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1. Einleitung

Die gingivale epitheliale  Barrierefunktion kann auf physiologische,
pharmakologische und pathologische Bedingungen reagieren [118]. Die Integritat des
Epithels wird durch verschiedene interzellulare Kontakte, wie die Tight junctions (TJ),
aufrechterhalten. Die Hauptfunktion der TJ besteht in der Ausbildung einer
parazelluldren, reguliert durchlassigen Barriere und in der Ausbildung einer ,Zaun-
funktion® mit der die Zellpolaritdt aufrechterhalten werden kann. Diese funktionell
wichtige Barriere beeinflusst den elektrischen Widerstand zwischen der apikalen
Region und der basalen Region des Epithels [118]. TJ sind fur die Regulation des
parazelluldren Flusses von lonen, Makromolekilen und Immunzellen verantwortlich [8].
Zwischen der Anzahl der TJ-Strdnge und dem transepithelialen elektrischen

Widerstand (TER) besteht ein logarithmischer Zusammenhang [34, 113].

Die Reaktionen, ausgeldst durch Inhaltsstoffe aus Zahnpasten, auf die Haut oder
auf die Mukosa wurden in der Vergangenheit in verschiedenen Studien untersucht [12,
14, 15, 89, 95]. Bestimmte Stoffe, wie z. B. Natrium-Laurylsulfat (SLS), haben ein
allergenes Potential und koénnen eine Kontaktdermatitis hervorrufen [9, 17].
Dosisabhangig kann SLS die Zellkontakte der oralen Mukosa und somit die Barriere
zerstoren [68]. Es kann die Zerstérung der Lipidbarriere ausldsen [60, 66]. Zudem kann
SLS die Keratinozytenkohasion negativ beeintrachtigen und Keratine denaturieren,
welche fir die Struktur von Desmosomen und Tonofilamenten mafigeblich sind [103].
Ebenso wird diskutiert ob SLS Glykoproteine denaturiert [66, 103]. Triclosan und Zink

vermogen die desquamative Wirkung von SLS zu vermindern [66].

Das Ziel vorliegender Arbeit war den Einfluss von Zahnpasten auf die gingivale
epitheliale Barrierefunktion von immortalisierten Keratinozyten in vitro zu untersuchen.

Zudem wurden zytotoxische Effekte der Zahnpasten untersucht.



2. Wissenschaftliche Grundlagen

2.1 Das Epithel der Mundhohle

Epithelien sind Grenzgewebe und kleiden innere Hohlrdume des Kdrpers aus. Sie
bilden eine schitzende Schicht fur tieferliegende Gewebe. Haben diese Epithelien
Kontakt zur AuBenwelt werden diese als Exoepithelien bezeichnet. Charakteristisch flr

Exoepithelien ist das Vorhandensein von Desmosomen und Zytokeratinfilamenten.

Die Schichtung des Mundhoéhlenepithels ist das Ergebnis von Proliferation und
Differenzierung der Stammzellen im Epithel und der sogenannten Transit-amplifying
cells (TA), welche neben den Keratinozyten in der Basalzellschicht zu finden sind. Die
TA Zellen gehen aus der Teilung von Stammzellen hervor, wobei eine Tochterzelle
wieder als Stammzelle fungiert, die andere als TA Zelle. Die Differenzierung von
Stammzelle zur TA Zelle wird durch den Transkriptionsfaktor c-Myc reguliert [136]. Bei
den TA Zellen handelt es sich um aktive, schnell teilende Zellen mit kurzer
Lebensdauer [26]. Sie exprimieren genau wie die Stammzellen Keratin 19 (K19),
besitzen wenige Keratin Filamente und einen hohen Gehalt an (3-1 Integrinen [75, 136].
Die auslésenden Signalkaskaden fir die Differenzierung sind komplex. So verursacht
zum Beispiel die Loslésung des a-6/B-4 Integrin von seinem Liganden in der
Basallamina, dem Laminin 5, eine Differenzierung der Zellen [126]. Des Weiteren l6sen
die Keratinozyten selbst durch autokrine, Uber Vitamin D3, oder parakrine Prozesse
ihre Differenzierung aus [19]. Auch Zytokine und Wachstumsfaktoren aus dem
Bindegewebe kontrollieren die Proliferation und Differenzierung [21]. Das
Mundhoéhlenepithel gliedert sich in das Stratum (Str.) basale, Str. spinosum, Str.

granulosum und Str. corneum [41, 138].

Bei den Basalzellen handelt es sich um kuboidale Zellen mit runden Zellkernen. Die
vorhandenen Zellorganellen nehmen ein geringes zytoplasmatisches Volumen ein.
Filamente, bestehend aus K5 und K14, bendtigen 25 % des zytoplasmatischen
Volumens. Die Basalzellen synthetisieren Typ IV und Typ VIl Kollagene, Laminin,
Perlecan, ein Proteoglykan, welches in der Basalmembran als Strukturprotein an
andere Proteine bindet, Parathyroid hormone-related peptide und Zytokine [55]. Die
Basalzellen sind Uber die darunterliegende Basalmembran mit dem Bindegewebe
assoziiert. Die Verbindung zur Basallamina basiert auf einem Zusammenspiel
zwischen Zytoplasma, Basalmembran und extrazellularen Proteinen.
Hemidesmosomen gelten als Verankerungen fir die zytoplasmatischen Keratin-

Filamente Uber verschiedene Proteine. Ankerfilamente bestehend aus Laminin 5
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verbinden die hemidesmosomalen Plaques mit der Basallamina und gelten ebenso fir
die Ankerfibrillen als Terminus. Die Basallamina wird Uber diese Ankerfibrillen und Gber
Anker-Plaques mit dem Kollagen des Bindegewebes verbunden [55]. Die Lamina
densa der Basallamina besteht aus Kollagen IV, Laminin, Nidogen, Perlecan und
Fibronectin [72]. Interzellulare Verbindungen zwischen den basalen Zellen werden Uber
Cadherine vermittelt sowie Uber direkte Verbindungen von a-2/8-1 mit a-3/B-1

Integrinen [55].

Im Str. spinosum werden vermehrt die Keratine 1 und 10 nachgewiesen,
wohingegen die Konzentration der Keratine 5 und 14 sinkt [47]. Charakteristisch sind
vermehrte Zellkontakte vermittelt iber Desmosomen, Adharenz Kontakte und Gap

junctions [127].

Im Str. granulosum sinken die frihen Differenzierungsmarker der Keratinozyten K1
und K10. Wahrend des Verhornungsprozesses bilden das hier auftretende Filaggrin
und die K1/K10 Filamente eine stabile Matrix aus [55].

Die Zellen des Str. corneum sind ausdifferenziert. Die oberste Zellschicht besteht
aus avitalen Zellen, welche samtliche Organellen autolysiert haben. Diese Zellen
weisen keine Bcl2 Expression mehr auf. Bcl2 dient in basalen Keratinozyten als
Apoptose-Inhibitor [99].



2.2 Das Gingivaepithel

Die gesunde Gingiva bedeckt den Alveolarknochen und erstreckt sich von marginal
der Schmelz-Zement-Grenze bis zur mukogingivalen Grenzlinie. Diese stellt die
Grenze zwischen der Kkeratinisierten Gingiva und der nicht Kkeratinisierten
Alveolarmukosa dar [28]. Anatomisch teilt sich die Gingiva in die freie, die interdentale
und die befestigte Gingiva. Die freie Gingiva umgibt den Zahn und ist nur indirekt mit
dem Zahn verbunden. Die befestigte Gingiva ist fest und hat in 40 % der Falle eine
makroskopisch erkennbare Stippelung [28]. Histologisch betrachtet bedeckt das Epithel

das darunter lokalisierte zellarme Bindegewebe.

Aligemein wird das Gingivaepithel in das Orale Epithel (OE), das Orale
Sulkusepithel (OSE), und das Saumepithel (JE) gegliedert [41, 138].

Das Orale Epithel verlauft von der mukogingivalen Grenzlinie nach marginal und ist
ca. 0,2 bis 0,3 mm dick [16]. Es weist eine vierlagige Schichtung bestehend aus Str.
basale, Str. spinosum, Str. granulare und Str. corneum auf. Im Str. basale proliferieren
kuboidale Stammzellen durch mitotische Teilung und anschlieRende Differenzierung.
Basalzellen funktionieren als Verbindung des Epithels mit dem Bindegewebe Uber
Hemidesmosomen. Die ausladenden Zellfortsatze der Keratinozyten in der basalen
Zellschicht und die sogenannten Rete Pegs (Papillarkdrper), welche Ausstllpungen
der Basalmembran bzw. des Epithels darstellen, ziehen in das darunterliegende
Bindegewebe. Die Basalzellen sind liber Hemidesmosomen mit der Lamina densa der
Basallamina verbunden. Typ VII Ankerfibrillen verbinden die Lamina densa mit
Kollagenfibrillen des Typs | und Il fest mit dem darunterliegenden Bindegewebe [55].
Das Str. spinosum ist charakterisiert durch die héhere Anzahl an Desmosomen.
Namensgebend sind die prominenten, peripheren, zytoplasmatischen Fortsatze. Das
Zytoplasma der Zellen ist reich an Tonofilamenten, welche in Plaqueproteine der
Desmosomen inserieren. Sie ist die dickste der vier Schichten. Merkelzellen,
Langerhanszellen und Melanozyten sind vorhanden [55]. Im Str. granulosum sind
Keratohyalingranula und viele Tonofibrillen zu finden. Die Zellen dieser Schicht sind
aufgrund reduzierter Organellen flach. Die ortho- oder parakeratinisierten Zelllagen des
Str. corneum bilden abschlieRend eine schitzende Schicht aus flachen pyknotischen

Zellen mit sehr vielen Tonofilamenten.

Als orales Sulkusepithel wird ein unverhorntes mehrschichtiges Plattenepithel
bezeichnet. Es grenzt marginal an das OE und kleidet die laterale Wand des Sulkus bis

zum Saumepithel aus. Im gesunden Epithel betragt seine Dicke 0,5 mm. Es verlauft
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orbikular um den Zahn [16]. Am Boden des Sulkus werden Zellen, die das Saumepithel
durchwandert haben, exfoliert. Der Differenzierungsanteil dieses Epithels gliedert sich
in eine innere und eine dullere Zone. Die Innere ist ahnlich aufgebaut wie das Str.
spinosum aber mit weniger Desmosomen und Tonofibrillen. Die AuRere besteht aus
Zellen mit reichlichen Organellen [55]. Wahrend einer Gingivitis ist das OSE mit

polymorphkernigen neutrophilen Leukozyten und Lymphozyten infiltriert [56].

Im Saumepithel sind die Basalzellen durch die &uRere Basallamina mit dem
Bindegewebe verbunden aber im gesunden Epithel nicht verzahnt. Die externe
Basallamina besteht aus Kollagen Typ IV, Laminin, Fibronektin und Proteoglykanen
[108]. Das Saumepithel besteht aus zwei Schichten. Aus dem Str. basale, mit schnell
proliferierenden Basalzellen, und dem Str. suprabasale, mit Zellen ohne mitotische
Aktivitat. Die Saumepithelzellen sind parallel zur Zahnoberflache angeordnet. Die
apikale Begrenzung besteht aus wenigen Zellen und endet auf Hohe der Zement-
Schmelz-Grenze. Hier geht die interne in die externe Basallamina Uber. Die
Tochterzellen der Basalzellen wandern in Richtung Sulkus. Koronal sind mehr
Zellschichten vorhanden, welche sich bis zum Boden des Sulkus ziehen. Uber die
innere  Basallamina der Saumepithelzellen findet eine Verbindung zur
Schmelzoberflache statt, die gebildet wird, sobald die Tochterzellen mit der
Zahnoberflache in Kontakt treten. Die innere Basallamina teilt sich lichtmikroskopisch
in zwei Anteile, die Lamina densa und die Lamina lucida. Uber die Lamina lucida sind
die Epithelzellen Uber zahlreiche Hemidesmosomen mit der inneren Lamina
verbunden, wobei hier keine Keratin Tonofilamente inserieren [55]. Die innere
Basallamina enthalt Laminin, Proteoglykane und Glykoproteine [108]. An das Laminin
koénnen die Zellen Uber einen Lamininrezeptor binden [55]. Charakteristisch fir das JE
sind die weiten interzellularen Raume und die hohe Permeabilitat flir wasserldsliche
Substanzen [115]. Bakterielle Antigene, Lipopolysaccharide (LPS) und Enzyme kénnen
vom Sulkus zum Bindegewebe durchdringen [84]. Sulkusfluid flieBt nach aulen in
Richtung Sulkus ab. Es enthalt Antikorper, Komplementfaktoren und Enzyme. Ebenso

bildet das Saumepithel eine Schleuse flir neutrophile Granulozyten. [55].



2.3 Keratinozyten/Keratine/Intermediarfilamente

Das Gingivaepithel besteht zu 90 % aus Keratinozyten [46]. Zuséatzlich sind
Melanozyten, Langerhanszellen und Merkelzellen zu finden [110]. Keratinozyten sind
epitheliale Zellen, welche die erste Abwehr gegen bakterielle Infektionen bilden [147].
Verschiedene Mechanismen steuern die Proliferation und die Differenzierung der
Epithelien. Keratinozyten exprimieren Zytokine. Nach Stimulation sind sie in der Lage,
20 verschiedene Zytokine zu produzieren. Diese diffundieren in die Lamina propria und
wirken dort auf Endothelzellen, Fibroblasten und Makrophagen und kénnen
chemotaktische Stimuli an Leukozyten vermitteln [46, 55]. Keratinozyten produzieren
IL-1 und den IL-1-Rezeptor, ebenso IL-6 und GM-CSF (Granulocyte Macrophage
Colony-Stimulating Factor). Die Freisetzung flihrt zu einer Aktivierung immunaktiver
Zellen. Langerhanszellen reagieren nach Stimulierung mittels IL-1 und GM-CSF mit
einer erhdéhten Antigen-Prozessierung und Prasentation an Lymphozyten [55]. Nach
Stimulierung durch TNF-a oder Interferon-y produzieren Keratinozyten IL-8, das unter
anderem fir die Migration und phagozytotische Aktivitdt der Neutrophilen
verantwortlich ist. Des Weiteren kdénnen Keratinozyten nach Zytokinstimulierung
Kollagen auflésende Enzyme produzieren [55]. Fibroblasten aus der Lamina propria
sezernieren einen Keratinozyten-Wachstumsfaktor (KGF) [23]. Der analoge Rezeptor
wird von Keratinozyten der oralen Mukosa exprimiert [98]. Die parakrine Wirkung des
KGF stimuliert die Zellproliferation [109]. Die von Keratinozyten exprimierte
Transglutaminase (TGase-K) ist fur die Quervernetzung von Zellhillproteinen mit

Glutamin und Lysin verantwortlich [74].

Als wichtige Komponente der zellularen Kontakte stellen die Intermediarfilamente
einen bedeutenden Bestandteil der epithelialen Struktur dar. Die Filamente des
Gingivaepithels setzen sich aus Proteinen zusammen, welche von den Keratinozyten
sezerniert werden, den Keratinen. Die Keratinfamilie besteht aus 20 Mitgliedern.
Keratine treten in Epithelien in zwei Formen auf: Typ 1 (sauer) und Typ 2 (neutral-
basisch). Bei den neutral-basischen handelt es sich um die Keratine K1 bis K8. Bei den
sauren, um die Keratine K9 bis K20. Beide Keratinmonomere haben eine zentrale
Domane bestehend aus vier a-Helices (1A, 1B, 2A und 2B). Diese werden wiederrum
von drei Segmenten separiert (L1, L2 und L3), welche keine Alpha-Struktur
einnehmen. Der strukturelle Unterschied der beiden Typen liegt aullerhalb der
zentralen Region. So flankieren bei Typ 2-Keratinen, H-1 und H-2 Regionen den
zentralen Kern. Bei Typ 1-Keratinen ist dies nicht der Fall. Die H-Domanen sind an der

Zusammenlagerung der Filamente beteiligt. Der N-Terminus besteht jeweils aus der
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variablen V-1-Domane und der Amino-Domane. Der C-Terminus besteht jeweils aus
der variablen V-2-Domane und dem Carboxy-Terminus. Beide Typen der Keratine
werden in Epithelien synthetisiert und treten als Heterodimer auf. Die Monomere lagern
sich paarig, je ein Typ 1 beziehungsweise ein Typ 2, parallel aneinander und bilden
das Dimer. Zwei Heterodimere werden antiparallel zu einem Tetramer organisiert,
wobei diese sich zu Protofilamenten zusammenlagern und diese zu
Intermediarfilamenten aggregieren [48]. Die Keratine 5 und 14 werden in allen
geschichteten Epithelien exprimiert. Die Keratine 1, 2, 10 und 11 werden lediglich in
den suprabasalen Zellen verhornender Epithelien, die Keratine 4 und 13 in den
suprabasalen Zellen nicht verhornender Epithelien exprimiert. Die Keratine 7, 8, 18, 19
stellen Marker fir Merkelzellen dar [110, 114]. Filaggrin wird im Str. granulosum
synthetisiert und spielt eine Rolle bei der Zusammenlagerung der Zytokeratinblindel im
keratinisierten Epithel [122].



2.4 Die Barrierefunktion des gingivalen Epithels

Malgeblich fir die Barrierefunktion des gingivalen Epithels ist die Kohéasion
zwischen den einzelnen Zellen, und zwischen dem Epithel und dem darunter
befindlichen Gewebe. Durch charakteristische strukturelle Modifikationen der
Plasmamembran, bestehend aus Proteoglykanen, entstehen sogenannte Zell-Zell-
Kontakte. Dazu gehdéren Desmosomen und Tight junctions. Epithelien unterscheiden
sich von anderen Geweben in ihrer Fahigkeit den Transport von lonen und
ungeladenen Ldsungen durch den parazellularen Raum zu regulieren. Dies ist die
Voraussetzung um getrennte Kompartimente mit unterschiedlichen lonen-
Konzentrationen zu bilden, beziehungsweise zu erhalten. Die Diffusionsbarriere von
Epithelien wird Uber zwei verschiedene Mechanismen kontrolliert, zum einen Uber den
transzellularen Weg, der auf energieabhangigen Transportern und Kanalen beruht.
Diese sind apikal und basolateral lokalisiert. Zum anderen Uber den parazellularen
Weg, dessen dichter Verschluss die Ausbildung groRer Gradienten erlaubt, ein
Charakteristikum ,dichter” Epithelien (z. B. distales Nephron). In permeablen Epithelien
ist der Verschluss weniger dicht und erlaubt einen transepithelialen Transport (z. B.
proximales Nephron). Der Grad der ,Dichtheit” hangt von der Anzahl der TJ-Strange
ab. TJ sind keine starren Barrieren sondern dynamisch regulierbar [113, 116]. Ferner
spielen sie eine Rolle bei der Zellproliferation, der Differenzierung und sie organisieren
morphogenetische Prozesse [13, 83, 116]. Beteiligte Proteine sind hier das Occludin,
Claudin  und Zonula-occludens-Proteine (ZO). Beteiligte Claudine bilden
kationenselektive und ladungsselektive Kanale [6, 35]. Ein anderes Protein namens
Tricellulin ist assoziiert mit einem Kontakt der zwischen drei Zellen stattfindet [71].
Zusammen mit Occludin gehort es in die Familie der MARVEL-domain Proteine [116].
Die zytoplasmatischen Plaqueproteine ZO-1, ZO-2 und ZO-3 und die ZO-1 assoziierte
Proteinkinase ZAK kénnen untereinander und mit Aktin-Mikrofilamenten interagieren
[43, 113].



2.5 Zellkontakte im Gingivaepithel

Neben den Tight junctions sind Adharenz-Kontakte (AJ), Desmosomen und Gap
junctions flir die Aufrechterhaltung der epithelialen Integritdt und Funktion

verantwortlich. AJ und TJ sind mit dem Aktin-Zytoskelett assoziiert.

2.5.1 Die Adhédrenz-Kontakte

Die Adharenz-Kontakte sind Adhasionsstrukturen, welche zwei benachbarte
Zellmembranen bis auf einen 10 — 20 nm breiten Raum verengen, und die Zellen
gurtelférmig verbinden. Sie separieren die apikale und die basolaterale Membran von
polarisierten Zellverbanden [45]. Sie vermitteln nicht nur Zellkontakte, sondern sind
auch wesentlich an Signalwegen, welche das Zellwachstum, die Morphologie und die
Differenzierung kontrollieren, beteiligt [61]. Integrierte Cadherin-Molekile sind
Adhasionsmolekile und sind Uber Catenin an zytoskelettale Komponenten gebunden
[25]. Ultrastrukturell bilden sich gegeniberliegende Plaques aus, wobei die Aktin-
Filamente die Hauptbestandteile dieser Plaques sind [45, 104]. AJ, welche aus
Cadherinen aufgebaut sind, stellen Calcium-sensitive Strukturen dar [143]. Die
klassischen Cadherine bestehen aus einer Protein-Familie von 20 Mitgliedern, unter
ihnen das E-Cadherin [25]. Die extrazellulare Doméane der Cadherine ist in funf
Subdoméanen unterteilt und wird auch EC-Domain genannt. Die Subdoméanen enthalten
Calcium-bindende Sequenzen, welche die Anordnung der extrazellularen Domanen
steuern. Die extrazelluldren Doméanen benachbarter Zellen gehen homologe
Wechselwirkungen ein. Die zytoplasmatischen Doméanen der klassischen Cadherine
binden an das zytoplasmatische Protein Catenin, wobei der juxtamembrandse Anteil
an p120-Catenin und das COOH-terminale Ende an das [(-Catenin oder y-Catenin
bindet [30, 86, 101, 102]. Die Catenine wiederrum interagieren mit den Aktin-
Filamenten. a-Catenin, bindet an [(-Catenin wodurch der Cadherin-g-Catenin-a-
Catenin-Komplex entsteht. Alpha-Catenin kann mit den Aktin-Filamenten interagieren
und mit den Aktin-Bindungs-Proteinen Formin und Vinculin aber auch mit EPLIN
(epithelial protein lost in neoplasm) interagieren [40]. EPLIN bindet hierbei an a-
Catenin, sobald dieses in oben genannten Komplex eingebunden ist, und verknupft
diesen mit F-Aktin [1].



Nectin gehort zur Familie der immunglobulindhnlichen Transmembranproteine und
ist ebenfalls mit AJ assoziiert. Sie kdnnen homo- oder heterophil mit anderen Nectinen
interagieren. Das zytoplasmatische Afadin ist der Bindungspartner von Nectin und
verbindet dies mit Aktin [94]. Die spater entdeckten nicht klassischen Cadherine
umfassen die desmosomalen Cadherine, die Protocadherine, Fat, Flamingo und
Daschous Cadherine, wobei die desmosomalen den klassischen am ahnlichsten sind
[86].

