnte auferdem eine minimale
Hemmbkonzentration (MHK) von 8 — 31 pg/ml je nach Bakterium bestimmt werden und
ein Kill-Time Assay zeigte, dass durch die Inkubation mit 3 mg Magnolienrindenextrakt
die Bakterienpopulation nach zwei Minuten um 99,9 % reduziert wurde [Greenberg et
al., 2007].

In einer humanen Interventionsstudie wurde gezeigt, dass das Kauen eines
zuckerfreien mit Magnolienrindenextrakt angereicherten Kaugummis U(ber einen
Zeitraum von 30 Tagen den Abfall des Plague-pH-Werts vermindert, die Streptococcus
mutans Konzentration reduziert und gingivales Bluten im Vergleich zu einem
xylitolhaltigem und einem Kontrollkaugummi reduziert und daher die Mundgesundheit
der Probanden verbessern konnte. [Campus et al., 2011].

AuBerdem konnte auch in vitro fiir die isolierten Hauptkomponenten des Extrakts —
Magnolol beziehungsweise Honokiol — im Agarverdiinnungstest (MHK = 25ug/ml) [Ho
et al.,, 2001] und im Mikroverdiinnungstest (MHK = 20 beziehungsweise 10 pg/ml)
[Chang et al 1998] eine antimikrobielle Wirkung gegen parodontitisverursachende

Bakterien der Mundhdhle, wie Prophyromonas gingivalis, gezeigt werden.
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Antiinflammtorische Wirkung des Magnolienrindenextrakts beziehungsweise seiner

Hauptkomponenten Magnolol und Honokiol

Walker et al.,, (2013) konnten in einer in vitro Studie an humanen gingivalen
Fibroblasten (HGF-1-Zellen) zeigen, dass eine durch PG-LPS hervorgerufene Erhéhung
der Ausschittung von IL-8 und IL-6 durch die Inkubation mit 1 sowie 10 pg/ml
Magnolienrindenextrakt signifikant reduziert werden konnte. AuBerdem konnte in
dieser Studie gezeigt werden, dass Monozyten, die mit E-coli-LPS stimuliert wurden,
nach circa 12 Stunden vermehrt Metalloproteasen (MMP-2, MMP-9) ausschitten und
dass dieser Anstieg durch gleichzeitige Inkubation mit Magnolienrindenextrakt

vermindert werden konnte.

Die antiinflammtorische Wirkung des Magnolienrindenextrakts wird vor allem durch
seine zwei Hauptkomponenten Magnolol und Honokiol hervorgerufen.

So konnte in U-937 Monozyten gezeigt werden, dass die durch E-coli-LPS
hervorgerufene erhéhte Genexpression von Zytokinen, wie IL-8, TNF-a und MCP-1
sowie der Metalloprotease MMP-9, durch Inkubation mit 60 uM Magnolol signifikant
reduziert wird [Tse et al., 2007]. AuBerdem konnten Magnolol wie auch Honokiol
(5 — 15 uM) in THP-1 Monozyten die durch Propionibacterium acne-Stimulation
ausgeldste vermehrte Ausschiittung von IL-8 und TNF-a signifikant inhibieren [Park et
al., 2004].

Studien zum molekularen Mechanismus der entziindungshemmenden Wirkung von
Magnolol und Honokiol konnten zeigen, dass diese Substanzen in den
nachgeschalteten Prozess der NF-kB-Aktivierung eingreifen und daran beteiligte
Komponenten, wie IKK (IkB-Kinase) [Tse et al., 2007] oder MEKK-1 [Lee et al., 2005],
inhibieren, wodurch die Expression von NF-kB-regulierten Genprodukten vermindert
wird.

Tse et al., (2007) zeigten, dass die Vorbehandlung von U-937 Promonozyten mit
30 — 80 uM Magnolol dazu fiihrt, dass die durch TNF-a-Stimulation ausgel6ste
Phosphorylierung und Degradierung des NF-kB-Inhibitors IkB inhibiert und somit die

Aktivierung und Translokalisation von NF-kB in den Nukleus verhindert wird.
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Fu et al. (2013) konnten in RAW 264.7 Zellen zeigen, dass Magnolol (15 — 60 pg/ml) die
Zytokinexpression vermindern kann, indem es die durch LPS erhohte Genexpression
von TRL-4 reduziert und somit die Aktivierung von NF-kB und der MAPK-

Phosphorylierungskaskade inhibiert.

Einfluss der Hauptkomponenten des Magnolienrindenextrakts auf die Bildung von

reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) in Folge der Phagozytenaktivierung

In vitro-Studien zeigten, dass Magnolol und Honokiol die Produktion von reaktiven
Sauerstoff- sowie Stickstoffspezies durch die an der Immunantwort beteiligten
Phagozyten vermindern kénnen. Kuo et al. (2013) konnten feststellen, dass Honokiol
und Magnolol die durch fMPL/CB (N-Formyl-L-Methionyl-L-Leucyl-L-Phenylalanin/
Cytochalasin B) ausgeléste O, -Produktion der neutrophilen Granulozyten signifikant
senken konnen [Kuo et al., 2013]. AulBerdem konnte gezeigt werden, dass Magnolol
die Aktivierung der Phagozyten inhibieren und dadurch die Produktion von
Stickstoffmonoxid reduzieren kann [Lai et al., 2011; Li et al., 2010].

Darlber hinaus wurde festgestellt, dass Magnolol wie auch Honokiol antioxidativ
wirksam sind. Es konnte in vivo an Ratten gezeigt werden, dass die durch Paracetamol
ausgeloste erhohte Malondialdehydproduktion durch Aufnahme von 0,01 — 1 pg/kg
Korpergewicht Magnolol signifikant im Vergleich zur alleinigen Verabreichung von
Acetaminophen vermindert wurde [Chen et al., 2009]. AuBerdem konnte in vitro an
Mitochondrien von Ratten eine Verminderung der Lipidperoxidation [Chiu et al., 1999]
sowie an Hepatozyten von Ratten eine Verminderung der intrazellularen ROS-
Produktion [Park et al., 2003] durch die Inkubation mit Magnolol beziehungsweise
Honokiol gezeigt werden. Dikalov et al. (2008) und Ogata et al. (1997) konnten zeigen,
dass Magnolol und Honokiol Superoxidionen beziehungsweise Peroxylradikale

abfangen kdnnen und daher als Radikalfanger fungieren.
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2.4 Oxidativer Stress im Organismus
2.4.1. Zusammenhang zwischen Entziindungsreaktionen und oxidativem

Stress

Wie bereits in Kap. 2.1 erwdhnt, werden von den Phagogzyten, wie den neutrophilen
Granulozyten oder den Makrophagen, im Laufe der durch pathogene Bakterien
ausgeldsten Immunantwort reaktive Sauerstoffspezies (ROS), wie das Superoxidanion
und das Hydrogenperoxid, produziert, um die aufgenommen Bakterien abzutoten.

Im Organismus konnen ausgehend von diesen beiden Sauerstoffspezies weitere
reaktive Sauerstoffspezies, wie HOCI (hypochlorige Saure) oder das Hydroxylradikal
(OH"), gebildet werden (Abb. 4).

In der Tabelle 2 sind einige radikalische, wie auch nicht radikalische reaktive

Sauerstoffspezies aufgelistet.

Tabelle 2: Reaktive Sauerstoffspezies (ROS), die im Organismus gebildet werden

Radikale keine Radikale

OH’ Hydroxylradikal H,0, Hydrogenperoxid
0," Superoxidanion 03 Ozon

NO® Stickstoffmonoxid HOCI Hypochlorige Saure
NO,* Stickstoffdioxid ONOO Peroxynitrit

ROO’ Peroxylradikal 'AgO, Singulett Sauerstoff
HO,' Hydroperoxyl

5g'0, Singulett Sauerstoff

Diese im Laufe der Phagozytenaktivierung entstehenden Sauerstoffspezies kénnen an
das Gewebe abgegeben werden und dort bei (bermaRiger Produktion oder
unzureichenden Abwehrmechanismen Gewebeschdadigungen verursachen [Babior,

2000].
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Produktion von reaktiven Sauerstoff-/Stickstoffspezies
(ROS/RNS) in Phagozyten zur Abt6étung von Bakterien; MPO = Myeloperoxidase; iNOS = induzierbare
Stickstoffmonoxidsynthase, NADPH = reduzierte Form des Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
[modifiziert nach Hampton et al., 1999]

Den potentiell schadlichen reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) sind antioxidative
Abwehrmechanismen gegeniibergestellt, um die moglichen negativen Auswirkungen
verhindern zu kénnen. Kommt es allerdings zu einem Ungleichgewicht zwischen
antioxidativen Abwehrmechanismen und der Freisetzung oxidativer Spezies mit einem
Uberschuss an letzterem, kann es zu Zellschiddigungen kommen. Dieser
Ungleichgewichtszustand wird auch als oxidativer Stress bezeichnet [Sies, 1991].

Zu den antioxidativen Abwehrmechanismen zdhlen auf der einen Seite Enzyme, wie
die Katalase oder die Superoxiddismutase, welche den Abbau von reaktiven
Sauerstoffspezies katalysieren, und auf der anderen Seite Substanzen, wie Vitamin E,
Vitamin C oder Glutathion, welche antioxidativ wirken, indem sie stabile Radikale

bilden.
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Das Enzym Katalase katalysiert die Reaktion von Wasserstoffperoxid, das durch die
Superoxiddismutase aus Superoxidanionen gebildet wird, zu Sauerstoff und Wasser
und ist daher maRgeblich am Abbau reaktiver Sauerstoffspezies im Organismus

beteiligt [Beers und Sizer, 1952] (Tab. 3).

Tabelle 3: Katalysierte Reaktionen der Katalase und der Superoxiddismutase

Reaktion beteiligtes Enzym
20, +2H+ ——» 0, + H,0, Superoxiddismutase
2 H,0, _— 2H,0+0, Katalase

Reaktive Sauerstoffspezies konnen auBerdem endogen durch bestimmte Enzyme, wie
durch die Xanthinoxidoreduktase, in Peroxisomen oder in Folge der
Elektronentransportkette gebildet werden. Darlber hinaus entstehen reaktive
Sauerstoffspezies auch exogen durch ionisierende Strahlung, Ultraschall, UV-Strahlung

und durch verschiedene Chemikalien.
2.4.2. Auswirkungen von oxidativem Stress auf den Organismus

Reaktiven Sauerstoffspezies konnen mit Biomolekiilen, wie Proteinen, Lipiden oder der
DNA, reagieren, wodurch es zu Modifikationen und zu Strukturverdnderungen und
dadurch zum Funktionsverlust kommen kann. Diese Verdanderungen koénnen

schwerwiegende Folgen fiir die Zellen haben.

Oxidative DNA Schidden

Das Hydroxylradikal (OH®) kann mit der DNA reagieren, indem es sich an eine
Doppelbindung der Basen anlagert oder indem es H-Atome aus der Methylgruppe des
Thymins oder aus den CH-Bindungen der Desoxyribose entzieht. Durch die Anlagerung
des Hyroxylradikals (OH®) entstehen Basenradikale, die in Folge von Oxidationen,
Reduktionen oder Desaminierungen zu vielen weiteren Oxidationsprodukten reagieren
konnen. So entstehen zum Beispiel aus der Purinbase Guanin 8-oxo-7,8-dihydroguanin
(8-ox0-G) und durch Reduzierung und Offnung des Imidazolrings 2,6-diamino-4-

hydroxy-5-foramidopyrimidin (Fapy-G) (Abb.5) [Douki et al., 1997].
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Abbildung 5: Strukturformeln von Guanin (A) und der Oxidationsprodukte 8-oxo-G (B) und Fapy-G (C)

In Folge der DNA-Oxidation und der entstandenen Verdanderungen der Basen
beziehungsweise der Desoxyribose kann es zu DNA-Strangbriichen und zur Abspaltung
von Basen und somit zu sogenannten AP-Stellen (apurininc/apyrimidinic sites)
kommen, die zur Unterbrechung der Transkription fliihren kénnen [Yu et al., 2003].
AuBerdem kann es durch die oxidativ-verdnderten Basen zu fehlerhaften
Basenpaarungen kommen. So kann zum Beispiel das 8-oxo-G auch eine Basenpaarung
mit dem Adenin eingehen, wodurch es nach der Replikation zu
G — T Transversionen kommen kann [Shibutani et al., 1991].

Diese oxidativ-verursachten DNA-Schaden kdonnen zu Mutationen fiihren, wenn sie
nicht durch entsprechende Reparaturmechanismen der Zelle beseitigt werden und
werden daher mit dem Alterungsprozess und mit der Entstehung von
Krankheitsbildern wie Krebs in Verbindung gebracht (Abb. 6).

Zu diesen Reparaturmechanismen zdhlt die ,Base Excision Reparatur”, in Folge derer
die geschadigten Basen durch Glykosylasen entfernt und neue Basen durch die

B-Polymerase eingefligt werden.
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Abbildung 6: Folgen der oxidativen DNA-Schadigungen [modifiziert nach Kryston et al., 2011]

Parameter zur Bestimmung von oxidativem Stress in der Zelle

Oxidativer Stress kann anhand von einigen Biomarkern bestimmt und quantifiziert
werden. Es kdnnen zum einen Oxidationsprodukte, die durch die Reaktion von ROS mit
Biomolekiilen, wie DNA, RNA, Proteine oder Lipide, entstanden sind, als Indikatoren
flr oxidativen Stress herangezogen werden. Als Marker fiir oxidativen Stress gelten
daher zum Beispiel Proteinoxidationsprodukte, wie Proteincarbonyle, Produkte der
Lipidperoxidation, wie Malondialdehyde [Pirinccioglu et al., 2010], oder oxidative DNA-
beziehungsweise RNA-Schdden. Veranderungen der DNA, wie oxidierte Basen, die
durch die reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) verursacht werden, kdnnen mit Hilfe des
Comet Assays (Einzelzellgelelektrophorese) gemessen werden. Ein haufig verwendeter

Marker fir oxidative DNA-Schiden ist das 8-oxo-G, das neben anderen oxidierten
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Basen vom Enzym Formamidopyrimdinglykosylase (Fpg) erkannt, in Einzelstrangbriiche
Ubersetzt und somit mit Hilfe des Comet Assay detektierbar ist [Le Bihan et al., 2011].

Zum anderen konnen auch die intrazelluldre Konzentration an ROS, der Gehalt an
antioxidativen Substanzen (TAC = total antioxidative capacity) oder die Aktivitat von
antioxidativen Enzymen gemessen werden, um das Ausmal} an oxidativem Stress in
der Zelle zu beurteilen. So kann zum Beispiel die Aktivitait des am Abbau der
Superoxidanionen beteiligten Enzyms Katalase photometrisch bestimmt und als

Marker fiir oxidativen Stress herangezogen werden.
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3. Fragestellung der Arbeit

In einer in vitro Studie an humanen gingivalen Zellen (HGF-1) konnte gezeigt werden,
dass der Magnolienrindenextrakt, welcher aus der Rinde des Baumes Magnolia
officinalis ssp. gewonnen und in der traditionellen chinesischen Medizin eingesetzt
wird, eine starke entziindungshemmende Wirkung im Vergleich mit anderen
Pflanzenextrakten zeigt [Walker et al., 2013]. AuRerdem konnte in vivo bereits eine
antibaktierelle Wirkung fiir den Magnolienrindenextrakt nachgewiesen werden
[Greenberg et al., 2007].

Es ist daher von Interesse, ob der Magnolienrindenextrakt auch in einem in vivo
Studiendesign eine entziindungshemmende Wirkung zeigt und ob die Anreicherung
von Kaugummis eine geeignete Verabreichungsform darstellt.

In dieser Arbeit sollte gezeigt werden, ob der Magnolienrindenextrakt auch in vivo in
der Mundhohle von Probanden/Probandinnen eine entziindungshemmende Wirkung
aufweist und daher prophylaktisch gegen Parodontitis eingesetzt werden kann. Dazu
sollte der Extrakt handelsiblichen Kaugummis zugesetzt werden.

Die Hauptfragestellung dieser Studie war, ob ein mit Magnolienrindenextrakt
angereicherter Kaugummi im Vergleich zu einem nicht angereicherten Kaugummi eine
anti-inflammatorische Wirkung in humanen Zahnfleischepithelzellen zeigt, wenn die
Kaugummis taglich Gber einen Zeitraum von zwei Wochen verzehrt werden.

Dazu sollten die Freisetzung und die Genexpression von Entziindungsmarkern vor und
nach der zweiwochigen Interventionsphase an 40 gesunden Probanden/Probandinnen
ohne Zahnfleischentziindungen gemessen werden. Als Hauptparameter wurde das
Zytokin IL-8 bestimmt.

Da die durch die ausgeloste Immunantwort aktivierten Phagozyten unter anderem
reaktive Sauerstoffspezies zur Bekdmpfung der Bakterien ausschiitten und daher ein
Zusammenhang zwischen Entziindungsreaktionen und oxidativem Stress in der Zelle
besteht, sollte auch gezeigt werden, ob der mit Magnolienrindenextrakt angereicherte
Kaugummi Marker fir den oxidativen Stress in den Zahnfleischepithelzellen

vermindern kann.
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Es sollte daher der Einfluss des angereicherten Kaugummis im Vergleich zu einem nicht
angereicherten Kaugummi auf die Aktivitat des antioxidativen Enzyms Katalase und auf

oxidative DNA-Schaden untersucht werden.
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4. Material und Methoden

4.1. Studiendesign
4.1.1. Studienpopulation

Die Probanden und Probandinnen wurden in der Zahnklinik Wien und an der
Universitat Wien rekrutiert. Zwei der Probandinnen haben die Studie aus persénlichen
Grinden abgebrochen. Daher wurden zwei Probanden/Probandinnen nachrekrutiert,
sodass 40 Probanden und Probandinnen an der Studie teilnahmen und diese auch
abschlossen.

Ein Einschlusskriterium fiir die Teilnahme an der Studie war ein guter allgemeiner
Gesundheitszustand und eine gute Mundhygiene, die durch Dr. Hady Haririan von der
Zahnklinik Wien bestatigt wurde.

Zu diesem Zweck wurden der Approxomale-Plagueindex und der Papillen-
Blutungsindex bestimmt und eine parodontale Grunduntersuchung durchgefiihrt, bei
der die Taschentiefe gemessen wurde. Als Einschlusskriterium galt ein Plaqueindex von
20-39 %. Dies entspricht einer guten Mundhygiene. Personen mit Parodontitis oder
Gingivitis mit einem Wert von 4 bei der parodontalen Grunduntersuchung wurden von
der Studie ausgeschlossen.

Von der Studie ausgeschlossen waren aulRerdem Raucher, Alkohol- und
Drogenabhéangige, schwangere und stillende Frauen sowie Personen, die unter
Antibiotika- oder Antimikrobiotika-Behandlung standen und Personen mit einer
Kiefergelenksproblematik.

Die Probanden und Probandinnen durften wahrend der gesamten Studie keine
anderen Zahnhygieneartikel, wie Mundwasser und Kaugummis, verwenden, als die von
der Versuchsleitung ausgegebenen. Das Verwenden von Zahnseide war hingegen
erlaubt.

Vor Eintritt in die Studie wurden die Probanden/Probandinnen ausfihrlich tiber den
Ablauf und den Zweck der Studie informiert und mussten eine Einverstandniserklarung

unterschreiben.
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4.1.2. Charakterisierung des mit Magnolienrindenextrakts angereicherten

Kaugummis

Im September 2009 reichte die Firma Wm Wrigley Junior Company einen Antrag auf
Zulassung des Magnolienrindenextrakts als neuartige Lebensmittelzutat gemaR Artikel
4 und 6 der Novel-Food Verordnung (EC 258/97) bei der FSA im Vereinigten Konigreich
ein.

Die Zulassung bezieht sich auf einen durch Extraktion mit superkritischem
Kohlendioxid gewonnenen Extrakt aus der Rinde von Magnolia officinalis ssp. biloba.
Der Extrakt darf zu maximal 0,2 % zu Kaugummis und Minzdragees fir ein
Frischegefihl im Mund zugesetzt werden.

Im Oktober 2011 wurde die Zulassung von der FSA bestatigt und mitgeteilt, dass der
Magnolienrindenextrakt die Kriterien gemaR Artikel 3 Absatz 1 der Verordnung (EG)
258/97 erfillt und unter Einhaltung der Spezifikationen in der EU in den Verkehr
gebracht werden darf (Tab. 4).

Tabelle 4: Spezifikationen des als Novel-Food zugelassenen Magnolienrindenextrakts

Parameter Spezifikation
AuRere Beschaffenheit Hellbraunes Pulver
Magnolol min 92,5 %
Honokiol min. 0,5 %
Magnolol + Honokiol min. 94 %
Gesamt-Eudesmol max. 2 %
Feuchte 0,5%

Arsen (ppm) max 0,5

Blei (ppm) max. 0,5
Gesamt-Schwermetalle (ppm) max. 10
Methyleugenol (ppm) max. 10
Tubocuraine (ppm) max. 2
Gesamt-Alkaloide (ppm) max. 100
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Greenberg et al. (2007) untersuchten die  Zusammensetzung des
Magnolienrindenextrakts mittels HPLC und berichteten, dass das Extrakt aus 94 %
Magnolol, 1,5 % Honokiol und einer geringen Menge an essentiellen Olen besteht.

AuBerdem konnte gezeigt werden, dass der Extrakt Gber drei Monate unter extremen
Bedingungen (35 °C und 85 % Luftfeuchtigkeit) in Kaugummis und Minzdragees stabil
und nach der Lagerung noch nahezu vollstandig vorhanden ist [Greenberg et al., 2007].
Dartiber hinaus konnten Greenberg et al. (2007) zeigen, dass der Extrakt nicht aus dem
Kaugummi freigesetzt wird, wenn er in das Inneren des Kaugummis eingebracht wird.
Wenn das Extrakt allerdings in die auflere Schicht des Kaugummis eingearbeitet wird,

werden circa 50 % des Extrakts beim Kauen freigesetzt.

Exposition der Probanden/Probandinnen

In der durchgefihrten Studie wurden Kaugummis von der Firma Wm Wrigley Junior
Company hergestellt und mit 0,1 % Magnolienrindenextrakt angereichert.

Die Probanden/Probandinnen mussten tber einen Zeitraum von 14 Tagen pro Tag
finfmal zwei Stlick der Kaugummis flir mindestens zehn Minuten kauen. Bei einem
durchschnittlichen Gewicht von 1,5 g pro Kaugummi enthalt ein Kaugummi daher circa
1,5 mg Magnolienrindenextrakt. Unter der Annahme, dass nur 50 % des Extrakts aus
dem Kaugummi freigesetzt werden, nahmen die Probanden/Probandinnen 7,5 mg

Magnolienextrakt pro Tag auf.
4.1.3. Studienaufbau

Die Studie wurde doppelblind und placebokontrolliert durchgefiihrt und war in zwei
jeweils zweiwochige Phasen untergliedert (Abb.7).

In der ersten Phase, der Konditionierungsphase, erhielten alle
Probanden/Probandinnen eine Zahnpasta ohne den Zusatz von Kréautern,
Geschmacksstoffen und  Konservierungsmitteln (= Kontrollzahnpasta). Die
Kontrollzahnpasta wurde aus 6 g Calciumcarbonat, 1 ml Sorbitol und 5 ml Wasser
hergestellt und im Kihlschrank bei 4 °C gelagert, um den Verderb der Zahnpasta zu

vermeiden.
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Diese Phase diente dem Auswaschen des Effekts der unterschiedlichen Zahnpasten
und Zahnhygieneartikel, die vor Beginn der Studie von den Probanden/Probandinnen
verwendet wurden.

Dadurch sollte sichergestellt werden, dass alle Probanden/Probandinnen einen
vergleichbaren Ausgangsstatus an den zu messenden Parametern aufweisen.
AuRRerdem erhielten alle Probanden/Probandinnen zu Beginn der Studie die gleiche

Zahnbirste (Sensident Hoch-Tief, weich).

Nach der Konditionierungsphase startete die eigentliche Interventionsphase.

Zu Beginn dieser Phase wurden die Probanden/Probandinnen randomisiert einer von
vier Gruppen (n = 10) zugeteilt.

Die erste Gruppe erhielt fir weitere zwei Wochen die Kontrollzahnpasta und diente
somit als Negativkontrollgruppe. Die zweite und die dritte Gruppe erhielten ebenfalls
eine Kontrollzahnpasta und mussten zusatzlich taglich zehn Stiick angereicherte
beziehungsweise nicht angereicherte zuckerfreie Kaugummis fiir jeweils mindestens
zehn Minuten kauen. Die Kaugummis waren kodiert mit ,Kaugummi A“ und
,Kaugummi B“ und weder die Probanden/Probandinnen noch die Versuchsleiter
wussten, welcher Kaugummi angereichert worden war. Erst nach Beendigung der
Studie wurde offen gelegt, dass der Magnolienrindenextrakt dem Kaugummi A
zugesetzt wurde. Es handelte sich daher um ein doppelblindes Studiendesign.

Die vierte Gruppe diente als Positivkontrollgruppe und erhielt die Zahnpasta Colgate
total®. Diese enthalt den antibakteriellen Wirkstoff Triclosan

(2,4,4-Trichloro-2-hydroxydiphenylether) (0,3 %), der den Zahnplaque vermindern und
daher die Zahngesundheit erhéhen kann [Rosin et al., 2002]. AuBerdem konnte in in
vitro Studien eine anti-inflammatorische Wirkung von Triclosan bereits gezeigt werden

[Wallet et al., 2013; Barros et al., 2010].
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des Studiendesigns
Zellentnahme

Den Probanden/Probandinnen wurden zu Beginn (t;) und am Ende (t;) der
zweiwdchigen Interventionsphase Zahnfleischepithelzellen mit einer Cytobrush Plus®
enthommen.

Die Probanden/Probandinnen kamen in der Frih nichtern und ohne zuvor die Zdhne
zu putzen zur Zellabnahme.

In den Gruppen zwei und drei, in denen die Probanden/ Probandinnen Kaugummis
erhielten, wurde aulRerdem ein moglicher Kurzzeiteffekt getestet. Dazu wurden den
Probanden/Probandinnen zuerst nur von der linken Mundhilfte Zellen entnommen.
Danach mussten die Probanden/Probandinnen fir zehn Minuten zwei Stlick der
Kaugummis kauen und nach funf Minuten Wartezeit wurden schlieBlich von der

rechten Seite Zellen entnommen.

Die abgeernteten Zellen wurden in 5 ml RPMI 1640 Medium (berfiihrt, welchem 10 %
FBS (fetal bovine serum), 100 U/ml Penicillin und 0,1 mg/ml Streptomycin zugegeben

wurden.
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Zellzahlbestimmung

Die Zellzahl wurde mittels Trypanblaufarbung mit einer Neubauer-Zdhlkammer
bestimmt. Es wurden 90 ul der Zellsuspension mit 10 pl Trypanblau gefarbt und
anschliefend mit Hilfe der Zahlkammer ausgezihlt.

Fir jede Probe wurde die Viabilitdt der Zellen aufgrund der Trypanblaufarbung
ermittelt, indem der prozentuelle Anteil der lebenden Zellen an der Gesamtzellzahl

bestimmt wurde.

Probenaufarbeitung

Die Proben wurden jeweils in zwei 50 ml Tubes aufgeteilt und bei 400 x g fir finf
Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das Medium wurde abgesaugt und die
Zellpellets wurden mit Medium derart resuspendiert, dass jeweils 150.000 Zellen
pro ml Medium vorlagen.

Eine Halfte der Proben wurde mit LPS stimuliert, indem dem Medium 10 pg/ml
Porphyromonas gingivalis LPS (PG-LPS) zugesetzt wurden.

Die Proben wurden in einer 6-Well-Platte fiir sechs Stunden bei 37 °C, 5 % CO, und
95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert.