2.5.2 Die Desmosomen

Die Desmosomen wurden erstmals von Bizzozero (1846 — 1901) im Str. spinosum
der Epidermis beschrieben. Desmosomen nehmen zirkuldre Bereiche benachbarter
Plasmamembranen ein. Sie fangen durch die Verbindung mit den intermediaren
Filamenten Scherkrafte und Druck auf. Zonula adhaerens und Desmosomen bilden
zusammen mit den Tight junctions den sogenannten Haftkomplex [44]. Desmosomen
zahlen zu den interzellularen Verbindungen und fligen die Gewebe mechanisch
aneinander [57, 118]. Der Interzellularspalt betragt 20 — 40 nm. Um eine solche
Verbindung der Zellen zu gewahrleisten gibt es Zelladhasionsmolekile. Die nicht
klassischen Cadherine der Cadherin-Superfamilie Desmoglein und Desmocollin sind
als Adhasionsmolekile beteiligt [31, 32, 63]. Morphologisch kénnen im Desmosom drei
Zonen unterschieden werden. Die extrazellulare Region sowie eine dufere (ODP) und
eine innere (IDP) Zone mit dichten Plaque [39]. Die desmosomalen Cadherine
Desmocollin und Desmoglein sind Calcium-abhangige Glykoproteine und tberbriicken
den Interzellularraum, wo sie mit ihrem extrazellularen Anteil die Adhasion initiieren. Es
existieren drei Isoformen von Desmocollin und vier von Desmoglein [31, 36]. Die
zytoplasmatischen Anteile sind mit Proteinen der desmosomalen Plaque verbunden.
Diese sind Plakoglobin, Plakophilin und Desmoplakin [54, 64, 65]. Plakoglobin bindet
direkt an die zytoplasmatischen Schwanze der desmosomalen Cadherine und ist
Mitglied der Armadillo Gen-Familie [135]. Desmoplakin, als Mitglied der Plakin Familie,
interagiert Uber sein Aminoende sowohl mit Plakoglobin als auch mit einem anderen
Mitglied der Armadillo Familie, dem Plakophilin [33, 58]. Ebenso kontrolliert
Desmoplakin Uber seine Glycin-Serin-Arginin-reiche Domane am C-Terminus die

Verbindung zu den Keratin-Intermediar-Filamenten im Bereich der IDP [58].
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2.5.3 Die Tight junctions

Tight junctions werden aus 40 verschiedenen Proteinen gebildet. Beteiligt sind
Mitglieder aus Multigen Familien und die drei Transmembranproteine Claudin, Occludin
und Junctional Adhesion Molecule (JAM). Des Weiteren sind zytoplasmatische
Proteine beteiligt [118]. Die integralen TJ Proteine Uberspannen apikal den
interzelluldaren Raum ringférmig und kontinuierlich. Zwischen zwei benachbarten
Zellmembranen ist der interzellulare Raum obliteriert. Die TJ sind fir die Regulation
des parazellularen Flusses von Ilonen, Makromolekilen und Immunzellen
verantwortlich [8]. Sie regulieren passiv die Diffusion von lonen und kleinen
ungeladenen gelésten Molekilen durch den parazellularen Raum. Die TJ Barriere ist
kationenselektiv. ~ Auf  zytoplasmatischer  Seite der TJ befinden sich
elektronenmikroskopisch sichtbare Plaques welche mit Proteinen assoziiert sind [113].
Es wird vermutet, dass TJ Poren bilden kénnen, welche in der Lage sind dynamisch zu
reagieren [6, 35, 113, 116]. Weiterhin bestehen sie aus Plaqueproteinen welche PDZ-
Domanen exprimieren, die als Verbindung zwischen integralen TJ Proteinen und dem
Aktin-Zytoskelett dienen [113]. Die TJ koénnen mit regulatorischen Proteinen,
tumorsupprimierenden-, transkriptionellen- und posttranskriptionellen  Faktoren

assoziiert sein [7].

2.5.3.1 Integrale Membranproteine: Occludin, Claudin und JAM

Occludin wurde 1993 als erstes Transmembranprotein beschrieben [51]. Es handelt
sich hierbei um ein ca. 60 kDa groftes Protein, welches die Membran vierfach
durchspannt. Es besitzt zwei extrazellulare Schleifen, welche je durch eine kurze
zytosolische Schleife voneinander getrennt sind. Sowohl das Amino- als auch das
Carboxyende sind zytosolisch lokalisiert. Das Carboxyende ist reich an Serin, Threonin
und Tyrosin. Durch die Bindung von ZO-1 stellt es eine Verbindung zum Zytoskelett
her. In der ersten extrazellularen Schleife befindet sich ein hoher Gehalt (~63 %) an
Tyrosin und Glycin, in der Zweiten ein erhdhter Anteil an Tyrosin. Die extrazellularen
Schleifen halten die Zell-Zell-Verbindung aufrecht und sind vermutlich an der
Ausbildung der parazellularen Barriere beteiligt [113]. Occludin liegt in Tight junctions
vor allem Serin/Threonin phosphoryliert vor [107]. Es wird vermutet, dass Occludin
wegen seiner ungeladenen extrazellularen Reste und da es nur in zwei Isoformen
vorkommt, nicht fahig ist Poren zu bilden. Die Rolle des Occludins fir die

Barrierefunktion der Epithelzellen ist nicht hinreichend geklart. In Versuchen mit
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Mausen, denen das Occludin fehlte, blieben epithelialer und parazellularer Widerstand
gleich [106, 117]. Jedoch konnten barrieredhnliche Eigenschaften in Bezug auf lonen
und kleine geldste Teilchen in anderen Experimenten bestatigt werden [85, 145]. Eine
Uberexpression in MDCK (Madin Darby canine kidney) Zellen steigert sowohl den
TER, dies ist zurickzufihren auf eine reduzierte lonenpermeabilitat, als auch den

transepithelialen Fluss [113].

Claudin gehort zu einer Protein-Familie von 24 Mitgliedern. Die Gene dieser Familie
codieren Proteine mit einer molekularen Grofde von 20 — 27 kDa [92, 130]. Es handelt
sich um ein die Membran vierfach durchspannendes Protein, mit kurzen
zytoplasmatischen Amino- und Carboxyenden [49]. Claudine setzen sich aus zwei
extrazelluldaren Schleifen mit variabel geladenen Aminosduren und zwei kurzen
intrazellularen Schwanzen zusammen. Die erste extrazelluldre Schleife besteht aus
49 — 52 Aminosauren und beeinflusst die parazellulare Ladungsselektivitat. Die Zweite
besteht aus 16 — 33 Aminosauren. Sie fungiert als Rezeptor flir bakterielle Toxine
[130]. Der COOH-Terminus endet mit YV (Valin und Tyrosin), auf3er bei Claudin-12. YV
binden an sogenannte PDZ-Domanen von Proteinen und an die Zonula Occludens
Proteine ZO-1, Z0O-2 und ZO-3. Alle Claudine besitzen am Carboxyende eine PDZ-
Domane welche zytoplasmatische Proteine Uber deren PDZ-Doméne bindet [92, 113,
116]. Die grolle Anzahl der verschiedenen Claudine und ein grolier Bereich des
isoelektrischen Punkts lassen darauf schlieen, dass diese Proteine den Bereich der
lonenselektivitat in verschiedenen Epithelien beeinflussen und an der Bildung von
ionenselektiven Poren beteiligt sind [113]. Claudine sind nahezu essentiell fir die
Aufrechterhaltung der Barrierefunktion. In Versuchen mit Claudin-1-Knockout Mausen
starben die Tiere innerhalb von 24 Stunden nach Geburt aufgrund von massiven
Flussigkeits- und Elektrolytverlusten [50, 52]. Als Barriere-formendes Element kdnnen
einige Claudine Kanale bilden [92]. So ist das Claudin-2 haufig in permeablen

Epithelien anzutreffen und formt dort kationenselektive Kanale [6, 35, 144].

JAM’s sind Mitglieder der Immunglobulin Superfamilie und sind ebenfalls mit TJ
assoziiert. JAM durchspannt die Plasmamembran einfach und hat zwei extrazellulare
V-Typ Ig-Domanen, dessen NH,-Ende mit dem homologen Partner der Nachbarzelle
interagieren kann. Bei JAM-1 handelt es sich um ein 43 kDa grof3es glykolisiertes
Protein. JAM-1 ist ein Kalzium-abhangiges Adhasionsprotein. Sein transmembranarer
Anteil hat auf der intrazelluldaren Seite ein COOH-Ende, welches mit der PDZ 3-
Doméne des ZO-1 und der PDZ 9-Domane des Multi-PDZ-Domain-Proteins (MUPP-1)
Verbindungen eingehen kann. JAM-1 erleichtert die Migration von Monozyten durch

den parazellularen Weg. Weitere Mitglieder dieser Familie sind JAM-2, auf
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endothelialen Zellen, JAM-3, auf T-Zellen und Endothelzellen, und JAM-4 auf
intestinalen Epithelzellen und auf den Glomeruli der Niere. In Studien konnte
herausgefunden werden, dass ZO-1 als Verbindung zwischen JAM-1 und Claudin Uber
seine PDZ 3- und PDZ 1-Domaéne dient [82].

2.5.3.2 Die Bedeutung der Zonula occludens Proteine

Die ZO-Proteine spielen eine wesentliche Rolle in der Organisation des Epithels, der
Zellstruktur und der Formation der Barriere. Es wird angenommen, dass die ZO-
Proteine ebenfalls von grof3er Bedeutung im Zusammenhang mit der epithelialen
Morphogenese und der zytoskelettalen Architektur sind [76]. Die ZO-Proteine gehdren
zur Familie der Membrane-Associated Guanylate Kinase (MAGUK) Proteine [113]. Es
handelt sich hierbei um Multidomain-Polypeptide. ZO-1 ist 255 kDa grof3 und wurde
1986 entdeckt [125]. Es existieren zwei Isoformen, Zo-1-a* und ZO-1-a”. Der N-
Terminus besteht aus drei PDZ-Domanen und kann Verbindungen mit allen TJ
Proteinen eingehen. Seine PDZ 1-Domane kann Claudin binden. Seine PDZ 2-
Domane kann mit ZO-2 und ZO-3 sowie mit dem Gap junction Protein Connexin 43
interagieren. Auferdem kann es mit Occludin Verbindungen eingehen und dieses zum
Aktin-Zytoskelett verbinden. Seine PDZ 3-Doméane kann JAM Proteine binden und mit
anderen Proteinen wie Ras und Cingulin interagieren. Das ZO-1 Protein hat somit eine
Gerustfunktion. Sein COOH-Terminus dient als Anker zum Aktin-Zytoskelett. Auch die
AJ Proteine a-Catenin und Afadin kénnen an den N-Terminus von ZO-1 und ZO-2
binden [73, 81].

Wahrend der Morphogenese oder Reparaturvorgangen von Epithelien miissen neue
TJ-Barrieren ausgebildet werden. Wahrend dieser komplexen Prozesse ist die initiale
Bildung von adhasiven Zell-Zell-Kontakten und die Rekrutierung der
Transmembranproteine Claudin, JAM, Occludin und Tricellulin, welche an der
Ausbildung der parazellularen Barriere beteiligt sind, notwendig [3, 42]. Dabei bildet
sich zunachst ein umschriebener Bereich aus Cadherin-Catenin Komplexen zwischen
zwei Membranen aus. Diese initialen Kontakte bilden die Zonula adhaerens aus. Es
wird hierbei eine Wechselwirkung mit dem Aktin-Zytoskelett Gber komplexe Signalwege
vermutet [142]. Den ZO-1 und ZO-2 Proteinen kommt bei diesen Prozessen die Rolle
des TJ-Zusammenbaus zu. In Studien wurden die Auswirkungen des Mangels von ZO-
1 und ZO-2 untersucht. Der TJ-Zusammenbau war dadurch verhindert. In anderen

Studien konnte im Mausexperiment gezeigt werden, dass eine gezielte
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Desorganisation von ZO-1 oder ZO-2 zu Letalitat fuhrt, sowie zu einer Stérung der
parazellularen Barriere und dem Strukturverlust der Zellkontakte [77, 140]. Es wird
vermutet, dass die ZO-Proteine an dem Einbau der TJ-Transmembranproteine in die
Barriere-Strange, und an der Eingliederung dieser in den AJC (Apical junctional
complex) beteiligt sind. Sie kdnnen als vorriibergehendes Gerist fir andere Proteine
wie Claudin, Occludin oder Tricellulin fungieren. Ihre Fahigkeit Komponenten des
Aktin-Zytoskeletts zu binden und Cadherin vermittelte Zell-Zell Kontakte zu fordern,
spielen hierbei eine Rolle. Die ZO-Proteine kénnen eine direkte Verbindung des

Cadherin-Catenin-Komplexes steuern [73, 81].
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2.6 Tight junctions und TER in vitro

Das Gingivaepithel hat die Fahigkeit in vitro Tight junctions auszubilden ebenso
einen transepithelialen elektrischen Widerstand. Dies wurde bereits 1999 in einer
Studie von Meyle et al. bestatigt. Humane gingivale Keratinozyten (HGK), MDCK
Zellen und HaCaT Zellen wurden im Vergleich mittels Gefrierbruchtechnik,
elektronenmikroskopisch und durch Messung des TER untersucht. Bei allen drei
Zelltypen konnte das Vorhandensein von Tight junctions demonstriert werden. Bei den
HGK konnten in vitro Tight junctions geringer Komplexitat dargestellt werden. Diese
waren groftenteils im Gefrierbruch auf der protoplasmatischen Seite der Zellmembran
lokalisiert. Auch Desmosomen wurden nachgewiesen. Die gemessenen TER bewegten
sich zwischen den Werten der low resistance-MDCK Zellen und den high resistance-
MDCK Zellen [88]. In friheren Studien konnte ebenfalls gezeigt werden, dass MDCK
Zellen in der Lage sind, polarisierte Epithelien in vitro auszubilden. Des Weiteren
waren diese in der Lage Tight junctions als effektive Barriere auszubilden. Dies konnte

Uber einen hohen TER als Marker fur die Barrierefunktion gezeigt werden [27].

Die Barrierefunktion des Epithels wird durch Messung des elektrischen Widerstands
Uber dem Epithel bestimmt. Die Fahigkeit einen messbaren TER auszubilden wird in
Studien genutzt, um die Integritat eines Epithels unter verschiedenen Einflissen testen
zu kénnen. Es kdnnen verschiedene Epithelien verschiedener Organismen miteinander
verglichen werden, und der Einfluss verschiedener Substanzen auf verschiedene
Epitheltypen untersucht werden. Die Tatsache, dass immortalisierte Keratinozyten
ahnliche Eigenschaften aufweisen wie Primarkulturen, erleichtert die wissenschaftliche
Arbeit auf unterschiedlichen Forschungsgebieten [59]. Der TER als zuverlassiger
Marker fir den Nachweis von interzellularen Kontakten wie Tight junctions, dient als
solcher auch als Nachweis einer Barriere des Zellverbundes [59]. Der TER wird auf die
Epithelflache bezogen und hat die Einheit Q x cm?. Eine Zerstérung der TJ Proteine
geht mit einer Erniedrigung des TER einher. Der TER ist von der intrazellularen
Calcium-Konzentration abhangig. Steigt die Ca*-Konzentration, sinkt die NaCl
Diffusion [97].
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2.7 Laktatdehydrogenase

Um die Zytotoxizitat der Inhaltsstoffe in vitro nachzuweisen, wurde in vorliegender
Studie die Enzymaktivitat der Laktatdehydrogenase genutzt. Diese wird von zerstdrten
Zellen freigesetzt und kann im Zellkulturmedium nachgewiesen werden. Die Aktivitat
der LDH wird mittels eines enzymatischen Tests ermittelt. Nach der Oxidation von
Laktat zu Pyruvat durch LDH und einer Reduktion von NAD* zu NADH/H" folgt die
Ubertragung von Wasserstoff, katalysiert durch die Diaphorase, auf das Tetrazolium-
Salz 2-[4-lodophenyl]-3-[4-nitrophenyl]-5-phenyltetrazoliumchlorid  (INT). In zwei
Redoxreaktionen entsteht das rot gefarbte Formazan-Salz, dessen optische Dichte
(OD) kolorimetrisch bei 490nm (Referenzwellenlange 690 nm) gemessen wurde [105].
Die Menge an LDH ist proportional der Menge des Formazan-Salz und proportional der

Anzahl der geschadigten Zellen [132].
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2.8 Inhaltsstoffe von Zahnpasten und deren Wirkung

Um die orale Mundhygiene effektiv zu gestalten, empfiehlt es sich Zahnpasta zu
benutzen. Verbraucher erwarten von einer Zahnpasta mehr, als nur die Entfernung von
Nahrungsresten und weichen Belagen. Sie sollte kariespraventiv wirksam sein und in
diesem Zusammenhang die Demineralisation reduzieren und die Remineralisation
fordern. Sie soll vorbeugend auf bakterielle Plaque und Gingivitis wirken und
supragingivale Zahnsteinbildung reduzieren sowie Hypersensibilititen vermindern.
Aulerdem sollte sie den Atem erfrischen und gegebenenfalls aufhellende Wirkung
besitzen. Der Schwerpunkt der Forschung, die sich mit Zahnpasta beschaftigt, liegt auf
dem Ziel multifunktionelle Produkte herzustellen. Die Inhaltsstoffe bedingen die
Eigenschaften der Zahnpasten. Sie schitzen die Paste vor dem Austrocknen, sind
Konsistenzbildner, verbessern den Geschmack und die Farbe. Sie schaumen,
bestimmen die Abrasivitat und sind Losungsmittel fir nicht wasserlésliche Substanzen.
Sie konservieren die Paste und kdnnen therapeutische Wirkung haben. Inhaltsstoffe
sind unter anderen Wasser (20 — 40 %) und Putzkérper (20 — 40 %), wie Kreide
Kalziumkarbonat, Dikalziumkarbonat,Dikalziumphosphatdihydrat, Natriummeta-
phosphat, Kieselgele, feindisperse Kieselsdure und  Aluminiumoxidhydrate. Des
Weiteren Feuchthaltemittel (z. B. Glyzerin, Sorbit) und Bindemittel wie z. B. Xanthan.
Auflerdem sind Aromastoffe wie Pfefferminzdl, Menthol oder Eukalyptusdl und
Sussstoffe (Saccharin, Aspartam, Xylit) enthalten. Tenside, wie das anionische
Natriumlaurylsulfat aber auch kationische, nichtionische Tenside und Amphotenside
gehoéren zu den Inhaltsstoffen. Ebenso sind Konservierungsstoffe (z. B. PHB-Ester,
Benzoesaure) und Farbstoffe (z. B. Indigotin) enthalten. Als therapeutische Wirkstoffe
werden Fluoride (Natriumfluorid, Natriummonofluorphosphat, Zinnfluorid) fir die
Karieshemmung und die Remineralisierungsférderung zugesetzt, aulerdem
Plaguehemmer wie Chlorhexidin oder Triclosan. Pyrophosphate, Polyphosphate,
Phosphonate und Zinkcitrat als Zahnsteininhibitoren. Vitamine und Pflanzenextrakte
kénnen enthalten sein, aullerdem Adstringenzien wie Aluminiumchlorid oder
Aluminiumlaktat [123, 137].
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2.8.1 Natriumlaurylsulfat

Beim Natriumlaurylsulfat (Sodiumlaurylsulphate) handelt es sich um ein anionisches
Tensid. Chemisch handelt es sich um ein Monoester der Schwefelsaure, bestehend
aus einer langkettigen Alkylgruppe (C42) und einem modifizierten Sulfatanion mit einem
Natriumkation. Es besitzt ein gutes Schaum-, Netz- und Waschvermoégen [29]. Es ist
ein wichtiger Bestandteil einiger Zahnpasten, ebenso gehort es zu den Inhaltsstoffen
einiger Shampoos, Handwaschmittel und Waschmittel. SLS ist ein potenter
antimikrobieller Zusatz mit antibakteriellen Effekten in vitro und in vivo [90, 91].
Verschiedene Studien haben einen moglichen allergieausldsenden und hautreizenden
Effekt durch SLS untersucht. Die Applikation von SLS kann zu einer dosisabhangigen
Kontakt-Dermatitis fihren. Die Ursache darin liegt in einem dosisabhangigen Anstieg

der Wasserdurchlassigkeit der Epidermis [9, 17].

2.8.2 Triclosan

Das nichtionische, antimikrobielle Triclosan gehért zu den polychlorierten
Phenoxyphenolen. Triclosan wird in Kosmetikartikeln, wie zum Beispiel Zahncreme,
Deodorants und Seifen eingesetzt, auch in Haushaltsreinigern und Waschmitteln. Es
besitzt eine antiseptische und desodorierende Wirkung. Es ist ein biozider Wirkstoff
und ein Bestandteil von Desinfektionsmitteln, die in Arzt- und Zahnarztpraxen sowie in
Krankenhausern eingesetzt werden. Haufig ist er als bakterienhemmender Zusatz und
Konservierungsmittel in Zahnpasten enthalten [66]. In der Vergangenheit wurde in
mehreren Studien bereits darliber berichtet, dass Triclosan eine potente antibakterielle
Wirkung hat. So verglichen Wade und Addy 1992 vier verschiedene triclosanhaltige
Zahnpasten mit Fluoridzahnpasten und mit Lésungen, welche Triclosan und SLS in
Kombination oder einzeln beinhalteten, bezlglich ihrer antibakteriellen Wirkung. Die
meisten Mikroorganismen reagierten ahnlich auf Triclosan wie auf SLS. Ausnahmen
bildeten Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A.a.) Stamme, deren Proliferation
mehr durch Triclosan gehemmt wurde und Prevotella intermedia, deren Proliferation
mehr durch SLS gehemmt wurde. Zur antibakteriellen Aktivitat triclosanhaltiger
Zahnpasten wurde gezeigt, dass Zahnpasten welche zusatzlich Zinkcitrat enthalten
effektiver sind, als solche die keines enthalten. Die antibakterielle Wirkung von SLS
und Triclosan in Kombination ist nur geringfligig hoéher als die Verwendung der
einzelnen Substanzen, beide erganzen sich jedoch in ihrer Wirkung gegenuber

verschiedenen Mikroorganismen [134]. Die Antiplaque-Aktivitat und der Effekt auf die
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Entwicklung einer Gingivitis durch Triclosan untersuchte Saxton et al. (1986). Die
Forschungsgruppe untersuchte den Effekt von Zahnpasten, welche in Kombination
oder einzeln, 1 % Zincitrat und 0,5 % Triclosan enthielten. Zinkcitrat und Triclosan in
Kombination zeigten die deutlichste Verminderung der Plagueakkumulation [111]. In
weiteren Studien konnten diese Ergebnisse unter Verwendung niedrigerer
Konzentrationen von Zinkcitrat (0,5 %) und von Triclosan (0,2 %) bestatigt werden
[112, 124]. In frGheren Studien wurde demonstriert, dass nach der Spllung mit
wassrigen Verdlnnungen (Slurriers) von Colgate Total (Sodiumfluoride, Triclosan 0,3
%, Sodiumlaurylsulphate) Uber vier Tage eine plaguehemmende Wirkung eintrat [20].
Zudem koénnen Kurzzeiteffekte einer Parodontalbehandlung unter Verwendung einer
triclosanhaltigen Zahnpasta verlangert werden. Kerdvongbundit et al. (2003)
untersuchte den Effekt einer Triclosan/Copolymer/Fluorid-Zahnpaste auf den
Heilungsprozess nach einer PAR Therapie bei Rauchern. Als Ergebnis der 24-
monatigen Studie wurden bei der Testgruppe deutlich verbesserte Mundhygiene-
Bedingungen, gingivale Gesundheit und ein verbesserter parodontaler Status ermittelt.
[78]. Die Wirkung von Triclosan auf die Mediatoren der gingivalen Entziindung
untersuchten Gaffar et al. (1995). Die Forschergruppe zeigte, dass die
antiinfammatorische ~ Wirkung von  Triclosan auf einer Hemmung der
Stoffwechselwege, welche Entziindungsmediatoren bereitstellen, beruht. So wurden
die Enzyme Zyclooxygenase | und Il, die 5-Lipoxygenase und die 15-Lipoxygenase
durch Triclosan gehemmt [53]. Triclosan kann die Nebenwirkungen von SLS, wie
Abschuppung des Epithels und brennende Schmerzen, reduzieren [133]. Auch die
Hautreaktionen, die SLS auslost, kénnen von Triclosan gemindert werden [14]. Eine
Studie untersuchte die Wirkung von Triclosan nach Nickelexposition auf der Haut
mittels Patch-Test. Die lokalen Symptome der Patienten mit Nickelallergie konnten
durch die Applikation von Triclosan reduziert werden. Die Autoren vermuteten, dass

Triclosan die von den Lymphozyten exprimierten Entziindungsmediatoren hemmt [15].

Bei dem vermehrten Einsatz von Triclosan, in flir den Verbraucher zuganglichen
Produkten  (Haushaltsreiniger  oder  Koérperpflegeprodukte) mit  geringen
Konzentrationen, kann es zur Selektion resistenter Erreger kommen. So kdnnen
Escherichia coli, Pseudomonas aeroginosa und Staphylococcus aureus Resistenzen
gegenuber Triclosan entwickeln [22]. Der Hemmmechanismus von Triclosan zielt auf
die in Mikroorganismen vorhandene Enoyl-Acyl-Carrier Protein-Reductase ab.
Triclosan bindet an die aktive Seite des Enzyms und hemmt dieses. Das Enzym ist
essentiell fir die Fettsdure-Biosynthese von grampositiven und gramnegativen

Bakterien. Bei niedrigen Konzentrationen von Triclosan kann es zu Punktmutationen
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und Resistenzbildungen kommen [22]. 2004 zeigten Randall et al. in einer in vitro
Studie, dass sich die durchschnittliche Mutationshaufigkeit von Antibiotika- oder
Cyclohexanresistenzen um den Faktor 10 bis 100 bei Stdmmen von Salmonella

enterica erhdhten, wenn diese zuvor mit Triclosan behandelt wurden [100].

Die Struktur von Triclosan ist ahnlich derer von Schilddriisenhormonen. Bei
Tierversuchen kam es bei Ratten zu einer dosisabhangigen Reduktion von Thyroid-
Hormonen [148]. Beim Menschen konnte dieser Effekt nicht nachgewiesen werden. Ein
Einsatz triclosanhaltiger Zahnpasta uber vier Jahre fihrte zu keiner klinisch relevanten
Veranderung der Schilddrisenfunktion [5]. In einer weiteren Studie wurde eine gestorte
Genexpression von Thyroid-Hormonen, nach Exposition von Triclosan, in Kaulquappen
analysiert, was eine verfriihte Metamorphose induzierte [131]. Es besteht aulRerdem
ein Zusammenhang zwischen der Exposition mit Triclosan und dem Nachweis von
Triclosan in Muttermilch, Plasma und Urin [4]. Triclosan kann vom Menschen
absorbiert und im Korperkreislauf verteilt werden. Die Plasmakonzentrationen kénnen
mit der Verwendung von triclosanhaltigen Produkten korrelieren [4]. Bei Tierversuchen
mit Mausen konnte gezeigt werden, dass eine Triclosanverabreichung chronische
Leberschaden und Apoptose verursachte. Uberlebende Hepatozyten proliferierten
kompensatorisch, und es entwickelte sich eine Leberfibrose. Die beschriebenen
hepatischen Veranderungen koénnten mogliche &tiologische Faktoren fir die

Entstehung von Leberkrebs beim Menschen darstellen [146].

Durch den vermehrten Einsatz von Triclosan in z. B. Handwaschseifen, Deodorants
oder Zahnpasten in den letzten Jahrzehnten kam es zu einer Anreicherung von
Triclosan in Abwassern. Aufbereitetes Abwasser enthalt immer noch Reste von
Triclosan. Diese kénnen durch Einwirkung von Sonnenstrahlung in giftige

Dioxinverbindungen bergehen [24].
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2.8.3 Zahnpasten mit Pflanzenausziigen

Die multifaktoriellen Eigenschaften pflanzlicher Inhaltsstoffe koénnen sowohl
antiseptische, antiinflammatorische, antibakterielle, antifungale, fungistatische,
virustatische, antiallergene, adstringierende und antispasmische Wirkung aufweisen
[38, 62, 132]. Sie kénnen jedoch auch Kontaktallergien und Ekzeme auslésen oder
zytotoxisch wirken [38, 79, 96, 128, 132].

Die antibakteriellen Eigenschaften von Pflanzenausziigen wurden in der
Vergangenheit in verschiedenen Studien untersucht [67, 129]. Van der Weijden et al.
(1998) testeten in vitro die hemmende Wirkung von drei pflanzlichen Auszligen. Es
handelte sich dabei um eine Mischung aus Wacholder, Nesseln und Schafgarbe 1:1:1.
Diese wurden gegen Mikroorganismen eingesetzt. Aulerdem untersuchten sie in vivo
den Effekt von Mundspulungen, die Auszlge dieser Krauter enthielten, auf Plaque und
Gingivitis. In der Studie hatten die Mundspullésungen keinerlei Wirkung auf Plaque und
Gingivitis. Es konnte eine gering antibakterielle Wirkung gegen Streptococcus mutans
gezeigt werden. Streptococcus mitis reagierte auf die Pflanzenausziige am
sensitivsten, es resultierte eine Wachstumshemmung [129]. Heisey et al. (1992)
testeten die antibakteriellen Effekte von 60 Pflanzenausziigen auf S. mutans und
andere Mikroorganismen. Wachholder zeigte einen inhibitorischen Effekt auf das
Wachstum von S. mutans. Brennnessel und Schafgarbe wiederrum zeigten keinerlei
antimikrobielle Aktivitdt [67]. Die Zahnpasta Parodontax enthalt eine Mischung aus
Myrrhe, Echinacea, Kamille und Ratanhia. Versuche zeigten, dass diese das
Wachstum von S. mutans und Actinomyces viscosus hemmen kann [141]. In einer
Vergleichsstudie, zwischen einer Zahnpasta ohne pflanzliche Auszige und
Parodontax, gab es keine signifikanten Unterschiede in der Effektivitat hinsichtlich der
Plague- und Gingivitiskontrolle. Beide Zahnpasten waren diesbeziiglich &hnlich

wirksam [93].

2.8.4 Zink

Zink hat einen stabilisierenden Effekt auf die Mukosa. Es reagiert mit negativ
geladenen Membranproteinen [18]. Die Kombination von Triclosan und Zink vermindert
durch SLS hervorgerufene Hautirritationen starker als Ticlosan allein [120]. Lésungen
mit Triclosan und Zink verminderten signifikant erythematdse Effekte von SLS auf

oraler Mukosa [119].
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3. Studienziel

Das Ziel dieser Studie war die Untersuchung des Einflusses verschiedener
kommerziell erhaltlicher Zahnpasten auf die gingivale epitheliale Barriere in vitro. Die
Ergebnisse dieser Arbeit sollen dazu beitragen, aufzuklaren, ob Inhaltsstoffe die
Barrierefunktion des Gingivaepithels beeinflussen. Es sollte der Verlauf der
Entwicklung des TER unter Einfluss der Zahnpasten in den Verdinnungsstufen 1:100
und 1:1000 untersucht werden. Weiterhin sollte die Zytotoxizitdt der Zahnpasten

getestet werden.

4. Arbeitshypothesen

H1 = Die Inhaltsstoffe von Zahnpasten haben einen Einfluss auf die epitheliale
Barrierefunktion. Sie zerstéren Zellkontakte konzentrationsabhangig und induzieren

dadurch einen Zusammenbruch des TER.

H2 = Die Inhaltsstoffe von Zahnpasten haben konzentrationsabhéngig ein

zytotoxisches Potential.
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5. Material und Methode

Es handelte sich um eine in vitro Studie. Die Zahnpasten wurden einfach verblindet
getestet. Die Auswirkungen auf die Barrierefunktion des Epithels wurden mit Hilfe der
Messung des transepithelialen elektrischen Widerstands und eventuelle zytotoxische
Wirkungen der Zahnpasten mittels LDH-Release-Test (Laktat-Dehydrogenase Test)

ermittelt.

Samtliche Arbeiten wurden unter einer sterilen Werkbank durchgefihrt. Alle

verwendeten Lésungen und Medien wurden auf 37°C temperiert.

5.1 Eingesetzte Zellen

Primare humane Keratinozyten sind in vitro nur bedingt einsetzbar. Neben ihrer
begrenzten Verfugbarkeit haben sie eine kurze Lebensspanne und kénnen oft nur 6 —
10 Passagen kultiviert werden [88]. In einer friheren Studie wurden, mittels der
Onkoproteine E6 und E7 des Humanen Papillomavirus (HPV), primére Keratinozyten
immortalisiert [59]. Mittels Durchflusszytometrie konnte der Nachweis eines
vergleichbaren Zytokeratinmusters zwischen primaren Keratinozyten und den
genetisch veranderten Zellen gezeigt werden. Es konnten in beiden Zellarten die
Zytokeratine 2, sowie Involucrin und Filaggrin als Marker fir die Differenzierung von
Zellen nachgewiesen werden. Zytokeratin 19, als Marker fir die proliferative Kapazitat
von einfachen Epithelien, wurde sowohl in primaren als auch in immortalisierten Zellen
gefunden. Claudin 1 als eine der Hauptkomponenten der Tight junctions [49], wurde
durch Immunfarbung ebenfalls in den immortalisierten Zelllinien nachgewiesen. Die
Zelllinien waren in der Lage einen transepithelialen elektrischen Widerstand
auszubilden, was mit der Ausbildung von Tight junctions korreliert [88]. Sowohl primare
als auch immortalisierte Keratinozyten wiesen einen uber mehrere Tage stabilen TER

auf.

In vorliegender Studie kamen immortalisierte humane gingivale Keratinozyten der
Zelllinie Gie NO3B11 (applied Biological Materials Inc, Richmond, Canada) zum

Einsatz.
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5.2 Verwendete Zahnpasten

Vier verschiedene Zahnpasten (Tabelle 1), in jeweils 2 Chargen, wurden untersucht.

Die Versuche erfolgten jeweils in drei unabhangigen Ansatzen.

Tabelle 1: Verwendete Zahnpasten und deren Inhaltsstoffe

Substanz Hersteller Ort Land | Inhaltsstoffe /
Herstellerangaben
Colgate Total Co|gate Hamburg DE Aqua ,Hydrated Silica, Glycerin, Sorbitol, PVYM/MA
Ad hed Pal l Copolymer, Sodium Lauryl Sulfate, Aroma,
vanche aimolive Cellulose Gum, Sodium Hydroxide, Sodium
whlthenlng Fluoride, Carrageenan, Triclosan, Sodium
Saccharin, Mica, Limonene, Cl 77891, Cl 42090
Dontodent dm- Karlsruhe DE Aqua, Sorbitol, Hydrated Silica, Sodium C14-16
Kraut D . Olefin Sulfonate, Aroma, Cellulose Gum,
rauter rogerie- Disodium Pyrophosphate, Tetrapotassium
Markt Pyrophosphate, Chamomilla Recutita Flower
Extract, Salvia Triloba Leaf Extract,
Commiphora Abyssinica Resin Extract,
Mentha Arvensis Herb Oil, Sodium Fluoride,
Sodium Saccharin, Cl 42090, CI 47005, CI 77891
Rot Weiss DENTAL Dresden DE Aqua, Calcium Carbonate, Hydrated Silica,
K tik Propylene Glycol, Glycerin, Sorbitol, Sodium
osmetl Lauryl Sulfate, Cellulose Gum, Aroma, Sodium
GmbH + Co Monofluorophosphat, Sodium Saccharin, Sodium
KG Methyparaben, Limonene
Aronal GABA Ldrrach DE Aqua, Aroma, Cellulose Gum

(Carboxymethylcellulose)

CI 77891 (Titanium Dioxide, weil}) Glycerin,
Hydrated Silica,

Limonene, PEG-12, Potassium Hydroxide,
Potassium Nitrate,

PVM/MA Copolymer, Sodium Fluoride, Sodium
Lauryl Sulfate, Sodium Saccharin, Sorbitol,
Tetrapotassium, Pyrophosphate,

Xanthan Gum, Zinc Citrate
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5.3 Zellbiologische Methoden

5.3.1 Kultivierung der Zellen

Als Zellkulturmedium fir die immortalisierten Keratinozyten wurde ein Medium

modifiziert nach LAUER verwendet [80]. Fir 200 ml Medium wurde eine Lésung aus

den in Tabelle 2 dargestellten Substanzen hergestellt.

Tabelle 2: Substanzen Medium modifiziert nach LAUER

Substanz Hersteller Ort Land
Cholera Toxin (107 List Biological California USA
M/ml) Vibrio cholera Laboratories, Inc.

Type Inaba 569 B Azide

free

DMEM (Dulbecco’s Invitrogen Gibco Auckland NZ
modified Eagle’s minimal

essential medium), High | 21068028

Glucose 1x, no

Glutamine, no Calcium,

no HEPES, no Sodium

Pyruvate

Ham’s-F12 Nutrient Invitrogen Gibco Auckland NZ
Mixture 1x + L-

Glutamine

HEPES (4-(2- Gibco life Auckland NZ
hydroxyethyl)-1- Technologies

piperazineethanesulfonic

acid) Buffer (1 M)

Human-Epidermal Gibco Auckland NZ
Growth Factor (1 pg/ul)

Hydrocortison (10 ug/ml) | Sigma-Aldrich St.Louis USA
Insulin-Transferrin- Invitrogen Gibco Auckland NZ
Selenium-X 100 x

Pen/Strep (Penicillin- Gibco Auckland NZ

Streptomycin Mixtur)
(10* U/ml)

Die Zellen wurden in 200 ml Zellkulturflaschen in 15 ml Zellkulturmedium modifiziert

nach LAUER Kkultiviert.
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5.3.2 Passagieren

Bei Bildung eines homogenen Zelllayers tritt eine Kontaktinhibition auf. Um dies zu
vermeiden wurden die Zellen zweimal wdchentlich passagiert, nachdem die Konfluenz
lichtmikroskopisch Uberprift wurde. Zunachst wurde das verbrauchte Medium mit einer
sterilen Glaspipette entfernt. Danach erfolgte ein PBS (Phosphate Buffered Saline) -
Waschschritt.

Tabelle 3: Substanzen Passagieren

Substanz Hersteller Ort Land
Fetales Kalberserum Biochrom AG Berlin DE
(FCS)10 %

(komplementinaktiviert)

EA:SEQ) (modifiziert nach SIEHE UBERSICHT MEDIUM MODIFIZIERT NACH LAUER

PBS-/-, pH 7,4 Invitrogen Gibco Auckland NZ
Phosphate Buffered
Saline 10x

Trypsin-EDTA-L6sung Gibco Auckland NZ
10 x (mit PBS verdinnt>
1x)

AnschlieRend wurden die Zellen mit 2 ml Trypsin-EDTA (-Ethylendiamintetraacetat)
benetzt und inkubiert, bis sie sich vom Boden der Zellkulturflasche ablosten. Danach
wurde den Zellen Medium modifiziert nach LAUER (4 ml), versetzt mit 5 % Fetalen
Kalberserum, hinzugefligt. Fetales Kalberserum (FCS) enthélt eine Reihe naturlicher
Proteaseinhibitoren, welche die Wirkung des Trypsins stoppen. Die Ldsung wurde
sorgfaltig resuspendiert. Die Menge an Suspension wurde 1:3 auf zwei grol3e Flaschen

gesplittet. Die neue Passagennummer wurde registriert.
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5.3.3 Zellzédhlung

Von der gelésten homogenen Zellsuspension wurden 10 uyl mit der Neubauer-
Zahlkammer unter dem Lichtmikroskop analysiert. Ausgezahlt wurden die vier
Eckquadrate, anschlieBend wurde der Mittelwert gebildet. Aus der Grole der
Zahlkammer ergibt sich der Multiplikator 10* mit der die Zellzahl pro Volumeneinheit

(ml) ermittelt wurde.

5.4 Vorbereitungen zum Versuchsstart fir den TER

Die Zellen wurden wie beschrieben mittels Trypsin gelést und mit Medium
(modifiziert nach LAUER, 2 mil/5 % FCS) abgestoppt. AnschlieRend wurden sie
ausgezahlt. Verwendet wurden Zellkulturplatten mit 24 Vertiefungen (Well) und
zugehdrige Einsatze (Insert) (Tabelle 64). Pro Insert sollte die definierte Zellzahl 3,25 x
10° Zellen betragen. Nach Berechnung der bendtigten Menge der Zellsuspension und
des Mediums wurde die jeweilige Menge an Suspension flir 5 Minuten bei 1000
Rotationen pro Minute (Rpm) zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und
verworfen und das Pellet mit dem berechneten frischen Medium versehen. Auf die 24-

Well Platte wurden folgende Ansétze verteilt.

e 1 x Blank: basal 900 yl Medium (modifiziert nach LAUER), apikal 400 pl
Medium (modifiziert nach LAUER)

e 2 x Kontrolle: basal 900 uyl Medium (modifiziert nach LAUER), apikal 400 pl
Zellsuspension

e Pro Zahnpasta je zwei Wells/Inserts fur die Verdunnungsstufen 1:100 und
1:1000, basal 900 pl Medium (modifiziert nach LAUER), apikal 400 ul

Zellsuspension

Die Well-Platte wurde inkubiert und nach 24 Stunden (Adhérenz) die erste TER-
Messung durchgefiihrt.

AnschlieRend wurde das apikale und das basolaterale Medium in allen Ansatzen
gegen ein Kulturmedium gewechselt, welches die Differenzierung der Zellen induzieren
soll. Das Fehlen proliferationsfordernder Substanzen wie Epidermal Growth Factor

(EGF), Hydrocortison, Insulin-Transferrin-Selenium sowie der Zusatz von Kalzium (264
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mg/L) und FCS soll die Differenzierung der Zellen induzieren (Tabelle 4). Der Prozess
der Differenzierung beinhaltet die Bildung von TJ und ist eine Voraussetzung flr die
Entwicklung des TER [88].

Tabelle 4: Substanzen Kulturmedium zur Differenzierung

Substanz Hersteller Ort Land

DMEM (Dulbecco’s | Invitrogen Gibco Auckland NZ
modified Eagle’s
minimal essential 31885023
medium), Low
Glucose, L—
Glutamine, Sodium
Pyruvate, no
HEPES

Fetales Biochrom AG Berlin DE
Kalberserum (FCS)
10 %
(komplementinaktivi
ert)

Ham’s-F12 Nutrient | Invitrogen Gibco Auckland NZ
Mixture 1x + L-
Glutamine

HEPES (4-(2- Gibco life Auckland NZ
hydroxyethyl)-1- Technologies
piperazineethanesu
Ifonic acid) Buffer (1
M)

Nach weiteren 24 Stunden wurde erneut eine TER-Messung (0 Stunden-Wert)

durchgefiihrt um festzustellen, ob der TER ausgebildet und stabil ist.

5.5 Herstellung der Zahnpastaverdinnungen

5 g der entsprechenden Zahnpasta wurden abgewogen und mit 5 ml sterilem
destilliertem Wasser versetzt. Anschliellend wurde beides im Vortex-Mischer griindlich
vermischt (fir ca. 10 min). Danach wurde die Mischung fir 15 min bei 6000 Rpm
zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde mit Kulturmedium zur Differenzierung

auf die Verdinnungsstufen 1:100 und 1:1000 verdinnt.
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5.6 Versuchsdurchfuhrung TER

Das Kulturmedium wurde sowohl apikal als auch basolateral in allen Ansatzen
vorsichtig abpipettiert und verworfen. Bei den Blanks und den Kontrollen wurde apikal
und basolateral das Kulturmedium zur Differenzierung erneuert. Bei den Ansatzen der
Zahnpastaverdinnung wurde basolateral das Kulturmedium zur Differenzierung
erneuert. Je 400 pl der einzelnen Verdinnungsstufen der Zahnpasten wurden in die
dafur  vorgesehenen Inserts apikal auf die Zellen gegeben. Die
Zahnpastaverdinnungen verblieben wahrend des gesamten Versuchszeitraums auf
den Zellen. Die Messung des TER erfolgte zu Versuchsbeginn t = 1 h stlindlich bis t =
8 h. Anschlieliende Messungen erfolgten nacht=24 h, t =48 hund t =72 h. In allen
Ansatzen erfolgte wahrend des Versuchs basolateral ein Wechsel des Kulturmediums

zur Differenzierung.

5.7 Manuelle Messung des TER

Die Widerstandsmessungen wurden mittels Voltohmmeter (Millipore) durchgefihrt.
Die Messung erfolgte fur jedes Insert an drei verschiedenen Stellen. Die Messelektrode
wurde anschliefend fir 15 min in 70 % Ethanol desinfiziert und danach bis zur

nachsten Messung in PBS -/- aufbewahrt.

5.8 Erfassen der Daten fir den TER

Far die Kontrollen, die Blanks und die Ansatze der Zahnpastaverdinnungen wurden
jeweils drei Einzelwerte gemessen. Diese Daten wurden in eine Excel-Tabelle
Ubertragen. Aus den Einzelwerten wurde je Ansatz der Mittelwert ermittelt.
AnschlielRend wurde dieser mit der Epithelflache multipliziert und der Leerwiderstand
wurde subtrahiert. Man erhalt den berechneten TER in Q x cm?. Aus dem berechneten
TER-Werten wurden die Mittelwerte und Standardabweichungen flir die einzelnen
Zahnpasten und deren Verdinnungsstufen gebildet. Diese wurden grafisch in Microsoft

Excel dargestellt. Die Entblindung erfolgte vor der statistischen Auswertung.
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5.9 Statistische Datenauswertung TER und LDH

Die statistische Auswertung der drei Versuche erfolgte mittels einer mehrfaktoriellen
Varianzanalyse mit Messwiederholungen (engl. Analysis of variance, kurz: ANOVA) im
Institut fir medizinische Informatik und Statistik der Justus-Liebig-Universitat Giessen.
Es handelte sich um eine explorative Datenanalyse. Die Ergebnisse der
Signifikanztests wurden als adjustierte p-Werte dargestellt (p adj fdr). Die fdr (false
discovery rate) wurde von Benjamini und Hochberg (1995) entwickelt, um den p-Wert
fur multiples Testen zu adjustieren. Dabei wird der p-Wert der gréfiten Unterschiede

am wenigsten korrigiert. Der p-Wert der kleinsten Unterschiede am starksten.

5.10 Vorbereitungen fur den Zytotoxizitatstest (LDH-Release)

Fur die Zeitpunkte 8 Stunden, 24 Stunden, 48 Stunden und 72 Stunden wurde
jeweils eine 96-Well Platte vorbereitet. Die eingesetzte Zellzahl pro Well betrug 0,5 x
10* Zellen/100 pl. Diese wurde rechnerisch nach Auszéhlung der Zellen ermittelt. Fiir
jede Verdunnungsstufe wurden drei Wells mit 100 ul Zellsuspension versetzt.
Zusatzlich wurden drei Wells fur die Low Control (Negativ-Kontrolle) und die High
Control (Positiv-Kontrolle) mit 100 ul Zellsuspension bestlickt. Die Negativ-Kontrolle
bestimmt die LDH-Freisetzung der unbehandelten Zellen. Die Positiv-Kontrolle
bestimmt die maximale LDH-Aktivitat der Zellen nach Zugabe von 5 ul Lyse-Lésung.
Des Weiteren wurden drei Kontrollen fir den Farbhintergrund (Blank) mit 100 ul
zellfreiem Medium angesetzt. Diese bestimmen die LDH-Aktivitat des zellfreien
Kulturmediums. Die Platten wurden anschlieend inkubiert. Nach 24 Stunden erfolgte
der Ersatz des Mediums durch Kulturmedium zur Differenzierung (100 pl) auf allen
Wells.