Nach der Inkubation wurden die Proben wiederum bei 400 x g fir finf Minuten bei
Raumtemperatur zentrifugiert und 1,2 ml des Uberstandes fiir die Bestimmung der
Zytokinausschiittung mittels Multiple Magnetic Bead Assay (Luminex-Technologie®)
entnommen und eingefroren. Die Zellpellets wurden mit Medium auf 200.000 Zellen
pro ml Medium resuspendiert. Diese Zellsuspensionen wurden fiir die weiteren

Analysen verwendet (Abb.8).
4.1.4. Zielparameter

Hauptzielparameter dieser Studie war der Entziindungsmarker Interleukin-8 (IL-8), der
sowohl auf funktioneller Ebene als auch auf Genebene gemessen wurde. AuBerdem
wurden weitere Entziindungsmarker, wie Interleukin-1a (IL-1a), Interleukin-1B (IL-1pB),
MIP-1B, TNF-a und der Chemokinrezeptor CCR1, gemessen. Darliber hinaus wurden
das Auftreten von oxidativen DNA-Schaden und die Katalaseaktivitat als Marker fiir

den oxidativen Stress bestimmt (Abb. 8).
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Abbildung 8: Zusammenfassung der durchgefiihrten Analysen und der Zielparameter
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4.2 Materialien und Chemikalien

Chemikalien Hersteller
4,2-Hydroxyethyl-1-piperazinethansulfonsdure Roth

(HEPES)

Agarose Broad Range Roth
Calciumcarbonat CaCO3 Sigma Aldrich
Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth
Dinatriumhydorgenphosphat Na,HPO,4 Roth
Ethidiumbromid Roth
Ethylendiamintetraessigsdaure (EDTA) Sigma Aldrich
Kaliumchlorid KCI Roth
Kaliumdihydrogenphosphat KH,PO,4 Roth
Kaliumhydroxid KOH Roth

konz. Salzsdure HCI (37%ig) Sigma Aldrich
Low Melting Agarose Sigma Aldrich
Natriumchlorid NaCl Sigma Aldrich
Natriumhydroxid NaOH (Platzchen) Roth
N-Laurylsarcosin-Natriumsalz Sigma Aldrich
Sorbitol Sigma Aldrich
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) Roth
Triton-X 100 Roth
Trypanblau Sigma Aldrich
Wasserstoffperoxid H,0, Sigma Aldrich
Biochemikalien/ Biologische Materialien Hersteller

BSA (bovine serum albumin) Roth

Fast SYBR-Green Master Mix Applied Biosystems
FBS (fetal bovine serum) Gibco
Formamidopyrimidinglykosylase (Fpg) VWR
Penicillin/Streptomycin Sigma Aldrich

Porphyromonas gingivalis LPS

Eubio/ Invivogen

Primer VBC Biotech
RPMI 1640 Medium Sigma Aldrich
Kits Hersteller

HCYTOMAG-60k Kit
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
RNeasy® Plus Micro Kit
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Instrumente und Software

Hersteller

MAGPIX

Software Milliplex Analyst

Software Comet Assay IV

Software Step One Plus

Software Tecan-i-control

Software XPonent

Tecan Reader Infinite M200
Thermozykler/PCR Instrument Step One Plus
Sigma Plot 11.0

Merck-Millipore
Merck-Millipore

Perceptive Instruments
Applied Biosystems

Tecan
Merck-Millipore
Tecan

Applied Biosystems
Sysstat Software

Materialien Hersteller
1,5 ml ReaktionsgefiRe Roth
50 ml Falcon Tubes Starlab

6-Well Platte

96-Well PCR Platte

Cytobrush Plus

Deckplattchen
Elektrophoresekammer (waagrecht)
Fluoreszenzmikroskop Olympus BX 40
Inkubationsschrank

Magnetplatte

Nanoquantplatte

Neubauer Zahlkammer
Objekttrager (fully frosted)
pH-Meter, Magnetrihrer VMS-C4
Power Supply

gPCR Seal

RNase free 1,5 ml Reaktionsgefalie
Roti ® Nukleinsaurefrei
UV-transparente 96-Well Platte
Zahnbirsten Hoch-Tief, weich
Zahnpasta Colgate total®

Zentrifuge (Flacon Tubes/Epis)

Greiner Biolab
Biozym

Cooper Surgival
VWR

Paqglab
Olympus

VWR (Binder)
Merck-Millipore
Tecan

Brand

VWR

VWR

Paglab

Peqlab

Starlab

Roth

Greiner Biolab
Sensident
Colgate
Eppendorf
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4.3. Methoden
4.3.1 Ermittlung der Compliance der Probanden/Probandinnen

Zur Kontrolle der Compliance wurden die ausgegeben Zahnpastadosen, bevor sie an
die Probanden/Probandinnen ausgegeben wurden, gewogen. Die Zahnpasta wurde in
Rationen fiir eine Woche ausgegeben. Nach einer Woche mussten die
Probanden/Probandinnen die Zahnpastadosen zuriickbringen und sich eine neue
holen. Die zurlickgebrachten Dosen wurden gewogen und der durchschnittliche
Verbrauch pro Woche berechnet.

Die Kaugummipackungen wurden ebenfalls zu Beginn der Interventionsphase
abgewogen und enthielten die Kaugummis fur zwei Wochen. Nach sieben und nach 14
Tagen mussten die Probanden/Probandinnen die Packungen mitbringen, damit sie
gewogen werden konnten. Da ein Kaugummi durchschnittlich 1,5 g wiegt, konnte der

vorgeschriebene Verbrauch durch die Gewichtsdifferenzen kontrolliert werden.
4.3.2. Photometrische Bestimmung der Katalaseaktivitat

Die Katalase zdhlt zu den antioxidativen Enzymen und katalysiert den Abbau von
Wasserstoffperoxid (H,0,) zu Wasser und Sauerstoff.

2H,0, ——— 2H,0+0,;

Sie ist gemeinsam mit der Superoxiddismutase am Abbau von Superoxidionen (O;)
und somit an der oxidativen Abwehr beteiligt.

Die Katalaseaktivitdt in den Zellen wurde durch eine photometrische Bestimmung bei
einer Wellenldnge von 240 nm ermittelt. Diese Wellenlange entspricht dem
Absorptionsmaximum von Wasserstoffperoxid. Die Katalaseaktivitdit wurde indirekt
Uber die Abnahme der H,0,-Konzentration und daher (iber die Abnahme der
Absorption bei 240 nm berechnet [Beers und Sizer, 1952].

Durchfiihrung

Fir die Bestimmung der Katalaseaktivitdt wurden pro Probe 40.000 Zellen verwendet.
Dazu wurden 200 upl der Zellsuspension von jeder Probe entnommen und bei
Raumtemperatur fiir fiinf Minuten bei 400 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde

abpipettiert und die Zellpellets wurden in 1 ml Katalasepuffer aufgenommen.
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Katalasepuffer

20 mM KH,PO,4 (M = 136,086 g/mol)

30 mM Na,HPOQO, (wasserfrei) (M = 141,96 g/mol)

Der Phosphatpuffer wurde auf pH 7 eingestellt und mit bidestilliertem Wasser auf 1 L
aufgefullt.

Die Messung wurde in Dreifachbestimmung in einer UV-transparenten 96-Well Platte
mit dem TECAN Reader Infinite M200 und der Software Tecan-i-control durchgefihrt.
Es wurden jeweils 140 ul der in Katalasepuffer aufgenommenen Zellen eingesetzt.

Das Gerat wurde so programmiert, dass die Absorption bei 240 nm gemessen,
anschlieBend automatisch 70 ul Wasserstoffperoxid zugegeben und sofort (E1) und
nach 30 Sekunden (E2) die Absorption gemessen wurde.

Die Wasserstoffperoxidlosung (c = 29,39 mM) wurde kurz vor der Messung frisch
hergestellt. Dazu wurde eine 30%ige H,0,-Losung mit Katalasepuffer 1:300 verdiinnt.
Die Absorptionswerte wurden um die Werte vor Zugabe des Wasserstoffperoxids

korrigiert und es wurde der Quotient E1/E2 gebildet.

Die Katalase-Aktivitdt wurde nach folgender Formel berechnet:

MU) VXaxbx(g—%)

Katalaseaktivitat (
l vXeXdXf

V ... Volumen pro Well V =210 pl

Vv ... Volumen der Probe pro Well v = 140 pl

a ... Umrechnungsfaktor 1000 (von pmol auf mmol)

€ ... Molekulare Extinktionskoeffizient von Wasserstoffperoxid € = 0,036 m
b ... Umrechnungsfaktor pro Minute b = 2

d ... Schichtdicke des durchstrahlten Kérpers d = 0,65625 cm

f ... Umrechnungsfaktor 1 000 000 (von U auf MU)

MU ... Mega-Units der Katalaseaktivitait = umgesetztes Wasserstoffperoxid pro Minute
Zur Beurteilung des Effekts der zweiwdchigen Interventionsphase wurden die

Katalaseaktivitaitswerte am Ende der Interventionsphase (t;) auf die Werte zu Beginn
der Interventionsphase (ty) bezogen und die Veranderung als relative Katalaseaktivitat

dargestellt.
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4.3.3. Bestimmung von oxidativen DNA-Schiden mittels Comet Assay

Der Comet Assay oder auch Einzelzellgelelektrophorese ist eine Methode um
DNA-Strangbriiche in einzelnen Zellen zu detektieren. Dabei werden Zellen in Agarose
aufgenommen, auf einen Objektrager aufgetragen und lysiert. Durch das Anlegen
eines Spannungsfeldes bei der anschlieBenden Elektrophorese wandern DNA-
Bruchstlicke zur Anode, wohingegen die intakte DNA zu groB ist, um im Gel zu
wandern. Nach Farbung der Gele mit Ethidiumbromid entsteht unter dem
Fluoreszenzmikroskop ein kometendhnliches Bild, wobei die DNA-Fragmente den

Schweif der Kometen bilden.

Oxidative DNA-Schaden der Purinbasen, wie 8-oxoG oder FapyG, kénnen durch das
bakterielle Enzym Formamidopyrimidinglykosylase (Fpg) erkannt und in Strangbriiche
Ubersetzt werden [Tchou et al., 1994].

Somit sind auch oxidative DNA-Schaden mit dem Comet Assay detektierbar.

Fpg hydrolysiert die N-glykosidische Bindung zwischen der geschadigten Base und der
Desoxyribose des Zucker-Phosphat-Riickgrats und entfernt somit die Base. Es entsteht
eine sogenannte AP-Stelle (apurinic/apyrimidinic site). Das Enzym ist Uber eine
N-terminale Aminogruppe kovalent an die DNA gebunden und bildet eine Schiff’sche
Base als Intermediat. Durch die AP-Lyase Funktion des Enzyms Fpg entsteht durch B-
Elimination ein Strangbruch an der C3‘ Position der AP-Stelle (Abb.9)
[Le Bihan et al., 2011].

_ — GLYCOSYLASE _ DMNA —O
DNA O_]/o = DNA O—I/OH H LYASE OH 5 H@l&
r - \ NN - y

N
N
\_/ HN " Enavme ) ENZYME
DNA—O ENZYME @ DNA—O DNA—O
(=]

Abbildung 9: Reaktionsmechanismus des Enzyms Fpg [modifiziert nach Le Bihan et al., 2011]
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Die Bestimmung der oxidativen DNA-Schaden wurde mittels alkalischem Comet Assay
nach der Methode von Singh et al. (1988) - modifiziert von Collins (2000) - mit
Inkubation der DNA mit dem Enzym Formamidopyrimidinglykosylase (Fpg)

durchgefihrt.

Durchfiihrung

Es wurden einseitig gefrostete Objekttrager mit Normal-Melting-Agarose (NMA)
beschichtet und anschlieBend auf jeden Objekttrager zwei Gele (65 pl NMA)
aufgetragen, die mit Deckplattchen abgedeckt wurden. Auf die beiden Gele pro
Objekttrager wurde jeweils die gleiche Probe aufgetragen und die Untersuchung daher
in Doppelbestimmung durchgefihrt.

Durch die Beschichtung der Objekttrager mit Normal-Melting-Agarose wird
gewahrleistet, dass die Low-Melting-Agarose (LMA), in der die Zellen aufgenommen
werden, gut am Objekttrager haften bleibt.

Die Objekttrager wurden iber Nacht in einer feuchten Kammer bei 4 °C gelagert, damit
die Gele vollstandig aushdrten konnten, aber nicht ausgetrocknet sind.

NMA (= Normal Melting Agarose): 0,5 % NMA in 50 ml PBS geldst

LMA (= Low Melting Agarose): 0,8 % LMA in 50 ml PBS geldst

PBS fiir Agarose

137 mM NacCl

2,7 mM KCl

1,5 mM KH,PO,4

8,1 mM Na,HPO,

mit bidestilliertem Wasser auf 1 L aufgefullt

Es wurden fiir jede Probe vier Objekttrdger vorbereitet: mit LPS/mit Fpg, mit LPS/ohne
Fpg, ohne LPS/mit Fpg und ohne LPS/ohne Fpg.

Die Arbeitslésung des Lysepuffers wurde frisch hergestellt, indem 89 ml der
Lysepuffer-Stammlosung mit 10 ml DMSO und 1 ml Triton X-100 versetzt wurden. Die

Arbeitslésung wurde ebenfalls tiber Nacht bei 4 °C gelagert.
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Lysepuffer-Stammldsung:

2,5 M NaCl

0,1 M EDTA

10 mM Tris

mit NaOH-Platzchen auf pH 10 eingestellt
1 % N-Laurylsarcosin-Natriumsalz

mit bidestilliertem Wasser auf 1 L aufgefullt

Fiir die Bestimmung der oxidativen DNA-Schaden wurden pro Gel circa 15.000 - 30.000
Zellen eingesetzt. Um die Aktivitat der Enzyme zu vermeiden, die fiir die Reparatur der
DNA-Strangbriiche verantwortlich sind, wurde durchgehend auf Eis gearbeitet.

Es wurden jeweils 600 ul der Zellsupsension entnommen, in 1,5 ml ReaktionsgefaRe
Uberfihrt und bei 400 x g bei 4 °C fiir zehn Minuten zentrifugiert. Das Medium wurde
abpipettiert, die Zellpellets in 65 ul Low-Melting-Agarose aufgenommen und sofort auf
die vorbereiteten Gele aufgetragen und mit einem Deckplattchen abgedeckt.

Die Objekttrager wurden fiir mindestens zehn Minuten auf Eis gelegt, damit die Gele
vollstandig ausharten konnten. Die auf den Objekttragern fixierten Zellen wurden Uber
Nacht bei 4 °C in einem alkalischen Lysepuffer durch den hohen Salzgehalt und die
nicht-ionischen Detergentien N-Laurylsarcosin-Natriumsalz und Triton-X 100 des
Puffers lysiert.

Am darauffolgenden Tag wurden die Objekttrager dreimal fir finf Minuten bei 4 °C
mit einem Enzympuffer gewaschen. Die Enzympuffer-Stammldsung wurde davor 1:10
verdinnt.

Enzympuffer-Stammldsung (10-fach konzentriert):

400 mM HEPES

1 M KCl

5 mM EDTA

2 mg/ml BSA

mit KOH auf pH 8 eingestellt

mit bidestilliertem Wasser auf 1 L aufgefullt
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Das Enzym Fpg wurde vorsichtig 1:4000 mit dem Enzympuffer verdlinnt.

Die eine Halfte der Objekttrager wurde mit 50 pl der Fpg-Losung behandelt, wahrend
auf die andere Halfte der Objekttrager 50 ul Enzympuffer pipettiert wurden.

Die Objekttrager wurden bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit fir 30 Minuten
inkubiert.

Nach der Inkubation mit dem Enzym wurden die Objekttrager fiir 20 Minuten in den
stark alkalischen Elektrophoresepuffer (pH 13 — 14) gestellt, um die Denaturierung der
DNA-Doppelstriange zu erzielen.

AnschlieBend wurde die Elektrophorese bei 25 V, 300 mA und 7 W fir 20 Minuten in

alkalischem Milieu durchgefiihrt.

Elektrophoresepuffer:

60 ml NaOH (10 M)

10 ml EDTA (200 mM)

mit bidestilliertem Wasser auf 2 L aufgefullt

Der pH-Wert wurde mittels Indikatorpapier bestimmt.

Nach der Elektrophorese wurden die Objekttrdger dreimal fiir fiinf Minuten bei 4 °C
mit einem Neutralisationspuffer gewaschen, wodurch eine Renaturierung der intakten
DNA-Strange stattfinden konnte. Die DNA-Fragmente, die durch Strangbriiche

entstanden sind, bleiben einzelstrangig.

Neutralisationspuffer:
0,4 M Tris
mit konzentrierter Salzsdure (37%ig) auf pH 7,4 eingestellt

mit bidestilliertem Wasser auf 1 L aufgefullt

Die Gele wurden mit 40 pl Ethidiumbromid (c = 50 pug/ml) gefarbt.

Die Visualisierung und Auswertung wurde unter einem Fluoreszenzmikroskop
(Olympus BX 40) bei 40-facher VergroBerung mit Hilfe der Software Comet Assay IV
durchgeflihrt. Die Gele auf den Objekttragern wurden systematisch untersucht und

dabei 100 DNAs pro Objekttrdger ausgezahlt.
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Auswertung

Ethidiumbromid ist ein in DNA interkalierender Fluorophor, welcher griines Licht
absorbiert und oranges Licht emittiert, wenn er an DNA gebunden ist. Es besteht ein
linearer Zusammenhang zwischen der Menge an DNA, der gebundenen Menge an
Ethidiumbromid und der Intensitat des emittierten Lichts. Daher kann durch die
Messung des emittierten Lichts auf die DNA-Menge geschlossen werden.

Die Intensitat des emittierten Lichts wird durch lichtsensitive Elemente in der Kamera
digitalisiert und in Zahlen umgewandelt. Diese Information wird an einen Computer
gesendet, der die digitalen Daten in Bilder umwandelt, bei denen jedes Pixel fir eine
ermittelte Zahl beziehungsweise fir die Information eines lichtsensitiven Elements

steht und in unterschiedlichen Graustufen abgebildet wird (Abb. 10).

Abbildung 10: Darstellung eines Comets in Pixelform [Vilhar et al., 2004]

Es besteht ein linearer Zusammenhang zwischen den Graustufen der Pixel und dem
DNA-Gehalt in diesem Bereich.

Bei der Bildanalyse werden der Kopf und der Schweif des jeweiligen Comets definiert
und die in den Pixeln enthaltenen Informationen ausgewertet. Dabei missen die
Werte im Kopf und im Schweif des Comets um die Hintergrundwerte korrigiert
werden, da diese nie gleich null sind.

Als Intensitdtsparameter wurde die relative Schweifintensitdt (Tail Intensity)
herangezogen. Diese berechnet sich aus dem Quotienten der totalen Intensitdat im
Schweif (Summe der Graustufen im Schweif) und der Gesamtintensitat des Comets

(Summe der Graustufen im Schweif und im Kopf) und wird in Prozent angegeben.
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Intensitat ;
TI [%] = SEhwelf 100
Gesamtintensitat

Fir jeden Objekttrager wurde ein Mittelwert aus den 50 Schweifintensitatswerten je
Gel berechnet und fiir die Beurteilung des Einflusses der Intervention wurden die
relativen TI-Werte gebildet, indem die Werte zum Zeitpunkt t; auf die Werte zum

Zeitpunkt to bezogen wurden.
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4.3.4. Bestimmung der Genexpression der Entziindungsmarker mittels qPCR

Die momentane Genexpression in der Zelle kann durch die Quantifizierung der mRNA
untersucht werden. Daflr wird zuerst die RNA aus den Zellen isoliert und diese dann
durch Reverse Transkription in cDNA umgeschrieben. Die cDNA kann schlief8lich durch

eine Real-Time gPCR quantifiziert werden.

Durchfiihrung

Fiir die Bestimmung der Genexpression von /L-8, IL-1a, IL-18 und CCR1 wurden 1 ml

der Zellsuspension und somit circa 200.000 Zellen eingesetzt.

RNA-Isolation

Die RNA der Zellen wurde mit dem RNeasy® Plus Micro Kit von Qiagen isoliert.

Die Zellsuspensionen wurden fir finf Minuten bei Raumtemperatur bei 500 x g
zentrifugiert und der Uberstand abpipettiert. Die Zellpellets wurden lysiert, indem sie
in 350 pl RLT Puffer, der zuvor mit 10 pl B-Mercaptoethanol (B-ME) versetzt wurde,
resuspendiert wurden. Das Lysat wurde eine Minute lang gevortext und damit
homogenisiert.

Danach wurde das homogenisierte Lysat auf genomic DNA Eliminator Spin Columns
(kleine Chromatographie-Sdulen) aufgetragen, die in 2 ml Collection Tubes gestellt und
fiir 30 Sekunden bei 8000 x g zentrifugiert wurden. Die genomische DNA wird dadurch
in den Saulen zurlickgehalten und die RNA befindet sich im Eluat. Die Saule wurde
verworfen und zum Eluat wurden 350 pl 70%iger Ethanol hinzu pipettiert, um das
Bindungsvermogen der RNA an die Saule zu erhéhen. Danach wurde das Eluat auf Spin
Columns uberfuhrt, die wiederum in 2 ml Collection Tubes gesteckt und bei
8000 x g fur 15 Sekunden zentrifugiert wurden.

Die RNA bindet spezifisch an die Membran der Saulen und das Eluat kann verworfen
werden. Die Sdulen wurden mit 700 ul RW1 Puffer gewaschen, bei 8000 x g fir 15
Sekunden zentrifugiert und das Eluat wiederum verworfen.

Im nachsten Schritt wurden 500 pl RPE Puffer auf die Sdulenmembran pipettiert und
finf Minuten gewartet, bevor bei 8000 x g fir 15 Sekunden zentrifugiert und das Eluat

verworfen wurde. Danach wurden 500 pl 80%iger Ethanol auf die Sdule aufgetragen
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und fir finf Minuten gewartet. Durch diese Inkubation kann die Reinheit der isolierten
RNA erhoht werden. Die Sdulen wurden fiir zwei Minuten bei 8000 x g zentrifugiert, in
neue Collection Tubes gestellt und mit offenem Deckel fiir finf Minuten bei
Hochstgeschwindigkeit zentrifugiert, um zu gewaéhrleisten, dass sich kein Ethanol mehr
in den Sdulenmembranen befindet.

Die aufgereinigte RNA wurde mit 15 pl RNase-freiem Wasser eluiert und in 1,5 ml
Reaktionsgefdllen aufgefangen. Um den RNA-Ertrag zu erhéhen wurde nach dem
Auftragen des RNase-freien Wasser zehn Minuten gewartet, bevor die Saulen fiir eine
Minute bei Hochstgeschwindigkeit zentrifugiert wurden.

Das Eluat, in dem sich die isolierte RNA befand, wurde bei — 80 °C eingefroren.

RNA-Messung

Die RNA-Konzentration wurde mittels photometrischer Messung mit dem TECAN
Reader Infinite M200 und der Software Tecan-i-control auf einer Nanoquant-Platte
ermittelt. Es wurden 2 pl RNA eingesetzt und die Absorption bei 260 nm bestimmt, da
bei dieser Wellenlange Nukleinsduren ein Absorptionsmaximum zeigen [Tataurov et
al., 2008].

AuBerdem wurde zur Beurteilung der Reinheit der RNA auch die Absorption bei 280
nm gemessen und der Quotient ODjeonm/OD2gonm gebildet. Es wird von einer reinen
RNA-L6sung gesprochen, wenn der Quotient zwischen 1,8 und 2,2 liegt. Proteine
haben ein Absorptionsmaximum bei 280 nm und wiirden daher den Wert verringern.
Als Blindwert wurde bidestilliertes Wasser eingesetzt. Die RNA-Konzentration wurde
von der verwendeten Software anhand der ODygonm — Werte mit Hilfe der Lambert-

Beer’sche Formel ermittelt.

E=¢-c-d

E ... Extinktion

£ ... Extinktionskoeffizient (€ gua= 0,025 (pg/mi)™ - cm™; € pna = 0,02 (pug/ml) - ecm™)
C ... Konzentration

d ... Schichtdicke
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Umschreiben in cDNA

Die isolierte RNA wurde mit dem Enzym Reverse Transkriptase (RNA-abhangige DNA-
Polymerasen) inkubiert und somit in einzelstrangige cONA umgeschrieben.
Es wurde das High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit von Applied Biosystems

verwendet. Alle Komponenten des Kits und die Proben wurden auf Eis aufgetaut.

Herstellung des Mastermix

Pro Reaktion wurden

2 ul 10x RT Puffer

0,8 ul  25x dNTP Mix (100 mM)

2 ul 10x Random Primer

1l Reverse Transkriptase (MultiScribe ™), (50 U/uL)

1l RNase-Inhibitor

3,2yl Nukleasefreies Wasser (NFW)

eingesetzt, wobei ein Sicherheitszuschlag von mindestens einer Reaktion eingerechnet
wurde.

Es wurden 10 pl der isolierten RNA mit 10 pl des RT-Mastermix versetzt.

Die Proben wurden fir eine Minute bei 1000 x g zentrifugiert und schlief3lich im
Thermozykler inkubiert. Zuerst wurden fir zehn Minuten 25 °C gehalten und
anschlieBend wurden die Proben fir zwei Stunden bei 37 °C - dem
Temperaturoptimum der Transkriptase — inkubiert und schieRlich fiir flinf Minuten auf

85 °C erhitzt, um die Reaktion wieder zu stoppen.

AnschlieBend wurde die cDNA-Konzentration ermittelt. Die cDNA Messung erfolgte
analog zur RNA-Bestimmung mit dem TECAN Reader Infinite M200 bei 260 nm.

Der Quotient ODygonm/ODgonm zur Beurteilung der Reinheit der cDNA lag im
Durchschnitt knapp unter 1,8 bei 1,75 + 0,06.

Die cDNA Konzentration betrug im Durchschnitt 1962,21 + 267,90 ng/ul.

Die cDNA Proben wurden bei — 20 °C eingefroren.
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Durchfiihrung der qPCR

Durch die Polymerase-Kettenreaktion wird die Amplifikation von bestimmten DNA-
Abschnitten erzielt. Die doppelstrdangige DNA wird zuerst durch hohe Temperaturen
denaturiert, sodass zwei Einzelstrange entstehen. AnschlieRend binden spezifisch
synthetisierte Primer (Oligonukleotide) antiparallel zueinander an die beiden Strange
der DNA an die gewiinschten Abschnitte und beschranken somit die Amplifikation auf
diese Bereiche. Danach synthetisiert eine thermophile Polymerase an die Primer
anschlieRend einen neuen Strang und verdoppelt somit die DNA. Der dreistufige Zyklus
wird wiederholt und die DNA Strange erneut denaturiert.

Dadurch ergibt sich bei der Polymerase-Kettenreaktion eine exponentielle DNA-
Amplifikation mit N,= No 2"; fiir n = Anzahl der PCR-Zyklen.

Durchfiihrung
Die cDNA Proben wurden derart verdiinnt, dass ungefdahr 200 ng/ul cDNA (zwischen

196 ng/ul und 298 ng/ul) eingesetzt wurden.

Die quantitative PCR wurde mit dem Instrument StepOnePIusTM von Applied
Biosystems und der Software StepOne v2.1 durchgefiihrt.

Die Proben und die Primer wurden auf Eis aufgetaut.

Der Reaction Mix wurde laut Reaction Setup der Software fiir jedes der zu messenden
Gene in einem 1,5 ml Reaktionsgefall hergestellt, indem zu dem Fast SYBR® Green
Master Mix von Applied Biosystems die entsprechenden Primer (c= 20 pmol/ul) und
nukleasefreies Wasser hinzugegeben wurden. In der Tabelle 5 sind die Genfrequenzen

der eingesetzten Primer aufgefihrt.

Tabelle 5: Gensequenzen der eingesetzten Primer [Walker et al., 2014]

Primer Sequenz

B-Aktin Forward 5‘-ACA GAG CCT CGC CTT TGC CG-3*
Reverse 5‘-ACC ATC ACG CCCTGG TGC C-3°

1-8 Forward 5-ACT GAG AGT GAT TGA GAG TGG AC-3/
Reverse 5‘-AAC CCT CTG CAC CCAGTT TTC-3f

IL-1o Forward 5‘-CCA GTG CTG CTG AAG GAG ATG CC-3f
Reverse 5-AGT GCC GTG AGT TTC CCA GAA GA-3f

11-18 Forward 5-ACT GCA CGC TCC GGG ACT CA-3/
Reverse 5-GGA GAA CACCACTTG TTG CTC CAT-3¢

CCRI Forward 5‘-GGA ACC AGA GAG AAG CCG GGA-3/
Reverse 5’-CCC AAA GGC CCT CTC GTT CAC C-3¢
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AnschlieBend wurden 3,24 pl der cDNA-Proben in 1,5 ml ReaktionsgefaRe vorgelegt
und mit 29,2 ul Reaction Mix versetzt. Die Reaktionen wurden in drei Replikaten zu je
10 ul in eine 96-Well PCR Platte pipettiert. Die Platte wurde mit einer Schutzfolie
zugeklebt und bei 800 x g fur eine Minute zentrifugiert, bevor sie im PCR-Instrument

gemessen wurde. Die verwendeten Softwareeinstellungen sind in Tabelle 6 aufgelistet.

Tabelle 6: Softwareeinstellungen fir die PCR-Messung

Instrument Step One Plus

Platte 96-Well PCR Platte

Experiment guantization-comparative cr (AAcy)
Fast (< 40min to complete a run)

Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green Reagenz

Reaktionsvolumen pro Well 10 wl

Primer Konzentration 200 nM

Anzahl der Zyklen 48

Temperatur-Set Up 95 °C fiir 23 Sekunden (Denaturierung)

60 °C fiir 30 Sekunden (Annealing der Primer und
Polymerisation)

Schmelzkurve In 0,5 °C-Schritten
Konzentration der Proben 200 ng/ul
Auswertung

Bei der Real-Time gPCR (quantitativen PCR) wird durch Fluoreszenzmessungen
wahrend der Amplifikation die Quantifizierung der DNA ermdoglicht.