5.11 Versuchsdurchfihrung LDH

Nach weiteren 24 Stunden erfolgte lichtmikroskopisch die Kontrolle der Adharenz.
AnschlieBend wurden die Zahnpastaverdinnungen analog zum Versuch des TER

ebenfalls in den Verdinnungsstufen 1:100 und 1:1000 hergestellt (vgl. 5.5).
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Das verstoffwechselte Kulturmedium wurde in allen Wells vorsichtig abpipettiert.
Jeweils 100 pl jeder Verdlinnungsstufe wurden, einem zuvor erstellten Pipettierschema
folgend, auf die Zellen gegeben. Bei den Blanks und den Kontrollen erfolgte
gleichzeitig der Wechsel des Mediums. Auf die Platte zur Messung des 8 Stunden-
Wertes wurde 5 ul Lyse-Losung auf die Positiv-Kontrolle appliziert. Bei den Ubrigen
Platten erfolgte die Zugabe der Lyse-Lésung auf die Positiv-Kontrolle 18 Stunden vor

der jeweiligen Messung. AnschlieRend wurden die Platten inkubiert.

Tabelle 5: Substanzen Zytotoxizitatstest

Substanz Hersteller Ort Land

Cytotoxicity Detection Kit
plus (LDH):

e Farbelésung:
lodotetrazolium
chloride, sodium
lactate

o Katalysator: Roch Mannhei DE
Diaphorase/NAD" oche annneim

e Lyse-LOsung:
Triton X 100

e Stopp-L6sung

Beim ersten Ansatz eines neuen Testkits wurde der Katalysator unmittelbar vor der
Messung der Platten in 1 ml destilliertem Wasser fur 10 min aufgeldst und griindlich
vermischt. Fur jede Messung wurden je 250 ul dieser Mischung mit 11,25 ml der
Farbe-Lésung frisch angesetzt (= Reaktions-Ldsung). Anschlieend wurde auf jedes
Well 100 pl Reaktions-Loésung gegeben und die Platte fir weitere 30 min ohne
Lichteinwirkung bei +15 °C bis +25 °C inkubiert. Danach wurde jedem Well 50 ul der
Stopp-Lésung hinzugegeben und die Platte fur 10 Sekunden vorsichtig geschuittelt.
AnschlieRend erfolgte die Messung der Absorption mittels MITHRAS LB 940 und die
Zytotoxizitat wurde ermittelt. Die Intensitat der Farbgebung nach Applikation der

Testsubstanzen ist proportional zu der Anzahl der zerstérten Zellen. Die Menge an
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LDH ist proportional der Menge des Formazan-Salz und proportional der Anzahl der

geschadigten Zellen [132].

5.12 Erfassen der Daten fir den LDH

Die Einzelwerte des LDH-Tests wurden mittels Mithras LB 940 gemessen und
archiviert. Zur Auswertung erfolgte eine Ubertragung der Daten der Versuche in eine

Excel-Tabelle. Die Entblindung erfolgte im Zuge der statistischen Auswertung.
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6. Ergebnisse

6.1 Entwicklung des TER nach Applikation der Zahnpastaverdinnungen

In nachfolgenden Abbildungen sind die Mittelwerte des TER (n = 12) der
immortalisierten Keratinozyten vor Zugabe der Zahnpasten (0 Stunden), sowie nach
deren Applikation in den Verdinnungen 1:100 und 1:1000, zusammen mit der Kontrolle
grafisch dargestellt. Vor Einsatz der Zahnpastaverdiinnungen lagen die TER-
Mittelwerte bei allen Ansatzen zwischen 154 und 157 Q x cm? Nach einer
Versuchsdauer von 5 Stunden stiegen die Werte der Kontrolle bis zu 161 Q x cm?. Die
Proben mit der Verdinnung 1:100 zeigten dagegen einen niedrigeren TER um Werte
von 150 Q x cm?. Nach 4 bis 6 Stunden waren diese Unterschiede zwischen Kontrolle
und den Zahnpasten signifikant (p < 0,01). Bei Rot Weiss 1:100 fielen die Werte nach 6
Stunden auf 145 Q x cm?. Nach einer Versuchsdauer von 8 Stunden stiegen die Werte
der beiden Verdiinnungen aller Zahnpasten Uber die Kontrolle. Bei Rot Weiss 1:100
konnte dies nicht beobachtet werden. Bei der Verdinnung 1:1000 der Zahnpasten
resultierte ein TER-Anstieg (5 — 13 Q x cm?) nach 24 bis 72 Stunden. Dieser Effekt war
am starksten bei der Zahnpasta welche zusatzlich Zink enthielt. Wahrend die Werte
der Kontrolle begannen ab 24 bis 72 Stunden leicht zu fallen, auf Werte um 153 Q x
cm? (p < 0,05).
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Abbildung 1: Aronal - Kinetik des TER der immortalisierten humanen gingivalen Keratinozyten der Zelllinie Gie-No3B11.
Unbehandelte Probe (Kontrolle) und Proben behandelt mit Verdiinnung 1:100 und 1:1000. Mittelwerte des TER vor
Versuchsbeginn (0 Stunden) und nach 1 bis 72 Stunden Applikationsdauer.

Unter der Applikation der Zahnpasta Aronal stiegen sowohl die Werte des
gemessenen TER der Verdlnnungsstufe 1:100, als auch die der Verdinnungsstufe
1:1000, bis zum Zeitpunkt der letzten Messung nach 72 Stunden an. Zunachst sanken
die Messwerte der beiden Verdlinnungen nach 1 bis 7 Stunden Versuchsdauer unter
die Messwerte der Kontrolle. Die Unterschiede zwischen Kontrolle und Verdinnung
1:100 waren zum Zeitpunkt 4 Stunden, 5 Stunden und 6 Stunden signifikant (Tabellen
27 - 29, 39 - 41). Die Messwerte der Verdinnung 1:100 waren ab 4 Stunden
Versuchsdauer geringer gegeniber den Werten der Verdinnung 1:1000. Nach 8
Stunden, 24 Stunden und 48 Stunden Applikation der Verdiinnung 1:1000 stiegen die
Mittelwerte des TER signifikant gegenuber den Werten unter Verwendung der
Verdinnung 1:100 (p < 0,05) (Tabellen 54 - 56). Nach 48 Stunden und 72 Stunden
waren die Mittelwerte der Verdinnung 1:1000 signifikant hoher gegenlber der
Kontrolle (p < 0,01) (Tabellen 21, 22, 33, 34, 45, 46).
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Abbildung 2: Rot Weiss - Kinetik des TER der immortalisierten humanen gingivalen Keratinozyten der Zelllinie Gie-No3B11.

Unbehandelte Probe (Kontrolle) und Proben behandelt mit Verdiinnung 1:100 und 1:1000. Mittelwerte des TER vor

Versuchsbeginn (0 Stunden) und nach 1 bis 72 Stunden Applikationsdauer.

Unter Einsatz der Verdinnung 1:100 der Zahnpasta Rot Weiss waren die

Mittelwerte des TER Uber den Versuchszeitraum signifikant niedriger als die
Mittelwerte unter Gebrauch der Verdinnung 1:1000 (p < 0,01) (Tabellen 47 - 57). Nach
2 Stunden bis 6 Stunden Applikation sanken die Mittelwerte von Rot Weiss 1:100
signifikant unter die Werte der Kontrolle (p < 0,01) (Tabellen 13 — 17, 25 - 29, 37 - 41).
Nach 8 Stunden Applikation begannen die Werte in der Verdinnung 1:1000 Uber die

Werte der Kontrolle zu steigen. Der héchste Wert der Verdiunnungsstufe 1:1000 trat
nach 72 Stunden auf (Tabellen 22, 34, 46).
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Abbildung 3: Dontodent - Kinetik des TER der immortalisierten humanen gingivalen Keratinozyten der Zelllinie Gie-No3B11.
Unbehandelte Probe (Kontrolle) und Proben behandelt mit Verdiinnung 1:100 und 1:1000. Mittelwerte des TER vor
Versuchsbeginn (0 Stunden) und nach 1 bis 72 Stunden Applikationsdauer.

Die niedrigsten Werte der jeweiligen Verdinnungsstufe der Zahnpasta Dontodent
traten nach 1 Stunde Applikation auf. Die hochsten Werte der Verdinnungsstufen
1:100 und 1:1000 traten nach 48 Stunden auf. In der Verdinnung 1:100 waren die
Mittelwerte des TER Uber alle Zeitpunkte hinweg geringer als die Mittelwerte der
Verdinnung 1:1000. Nach 1 Stunde bis 4 Stunden unterschieden sich die Werte der
Verdinnungsstufen signifikant voneinander (p < 0,01) (Tabellen 47 - 50). Nach 4
Stunden bis 6 Stunden waren die Mittelwerte der Verdinnung 1:100 verglichen mit den
Werten der Kontrolle signifikant niedriger (p < 0,01) (Tabellen 15 — 17, 27 — 29, 39 -
41). Nach 72 Stunden stiegen die Messwerte unter Einsatz der Verdiinnung 1:1000
signifikant Gber die Werte der Kontrolle (p < 0,05) (Tabellen 22, 34, 46).
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Abbildung 4: Colgate - Kinetik des TER der immortalisierten humanen gingivalen Keratinozyten der Zelllinie Gie-No3B11.
Unbehandelte Probe (Kontrolle) und Proben behandelt mit Verdiinnung 1:100 und 1:1000. Mittelwerte des TER vor
Versuchsbeginn (0 Stunden) und nach 1 bis 72 Stunden Applikationsdauer.

Im Mittel stiegen die Werte des gemessenen TER der eingesetzten
Verdinnungsstufen bis zum Zeitpunkt der letzten Messung nach 72 Stunden an. Eine
Ausnahme bildeten die Messwerte nach Applikation der Verdinnung 1:100, welche
nach 72 Stunden sanken. Unter Verwendung von Colgate implizierte die Verdinnung
1:100 die niedrigeren Messwerte der beiden untersuchten Verdlinnungsstufen. Nach
einer Versuchsdauer von 1 Stunde, 2 Stunden und 4 Stunden sowie nach 72 Stunden
waren die Unterschiede zwischen den Messwerten der Verdinnungsstufen signifikant
(p < 0,05) (Tabellen 47, 48, 50, 57). Nach 4 - 6 Stunden unterschieden sich die
Mittelwerte der Verdinnung 1:100 zur Kontrolle. Sie waren signifikant niedriger
(Tabellen 15 — 17, 27 — 29, 39 — 41). Der TER der Keratinozyten war nach 72 Stunden
Applikation der Verdinnung 1:1000 signifikant héher als die Messwerte der Kontrolle (p
< 0,05) (Tabellen 22, 34, 46).
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Der Vergleich der beiden Verdinnungen mit der unbehandelten Probe (Kontrolle)
zeigte bei allen eingesetzten Zahnpasten nach 4 Stunden bis 6 Stunden
Versuchsdauer signifikante Unterschiede zwischen der Verdinnung 1:100 und der
Kontrolle: Die Werte unter Zahnpastaapplikation waren signifikant niedriger gegentiber
den Messwerten der Kontrolle. Nach 48 Stunden und 72 Stunden zeigten sich
signifikante Effekte zwischen der Verdinnung 1:1000 und der Kontrolle: Die Werte von
Colgate und Dontodent stiegen nach 72 Stunden signifikant gegeniiber den Werten der
Kontrolle. Gleiches war bei der Zahnpasta Aronal nach 48 Stunden und 72 Stunden zu

beobachten.

Bei der Untersuchung der Verdinnungen 1:100 zeigten sich bei Applikation der
Zahnpasta Rot Weiss die niedrigsten Messwerte Uber den Zeitverlauf. Die Zahnpasten
Aronal, Dontodent und Colgate, in der Verdinnung 1:100, induzierten hdhere
Mittelwerte. Die niedrigsten Messwerte der Zahnpasta Rot Weiss traten nach 2 — 3
Stunden Versuchsdauer auf. Die héchsten Werte der drei anderen Zahnpasten traten
nach 48 — 72 Stunden auf.
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6.2 Paarweise Vergleiche

Im folgenden Abschnitt wurden die Mittelwerte des TER nach Zugabe der

Zahnpasten in ihren jeweiligen Verdlnnungsstufen untereinander paarweise

verglichen.

Die Abbildungen 5 - 12 zeigen den Vergleich der Messwerte des TER nach Zugabe
der einzelnen Zahnpasten in den applizierten Verdinnungen. Dargestellt sind die
Paare, welche signifikante Unterschiede zwischen den Messwerten unter Applikation
der Zahnpasten aufwiesen. Messwerte deren p adj fdr < 0,05 lag, galten als signifikant.

Messwerte deren p adj fdr < 0,01 lag, galten als hoch signifikant.
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Abbildung 5: TER-Messwerte unter Applikation von Rot Weiss und Colgate in der Verdiinnung 1:100.Mittelwerte und
Standardabweichungen in Q x cm? fiir die Zeitwerte 0 bis 72 Stunden. Messwerte der unbehandelten Ansatze vor Applikation
der Zahnpasten (0 Stunden-Wert).

* statistisch signifikanter Unterschied der Messwerte ( p adj fdr < 0,05);

** statistisch hoch signifikanter Unterschied der Messwerte ( p adj fdr < 0,01)
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Abbildung 6: TER-Messwerte unter Applikation von Rot Weiss und Aronal in der Verdiinnung 1:100.Mittelwerte und
Standardabweichungen in Q x cm? fiir die Zeitwerte 0, 2, 3, 4, 6 und 8 bis 72 Stunden. Messwerte der unbehandelten Ansétze
vor Applikation der Zahnpasten (0 Stunden-Wert).

* statistisch signifikanter Unterschied der Messwerte ( p adj fdr < 0,05);

** statistisch hoch signifikanter Unterschied der Messwerte ( p adj fdr < 0,01)
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Abbildung 7: TER-Messwerte unter Applikation von Rot Weiss und Dontodent in der Verdiinnung 1:100.Mittelwerte und
Standardabweichungen in Q x cm? fiir die Zeitwerte 0, 2, 3, 6 und 24 bis 72 Stunden. Messwerte der unbehandelten Ansétze vor
Applikation der Zahnpasten (0 Stunden-Wert).

* statistisch signifikanter Unterschied der Messwerte ( p adj fdr < 0,05);

** statistisch hoch signifikanter Unterschied der Messwerte ( p adj fdr < 0,01)
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Zunachst wurden die Effekte der Zahnpasten in den Verdinnungen 1:100
untereinander untersucht. Die statistische Analyse ergab, dass die Mittelwerte unter
Applikation der Zahnpasta Colgate, Aronal und Dontodent nach Beginn der Applikation
Uber den gesamten Versuchszeitraum hoher als die Werte nach Applikation der
Zahnpasta Rot Weiss waren (Abb. 5 — 7). Der statistische Vergleich der Mittelwerte
unter Verwendung der Zahnpasta Rot Weiss und Colgate war zu allen Zeitpunkten
signifikant oder hoch signifikant unterschiedlich (Abb. 5) (entsprechende p-Werte siehe
Tabellen 47 - 57).

Zum Vergleich wurden auch die Werte unter der Zahnpasta Rot Weiss und Aronal
herangezogen. Diese waren zu fast allen Zeitpunkten signifikant oder hoch signifikant
unterschiedlich (Abb. 6) (entsprechende p-Werte siehe Tabellen 47 - 57). Zum

Zeitpunkt 1 Stunde, 5 Stunden und 7 Stunden gab es keine signifikanten Unterschiede.

Bei der Gegenuberstellung der Mittelwerte unter Applikation der Zahnpasta Rot
Weiss und Dontodent unterschieden sich einzelne Zeitwerte (nach 2 Stunden, 3
Stunden, 6 Stunden und 24 bis 72 Stunden) signifikant oder hoch signifikant (Abb. 7)
(entsprechende p-Werte siehe Tabellen 47 - 57).

Aronal erreichte im Mittel die héchsten Messwerte gegenlber den drei Ubrigen
Zahnpasten. In der Verdinnung 1:100 waren diese Unterschiede gegenuber den

Zahnpasten Dontodent und Colgate nach 72 Stunden signifikant (p = 0,01; p = 0,00).

Bei dem Vergleich der Mittelwerte der Verdiinnung 1:100 der Zahnpasta Colgate
und Dontodent unterschied sich der Zeitwert nach einer Stunde Applikation signifikant
(p = 0,04) (Tabelle 47). Uber den Versuchszeitraum hatte Dontodent leicht niedrigere
Werte gegenulber Colgate (Tabellen 36 - 46).

Im Folgenden zeigen die Abbildungen 8 — 11 die statistische Analyse der

Unterschiede zwischen den beiden Verdinnungsstufen fir jede Zahnpasta.
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Abbildung 8: TER-Messwerte unter Applikation von Rot Weiss in der Verdiinnung 1:100 und 1:1000.Mittelwerte und
Standardabweichungen in Q x cm? fiir die Zeitwerte 0 bis 72 Stunden. Messwerte der unbehandelten Ansatze vor Applikation
der Zahnpasten (0 Stunden-Wert).

* statistisch signifikanter Unterschied der Messwerte ( p adj fdr < 0,05);

** statistisch hoch signifikanter Unterschied der Messwerte ( p adj fdr < 0,01)
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Abbildung 9: TER-Messwerte unter Applikation von Dontodent in der Verdiinnung 1:100 und 1:1000.Mittelwerte und
Standardabweichungen in Q x cm? fiir die Zeitwerte 0 bis 4 Stunden. Messwerte der unbehandelten Anséatze vor Applikation der
Zahnpasten (0 Stunden-Wert).

* statistisch signifikanter Unterschied der Messwerte ( p adj fdr < 0,05);

** statistisch hoch signifikanter Unterschied der Messwerte ( p adj fdr < 0,01)
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Abbildung 10: TER-Messwerte unter Applikation von Colgate in der Verdiinnung 1:100 und 1:1000.Mittelwerte und
Standardabweichungen in Q x cm? fiir die Zeitwerte 0 bis 2 Stunden, 4 Stunden und 72Stunden. Messwerte der unbehandelten
Ansitze vor Applikation der Zahnpasten (0 Stunden-Wert).

* statistisch signifikanter Unterschied der Messwerte ( p adj fdr < 0,05);

** statistisch hoch signifikanter Unterschied der Messwerte ( p adj fdr < 0,01)
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Abbildung 11: TER-Messwerte unter Applikation von Aronal in der Verdiinnung 1:100 und 1:1000.Mittelwerte und
Standardabweichungen in Q x cm? fiir die Zeitwerte 0 und 8 Stunden sowie 24 Stunden und 48 Stunden. Messwerte der
unbehandelten Ansatze vor Applikation der Zahnpasten (0 Stunden-Wert).

* statistisch signifikanter Unterschied der Messwerte ( p adj fdr < 0,05);

** statistisch hoch signifikanter Unterschied der Messwerte ( p adj fdr < 0,01)
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Der statistische Vergleich der resultierenden Mittelwerte der ausschlief3lich SLS-
haltigen Zahnpasta (Rot Weiss) zeigte signifikant oder hoch signifikant unterschiedliche
Werte Uber den gesamten Versuchszeitraum (Abb. 8) (entsprechende p-Werte siehe
Tabellen 47 - 57).

Die Gegenuberstellung der Mittelwerte unter Applikation der krauterhaltigen
Zahnpasta (Dontodent) in den Verdinnungen 1:100 und 1:1000 zeigte nach 1 Stunde
bis 4 Stunden Applikation, statistisch signifikant und hoch signifikant unterschiedliche
Werte (Abb. 9) (entsprechende p-Werte siehe Tabellen 47 - 50).

Bei der SLS/Triclosan-haltigen Zahnpasta (Colgate) unterschieden sich nach
Applikation die Mittelwerte der beiden Verdiinnungsstufen in den Stunden 1, 2, 4 und
72 signifikant und hoch signifikant (Abb. 10) (entsprechende p-Werte siehe Tabellen
47, 48, 50, 57).

Die Mittelwerte unter Verwendung der SLS/Zink-haltigen Zahnpasta (Aronal) in den
Verdunnungen 1:100 und 1:1000 zeigten nach ihrer vergleichenden Betrachtung
signifikante Unterschiede zu den Zeitpunkten 8 Stunden, 24 Stunden und 48 Stunden
(Abb. 11) (Tabellen 54 - 56).

Unter Verwendung der Verdunnung 1:100 waren die Mittelwerte des TER Uber alle
Zeitpunkte hinweg geringer als die Mittelwerte der Verdlinnung 1:1000. Am

ausgepragtesten war dies bei der Zahnpasta Rot Weiss zu beobachten.

Nachfolgend wurden erganzend die Unterschiede zwischen den Zahnpasten in der

Verdinnungsstufe 1:1000 untersucht.
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Abbildung 12: TER-Messwerte unter Applikation von Aronal und Colgate in der Verdiinnung 1:1000.Mittelwerte und
Standardabweichungen in Q x cm? fiir die Zeitwerte 0 und 8 Stunden sowie 24 Stunden und 48 Stunden. Die Messwerte der
unbehandelten Ansatze vor Applikation der Zahnpasten (0 Stunden-Wert).

* statistisch signifikanter Unterschied der Messwerte ( p adj fdr < 0,05);

** statistisch hoch signifikanter Unterschied der Messwerte ( p adj fdr < 0,01)

Die Messwerte nach Applikation von Aronal 1:1000 stiegen nach 8 Stunden an,
sodass die Mittelwerte signifikant héher gegeniiber den Werten der Zahnpasta Colgate
1:1000 waren (p = 0,01) (Abb. 12). Gleiches war nach 24 Stunden und 48 Stunden
Applikation zu beobachten (p = 0,04; p = 0,02). Nach Anstieg der Messwerte nach 8
Stunden Versuchsdauer lagen die Messwerte ebenfalls Uber den Werten von Rot
Weiss 1:1000 (Tabellen 43 — 46). Nach 48 Stunden waren die Werte zusatzlich
signifikant hoher gegeniber den Werten von Dontodent 1:1000 (p = 0,01).

Nach einer Stunde Applikation hatte Colgate in der Verdiinnung 1:1000 signifikant
hoéhere Messwerte gegentiber der Applikation von Dontodent 1:1000 (p = 0,02). Nach
zwei Stunden, gegentiber der Zahnpasta Rot Weiss 1:1000 (p = 0,04). Nach 8 Stunden
Applikation begannen ebenfalls die Werte unter der Verwendung der Zahnpasta Rot
Weiss in der Verdiinnung 1:1000 zu steigen. Sie waren ab diesem Zeitpunkt héher als
die Werte der Zahnpasten Dontodent 1:1000 und Colgate 1:1000 (Tabellen 43 — 46).
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Nach Applikation von Colgate und Dontodent 1:1000 Gber 48 und 72 Stunden lagen
die Werte von Colgate 1:1000 geringfligig iber denen von Dontodent 1:1000 (Tabellen
45, 46).

Aronal 1:1000 erreichte die hochsten Messwerte des registrierten TER. Der Anstieg
des TER konnte nach einer Versuchsdauer von 8 Stunden detektiert werden. Die
Zahnpasten Colgate und Dontodent zeigten signifikant niedrigere TER-Werte im
Vergleich zu Aronal (Tabellen 43 - 46, 54 - 56).

Zusammenfassend induzierten alle Zahnpasten in der Verdiinnung 1:100 eine TER-
Erniedrigung wahrend der ersten 8 Stunden (8 — 13 Q x cm?). Dieser Effekt war am
starksten bei der ausschliellich SLS-haltigen Zahnpasta zu beobachten. Die Analyse
der paarweisen Vergleiche der Zahnpasten zeigte, dass Rot Weiss in der Verdliinnung
1:100 die niedrigsten TER-Werte nach 2 bis 3 Stunden Applikation induzierte. Es traten
signifikante Unterschiede zu den Messwerten der drei anderen getesteten Zahnpasten
in der Verdinnung 1:100 auf. Dieser Effekt war auch nach 48 Stunden und 72 Stunden
noch nachweisbar. Aronal, Colgate und Dontodent 1:100 erreichten zu fast allen
Zeitpunkten signifikant hohere Mittelwerte als Rot Weiss 1:100 (p < 0,01). Bei der
Untersuchung der beiden Verdinnungsstufen untereinander, induzierten die hohen
Konzentrationen aller getesteter Zahnpasten niedrigere TER-Werte (Abb. 8 — 11).
Aronal implizierte in beiden Verdiunnungsstufen die héchsten TER-Messwerte. Im
Vergleich zu den Werten von Colgate 1:1000 waren sie signifikant héher nach 8 bis 48
Stunden (p < 0,05). Nach 48 Stunden waren die Werte zusatzlich signifikant hdher im
Vergleich zu Dontodent 1:1000 (p < 0,05). In der Verdiinnung 1:100 zeigten sich nach
72 Stunden signifikante Unterschiede zu Colgate und Dontodent (p < 0,01). Rot Weiss
1:100 wies signifikante Unterschiede nahezu Uber den gesamten Versuchszeitraum
auf. Die Messwerte von Colgate und Dontodent unterschieden sich Uber den

Versuchszeitraum in beiden Verdiinnungen nur geringflgig.

46



6.3 Zytotoxizitat der Zahnpastaverdinnungen

Im nachsten Abschnitt wurden die Messwerte der Zytotoxizitdtsmessung nach
Applikation der Zahnpasten betrachtet. Der Mittelwert, aus den Verdinnungen 1:100
und 1:1000, wurde flir die Zeitpunkte 8, 24, 48 und 72 Stunden im Vergleich zur
Positiv- und Negativ-Kontrolle dargestellt (Abb. 13 — 16).

Die Messwerte der mit Lyse behandelten Ansatze (Positiv-Kontrolle) lagen zum
Zeitpunkt 8 Stunden Uber den Werten der Zahnpastaansatze. Die erhéhte Freisetzung
des Enzyms LDH, durch die Applikation der Lyse, hatte nach Zugabe der
Reaktionsldsung eine erhdhte Bildung von Formazan zur Folge. Die Intensitat der
Farbgebung nach Zusatz der Testsubstanzen ist proportional zu der Anzahl der
beschadigten Zellen. Die Werte der Negativ-Kontrolle lagen unter den Werten der
Zahnpastaansatze. Gleiches galt fir die Zeitpunkte 24, 48 und 72 Stunden (Tabellen
58, 59).

Zum Zeitpunkt 8 Stunden induzierte Aronal die starkste Freisetzung von LDH. Diese
unterschied sich jedoch nicht signifikant von den Werten der Negativ-Kontrolle (Tabelle
6). Dontodent, Rot Weiss und Colgate, wiesen Messwerte im Bereich zwischen Aronal
und der Negativ-Kontrolle auf (Abb. 13, Tabelle 58).

Zum Zeitpunkt 24 Stunden induzierte Colgate den héchsten Messwert, Dontodent
und Aronal die niedrigsten. Die Zahnpasta Rot Weiss lag mit ihren Messwerten

zwischen denen von Aronal, Dontodent und Colgate (Abb. 14, Tabelle 58).
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Abbildung 13: LDH-Aktivitdt nach 8 Stunden Applikation. Die Absorption des rot gefarbten Formazan-Salz wurde kolorimetrisch
mittels MITHRAS LB 940 bei 490nm (Referenzwellenlinge 690 nm) gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte der
Verdiinnungsstufen und dazugehorige Standardabweichungen nach Applikation der Zahnpasten. Positiv Kontrolle: Maximale
LDH-Aktivitdt der Zellen nach Zugabe von 5 pl Lyse-Losung. Negativ Kontrolle: LDH-Freisetzung der unbehandelten Zellen. OD:
optische Dichte.
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Abbildung 14: LDH-Aktivitat nach 24 Stunden Applikation. Die Absorption des rot gefirbten Formazan-Salz wurde
kolorimetrisch mittels MITHRAS LB 940 bei 490nm (Referenzwellenldnge 690 nm) gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte
der Verdiinnungsstufen und dazugehodrige Standardabweichungen nach Applikation der Zahnpasten. Positiv Kontrolle:
Maximale LDH-Aktivitét der Zellen nach Zugabe von 5 pl Lyse-Losung. Negativ Kontrolle: LDH-Freisetzung der unbehandelten
Zellen. OD: optische Dichte.
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Abbildung 15: LDH-Aktivitait nach 48 Stunden Applikation. Die Absorption des rot gefirbten Formazan-Salz wurde
kolorimetrisch mittels MITHRAS LB 940 bei 490nm (Referenzwellenlange 690 nm) gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte
der Verdiinnungsstufen und dazugehorige Standardabweichungen nach Applikation der Zahnpasten. Positiv Kontrolle:

Maximale LDH-Aktivitat der Zellen nach Zugabe von 5 pl Lyse-Losung. Negativ Kontrolle: LDH-Freisetzung der unbehandelten
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Nach 48 Stunden Applikation induzierte der Zusatz der Zahnpasta Rot Weiss den
hdchsten Messwert, der Zusatz der Zahnpasten Dontodent und Aronal die niedrigsten.

Die Zahnpasta Colgate lag mit ihren Messwerten zwischen denen von Aronal,

Negativ
Kontrolle

Aronal

Colgate Dontodent Rot Weiss

Dontodent und Rot Weiss (Abb. 15, Tabelle 59).
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Abbildung 16: LDH-Aktivitit nach 72 Stunden Applikation. Die Absorption des rot gefirbten Formazan-Salz wurde
kolorimetrisch mittels MITHRAS LB 940 bei 490nm (Referenzwellenlange 690 nm) gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte
der Verdiinnungsstufen und dazugehorige Standardabweichungen nach Applikation der Zahnpasten. Positiv Kontrolle:
Maximale LDH-Aktivitat der Zellen nach Zugabe von 5 pl Lyse-Losung. Negativ Kontrolle: LDH-Freisetzung der unbehandelten
Zellen. OD: optische Dichte.

Zum Zeitpunkt 72 Stunden wiesen die Ansatze der applizierten Zahnpasten Rot
Weiss und Dontodent die hochsten Messwerte auf. Die Zahnpasta Aronal, die
niedrigsten. Die Zahnpasta Colgate lag mit ihren Messwerten zwischen denen von
Aronal, Dontodent und Rot Weiss (Abb. 16, Tabelle 59).
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6.4 Signifikanzwerte der Zytotoxizitdtsmessung

Im nachsten Abschnitt sind die Mittelwerte, aus den Verdinnungen 1:100 und
1:1000, im Vergleich zur Negativ-Kontrolle dargestellt. Zusammengefasst sind jeweils
die Zeitpunkte 8, 24, 48 und 72 Stunden.

Vergleicht man die behandelten Ansatze der einzelnen Formulierungen mit den
unbehandelten Ansatzen (Negativ-Kontrolle) traten keine signifikanten Unterschiede
nach 8, 24 und 48 Stunden auf (Tabellen 6 - 8).

Messwerte deren p adj fdr < 0,05 lag, galten als signifikant. Messwerte deren p adj fdr

< 0,01 lag, galten als hoch signifikant.

Tabelle 6: LDH - Signifikanzwert zum Zeitpunkt 8. Vergleiche zwischen Negativ-Kontrolle und
Zahnpastaapplikation.

Ansatz p adj. fdr
Negativ-Kontrolle - Aronal 0.28
Negativ-Kontrolle - Colgate 0.45
Negativ-Kontrolle - Dontodent 0.88
Negativ-Kontrolle - Rot Weiss 0.80

p adj fdr: p-Wert adjustiert false discovery rate

Tabelle 7: LDH - Signifikanzwert zum Zeitpunkt 24. Vergleiche zwischen Negativ-Kontrolle und
Zahnpastaapplikation.

Ansatz p adj. fdr
Negativ-Kontrolle - Aronal 0.81
Negativ-Kontrolle - Colgate 0.64
Negativ-Kontrolle - Dontodent 0.81
Negativ-Kontrolle - Rot Weiss 0.75

p adj fdr: p-Wert adjustiert false discovery rate
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Tabelle 8: LDH - Signifikanzwert zum Zeitpunkt 48. Vergleiche zwischen Negativ-Kontrolle und

Zahnpastaapplikation.

Ansatz p adj. fdr
Negativ-Kontrolle - Aronal 0.91
Negativ-Kontrolle - Colgate 0.79
Negativ-Kontrolle - Dontodent 0.89
Negativ-Kontrolle - Rot Weiss 0.29

p adj fdr: p-Wert adjustiert false discovery rate

Nach 72 Stunden traten zwischen der Negativ-Kontrolle und den behandelten

Ansatzen Signifikanzen auf (Tabelle 9). Die gemessenen Mittelwerte der behandelten

Ansatze waren jedoch signifikant unterschiedlich zur Positiv-Kontrolle (p = 0,00) und

Negativ-Kontrolle (Tabellen 9, 63).

Tabelle 9: LDH - Signifikanzwert zum Zeitpunkt 72. Vergleiche zwischen Negativ-Kontrolle und

Zahnpastaapplikation.

Ansatz p adj. fdr
Negativ-Kontrolle - Aronal 0.04
Negativ-Kontrolle - Colgate 0.03
Negativ-Kontrolle - Dontodent 0.01
Negativ-Kontrolle - Rot Weiss 0.00

p adj fdr: p-Wert adjustiert false discovery rate
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Im nachsten Schritt wurden die Werte der LDH-Aktivitat unter Applikation der

einzelnen Verdinnungen fir alle Zeitpunkte zusammengefasst dargestellt.

Tabelle 10: LDH - Zahnpasta und Verdiinnung. Mittelwerte liber alle Zeitpunkte.

Zahnpasta Verdinnung Ismean group
Dontodent 100 0.43 1
Aronal 100 0.47 1
Rot Weiss 100 0.50 1
Colgate 100 0.48 1
Dontodent 1000 0.47 1
Aronal 1000 0.46 1
Rot Weiss 1000 0.46 1
Colgate 1000 0.45 1

Ismean: least square means (Mittelwert des unteren und oberen Konvidenzintervalls), group:
Gruppeneinteilung

Tabelle 10 zeigt, dass weder die Verdinnung 1:100 noch die Verdinnung 1:1000
einen zytotoxischen Effekt auf die Zellen ausibt. Die gemessene LDH-Freisetzung
nach Zugabe der Zahnpasten war zu allen Zeitpunkten deutlich geringer gegeniber
den Werten der Positiv-Kontrolle (Tabellen 58, 59). Es traten zu keinem Zeitpunkt und
in keiner Verdinnung signifikant zytotoxische Effekte unter Zahnpastaapplikation auf
(Tabellen 60 — 63).
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7. Diskussion

7.1 TER

In vorliegender Studie wurden Zahnpasten mit den Wirkstoffen SLS, SLS/Triclosan
und SLS/Zinkcitrat sowie eine Zahnpasta mit Pflanzenausziigen aus Kamille, Myrrhe,
Salbei und Minze untersucht. Das anionische Tensid SLS besitzt ein gutes Schaum-,
Netz- und Waschvermogen und ist damit ein wichtiger Bestandteil einiger Zahnpasten.
Ebenso gehért es zu den Inhaltsstoffen von Shampoos, Handwaschmittel und
Waschmittel [29]. SLS ist ein potenter antimikrobieller Zusatz mit antibakteriellen

Effekten in vitro und in vivo [90, 91].

In verschiedenen Studien wurde der Effekt von SLS auf die Mukosa untersucht.
Herlofson und Barkvoll (1993) konnten die Induktion von mukosaler Desquamation und
die Zerstérung der Integritdt der oralen Mukosa durch SLS nachweisen. Sie
untersuchten Zahnpasten mit unterschiedlichen SLS Konzentrationen von 0,01 % bis
1,5 %. Diese wurden mit Hilfe einer Schiene direkt auf die Mukosa der Testpersonen
appliziert. Es konnte gezeigt werden, dass die hoch konzentrierten Proben eine
Desquamation des Epithels verursachten [68]. In einer anderen Studie von Healy et al.
(2000) wurde der Effekt von SLS auf die Permeabilitat der oralen Mukosa getestet. Die
Autoren vermuteten, dass SLS die Kontakte zwischen den Keratinozyten zerstort. SLS
bewirkte einen deutlichen Anstieg der Wasserdurchlassigkeit. Histologisch konnte eine
Zerstorung der epithelialen Oberflache gezeigt werden. Diese Effekte wurden jedoch
nicht in Kombination des SLS mit Triclosan und Zink beobachtet [66]. In einer weiteren
Studie wurde der Effekt von SLS-haltigen Zahnpasten an Patienten mit
wiederkehrenden ulzerésen Aphten getestet. Das Wiederauftreten der Aphten war hier
signifikant hdher als bei der Verwendung der Vergleichszahnpasten ohne SLS [70]. In
klinischen Studien wurde nach Anwendung SLS-haltiger Zahnpasten Uuber ein

brennendes Geflihl im Mund und epitheliale Ablésung berichtet [69].

Die Schutzfunktion der oralen Mukosa wird durch verschiedene Mechanismen
gesichert. So wird die Proliferation von Basalzellen bei Zellverlust in der obersten
Zellschicht verstarkt. Zusatzlich verstarken eine Lipidbarriere der obersten
Epithelschicht und E-Cadherine die Schutzfunktion. Neppelberg et al. (2007)
untersuchten den Effekt von SLS auf ein in vitro rekonstruiertes dreidimensionales
Modell oraler Mukosa, generiert aus humanen primaren Keratinozyten und
Fibroblasten. Die Mukosa wurde SLS in Konzentrationen zwischen 0,015 % und 1,5 %

fur sieben Minuten ausgesetzt. Die Proben wurden immunhistochemisch, per TUNEL-
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Methode und histomorphologisch beurteilt. Bei der TUNEL-Methode handelt es sich
um eine Technik zum Nachweis von DNA-Strangbrichen in fixierten Zellen und
Gewebeschnitten. Die freien 3-OH Enden der gebrochenen DNA werden mit
fluoreszierenden Nukleotiden markiert. Sie dient vor allem zum Nachweis von
apoptotischen Zellen, die in frlthen Phasen der Apoptose eine ausgepragte DNA-
Fragmentierung in niedrigmolekulare Doppelstrange (Mono- und Oligosomen) zeigen.
Neppelberg et al. zeigten, dass niedrige Konzentrationen (0,015 %) von SLS im
Vergleich zur Negativ-Kontrolle eine signifikante Erhéhung der Dicke des Epithels, eine
gesteigerte Proliferation und eine verstarkte Expression von E-Cadherinen
verursachten. Bei hohen Konzentrationen (= 0,15 %) SLS Iloésten sich Zellen
voneinander und von der Epitheloberflache. Es resultierten sinkende epitheliale Dicke,
gehemmte Proliferation der Zellen und erniedrigte Expression von E-Cadherinen. Bei
Konzentrationen von 1,5 % wurde das Epithel komplett zerstort [95, 121]. Diese
Beobachtungen lassen einen dualen Effekt abhangig von der SLS-Konzentration auf
die rekonstruierte orale Mukosa vermuten. Die Ergebnisse legen nahe, dass die nach
Einsatz niedriger SLS-Konzentrationen resultierende erhdhte Dicke des Epithels, die
gesteigerte Proliferation und die verstarkte Expression von E-Cadherinen, als eine
schitzende, positive Stressreaktion der Mukosa angesehen werden konnen,
wohingegen die héheren Konzentrationen SLS destruktive Reaktionen der Mukosa zur
Folge hatten [95].

Ebenso wie von anderen Arbeitsgruppen konnte in der vorliegenden Arbeit ein
dualer Effekt der verschiedenen Konzentrationen auf die Barrierefunktion der
Keratinozyten in vitro gezeigt werden. Wahrend die hohen Konzentrationen der
eingesetzten Zahnpastaverdiinnungen einen signifikanten Abfall des TER in den ersten
24 Stunden induzierten, verursachten die niedrigeren Konzentrationen einen TER
Anstieg nach 24 Stunden Versuchsdauer bis Versuchsende. Dieser war nach 48

Stunden bis 72 Stunden signifikant hdher gegentber der Kontrolle.

Die eingesetzten Konzentrationen von SLS in Zahnpasten reichen in Europa von 0,5
% bis zu 2 % [14]. Die in vorliegender Arbeit getesteten Verdiinnungen von 1:1000 und
1:100 enthielten somit SLS in den Konzentrationen 0,0005 % bis 0,002 % bzw. 0,005
% bis 0,02 %. Der Anstieg des TER, als Marker einer gut ausgebildeten epithelialen
Barriere, weil3t auf einen schitzenden Effekt niedriger SLS-Konzentrationen hin,
wohingegen hohe Konzentrationen die epitheliale Barriere beeintrachtigen. In
vorliegender Arbeit zeigte die Verdinnungsstufe 1:100 niedrigere TER-Mittelwerte als
die Verdinnungsstufe 1:1000. Dieser Effekt war fiir alle untersuchten Zahnpasten

nachweisbar. Die in der vorliegenden Studie detektierten dosisabhangigen Effekte
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waren, im Einklang mit den Ergebnissen anderer Studiengruppen, bei der Verwendung
der SLS-haltigen Zahnpasta am ausgepragtesten [68, 95]. Die Ergebnisse legen nahe,
dass bei niedrigen SLS-Konzentrationen eine vermehrte Zell-Zell-Interaktion mit
steigender Quantitat der Tight junctions verursacht wird. Der Anstieg des TER konnte
somit als Marker der verstarkten epithelialen Barriere in vitro betrachtet werden. Dieser
TER-steigernde Effekt war bei allen getesteten Zahnpasten in der Verdinnung 1:1000

nach 8 Stunden bis Versuchsende am ausgepragtesten.

Drei der vier in vorliegender Studie eingesetzten Zahnpasten enthielten SLS. Durch
welche Mechanismen SLS seine Effekte auf die Mukosa ausubt, ist nicht ausreichend
geklart. Angenommen wird, dass die teilweise Entfernung des Cholesterols und der
freien Fettsduren aus der Lipidschicht, die Zerstérung der Lipidbarriere auslésen
kénnen [60, 66]. Rhein et al. (1986) vermuteten, dass SLS in intrazellulare
Lipidschichten eingebaut wird und auf diesem Weg die Keratinozytenkohasion
beeintrachtigt werden kann. AuRerdem kann SLS Keratine denaturieren, welche fir die
Struktur von Desmosomen und Tonofilamenten maflgeblich sind. Es wird zudem
diskutiert, ob SLS die Muzinschicht der Schleimhaut zerstort, indem es Glykoproteine
denaturiert [66, 103].

Die verschiedenen Inhaltsstoffe der untersuchten Zahnpasten resultierten in
unterschiedlich ausgepragten Effekten auf die Barriere: Die SLS-haltige Zahnpasta,
ohne Zusatz von Triclosan oder Zink, induzierte in vorliegender Studie die niedrigsten
TER-Messwerte in der Verdinnung 1:100. Die Mittelwerte des TER nach Verwendung
der SLS-haltigen Zahnpasta lagen im Versuchszeitraum unter den Werten nach
Einsatz der Zahnpasta mit SLS/Triclosan. Bereits nach 1 Stunde waren die Mittelwerte
der SLS-haltigen Zahnpasta signifikant niedriger. Die vorliegenden Ergebnisse lassen
vermuten, dass die negativen Effekte von SLS auf den TER durch das Vorhandensein
von Triclosan gemindert werden kénnen. Bezlglich der Effekte von Triclosan liegen
einige Studien vor. Triclosan scheint einen mindernden Effekt auf die durch SLS
verursachte Desquamation der oralen Mukosa zu haben. Dieser Effekt ist offenbar
dosisabhangig [119, 121]. In einer 1996 durchgefihrten Studie wurde Zahnpasta
mittels Tiefziehschiene direkt auf die Mukosa von Probanden appliziert. Getragen
wurde diese einmal taglich fir 5 Minuten Gber 5 Tage. SLS Konzentrationen zwischen
1,5 % bis 3 % zusammen mit 0,3 % Triclosan wurden untersucht. Im Gegensatz zur
Positiv-Kontrolle (ausschlieBlich 1,5 % SLS ohne Triclosan-Zusatz) wurde bei der
Kombination 1,5 % SLS und 0,3 % Triclosan keine Desquamation der Mukosa
ausgelost. Bei der Verwendung von 3 % SLS und 0,3 % Triclosan konnten gravierende

Desquamationen statistisch signifikant reduziert werden [119]. Auch von anderen
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Autoren wurden Ergebnisse beschrieben, die auf eine moégliche Abschwachung der
Effekte von SLS durch Triclosan hinweisen [15, 16, 120, 133]. In vorliegender Studie
waren die TER-Werte unter Einsatz der Zahnpasta mit den Inhaltsstoffen SLS und
Triclosan signifikant hdher als die Werte der ausschlief3lich SLS-haltigen Zahnpasta.
Dies weist auf eine Erhéhung der Barrierefunktion unter Einfluss der Wirkstoffe SLS
und Triclosan im Vergleich zu der Probe mit ausschlieBlich SLS hin. Dies konnte Uber
den gesamten Versuchszeitraum bei der Verdinnung 1:100 beobachtet werden. Im
Gegensatz zu den bereits diskutierten Studien und der vorliegenden Studie
demonstrierten Baert et al. (1996), dass Triclosan die Schleimhaut vor den negativen
Einflissen von SLS nicht schitzt. Sie untersuchten die Effekte von SLS und Triclosan
auf die Wangenschleimhaut von Hamstern. Im Gegensatz zu SLS hatte Triclosan
jedoch keine Irritation der Schleimhaut zur Folge [12]. Der Wirkmechanismus von
Triclosan auf SLS ist bis heute nicht hinreichend geklart. Als Tensid hat SLS einen
hydrophoben Kohlenwasserstoffrest und einen hydrophilen Anteil. Die SLS-Monomere
kénnen mit ihren hydrophoben Schwanzen Schleimhaute durchdringen. Triclosan
bindet wahrscheinlich an die hydrophoben Enden des SLS-Monomers und reduziert
oder verhindert damit das Eindringen von SLS in die Schleimhaut. Das Triclosan wird
dabei in SLS-Mizellen aufgenommen und verandert den zerstérenden Effekt von SLS.
Die Mizellen ordnen sich erst ab einer kritischen Konzentration, der sogenannten
kritischen Mizellbildungskonzentration (CMC), von SLS an. Die CMC liegt bei SLS bei
8 mM [103]. Unterhalb der CMC liegen die Molekile frei vor. Rhein et al. (1986)
untersuchten den Einfluss von Tensiden, unter anderem auch von SLS, auf eine
Schwellung des Stratum corneum abdominaler Haut. Die Schwellung trat
dosisabhangig auf. Ab der CMC trat eine Sattigung der Reaktion auf. Dies lasst darauf
schliel3en, dass die durch SLS ausgel6sten Effekte Uiber die SLS-Monomere induziert
werden [103]. Eine weitere Hypothese ist, dass sich das fettlésliche Triclosan in der
Membran der Schleimhaut auflést und somit die oberste Epithelschicht stabilisiert.
Dadurch wird die Schleimhaut vor SLS geschutzt [14, 119, 121].