In dieser Arbeit wurde der DNA-interkalierende Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green zur
Quantifizierung verwendet. Dieser Farbstoff besitzt eine stark erhohte Fluoreszenz,
wenn er an doppelstrangige DNA gebunden ist (Abb. 11) [Singer et al., 1999]. Das
Fluoreszenzsignal des Farbstoffs nimmt daher proportional mit der Amplifikation der
DNA zu. Das emittierte Licht wird durch das PCR-Instrument nach jedem Zyklus

gemessen (Rn-Werte) und in einem Graphen dargestellt.
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Denaturierung der DNA
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Abbildung 11: Schematische Darstellung des Prinzips der Fluoreszenzmessung mit SYBR Green [Handbuch
StepOnePlus]

Es wurde eine relative Quantifizierung im Vergleich zu Referenzproben (unbehandelte
Proben) und im Vergleich zu dem Referenzgen B-Aktin, welches als endogene Kontrolle
eingesetzt wurde, durchgefihrt (komparative cr (AAct) Methode). Referenzgene
werden nicht reguliert und werden daher nicht durch die Behandlung beeinflusst.

Die cr (Cycle Treshhold)-Werte wurden von der Software StepOne berechnet und
geben an, ab welchem Zyklus die gemessene Fluoreszenz die Hintergrundfluoreszenz
Ubersteigt.

Die Ausgangswerte der DNA (Ng) wurden mit Hilfe der Software LinRegPCR anhand der
Rn-Werte berechnet. Die Software fiihrt eine Baseline-Korrektur der Daten durch,
ermittelt den Bereich exponentiellen Wachstums der Amplifikationskurven und
berechnet durch eine lineare Regression die PCR Effizienz in diesem Bereich. Die PCR
Effizienz gibt die Vervielfachung der DNA pro Zyklus an und ist daher idealerweise 2.
Die Ng-Werte werden aus den PCR Effizienzen und den ct-Werten berechnet und als

Fluoreszenzeinheiten angegeben [Ruijter et al., 2009].
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N = Fluoreszenz Treshhold
o~ PCR Effizienz ¢t

Um sicherzugehen, dass die gemessene Fluoreszenzerhéhung durch die spezifischen
DNA-Fragmente und nicht durch unspezifische Primerdimere bedingt ist, wurde eine
Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt. Die Schmelztemperaturen der Produkte sind in

der Tabelle 7 aufgelistet.

Tabelle 7: Mittelwerte der gemessenen Schmelztemperaturen der PCR-Produkte

B-Aktin 86,4°C
IL-8 77,2°C
IL-1a 76,6°C
IL-1B 77,9°C
CCR 1 78,9°C

Die berechneten No-Werte der Gene wurden fir jede Probe auf die entsprechenden
No-Werte von  B-Aktin  bezogen. Es wurden wiederum die relativen
Genexpressionswerte gebildet, indem die zu vergleichenden Werte aufeinander

bezogen wurden.
4.3.5. Bestimmung der Zytokin-Freisetzung mittels Luminex-Technologie

Die Luminex® xMAP® Technologie ermdglicht es, mehrere Proteine simultan in einer
Probe zu messen. Um dies zu erreichen, werden kleine Partikel, sogenannte Beads
oder Mikrospharen, die sich durch einen eindeutigen durch zwei fluoreszierende
Farben festgelegten Farbcode voneinander unterscheiden, eingesetzt. Durch Mischung
der beiden fluoreszierenden Farben in verschiedenen Konzentrationen kénnen 100
verschiedene Bead-Sets hergestellt werden, die bei unterschiedlichen Wellenldngen
Licht emittieren. Die einzelnen Bead-Sets tragen je einen spezifischen Antikérper, der

an den gewtlinschten Analyten bindet (Abb. 12).
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Abbildung 12: Fluoreszierende Farbkodierung der Mikrospharen [modifiziert von www.millipore.at]

Daher kdnnen in einer Probe mehrere Analyten gleichzeitig gemessen werden, wenn
zu den Proben fir jeden zu messenden Analyten Bead-Sets mit verschiedenen
Antikdrpern im sogenannten Bead-Mix zugegeben werden.

Nachdem die Analyten in den Proben an den entsprechenden Antikérper auf dem
Bead gebunden haben, wird ein biotinylierter Detektionsantikdrper zugegeben. Dieser
bindet spezifisch an den Analyten. AnschlieBend wird als Reportermolekiil der an
Streptavidin gebundene Fluoreszenzfarbstoff Phycoerythrin zugegeben. Streptavidin
bindet sehr spezifisch an das Biotin auf dem Detektionsantikorper und Phycoerythrin
ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der durch Aktivierung im griinen Bereich des

Lichtspektrums Licht emittiert (Abb. 13).

Bead mit

spezifischem

Antikorper

Streptavidin-

/ Phycoerythrin

Biotinylierter
Detektions-
antikorper

Abbildung 13: Schematische Darstellung des Prinzips der LUMINEX Technologie
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Durchfiihrung

Die Messung wurde anhand des Milliplex MAP Human Cytokine/Chemokine Magnetic
Bead Panel Protokolls (HCYTOMAG-60K) durchgefiihrt.

Es wurden die Zytokine IL-8 (Bead-Nr. 63), IL-1a (Bead-Nr. 44), IL-1B (Bead-Nr.46), MIP-
1B (Bead-Nr. 73) und TNF-a (Bead-Nr. 75) gemessen.

Alle Puffer und Reagenzien wurden vor der Durchfiihrung der Messung auf
Raumtemperatur aufgewarmt und die Proben wurden auf Eis aufgetaut. Auflerdem
wurde im Dunklen gearbeitet, da die Fluoreszenzfarbstoffe der Mikrospharen und der
Fluoreszenzfarbstoff Phycoerythrin lichtsensitiv sind.

Alle Proben wurden in Doppelbestimmung gemessen. Auf die Platte wurden neben
den Proben zwei Blindproben, eine Standardreihe in 1:5 Verdinnung in
Doppelbestimmung und jeweils eine der Qualitatskontrollen aufgetragen.

Die Standard-Stammldsung hatte eine Konzentration von 10.000 pg/ml und wurde mit
Assay-Puffer in funf Verdliinnungsschritten bis zu 3,2 pg/ml verdiinnt.

Die Messung wurde in einer 96-Well Platte durchgefiihrt, die zuvor fir zehn Minuten
mit 200 pl Waschpuffer auf einem Schiittler gewaschen wurde.

Der Waschpuffer wurde verworfen und es wurden 25 ul der Proben, Standards und
Qualitatskontrollen in die entsprechenden Wells pipettiert. Die Proben wurden
aullerdem mit 25 ul Assay-Puffer versetzt. Die Zytokine in den Proben waren in RPMI
1640 Medium gelost, daher wurde auch zu den Standard- und Kontrollproben 25 ul
des Mediums zugegeben, um mogliche Matrixeffekte mit einzubeziehen.

Die Blindwerte enthielten nur Assay-Puffer und Medium.

Fir den Bead-Mix wurden 60 pul von jedem Bead-Set (IL-8, IL-1a, IL-13, MIP-1B und
TNF-a) entnommen und mit Bead-Diluent auf insgesamt 3 ml verdiinnt. In jedes Well
wurden 25 ul des Bead-Mix pipettiert.

Die Platte wurde Giber Nacht bei 4 °C im Dunklen auf dem Schuttler inkubiert.

Am darauffolgenden Tag - nach 17h Inkubation - wurde die Platte zweimal mit je
200 pl Waschpuffer mit Hilfe einer Magnetplatte, welche die Beads zurlckhielt,

gewaschen. Die Proben wurden mit 25 ul der Detektionsantikérper auf dem Schittler
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fir eine Stunde inkubiert. Im nachsten Schritt wurden 25 pul Streptavidin-Phycoerythrin
zugegeben und die Platte fir 30 min auf dem Schittler inkubiert.

Die Platte wurde wiederum zweimal mit Waschpuffer gewaschen, um nichtgebundene
Antikorper  beziehungsweise nichtgebundenes Streptavidin-Phycoerythrin  zu
entfernen.

Die Beads wurden in 150 pl Drive-Fluid resuspendiert, indem die Platte fiir flnf
Minuten auf den Schiittler gestellt wurde.

Zur Messung und Auswertung wurde das Instrument MAGPIX und die Software
LUMINEX XPonent sowie die Software MILLIPLEX Analyst von Millipore verwendet.

In der Software LUMINEX XPonent wurde eingestellt, dass 100 ul der Proben
aufgesaugt werden und mindestens 50 Beads pro Well gezahlt werden.

Auswertung

Die Fluoreszenzintensitdat der Kodierungsfarbstoffe und des Reportermolekiils
Phycoerytrhin unterscheiden sich voneinander. Dadurch kénnen die Klassifizierung der
Beads und die Quantifizierung der Analyten durch zwei verschiedene Laserstrahlen mit
unterschiedlichen Energien erfolgen.

Die Beads werden vom Analysesystem aufgesaugt und im Falle des Gerdats MAGPIX
durch eine Magnetplatte den Laserstrahlen als Monolayer zugénglich gemacht.

Ein roter Laserstrahl regt die Emittierung der Kodierungsfarbstoffe an und ein griiner
Laserstrahl regt das Phycoerythrin an. Das emittierte Licht wird schliefllich von
Detektoren (Photodioden, Photomultiplier) aufgefangen, an den Signalprozessor

weitergeleitet und digitalisiert (Abb. 14).
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Quantifizierung
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Abbildung 14: Schematische Darstellung der Detektion [modifiziert nach www.panomics.com]

Die Software MILLIPLEX Analyst erstellt durch fliinfparametrische Kurvenanpassung
anhand der gemessenen Standards Standardkurven mit der Konzentration [pg/ml] der
Analyten auf der x-Achse und dem Median der Fluoreszenzintensitat (MFI) auf der y-
Achse. Uber diese Standardkurven wurden die gemessenen Lichtemissionswerte in
Konzentrationen [pg/ml] umgerechnet [siehe Anhang 9.2].

Um den Einfluss der Intervention zu bestimmen, wurden wiederum Quotienten aus
den zu vergleichenden Werten gebildet und somit die relative Zytokinexkretion
dargestellt.

In der Tabelle 8 sind die gemessenen Werte fiir die beiden Qualitdtskontrollen, sowie
die erwarteten Werte laut Hersteller des Bead Kits [Milliplex® MAP Kit, Human
Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel] angegeben und in der Tabelle 9 sind die
gemessenen Detektionsschwellen (limit of detection, LOD) fir die gemessenen

Entziindungsmediatoren angefiihrt.

48



Tabelle 8: Erwarteter Bereich fiir die Qualitatskontrollen [Milliplex® MAP Kit, Human
Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel] und Mittelwert (Minimum - Maximum) der tatsachlich
gemessenen Werte

Zytokine Erwarteter Bereich Mittelwert
[pg/ml] (Minimum — Maximum)

IL-8 QK1 102 - 212 150 (119 — 188)
QK 2 508 — 1055 827 (567 —971)

-1 QK1 97 -201 147 (107 — 202)
QK 2 536-1114 878 (634 —996)

IL-1p QK1 93-192 126 (95,0 — 154)
QK2 497 — 1032 835 (509 — 1128)

MIP-18 QK1 89-184 141 (119 -157)
QK 2 520 -1080 830 (642 — 1293)

TNF-ol QK1 90 - 186 126 (62,5 — 244)
QK 2 492 - 1023 859 (386 — 1468)

Tabelle 9: Detektionsschwellen (LOD) der Bestimmung der Entziindungsmediatoren mittels Luminex-
Technologie

Entzindungsparameter LOD

IL-1a < 2,32 pg/ml
IL-1B < 1,57 pg/ml
IL-8 < 2,37 pg/ml
MIP-1 < 1,43 pg/ml
TNF-a < 1,92 pg/ml

4.4, Statistik

Alle Daten wurden mit Hilfe des Nalimov-Tests auf AusreiBer Uberprift
(p < 0,05; df = n — 2; g < Quit). Signifikante AusreiBer wurden von den Analysen

ausgeschlossen.
(xi - X ) n
= *
1 S n—1

Fiir die Berechnung und die statistische Auswertung der Daten und die Erstellung der

Graphen wurden das Statistikprogramm SigmaPlot 11.0 (Sysstat Software) und

Microsoft Excel verwendet. SigmaPlot 11.0 wurde so eingestellt, dass es automatisch
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die Daten auf Normalverteilung mit Hilfe des Shapiro-Wilk-Tests (p < 0,05) und auf
Varianzhomogenitat mit dem Levene-Median-Test (p < 0,05) Gberprift.

Fiir die Darstellung in den Graphen wurden fir jede Gruppe der Mittelwert und der
Standardfehler des Mittelwerts (SEM) berechnet und als Mittelwert + SEM abgebildet.

Der Einfluss von PG-LPS auf die Katalaseaktivitdit und auf DNA-Strangbriiche wurde
ermittelt, indem die Katalaseaktivititswerte [MU/I] beziehungsweise die
Schweifintensitaten [%] der Kontrollproben mittels zweiseitigem t-Test mit den mit LPS
stimulierten Proben verglichen wurden (p <0,05). Bei Nichteinhalten der
Voraussetzungen fir parametrische Tests (keine Normalverteilung, keine
Varianzhomogenitat) wurde ein Mann-Whitney Rangsummen-t-Test durchgefiihrt.

Der Einfluss von PG-LPS auf die Immunantwort der Zelle (Genexpression und
Ausschittung der Zytokine) wurde berechnet, indem die ausreiRerbereinigten Werte
der mit LPS stimulierten Proben auf die Kontrollproben bezogen wurden und die
signifikante Abweichung zu 1 (entspricht keiner Veranderung) mit Hilfe des
zweiseitigen Einstichproben-t-Tests (p < 0,05) ermittelt wurde.

Um den Effekt der zweiwdchigen Interventionsphase auf die Immunantwort der Zelle
und auf die oxidative Reaktion zu untersuchen wurde ebenfalls ein Einstichproben-t-
Test verwendet. Dazu wurden die Werte zum Zeitpunkt t; auf die Werte zum Zeitpunkt
to bezogen und der signifikante Unterschied zu 1 ermittelt (p < 0,05). Mit einer
einfaktoriellen ANOVA (p < 0,05) wurde berechnet, ob sich die vier Gruppen in der
relativen Veranderung der Werte nach der Interventionsphase unterscheiden. Konnten
in den Stichproben keine Normalverteilung und keine Varianzhomogenitat festgestellt
und somit die Voraussetzungen fir eine parametrische einfaktorielle ANOVA nicht
eingehalten werden, wurde der nichtparametrische Kruskal-Wallis-Test (Rangsummen-
ANOVA) durchgefiihrt.

Um bei einem signifikanten Ergebnis der ANOVA feststellen zu koénnen, welche
Gruppen sich voneinander unterscheiden, wurden paarweise Vergleiche mittels post-
hoc-Tests (Holm-Sidak-Methode) durchgefiihrt.

Der Einfluss der Gruppen auf die Veranderung der Reaktion der Zelle auf die LPS-

Stimulation wurde mittels Einstichproben-t-Tests (p < 0,05) ermittelt, indem die
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Differenz der relativen Verdanderungen durch die LPS-Stimulation vor und nach der
Interventionsphase mit 0 verglichen wurde. Der Unterschied zwischen den Gruppen
wurde mit einer einfaktoriellen ANOVA beziehungsweise mit einem Kruskal-Wallis-Test

untersucht.
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5. Ergebnisse

5.1. Probandencharakterisierung und Zellviabilitit
Probandencharakterisierung

An der Studie nahmen 40 gesunde Probanden/Probandinnen zwischen 21 und 52
Jahren teil, wobei das Durchschnittsalter bei 26,5 £ 7 Jahren lag. Die Studienpopulation
setzte sich aus 31 weiblichen und neun mannlichen Probanden/Probandinnen

Zusammen.

Bis auf eine Probandin, die von einem leicht abfiihrenden Effekt des
Kaugummikonsums berichtete, klagte keine/r der Probanden/Probandinnen uber
Nebenwirkungen, bis auf leichte Schmerzen der Kiefermuskulatur an den ersten paar

Tagen der Interventionsphase in den Kaugummigruppen, die sich aber wieder legten.

Zellzahl

Die Anzahl der entnommenen Zahnfleischepithelzellen wurden mit der Neubauer-
Zahlkammer ausgezahlt. Es konnten durchschnittlich 7,27-10° + 1,44-10° Zellen fir die
Ermittlung des Langzeiteffekts abgeerntet werden. Die Zellausbeute nach der
zehnminutigen Kurzzeitintervention war allerdings mit 6,20-10° + 1,51-10° Zellen

signifikant (zweiseitiger t-Test p < 0,05) geringer.

Zellviabilitat

Die Viabilitdit der Zahnfleischepithelzellen wurde vor (t;) und nach (t;) der
zweiwochigen Interventionsphase mittels Trypanblau-Test ermittelt. Die vier Gruppen
unterschieden sich zu Beginn der Interventionsphase (tg) in der Zellviabilitdt nicht
voneinander. In keiner der vier Gruppen konnte nach den zwei Wochen eine Abnahme
oder Zunahme der Zellviabilitat festgestellt werden. AuBerdem wurde in den Gruppen
2 und 3 (MBE-Kaugummi und Kontrollkaugummi) die Zellviabilitdt vor und nach dem
zehnminutigen Kauen der Kaugummis bestimmt. Auch hier konnte keine Veranderung

der Viabilitat gezeigt werden (Tab. 10).
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Tabelle 10: Zellviabilitat [%] der vier Gruppen vor (ty) und nach (t;) der Interventionsphase

% t; to_10min | t;_10min
Mittelwert 91,5% 95,8 %
Kontrollzahnpasta
St.abw. 2,72 % 3,30%
.| Mittelwert | 91,7 % 94,1 % 91,8 % 95,4 %
MBE-Kaugummi
St.abw. 3,44 % 2,54 % 4,75 % 5,67 %
.| Mittelwert | 91,2 % 92,7 % 94,0 % 93,5%
Kontrollkaugummi
St.abw. 5,17 % 4,87 % 4,53 % 4,08 %
Coleate® Mittelwert 93,9% 93,7 %
olgate
g St.abw. 4,56 % 3,99 %

5.2. Compliance der Probanden/Probandinnen

Zur Uberpriifung der Compliance der Probanden/Probandinnen wurden die Zahnpasta-
und Kaugummirationen jeweils nach einer Woche gewogen und die tatsachlich
verbrauchten Mengen mit dem idealen Verbrauch verglichen.

Der durchschnittliche Verbrauch der Kontrollzahnpasta [g/Tag] und der Zahnpasta
Colgate total® [g/Tag] sind in der Tabelle 11 angefiihrt. In der Tabelle 12 ist der

durchschnittliche Verbrauch an Kontrollzahnpasta in die vier Gruppen aufgegliedert.

Tabelle 11: Durchschnittlicher Verbrauch an Kontrollzahnpasta (Gruppen 1-3 zusammengefasst) und an
der Zahnpasta Colgate total® (Gruppe 4) in [g/Tag], zweiseitiger t-Test * p < 0,05 zum Vergleich der
Gruppen

Verbrauch [ Kontroll- Colgate®
[g/Tag] zahnpasta

Mittelwert 5,02 2,89*
Median 4,95 2,26
Standard-

abweichung 2,10 1,29
SEM 0,66 0,41

Tabelle 12: Durchschnittlicher Verbrauch der Kontrollzahnpasta pro Gruppe (in der Colgate®-Gruppe
wurden die ersten beiden Wochen zur Berechnung herangezogen) in [g/Tag]; n = 10 pro Gruppe,
einfaktorielle ANOVA * p < 0,05 zum Vergleich der Gruppen

Kontroll- MBE- Kontroll-
Verbrauch . . | Colgate®-
[g/Tag] zahnpasta- | Kaugummi- | kaugummi- G
g/lag Gruppe Gruppe Gruppe ruppe
Mittelwert 4,72 5,51 4,26 5,59
Median 5,16 5,26 4,07 5,46
Standard- 0,19 1,96 1,02 3,37
abweichung
SEM 0,38 0,62 0,32 1,07
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Zu Beginn der Studie wurde davon ausgegangen, dass circa 1 g Zahnpasta pro
Zdhneputzen verbraucht wird. Daher kann bei dem Verbrauch von durchschnittlich
5,13 g/ Tag der Kontrollzahnpasta beziehungsweise 3,12 g/Tag der Zahnpasta Colgate
total® angenommen werden, dass sich die Probanden/Probandinnen an die
Anweisungen der Versuchsleiter gehalten haben und mit der ausgegebenen Zahnpasta
die Zdhne geputzt haben.

Der Verbrauch der Kontrollzahnpasta in der Studienpopulation ist normalverteilt
(Kolmogorov-Smirnov-Test; p < 0,05). AuBerdem unterscheidet sich der Verbrauch der
Kontrollzahnpasta in den vier Gruppen nicht voneinander (einfaktorielle ANOVA p <

0,05).

Aufgrund der woéchentlichen Wiegung der Kaugummirationen konnte in einem Fall
festgestellt werden, dass die Probandin nach einer Woche nur die Halfte der
vorgesehenen Kaugummis verzehrt hatte. Die Probandin wurde darauf hingewiesen
und hielt sich in der zweiten Woche an die Anweisungen der Versuchsleiter.

Alle anderen Probanden/Probandinnen haben die Kaugummirationen fir die zwei
Wochen vollstandig aufgebraucht.

Daher kann auf eine gute Compliance der Probanden/Probandinnen geschlossen

werden.
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5.3. Aktivitit der Katalase in Mundschleimhautzellen nach zweiwéchiger

Interventionsphase

Einfluss von PG-LPS auf die Katalaseaktivitat

Es wurde der Einfluss von PG-LPS auf die Katalaseaktivitdit untersucht, um
festzustellen, ob eine durch LPS induzierte Entziindungsreaktion den oxidativen Stress
in der Zelle erhéht und somit die Aktivitdt des antioxidativen Enzyms Katalase
verandert.

In Abbildung 15 sind die Mittelwerte der Katalaseaktivitdt in MU/l fir die
Kontrollproben (hellgrauer Balken) und die flr sechs Stunden mit 10 pg/ml PG-LPS
stimulierten Proben (dunkelgrauer Balken) abgebildet. Die mit LPS stimulierten Proben
unterscheiden sich nicht von den Kontrollproben. Es wurde daher im weiteren darauf
verzichtet, einen Einfluss der Behandlungen auf die LPS-induzierte Katalaseaktivitat zu

messen.
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Abbildung 15: Einfluss von 10 pug/ml PG-LPS auf die Katalaseaktivitit in humanen
Zahnfleischepithelzellen; Vergleich der Katalaseaktivitatswerte [MU/I] der Kontrollproben und der
mit LPS inkubierten Proben zu Beginn der Interventionsphase (ty); Mittelwert + SEM; zweiseitiger t-
Test p<0,05;n=40
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Einfluss der zweiwdchigen Interventionsphase auf die Katalaseaktivitat

Zur Beurteilung des Einflusses der zweiwdchigen Interventionsphase auf die
Katalaseaktivitdt wurden die gemessenen Werte [MU/I] zum Zeitpunkt t; (Ende der
Interventionsphase) auf die Werte zum Zeitpunkt ty (Beginn der Interventionsphase)
bezogen (CON_t;/ CON_to) und somit die relative Katalaseaktivtat berechnet. In der
Abbildung 16 sind fir jede der vier Gruppen die Mittelwerte der relativen
Katalaseaktivitat abgebildet.

In keiner der vier Gruppen hat sich die Aktivitdt des Enzyms nach der zweiwdchigen
Interventionsphase verandert. Weder das Kauen der Kaugummis noch die Verwendung

der Colgate total® Zahnpasta hatte einen Effekt auf die Katalaseaktiviat.
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Abbildung 16: Einfluss der zweiwd6chigen Interventionsphase auf die Katalaseaktivitat in humanen
Zahnfleischepithelzellen; Vergleich der relativen Katalaseaktivitat der vier Gruppen (t,/to); Mittelwert
SEM; zum Vergleich von t, zu t;: zweiseitiger Einstichproben-t-Test; zum Vergleich der Gruppen:
einfaktorielle ANOVA; n =9 — 10 pro Gruppe; ZP = Zahnpasta, KG = Kaugummi.

5.4. Auftreten von DNA-Schiden in humanen Zahnfleischepithelzellen

Einfluss von PG-LPS auf das Auftreten von DNA-Strangbriichen

Um festzustellen ob 10 pg/ml PG-LPS DNA-Strangbriiche verursachen, wurden die
Proben in je zwei Aliquote aufgeteilt, jeweils ein Aliquot mit LPS fiir sechs Stunden

inkubiert und die Schweifintensitatswerte (TI-Werte) mittels Comet Assay ermittelt.
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In der Abbildung 17 sind die Mittelwerte der Schweifintensitaten [%] der
Kontrollproben und der mit LPS inkubierten Proben abgebildet. Die mit LPS
stimulierten Proben hatten im Durchschnitt TI-Werte von 5,11 + 0,24 % und
unterschieden sich nicht von den Kontrollproben (5,00 + 0,19 %). LPS verursachte

daher unter den vorliegenden Bedingungen keine DNA-Strangbriiche.

Tail Intensity [%]

0 . T
Kontrolle LPS

Abbildung 17: Einfluss von PG-LPS auf das Auftreten von DNA-Strangbriichen in humanen
Zahnfleischepithelzellen; Vergleich der Schweifintensitatswerte der Kontrollproben und der mit LPS
stimulierten Proben zu Beginn der Interventionsphase (tp); Mittelwert + SEM; zweiseitiger t-Test

(p <0,05); n=40.

Einfluss von 10 pg/ml PG-LPS auf das Auftreten von oxidativen DNA Schiden

Der eigentliche Fokus dieser Arbeit liegt auf der Untersuchung der anti-
inflammatorischen Wirkung des Magnolienrindenextrakts. Da Uiber die Freisetzung von
ROS der in der Immunantwort beteiligten Phagozyten ein Zusammenhang zwischen
Entziindungsreaktionen und oxidativem Stress besteht, wurde untersucht, ob PG-LPS
einen Einfluss auf die Entstehung von oxidativen DNA-Schaden hat.

Dazu wurden die beiden Aliquote der Proben wiederum in zwei Aliquote aufgeteilt, je
ein Aliquot mit dem Enzym Fpg behandelt und wiederum die Schweifintensitdtswerte
ermittelt. Die relativen Schweifintensititen wurden berechnet, indem die

Intensitatswerte der mit Fpg behandelten Proben auf die nicht behandelten Proben
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bezogen wurden (CON_fpg/CON und LPS fpg/LPS). In der Abbildung 18 sind die
Mittelwerte der relativen Schweifintensitdtswerte fir die Kontrollproben und der mit
LPS inkubierten Proben abgebildet.

Sowohl bei den Kontrollproben als auch bei den mit 10 pg/ml PG-LPS behandelten
Proben sind die relativen Intensitaten signifikant hoher als 1 und daher die TI-Werte
der mit Fpg behandelten Proben signifikant hoher als die der nicht behandelten
Proben. Daraus lasst sich schlielen, dass die DNA der Zellen oxidativ-geschadigte
Basen enthielt, die in Strangbriiche libersetzt wurden.

Die mit LPS stimulierten Proben (rel. TI-Wert = 1,20 + 0,0636) unterscheiden sich
allerdings nicht von den Kontrollproben (rel. TI-Wert = 1,15 + 0,0471). Die Inkubation
mit 10 pg/ml PG-LPS erhoht daher nicht die oxidativen DNA-Schaden in den

Zahnfleischepithelzellen.
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Abbildung 18: Einfluss von PG-LPS auf das Auftreten von oxidativen DNA Schaden in humanen
Zahnfleischepithelzellen; Vergleich der relativen Schweifintensitatswerte der Kontrollproben und
der mit LPS stimulierten Proben zum Zeitpunkt ty; Mittelwert + SEM; zweiseitiger Einstichproben- t-
Test * (Vergleich CON mit CON fpg/ LPS mit LPS fpg) p < 0,05; zum Vergleich der Gruppen,
zweiseitiger t-Test p < 0,05; n = 40 pro Behandlung

Da LPS keine oxidativen DNA-Schaden verursacht hat, hat die Stimulation mit 10 pug/ml
PG-LPS keinen Einfluss auf den oxidativen Gleichgewichtszustand der Zelle. Daher
wurde darauf verzichtet den Einfluss des angereicherten Kaugummis auf das Auftreten

von oxidativen DNA-Schaden zu untersuchen.
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Einfluss der zweiwéchigen Interventionsphase auf das Auftreten von DNA-

Strangbriichen

Um den Einfluss des Kaugummis auf das Auftreten von DNA-Schaden zu untersuchen,
wurden die Schweifintensitdatswerte der Kontrollproben — die weder mit LPS noch mit
Fpg stimuliert worden waren — nach der zweiwdchigen Interventionsphase (t;) mit den
Werten zu Beginn der Interventionsphase tq fir jede Gruppe miteinander verglichen.