Der Zusatz von Zink in Zahnpasten kann die Plaqueakkumulation vermindern und
kann sich positiv auf den Verlauf einer Gingivitis auswirken. Es kann Mundgeruch
vermindern und zeigt antibakterielle Eigenschaften, indem es die Adhasion der
Bakterien, deren metabolische Aktivitdt und deren Wachstum hemmt [37, 111]. Die
Ergebnisse vorliegender Studie lassen zusatzlich einen protektiven Effekt von Zink auf
die epitheliale Barriere vermuten. Der steigernde Effekt der zinkhaltigen Zahnpasta auf
den TER unterschied sich signifikant von den Effekten der drei tbrigen Zahnpasten.

Die Mittelwerte des TER unter Verwendung der ausschliellich SLS-haltigen Zahnpasta
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waren nach 24 Stunden, 48 Stunden und 72 Stunden signifikant und hoch signifikant
niedriger als die Mittelwerte nach Einsatz der Zahnpasta mit den Wirkstoffen
SLS/Zinkcitrat (Aronal). Nach 48 Stunden und 72 Stunden waren die Werte von Aronal
auflierdem signifikant hoher gegeniiber den Werten der Zahnpasta mit den Wirkstoffen
SLS/Triclosan (Colgate) und den Werten der krauterhaltigen Zahnpasta (Dontodent).
Die zinkhaltige Zahnpasta induzierte den starksten TER-Anstieg bei Verwendung der
Verdinnung 1:1000 nach 24 Stunden bis 72 Stunden. Auch nach Applikation der
Verdinnung 1:100 waren erhdhte TER Werte nach 48 Stunden und 72 Stunden
detektierbar. Mercado et al. (2013) zeigten, dass der Einsatz von Zink (100 pM) auf
Kulturen epithelialer Zellen von Schweinenieren nach 48 Stunden den TER statistisch
signifikant erhohte [87]. Die zinkhaltige Zahnpasta in vorliegender Studie erhdhte
aullerdem die Messwerte des TER signifikant gegeniiber der Kontrolle nach 48
Stunden und 72 Stunden. Zink scheint die negativen Effekte von SLS auf die
Barrierefunktion ebenfalls zu vermindern. Zink bindet an anionische Gruppen von SLS

und vermindert so wahrscheinlich den zerstérenden Effekt durch SLS [66].

Ferner weisen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit darauf hin, dass Zink den
negativen Effekt auf den TER, ausgelést durch SLS, deutlicher vermindert als
Triclosan. Im Mittel waren die vorliegenden TER-Werte der SLS/Zink-haltigen
Zahnpasta hoéher als die Werte der SLS/Triclosan-haltigen Zahnpasta. In der
Verdinnung 1:100 waren diese Unterschiede nach 72 Stunden signifikant. Nach 8 — 48

Stunden gab es signifikante Unterschiede in der Verdinnung 1:1000.

Einen moglichen additiven Effekt der Kombination von Triclosan und Zink
beschrieben Healy et al. (2000). Sie untersuchten an 16 Proben von Zungenmukosa
den Effekt von SLS, Triclosan und Zink auf die Wasserpermeabilitdt des Gewebes. Die
Behandlung der Mukosa mit 1,5 % SLS fur 15 min verursachte einen signifikanten
Anstieg der Permeabilitdt. Die Kombination von 1,5 % SLS mit 0,3 % Triclosan und

0,75 % Zink veranderte die Permeabilitat im Vergleich zu Kontrolle nicht [66].

Verschiedene krauterhaltige Zahnpasten sind kommerziell zu erwerben. Die in der
vorliegenden Studie eingesetzte Zahnpasta mit Pflanzenausziigen enthielt als
zusatzlichen Inhaltsstoff Sodium C14-16 Olefin-Sulfonat, ein Tensid welches unter
anderem in Shampoos und Zahnpasten eingesetzt wird. Es handelt sich um ein
effizientes, biologisch gut abbaubares Reinigungsmittel mit hohem Schaum- und
Reinigungsvermdgen. In humanen Studien wurden milde Hautirritationen in 24-
stindigen Patch-Test mit Konzentrationen von 1 % - 2 % nachgewiesen. Bei

Versuchen mit Ratten wurde das Sodium C14-16 Olefin-Sulfonat nach oraler

58



Verabreichung rasch absorbiert. Es wird vorwiegend tber den Urin ausgeschieden.
Eine Absorption Uber die Haut ist minimal [10]. Die Effekte von pflanzlichen
Inhaltsstoffen auf die gingivale Barrierefunktion wurden bis zum jetzigen Zeitpunkt noch
nicht untersucht. Bei vorliegender Zahnpasta handelt es sich um eine

Wirkstoffkombination aus verschiedenen Krautern:

Matricaria recutita, die echte Kamille, ist eine einjahrige, krautige, 20 - 50 cm hoch
werdende Pflanze, die heute fast weltweit verbreitet ist. Zichtungsziele sind
insbesondere Chemotypen mit einem hohen Gehalt an atherischen Olen, Matricin bzw.
Chamazulen, Bisabolol und Spiroethern. Matricin wird zu den Azulenbildnern
gerechnet. Anwendung findet Kamille vor allem in der Lebensmittelindustrie in Form
von Teepraparaten. Innerlich angewendet kann sie gastrointestinale Spasmen und
entzindliche Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes lindern. Des Weiteren ergibt
sich der Einsatz von Kamille zur Inhalationstherapie bei Reizzustanden der Luftwege.
Kamillendl ist in der Lage die humane neutrophile Elastase zu hemmen, es eignet sich
somit zur Behandlung von COPD [62]. AuRerliche Anwendungsméglichkeiten ergeben
sich bei Haut- und Schleimhauterkrankungen einschlielRlich der Mundhoéhle und des
Zahnfleisches sowie bei Erkrankungen im Anal- und Genitalbereich [62]. Als einen
Inhaltsstoff der Kamille muss das Cumarin Herniarin als moégliches Kontaktallergen
erwahnt werden [62]. Das Auftreten von Kontaktallergien bei echter Kamille ist jedoch
sehr selten. Enthaltenes Bisabolol wirkt entzindungshemmend [62]. Die
antiinflammatorischen Eigenschaften der Kamille gehen mit einer Verminderung der IL-

18 und TNF-a Spiegel in oraler Mukosa einher [38].

Myrrhe besteht aus dem an der Luft geharteten Gummiharz, das aus dem Stamm
und Asten von Commiphora molmol oder anderen Commiphora-Arten gewonnen wird.
C. abyssinica ist eine von 100 Arten. Myrrhe stammt ausschlieBlich aus
Wildsammlungen. Atherische Ole, in Ethanol Idsliche Harzfraktion und ein
wasserléslicher Gummenanteil zahlen zu den Hauptbestandteilen. Die enthaltenen
Wirkstoffe Sequisterpene haben antiseptische, antiinflammatorische, antibakterielle,
antifungale, antiallergene und antispasmische Wirkung [62]. Seine
antiinflammatorische Wirkung wird Uber eine Inaktivierung des Transkriptionsfaktors
NF-kB ausgeldst, was die IL-1B stimulierte Produktion des inflammatorischen Zytokins
IL-6 in Fibroblasten unterdrickt [128].

Die zwei offizinellen Salbeiarten, echter und dreilappiger Salbei, enthalten Thujon
(a- und B-Thujon), Cineol und Camper. Salbeiblatter werden zur Tinktur und zu

Extrakten verarbeitet. Salbei wirkt antibakteriell, fungistatisch, virustatisch,
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adstringierend, sekretsionsférdernd, schweilhemmend und antioxidativ. Anwendung

findet es zum Beispiel bei Entziindungen der Mund- und Rachenschleimhaut.

Die Ackerminze Mentha arvensis, ist mehrjahrig und wird bis zu 60 cm hoch. Aus
dem blihenden Kraut wird durch Wasserdampfdestillation ein &therisches Ol
gewonnen. Anwendungsgebiete sind Magen-Darm-Beschwerden, Gallebeschwerden
und Katarrh der Atemwege. Bei Nerven- oder Muskelschmerzen kann es auferlich
angewendet werden. Bei &uferlicher Anwendung kommt es gelegentlich zu
Hautreizungen und Ekzemen, bei innerlicher Anwendung kdnnen Magenbeschwerden
auftreten [79].

Die Wirksamkeit von Pflanzenausziigen in Zahnpasten und Mundspillésungen auf
Plaque, Sulkus-Blutungen und den pH-Wert des Speichels wurde von Willershausen
(1991) in einer einfach verblindeten Studie an 50 Probanden untersucht.
Herangezogen wurde der Approximalraum-Plaque-Index (API), ein Index zur
Verifizierung des Plaquebefalls der Zahnzwischenrdume durch Anfarben der Plaque.
Die Summe der verschmutzen Flachen wird in Relation zu den untersuchten Flachen
gesetzt und mit 100 multipliziert. Es resultiert der API in Prozent, welcher zur Kontrolle
der Mundhygiene dient. AuRerdem diente der Sulkus-Blutungs-Index (SBI) der
Erfassung von Blutungen im Bereich der Interdentalrdume. Die Pflanzenauszige
reduzierten sowohl den API als auch den SBI signifikant. Der pH des Speichels wurde
in den alkalischen Bereich verschoben. Diese Ergebnisse legen nahe, dass pflanzliche
Inhaltsstoffe unterstiitzend in der Therapie von parodontalen Erkrankungen und zur

Routine-Prophylaxe eingesetzt werden kénnen [139].

In vorliegender Studie zeigte die Zahnpasta, welche als zusétzliche Wirkstoffe
Pflanzenauszlge enthielt, signifikant hohere Mittelwerte des TER als die SLS-haltige
Zahnpasta nach 2 bis 3 Stunden und nach 24 Stunden bis 72 Stunden. Der Einsatz der
Wirkstoffkombination Kamille, Myrrhe, Salbei und M. arvensis induzierte stabile TER-
Werte. Die TER-Mittelwerte bei Einsatz der krauterhaltigen Zahnpasta blieben wahrend
des Versuchszeitraums unterhalb der SLS/Zink-haltigen Zahnpasta. Nach 48 Stunden
und 72 Stunden waren diese Unterschiede signifikant. Dies weist auf einen
deutlicheren positiven Effekt der SLS/Zink Kombination auf die Barriere im Vergleich zu

der krauterhaltigen Zahnpasta hin.

Die Mittelwerte der krauterhaltigen Zahnpasta sind verglichen mit den Mittelwerten
der SLS/Triclosan-haltigen Zahnpasta geringfligig niedriger, jedoch nicht signifikant

unterschiedlich. Dies weist auf einen ahnlich starken positiven Einfluss der beiden
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Zahnpasten auf den TER, und einen analog ausgepragten positiven Effekt auf die

Barriere, hin.

Weitere Studien missen klaren, inwieweit die Wirkstoffe der krauterhaltigen
Zahnpasta einzeln oder in Kombination flir die Barriere-starkenden Effekte

verantwortlich sind.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Studie, dass die Inhaltsstoffe der
Zahnpasten einen konzentrationsabhangigen Effekt auf die Barrierefunktion haben.
Dieser Effekt war am starksten bei der SLS-haltigen Zahnpasta zu beobachten.
Entgegen der Vermutung der Induktion des Zusammenbruchs des TER durch
Inhaltsstoffe von Zahnpasten (H7) blieben die Messwerte unter Einfluss aller vier
getesteten Zahnpasten stabil. Die Ergebnisse lassen eine gegenseitige
Wechselwirkung der Inhaltsstoffe bei Wirkstoffkombination in einer Zahnpasta
vermuten. Die TER-schwachenden Effekte von SLS wurden durch die Kombination von
SLS mit Zink oder mit Triclosan vermindert. Triclosan und Zink zeigten einen
protektiven Effekt auf die Barrierefunktion. Die Verwendung der krauterhaltigen

Zahnpasta flhrte zu einem vergleichbaren Ergebnis.
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7.2 Zytotoxizitat

Moore et al. (2008) untersuchten mdgliche zytotoxische Effekte von Detergenzien
wie SLS, auflierdem von Adinol, Tego Betain und Pluronic in Konzentrationen von 0,25
% bis 1 % auf TERT-1 Keratinozyten. Der Zelltod wurde spektrometrisch mit einem
MTT  (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid)-Test  festgestellt,
einem Test zur Bestimmung der Zellviabilitat. Mit Ausnahme von Pluronic induzierten
die eingesetzten Detergenzien Zelltod. Die Autoren schlossen daraus, dass die

getesteten Detergenzien das Potential haben, Schleimhaute zu schadigen [89].

In der vorliegenden Studie wurde keine signifikante Zytotoxizitat der eingesetzten
Zahnpastaverdinnungen auf die epithelialen Zellen gezeigt. Dies galt ebenfalls fir die
SLS-haltige Zahnpasta. Aus den in vorliegender Studie eingesetzten Verdiinnungen
resultieren SLS-Konzentrationen von 0,0005 % bis 0,002 % bzw. 0,005 % bis 0,02 %.
Diese lagen unter den Konzentrationen der Studie von Moore et al., was diese

unterschiedlichen Ergebnisse erklaren koénnte.

Verschiedene Studien zeigten zytotoxische Effekte durch Krauter und deren
Auszige: Die Ackerminze Mentha arvensis wies in Studien zytotoxische Effekte auf.
Als Testsystem wurde der Brine-Shrimp-Test mit Artemia salina als Testorganismus
eingesetzt, der ein schnelles Screening auf Zytotoxizitat erlaubt [96]. Durchgeflihrt wird
der Test mit Salinenkrebsen, den ,brine shrimps®. Dabei wird eine bestimmte Anzahl
von Nauplien (Priméarlarve) mit der zu untersuchenden Probe inkubiert. Nach einer
definierten Inkubationszeit wird durch Auszahlen der Uberlebenden und toten Krebse
die Absterberate bestimmt. In einer Studie von Villa et al. (2009) wurde Salvia
somalensis, eine Salbeiart, im Zytotoxizitatstest auf die Keratinozyten-Zelllinie NCTC
2544 untersucht. Es wurden geringfugige zytotoxische Effekte, weit unter denen der
Positiv-Kontrolle, detektiert. Die eingesetzte Salvia somalensis enthalt kein a- und -
Thujon [132]. Durch Thujon sind sowohl Vergiftungen als auch neurotoxische Effekte
bei missbrauchlicher Verwendung moglich [62]. Tipton et al. (2005) konnten die
Zytotoxizitat von Myrrhe-Ol an gingivalen Epithelzellen (S-G Zellen) mittels eines LDH-
Assays zeigen. Bei Konzentrationen < 0,0001 % betrug die Zytotoxizitat < 10 % der
Zellen. Bei hdheren Konzentrationen (= 0,0025 %) stieg die Membranzerstdrung dosis-
und zeitabhangig (50 — 100 % nach 6 bis 24 Stunden). Es konnte ein deutlicher Effekt
der Myrrhe auf metabolische Aktivitdten der Zellen und auf die Membranaktivitat
gezeigt werden [128]. Im Gegensatz dazu demonstrierten die Ergebnisse vorliegender

Studie keine signifikante Zytotoxizitat der krauterhaltigen Zahnpasta. Die Kombination
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der Krauter in eingesetzter Zahnpasta, konnte diese unterschiedlichen Ergebnisse

erklaren.

Abu-Darwish et al. (2013) wiesen ebenfalls keinerlei zytotoxische Effekte von S.

officinalis auf Keratinozyten (HaCaT) bis zu einer Konzentration von 0,64 uL/ml nach

2].

Die in vorliegender Arbeit untersuchte Zahnpasta mit den Wirkstoffen SLS/Triclosan
zeigte ebenfalls keine zytotoxischen Effekte. Zuckerbraun et al. (1998) wiesen
hingegen mittels eines Neutral Red-Assays (NR-Assay), ein Test zur Bestimmung der
Zellviabilitat, die Zytotoxizitdt von Triclosan nach einer Applikationsdauer von 24
Stunden nach. Toxische Effekte traten bereits bei Konzentrationen von 0,03 mM
Triclosan auf. Zudem wurden die Zellmorphologie und der Effekt auf die
Plasmamembran untersucht. Die verwendeten Zellen (S-G Humane gingivale
epitheliale Zellen) reagierten nach drei Stunden Applikationsdauer ab einer
Konzentration von 0,1 mM Triclosan mit einer signifikant erhdhten Freisetzung von
LDH [149]. Babich et al. (1997) testeten die in vitro Zytotoxizitat mittels NR-Assay von
SLS und Triclosan, jeweils einzeln und in Kombination, an humanen gingivalen
epithelialen S-G Zellen. Nach 24 Stunden lag die mittlere Zytotoxizitat von Triclosan bei
0,052 mM und fur SLS bei 0,0075 %. Die zytotoxischen Effekte von Triclosan und SLS

summierten sich [11].

In der vorliegenden Studie wurde kein zytotoxischer Effekt der untersuchten
Zahnpasten an oralen Epithelzellen demonstriert, weder unter Verwendung der
Verdinnung 1:100 noch der Verdinnung 1:1000. Die Zahnpastaansatze verhielten
sich im Verlauf ahnlich zu den Negativ-Kontrollen. Vergleicht man die behandelten
Ansatze der einzelnen Formulierungen mit den unbehandelten Ansatzen (Negativ-
Kontrolle) traten keine signifikanten Unterschiede nach 8 Stunden, 24 Stunden und 48
Stunden auf, jedoch nach 72 Stunden. Die gemessenen Mittelwerte waren dennoch
signifikant niedriger zu den Werten der Positiv-Kontrolle. Somit traten zu keinem
Zeitpunkt und in keiner Verdliinnung bedeutende zytotoxische Effekte unter Applikation

der Zahnpasten auf.

Es konnte in vorliegender Studie gezeigt werden, dass die verwendeten Zahnpasten
in den eingesetzten Verdinnungen nicht zytotoxisch auf immortalisierte Keratinozyten
in vitro wirken. Die Hypothese, dass die Inhaltsstoffe von Zahnpasten

konzentrationsabhangig ein zytotoxisches Potential haben (H2), wurde damit widerlegt.
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Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass SLS-haltige Zahnpasta-Aufbereitungen
konzentrationsabhangig die Barrierefunktion eines in vitro Modells humaner gingivaler
Keratinozyten modulieren, ohne dass zytotoxische Effekte auftreten. Die niedrigeren
Konzentrationen wiesen TER-stabilisierende und steigernde Eigenschaften auf. Die
héheren Konzentrationen zeigten TER beeintrachtigende Effekte, welche durch die

Inhaltsstoffe Zinkcitrat und Triclosan vermindert wurden.
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8. Zusammenfassung

Die Integritat des Epithels wird durch verschiedene interzellulare Kontakte wie Tight
junctions aufrechterhalten. Die Hauptfunktion der Tight junctions besteht in der
Ausbildung einer parazelluldren Barriere, deren Durchlassigkeit einer ausgepragten
Regulation unterliegt. Die gingivale epitheliale Barrierefunktion kann auf
physiologische, pharmakologische und pathologische Einflisse reagieren [118].
Zwischen der Anzahl der Tight junctions Strdnge und dem transepithelialen
elektrischen Widerstand besteht ein logarithmischer Zusammenhang [34, 113].
Bestimmte Inhaltsstoffe von Zahnpasten (wie SLS) haben dosisabhangig Einfluss auf
die Zellkontakte der oralen Mukosa und somit auf die Barriere [68]. Andere
Inhaltsstoffe sind in der Lage, die desquamative Wirkung von SLS zu vermindern
(Triclosan, Zink) [66]. In zahlreichen Studien wurde die Reaktion der Mukosa auf
Inhaltsstoffe von Zahnpasten untersucht. Es konnten dosisabhangige Effekte gezeigt
werden [66, 68, 69, 95, 119, 121].

Ziel vorliegender Arbeit war, den Einfluss kommerziell erhéltlicher Zahnpasten auf
die gingivale epitheliale Barriere in vitro zu testen. Des Weiteren sollte die Zytotoxizitat
der Zahnpasten untersucht werden. Dazu wurden immortalisierte gingivale humane
Keratinozyten der Zelllinie Gie No3B11 Uber einen Zeitraum von 72 Stunden
verschiedenen aufbereiteten Zahnpasten ausgesetzt. Getestet wurden die Zahnpasten
Colgate (SLS und Triclosan), Rot Weiss (SLS), Dontodent Krauter (Kamille, Myrrhe,
Salbei, M. arvensis) und Aronal (SLS und Zink). Es wurden wassrige Aufbereitungen,
sog. ,Slurries” in den Verdinnungen 1:100 und 1:1000 eingesetzt. Der transepitheliale
elektrische Widerstand wurde mit Hilfe eines Volt-Ohm-Meters Uber den
Versuchszeitraum nach jeweils 1 - 8, 24, 48 und 72 Stunden gemessen. Die
Zytotoxizitat wurde mit Hilfe eines LDH-Tests bestimmt. Die Messung der Absorption
erfolgte mittels eines Multireaders. Die Auswertung zeigte, dass keine der getesteten
Zahnpasten zytotoxische Eigenschaften Uber den Versuchszeitraum hatte. Bei allen
eingesetzten Zahnpasten konnten konzentrationsabhangig Einflisse auf den TER
beobachtet werden. Die gemessenen Mittelwerte unter Applikation der Verdinnungen
1:1000 waren zu allen Zeitpunkten hoher als die der Verdinnungen 1:100.
Aufbereitungen, welche den Wirkstoff SLS enthielten, verursachten signifikante und
hoch signifikante Unterschiede. Der starkste Abfall des TER wurde bei der SLS-
haltigen Zahnpasta festgestellt. Der starkste Anstieg des TER resultierte aus der

Applikation der zinkhaltigen Zahnpasta. Die vorliegenden Ergebnisse weisen darauf
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hin, dass die negativen Effekte von SLS durch das Vorhandensein von Triclosan oder
Zink vermindert wurden. Die Kombination von Zink oder Triclosan im Vergleich zur
SLS-haltigen Zahnpasta induzierten eine Erhéhung der TER-Werte. Die Ergebnisse
zeigen, dass SLS-haltige Zanhpasta-Aufbereitungen den TER konzentrationsabhangig
erniedrigen kénnen. Triclosan und Zink scheinen einen eher protektiven Effekt auf die

Barrierefunktion zu haben.
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9. Summary

The integrity of the epithelium is maintained by different intercellular contacts, e.g.
tight junctions. The main function of the tight junctions is the formation of a regulated
para-cellular permeable barrier.