Dazu wurden die Schweifintensitatswerte zum Zeitpunkt t; auf die Werte zum
Zeitpunkt to bezogen (CON_t;/CON_to) und fir jede der vier Gruppen die Mittelwerte
in der Abbildung 19 dargestellt. Es kann der Abbildung entnommen werden, dass sich
der fur Gruppe 3 (Kontrollkaugummi) ermittelte Mittelwert und der Mittelwert der
Gruppe 4 (Colgate total®) signifikant von der Negativkontrolle (Kontrollzahnpasta)
unterscheiden. AuRerdem konnte bei den Zahnfleischepithelzellen der
Kontrollkaugummigruppe beziehungsweise der Positivkontrollgruppe eine signifikante
Senkung der DNA-Schaden von 20 % beziehungsweise 34 % festgestellt werden. In der
Gruppe 2, in der die Probanden/Probandinnen den mit MBE-angereicherten
Kaugummi fiir zwei Wochen kauen sollten, konnte keine signifikante Veranderung der
DNA-Strangbriiche nach der Interventionsphase festgestellt werden. Allerdings
unterscheiden sich die Ergebnisse des Kontrollkaugummis nicht signifikant von denen

des MBE-Kaugummis.
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Abbildung 19: Einfluss der zweiwo6chigen Interventionsphase auf das Auftreten von DNA-Strangbriichen in
humanen Zahnfleischepithelzellen; dargestellt sind die relativen Schweifintensitdtswerte der vier Gruppen;
Werte zum Zeitpunkt t, bezogen auf den Zeitpunkt t, (t1/to); Mittelwert £ SEM; zweiseitiger Einstichproben-t-
Test zum Vergleich von t; und t; (*p < 0,05; einfaktorielle ANOVA zum Vergleich der Gruppen, signifikante
Unterschiede sind durch unterschiedliche Buchstaben gekennzeichnet (p < 0,05); n =9 — 10 pro Gruppe; ZP =
Zahnpasta, KG = Kaugummi.

In der Tabelle 12 sind die Schweifintensitdatswerte [%] zum Zeitpunkt to und die relative

Veranderung nach der zweiwdchigen Interventionsphase in % dargestellt.

Tabelle 13: Schweifintensitatswerte (%) der vier Gruppen zum Zeitpunkt to und t; und die relative
Veranderung in % nach der zweiwdchigen Interventionsphase, zweiseitiger Einstichproben-t-Test zum
Vergleich der Werte von t, und t;, *p < 0,05; einfaktorielle ANOVA zum Vergleich der Gruppen,
Unterschiede sind mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet (p < 0,05).

Kontroll- MBE-Kaugummi Kontroll- .
zahnpasta kaugummi

ZEitpunkt to t, to t, to t; to t,

Gruppe Colgate®

Mittelwert [%)] 4,64 511 4,76 4,58 4,86 4,04* 6,17 3,65 *

Standard- 152 | 104 | 1,19 | 153 | 092 | 099 | 1,9 | 091
abweichung [%]
SEM [%] 048 | 033 | 037 | 048 | 029 | 031 | 062 | 0,29
Relative +10° -gab -20%° -34°

Veranderung [%]
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5.5 Bestimmung des Entziindungsmarkers IL-8 in humanen

Zahlfleischepithelzellen

Das proinflammatorische Chemokin IL-8 wurde in dieser Arbeit als Hauptzielparameter
zur Bestimmung der anti-inflammatorischen Wirkung des in die Kaugummis
eingebrachten Magnolienrindenextrakts herangezogen und wurde sowohl auf

funktioneller wie auch auf der Genebene gemessen.

5.5.1. Einfluss der sechsstiindigen Inkubation von humanen
Zahnfleischepithelzellen mit PG-LPS auf die Genexpression und die Exkretion

von IL-8

Lipopolysaccharide der ZellauBenmembran von Porphyromonas gingivalis werden vom
Immunsystem des Wirts erkannt und kénnen eine Immunantwort auslosen, in Folge
dieser die Produktion von Entziindungsmediatoren, wie IL-8, gesteigert wird [Tse et al.,
2007].

Es wurde untersucht, ob durch eine sechsstiindige Inkubation der abgeernteten
Zahnfleischepithelzellen mit 10 pg/ml PG-LPS die Genexpression und die Ausschittung
von IL-8 erhdht werden.

Die IL-8 Freisetzung der Zellen wurde mit Hilfe der Luminex-Technologie gemessen und
um Veranderungen in der Genexpression des fir IL-8 kodierenden Gens zu
untersuchen, wurde eine quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) durchgefiihrt.

Der Einfluss der PG-LPS Stimulation wurde ermittelt, indem jeweils ein Aliquot der
Proben mit 10 upg/ml Porphyromonas gingivalis-LPS inkubiert und die Proben
anschlieBend zentrifugiert, der Uberstand abpipettiert und fiir die Messung der IL-8
Ausschittung verwendet wurde. Aus dem Zellpellet wurde die RNA isoliert, welche in
cDNA umgeschrieben und fiir die gPCR verwendet wurde.

Die relative Verdanderung der Genexpression beziehungsweise der IL-8-Exkretion durch
die Inkubation mit LPS wurde berechnet, indem die Werte der mit LPS stimulierten
Proben auf die Kontrollproben bezogen wurden (LPS_to/CON_to). Diese Werte sind in
der Abbildung 20 dargestellt.
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Abbildung 20: Einfluss von 10 pg/ml PG-LPS auf die Genexpression und die IL-8 Freisetzung in
humanen Zahnfleischepithelzellen; dargestellt ist die relative Expression/Exkretion bezogen auf die
nicht stimulierten Proben (LPS_t,/CON_t,); Mittelwert + SEM; zweiseitiger Einstichproben-t-Test

* p < 0,05; gesamtes Probandenkollektiv: n = 40; Gruppe der Responder: n= 21 - 27

Es zeigte sich, dass die Zahnfleischepithelzellen einiger Probanden auf die
sechsstiindige Inkubation mit PG-LPS nicht mit einer vermehrten Ausschiittung oder
einer erhohten Genexpression der Entziindungsmediatoren reagierten. Diese Gruppe
von Probanden/Probandinnen wurde daher als ,Non-Responder” auf PG-LPS
bezeichnet. Die Probanden/Probandinnen deren Zahnfleischepithelzellen hingegen auf
die Inkubation mit PG-LPS mit einer gesteigerten Ausschiittung beziehungsweise mit
einer vermehrten Genexpression der untersuchten Marker reagierten, wurden als
Gruppe der ,Responder” zusammengefasst. Die statistische Auswertung wurde
gesondert nur fir die Gruppe der ,,Responder” durchgefiihrt. In der Abbildung 20 sind
die relative Genexpression sowie die relative Freisetzung des Entziinungsmarkers IL-8
sowohl fiir das gesamte Probandenkollektiv, wie auch fiir die Gruppe der ,Responder”
dargestellt.

In der Gruppe der ,,Responder” wurde eine signifikante Steigerung der IL-8 Sekretion
um 27,9 + 4,73 % sowie der Genexpression um 43,5 + 15,4 % durch die Inkubation mit

PG-LPS festgestellt. Werden allerdings die ,Non-Responder” nicht ausgeschlossen, so

konnte keine signifikante Erhohung der IL-8 Sekretion festgestellt werden.
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Diese Daten zeigen, dass bei ,Respondern“ durch PG-LPS eine Immunantwort
hervorgerufen und dass dadurch das proinflammatorische Chemokin IL-8 hochreguliert
und vermehrt ausgeschiittet wird.

Die ,Non-Responder” auf LPS wurden von den weiteren statistischen Auswertungen
ausgeschlossen. Uber alle Gruppen hinweg reagierten die Zahnfleischepithelzellen von
19 Probanden/Probandinnen nach der Stimulation mit PG-LPS nicht mit einer erhéhten
Ausschuttung von IL-8 (47,5 %) und bei 13 Probanden/Probandinnen zeigten die Zellen
keine vermehrte Genexpression von IL-8 (32,5 %) und wurden daher von den

statistischen Analysen ausgeschlossen.

5.5.2. Einfluss des Kaugummikauens auf das Zytokin IL-8 auf der Genebene

Einfluss der zweiwdchigen Interventionsphase auf die Genexpression von IL-8

Um zu untersuchen, ob das Kauen des mit MBE-angereicherten Kaugummis eine anti-
inflammatorische Wirkung in den Zahnfleischepithelzellen aufweist, wurde der Einfluss
der zweiwdchigen Interventionsphase auf die Genexpression von IL-8 ermittelt. Dazu
mussten die Probanden/Probandinnen zwei Wochen lang fiunf mal zwei Stlick
Kaugummis taglich fir mindestens zehn Minuten kauen. Zu Beginn (tg) und am Ende
der Interventionsphase (t;) wurden den Probanden/Probandinnen mit einer kleinen
sterilen Biirste Zahnfleischepithelzellen enthommen, aus denen die RNA isoliert und
durch die gPCR der relative Gehalt an transkribierter mRNA des fiir IL-8 kodierenden
Gens ermittelt wurde. Fir jede der vier Gruppen wurden die relativen No-Werte auf die
endogene Kontrolle (B-Aktin) normalisiert und die Quotienten aus den Werten zum
Zeitpunkt t; und zum Zeitpunkt to gebildet (CON to/CON t;) und miteinander verglichen
(Abb. 21).

Die Ergebnisse zeigen, dass die Genexpression in den Zahnfleischepithelzellen der
Probanden/Probandinnen in der Gruppe 2 (MBE-Kaugummi) nach der zweiwo6chigen
Interventionsphase durch das Kauen des Kaugummis circa um das Doppelte (1,97-
fache) angestiegen ist (p < 0,05), wahrend bei den Probanden/Probandinnen der
anderen Gruppen keine signifikante Verdanderung der Genexpression festgestellt

werden konnte.
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Abbildung 21: Einfluss der zweiwd6chigen Interventionsphase auf die Genexpression von IL-8 in humanen
Zahnfleischepithelzellen; Vergleich der relativen Genexpression (CON t;/ CON t,) der vier Gruppen; nur
,Responder”; zweiseitiger Einstichproben-t-Test * p < 0,05 zum Vergleich von t, und t;; einfaktorielle
ANOVA zum Vergleich der Gruppen; n =4 -7 pro Gruppe; ZP = Zahnpasta, KG = Kaugummi.

Einfluss der zweiwdchigen Interventionsphase auf die durch LPS ausgel6ste Reaktion
in den Zahnfleischepithelzellen auf der Genebene

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass in der Gruppe der ,Responder” auf PG-
LPS die Zahnfleischepithelzellen als Reaktion auf die LPS-Stimulation die Expression des
fiir IL-8 kodierenden Gens hochreguliert haben. Um zu ermitteln, ob die zweiwdchige
Interventionsphase diese Reaktion auf LPS vermindern kann, wurden die berechneten
No-Werte der eingesetzten cDNA auf die endogene Kontrolle (B-Aktin) normalisiert und
fiir jeden der beiden Zeitpunkte jeweils die Werte der mit LPS stimulierten Proben auf
die Kontrollproben (LPS/CON) bezogen. In der Abbildung 22 ist fiur jede der vier
Gruppen die Differenz aus dem Quotienten (LPS/CON t;) am Ende der
Interventionsphase und dem Quotienten (LPS/CON t;) zu Beginn der

Interventionsphase abgebildet.
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Abbildung 22: Einfluss der zweiwo6chigen Interventionsphase auf die durch PG-LPS ausgel6ste Erhohung
der Genexpression von IL-8 in humanen Zahnfleischepithelzellen; Vergleich der Veranderung der LPS-
Reaktion (LPS/CON t; — LPS/CON t;) der vier Gruppen; nur ,,Responder”; Mittelwert = SEM;

zweiseitiger Einstichproben-t-Test * p < 0,05 zum Vergleich von tyund t;; einfaktorielle ANOVA zum
Vergleich der Gruppen - signifikante Unterschiede sind mit unterschiedlichen Buchstaben
gekennzeichnet p < 0,05; n = 4 — 8 pro Gruppe; ZP = Zahnpasta, KG = Kaugummi.

Eine signifikante Verminderung der durch die Stimulation mit PG-LPS verstarkten IL-8
Genexpression konnte nur durch das Kauen der mit MBE-angereicherten Kaugummis
erzielt werden. Diese Gruppe unterscheidet sich signifikant von der
Positivkontrollgruppe (Colgate total®), in welcher allerdings keine Reduktion der
Reaktion auf LPS zu sehen war. Allerdings konnte auch hier kein Unterschied zwischen

der Kontrollkaugummigruppe und der MBE-Kaugummigruppe festgestellt werden.
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5.5.3. Einfluss des Kaugummikauens auf das Chemokin IL-8 auf funktioneller

Ebene

Einfluss der zweiwdchigen Interventionsphase auf die Freisetzung von IL-8 aus

isolierten Zahnfleischepithelzellen

Zur Bestimmung der anti-inflammatorischen Wirkung des Magnolienrindenextrakts
wurde neben der Ermittlung der Verdanderung der Genexpression von IL-8 durch die
Interventionsphase auch die IL-8-Ausschittung der Zahnfleischepithelzellen
untersucht.

Die mittels Luminex-Technologie gemessenen IL-8-Konzentrationen zum Zeitpunkt to
unterlagen trotz zweiwochiger Konditionierungsphase grofRer interindividueller
Schwankungen. Daher wurden die Werte am Ende der Interventionsphase auf die zu
Beginn der Interventionsphase bezogen (CON t;/ CON to) und die relative Veranderung
der IL-8 Freisetzung zur Analyse herangezogen.

Das Ausmal? der interindividuellen Unterschiede ist am Beispiel von IL-8 in der Tab.13

dargestellt.

Tabelle 14: Mittelwert und Schwankungsbreite der IL-8-Freisetzung aus den Zahnfleischepithelzellen zu
Beginn der Interventionsphase (t)

MW 72,9 pg/ml
s 82,1 pg/ml
SEM 13,0

Min 8,92 pg/ml
Max 404 pg/ml
Range 395 pg/ml
n 40

Die relativen IL-8 Exkretionswerte der vier Gruppen sind in der Abbildung 23
zusammengefasst.

Wie in der Abbildung zu sehen ist, konnten keine signifikanten Veranderungen durch
die Interventionsphase im Vergleich zum Zeitpunkt to und keine Unterschiede zwischen
den Gruppen festgestellt werden. Weder die Zahnpasta Colgate total®
(Positivkontrollgruppe) noch der angereicherte beziehungsweise der
Kontrollkaugummi konnten in den zwei Wochen der Interventionsphase die IL-8

Exkretion der Zahnfleischepithelzellen vermindern.
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Abbildung 23: Einfluss der zweiwdchigen Interventionsphase auf die IL-8-Ausschiittung in humanen
Zahnfleischepithelzellen; Vergleich der relativen Genexpression (CON t;/ CON t,) der vier Gruppen; nur
,Responder”; zweiseitiger Einstichproben-t-Test zum Vergleich von ty und ty; einfaktorielle ANOVA zum
Vergleich der Gruppen; n = 4-7 pro Gruppe; ZP = Zahnpasta, KG = Kaugummi.

Einfluss der zweiwochigen Interventionsphase auf die durch LPS ausgel6ste Reaktion

in den Zahnfleischepithelzellen auf funktioneller Ebene

Um festzustellen, ob das Kauen der Kaugummis einen Einfluss auf die durch PG-LPS
erhohte IL-8-Ausschiittung hat, wurden die ermittelten IL-8-Konzentrationen der mit
LPS stimulierten Proben fiir jeden der beiden Zeitpunkte auf die Kontrollproben
bezogen. Der Quotient aus den mit LPS stimulierten Proben und den Kontrollproben zu
Beginn der Interventionsphase (LPS/CON tg) wurde vom Quotienten der Werte zum
Zeitpunkt t; (LPS/CON t;) abgezogen. Die daraus resultierenden relativen
Veranderungen der Reaktion auf LPS sind in der Abbildung 24 veranschaulicht
(LPS/CON_t; — LPS/CON_ty).

Das Kauen des MBE-Kaugummis hatte eine Verminderung der Reaktion auf LPS zur
Folge und konnte nach der zweiwdchigen Interventionsphase die durch die LPS
Stimulation erhohte IL-8 Sekretion signifikant senken. Die unterschiedlichen
Behandlungen in den vier Gruppen unterscheiden sich allerdings nicht in ihrer

Wirkung.

67



0,4

0,2 -

0,0

-0,2 1 J_ l

-0,4 1

-0,6 f \ J’;

-0,8 -

Veranderungen der LPS-Reaktion

'1,0 T T T T
Kontroll-ZP ~ Colgate  Kontrol-KG MBE-KG

Abbildung 24: Einfluss der zweiwdchigen Interventionsphase auf die durch PG-LPS ausgeldste Erhohung
der IL-8 Freisetzung in human Zahnfleischepithelzellen; Vergleich der relativen Veranderungen der LPS-
Reaktion (LPS/CON t; — LPS/CON t,) der vier Gruppen; nur ,Responder”; Mittelwert + SEM; zweiseitiger
Einstichproben-t-Test * p < 0,05 zum Vergleich von t, und t;; einfaktorielle ANOVA zum Vergleich der
Gruppen; n =4 —7 pro Gruppe; ZP = Zahnpasta, KG = Kaugummi.

5.6 Einfluss der Kaugummis auf die Genexpression weiterer

Entziindungsmarker

Auf Genebene wurde neben dem fir IL-8 kodierenden Gens auch die Genexpression

der fir IL-1a, IL-1B und CCR1 kodierenden Gene untersucht.

Einfluss der Inkubation mit PG-LPS auf die Genexpression von IL-1a, IL-1B und CCR1

in den Zahnfleischepithelzellen

Um den Einfluss von PG-LPS auf die Genexpression von /L-1a, IL-16 und CCR1 zu
untersuchen, wurden die Zahnfleischepithelzellen mit 10 pg/ml PG-LPS fir sechs
Stunden inkubiert und anschlieBend der jeweilige relative mRNA-Gehalt in den Zellen
mittels qPCR bestimmt. Die Werte der mit LPS stimulierten Proben wurden auf die
Kontrollproben bezogen und sind in der Abbildung 25 fiir die drei Gene /L-1a, /I-16 und
CCR1 dargestellt. Es wurde wiederum die relative Genexpression fir alle
Probanden/Probandinnen und nur fir die ,Responder” auf PG-LPS berechnet. In der

Gruppe der ,Responder” wurde die Genexpression der Zytokine durch die Inkubation
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mit 10 pug/ml PG-LPS signifikant um 56,5 + 12,4 %, 52,1 + 12,2 % beziehungsweise 90,0
+ 18,7 % erhoht. Die ,Non-Responder” wurden von den weiteren Analysen

ausgeschlossen.

2,5 A
/3 gesamtes Probandenkollektiv
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2,0

1,5 A1

relative Genexpression

0,5

0,0
IL-1a IL-1b CCR1

Abbildung 25: Einfluss von 10 pg/ml PG-LPS auf die Genexpression von IL-1¢a, IL-18 und CCR1 in
humanen Zahnfleischepithelzellen; relative Genexpression der mit LPS inkubierten Proben bezogen
auf die nicht stimulierten Proben zum Zeitpunkt t, (LPS/CON_t,); Mittelwert + SEM; zweiseitiger
Einstichproben-t-Test * p < 0,05; gesamtes Probandenkollektiv: n = 39 — 40; ,Responder”: n = 18 —
25

Einfluss der zweiwdchigen Interventionsphase auf die Genexpression der Zytokine

IL-1a, IL-1B und CCR1 in den Zahnfleischepithelzellen

Die Wirkung der Kaugummis auf die Genexpression der proinflammatorischen Zytokine
IL-1a, IL-1B und CCR1 wurde getestet, indem den Probanden/Probandinnen vor (to)
und nach (t;) der Interventionsphase Zahnfleischepithelzellen entnommen wurden und
der relative mRNA-Gehalt mittels gPCR bestimmt wurde.

Der relative mRNA-Gehalt zum Zeitpunkt t; wurde auf die Werte zu Beginn der
Interventionsphase (tg) bezogen und als relative Veranderung des mRNA-Gehalts in der

Abbildung 26 dargestellt.
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Abbildung 26: Einfluss der zweiwoOchigen Interventionsphase auf die Genexpression in humanen
Zahnfleischepithelzellen; relative Genexpression der Zytokine IL-1a (A), IL-1 (B) und des
Chemokinrezeptors CCR1 (C) bezogen auf die Werte zum Zeitpunkt to; nur ,Responder”; Mittelwert +
SEM; zweiseitger Einstichproben-t-Test zum Vergleich von ty und ty; einfaktorielle ANOVA zum Vergleich
der Gruppen; IL-1a: n= 3 -7 pro Gruppe, IL-13: n =5 — 8 pro Gruppe; CCR1: n = 3 - 6 pro Gruppe; ZP =
Zahnpasta, KG = Kaugummi.

Die Interventionsphase und somit das Kauen der Kaugummis hatte keinen Einfluss auf
die Genexpression von /L-1a, IL-16 und CCR1. In keiner der vier Gruppen unterscheidet
sich der relative mRNA-Gehalt zu Beginn der Interventionsphase tg signifikant von dem
am Ende der Interventionsphase (t;). AuBerdem unterscheiden sich auch die

Ergebnisse in den vier Gruppen nicht voneinander.
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Einfluss der zweiwo6chigen Interventionsphase auf die durch PG-LPS ausgeldste

Reaktion der Zahnfleischepithelzellen auf der Genebene

Durch die Inkubation mit 10 pg/ml PG-LPS wurde in den Zahnfleischepithelzellen die
Transkription der fir /L-1a, IL-16 und CCR1 hochreguliert.

Die Reaktion der Zellen auf die Inkubation mit PG-LPS zum Zeitpunkt t; und zum
Zeitpunkt to wurden miteinander verglichen, um zu zeigen, ob das Kauen der
angereicherten Kaugummis einen Einfluss auf die LPS-Resistenz hat. Dazu wurde die
aus den Zahnfleischepithelzellen isolierte mRNA mittels gPCR quantifiziert und fir
jeden der beiden Zeitpunkte die relative Veranderung der Genexpression durch PG-LPS
bestimmt, indem die mit LPS inkubierten Proben auf die Kontrollproben bezogen
wurden. Die Differenzen aus den beiden Quotienten (LPS/CON_to — LPS/CON _t,) fiir
die vier Gruppen sind in Abb. 27 und 28 abgebildet.
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Abbildung 27: Einfluss der zweiwdchigen Interventionsphase auf die durch PG-LPS ausgeldste Genexpression
von IL-1a (A)und IL-18 (B) in Zahnfleischepithelzellen; Vergleich der relativen Veranderung der Reaktion auf
LPS (LPS/CON_t1 — LPS/CON_t0) der vier Gruppen; nur ,Responder”; Mittelwert + SEM; zweiseitiger
Einstichproben-t-Test * p < 0,05 zum Vergleich von t, und t;; einfaktorielle ANOVA zum Vergleich der

Gruppen; IL-1a: n= 2 —6 pro Gruppe; IL-18: n =5 — 6 pro Gruppe; ZP = Zahnpasta, KG = Kaugummi.
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Abbildung 28: Einfluss der zweiwdchigen Interventionsphase auf die durch PG-LPS ausgelste
Genexpression von CCR1 in Zahnfleischepithelzellen; Vergleich der relativen Veranderung der Reaktion
auf LPS (LPS/CON_t1 - LPS/CON_t0) der vier Gruppen; Mittelwert + SEM; zweiseitiger Einstichproben-t-
Test * p < 0,05 (Vergleich ty und t,); einfaktorielle ANOVA p < 0,05 (Vergleich der Gruppen)- signifikante
Unterschiede mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet; n=3 — 6 pro Gruppe

Die vermehrte Ausschittung von IL-la konnte nach der zweiwdchigen
Interventionsphase in allen vier Gruppen signifikant gesenkt werden. Bei dem Zytokin
IL-1B zeigte sich fur die Kontrollzahnpastagruppe und fiir beide Kaugummigruppen
eine dhnliche Tendenz, wie bei IL-1a, wobei allerdings nur der Effekt in der Gruppe 3
(Kontrollkaugummi) signifikant wurde. Die durch die LPS-Stimulation ausgel6ste
erhohte Genexpression des Chemokinrezeptors CCR 1 wurde nur bei
Probanden/Probandinnen der Gruppe 4 (Colgate total®) signifikant vermindert.
Allerdings unterscheiden sich auch hier die Ergebnisse in den vier Gruppen nicht

voneinander.
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5.7. Einfluss der Kaugummis auf weitere Entziindungsmarker auf

funktioneller Ebene

Auf funktioneller Ebene wurde mit der Luminex-Technologie aullerdem die
Ausschiittung der Zytokine IL-1a, IL-1B, TNF-a beziehungsweise des Chemokins MIP-1f3

gemessen.

Einfluss der Inkubation mit PG-LPS auf die Freisetzung von IL-1a, IL-18, TNF-a und
MIP-1B in den Zahnfleischepithelzellen

Um den Einfluss der sechsstiindigen Inkubation mit 10 pg/ml PG-LPS auf die
Ausschiittung der Zytokine zu untersuchen, wurden die durch die Luminex-Technologie
ermittelten Zytokinkonzentrationen der mit PG-LPS stimulierten Proben auf die der
Kontrollproben bezogen (Abb. 29). Die Auswertung wurde wiederum fir alle
Probanden/Probandinnen und nur fir die Gruppe der ,Responder” auf PG-LPS

durchgefihrt.

2,0

[/ gesamtes Probandenkollektiv
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relative Zytokin-Ausschuttung
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IL-1a IL-1b MIP-1b TNF-a

Abbildung 29: Einfluss von 10 pg/ml PG-LPS auf die Zytokin-Freisetzung in humanen
Zahnfleischepithelzellen; relative Zytokin-Ausschittung der mit LPS inkubierten Proben bezogen auf
die nicht stimulierten Proben zum Zeitpunkt t, (LPS/CON_t,); Mittelwert + SEM; zweiseitiger
Einstichproben-t-Test * p < 0,05; gesamtes Probandenkollektiv: n = 40; ,Responder”: n =19 - 28
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In der Gruppe der ,,Responder” konnte durch die sechsstliindige Inkubation der Zellen
mit PG-LPS eine signifikante Steigerung der Ausschiittung von IL-1a, IL-1B8, MIP-1
sowie TNF-a von 33,4 + 6,05 %, 29,1 £ 5,22 %, 39,2 + 11,3 % beziehungsweise 45,2 +
11,0 % festgestellt werden. Bei den zwei Zytokinen IL-1p und bei TNF-a konnte keine
signifikante Steigerung der Zytokinfreisetzung gezeigt werden, wenn alle Probanden

und Probandinnen zur Analyse herangezogen worden sind. Die ,Non-Responder’

wurden von den weiteren Analysen ausgeschlossen.

Einfluss der zweiwdchigen Interventionsphase auf die Zytokinausschiittung in den

Zahnfleischepithelzellen

Die Ausschittung der Entziindungsmarker IL-1a, IL-18, MIP-13 und TNF-a wurde in den
Zahnfleischepithelzellen mit der Luminex-Technologie zu Beginn (tg) und nach der
zweiwdchigen Interventionsphase (t;) gemessen. In den Abbildungen 30 und 31 ist die
relative Ausschittung der Zytokine am Ende der Interventionsphase - bezogen auf die
Werte zum Zeitpunkt to —fiir die vier Gruppen dargestellt.

Die Freisetzung des Zytokins IL-1a wurde in der Positivkontrollgruppe (Colgate total®-
Zahnpasta) signifikant gesenkt, wohingegen in der Negativkontrollgruppe
(Kontrollzahnpasta) die [IL-1a-Ausschittung signifikant gestiegen ist. Die
Veranderungen der Zytokinausschittung nach der zweiwdchigen Interventionsphase
unterscheiden sich in der Gruppe 3 (Kontrollkaugummi) sowie der
Positivkontrollgruppe signifikant von der Negativkontrollgruppe. Die beiden
Kaugummigruppen unterscheiden sich allerdings nicht voneinander und in keiner der
beiden Gruppen unterscheiden sich die Werte nach der Interventionsphase von den
Werten zu Beginn der Interventionsphase. Bei den anderen gemessenen Parametern
IL-18, MIP-1B und TNF-a konnten keine signifikanten Unterschiede der relativen
Zytokinfreisetzung festgestellt werden.

Es konnte wiederum bei keinem der gemessenen Entziindungsmediatoren ein

Unterschied der Wirkung in den beiden Kaugummigruppen festgestellt werden.
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Abbildung 30: Einfluss der zweiwdchigen Interventionsphase auf die Ausschiittung von Zytokinen in humanen
Zahnfleischepithelzellen; Vergleich der relativen Ausschittung der Zytokine IL-1a (A)und IL-1B (B) bezogen auf
den Zeitpunkt t, der vier Gruppen; nur ,Responder”; Mittelwert £ SEM; zweiseitiger Einstichproben-t-Test
* p < 0,05 zum Vergleich von t, und t4; einfaktorielle ANOVA p < 0,05 zum Vergleich der Gruppen - signifikante
Unterschiede sind mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet; IL-la: n = 6 — 8 pro Gruppe;
IL-1B: n =4 —9; ZP = Zahnpasta, KG = Kaugummi.
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Abbildung 31: Einfluss der zweiwdchigen Interventionsphase auf die Ausschittung von Zytokinen/
Chemokinen in humanen Zahnfleischepithelzellen; Vergleich der relativen Ausschiittung des Zytokins TNF-a
(A) und des Chemokins MIP-1B (B) bezogen auf den Zeitpunkt t, der vier Gruppen; nur ,Responder”;
Mittelwert £+ SEM; zweiseitiger Einstichproben-t-Test zum Vergleich von t, und t;; einfaktorielle ANOVA zum
Vergleich der Gruppen); MIP-1B: n =6 — 8; TNF-a: n =4 — 6; ZP = Zahnpasta, KG = Kaugummi.
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Einfluss der zweiwdchigen Interventionsphase auf die durch LPS ausgel6ste Reaktion

der Zahnfleischepithelzellen auf funktioneller Ebene

Die Ausschuttung der Zytokine beziehungsweise Chemokine IL-1a, IL-1B, TNF-a und
MIP-1B wurde durch die sechsstiindige Inkubation mit 10 pg/ml PG-LPS signifikant
erhoht. Der Einfluss der Kaugummis auf diese durch PG-LPS ausgelOste vermehrte
Zytokinausschittung wurde untersucht, indem zu jedem der beiden Zeitpunkte ein
Aliquot der Proben mit PG-LPS stimuliert wurde und anschlielend die
Zytokinkonzentrationen mittels Luminex-Technologie gemessen wurden. Die relative
Zytokinfreisetzung der mit LPS inkubierten Proben — bezogen auf die Kontrollproben —
zu Beginn der Interventionsphase (t;) wurde von den Werten zum Zeitpunkt t;

subtrahiert (LPS/CON_t; — LPS/CON_t,) und in der Abbildung 32 dargestellt.
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Abbildung 32: Einfluss der zweiwdchigen Interventionsphase auf die Reaktion der Zahnfleischepithelzellen auf
10 pg/ml PG-LPS (LPS/CON_t; — LPS/CON_t,); Vergleich der vier Gruppen; (A) IL-1a, (B) IL-1B, (C) MIP-1pB und (D)
TNF-a, nur ,Responder”; Mittelwert + SEM; zweiseitiger Einstichproben-t-Test * p < 0,05 zum Vergleich von t,
und t,) ; einfaktorielle ANOVA p < 0,05 zum Vergleich der Gruppen — signifikante Unterschiede sind mit
unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet; n = 4 —9 pro Gruppe
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Die durch LPS-verursachte vermehrte Ausschittung von IL-la konnte bei den
Probanden/Probandinnen der Gruppe 3 (Kaugummi B) und die von IL-1B bei jenen der
Gruppe 4 (Colgate total®) signifikant gesenkt werden.

Bei dem Chemokin MIP-1B und dem Zytokin TNF-a wurde die Reaktion auf PG-LPS
nach dem Kauen des mit MBE-angereicherten Kaugummis signifikant gesenkt.
AuBerdem konnte gezeigt werden, dass sich bei beiden Entziindungsmediatoren die

Ergebnisse in den beiden Kaugummigruppen voneinander unterscheiden.
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6. Diskussion

Entziindliche Erkrankungen der Mundhohle, wie Gingivitis oder Parodontitis, sind in
der Bevdlkerung weit verbreitet und kénnen zu schwerwiegenden Folgen, wie
Zahnausfall fihren. Da die Hauptursache dieser Krankheiten durch Bakterien im
Zahnplaque verursachte Entziindungen sind, kdnnten antibakterielle beziehungsweise
entziindungshemmende Substanzen als vorbeugende MaBnahmen eingesetzt werden.
Kaugummis werden bereits vielfach zur Zahnhygiene eingesetzt und bieten sich durch
Anreicherung mit entzindungshemmenden beziehungsweise antibakteriellen
Wirkstoffen zum Einsatz in der Vorbeugung von Entziindungen in der Mundhdohle an.
Daher ware es wiinschenswert einen natiirlichen entziindungshemmenden Wirkstoff
zu identifizieren, der zum menschlichen Verzehr geeignet ist und Kaugummis zur
Verringerung von entzindlichen Erkrankungen in der Mundhdhle zugesetzt werden
kann.

Der Ausgangspunkt dieser humanen Interventionsstudie war, dass in einer in vitro
Studie gezeigt werden konnte, dass ein Magnolienrindenextrakt (MBE), der aus der
Rinde des Baumes Magnolia officinalis ssp. gewonnen wird, im Vergleich zu anderen
pflanzlichen Extrakten, die starkste entziindungshemmende Wirkung besitzt [Walker et
al., 2013]. Walker, et al. (2013) untersuchten die entziindungshemmende Wirkung des
- in dieser Arbeit verwendeten - Magnolienrindenextrakts (1 — 10 pg/ml) an humanen
gingivalen Fibroblasten. Die HGF-1 Zellen wurden entweder nur mit 10 pg/ml
Porphyromonas gingivalis-LPS oder mit dem PG-LPS und dem Magnolienrindenextrakt
gleichzeitig flir sechs beziehungsweise neun Stunden inkubiert. Es konnte gezeigt
werden, dass die gleichzeitige Inkubation mit dem Magnolienrindenextrakt die durch
PG-LPS ausgeloste erhdhte IL-8-Ausschiittung nach sechsstiindiger Inkubation im
Vergleich zur alleinigen Stimulation mit PG-LPS reduziert hat.

Daher sollte in dieser humanen ex vivo Studie gezeigt werden, ob der
Magnolienrindenextrakt auch Entziindungsmarker in Zahnfleischepithelzellen
reduzieren kann, wenn er zu 0,1 % in Kaugummis eingebracht wird und ob die
angereicherten Kaugummis daher als Zahnhygieneartikel in der Parodontitisprophylaxe

eingesetzt werden kénnen.
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AuRerdem sollte untersucht werden, ob der Extrakt einen Einfluss auf den oxidativen
Gleichgewichtszustand der Zahnfleischepithelzellen hat, da in Folge der
Immunreaktion auf die oralen Bakterien durch die Phagozyten reaktive
Sauerstoffspezies produziert werden.

Dazu wurden mit sterilen Bursten Zellen aus dem Zahnfleisch von gesunden
Probanden/Probandinnen vor und nach einer zweiwd6chigen Interventionsphase
abgebiirstet und zu beiden Zeitpunkten Entziindungsmediatoren sowie Marker fir
oxidativen Stress gemessen.

Fir diese zweiwochige Interventionsphase wurden die Probanden/Probandinnen
zufallig einer von vier Gruppen zu jeweils zehn Personen zugeteilt. Neben einer
Negativkontrollgruppe, in der die Probanden/Probandinnen mit einer
Kontrollzahnpasta ohne Zusatze die Zahne putzten und einer Positivkontrollgruppe, in
der die Probanden/Probandinnen die Zahnpasta Colgate total® verwendeten, gab es
eine Kontrollkaugummigruppe sowie eine MBE-Kaugummigruppe. In der MBE-
Kaugummigruppe mussten die Probanden/Probandinnen taglich flinfmal zwei Stiick
der mit MBE-angereicherten Kaugummis fiir mindestens zehn Minuten kauen.
Aquivalent dazu mussten die Probanden/Probandinnen in der
Kontrollkaugummigruppe nicht angereicherte Kaugummis kauen.

Der zweiwdchigen Interventionsphase war eine ebenfalls zweiwb6chige
Konditionierungsphase vorgeschaltet, in der alle Probanden/Probandinnen mit der
Kontrollzahnpasta ohne Zusdtze die Zahne putzten und keine zusatzlichen
Zahnhygieneartikel verwenden durften.

Es wurden 40 gesunde Probanden/Probandinnen ohne Entziindungserkrankungen in
der Mundhohle rekrutiert, wobei zwei Probanden/Probandinnen nachrekrutiert
werden mussten, da zwei der Studienteilnehmerinnen aus personlichen Griinden kurz
nach Beginn der Konditionierungsphase die Studie beendet haben.

Keine/r der Probanden/Probandinnen berichtete nach der zweiwd6chigen
Interventionsphase Uber gesundheitliche Probleme oder mogliche Nebenwirkungen

des Magnolienrindenextrakts. Daher kann angenommenen werden, dass auch der
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relativ haufige Verzehr von zehn Stiick der angereicherten Kaugummis pro Tag keine
negative Auswirkungen hat.

Die Compliance der Probanden/Probandinnen wurde Uberprift, in dem die
ausgegebenen Kaugummi- und Zahnpastarationen wochentlich gewogen und der
Verbrauch  berechnet wurde. Der Zahnpastaverbrauch lag bei allen
Probanden/Probandinnen liber dem angenommenen durchschnittlichen Verbrauch
von 1 g der Zahnpasta pro Zahneputzen. Es kann daher davon ausgegangen werden,
dass sich die Probanden/Probandinnen taglich mindestens zweimal mit der
ausgegebenen Zahnpasta die Zdhne geputzt haben. Es konnte auRerdem festgestellt
werden, dass der Verbrauch der Kontrollzahnpasta (5,02 + 2,10 g/Tag) aufgrund ihrer
flissigeren Konsistenz signifikant hoher war, als der Verbrauch der Zahnpasta Colgate
total® (2,89 + 1,29 g/Tag).

Bis auf eine Probandin, die die Anweisungen falsch verstanden hatte und nach der
ersten Woche der Interventionsphase darauf aufmerksam gemacht wurde, haben alle
Probanden/Probandinnen in den Kaugummigruppen alle ausgegebenen Kaugummis
verbraucht. Daher kann davon ausgegangen werden, dass sich die
Probanden/Probandinnen an die Anweisungen der Studienleitung gehalten haben und
die Compliance somit gut war. Deshalb kann der Unsicherheitsfaktor der ohne
Beobachtung stattgefundenen Umsetzung und Einhaltung der Anweisungen von den
Probanden/Probandinnen als gering eingeschatzt und somit gefolgert werden, dass die
erwiinschten Mengen der Wirkstoffe auch tatsachlich aufgenommen wurden.

In den beiden Kaugummigruppen hat sich der Zahnpastaverbrauch in der
Konditionierungsphase (4,68 + 1,65 g/Tag) und der Interventionsphase (5,18 + 1,93
g/Tag), in der zusatzlich die Kaugummis gekaut werden mussten, nicht verandert.
Daher kann davon ausgegangen werden, dass sich das Zahnputzverhalten durch den
zusatzlichen Einsatz der Kaugummis nicht verdndert hat und sich die zwei Phasen

daher ausschlieBlich durch das Kauen der Kaugummis unterschieden haben.

Den Probanden/Probandinnen wurden vor und nach der zweiwdchigen
Interventionsphase mit sterilen Birsten (Cytobrush Plus®) Zahnfleischepithelzellen

entnommen. Die Probanden/Probandinnen kamen in der Frih nichtern und ohne die
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Zdhne geputzt zu haben zur Zellabnahme. |In der Positiv- und der
Negativkontrollgruppe wurden jeweils zwei Blirsten pro Proband/Probandin — eine fur
die linke und eine fur die rechte Mundhdlfte - zum Abernten der Zahnfleischzellen
verwendet. In den beiden Kaugummigruppen wurden den Probanden zuerst nur von
der linken Seite mit jeweils zwei Blrsten Zellen abgenommen und nach
zehnminitigem Kauen der Kaugummis von der rechten Hailfte ebenfalls mit jeweils
zwei Birsten Zellen abgeerntet. Die Birsten wurden anschlieBend in 5ml RPMI 1640-
Medium gestellt und die Zellen durch Drehen der Biirsten in das Medium Uberfiihrt.
Durchschnittlich konnten mit den sterilen Birsten 7,27-10° + 1,44-10° Zellen pro
Proband/Probandin, ausgenommen der Abnahme nach der Kurzzeitintervention,
abgeerntet werden.

Es konnte gezeigt werden, dass mit anderen Methoden zur Zellentnahme, wie
Mundspilungen [Rogers et al., 2007; Garcia-Closas et al., 2001] beziehungsweise
anderen mechanischen Instrumenten, wie Kiretten [Reboiras-Lopez et al., 2012], im
direkten Vergleich mit den Cytobrush®-Biirsten bessere Ergebnisse bei der Entnahme
von Zellen der Wangeninnenseite erzielt werden konnten. Die sterilen Cytobrush Plus®
Biirsten sind zudem kostengiinstig, einfach anzuwenden und im Vergleich zu den
Kiretten weniger aggressiv.

Fir die durchgefiihrten Messungen in dieser Arbeit wurden insgesamt zwischen
6,00-10° und 7,20-10° Zellen benétigt. Mit der Cytobrush Plus® konnten daher bis auf
wenige  Ausnahmen  ausreichend viele Zellen vom  Zahnfleisch  der
Probanden/Probandinnen abgeerntet werden. Daher war in dieser Studie der Einsatz
der Cytobrush®-Biirsten und die angewandte Vorgehensweise flir das Abernten der
Zahnfleischepithelzellen fiir den vorgesehen Zweck gut geeignet.

Nach der zehnminltigen Kurzzeitintervention in den beiden Kaugummigruppen
konnten allerdings trotz der fiinfminiitigen Wartezeit durch das Kauen der Kaugummis
signifikant weniger Zellen mit den sterilen Blirsten abgeerntet werden (6,20-10° +
1,51-10°). Es wird daher angenommen, dass es flr das Abblrsten ausreichend vieler

Zellen wichtig ist, dass die Probanden/Probandinnen kurz vor der Zellabnahme nichts
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essen beziehungsweise keine Kaugummis kauen. Dies sollte bei der Planung
zukunftiger Interventionen bericksichtigt werden.

Die Viabilitat der Zellproben wurde mittels Trypanblautest bestimmt. Die Viabilitat der
Proben lag zwischen 80 und 100 %. In keiner der vier Gruppen konnte nach der
Interventionsphase eine signifikante Veranderung der Zellviabiliat festgestellt werden.
Es kann daher ausgeschlossen werden, dass beobachtete Verdnderungen auf

Veranderungen der Zellviabilidt zurlickzufiihren sind.

Zur Beurteilung des oxidativen Gleichgewichtszustands in den Zahnfleischepithelzellen
wurden die Katalaseaktivitdit sowie durch reaktive Sauerstoffspezies verursachte
oxidative DNA-Schaden gemessen.

Da in Folge der Immunantwort die Phagozyten zur Bekampfung der Bakterien reaktive
Sauerstoffspezies produzieren, kann dies bei einer unzureichenden oxidativen Abwehr
zu einem oxidativen Ungleichgewicht und in letzter Konsequenz zu Schadigungen, wie
oxidativen DNA-Schaden fiihren. In dieser Studie sollte gezeigt werden, ob der mit
Magnolienrindenextrakt angereicherte Kaugummi einen Einfluss auf den oxidativen
Zustand der Zelle in Folge einer durch PG-LPS ausgel6sten Immunantwort hat.

Dazu wurde durch sechsstiindige Inkubation mit 10 pg/ml PG-LPS eine Immunantwort
in den Zahnfleischepithelzellen ausgelost und die Katalaseaktivitat und das Auftreten
von oxidativen DNA-Schaden gemessen.

Es konnte gezeigt werden, dass die Stimulation mit 10 pg/ml PG-LPS und die dadurch
in der Zelle ausgeléste Immunantwort nach sechsstiindiger LPS-Inkubation keine
Veranderung der Katalaseaktivitdt beziehungsweise der oxidativen DNA-Schaden zur
Folge hatte. Da die Aktivitat des antioxidativen Enzyms Katalase nicht durch die
Inkubation mit PG-LPS verandert wurde, wird angenommen, dass die antioxidativen
Abwehrmechanismen der entnommenen Zelle ausreichten, um die Freisetzung von
ROS in Folge der Phagozytenaktivitdt und resultierende oxidative DNA-Schiaden zu
vermeiden.

In einer in vitro Studie von Speranza et al. (2010) an Monozyten (THP-1 Zellen) konnte
gezeigt werden, dass durch die in dieser Arbeit eingesetzte Konzentration an LPS (10

ug/ml E.coli-LPS) nach 24 Stunden eine Steigerung der Katalaseaktivitat im Vergleich zu
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nicht stimulierten Zellen aufgetreten ist und die Katalaseaktivitat daher durch die LPS-
Stimulation beeinflusst wurde. In einer Studie an Hep G2 Zellen wurde die
Katalaseaktivitat allerdings 24 Stunden nach der Inkubation mit einer geringeren
Konzentration an S.typhimurium-LPS (1 pg/ml) gesenkt [Gdmez-Quinoz et al., 2003].
Der Einfluss von PG-LPS auf die Katalaseaktivitat wurde allerdings noch nicht
untersucht, genauso wie der Einfluss auf die Katalaseaktivitdt in
Zahnfleischepithelzellen.

Es wurde bis jetzt noch nicht untersucht, ob die Inkubation mit LPS ein vermehrtes
Auftreten von oxidativen DNA-Schaden, wie Oxidationsprodukte der Base, verursachen

kann.

Zur Bestimmung der entziindungshemmenden Wirkung des in die Kaugummis
eingebrachten Magnolienrindenextrakts wurden vor und nach der zweiwdchigen
Interventionsphase Entziindungsmediatoren sowohl auf funktioneller Ebene mittels
Luminex®-Technologie als auch die Genexpression mittels gqPCR gemessen.
Als Hauptzielparameter wurde das proinflammatorische Chemokin IL-8 bestimmt, das
sowohl auf Genebene als auch auf funktioneller Ebene gemessen wurde. Auf
funktioneller Ebene wurden auferdem IL-1a, IL-1, TNF-a, MIP-1B und auf Genebene
IL-1a, IL-16 und CCR1 gemessen.

Bei der Messung Zytokin-/Chemokinausschiittung zu Beginn der Interventionsphase
(Zeitpunkt ty) wurde festgestellt, dass die Probanden/Probandinnen nach der
zweiwochigen Konditionierungsphase, in der alle Probanden nur die Kontrollzahnpasta
ohne Zusatze verwenden durften und auf zusatzliche Zahnhygieneartikel verzichten
mussten, stark unterschiedliche Werte aufwiesen. Bei der Messung des Chemokins IL-8
zum Zeitpunkt to wurden bei den Probanden/Probandinnen zum Beispiel Werte
zwischen 8,92 pg/ml und 404 pg/ml gemessen. Da auch bei den anderen gemessenen
Entziindungsmediatoren starke interindividuelle Schwankungen festgestellt werden
konnten, wurden die relativen Veranderungen nach der Interventionsphase im
Vergleich zum Messzeitpunkt to zur Beurteilung des Einflusses auf die Freisetzung der

Entziindungsmarker herangezogen.
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Daher wird angenommen, dass die zweiwoOchige Interventionsphase zu kurz war, um
den Effekt der unterschiedlichen Zahnhygienegewohnheiten der
Probanden/Probandinnen auszuwaschen und sie auf ein &dhnliches Grundlevel zu
bringen. Daher miusste untersucht werden, ob durch eine langere
Konditionierungsphase, in der die ZahnhygienemaRBnahmen vereinheitlicht werden, die
Zytokin-/Chemokinausschittung der Zahnfleischepithelzellen der
Probanden/Probandinnen auf einen dhnlichen Level gebracht werden kénnen oder ob
sich die Probanden/Probandinnen an eine kontrollierte Didt halten missten, um auch
entziindungshemmende Wirkstoffe zum Beispiel aus Kaffee [Shen et al., 2010] oder

Tee [Ehrnhofer-Ressler et al., 2013; Zhao et al., 2013] mit einzubeziehen zu kénnen.

Bei der Messung der Zytokin-/Chemokinausschittung ergab sich auferdem das
Problem, dass die gemessenen Werte von IL-1B auch zum Zeitpunkt to nur knapp tber
beziehungsweise unter der Detektionsschwelle lagen und auch einige Werte von TNF-a
und MIP-1B nicht detektierbar waren. Es muss daher davon ausgegangen werden, dass
diese Werte, die nur knapp oberhalb beziehungsweise unterhalb der

Detektionsschwelle lagen, weniger prazise und daher weniger zuverldssig sind.

Um feststellen zu kénnen, ob PG-LPS in den abgeernteten Zahnfleischepithelzellen
eine Immunantwort auslost und somit die Ausschittung und Transkription von
proinflammatorischen Entziindungsmarkern erhoht wird, wurden die Zellen in zwei
Aliquote aufgeteilt und je ein Aliquot fur sechs Stunden mit 10 pg/ml PG-LPS inkubiert.
Es wurde festgestellt, dass die Zahnfleischepithelzellen einiger
Probanden/Probandinnen auf die Stimulation mit PG-LPS nicht mit einer Erhéhung der
Expression und der Ausschittung der Entziindungsmarker reagierten. Diese
Probande/Probandinnen wurden als ,Non-Responder” bezeichnet. Bei der Messung
der Zytokin-/Chemokinfreisetzung haben die Zahnfleischepithelzellen in 19 der 40
(47,5 %) Proben bei der Messung von IL-8 auf die LPS-Stimulation nicht mit einer
vermehrten Freisetzung reagiert. Bei IL-1a waren es 12 Proben (30,0 %), bei IL-1B 15
Proben (37,5 %), bei MIP-13 13 Proben (32,5 %) und bei TNF-a 21 Proben (52,5 %), die
keine Reaktion auf die Inkubation mit PG-LPS zeigten. Ein dhnliches Bild ergab sich

auch bei der Bestimmung der Genexpression. Hierbei konnte bei 12 Proben (30,0 %)
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die IL-8 Genexpression, bei 20 Proben (50,0 %) die IL-1a-Genexpression, bei 15 Proben
die IL-1B-Genexpression (37,5 %) und bei 22 Proben (55,0 %) die CCR1-Genexpression
durch die Stimulation mit PG-LPS nicht hochreguliert werden. Es wird vermutet, dass
diese fehlende Reaktion auf PG-LPS auf eine mogliche Toleranzbildung auf PG-LPS
zurtckzufiihren ist, die auftritt, wenn Zellen wiederholt mit dem LPS des oralen
Bakteriums Porphyromonas gingivalis in Berihrung gekommen sind. Cohen et al.,
(2004) konnten diese Toleranzbildung in einer in vitro Studie an dendritischen Zellen
zeigen. Durch die erneute Stimulation mit 10 pug/ml PG-LPS wurde die Ausschittung
der proinflammatorischen Zytokine MIP-1a und RANTES sowie von Proteinen, die an
der Aktivierung von T-Zellen beteiligt sind, im Vergleich zur einmaligen Inkubation
deutlich reduziert. AulRerdem wurde die Produktion von Proteinen, die an der
Toleranzentwicklung beteiligt sind, erhéht [Cohen et al., 2004]. Ahnliche Ergebnisse
konnten in vitro auch in humanen Monozyten fiir die Zytokine TNF-a, IL-6 und IL-8 auf
Proteinebene sowie fiir /L-186 mRNA und fiir die beiden Toll-like Rezeptoren TLR 2 und

TLR 4 gezeigt werden [Muthukuru et al., 2005].

In dieser Arbeit wurden die ,Non-Responder” auf PG-LPS von der statistischen
Auswertung ausgeschlossen. Fir die Gruppe der ,,Responder” konnte gezeigt werden,
dass durch die sechsstiindige Inkubation mit 10 pg/ml PG-LPS in den
Zahnfleischepithelzellen die Zytokinfreisetzung von IL-8, IL-1a, IL-13, MIP-1 und TNF-a
sowie die Genexpression von /L-8, IL-1a, IL-16 und CCR1 im Vergleich zu den nicht mit

LPS-stimulierten Proben signifikant erhéht wurde.

Durch den Ausschluss der ,,Non-Responder” auf PG-LPS ist jedoch nahezu die Hilfte
aller Proben weggefallen, wodurch die statistische Power limitiert wurde.

Daher sollte fiir zukinftige Untersuchungen im Vorfeld ein Screening der
Probanden/Probandinnen auf PG-LPS-Toleranz durchgefihrt werden, um ,Non-

Responder” bereits vor Beginn der Studie ausschlieBen zu kénnen.

Als Positivkontrolle wurde in dieser Studie die Zahnpasta Colgate total® verwendet, mit
der sich die Probanden fir zwei Wochen die Zdahne putzen mussten. Die
Probanden/Probandinnen verwendeten im Durchschnitt 2,89 g der Colgate total®

Zahnpasta (0,3 % Triclosan) pro Tag.
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Bei der Messung der Freisetzung sowie der Genexpression des Hauptzielparameters IL-
8 wurde festgestellt, dass die Colgate total® Zahnpasta den Entziindungsmarker IL-8
weder auf funktioneller Ebene noch auf der Genebene nach der zweiwdchigen
Interventionsphase senken konnte und auch keinen Einfluss auf die Starke der
Reaktion der Zelle auf die Stimulation mit PG-LPS hatte.

Bei den weiteren gemessenen Entziindungsparametern konnte gezeigt werden, dass
nach der zweiwdchigen Interventionsphase durch die Verwendung der Colgate total®
Zahnpasta nur die Ausschiittung des Entziindungsmarkers IL-1a im Vergleich zum
Zeitpunkt to signifikant gesenkt werden konnte und sich hierbei die Ergebnisse auch
signifikant von den Ergebnissen der Negativkontrollgruppe unterscheiden. Die
Verwendung der Zahnpasta Colgate total® konnte auBerdem die erhéhte Ausschiittung
von IL-1B sowie die erhéhte Genexpression von /L-1a und CCR1 im Vergleich zur
Messung vor der Interventionsphase signifikant reduzieren. Die Ergebnisse in der
Positivkontrollgruppe haben sich jedoch von den Ergebnissen in der
Negativkontrollgruppe, in der die Probanden/Probandinnen mit einer Zahnpasta ohne
Zusatze die Zahne putzten, nicht unterschieden.

Es wird vermutet, dass das teilweise Ausbleiben der Wirkung damit erkldrt werden
kann, dass die tagliche Anwendung tiber zwei Wochen hinweg ein zu kurzer Zeitraum
fir die Entfaltung des entziindungshemmenden Effekts war, da in Langzeitstudien eine
parodontitishemmende Wirkung der Colgate® Zahnpasta gezeigt werden konnte
[Cullinan et al., 2003; Rosling et al., 1997a. 1997b].

In vier Studien, die die Wirkung des der Colgate total® Zahnpasta zugesetzten
Wirkstoffes Triclosan in Zahnpasten auf Parameter flr Parodontitis untersuchten,
wurde die Zahnpasta Uber einen Zeitraum von mehreren Monaten bis hin zu Jahren
von den Probanden/Probandinnen verwendet [Cullinan et al., 2003; Rosling et al.,
1997a, 1997b; Rosin et al., 2002]. Es konnte gezeigt werden, dass die Verwendung der
mit Triclosan angereicherten Zahnpasta erst nach der Verwendung der Zahnpasta tber
einen Zeitraum von zwei bis drei Jahren das Fortschreiten der Erkrankung und den
damit einhergehenden Attachmentverlust verlangsamt, die Taschentiefe verringert

und die Bakterienanzahl vermindert [Cullinan et al., 2003; Rosling et al., 1997a, 1997b].
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In einer Studie von Rosin et al. (2002) konnte gezeigt werden, dass der Plague-Index
erst nach sechs Monaten, in denen die Triclosan-enthaltende Zahnpasta taglich
verwendet wurde, signifikant im Vergleich zum Ausgangswert reduziert wurde.
AuBerdem konnte festgestellt werden, dass der positive Effekt der Triclosan-Zahnpasta
vor allem bei Probanden/Probandinnen mit fortgeschrittener Erkrankung und einer
Taschentiefe von > 3,5 mm besonders stark war [Cullinan et al., 2003].

In den Studien von Cullinan et al. (2003), Rosling et al. (1997a, 1997b) und Rosin et al.
(2002) wurde der Effekt auf Symptome von Parodontitis untersucht.
Wallet et al. (2013) untersuchten hingegen den Einfluss auf die Entziindungsreaktion
an sich und nicht auf ihre gesundheitlichen Folgen.

Wallet et al. (2013) konnten zeigen, dass Triclosan in humanen oralen keratinisierten
Epithelzellen (HOK), die den physiologischen Zahnfleischepithelzellen entsprechen, nur
anti-inflammatorisch wirksam ist und die durch LPS ausgelGste erhdohte Expression von
IL-8, IL-1a und TNF-a reduziert, wenn die Zellen fiir 24 Stunden mit Triclosan
vorbehandelt und anschliefend fiir 24 Stunden mit LPS inkubiert wurden. In humanen
Monozyten (THP-1 Zellen) und in humanen Fibroblasten (HPLF) wurde hingegen auch
ohne Vorbehandlung bei gleichzeitiger Inkubation von Triclosan und LPS fir 24
Stunden ein anti-inflammatorischer Effekt gezeigt. Die Autoren vermuten daher, dass
der Unterschied im Aufbau zwischen den keratinisierten Epithelzellen und den
Monozyten beziehungsweise Fibroblasten fiir die bendétigte langere Einwirkzeit bei den
oralen Epithelzellen verantwortlich ist [Wallet et al., 2013].

Es wird daher angenommen, dass ein Grund fiir die schwache entziindungshemmende
Wirkung der Colgate total® Zahnpasta der war, dass die Inkubation der
Zahnfleischepithelzellen mit Triclosan in dieser Studie zu kurz war, um eine
entziindungshemmende Wirkung zu entfalten. Wie in der Studie von Wallet et al.
(2013) gezeigt wurde, kann durch eine Vorinkubation mit Triclosan auch in den
keratinisierten Zellen des Zahnfleisches eine entziindungshemmende Wirkung gezeigt
werden. Allerdings ist eine Vorbehandlung der Zellen mit Triclosan beim Einsatz dieses
Wirkstoffes in Zahnpasten nicht praxisnah. Daher ware es interessant zu zeigen, ob die

Colgate total® Zahnpasta eine entzindungshemmende Wirkung auf die
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Zahnfleischepithelzellen hat, wenn sie Uber einen langeren Zeitraum hinweg, wie im

Hausgebrauch Gblich, verwendet wird.