The gingival epithelial barrier function is able to react to physiological,
pharmacological and pathological influences [118]. The correlation between the
number of tight junctions and the transepithelial electrical resistance has been
described as logarithmic [34, 113]. Certain ingredients of tooth pastes (like SLS) affect
dose dependently cell-cell contacts of the oral mucosa and its barrier [68]. Other
ingredients are able to reduce the desquamative effect of SLS (triclosan, zinc) [66].
Various studies analyzed the reaction of the mucosa to ingredients of dentifrices that
demonstrated dose dependent effects [66, 68, 69, 95, 119, 121].

The aim of this study was to analyze the effects of commercial available dentifrices
on the gingival epithelial barrier function in vitro. In addition, the cytotoxicity of the
dentifrices should be investigated. Immortalized human gingival keratinocytes of the
cell line Gie No3B11 were exposed to the different toothpaste preparations over a
period of 72 hours. The dentifrices Colgate (SLS and triclosan), Rot Weiss (SLS),
Dontodent Krauter (chamomile, myrrh, sage, M. arvensis) and Aronal (SLS and zinc)
were used. Slurries in the dilutions 1:100 and 1:1000 were used. The transepithelial
electrical resistance (TER) was measured after 1 - 8, 24, 48 and 72 hours using a volt
ohm meter. The cytotoxicity was determined by LDH-release measuring the
absorbance using a multireader device. The results showed that none of the tested
dentifrices had cytotoxic properties. Dose dependent reactions on TER could be
observed for all dentifrices. The measured values of the dilution 1:1000 were higher
compared to the dilution 1:100. Preparations containing the active agent SLS, induced
significant and highly significant differences between the two dilutions. The most
distinct decrease was observed using the toothpaste without additional components.
The most distinct increase was induced by a toothpaste containing zinc. Present
results suggest that the barrier-negative effects of SLS may be reduced by triclosan or
zinc. The combination of zinc or triclosan and SLS compared to only SLS containing

toothpaste increased the TER.
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The results of this study suggest that single active agents, especially SLS, dose
dependently affect the TER dependent on the concentration. Triclosan and zinc seem

to influence the barrier function in a rather protective manner.
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14. Anhang

14.1 TER — Mittelwerte

Tabelle 11: TER - Mittelwerte fiir Zeitpunkt 0

ZP Zeit Ismean SE df lower.CL | upper.CL | .group
Kontrolle 0.00 154.92 1.53 107.00 | 151.88 157.95 1
Aronal 0.00 155.79 1.08 103.00 | 153.64 157.94 1
Colgate 0.00 155.26 1.08 103.00 | 153.11 157.41 1
Dontodent | 0.00 153.90 1.08 103.00 | 151.75 156.04 1
Rot Weiss 0.00 156.07 1.08 103.00 | 153.93 158.22 1

ZP: Zahnpasta, Ismean: least square means (Mittelwert von lower CL und upper CL) SE:

Standardfehler, df: degress of freedom (Freiheitsgrade), CL: Konvidenzlimit, Konvidenzintervall

oberer und unterer, group: Gruppeneinteilung

Tabelle 12: TER - Mittelwerte fiir Zeitpunkt 1

ZP Zeit Ismean SE df lower.CL | upper.CL | .group
Kontrolle 1.00 152.57 1.53 | 107.00 | 149.53 155.60 12
Aronal 1.00 152.13 1.08 | 103.00 | 149.98 154.28 12
Colgate 1.00 154.34 1.08 | 103.00 | 152.19 156.49 1
Dontodent 1.00 149.38 1.08 | 103.00 | 147.23 151.53 2
Rot Weiss 1.00 149.88 1.08 | 103.00 | 147.73 152.02 2

ZP: Zahnpasta, Ismean: least square means (Mittelwert von lower CL und upper CL) SE:

Standardfehler, df: degress of freedom (Freiheitsgrade), CL: Konvidenzlimit, Konvidenzintervall

oberer und unterer, group: Gruppeneinteilung
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Tabelle 13: TER - Mittelwerte fiir Zeitpunkt 2

ZP Zeit Ismean SE df lower.CL | upper.CL | .group

Kontrolle 2.00 155.15 1.53 107.00 | 152.11 158.19 1

Aronal 2.00 153.42 1.08 103.00 | 151.27 155.57 1

Colgate 2.00 153.65 1.08 103.00 | 151.50 155.80 1

Dontodent 2.00 152.82 1.08 103.00 | 150.68 154.97 1

Rot Weiss 2.00 148.23 1.08 103.00 | 146.08 150.38 2

ZP: Zahnpasta, Ismean: least square means (Mittelwert von lower CL und upper CL) SE:
Standardfehler, df: degress of freedom (Freiheitsgrade), CL: Konvidenzlimit, Konvidenzintervall
oberer und unterer, group: Gruppeneinteilung

Tabelle 14: TER - Mittelwerte fiir Zeitpunkt 3

ZP Zeit Ismean SE df lower.CL | upper.CL | .group

Kontrolle 3.00 157.19 1.53 107.00 | 154.15 160.23 1

Aronal 3.00 152.89 1.08 103.00 | 150.74 155.04 12

Colgate 3.00 154.56 1.08 103.00 | 152.41 156.71 1

Dontodent 3.00 153.49 1.08 103.00 | 151.34 155.64 12

Rot Weiss 3.00 150.26 1.08 103.00 | 148.11 152.41 2

ZP: Zahnpasta, Ismean: least square means (Mittelwert von lower CL und upper CL) SE:
Standardfehler, df: degress of freedom (Freiheitsgrade), CL: Konvidenzlimit, Konvidenzintervall
oberer und unterer, group: Gruppeneinteilung

Tabelle 15: TER - Mittelwerte fiir Zeitpunkt 4

ZP Zeit Ismean SE df lower.CL | upper.CL | .group

Kontrolle 4.00 158.49 1.53 107.00 | 155.45 161.53 1

Aronal 4.00 152.27 1.08 103.00 | 150.13 154.42 2

Colgate 4.00 153.38 1.08 103.00 | 151.23 155.53 12

Dontodent | 4.00 153.26 1.08 103.00 | 151.11 155.41 2

Rot Weiss 4.00 151.82 | 1.08 103.00 | 149.67 153.97 2

ZP: Zahnpasta, Ismean: least square means (Mittelwert von lower CL und upper CL) SE:
Standardfehler, df: degress of freedom (Freiheitsgrade), CL: Konvidenzlimit, Konvidenzintervall
oberer und unterer, group: Gruppeneinteilung
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Tabelle 16: TER - Mittelwerte fiir Zeitpunkt 5

ZP Zeit Ismean SE df lower.CL | upper.CL | .group
Kontrolle 5.00 160.74 1.53 107.00 | 157.70 163.78 1
Aronal 5.00 153.63 1.08 103.00 | 151.48 155.78 2
Colgate 5.00 154.23 1.08 103.00 | 152.08 156.38 2
Dontodent 5.00 153.64 1.08 103.00 | 151.49 155.79 2
Rot Weiss 5.00 151.07 1.08 103.00 | 148.92 153.22 2

ZP: Zahnpasta, Ismean: least square means (Mittelwert von lower CL und upper CL) SE:

Standardfehler, df: degress of freedom (Freiheitsgrade), CL: Konvidenzlimit, Konvidenzintervall

oberer und unterer, group: Gruppeneinteilung

Tabelle 17: TER - Mittelwerte fiir Zeitpunkt 6

ZP Zeit Ismean SE df lower.CL | upper.CL | .group
Kontrolle 6.00 158.59 1.53 | 107.00 | 155.55 161.63 1
Aronal 6.00 153.71 1.08 | 103.00 | 151.56 155.86 12
Colgate 6.00 153.71 1.08 | 103.00 | 151.56 155.86 12
Dontodent | 6.00 153.65 1.08 | 103.00 | 151.50 155.79 12
Rot Weiss 6.00 150.42 1.08 | 103.00 | 148.27 152.57 2

ZP: Zahnpasta, Ismean: least square means (Mittelwert von lower CL und upper CL) SE:

Standardfehler, df: degress of freedom (Freiheitsgrade), CL: Konvidenzlimit, Konvidenzintervall

oberer und unterer, group: Gruppeneinteilung

Tabelle 18: TER - Mittelwerte fiir Zeitpunkt 7

ZP Zeit Ismean SE df lower.CL | upper.CL | .group
Kontrolle 7.00 156.77 1.53 107.00 | 153.73 159.80 1
Aronal 7.00 154.08 1.08 103.00 | 151.93 156.23 1
Colgate 7.00 155.15 1.08 103.00 | 153.01 157.30 1
Dontodent 7.00 153.49 1.08 103.00 | 151.34 155.64 1
Rot Weiss 7.00 152.82 1.08 103.00 | 150.67 154.97 1

ZP: Zahnpasta, Ismean: least square means (Mittelwert von lower CL und upper CL) SE:

Standardfehler, df: degress of freedom (Freiheitsgrade), CL: Konvidenzlimit, Konvidenzintervall

oberer und unterer, group: Gruppeneinteilung
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Tabelle 19: TER - Mittelwerte fiir Zeitpunkt 8

ZP Zeit Ismean SE df lower.CL | upper.CL | .group
Kontrolle 8.00 155.23 1.53 107.00 | 152.20 158.27 1
Aronal 8.00 158.66 1.08 103.00 | 156.51 160.81 1
Colgate 8.00 155.55 1.08 103.00 | 153.40 157.69 1
Dontodent | 8.00 155.67 1.08 103.00 | 153.52 157.82 1
Rot Weiss 8.00 154.81 1.08 103.00 | 152.66 156.96 1

ZP: Zahnpasta, Ismean: least square means (Mittelwert von lower CL und upper CL) SE:

Standardfehler, df: degress of freedom (Freiheitsgrade), CL: Konvidenzlimit, Konvidenzintervall

oberer und unterer, group: Gruppeneinteilung

Tabelle 20: TER - Mittelwerte fiir Zeitpunkt 24

ZP Zeit Ismean SE df lower.CL | upper.CL | .group
Kontrolle | 24.00 | 154.68 1.53 107.00 | 151.64 157.71 12
Aronal 24.00 | 159.13 1.08 103.00 | 156.98 161.28 1
Colgate 24.00 | 156.53 1.08 103.00 | 154.38 158.68 12
Dontodent | 24.00 | 156.72 1.08 103.00 | 154.57 158.87 12
Rot Weiss | 24.00 | 154.54 1.08 103.00 | 152.39 156.69 2

ZP: Zahnpasta, Ismean: least square means (Mittelwert von lower CL und upper CL) SE:

Standardfehler, df: degress of freedom (Freiheitsgrade), CL: Konvidenzlimit, Konvidenzintervall

oberer und unterer, group: Gruppeneinteilung

Tabelle 21: TER - Mittelwerte fiir Zeitpunkt 48

ZP Zeit Ismean SE df lower.CL | upper.CL | .group
Kontrolle | 48.00 | 154.94 1.53 107.00 | 151.90 157.98 1
Aronal 48.00 | 163.15 1.08 103.00 | 161.00 165.30 2
Colgate 48.00 | 159.11 1.08 103.00 | 156.96 161.26 12
Dontodent | 48.00 | 158.69 1.08 103.00 | 156.54 160.84 1

Rot Weiss | 48.00 157.60 | 1.08 103.00 | 155.45 159.75 1

ZP: Zahnpasta, Ismean: least square means (Mittelwert von lower CL und upper CL) SE:

Standardfehler, df: degress of freedom (Freiheitsgrade), CL: Konvidenzlimit, Konvidenzintervall

oberer und unterer, group: Gruppeneinteilung
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Tabelle 22: TER - Mittelwerte fiir Zeitpunkt 72

ZP Zeit Ismean SE df lower.CL | upper.CL | .group
Kontrolle 72.00 | 153.15 1.53 107.00 | 150.11 156.19 1
Aronal 72.00 | 162.75 1.08 103.00 | 160.60 164.90 2
Colgate 72.00 | 158.43 1.08 103.00 | 156.28 160.57 3
Dontodent 72.00 | 158.03 1.08 103.00 | 155.88 160.17 13
Rot Weiss 72.00 |157.13 1.08 103.00 | 154.98 159.28 13

ZP: Zahnpasta, Ismean: least square means (Mittelwert von lower CL und upper CL) SE:

Standardfehler, df: degress of freedom (Freiheitsgrade), CL: Konvidenzlimit, Konvidenzintervall

oberer und unterer, group: Gruppeneinteilung
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14.2 TER — Paarweise Vergleiche der Mittelwerte mit Signifikanzwerten

Tabelle 23: TER — Paarweise Vergleiche Mittelwerte zum Zeitpunkt 0.

Ansatz Estimate Std.Error p unad;. p adj. fdr
Kontrolle - Aronal -0.87 1.88 0.04 0.85
Kontrolle - Colgate -0.35 1.88 0.85 0.85
Kontrolle - Dontodent 1.02 1.88 0.59 0.85
Kontrolle - Rot Weiss -1.16 1.88 0.54 0.85
Aronal - Colgate 0.53 1.53 0.73 0.85
Aronal - Dontodent 1.90 1.53 0.22 0.85
Aronal - Rot Weiss -0.28 1.53 0.85 0.85
Colgate - Dontodent 1.37 1.53 0.37 0.85
Colgate - Rot Weiss -0.81 1.53 0.60 0.85
Dontodent - Rot Weiss -2.18 1.53 0.16 0.85

Estimate: Schatzung, Std.Error: Standardfehler, p unadj: p-Wert unadjustiert, padj fdr: p-Wert

adjustiert false discovery rate

Tabelle 24: TER — Paarweise Vergleiche Mittelwerte zum Zeitpunkt 1

Ansatz Estimate Std.Error p unad;. p adj. fdr

Kontrolle - Aronal 0.43 1.88 0.82 0.82
Kontrolle - Colgate -1.77 1.88 0.35 0.43
Kontrolle - Dontodent 3.18 1.88 0.09 0.22
Kontrolle - Rot Weiss 2.69 1.88 0.15 0.22
Aronal - Colgate -2.21 1.53 0.15 0.22
Aronal - Dontodent 2.75 1.53 0.08 0.22
Aronal - Rot Weiss 2.26 1.53 0.14 0.22
Colgate - Dontodent 4.96 1.53 0.00 0.02
Colgate - Rot Weiss 4.47 1.53 0.00 0.02
Dontodent - Rot Weiss - 0.49 1.53 0.75 0.82

Estimate: Schitzung, Std.Error: Standardfehler, p unadj: p-Wert unadjustiert, padj fdr: p-Wert

adjustiert false dicovery rate
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Tabelle 25: TER - Paarweise Vergleiche Mittelwerte zum Zeitpunkt 2

Ansatz Estimate Std.Error p unad;. p adj. fdr
Kontrolle - Aronal 1.73 1.88 0.36 0.60
Kontrolle - Colgate 1.50 1.88 0.43 0.61
Kontrolle - Dontodent 2.32 1.88 0.22 0.44
Kontrolle - Rot Weiss 6.92 1.88 0.00 0.00
Aronal - Colgate -0.23 1.53 0.88 0.88
Aronal - Dontodent 0.59 1.53 0.70 0.78
Aronal - Rot Weiss 5.19 1.53 0.00 0.00
Colgate - Dontodent 0.83 1.53 0.59 0.74
Colgate - Rot Weiss 5.42 1.53 0.00 0.00
Dontodent - Rot Weiss 4.60 1.53 0.00 0.01

Estimate: Schiatzung, Std.Error: Standardfehler, p unadj: p-Wert unadjustiert, padj fdr: p-Wert

adjustiert false dicovery rate

Tabelle 26: TER — Paarweise Vergleiche Mittelwerte zum Zeitpunkt 3

Ansatz Estimate Std.Error p unad;. p adj. fdr
Kontrolle - Aronal 4.30 1.88 0.02 0.08
Kontrolle - Colgate 2.63 1.88 0.16 0.23
Kontrolle - Dontodent 3.70 1.88 0.05 0.10
Kontrolle - Rot Weiss 6.93 1.88 0.00 0.00
Aronal - Colgate -1.67 1.53 0.28 0.35
Aronal - Dontodent -0.60 1.53 0.70 0.70
Aronal - Rot Weiss 2.63 1.53 0.09 0.15
Colgate - Dontodent 1.07 1.53 0.49 0.54
Colgate - Rot Weiss 4.30 1.53 0.01 0.03
Dontodent - Rot Weiss 3.22 1.53 0.04 0.09

Estimate: Schitzung, Std.Error: Standardfehler, p unadj: p-Wert unadjustiert, padj fdr: p-Wert

adjustiert false dicovery rate
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Tabelle 27: TER — Paarweise Vergleiche Mittelwerte zum Zeitpunkt 4

Ansatz Estimate Std.Error p unad;. p adj. fdr
Kontrolle - Aronal 6.22 1.88 0.00 0.01
Kontrolle - Colgate 5.11 1.88 0.01 0.02
Kontrolle - Dontodent 5.23 1.88 0.01 0.02
Kontrolle - Rot Weiss 6.68 1.88 0.00 0.01
Aronal - Colgate -1.11 1.53 0.47 0.65
Aronal - Dontodent -0.99 1.53 0.52 0.65
Aronal - Rot Weiss 0.46 1.53 0.77 0.85
Colgate - Dontodent 0.12 1.53 0.94 0.94
Colgate - Rot Weiss 1.57 1.53 0.31 0.58
Dontodent - Rot Weiss 1.45 1.53 0.35 0.58

Estimate: Schatzung, Std.Error: Standardfehler, p unadj: p-Wert unadjustiert, padj fdr: p-Wert

adjustiert false dicovery rate

Tabelle 28: TER — Paarweise Vergleiche Mittelwerte zum Zeitpunkt 5

Ansatz Estimate Std.Error p unad,. p adj. fdr
Kontrolle - Aronal 7.11 1.88 0.00 0.00
Kontrolle - Colgate 6.51 1.88 0.00 0.00
Kontrolle - Dontodent 7.10 1.88 0.00 0.00
Kontrolle - Rot Weiss 9.68 1.88 0.00 0.00
Aronal - Colgate -0.60 1.53 0.69 0.78
Aronal - Dontodent -0.01 1.53 0.99 0.99
Aronal - Rot Weiss 2.56 1.53 0.10 0.14
Colgate - Dontodent 0.59 1.53 0.70 0.78
Colgate - Rot Weiss 3.17 1.53 0.04 0.08
Dontodent - Rot Weiss 2.58 1.53 0.10 0.14

Estimate: Schatzung, Std.Error: Standardfehler, p unadj: p-Wert unadjustiert, padj fdr: p-Wert

adjustiert false dicovery rate
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Tabelle 29: TER — Paarweise Vergleiche Mittelwerte zum Zeitpunkt 6

Ansatz Estimate Std.Error p unad;. p adj. fdr
Kontrolle - Aronal 4.88 1.88 0.01 0.03
Kontrolle - Colgate 4.88 1.88 0.01 0.03
Kontrolle - Dontodent 4.95 1.88 0.01 0.03
Kontrolle - Rot Weiss 8.18 1.88 0.00 0.00
Aronal - Colgate -0.00 1.53 1.00 1.00
Aronal - Dontodent 0.07 1.53 0.97 1.00
Aronal - Rot Weiss 3.30 1.53 0.03 0.05
Colgate - Dontodent 0.07 1.53 0.97 1.00
Colgate - Rot Weiss 3.30 1.53 0.03 0.05
Dontodent - Rot Weiss 3.23 1.53 0.04 0.05

Estimate: Schatzung, Std.Error: Standardfehler, p unadj: p-Wert unadjustiert, padj fdr: p-Wert

adjustiert false dicovery rate

Tabelle 30: TER — Paarweise Vergleiche Mittelwerte zum Zeitpunkt 7

Ansatz Estimate Std.Error p unad;. p adj. fdr
Kontrolle - Aronal 2.68 1.88 0.16 0.39
Kontrolle - Colgate 1.61 1.88 0.39 0.59
Kontrolle - Dontodent 3.27 1.88 0.08 0.39
Kontrolle - Rot Weiss 3.95 1.88 0.04 0.38
Aronal - Colgate -1.07 1.53 0.49 0.61
Aronal - Dontodent 0.59 1.53 0.70 0.70
Aronal - Rot Weiss 1.26 1.53 0.41 0.59
Colgate - Dontodent 1.66 1.53 0.28 0.56
Colgate - Rot Weiss 2.33 1.53 0.13 0.39
Dontodent - Rot Weiss 0.67 1.53 0.66 0.70

Estimate: Schitzung, Std.Error: Standardfehler, p unadj: p-Wert unadjustiert, padj fdr: p-Wert

adjustiert false dicovery rate
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Tabelle 31: TER — Paarweise Vergleiche Mittelwerte zum Zeitpunkt 8

Ansatz Estimate Std.Error p unad;. p adj. fdr
Kontrolle - Aronal -3.42 1.88 0.07 0.18
Kontrolle - Colgate -0.31 1.88 0.87 0.94
Kontrolle - Dontodent -0.43 1.88 0.82 0.94
Kontrolle - Rot Weiss 0.43 1.88 0.82 0.94
Aronal - Colgate 3.1 1.53 0.04 0.18
Aronal - Dontodent 2.99 1.53 0.05 0.18
Aronal - Rot Weiss 3.85 1.53 0.01 0.14
Colgate - Dontodent -0.12 1.53 0.94 0.94
Colgate - Rot Weiss 0.74 1.53 0.63 0.94
Dontodent - Rot Weiss 0.86 1.53 0.58 0.94

Estimate: Schatzung, Std.Error: Standardfehler, p unadj: p-Wert unadjustiert, padj fdr: p-Wert

adjustiert false discovery rate

Tabelle 32: TER — Paarweise Vergleiche Mittelwerte zum Zeitpunkt 24

Ansatz Estimate Std.Error p unad;. p adj. fdr
Kontrolle - Aronal -4.46 1.88 0.02 0.10
Kontrolle - Colgate -1.86 1.88 0.32 0.41
Kontrolle - Dontodent -2.04 1.88 0.28 0.40
Kontrolle - Rot Weiss 0.13 1.88 0.94 0.94
Aronal - Colgate 2.60 1.53 0.09 0.29
Aronal - Dontodent 242 1.53 0.12 0.29
Aronal - Rot Weiss 4.59 1.53 0.00 0.03
Colgate - Dontodent -0.18 1.53 0.90 0.94
Colgate - Rot Weiss 1.99 1.53 0.20 0.33
Dontodent - Rot Weiss 2.18 1.53 0.16 0.32

Estimate: Schatzung, Std.Error: Standardfehler, p unadj: p-Wert unadjustiert, padj fdr: p-Wert

adjustiert false discovery rate
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Tabelle 33: TER — Paarweise Vergleiche Mittelwerte zum Zeitpunkt 48

Ansatz Estimate Std.Error p unad;. p adj. fdr
Kontrolle - Aronal -8.21 1.88 0.00 0.00
Kontrolle - Colgate -4.17 1.88 0.03 0.06
Kontrolle - Dontodent -3.75 1.88 0.05 0.08
Kontrolle - Rot Weiss -2.66 1.88 0.16 0.23
Aronal - Colgate 4.04 1.53 0.01 0.02
Aronal - Dontodent 4.46 1.53 0.00 0.01
Aronal - Rot Weiss 5.55 1.53 0.00 0.00
Colgate - Dontodent 0.43 1.53 0.78 0.78
Colgate - Rot Weiss 1.51 1.53 0.33 0.41
Dontodent - Rot Weiss 1.09 1.53 0.48 0.53