Zur Beurteilung des entziindungshemmenden Effekts des mit MBE-angereicherten
Kaugummis sollte der angereicherte Kaugummi mit einem handelsiblichen
Kontrollkaugummi verglichen werden. Dazu mussten die Probanden/Probandinnen in
der zweiwdchigen Interventionsphase taglich finfmal zwei Stiick der Kaugummis fir
mindestens zehn Minuten kauen. Vor und nach der Interventionsphase wurden die
Entziindungsmarker gemessen und die durch die Interventionsphase hervorgerufenen
Veranderungen der beiden Gruppen miteinander verglichen.

Es konnte allerdings in der MBE-Kaugummigruppe beim Vergleich der Basislevel der
Entziindungswerte vor und nach der Interventionsphase bei keinem der gemessenen
Marker, weder auf der funktionellen Ebene noch auf der Genebene ein signifikanter
Unterschied festgestellt werden. Der Entzindungszustand der Zelle konnte somit
durch das Kauen des mit MBE-angereicherten Kaugummis nicht gedndert werden.
Dies konnte daran liegen, dass fiir diese Studie gesunde Probanden ohne Gingivitis
beziehungsweise Parodontitis rekrutiert wurden und die meisten Probanden eine gute
Mundhygiene und daher ohnehin sehr niedrige Entziindungsparameterwerte hatten.
Daher ware es interessant, den angereicherten Kaugummi bei Probanden mit
Zahnfleischentziindungen zu testen, um zu sehen, ob das Kauen des mit MBE-
angereicherten  Kaugummis einen direkten Einfluss auf die erhdhten

Entziindungsparameter in den Zahnfleischepithelzellen von Parodontitispatienten hat.

Es sollte in dieser Studie auRerdem untersucht werden, ob der mit MBE-angereicherte
Kaugummi einen Einfluss auf die durch die Stimulation mit PG-LPS ausgeldste
Immunantwort und damit verbundene erhdhte Zytokin-/Chemokinausschittung und
deren Genexpression hat. Dazu wurde zu jedem der zwei Zeitpunkte je ein Aliquot der
Proben mit PG-LPS inkubiert und die relative Veranderung der Werte durch die PG-
LPS-Inkubation der beiden Zeitpunkte miteinander verglichen.

Es konnte gezeigt werden, dass der mit Magnolienrindenextrakt angereicherte
Kaugummi nach der zweiwdchigen Interventionsphase die durch die Inkubation mit

PG-LPS ausgeloste vermehrte Genexpression sowie die gesteigerte Ausschittung des
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Hauptzielparameters IL-8 im Vergleich zum Messzeitpunkt vor der Interventionsphase
signifikant reduziert hat. Allerdings konnte kein signifikanter Unterschied zwischen
dem mit MBE-angereicherten Kaugummi und dem Kontrollkaugummi hinsichtlich ihrer
Wirkung auf die Ausschiittung und die Genexpression des Chemokins festgestellt
werden.

Durch den Verzehr des mit MBE-angereicherten Kaugummis konnten dariber hinaus
die durch PG-LPS ausgeldste vermehrte Ausschiittung von TNF-a und von MIP-1f im
Vergleich zum Kontrollkaugummi signifikant reduzieren werden. Nach der
zweiwochigen Interventionsphase konnte nur in der MBE-Kaugummigruppe eine
signifikante Verminderung der Ausschiittung von TNF-a und von MIP-1B nach der
Inkubation mit LPS gezeigt werden. Die Ergebnisse in dieser Gruppe haben sich zu dem
signifikant von den Ergebnissen in der Kontrollkaugummigruppe unterschieden. Daher
kann davon ausgegangen werden, dass die Reduktion der durch LPS ausgelGsten,
vermehrten Ausschittung dieser Entzindungsmediatoren auf die Wirkung des
Magnolienrindenextrakts zurilickgefihrt werden kann. Allerdings unterscheidet sich
beim Zytokin TNF-a die gemessene Veranderung nicht von der in der
Negativkontrollgruppe.

Bei der Bestimmung der Genexpression konnte, auller fur IL-8 nur fur IL-1a eine
signifikante Verminderung der Reaktion auf PG-LPS gezeigt werden. Allerdings konnte
hier in allen vier Gruppen eine signifikante Verringerung festgestellt werden und die
Ergebnisse der vier Gruppen unterscheiden sich nicht voneinander.

Es konnte daher in dieser humanen Interventionsstudie nur fiir einen der gemessenen
Entzindungsparameter (MIP-1B) gezeigt werden, dass die durch 10 pg/ml PG-LPS
erhohte Freisetzung von Entziindungsmediatoren durch den mit MBE-angereicherten
Kaugummi vermindert werden konnten. Bei den anderen Parametern hat sich die
Wirkung der mit MBE-angereicherten Kaugummis nicht von der Wirkung der
Kontrollkaugummis beziehungsweise der Kontrollzahnpasta unterschieden.

Daher konnte mit dieser ex vivo Studie an humanen Zahnfleischepithelzellen die in den
bereits durchgefiihrten in vitro Studien gezeigte entzindungshemmende Wirkung des

Magnolienrindenextrakts beziehungsweise seiner Hauptbestandteile Magnolol und
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Honokiol nicht bestdtigt werden. In in vitro Studien konnte eine
entziindungshemmende Wirkung von Magnolol in Makrophagen-dhnlichen Zellen
(RAW264.7 Zellen) [Fu et al., 2013], in Monozyten (THP-1 Zellen) [Lee et al., 2005] und
in  Promonozyten (U937 Zellen) [Tse et al, 2007] sowie fiir den
Magnolienrindenextrakt in humanen gingivalen Fibroblasten [Walker et al, 2013]
gezeigt werden. Allerdings wurde noch in keiner Studie der Einfluss des Extrakts
beziehungsweise seiner Wirkstoffe in den in dieser Arbeit verwendeten
Zahnfleischepithelzellen untersucht. Wallet et al. (2013) konnten bei der Bestimmung
der entziindungshemmenden Wirkung von Triclosan zeigen, dass sich die
keratinisierten Epithelzellen des Zahnfleisches, vermutlich aufgrund des anderen
Aufbaus, in ihrer Reaktion auf die Inkubation mit dem Wirkstoff von Monozyten und
Fibroblasten unterscheiden. Dies konnte auch auf die Einwirkung des
Magnolienrindenextrakts zutreffen und den in dieser Arbeit gesehenen schwachen

Einfluss erklaren.

In dieser Arbeit wurde das Magnolienrindenextrakt zur Verabreichung in Kaugummis
eingebracht. Es konnte jedoch schon in anderen Studien mit Kaugummis gezeigt
werden, dass der Magnolienrindenextrakt wahrend des Kauens aus den Kaugummis
freigesetzt wird und seine Wirkung in der Mundhohle der Probanden/Probandinnen
entfalten kann. Greenberg et al. (2007) konnten zeigen, dass durch einmaliges
zwanzigminutiges Kauen von zwei Stlick eines mit 2 mg Magnolienrindenextrakt
angereicherten Kaugummis, die Konzentration oraler Bakterien, wie Porphyromonas
gingivalis, die an der Entstehung von Parodontitis beteiligt sind, um 43% reduziert
wurde, wahrend der Kontrollkaugummi eine geringere Reduktion (18%) zur Folge
hatte. In einer Studie von Campus et al. (2004) mussten die Probanden/Probandinnen
dreimal am Tag fur finf Minuten 1 — 2 mit 0,17% Magnolienrindenextrakt
angereicherte Kaugummis (2,38 mg MBE/ Kaugummi) liber einen Zeitraum von 30
Tagen kauen. Im Vergleich zu einem xylitolhaltigen Kaugummi und einem
Kontrollkaugummi konnte das Kauen der mit MBE-angereicherten Kaugummis
Parameter der Zahngesundheit, wie den Gehalt an Bakterien, die Blutungsneigung

sowie den Gingivalen Index signifikant senken.
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Es kann daher ausgeschlossen werden, dass die schwache entziindungshemmende
Wirkung des Magnolienrindenextrakts darauf zurlickzufiihren ist, dass der Extrakt nicht
aus den Kaugummis freigesetzt wurde und die Verabreichung mit Kaugummis daher
nicht geeignet ist. AuBerdem konnten Greenberg et al. (2007) zeigen, dass der Extrakt
in den Kaugummis auch Uber mehrere Monate stabil ist. Daher kann nicht davon
ausgegangen werden, dass durch die langere Lagerung der Kaugummis ein Verlust des

Extrakts aufgetreten ist.

Diese Arbeit ist die erste, die die entziindungshemmende Wirkung des
Magnolienrindenextrakts in einem ex vivo Studiendesign an Zahnfleischepithelzellen
durch Verabreichung des Extrakts in Form von Kaugummis untersucht hat. Ein
entziindungshemmender Effekt konnte hierbei durch die signifikante Reduktion der
durch 10 pg/ml PG-LPS ausgelosten erhdhten Ausschiittung von MIP-1B und TNF-a im
Vergleich zum Kontrollkaugummi gezeigt werden. AuBerdem konnten die durch PG-
LPS ausgeloste erhohte Ausschittung sowie die gesteigerte Genexpression von |IL-8
nach der zweiwochigen Interventionsphase in der MBE-Kaugummigruppe signifikant

gesenkt werden.
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7. Zusammenfassung

Aus in vitro Arbeiten in unserer Arbeitsgruppe ging hervor, dass ein
Magnolienrindenextrakt in humanen gingivalen Zellen (HGF-1) entziindungshemmend
wirkt [Walker et al., 2013].

In dieser humanen Interventionsstudie sollte nun gezeigt werden, ob ein mit 0,1 %
Magnolienrindenextrakt angereicherter Kaugummi eine anti-inflammatorische
Wirkung auf Zahnfleischepithelzellen hat. AuBerdem sollte der Einfluss auf Marker fir
den oxidativen Stress untersucht werden. Hierfir wurden 40 gesunde
Probanden/Probandinnen rekrutiert, denen vor und nach einer zweiwo6chigen
Interventionsphase mit sterilen Birsten Zahnfleischepithelzellen entnommen wurden.
Die Ergebnisse der Gruppe, die taglich flinfmal zwei Stlick der MBE-Kaugummis kauen
mussten, wurden mit denen einer Positivkontrollgruppe (Colgate total®-Zahnpasta),
einer Negativkontrollgruppe (Kontrollzahnpasta) und einer Kontrollkaugummigruppe
verglichen. Zur Bestimmung der entzindungshemmenden Wirkung wurden die
Freisetzung der Entziindungsmediatoren IL-8, IL-1a, IL-1B, TNF-a und MIP-1B und die
Genexpression von /L-8, IL-1a, IL-16 und CCR1 gemessen. Als Marker fir den oxidativen
Stress wurden die Aktivitat des antioxidativen Enzyms Katalase und das Auftreten von
oxidativen DNA-Schaden herangezogen.

Es konnte gezeigt werden, dass nicht alle Zahnfleischepithelzellen der Proben auf eine
LPS-Stimulation mit einer erhdhten Ausschittung beziehungsweise Genexpression der
Entziindungsmediatoren reagierten. Darliber hinaus wurde festgestellt, dass durch das
Kauen der mit MBE-angereicherten Kaugummis nach der zweiwdchigen
Interventionsphase weder auf funktioneller noch auf der Genebene eine signifikante
Veranderung der Basislevel im Vergleich zum Messzeitpunkt tg erzielt werden konnte.
Aullerdem konnte die erhéhte Ausschittung und die vermehrte Genexpression von IL-
8 signifikant gesenkt werden, wobei allerdings kein signifikanter Unterschied zur
Kontrollkaugummigruppe festgestellt werden konnte. Allerdings konnte das Kauen der
MBE-Kaugummis Uber einen Zeitraum von zwei Wochen die durch 10 pg/ml PG-LPS
erhohte Ausschittung von MIP-1B und TNF-a im Vergleich zu den Kontrollkaugummis

signifikant reduzieren.
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Abstract

In vitro experiments of our working group showed an anti-inflammatory effect of
magnolia bark extract in human gingival cells (HGF-1) [Walker et al., 2013].

The here presented human intervention study was designed to reveal, whether a
chewing gum fortified with 0.1 % magnolia bark extract reduces inflammatory
reactions in gingival epithelial cells. Furthermore, it was tested if the fortified gum has
an effect on parameters of oxidative stress.

For this purpose 40 healthy subjects were recruited. At the beginning and after a two
week intervention period gingival epithelial cells were collected from the subjects with
a sterile brush. The results of the group, in which the subjects had to chew ten pieces
of chewing gum per day was compared with those of a positive control group (Colgate
total®), a negative control group (control toothpaste) and a control gum group.

The anti-inflammatory effect was examined by measuring the excretion of the
proinflammatory mediators IL-8, IL-1a, IL-1B, TNF-a and MIP-1B and the gene
expression of /-8, IL-1a, IL-16 and CCR1. The activity of the enzyme catalase and
oxidative DNA-damages were used as marker for oxidative stress.

This study showed that the incubation with PG-LPS did not increase the secretion and
the gene expression in all samples. In the MBE-gum group the basic levels of cytokine
and chemokine secretion and the mRNA expression of the tested inflammatory
mediators at the beginning of the experimental period and after the two weeks were
not different. Furthermore, the increased release and gene expression of IL-8 have
been reduced in the MBE-chewing gum group after the intervention period. However,
this effect was not significant different compared to the effect measured for the
control chewing gum group. In contrast chewing the fortified chewing gum, compared

to control gum, led to reduced LPS-induced increases of MIP-1B and TNF-a release.
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9. Anhang

9.1. Messdaten

9.1.1. Zellzahlen und Viabilitit

Zellzahlen:

Gruppe 1 (Kontrollzahnpasta)

Gruppe 4 (Colgate total®)

Proband |V1 V2 Proband |V1 V2
IACR43 6,88-10°| 5,63-10° AAOM39 4,03-10°| 6,11-10°
ASRK70 1,05-10°| 6,53-10° ANUR29 8,61-10°| 6,76:10°
AYAN61 5,69-10°| 6,04-10° UEATO8 521-10°| 7,50-10°
LRRZ54 7,29-10°|  6,88-10° UAWD94 8,82:10°| 7,78-10°
HETL96 8,19-10°| 8,89-10° IAIR93 521.10°| 7,78:10°
OARZ85 6,81-:10°| 7,15-10° EAEH89 9,03-10°| 7,78-10°
LAHT77 7,29-10°|  8,54-10° LERZ18 8,68-10°| 9,44-10°
IATR68 6,67-10°| 7,50-10° HARR90 6,94-10°| 6,81-10°
IETRO3 6,74-10°|  7,64-10° SDAR33 6,39:10°| 7,85-10°
USCRO4 6,32:10°| 9,24-10° UAUS42 5,56:10°| 4,79-10°
MW 7,32:10° MW 7,05-10°

s 1,23-10° s 1,54-10°
Gruppe 2 (MBE-Kaugummi)
Proband |L_V1 L_V2 R_V1 R_V2
ALAR69 9,44-10°| 6,18-10°| 5,76:10°| 3,89:10°
AAAR60 7,01-10°| 5,49-10°| 4,38-10°| 5,00-10°
AACR82 5,0810°| 6,18-10°| 5,00-10°| 4,58-10°
ANTR84 5,76:10°| 1,03-10°| 5,63-10°| 6,46-10°
VARL28 7,50-10°| 6,53-10°| 4,24-10°| 5,21-10°
NNOK71 8,26:10°| 1,10-10°| 6,67-10°| 9,10-10°
OAUD63 542:10°| 6,81-10°| 6,32:10°| 6,18-10°
OKMH91 6,88-10°| 5,63-10°| 6,67-10°| 6,67-10°
LNUR19 7,36:10°| 7,43-10°| 6,39:10°| 5,83-10°
HAURO1 6,32:10°| 6,51-10°| 5,63-10°| 6,04-10°

MW 7,05-10° 578-10°

s 1,60-10° 116-10°
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Gruppe 3 (Kontrollkaugummi)

Proband |L_V1 L_V2 R_V1 R_V2
AAUOS0 5,42-10°| 8,75-10°| 5,63-10°| 7,01-10°
RAAR17 6,60-10°| 5,69-10°| 1,13-10°| 6,32-10°
UAINS7 8,17-10°| 8,06:10°| 5,07-10°| 4,65-10°
AAOL9S 6,67-10°| 7,57-10°| 6,39-10°| 4,58-10°
AAEH45 8,54-10°| 1,03-10°| 5,21-10°| 8,82-10°
OAER14 7,08-10°| 7,29-10°| 5,14-10°| 5,69-10°
AASR27 7,43-10°| 6,46:10°| 5,97-10°| 5,14-10°
AHARS1 9,38:10°| 7,01-10°| 9,24-10°| 7,46-10°
RRIE24 6,94-10°| 6,52:10°| 6,74-10°| 7,22-10°
OTARO09 8,65-10°| 1,06-10°| 6,39-10°| 8,33-10°
MW 7,66-10° 6,61-10°
s 1,40-10° 1,73-10°
Viabilitit

Gruppe 1 (Kontrollzahnpasta)

Gruppe 4 (Colgate total®)

Proband Vi V2 Proband Vi V2
IACR43 90,8 % 92,1 % AAOM39 85,3 % 86,3 %
ASRK70 89,9 % 100 % ANUR29 87,9 % 97,3 %
AYANG61 88,2 % 100 % UEATOS8 96,2 % 93,1%
LRRZ54 92,9 % 99,0 % UAWD94 91,4 % 94,1 %
HETL96 91,5% 92,1 % IAIR93 98,7 % 88,2 %
OARZ85 88,3 % 93,6 % EAEH&9 93,5% 95,2 %
LAHT77 94,6 % 94,6 % LERZ18 97,7 % 93,8 %
IATR68 88,9 % 92,3 % HARR90 96,2 % 95,2 %
IETRO3 95,1 % 98,2 % SDAR33 93,9 % 94,2 %
USCRO4 94,8 % 96,4 % UAUS42 98,7 % 100 %
MW 91,5% 95,8 % MW 93,9 % 93,7 %
s 2,58 % 3,13 % s 4,56 % 3,99 %
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Gruppe 2 (MBE-Kaugummi)

L

V1 V2 V1 V2
ALAR69 86,6 % 91,8 % 84,7 % 81,7%
AAAR60 87,8 % 95,2 % 87,5 % 97,3 %
AACR82 92,76 % 93,7 % 88,7 % 91,7 %
ANTR84 95,4 % 95,5 % 92,1% 94,9 %
VARL28 92,3 % 94,0 % 100 % 100 %
NNOK71 88,8 % 90,8 % 89,7 % 92,9%
OAUDG63 97,5 % 90,8 % 89,7 % 96,7 %
OKMH91 92,5% 98,8 % 98,0 % 100 %
LNUR19 89,8 % 93,8 % 94,9 % 98,8 %
HAURO1 93,8 % 96,5 % 93,1% 100 %
Mw 91,7 % 94,08 % 91,8 % 95,4 %
s 3,44 % 2,54 % 4,75 % 5,67 %
Gruppe 3 (Kontrollkaugummi)
L
V1 V2 V1 V2
AAUO80 79,6 % 81,8% 87,1% 87,8 %
RAAR17 91,4 % 95,4 % 88,5 % 91,0 %
UAIN87 98,1 % 88,6 % 98,7 % 91,8%
AAOL98 86,5 % 94,8 % 92,9 % 100 %
AAEH45 89,1 % 91,9 % 97,4 % 90,7 %
OAER14 93,6 % 92,9% 100 % 90,1 %
AASR27 92,2 % 93,0 % 96,6 % 98,7 %
AHARS81 93,1% 96,2 % 90,5 % 92,2 %
RRIE24 92,6 % 92,2 % 97,0 % 96,3 %
OTARO09 95,6 % 100 % 91,1% 96,8 %
Mw 91,2 % 92,7 % 94,0 % 93,5%
s 5,17 % 4,87 % 4,53 % 4,08 %
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Zahnpastaverbrauch

Kontrollzahnpasta

MBE-Kaugummi

Kontrollkaugummi

IACR43 2,61 ALAR69 4,18 AAUOS0 3,34
AYAN61 5,19 AAARG0 3,69 RAAR17 3,80
ASRK70 5,14 AACRS2 4,05 UAIN87 4,35
LRRZ54 5,19 ANTR84 9,26 AAOL98 5,34
HETL96 6,40 VARL28 6,86 AAEH45 5,06
OARZS85 3,64 NNOK71 6,64 OAER14 6,16
LAHT77 5,76 OAUD63 3,28 AASR27 3,17
IATR6S 3,20 OKMH91 6,91 AHARS1 3,78
IETRO3 5,23 LNUR19 6,35 RRIE24 3,10
USCRO4 4,84 HAURO1 3,91 OTARO9 4,48
MW 4,72 MW 5,51 MW 4,26

s 1,19 s 1,96 s 1,02
SEM 0,376 SEM 0,619 SEM 0,321

Colgate total®-Gruppe

Kontroll- | Colgate
zahnpasta |total®

AAOM39 2,26 1,36
ANUR29 3,44 1,49
UEATO8 5,24 2,23
UAWD94 5,68 3,80
IAIR93 13,6 5,06
EAEHS9 7,75 3,69
LERZ18 5,68 2,26
SDAR33 6,57 2,09
HARR90 1,73 k.A.
UAUS42 3,95 4,03
Mw 5,59 2,89

s 3,37 1,29
SEM 1,07 0,407

k.A. = keine Angabe
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9.1.2. Bestimmung der photometrischen Katalaseaktivitiat [MU/1]

Einfluss von PG-LPS auf die Katalaseaktivitdt [MU/I]

Proband CON_t, LPS_t, Proband CON_t, LPS_t,
IACR43 0,250 0,129 ALARG9 0,184 0,143
AYAN61 0,150 0,131 AAAR60 0,129 0,126
ASRK70 0,147 0,206 AACRS82 0,128 0,128
LRRZ54 0,262 0,296 ANTR84 0,152 0,218
HETL96 0,173 0,129 VARL28 0,125 0,166
OARZ85 0,143 0,138 NNOK71 0,230 0,132
LAHT77 0,132 0,189 OKMH91 0,169 0,249
IATR68 0,140 0,140 LNUR19 0,130 0,132
IETRO3 0,134 0,129 OAUDG63 0,138 0,138
USCRO4 0,447 0,480 HAURO1 0,314 0,575
AAUO80 0,154 0,192 AAOM39 0,147 0,162
RAAR17 0,211 0,131 ANUR29 0,130 0,138
UAINS7 0,159 0,128 | UEATOS 0,194 0,190
AAOL9S 0,164 0,164 |uAwD94 0,137 0,213
AAEH45 0,160 0,159 |1AIR93 0,201 0,131
OAER14 0,153 0,211 | EAEHS9 0,170 0,197
AASR27 0,188 0,243 LERZ18 0,200 0,163
AHARS1 0,158 0,149 |HARR90 0,158 0,130
RRIE24 0,175 0,174 |SDAR33 0,233 0,240
OTARO09 0,209 0,283 UAUS42 0,130 0,148

CON_t, LPS_t,
Mw 0,178 0,188
s 0,061 0,092
SEM 0,010 0,015
Einfluss der zweiwochigen Interventionsphase auf die Katalaseaktivitdt
(CON_t;/CON_to)

Kontrollzahnpasta MBE-Kaugummi Kontrollkaugummi Colgate total®
IACR43 0,727 ALAR69 0,688 AAUOS80 0,913 AAOM39 0,953
AYANG61 1,31 AAAR60 1,05 RAAR17 1,12 ANUR29 1,00
ASRK70 0,887 | AACRS2 2,00 UAINS7 1,45 UEATOS 0,750
LRRZ54 0,525 ANTR84 0,989 AAOL98 1,05 UAWD94 1,74
HETL96 * VARL28 1,15 AAEH45 0,831 IAIR93 0,669
OARZ85 2,16 NNOK71 0,570 |OAER14 1,53 EAEH89 1,18
LAHT77 0,980 OKMH91 0,779 AASR27 1,05 LERZ18 1,19
IATR68 0,912 LNUR19 2,14 AHARS81 1,98 HARR90 0,829
IETRO3 2,08 OAUDG63 1,88 RRIE24 0,747 SDAR33 0,969
USCRO4 0,480 HAURO1 0,721 OTARO9 0,618 UAUS42 0,991
MW 1,12 MW 1,20 MW 1,03 MW 0,948
s 0,620 s 0,588 s 0,304 s 0,177
SEM 0,207 SEM 0,186 |SEM 0,096 |SEM 0,059

* konnte aufgrund technischer Probleme nicht gemessen werden
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9.1.3. Bestimmung der DNA-Schaden mittels Comet Assay

Einfluss von PG-LPS auf das Auftreten von DNA-Strangbriichen

angegeben in [%] Schweifintensitat

Proband CON_t, LPS_t, Proband CON_t, LPS_t,
IACR43 4,76 % 3,61% |ALAR69 5,04 % 6,48 %
AYAN61 3,97 % 3,215 AAAR60 4,85 % 3,61%
ASRK70 4,26 % 3,23% | AACR82 5,77 % 5,24 %
LRRZ54 3,85 % 431% |ANTR84 4,49 % 4,05 %
HETL96 5,90 % 6,55% | VARL28 3,39% 3,92%
OARZ85 6,67 % 7,75% | NNOK71 4,21 % 6,72 %
LAHT77 4,79 % 3,81% |OKMH91 6,59 % 5,43 %
IATR68 5,15 % 549% |LNUR19 6,29 % 4,96 %
IETRO3 4,00 % 3,65% | OAUD63 3,40 % 3,74 %
USCRO4 537 % 4,78 % |HAURO1 5,04 % 3,44 %
AAUO080 6,93 % 515% |AAOM39 7,17 % 8,10 %
RAAR17 5,88 % 591% |ANUR29 6,38 % 4,85 %
UAIN87 3,86 % 3,57% | UEATO8 2,35% 3,12%
AAOL9S8 4,16 % 4,67% |UAWD94 3,48 % 4,86 %
AAEH45 4,65 % 4,06 % |IAIR93 5,80 % 5,39 %
OAER14 4,65 % 4,88 % | EAEH89 5,09 % 9,12 %
AASR27 5,91 % 6,51% |LERZ18 4,00 % 6,56 %
AHARS81 4,44 % 3,70% |HARR90 5,32 % 5,30 %
RRIE24 4,235 519% |SDAR33 4,85 % 5,46 %
OTARO9 4,47 % 4,96 % | UAUS42 8,43 % 8,94 %

CON_t, LPS_t,
MW 5,00 % 511%
s 1,21 % 1,53 %
SEM 0,191 % 0,242 %
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Einfluss von PG-LPS auf das Auftreten oxidative DNA-Schaden
(Kontrolle = CON_fpg/CON_t,; LPS = LPS_fpg/LPS_t,)

Einfluss der zweiwdchigen Interventionsphase auf das Auftreten von DNA-Strangbriichen

(CON_t,/CON_t,)

Proband Kontrolle LPS Proband Kontrolle LPS
IACR43 0,804 0,623 ALAR69 0,826 1,18
AYANG61 1,76 2,09 AAARG60 1,97 1,65
ASRK70 1,30 1,29 AACRS2 1,31 1,00
LRRZ54 1,62 1,70 ANTR84 1,50 0,976
HETL96 1,38 1,03 VARL28 1,35 1,44
OARZ85 0,856 0,739 NNOK71 0,925 1,53
LAHT77 1,13 0,850 OKMH91 1,11 0,766
IATR68 1,02 0,993 LNUR19 0,877 0,790
IETRO3 1,30 0,745 OAUD63 1,11 1,28
USCRO4 0,820 1,03 HAURO1 1,29 0,803
AAUOS80 1,05 1,16 AAOM39 1,35 1,28
RAAR17 0,928 0,956 ANUR29 0,761 0,739
UAIN87 1,25 1,98 UEATO8 1,54 2,13
AAOL98 1,14 1,52 UAWD94 1,26 1,46
AAEH45 1,41 1,06 IAIR93 0,761 1,12
OAER14 1,07 1,73 EAEH89 0,761 1,68
AASR27 0,935 1,12 LERZ18 0,871 1,20
AHARS81 1,55 0,949 |HARR90 1,00 0,827
RRIE24 0,911 1,58 SDAR33 0,987 0,656
OTAR09 1,14 1,09 UAUS42 0,945 1,31

CON_t, LPS_t,
MW 1,15 1,20
s 0,294 0,397
SEM 0,0417 0,0636

Kontrollzahnpasta MBE-Kaugummi Kontrollkaugummi Colgate total®
IACR43 1,65 ALAR69 0,802 AAUO080 0,938 AAOM39 0,471
AYAN61 2,05* AAAR60 1,11 RAAR17 0,538 ANUR29 0,819
ASRK70 1,45 AACR82 0,647 UAIN87 1,49* UEATOS8 1,15
LRRZ54 1,14 ANTR84 2,11%* AAOL98 0,851 UAWD94 1,07
HETL96 0,846 | VARL28 1,01 AAEH45 1,04 IAIR93 0,756
OARZ85 0,794 NNOK71 0,454 OAER14 1,18 EAEH89 0,327
LAHT77 1,26 OKMH91 0,840 | AASR27 0,541 LERZ18 0,378
IATR68 0,607 LNUR19 0,770 | AHARS81 0,929 HARR90 0,400
IETRO3 1,00 OAUD63 1,24 RRIE24 0,531 |SDAR33 0,752
USCRO4 1,14 HAURO1 1,36 OTAR09 0,680 | UAUS42 0,475
MW 1,10 MW 0,914 MW 0,803 MW 0,659
s 0,329 s 0,290 s 0,241 s 0,293
SEM 0,110 |SEM 0,097 SEM 0,0804 |SEM 0,093

signifikante AusreifSer sind mit * markiert
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9.1.4. Bestimmung der Zytokin-/Chemokinausschiittung mittels Luminex-

Technologie

Einfluss von PG-LPS auf die Zytokin-/Chemokinausschiittung

IL-1a
LPS_to/ LPS_to/
Proband CON_t, Proband CON_to
AYANG61 1,24 AAARG60 1,93
ASRK70 0,801 AACRS82 0,954
LRRZ54 0,867 AANTR84 0,813
IACR43 1,17 ALARG9 1,06
HETL96 1,28 HAURO1 1,54
OARZ85 1,71 VARL28 1,13
LAHT77 1,15 NNOK71 0,724
IATR68 1,26 OAUDG63 1,10
IETRO3 0,708 OKMH91 1,04
USCRO4 1,17 LNUR19 1,00
UAIN87 1,29 AAOM39 0,768
AAOL9S8 1,14 ANUR29 0,735
AAEHA45 0,805 UEATO08 1,53
RAAR17 1,16 UAWD94 1,02
AAUO0S80 0,879 IAIR93 1,63
OAER14 1,22 EAEH89 1,24
AASR27 1,22 LERZ18 2,52
AHARS81 1,31 HARR9S0 1,12
RRIE24 1,34 SDAR33 0,870
OTARO9 1,60 UAUS42 1,24
alle
Probanden Responder
MwW 1,18 1,33
s 0,359 0,320
SEM 0,0567 0,0605

Non-Responder sind grau unterlegt

109



IL-1B

Non-Responder sind grau unterlegt
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LPS_to/ LPS_to/
Proband CON_t, Proband CON_to
AYANG61 0,872 AAARG60 1,09
ASRK70 1,09 AACR82 1,06
LRRZ54 0,717 AANTR84 0,570
IACR43 1,15 ALAR69 1,80
HETL96 1,10 HAURO1 1,42
OARZ85 0,482 VARL28 1,34
LAHT77 1,62 NNOK71 0,753
IATR68 1,92 OAUDG63 1,35
IETRO3 0,803 OKMH91 0,938
USCRO4 1,04 LNUR19 0,708
UAIN87 0,727 AAOM39 1,10
AAOLS8 0,779 ANUR29 0,596
AAEHA45 0,792 UEATOS8 1,60
RAAR17 0,951 UAWD94 1,17
AAUOS80 0,763 IAIR93 1,34
OAER14 1,07 EAEH&9 1,08
AASR27 1,07 LERZ18 1,76
AHARS81 0,931 HARR90 1,15
RRIE24 1,36 SDAR33 1,19
OTARO9 1,32 UAUS42 1,07
alle
Probanden Responder
MW 1,09 1,29
s 0,341 0,261
SEM 0,0540 0,0522




IL-8

Non-Responder sind grau unterlegt

LPS_to/ LPS_to/
Proband CON_t, Proband CON_t,
AYANG61 1,12 AAARG0 1,71
ASRK70 0,968 AACR82 1,32
LRRZ54 0,845 AANTR84 0,962
IACR43 1,00 ALAR69 0,808
HETL96 0,819 HAURO1 1,08
OARZ85 0,901 VARL28 1,18
LAHT77 1,21 NNOK71 0,870
IATR68 1,03 OAUDG63 0,903
IETRO3 0,904 OKMH91 0,837
USCRO4 1,13 LNUR19 0,883
UAINS87 0,949 AAOM39 0,780
AAOL98 1,35 ANUR29 0,710
AAEHA45 0,788 UEATO08 1,68
RAAR17 1,28 UAWD94 0,827
AAUOS80 0,836 IAIR93 1,59
OAER14 1,15 EAEH89 1,07
AASR27 1,25 LERZ18 1,59
AHARS81 1,15 HARR9S0 0,820
RRIE24 1,24 SDAR33 0,800
OTARO09 1,52 UAUS42 1,19
alle
Probanden Responder

MwW 1,08 1,28

s 0,269 0,217

SEM 0,0426 0,0473
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MIP-1p

Non-Responder sind grau unterlegt
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LPS_to/ LPS_to/
Proband CON_t, Proband CON_to
AYANG61 0,857 AAARG60 1,91
ASRK70 0,958 AACRS82 1,04
LRRZ54 0,746 AANTR84 1,00
IACR43 1,32 ALAR69 1,73
HETL96 1,16 HAURO1 1,89
OARZ85 0,847 VARL28 1,00
LAHT77 1,24 NNOK71 0,703
IATR68 1,05 OAUDG63 1,45
IETRO3 1,07 OKMH91 0,820
USCRO4 1,07 LNUR19 0,667
UAIN87 1,15 AAOM39 1,13
AAOL98 0,615 ANUR29 0,833
AAEHA45 0,945 UEATOS8 1,12
RAAR17 1,15 UAWD94 1,30
AAUOS80 1,05 IAIR93 1,75
OAER14 1,11 EAEH&9 1,31
AASR27 1,13 LERZ18 2,13
AHARS81 1,77 HARR90 0,824
RRIE24 3,40 SDAR33 1,08
OTAR09 1,00 UAUS42 1,07
alle
Probanden Responder

MW 1,21 1,39

s 0,503 0,516

SEM 0,0795 0,113




TNF-a

Non-Responder sind grau unterlegt

LPS_to/ LPS_to/
Proband CON_t, Proband CON_t,
AYANG61 1,07 AAARG0 1,72
ASRK70 0,791 AACR82 1,50
LRRZ54 0,494 AANTR84 0,568
IACR43 0,920 ALAR69 1,60
HETL96 0,667 HAURO1 1,31
OARZ85 0,978 VARL28 1,33
LAHT77 1,82 NNOK71 0,759
IATR68 1,10 OAUDG63 1,02
IETRO3 0,97 OKMH91 0,411
USCRO4 1,13 LNUR19 0,730
UAIN87 0,722 AAOM39 0,955
AAOL98 1,20 ANUR29 0,561
AAEHA45 0,501 UEATO08 1,43
RAAR17 1,17 UAWD94 0,991
AAUO0S80 0,916 IAIR93 3,04
OAER14 1,19 EAEH89 0,972
AASR27 1,23 LERZ18 2,36
AHARS81 0,683 HARR90 0,660
RRIE24 1,18 SDAR33 0,832
OTARO9 1,00 UAUS42 1,18
alle
Probanden Responder

MwW 1,09 1,45

s 0,506 0,505

SEM 0,0800 0,110
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Einfluss der Interventionsphase auf die Zytokin-/Chemokinausschiittung

IL-1a (CON_t,/CON_t,) — ausreiBerbereingte Werte (Nalimov-Test); angegeben sind die Werte
der Gruppe der ,,Responder” auf PG-LPS; NR= ,Non-Responder”, A = AusreilRer

Kontrollzahnpasta

MBE-Kaugummi

Kontrollkaugummi

Colgate total®

AYANG61 1,86 AAAR60 A UAIN87 0,740 AAOM39 NR
ASRK70 NR AACRS82 NR AAOLSS8 1,64 ANUR29 NR
LRRZ54 NR ANTR84 NR AAEHA5 NR UEATO8 0,760
IACR43 2,12 ALAR69 0,863 RAAR17 0,462 UAWD94 1,03
HETL96 1,25 HAURO1 0,808 AAUOS80 NR IAIR93 0,475
OARZ85 1,74 VARL28 1,03 OAER14 0,922 EAEH89 0,358
LAHT77 0,828 NNOK71 NR AASR27 1,30 LERZ18 A
IATR68 1,50 OAUD63 1,48 AHARS81 1,18 HARR90 0,681
IETRO3 NR OKMH91 1,14 RRIE24 0,795 SDAR33 NR
USCRO4 1,16 LNUR19 NR OTARO9 1,00 UAUS42 0,857
MW 1,49 MW 1,06 MW 1,00 MW 0,869
S 0,447 S 0,268 S 0,366 s 0,518
SEM 0,169 SEM 0,120 SEM 0,129 SEM 0,196

IL-1B (CON_t;/CON_t,) — ausreilerbereingte Werte (Nalimov-Test); angegeben sind die Werte
der Gruppe der ,,Responder” auf PG-LPS; NR= ,Non-Responder”, A = AusreilRer

Kontrollzahnpasta MBE-Kaugummi Kontrollkaugummi Colgate total
AYAN61 NR AAAR60 0,195 UAIN87 NR AAOM39 0,304
ASRK70 0,495 AACR82 0,904 AAOL9S8 NR ANUR29 NR
LRRZ54 NR ANTR84 NR AAEH45 NR UEATO8 0,820
IACR43 0,554 ALAR69 1,64 RAAR17 NR UAWD94 1,44
HETL96 0,688 HAURO1 0,668 AAUOS80 NR IAIR93 A
OARZ85 NR VARL28 0,687 OAER14 0,152 EAEH89 0,496
LAHT77 1,55 NNOK71 NR AASR27 0,492 LERZ18 2,89
IATR68 A OAUD63 1,07 AHARS81 NR HARR90 3,04
IETRO3 NR OKMH91 NR RRIE24 3,13 SDAR33 1,95
USCRO4 0,476 LNUR19 NR OTARO9 2,84 UAUS42 1,22
MwW 0,752 MwW 0,860 MwW 1,65 MW 1,52
s 0,451 s 0,482 s 1,55 s 1,04
SEM 0,202 SEM 0,197 SEM 0,773 SEM 0,366
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IL-8 (CON_t,/CON_t,) — ausreiBerbereingte Werte (Nalimov-Test); angegeben sind die Werte
der Gruppe der ,,Responder” auf PG-LPS; NR=,Non-Responder”, A = AusreiRer

Kontrollzahnpasta

MBE-Kaugummi

Kontrollkaugummi

Colgate total®

AYANG61 A AAAR60 0,805 UAIN87 NR AAOM39 NR
ASRK70 NR AACR82 1,21 AAOL98 1,13 ANUR29 NR
LRRZ54 NR ANTR84 NR AAEH45 NR UEATO08 1,86
IACR43 0,853 ALAR69 NR RAAR17 1,48 UAWD94 NR
HETL96 NR HAURO1 1,62 AAUOS80 NR IAIR93 1,90
OARZ85 NR VARL28 0,520 OAER14 0,263 EAEH89 0,317
LAHT77 1,64 NNOK71 NR AASR27 0,440 LERZ18 1,13
IATR68 1,35 OAUD63 NR AHARS81 1,93 HARR90 NR
IETRO3 NR OKMH91 NR RRIE24 3,55 SDAR33 NR
USCRO4 0,432 LNUR19 NR OTAR09 2,80 UAUS42 1,61
MW 1,07 MW 1,04 MW 1,66 MW 1,36
S 0,534 S 0,480 S 1,20 S 0,661
SEM 0,267 SEM 0,240 SEM 0,455 SEM 0,296

MIP-1B (CON_t,/CON_t,) — ausreierbereingte Werte (Nalimov-Test); angegeben sind die
Werte der Gruppe der ,Responder” auf PG-LPS; NR=, Non-Responder”, A = AusreilRer

Kontrollzahnpasta MBE-Kaugummi Kontrollkaugummi Colgate total
AYANG61 NR AAAR60 0,606 UAIN87 0,196 AAOM39 0,373
ASRK70 NR AACR82 0,927 AAOL9S8 NR ANUR29 NR
LRRZ54 NR ANTR84 0,924 AAEH45 NR UEATO8 0,911
IACR43 0,702 ALAR69 1,70 RAAR17 1,02 UAWD94 1,67
HETL96 1,03 HAURO1 1,61 AAUOS80 1,04 IAIR93 A
OARZ85 NR VARL28 0,503 OAER14 0,227 EAEH89 0,466
LAHT77 A NNOK71 NR AASR27 0,823 LERZ18 1,02
IATR68 0,936 OAUD63 0,918 AHARS81 2,31 HARR90 NR
IETRO3 1,00 OKMH91 NR RRIE24 A SDAR33 2,95
USCR0O4 0,433 LNUR19 NR OTARO9 A UAUS42 2,38
MW 0,828 MW 1,036 MW 0,936 MW 1,40
S 0,25 S 0,461 s 0,772 S 0,980
SEM 0,11 SEM 0,174 SEM 0,315 SEM 0,370
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TNF-a (CON_t,/CON_t,) — ausreiBerbereingte Werte (Nalimov-Test); angegeben sind die

Werte der Gruppe der ,Responder” auf PG-LPS; NR=,Non-Responder”, A = Ausreiller

Kontrollzahnpasta

MBE-Kaugummi

Kontrollkaugummi

Colgate total®

AYANG61 26,9 AAAR60 0,454 UAIN87 NR AAOM39 NR
ASRK70 NR AACRS82 0,813 AAOLSS8 4,24 ANUR29 NR
LRRZ54 NR ANTR84 NR AAEHA5 NR UEATO8 0,662
IACR43 NR ALAR69 1,31 RAAR17 1,47 UAWD94 NR
HETL96 NR HAURO1 1,39 AAUOS80 NR IAIR93 11,63
OARZ85 NR VARL28 0,372 OAER14 0,092 EAEH89 NR
LAHT77 2,10 NNOK71 NR AASR27 0,498 LERZ18 1,82
IATR68 1,10 OAUD63 2,12 AHARS81 NR HARR90 NR
IETRO3 NR OKMH91 NR RRIE24 25,4 SDAR33 NR
USCRO4 0,321 LNUR19 NR OTARO9 16,5 UAUS42 2,64
MW 7,61 MW 1,08 MW 8,03 MW 4,19
s 12,89 s 0,665 s 10,48 s 5,03
SEM 6,44 SEM 0,271 SEM 4,28 SEM 2,51
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Einfluss der zweiwdchigen Interventionsphase auf die durch LPS ausgeloste Reaktion

IL-1a (LPS/CON t1 — LPS/CON t0) - ausreiRerbereingte Werte (Nalimov-Test); angegeben sind

die Werte der Gruppe der ,,Responder” auf PG-LPS; NR=, Non-Responder”, A = AusreilSer

Kontrollzahnpasta

MBE-Kaugummi

Kontrollkaugummi

Colgate total®

AYANG61 -0,747 | AAAR6O -1,19 UAIN87 -0,727 | AAOM39 NR

ASRK70 NR AACR82 NR AAOL9SS8 A ANUR29 NR

LRRZ54 NR ANTR84 NR AAEHAS5 NR UEATO08 -0,840
IACR43 0,278 ALAR69 -0,385 RAAR17 A UAWD94 0,296
HETL96 A HAURO1 -0,820 | AAUOS8O NR IAIR93 -0,443
OARZ85 -0,848 | VARL28 -0,261 OAER14 -0,535 | EAEH89 -0,141
LAHT77 -0,411 | NNOK71 NR AASR27 -0,400 |LERZ18 -1,46
IATR68 -0,475 | OAUD63 -0,121 AHARS81 -0,421 | HARRSO 0,397
IETRO3 NR OKMH91 0,131 RRIE24 -0,425 | SDAR33 NR

USCRO4 -0,223 | LNUR19 NR OTARO9 -0,680 | UAUS42 0,422
MW -0,404 |MW -0,442 MW -0,531 |MW -0,253
S 0,404 S 0,485 s 0,142 S 0,712
SEM 0,165 SEM 0,198 SEM 0,0580 |SEM 0,269

IL-1B (LPS/CON t1 — LPS/CON t0) - ausreiBerbereingte Werte (Nalimov-Test); angegeben sind

die Werte der Gruppe der ,,Responder” auf PG-LPS; NR= ,Non-Responder”, A = AusreiRRer

Kontrollzahnpasta

MBE-Kaugummi

Kontrollkaugummi

Colgate total®

AYANG61 NR AAAR60 0,431 UAIN87 NR AAOM39 -0,119
ASRK70 -0,253 | AACR82 -0,628 AAOLSS8 NR ANUR29 NR

LRRZ54 NR ANTR84 NR AAEHA5 NR UEATO08 -0,873
IACR43 0,186 ALAR69 -1,25 RAAR17 NR UAWD94 -0,170
HETL96 A HAURO1 -0,854 AAUOS80 NR IAIR93 -0,482
OARZ85 NR VARL28 -0,0616 | OAER14 -0,213 | EAEH89 -0,251
LAHT77 -0,437 | NNOK71 NR AASR27 -0,184 | LERZ18 -0,922
IATR68 -0,704 | OAUD63 -0,0168 | AHARS81 NR HARR90 0,021
IETRO3 NR OKMH91 NR RRIE24 0,087 SDAR33 -0,109
USCR0O4 0,123 LNUR19 NR OTARO9 -0,423 | UAUS42 -0,303
MW -0,217 |MW -0,396 MW -0,183 |MW -0,356
S 0,376 S 0,621 s 0,209 S 0,337
SEM 0,168 SEM 0,253 SEM 0,105 SEM 0,112
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IL-8 (LPS/CON t1 — LPS/CON t0) - ausreiRerbereingte Werte (Nalimov-Test); angegeben sind

die Werte der Gruppe der ,,Responder” auf PG-LPS; NR= ,Non-Responder”, A = AusreiRer

Kontrollzahnpasta

MBE-Kaugummi

Kontrollkaugummi

Colgate total®

AYAN61 -0,490 | AAAR6O -0,856 UAIN87 NR AAOM39 NR
ASRK70 NR AACRS82 -0,744 AAOL98 -0,280 | ANUR29 NR
LRRZ54 NR ANTR84 NR AAEH45 NR UEATO8 -0,953
IACR43 0,180 ALARG69 NR RAAR17 0,279 UAWD94 NR
HETL96 NR HAURO1 -0,237 AAUO80 NR IAIR93 -0,558
OARZ85 NR VARL28 -0,536 OAER14 -0,677 EAEH89 -0,193
LAHT77 -0,378 NNOK71 NR AASR27 -0,590 |LERZ18 -0,783
IATR68 -0,308 | OAUDG63 NR AHARS81 0,109 HARR90 NR
IETRO3 NR OKMH91 NR RRIE24 0,278 SDAR33 NR
USCRO4 -0,197 LNUR19 NR OTARO09 -0,411 UAUS42 0,296
MW -0,239 |MW -0,593 MW -0,185 |MW -0,438
s 0,257 s 0,272 s 0,405 s 0,499
SEM 0,115 SEM 0,136 SEM 0,153 SEM 0,223

MIP-1pB (LPS/CON t1 — LPS/CON t0) - ausreiRerbereingte Werte (Nalimov-Test); angegeben
sind die Werte der Gruppe der , Responder” auf PG-LPS; NR=, Non-Responder”, A = Ausreiller

Kontrollzahnpasta

MBE-Kaugummi

Kontrollkaugummi

Colgate total®

AYAN61 NR AAARGO 0,792 | UAINS7 0,690 |AAOM39 -0,0516
ASRK70 NR AACRS2 0,701 | AAOL98 NR ANUR29 NR
LRRZ54 NR ANTRS84 0,319 | AAEH45 NR UEATOS -0,352
IACR43 0,0693 | ALAR69 0,820 |RAAR17 0,383 | UAWD94 0,0216
HETL96 A HAURO1 0,999 |AAUOS0 0,201 |IAIR93 -0,506
OARZ85 NR VARL2S NR OAER14 -0,0271 | EAEH89 -0,458
LAHT77 -0,282 | NNOK71 NR AASR27 -0,154 |LERZ18 NR
IATR6S 0,209 |OAUDG63 -0,560 | AHARS1 -0,318 | HARR90 0,157
IETRO3 -0,0913 | OKMH91 NR RRIE24 A SDAR33 -0,130
USCRO4 -0,238 | LNUR19 NR OTAR09 NR UAUS42 0,163
MW 0,150 |Mw 0,699 |MW 0,101 |Mw -0,144
s 0,142 |s 0,235 |s 0,382 |s 0,266
SEM 0,0634 |SEM 0,0961 |SEM 0,156 |SEM 0,0939
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TNF-a (LPS/CON t1 — LPS/CON t0) - ausreiBerbereingte Werte (Nalimov-Test); angegeben sind

die Werte der Gruppe der ,,Responder” auf PG-LPS; NR= ,Non-Responder”, A = AusreiRRer

Kontrollzahnpasta

MBE-Kaugummi

Kontrollkaugummi

Colgate total®

AYANG61 -0,655 | AAAR6O -1,12 UAIN87 NR AAOM39 NR
ASRK70 NR AACR82 -1,05 AAOL9SS8 -0,138 | ANUR29 NR
LRRZ54 NR ANTR84 NR AAEHAS5 NR UEATO08 -0,574
IACR43 NR ALAR69 -1,16 RAAR17 0,326 UAWD94 NR
HETL96 NR HAURO1 -0,811 AAUOS80 NR IAIR93 -2,08
OARZ85 NR VARL28 -0,414 OAER14 -0,602 | EAEHS89 NR
LAHT77 -0,948 | NNOK71 NR AASR27 -0,548 | LERZ18 -1,77
IATR68 -0,395 | OAUDG63 -0,109 AHARS81 NR HARR90 NR
IETRO3 NR OKMH91 NR RRIE24 0,408 SDAR33 NR
USCRO4 0,210 LNUR19 NR OTARO9 NR UAUS42 0,347
MW -0,447 |MW -0,781 MW -0,111 |MW -1,02
S 0,493 S 0,431 s 0,473 S 1,12
SEM 0,246 SEM 0,176 SEM 0,211 SEM 0,561
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9.1.4. Bestimmung der Genexpression mittels qPCR

Einfluss von LPS auf die Genexpression von Entziindungsmediatoren

IL-1a
LPS_to/ LPS_to/
Proband CON_to Proband CON_to
USCRO4 1,42 VARL28 1,06
IETRO3 1,14 OKMH91 0,988
OARZ85 0,470 OAUDG63 0,337
LRRZ54 0,489 NNOK71 0,740
LAHT77 1,71 LNUR19 1,23
IATR68 1,06 HAURO1 1,71
HETL96 1,93 ANTR84 1,12
AYANG61 0,710 ALAR69 0,800
ASRK70 0,676 AACR82 0,577
IACR43 1,22 AAARG60 1,03
UAIN87 3,17 UEATO8 0,927
RAAR17 1,20 UAWD94 0,812
RRIE24 2,66 UAUS42 1,47
AAEHA45 1,93 SDAR33 0,712
AAQOL98 0,432 LERZ18 0,454
AASR27 0,528 IAIR93 0,877
OTARO09 1,73 HARR90 0,963
AAUOS80 1,74 EAEH89 0,974
AHAR81 0,647 ANUR29 10,61
OAER14 1,19 AAOM39I 1,58
alle
Probanden Responder

MW 1,14 1,56

s 0,608 0,554

SEM 0,0973 0,124

Non-Responder sind grau hinterlegt
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IL-18

LPS_to/ LPS_to/
Proband CON_t, Proband CON_to
USCRO4 1,26 VARL28 1,44
OARZ85 0,385 OKMH91 1,62
LRRZ54 0,949 OAUDG63 0,886
LAHT77 0,534 NNOK71 0,743
IETRO3 1,01 LNUR19 1,20
IATR68 0,793 HAURO1 2,85
IACR43 1,07 ANTR84 1,07
HETL96 1,16 ALARG9 0,856
AYANG61 2,14 AACR82 1,17
ASRK70 1,22 AAARG0 0,919
UAIN87 1,95 UEATO08 0,849
RRIE24 1,16 UAWD94 1,10
RAAR17 1,22 UAUS42 1,15
OTARO9 1,26 SDAR33 0,750
OAER14 3,51 LERZ18 1,32
AHARS81 0,569 IAIR93 0,855
AAUOS80 1,71 HARR90 0,851
AASR27 0,874 EAEH89 2,33
AAOL98 1,28 ANUR29 14,34
AAEHA45 1,32 AAOM39I 1,52
alle
Probanden Responder

Mw 1,25 1,52

S 0,614 0,610

SEM 0,0983 0,122

Non-Responder sind grau hinterlegt
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IL-8

LPS_to/ LPS_to/
Proband CON_to Proband CON_to
USCRO4 1,40 VARL28 1,03
OARZ85 0,801 OKMH91 1,84
LRRZ54 0,546 OAUDG63 1,08
LAHT77 0,888 NNOK71 0,754
IETRO3 0,915 LNUR19 0,914
IATR68 0,888 HAURO1 1,02
IACR43 0,963 ANTR84 2,42
HETL96 1,48 ALAR69 1,39
AYANG61 1,48 AACR82 1,48
ASRK70 1,22 AAAR60 1,01
UAIN87 0,921 UEATOS8 1,10
RRIE24 0,880 UAWD94 1,29
RAAR17 1,02 UAUS42 1,28
OTARO09 1,02 SDAR33 1,29
OAER14 5,12 LERZ18 0,805
AHARS81 1,32 IAIR93 1,15
AAUOS80 1,11 HARR90 1,03
AASR27 1,01 EAEH89 0,893
AAOL98 1,61 ANUR29 1,34
AAEHA45 0,964 AAOM39I 1,20
alle
Probanden Responder

MW 1,25 1,44

S 0,710 0,798

SEM 0,112 0,154

Non-Responder sind grau hinterlegt
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CCR1

LPS_to/ LPS_to/
Proband CON_t, Proband CON_to
USCRO4 2,71 VARL28 0,441
OARZ85 0,435 OKMH91 0,861
LRRZ54 0,485 OAUDG63 0,846
LAHT77 0,579 NNOK71 1,19
IETRO3 2,01 LNUR19 1,12
IATR68 0,720 HAURO1 3,19
IACR43 2,80 ANTR84 2,43
HETL96 1,46 ALARG9 0,963
AYANG61 1,49 AACR82 0,426
ASRK70 1,20 AAARG0 0,643
UAIN87 0,934 UEATO08 2,28
RRIE24 0,391 UAWD94 1,48
RAAR17 0,373 UAUS42 0,895
OTARO9 1,41 SDAR33 0,764
OAER14 3,81 LERZ18 1,53
AHARS81 0,893 IAIR93 1,44
AAUOS80 0,941 HARR90 0,810
AASR27 0,771 EAEH89 1,19
AAOL98 1,47 ANUR29 0,611
AAEH45 0,935 AAOM39I 0,937
alle
Probanden Responder

Mw 1,25 1,90

S 0,810 0,793

SEM 0,128 0,187

Non-Responder sind grau hinterlegt
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Einfluss der Interventionsphase auf die Genexpression der Entziindungsmediatoren

IL-1a (CON_t;/CON_t,) — ausreiRerbereingte Werte (Nalimov-Test); angegeben sind die Werte
der Gruppe der ,, Responder” auf PG-LPS; NR=, Non-Responder”, A = AusreilSer

Kontrollzahnpasta

MBE-Kaugummi

Kontrollkaugummi

Colgate total®

USCRO4 0,761 VARL28 2,98 UAIN87 3,09 UEATO8 NR
IETRO3 0,704 OKMH91 NR RAAR17 0,870 UAWD94 NR
OARZ85 NR OAUD63 NR RRIE24 2,74 UAUS42 1,99
LRRZ54 NR NNOK71 NR AAEHA5 1,29 SDAR33 NR
LAHT77 0,484 LNUR19 2,22 AAOLSS8 NR LERZ18 NR
IATR68 0,745 HAURO1 1,22 AASR27 NR IAIR93 NR
HETL96 1,67 ANTR84 0,787 OTARO9 2,69 HARR90 NR
AYANG61 NR ALAR69 NR AAUOS80 0,590 EAEH89 NR
ASRK70 NR AACRS82 NR AHARS81 NR ANUR29 1,38
IACR43 1,52 AAAR60 0,840 OAER14 0,833 AAOM39 1,01
MW 0,980 MW 1,61 MW 1,73 MW 1,46
s 0,488 s 0,959 s 1,07 s 0,494
SEM 0,199 SEM 0,429 SEM 0,403 SEM 0,285

IL-1B (CON_t,/CON_t,) — ausreiRerbereingte Werte (Nalimov-Test); angegeben sind die Werte
der Gruppe der ,,Responder” auf PG-LPS; NR= ,Non-Responder”, A = AusreilRer

Kontrollzahnpasta

MBE-Kaugummi

Kontrollkaugummi

Colgate total®

USCRO4 0,616 |VARL28 2,37 UAINS7 0,965 | UEATOS NR
OARZ85 2,28 | OKMH91 4,07 RRIE24 4,07 |UAWD94 1,37
LRRZ54 0,823 | OAUD63 NR RAAR17 0,617 | UAUS42 1,63
LAHT77 1,27 | NNOK71 NR OTAR09 3,59 |SDAR33 NR
IETRO3 NR LNUR19 2,40 | OAER14 1,31 |LERZ18 0,118
IATR6S 0,502 | HAURO1 2,66 | AHARS1 NR IAIR93 NR
IACR43 NR ANTRS4 0,577 | AAUOSO 0,340 | HARR90 NR
HETL96 NR ALAR69 NR AASR27 NR EAEH89 2,43
AYAN61 NR AACRS2 0,654 | AAOLOS 2,02 | ANUR29 0,641
ASRK70 NR AAARGO NR AAEH45 2,54 | AAOM39 0,254
MW 1,01 |[Mw 2,12 |MwW 1,93 |Mw 1,07
s 0,721 s 1,33 |s 1,38 |s 0,896
SEM 0,323 |[SEM 0,541 |SEM 0,487 |SEM 0,366
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IL-8 (CON_t,/CON_t,) — ausreiBerbereingte Werte (Nalimov-Test); angegeben sind die Werte
der Gruppe der ,,Responder” auf PG-LPS; NR=, Non-Responder”, A = AusreilSer

Kontrollzahnpasta

MBE-Kaugummi

Kontrollkaugummi

Colgate total®

USCRO4 1,36 | VARL28 2,22 UAINS7 NR UEATOS 1,19
OARZ85 NR OKMH91 A RRIE24 NR UAWD94 0,448
LRRZ54 NR OAUDG63 0,902 |RAAR17 1,38 | UAUS42 1,46
LAHT77 NR NNOK71 NR OTAR09 1,78 | SDAR33 1,64
IETRO3 NR LNUR19 NR OAER14 A LERZ18 NR

IATR68 NR HAURO1 2,71 | AHARS1 1,65 |IAIR93 A

IACR43 NR ANTR84 2,75 |AAUOSO 0,286 | HARR90 1,38
HETL96 1,44 | ALAR69 1,67 | AASR27 0,154 | EAEHS89 NR

AYAN61 2,41 | AACRS2 2,42 |AAOL9S 1,20 | ANUR29 1,25
ASRK70 0,664 | AAARGO 1,09 | AAEH45 NR AAOM39 1,06
MW 1,47 |Mw 1,97 |MwW 1,07 |Mw 1,202
s 0,718 |s 0,756 |s 0,694 |s 0,383
SEM 0,359 |SEM 0,286 |SEM 0,283 |SEM 0,145

CCR1 (CON_t,/CON_t,) — ausreilerbereingte Werte (Nalimov-Test); angegeben sind die Werte
der Gruppe der ,,Responder” auf PG-LPS; NR=, Non-Responder”, A = AusreilSer

Kontrollzahnpasta

MBE-Kaugummi

Kontrollkaugummi

Colgate total®

USCRO4 2,62 VARL28 NR UAIN87 NR UEATO8 1,77
OARZ85 NR OKMH91 NR RRIE24 NR UAWD94 1,99
LRRZ54 NR OAUD63 NR RAAR17 NR UAUS42 NR
LAHT77 NR NNOK71 0,937 OTARO09 0,563 SDAR33 NR
IETRO3 1,96 LNUR19 1,84 OAER14 2,43 LERZ18 0,201
IATR68 NR HAURO1 2,23 AHARS81 NR IAIR93 A
IACR43 0,708 ANTR84 1,78 AAUO80 NR HARR90 NR
HETL96 1,64 ALAR69 NR AASR27 NR EAEH89 2,76
AYANG61 1,33 AACRS82 NR AAOL98 1,03 ANUR29 NR
ASRK70 0,910 AAAR60 NR AAEH45 NR AAOM39 NR
MW 1,53 MW 1,70 MW 1,34 MW 1,68
s 0,706 s 0,544 s 0,97 s 1,07
SEM 0,288 SEM 0,272 SEM 0,562 SEM 0,537
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Einfluss der zweiw6chigen Interventionsphase auf die durch LPS ausgel6ste Reaktion

IL-1a (LPS/CON t1 — LPS/CON t0) - ausreiRerbereingte Werte (Nalimov-Test); angegeben sind

die Werte der Gruppe der ,,Responder” auf PG-LPS; NR=, Non-Responder”, A = Ausreiller

Kontrollzahnpasta

MBE-Kaugummi

Kontrollkaugummi

Colgate total®

USCR0404 -0,514 VARL28 -0,381 UAIN87 -1,04 UEATO8 NR
IETRO3 -0,437 OKMH91 NR RAAR17 -0,368 UAWD94 NR
OARZ85 NR OAUD63 NR RRIE24 A UAUS4242 -0,493
LRRZ54 NR NNOK71 NR AAEHA5 -0,614 SDAR33 NR
LAHT77 A LNUR19 -0,298 AAOL98 NR LERZ18 NR
IATR68 0,0331 | HAURO101 -0,741 AASR27 NR IAIR93 NR
HETL96 -1,02 ANTR84 -0,216 OTAR0909| -0,989 HARR90 NR
AYANG61 NR ALAR69 NR AAUOS80 -0,862 EAEH89 NR
ASRK70 NR AACR82 NR AHARS81 NR ANUR29 A
IACR43 -0,58 AAAR60 -0,556 OAER14 -0,591 AAOM39 -0,481

MW -0,504 MW -0,438 MW -0,744 MW -0,487
S 0,375 s 0,211 s 0,262 s 0,009
SEM 0,168 SEM 0,0942 SEM 0,107 SEM 0,006

IL-1B (LPS/CON t1 — LPS/CON t0) - ausreiRerbereingte Werte (Nalimov-Test); angegeben sind

die Werte der Gruppe der ,,Responder” auf PG-LPS; NR= ,Non-Responder”, A = AusreiRer

Kontrollzahnpasta

MBE-Kaugummi

Kontrollkaugummi

Colgate total®

USCRO4 -0,281 VARL28 0,372 UAINS7 -0,509 UEATOS NR
OARZ85 NR OKMH91 | -0,699 RRIE24 0,190 | UAWD94 | 0,187
LRRZ54 NR OAUDG63 NR RAAR17 A UAUS42 -0,122
LAHT77 NR NNOK71 NR OTAR09 | -0,408 SDAR33 NR
IETRO3 -0,025 LNUR19 -0,424 OAER14 A LERZ18 1,54
IATR6S NR HAURO1 A AHARS1 NR IAIR93 NR
IACR43 0,198 ANTRS4 0,157 | AAUOS0 -1,14 HARR90 NR
HETL96 -0,445 ALAR69 NR AASR27 NR EAEHS9 -1,66
AYAN61 -0,788 AACRS2 0,0658 | AAOL98 | -0,242 | ANUR29 A
ASRK70 0,158 AAARG0 NR AAEH45 | -0,265 | AAOM39 1,95
MW -0,197 MW -0,317 MW -0,458 MW 0,378
s 0,382 s 0,288 s 0,352 s 1,44
SEM 0,156 SEM 0,129 SEM 0,144 SEM 0,642
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IL-8 (LPS/CON t1 — LPS/CON t0) - ausreiBerbereingte Werte (Nalimov-Test); angegeben sind

die Werte der Gruppe der ,,Responder” auf PG-LPS; NR= ,Non-Responder”, A = AusreilRer

Kontrollzahnpasta

MBE-Kaugummi

Kontrollkaugummi

Colgate total®

USCR0O4 -0,554 VARL28 -0,444 UAIN87 NR UEATO8 0,0844
OARZ85 NR OKMH91 -1,17 RRIE24 NR UAWD94 1,00
LRRZ54 NR OAUD63 -0,240 RAAR17 0,003 UAUS42 -0,292
LAHT77 NR NNOK71 NR OTARO9 -0,181 SDAR33 -0,172
IETRO3 NR LNUR19 NR OAER14 A LERZ18 NR
IATR68 NR HAURO1 -0,273 AHARS81 -0,795 IAIR93 1,99
IACR43 NR ANTR84 -1,58 AAUOS80 0,004 HARR90 1,54
HETL96 -0,701 ALAR69 -0,318 AASR27 A EAEH89 NR
AYANG61 -0,230 AACRS82 -1,08 AAOL98 -0,563 ANUR29 -0,586
ASRK70 0,0527 AAAR60 0,229 AAEHA5 NR AAOM39 -0,0858
MW -0,358 MW -0,610 MW -0,308 MW 0,435
s 0,337 S 0,603 s 0,356 S 0,949
SEM 0,169 SEM 0,213 SEM 0,159 SEM 0,335

CCR1 (LPS/CON t1 — LPS/CON t0) - ausreiRerbereingte Werte (Nalimov-Test); angegeben sind

die Werte der Gruppe der ,,Responder” auf PG-LPS; NR= ,Non-Responder”, A = AusreiRRer

Kontrollzahnpasta

MBE-Kaugummi

Kontrollkaugummi

Colgate total®

USCRO4 -2,14 VARL28 NR UAIN87 NR UEATO8 -1,15
OARZ85 NR OKMH91 NR RRIE24 NR UAWD94 -0,638
LRRZ54 NR OAUD63 NR RAAR17 NR UAUS42 NR
LAHT77 NR NNOK71 0,234 OTARO09 -0,402 SDAR33 NR
IETRO3 -0,517 LNUR19 0,251 OAER14 -2,83 LERZ18 -0,258
IATR68 NR HAURO1 -1,40 AHARS81 NR IAIR93 -0,809
IACR43 0,0729 ANTR84 -1,27 AAUOS80 NR HARR90 NR
HETL96 -1,02 ALARG69 NR AASR27 NR EAEHS89 -0,444
AYANG61 -0,860 AACRS82 NR AAOL98 -0,438 ANUR29 NR
ASRK70 0,520 AAARG60 NR AAEH45 NR AAOM39 NR
MW -0,657 MW -0,548 MW -1,22 MwW -0,660
s 0,928 S 0,915 s 1,39 S 0,344
SEM 0,379 SEM 0,457 SEM 0,803 SEM 0,154
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9.2. Graphen und Kurven

Standardkurven bei der Messung der Zytokin-Ausschiittung mittels Luminex-
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Schmelzkurven der PCR-Produkte:
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Probanden/-innen-Information und Einwilligungserkldarung
zur Teilnahme an der Studie
Humane Interventionsstudie: Bestimmung der anti-inflammatorischen und
anti-oxidativen Marker nach Kauen eines mit 0,1 % Magnolienrindenextrakts-

angereicherten Kaugummis

Sehr geehrte Probandin, sehr geehrter Proband,
wir mochten Sie einladen, an der oben genannten Studie teilzunehmen. Die Aufklarung
dariiber erfolgt durch unsere Mitarbeiter/-innen.

lhre Teilnahme an dieser Studie erfolgt freiwillig. Sie konnen jederzeit ohne Angabe
von Griinden aus der Studie ausscheiden. Die Ablehnung der Teilnahme oder ein
vorzeitiges Ausscheiden aus dieser Studie hat keine nachteiligen Folgen.

Studien wie diese sind unabdingbar, um neue Forschungsergebnisse zu gewinnen und
zu validieren. Die wichtigste Voraussetzung fir die Durchfiihrung einer Studie ist, dass
Sie schriftlich Ihr Einverstandnis zur Teilnahme an dieser Studie erkldren. Bitte lesen
Sie dazu den folgenden Text als Erganzung zum Informationsgesprach sorgfaltig durch
und zogern Sie nicht, Fragen zu stellen.

Unterschreiben Sie die Einwilligungserklarung bitte ausschlieBlich

[0 wenn Sie den Ablauf und die Art der Studie vollstiandig verstanden haben,

[l wenn Sie bereit sind, der Teilnahme zuzustimmen und

O wenn Sie sich Uber lhre Rechte als Proband/-in an dieser Studie im Klaren sind.

Zu dieser Studie, sowie zur Probanden/-innen-Information und Einwilligungserklarung,
wurde von der zustandigen Ethikkommission eine befiirwortende Stellungnahme
abgegeben.

1 Zahnfleischentziindungen und Parodontitis

Zahnfleischentziindungen und Parodontitis zdhlen zu den Zahnerkrankungen, bei
denen Infektionen und Entziindungen unter anderem das Zahnfleisch und damit das
Stitzgewebe der Zahne zerstoren. Eine Zahnfleischentziindung ist eine Langzeitfolge
von Plaqueablagerungen auf den Zahnen. Diese Plaques bestehen aus Speiseresten,
Schleim und Bakterien. Die Bakterien und die Giftstoffe, die diese produzieren, kénnen
das Zahnfleisch angreifen wodurch es sich entziindet, anschwillt und empfindlich wird.
Besonders anfillig sind Stellen des Zahnfleischs, die verletzt wurden. Zu den
Symptomen von Zahnfleischentziindungen zdhlen Zahnfleischbluten, rot oder rot-
violette Verfarbungen des Zahnfleischs, sensitives und geschwollenes Zahnfleisch.
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Bleiben Zahnfleischentziindungen unbehandelt droht eine Parodontitis. Dies bedeutet,
dass die Entziindungen und Infektionen vom Zahnfleisch auf die Knochen und Sehnen
Ubergreifen. Der Verlust der Stabilitat des Zahns, der dadurch entsteht, kann zur Folge
haben, dass der Zahn sich lockert und sogar ausfallt. Bei einer Parodontitis lagern sich
die Plaques im Zahnzwischenraum am Ubergang zwischen Zahn und Zahnfleisch ab
und durch die hervorgerufene Entziindung und der damit verbundenen
Abwehrreaktion des Korpers entsteht eine Tasche zwischen diesen, in der sich
wiederum Plaque ansammeln kann. Wahrend das Zahnfleisch Uber der Tasche
anschwillt kdénnen im Inneren weitere Entziindungen das Gewebe und den
Zahnknochen zerstoren. Die zusatzlichen Symptome im Vergleich zur
Zahnfleischentziindung sind Mundgeruch, lockere Zahne und Zahnverlust.

Ziel einer Behandlung beider Krankheitsbilder ist die Reduzierung von Entziindungen.
Die Zdhne missen griindlich gereinigt werden und die tagliche Mundhygiene muss
eingehalten werden. Sie kénnen Zahnfleischentziindungen vorbeugen indem Sie die
tagliche Mundhygiene grindlich durchfihren und dabei mit Zahnbirste, speziellen
Zahnstochern, Zahnseide, Mundwaéssern oder anderen Hilfsmitteln ihre Zdhne pflegen.
Dabei erfreuen sich Zahnpflegekaugummis immer groRerer Beliebtheit, vor allem weil
Sie auch unterwegs nach einem kleinen Snack leicht anwendbar sind. Das Ziel solcher
Kaugummis ist es, den Sduregehalt im Speichel zu neutralisieren und damit den
Bakterien die Nahrung zu entziehen. Zahnpflegekaugummis dienen vorwiegend der
Kariesprophylaxe. Um Zahnfleischentziindungen mit Kaugummis vorzubeugen, wére es
von Noten, diese mit anti-bakteriell wirksamen oder entziindungshemmenden
Substanzen anzureichern.

2 Pflanzenextrakte

Pflanzenextrakte sind aus Krdutern oder (Heil-)Pflanzen durch Extraktion und
Trocknung gewonnene Pulver, die die Wirkstoffe der jeweiligen Pflanzen enthalten.
Der Vorteil von Extrakten ist ihre langere Haltbarkeit und das geringere Volumen im
Vergleich mit den Originalpflanzen, was auch die Transportkosten senkt.
Pflanzenextrakte finden Anwendungen im Bereich der Medizin und in der
Kosmetikindustrie. Sie werden entweder als Kapseln direkt oder als Zusatze zu Cremes,
Zahnpasten, Shampoos, etc. in den Handel gebracht.

3 Vorstudien zur Bestimmung von Entziindungsmarkern in Zahnfleischzellen

In einer Studie an kultivierten Zahnfleischzellen konnte durch unsere Mitarbeiter
gezeigt  werden, dass Pflanzenextrakte Entziindungsmarker, wie die
entziindungsfordernden Marker IL-6 und IL-8 reduzieren koénnen. Verschiedene
Extrakte wurden auf ihre Fahigkeit getestet, Entziindungsreaktionen der Zellen
vorzubeugen, wenn diese einem bakteriellen Giftstoff ausgesetzt wurden. Dabei
wurden verschiedene Konzentrationen der Extrakte auf ihre Wirksamkeit untersucht.
Gleichzeitig wurde Uberpriift, ob die Extrakte eine schadigende Wirkung auf die Zellen
hatten. Keiner der getesteten Extrakte zeigte in keiner der getesteten Konzentrationen
eine zellschadigende Wirkung. Einer der getesteten Extrakte soll nun im Rahmen dieser
Studie weiter untersucht werden.



In einem Vorversuch wurde einer unserer Mitarbeiterinnen das Zahnfleisch
abgebiirstet und die so gewonnenen Zahnfleischzellen dann in der Zellkultur mit einem
bakteriellen Toxin fiir 6 und 24 h behandelt. Im Zellkulturiiberstand konnten
anschlieend Entziindungsmarker gemessen werden und die Zellen wurden auf
oxidativen Stress untersucht. Oxidativer Stress ist ein Uberbegriff, der die Schadigung
der Zellen durch sogenannte oxidative Sauerstoff- bzw. Stickstoffspezies (ROS, ,freie
Radikale”) bezeichnet. Die Folgen von oxidativem Stress

sind vielfaltig und fihren unter anderem zu Verlust der Zellfunktion, Mutationen und
Zelltod. Die Zellen haben Abwehrmechanismen, wie z.B. die anti-oxidativ wirksamen
Enzyme Katalase und Superoxiddismutase. In dieser Vorstudie konnte gezeigt werden,
dass durch das Kaugummikauen der oxidative Stress und auch die
Interleukinfreisetzung gesenkt werden kdénnen.

Die Mitarbeiterin, der die Zellen entnommen wurden beschrieb das Gefiihl nach der
Entnahme der Zellen als vergleichbar mit einem intensiven Zahneputzen. Wenige
Stunden nach der Zellentnahme war nichts mehr spirbar am Zahnfleisch.

4 Der Zweck der Studie

Mit Hilfe dieser Studie sollen folgende Fragen geklart werden:

v/ Hat ein Kaugummi, der mit einem Pflanzenextrakt angereichert wurde, eine
entziindungshemmende Wirkung im Vergleich zu einem Kaugummi ohne
Pflanzenextrakt bzw. im Vergleich zu einer reguldren Zahnpasta und einer
speziellen anti-bakteriellen Zahnpasta?

v' Kann der Pflanzenextrakt in dem Kaugummi vor oxidativem Stress in
Zahnfleischzellen schiitzen bzw. diesen verringern?

5 Wie lduft die Studie ab?

Als Proband oder Probandin werden Sie zunachst Uber die Studie von unseren
Mitarbeitern aufgekldrt. Vor Beginn der Studie miissen die Probandinnen einen
Schwangerschaftstest durchfihren. Anschliefend werden Sie zufdllig einer von vier
Studiengruppen zugeteilt. Dabei besteht eine 25 %ige Chance der Zuordnung eines
Probanden/einer Probandin fiir jede der unten aufgefiihrten Gruppen. Der
Proband/die Probandin wird unabhéngig vom Zeitpunkt der Rekrutierung zufallig einer
der vier Gruppen zugeordnet.

Gruppe 1: Kontrollgruppe — erhdlt eine reguldre Zahnpasta ohne anti-bakterielle oder
Pflanzenextraktzusatze

Gruppe 2: Kontrollkaugummigruppe — erhdlt 140 Kaugummis, die nicht mit
Pflanzenextrakt angereichert wurden und eine reguldre Zahnpasta

Gruppe 3: Kaugummigruppe — erhdlt 140 Kaugummis, die mit Pflanzenextrakt
angereichert wurden und eine regulare Zahnpasta
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Gruppe 4: Positivkontrollgruppe — erhalt eine anti-bakterielle Zahnpasta (Colgate total)

Zuerst werden die Probanden zu einem Termin mit einer Zahnarztin gebeten, wobei
mit verschiedenen Tests (Bestimmung des Plaqueindexes, Blutungsindexes, der
Bakterienarten und des Parodontitisstatus) die Mundgesundheit und eine evtl.
vorliegende Kiefergelenksproblematik ermittelt werden soll.

Bei einem weiteren Besuch wird das Zahnfleisch des Probanden/der Probandin nun
mit einer sterilen Blirste abgebiirstet. Die Zellen, die an der Biirste heften bleiben,
dienen zur Bestimmung des Grundlevels an Entziindungsmarkern und oxidativem
Stress.

Der Proband/die Probandin erhalt Anweisung zur Verwendung der Zahnpasta und der
Kaugummis von den Mitarbeitern der Studie. Mit der Zahnpasta sollen sich die
Probanden wie gewohnt, 2-3-mal taglich grindlich die Zdhne putzen. Die
Proband/innen der Kaugummigruppen werden instruiert, taglich flinfmal zwei
Kaugummis zu kauen. Nach 14 Tagen kommen die Proband/innen zu einem zweiten
Besuch an unser Institut. Es werden erneut Zahnfleischzellen mit einer sterilen Biirste
aus dem Mund entnommen. Diese Zellen dienen zur Analyse der Entzindungsmarker
und des oxidativen Stresses zu Studienende. Zum Test der Kurzzeitwirkung werden
einigen Proband/innen noch einmal zwei Kaugummis verabreicht. Nach dem Kauen
dieses werden erneut Zellen aus dem Mund des Probanden/ der Probandin
entnommen. Nach Beendigung der zwei Wochen werden die Probandinnen ein
zweites Mal zahnarztlich untersucht.

Die entnommenen Zellen werden in Kulturmedium aufgenommen und in einem
Inkubator mit und ohne Toxin fiir 6 Stunden behandelt. Danach wird der
Zellkulturiberstand fiir die Analysen der Entziindungsmarker eingesetzt oder bis zur
jeweiligen Analyse eingefroren.

Die Zellen werden direkt nach der Inkubation auf die Anwesenheit von ROS und DNA-
Schaden untersucht. Auerdem wird die Aktivitat der anti-oxidativ wirksamen Enzyme
bestimmt.

6 Worin liegt der Nutzen einer Teilnahme an der Studie?

Durch diese Studie erhalten Sie die Moglichkeit, lhr Risiko an Zahnfleischentziindungen
und Parodontitis zu erkranken, besser einzuschitzen und gegebenenfalls
Veranderungen in lhrem taglichen Ritual zur Zahnpflege vorzunehmen.

Des Weiteren bietet lhnen diese Studie, neue Moglichkeiten zur Zahnpflege
kennenzulernen und die auf dem Markt befindlichen Produkte besser verstehen zu
lernen. Ein Zahnarzt wird Sie im Rahmen der Studie untersuchen und Sie Uber
geeignete Methoden zur Zahnpflege aufklaren kénnen.

Sie haben nach Abschluss der Studie die Mdoglichkeit die Ergebnisse lhres Tests zu
erhalten.

Uber lhren persdnlichen Nutzen hinaus bietet diese Studie einen wichtigen
Erkenntnisgewinn hinsichtlich der moglichen positiven Wirkung von Pflanzenextrakten
als Zusatze zu Kaugummis zur Vorbeugung von Zahnfleischentzindungen und
Parodontitis.



7 Risiken, Beschwerden und Begleiterscheinungen

Es werden mit einer sterilen Blirste Zellen aus dem Mund der Probanden entnommen.
Dieser Vorgang kann sich wie ein leichtes Kratzen mit einer Zahnblirste anfillen. Das
Geflihl kann nach der Entnahme noch fiir etwa eine Stunde anhalten. Das Zahnfleisch
regeneriert sich schnell und die Probanden werden durch die Zellenthahme keine
weiteren Beschwerden haben.

Das Putzen der Zdhne mit einer Zahnpasta mit oder ohne Zusatz von anti-bakteriellen
Wirkstoffen stellt kein Risiko fiir die Proband/innen dar und sollte Teil der taglichen
Routine der Zahnpflege sein. Das Kauen von zehn Kaugummis pro Tag Uber einen
Zeitraum von 14 Tagen ist als unbedenklich einzustufen und liegt beispielsweise unter
den Empfehlungen bei der Rauchentwdhnung mit Nikotinkaugummis (8 bis 12
Kaugummis pro Tag).

Es wurde bei der Zurich Versicherungs-AG, Schwarzenbergplatz 15, A-1010 Wien, eine
Personenschadenversicherung abgeschlossen mit der sich die Prifer flir den Fall
versichern, dass die Probanden durch die geplante Studie einen gesundheitlichen
Schaden erleiden. Die Versicherungsdauer erstreckt sich vom 05. Februar 2012 bis zum
01. Marz 2013, jeweils OUhr.

Die Polizze hat die Nummer 07247587-9. Schadenshotline: 050 1255 1255.

8 In welcher Weise werden die im Rahmen dieser Studie gesammelten Daten
verwendet?

Nur der Priifer und deren Mitarbeiter/-innen werden Zugang zu den vertraulichen
Daten haben, in denen Sie namentlich genannt werden. Diese Personen unterliegen
der Schweigepflicht.

Zur Analyse der Daten, die statistische Auswertung sowie eventuelle Veroffentlichung
der Untersuchungsergebnisse werden lhre personlichen Daten verschlisselt. In die
Decodierungsliste hat nur die Prifungsleitung Einsicht. Sie werden also bei der
Weitergabe der Daten niemals namentlich erwdhnt.

9 Entstehen fiir die Probandinnen Kosten? Gibt es einen Kostenersatz oder eine
Vergiitung?

Fur die Probanden/Probandinnen dieser Studie entstehen keine zusédtzlichen Kosten.
Sie erhalten bei Abschluss der Studie (bei dem zweiten Besuch, 14 Tage nach dem
ersten Besuch) 100 € Aufwandsentschadigung. Zudem werden die Studienzahnpasta
und die Studienkaugummis kostenlos zur Verfiigung gestellt.
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10 Haben Sie weitere Fragen?

Fiir weitere Fragen im Zusammenhang mit dieser Studie stehen Ihnen die Mitarbeiter
der Studie und die Projektleitung gern zur Verfligung. Auch Fragen, die Ihre Rechte als
Proband/-in an dieser Studie betreffen, werden Ihnen gerne beantwortet.

Projektleitung: Univ.-Prof. Dr. Veronika Somoza
Telefon: 014277 70601

E-Mail: veronika.somoza@univie.ac.at
Projektbetreuung: Joel Michael Walker, PhD

E-Mail: joel.michael.walker@univie.ac.at

Dr. Jessica Walker
Telefon: 014277 70611
E-Mail: jessica.walker@univie.ac.at

11 Einwilligungserklarung

Name des Probanden bzw. der Probandin:

(in Druckbuchstaben)
Geb.Datum: ..., Code:..nnniiiiiiiieeee e,

Ich erklare mich bereit, an der Humanen Interventionsstudie: , Bestimmung der anti-
inflammatorischen und anti-oxidativen Marker nach Kauen eines mit 0,1 %
Magnolienrindenextrakts-angereicherten Kaugummis“ teilzunehmen.

Ich bin vON HerrnN/Frau ..o, ausfiihrlich und verstandlich
Uber mogliche Risiken, sowie iber Art und Bedeutung der Studie und sich flir mich
daraus ergebenden Anforderungen aufgeklart worden. Ich habe dariiber hinaus den
Text dieser Probandinnen-Information und Einwilligungserklarung, die insgesamt 6
Seiten umfasst gelesen. Aufgetretene Fragen wurden mir von den Mitarbeiter/-innen
der Studie verstandlich und geniligend beantwortet. Ich hatte ausreichend Zeit, mich zu
entscheiden.

Ich habe zurzeit keine weiteren Fragen mehr.

Ich werde den Anordnungen, die fiir die Durchfiihrung der Studie erforderlich sind,
Folge leisten, behalte mir jedoch das Recht vor, meine freiwillige Mitwirkung jederzeit
zu beenden.

Ich bin zugleich damit einverstanden, dass meine im Rahmen dieser Studie ermittelten
Daten aufgezeichnet werden. Um die Richtigkeit der Datenaufzeichnung zu
Uberprifen, dirfen Beauftragte des Auftraggebers und der zustiandigen Behoérden
beim Prifungsleiter Einblick in meine personenbezogenen Studienergebnisse nehmen.



Beim Umgang mit den Daten werden die Bestimmungen des Datenschutzgesetzes
beachtet.

Eine Kopie dieser Probandlinnen-Information und Einwilligungserklarung habe ich
erhalten. Das Original verbleibt bei der Studienleitung.

(Datum und Unterschrift der Probandin bzw. des Probanden)

(Datum, Name und Unterschrift des Studienbetreuers)
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Lebenslauf
Personliche Daten:
Name

geboren am
geboren in

Staatsbiirgerschaft

Bildungsweg:

seit 04/2013

seit 10/2010

2010

seit 2007

2007-2011
1999-2007

Berufliche Erfahrung:

Praktika:
07/2011-09/2011

08/2010-09/2010

Julia Maria Imbdck
11.02.1989
Wels, Oberosterreich

Osterreich

Bearbeitung der Masterarbeit; Forschungstatigkeit an der
Universitdt Wien am Institut fir Erndhrungsphysiologie und
Physiologische Chemie

Master Erndhrungswissenschaften

Masterzweig: Lebensmittelqualitat und
Lebensmittelsicherheit

Abschluss Bakkalaureatsstudium Ernahrungswissenschaften
Studium ,,Erndhrungswissenschaften” an der Universitat
Wien

Studium ,,Psychologie” an der Universitat Wien

Gymnasium BrucknerstralRe, Wels; Abschluss mit Matura

Firma Prolactal
mikrobiologische Untersuchung von Lebensmitteln,

Laborantin

Klinikum Wels - Grieskirchen

Abteilung Erndhrungsberatung; Diabetikerschulung