Estimate: Schatzung, Std.Error: Standardfehler, p unadj: p-Wert unadjustiert, padj fdr: p-Wert

adjustiert false discovery rate

Tabelle 34: TER — Paarweise Vergleiche Mittelwerte zum Zeitpunkt 72

Ansatz Estimate Std.Error p unad;. p adj. fdr
Kontrolle - Aronal -9.60 1.88 0.00 0.00
Kontrolle - Colgate -5.27 1.88 0.01 0.01
Kontrolle - Dontodent -4.87 1.88 0.01 0.02
Kontrolle - Rot Weiss -3.98 1.88 0.04 0.05
Aronal - Colgate 4.32 1.53 0.01 0.01
Aronal - Dontodent 4.72 1.53 0.00 0.01
Aronal - Rot Weiss 5.62 1.53 0.00 0.00
Colgate - Dontodent 0.40 1.53 0.79 0.79
Colgate - Rot Weiss 1.30 1.53 0.40 0.50
Dontodent - Rot Weiss 0.90 1.53 0.56 0.62

Estimate: Schatzung, Std.Error: Standardfehler, p unadj: p-Wert unadjustiert, padj fdr: p-Wert

adjustiert false discovery rate
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14.3 TER - Mittelwerte der Verdiinnungsstufen

Tabelle 35: Mittelwerte der Verdiinnungen zum Zeitpunkt 0

ZP Vdg Zeit Ismean | SE df lower.CL | upper.CL | .group
Aronal 1:100 | 0.00 | 155.92 | 1.34 95.00 | 153.26 158.57 1
Colgate 1:100 | 0.00 | 154.96 | 1.34 88.00 | 152.30 157.62 1
Dontodent | 1:100 | 0.00 | 153.93 | 1.34 88.00 | 151.27 156.58 1
Rot Weiss | 1:100 | 0.00 | 155.18 | 1.34 88.00 | 152.52 157.83 1
Aronal 1:1000 | 0.00 | 155.67 | 1.34 88.00 | 153.01 158.32 1
Colgate 1:1000 | 0.00 | 155.57 | 1.34 88.00 | 152.91 158.22 1
Dontodent | 1:1000 | 0.00 | 153.87 | 1.34 88.00 | 151.21 156.52 1
Rot Weiss | 1:1000 | 0.00 | 156.98 | 1.34 88.00 | 154.32 159.63 1

ZP: Zahnpasta, Vdg: Verdiinnung, Ismean: least square means (Mittelwert von lower CL und upper
CL) SE: Standardfehler, df: degress of freedom (Freiheitsgrade), CL: Konvidenzlimit,

Konvidenzintervall oberer und unterer, group: Gruppeneinteilung

Tabelle 36: Mittelwerte der Verdiinnungen zum Zeitpunkt 1

ZP Vdg Zeit Ismean | SE df lower.CL | upper.CL | .group
Aronal 1:100 | 1.00 | 150.98 | 1.34 | 95.00 | 148.32 | 153.63 12
Colgate 1:100 | 1.00 | 151.77 | 1.34 | 88.00 | 149.11 154.42 123
Dontodent | 1:100 | 1.00 |147.12 | 1.34 | 88.00 | 144.46 | 149.77 1

Rot Weiss | 1:100 | 1.00 | 146.73 | 1.34 | 88.00 | 144.07 | 149.38 1
Aronal 1:1000 | 1.00 |153.29 | 1.34 | 88.00 | 150.63 | 155.95 23
Colgate 1:1000 | 1.00 |156.92 | 1.34 | 88.00 | 154.26 | 159.57 3
Dontodent | 1:1000 | 1.00 | 151.65 | 1.34 | 88.00 | 148.99 | 154.31 123
Rot Weiss | 1:1000 | 1.00 | 153.03 | 1.34 | 88.00 | 150.37 | 155.68 23

ZP: Zahnpasta, Vdg: Verdiinnung, Ismean: least square means (Mittelwert von lower CL und upper
CL) SE: Standardfehler, df: degress of freedom (Freiheitsgrade), CL: Konvidenzlimit,

Konvidenzintervall oberer und unterer, group: Gruppeneinteilung
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Tabelle 37: Mittelwerte der Verdiinnungen zum Zeitpunkt 2

ZP Vdg Zeit Ismean | SE df lower.CL | upper.CL | .group
Aronal 1:100 | 2.00 | 153.00 | 1.34 95.00 | 150.34 155.66 12
Colgate 1:100 | 2.00 | 149.93 | 1.34 88.00 | 147.28 152.59 1
Dontodent | 1:100 | 2.00 | 150.18 | 1.34 88.00 | 147.52 152.83 1

Rot Weiss | 1:100 | 2.00 | 143.73 | 1.34 88.00 | 141.07 146.38 3
Aronal 1:1000 | 2.00 | 153.83 | 1.34 88.00 | 151.18 156.49 12
Colgate 1:1000 | 2.00 |157.37 | 1.34 88.00 | 154.71 160.02 2
Dontodent | 1:1000 | 2.00 | 155.48 | 1.34 88.00 | 152.82 158.13 12
Rot Weiss | 1:1000 | 2.00 | 152.73 | 1.34 88.00 | 150.08 155.39 12

ZP: Zahnpasta, Vdg: Verdiinnung, Ismean: least square means (Mittelwert von lower CL und upper
CL) SE: Standardfehler, df: degress of freedom (Freiheitsgrade), CL: Konvidenzlimit,

Konvidenzintervall oberer und unterer, group: Gruppeneinteilung

Tabelle 38: Mittelwerte der Verdiinnungen zum Zeitpunkt 3

ZP Vdg Zeit Ismean | SE df lower.CL | upper.CL | .group
Aronal 1:100 | 3.00 |153.12 | 1.34 95.00 | 150.46 155.77 12
Colgate 1:100 | 3.00 | 152.51 | 1.34 88.00 | 149.85 155.17 12
Dontodent | 1:100 | 3.00 | 150.28 | 1.34 88.00 | 147.63 152.94 1

Rot Weiss | 1:100 | 3.00 | 144.16 | 1.34 88.00 | 141.50 146.82 3
Aronal 1:1000 | 3.00 | 152.66 | 1.34 88.00 | 150.00 155.32 12
Colgate 1:1000 | 3.00 | 156.61 | 1.34 88.00 | 153.95 159.27 2
Dontodent | 1:1000 | 3.00 | 156.69 | 1.34 88.00 | 154.03 159.35 2

Rot Weiss | 1:1000 | 3.00 | 156.37 | 1.34 88.00 | 153.71 159.02 2

ZP: Zahnpasta, Vdg: Verdiinnung, Ismean: least square means (Mittelwert von lower CL und upper
CL) SE: Standardfehler, df: degress of freedom (Freiheitsgrade), CL: Konvidenzlimit,

Konvidenzintervall oberer und unterer, group: Gruppeneinteilung
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Tabelle 39: Mittelwerte der Verdiinnungen zum Zeitpunkt 4

ZP Vdg Zeit Ismean | SE df lower.CL | upper.CL | .group
Aronal 1:100 | 4.00 | 151.80 | 1.34 95.00 | 149.14 154.46 1234
Colgate 1:100 | 4.00 |151.20 | 1.34 88.00 | 148.54 153.86 123
Dontodent | 1:100 | 4.00 | 150.21 | 1.34 88.00 | 147.55 152.87 12
Rot Weiss | 1:100 | 4.00 | 146.46 | 1.34 88.00 | 143.80 149.12 1
Aronal 1:1000 | 4.00 | 152.75 | 1.34 88.00 | 150.09 155.41 234
Colgate 1:1000 | 4.00 | 155.57 | 1.34 88.00 | 152.91 158.22 234
Dontodent | 1:1000 | 4.00 | 156.32 | 1.34 88.00 | 153.66 158.97 34
Rot Weiss | 1:1000 | 4.00 |157.18 | 1.34 88.00 | 154.52 159.83 4

ZP: Zahnpasta, Vdg: Verdiinnung, Ismean: least square means (Mittelwert von lower CL und upper
CL) SE: Standardfehler, df: degress of freedom (Freiheitsgrade), CL: Konvidenzlimit,

Konvidenzintervall oberer und unterer, group: Gruppeneinteilung

Tabelle 40: Mittelwerte der Verdiinnungen zum Zeitpunkt 5

ZP Vdg Zeit Ismean | SE df lower.CL | upper.CL | .group
Aronal 1:100 | 5.00 |151.88 | 1.34 | 95.00 | 149.23 | 154.54 12
Colgate 1:100 | 5.00 |153.03 | 1.34 | 88.00 | 150.37 | 155.68 1
Dontodent | 1:100 | 5.00 | 15191 | 1.34 | 88.00 | 149.25 | 154.57 12
Rot Weiss | 1:100 | 5.00 |147.08 | 1.34 | 88.00 | 144.43 | 149.74 2
Aronal 1:1000 | 5.00 |155.38 | 1.34 | 88.00 | 152.72 | 158.03 1
Colgate | 1:1000 | 5.00 | 155.44 | 1.34 | 88.00 | 152.78 | 158.10 1
Dontodent | 1:1000 | 5.00 | 155.38 | 1.34 | 88.00 | 152.72 | 158.03 1

Rot Weiss | 1:1000 | 5.00 | 155.05 | 1.34 | 88.00 | 152.39 | 157.71 1

ZP: Zahnpasta, Vdg: Verdiinnung, Ismean: least square means (Mittelwert von lower CL und upper
CL) SE: Standardfehler, df: degress of freedom (Freiheitsgrade), CL: Konvidenzlimit,

Konvidenzintervall oberer und unterer, group: Gruppeneinteilung
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Tabelle 41: Mittelwerte der Verdiinnungen zum Zeitpunkt 6

ZP Vdg Zeit Ismean | SE df lower.CL | upper.CL | .group
Aronal 1:100 | 6.00 | 152.75 | 1.34 95.00 | 150.09 155.41 1
Colgate 1:100 | 6.00 | 151.50 | 1.34 88.00 | 148.84 154.16 12
Dontodent | 1:100 | 6.00 | 151.52 | 1.34 88.00 | 148.86 154.17 12
Rot Weiss | 1:100 | 6.00 | 145.70 | 1.34 88.00 | 143.04 148.36 2
Aronal 1:1000 | 6.00 | 154.68 | 1.34 88.00 | 152.02 157.33 1
Colgate 1:1000 | 6.00 | 155.93 | 1.34 88.00 | 153.27 158.58 1
Dontodent | 1:1000 | 6.00 | 155.78 | 1.34 88.00 | 153.12 158.43 1

Rot Weiss | 1:1000 | 6.00 | 155.13 | 1.34 88.00 | 152.48 157.79 1

ZP: Zahnpasta, Vdg: Verdiinnung, Ismean: least square means (Mittelwert von lower CL und upper
CL) SE: Standardfehler, df: degress of freedom (Freiheitsgrade), CL: Konvidenzlimit,

Konvidenzintervall oberer und unterer, group: Gruppeneinteilung

Tabelle 42: Mittelwerte der Verdiinnungen zum Zeitpunkt 7

ZP Vdg Zeit Ismean | SE df lower.CL | upper.CL | .group
Aronal 1:100 | 7.00 | 15243 | 1.34 | 95.00 | 149.77 155.08 12
Colgate 1:100 | 7.00 |155.19 | 1.34 | 88.00 | 152.53 157.85 1
Dontodent | 1:100 | 7.00 | 151.38 | 1.34 | 88.00 | 148.73 154.04 12
Rot Weiss | 1:100 | 7.00 |148.42 | 1.34 | 88.00 | 145.76 151.07 2
Aronal 1:1000 | 7.00 | 155.74 | 1.34 | 88.00 | 153.08 158.40 1
Colgate 1:1000 | 7.00 | 155.12 | 1.34 | 88.00 | 152.46 157.77 1
Dontodent | 1:1000 | 7.00 | 155.60 | 1.34 | 88.00 | 152.94 158.26 1

Rot Weiss | 1:1000 | 7.00 | 157.23 | 1.34 | 88.00 | 154.57 159.88 1

ZP: Zahnpasta, Vdg: Verdiinnung, Ismean: least square means (Mittelwert von lower CL und upper
CL) SE: Standardfehler, df: degress of freedom (Freiheitsgrade), CL: Konvidenzlimit,

Konvidenzintervall oberer und unterer, group: Gruppeneinteilung
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Tabelle 43: Mittelwerte der Verdiinnungen zum Zeitpunkt 8

ZP Vdg Zeit Ismean | SE df lower.CL | upper.CL | .group
Aronal 1:100 | 8.00 |155.61 | 1.34 | 95.00 | 152.95 158.26 123
Colgate 1:100 | 8.00 |154.83 | 1.34 | 88.00 | 152.17 157.48 123
Dontodent | 1:100 | 8.00 |153.68 | 1.34 | 88.00 | 151.02 156.33 12
Rot Weiss | 1:100 | 8.00 | 149.99 | 1.34 | 88.00 | 147.33 152.65 1
Aronal 1:1000 | 8.00 |161.71 | 1.34 | 88.00 | 159.05 164.37 4
Colgate 1:1000 | 8.00 | 156.27 | 1.34 | 88.00 | 153.61 158.92 234
Dontodent | 1:1000 | 8.00 |157.66 | 1.34 | 88.00 | 155.00 160.32 234
Rot Weiss | 1:1000 | 8.00 |159.63 | 1.34 | 88.00 | 156.97 162.28 34

ZP: Zahnpasta, Vdg: Verdiinnung, Ismean: least square means (Mittelwert von lower CL und upper
CL) SE: Standardfehler, df: degress of freedom (Freiheitsgrade), CL: Konvidenzlimit,

Konvidenzintervall oberer und unterer, group: Gruppeneinteilung

Tabelle 44: Mittelwerte der Verdiinnungen zum Zeitpunkt 24

ZP Vdg Zeit Ismean | SE df lower.CL | upper.CL | .group
Aronal 1:100 | 24.00 | 156.38 | 1.34 | 95.00 | 153.72 159.03 12
Colgate 1:100 | 24.00 | 155.63 | 1.34 | 88.00 | 152.97 158.28 1
Dontodent | 1:100 | 24.00 | 155.35 | 1.34 | 88.00 | 152.69 158.01 1

Rot Weiss | 1:100 | 24.00 | 148.45 | 1.34 | 88.00 | 145.79 151.11 3
Aronal 1:1000 | 24.00 | 161.89 | 1.34 | 88.00 | 159.23 164.55 2
Colgate 1:1000 | 24.00 | 157.44 | 1.34 | 88.00 | 154.78 160.10 12
Dontodent | 1:1000 | 24.00 | 158.08 | 1.34 | 88.00 | 155.43 160.74 12
Rot Weiss | 1:1000 | 24.00 | 160.63 | 1.34 | 88.00 | 157.98 163.29 12

ZP: Zahnpasta, Vdg: Verdiinnung, Ismean: least square means (Mittelwert von lower CL und upper
CL) SE: Standardfehler, df: degress of freedom (Freiheitsgrade), CL: Konvidenzlimit,

Konvidenzintervall oberer und unterer, group: Gruppeneinteilung
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Tabelle 45: Mittelwerte der Verdiinnungen zum Zeitpunkt 48

ZP Vdg Zeit Ismean | SE df lower.CL | upper.CL | .group

Aronal 1:100 | 48.00 | 160.69 | 1.34 95.00 | 158.04 163.35 12

Colgate 1:100 | 48.00 | 158.08 | 1.34 88.00 | 155.42 160.73 13

Dontodent | 1:100 | 48.00 | 157.38 | 1.34 88.00 | 154.73 160.04 13

Rot Weiss | 1:100 | 48.00 | 152.93 | 1.34 88.00 | 150.27 155.58 3

Aronal 1:1000 | 48.00 | 165.61 | 1.34 88.00 | 162.95 168.27 2

Colgate 1:1000 | 48.00 | 160.15 | 1.34 88.00 | 157.49 162.81 12

Dontodent | 1:1000 | 48.00 | 159.99 | 1.34 88.00 | 157.33 162.65 12

Rot Weiss | 1:1000 | 48.00 | 162.28 | 1.34 88.00 | 159.62 164.93 12

ZP: Zahnpasta, Vdg: Verdiinnung, Ismean: least square means (Mittelwert von lower CL und upper
CL) SE: Standardfehler, df: degress of freedom (Freiheitsgrade), CL: Konvidenzlimit,
Konvidenzintervall oberer und unterer, group: Gruppeneinteilung

Tabelle 46: Mittelwerte der Verdiinnungen zum Zeitpunkt 72

ZP Vdg Zeit Ismean | SE df lower.CL | upper.CL | .group

Aronal 1:100 | 72.00 | 161.93 | 1.34 | 95.00 | 159.27 164.58 12

Colgate 1:100 | 72.00 | 155.69 | 1.34 | 88.00 | 153.03 158.35 34

Dontodent | 1:100 | 72.00 | 156.55 | 1.34 88.00 | 153.89 159.21 134

Rot Weiss | 1:100 | 72.00 | 151.33 | 1.34 | 88.00 | 148.67 153.98 3

Aronal 1:1000 | 72.00 | 163.58 | 1.34 88.00 | 160.92 166.23 2

Colgate 1:1000 | 72.00 | 161.16 | 1.34 | 88.00 | 158.50 163.82 124

Dontodent | 1:1000 | 72.00 | 159.50 | 1.34 | 88.00 | 156.84 162.16 124

Rot Weiss | 1:1000 | 72.00 | 162.93 | 1.34 88.00 | 160.28 165.59 2

ZP: Zahnpasta, Vdg: Verdiinnung, Ismean: least square means (Mittelwert von lower CL und upper
CL) SE: Standardfehler, df: degress of freedom (Freiheitsgrade), CL: Konvidenzlimit,
Konvidenzintervall oberer und unterer, group: Gruppeneinteilung
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14.4 TER — Paarweise Vergleiche der Verdliinnungsstufen

Tabelle 47: TER zum Zeitpunkt 1. Paarweise Vergleiche Verdiinnungen

Zahnpasta Estimate | Std.Error | p unadj. | p adj. fdr
Aronal,1:100 - Colgate,1:100 -0.79 1.89 0.68 0.79
Aronal,1:100 - Dontodent,1:100 3.86 1.89 0.04 0.08
Aronal,1:100 - Rot Weiss,1:100 4.25 1.89 0.03 0.05
Aronal,1:100 - Aronal,1:1000 -2.32 1.89 0.22 0.35
Colgate,1:100 - Dontodent,1:100 4.65 1.89 0.02 0.04
Colgate,1:100 - Rot Weiss,1:100 5.04 1.89 0.01 0.03
Colgate,1:100 - Colgate,1:1000 -5.15 1.89 0.01 0.02
Dontodent,1:100 - Rot Weiss,1:100 0.39 1.89 0.84 0.90
Dontodent,1:100 - Dontodent,1:1000 -4.53 1.89 0.02 0.04
Rot Weiss,1:100 - Rot Weiss,1:1000 -6.30 1.89 0.00 0.01
Aronal,1:1000 - Colgate,1:1000 -3.62 1.89 0.06 0.10
Aronal,1:1000 - Dontodent,1:1000 1.64 1.89 0.39 0.54
Aronal,1:1000 - Rot Weiss,1:1000 0.27 1.89 0.89 0.92
Colgate,1:1000 - Dontodent,1:1000 5.27 1.89 0.01 0.02
Colgate,1:1000 - Rot Weiss,1:1000 3.89 1.89 0.04 0.08
Dontodent,1:1000 - RotWeiss,1:1000 -1.37 1.89 0.47 0.60

Estimate: Schatzung, Std.Error: Standardfehler, p unadj: p-Wert unadjustiert, padj fdr: p-Wert
adjustiert false discovery rate
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Tabelle 48: TER zum Zeitpunkt 2. Paarweise Vergleiche Verdiinnungen

Zahnpasta Estimate | Std.Error | p unadj. | p adj. fdr
Aronal,1:100 - Colgate,1:100 3.07 1.89 0.11 0.18
Aronal,1:100 - Dontodent,1:100 2.83 1.89 0.14 0.21
Aronal,1:100 - Rot Weiss,1:100 9.28 1.89 0.00 0.00
Aronal,1:100 - Aronal,1:1000 -0.83 1.89 0.66 0.71
Colgate,1:100 - Dontodent,1:100 -0.24 1.89 0.90 0.90
Colgate,1:100 - Rot Weiss,1:100 6.21 1.89 0.00 0.00
Colgate,1:100 - Colgate,1:1000 -7.43 1.89 0.00 0.00
Dontodent,1:100 - Rot Weiss,1:100 6.45 1.89 0.00 0.00
Dontodent,1:100 - Dontodent,1:1000 -5.30 1.89 0.01 0.02
Rot Weiss,1:100 - Rot Weiss,1:1000 -9.01 1.89 0.00 0.00
Aronal,1:1000 - Colgate,1:1000 -3.53 1.89 0.07 0.11
Aronal,1:1000 - Dontodent,1:1000 -1.64 1.89 0.39 0.45
Aronal,1:1000 - Rot Weiss,1:1000 1.10 1.89 0.56 0.63
Colgate,1:1000 - Dontodent,1:1000 1.89 1.89 0.32 0.39
Colgate,1:1000 - Rot Weiss,1:1000 4.63 1.89 0.02 0.04
Dontodent,1:1000 - RotWeiss,1:1000 2.74 1.89 0.15 0.21

Estimate: Schiatzung, Std.Error: Standardfehler, p unadj: p-Wert unadjustiert, padj fdr: p-Wert

adjustiert false discovery rate
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Tabelle 49: TER zum Zeitpunkt 3. Paarweise Vergleiche Verdiinnungen

Zahnpasta Estimate | Std.Error | p unadj. | p adj. fdr
Aronal,1:100 - Colgate,1:100 0.61 1.89 0.75 0.91
Aronal,1:100 - Dontodent,1:100 2.83 1.89 0.14 0.19
Aronal,1:100 - Rot Weiss,1:100 8.96 1.89 0.00 0.00
Aronal,1:100 - Aronal,1:1000 0.46 1.89 0.81 0.94
Colgate,1:100 - Dontodent,1:100 2.22 1.89 0.24 0.31
Colgate,1:100 - Rot Weiss,1:100 8.35 1.89 0.00 0.00
Colgate,1:100 - Colgate,1:1000 -4.10 1.89 0.03 0.08
Dontodent,1:100 - Rot Weiss,1:100 6.12 1.89 0.00 0.01
Dontodent,1:100 - Dontodent,1:1000 -6.41 1.89 0.00 0.00
Rot Weiss,1:100 - Rot Weiss,1:1000 -12.21 1.89 0.00 0.00
Aronal,1:1000 - Colgate,1:1000 -3.95 1.89 0.04 0.08
Aronal,1:1000 - Dontodent,1:1000 -4.03 1.89 0.04 0.08
Aronal,1:1000 - Rot Weiss,1:1000 -3.71 1.89 0.05 0.09
Colgate,1:1000 - Dontodent,1:1000 -0.08 1.89 0.96 0.96
Colgate,1:1000 - Rot Weiss,1:1000 0.24 1.89 0.90 0.96
Dontodent,1:1000 - Rot Weiss,1:1000 0.32 1.89 0.86 0.96

Estimate: Schiatzung, Std.Error: Standardfehler, p unadj: p-Wert unadjustiert, padj fdr: p-Wert

adjustiert false discovery rate
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Tabelle 50: TER zum Zeitpunkt 4. Paarweise Vergleiche Verdiinnungen

Zahnpasta Estimate | Std.Error | p unadj. | p adj. fdr
Aronal,1:100 - Colgate,1:100 0.60 1.89 0.75 0.75
Aronal,1:100 - Dontodent,1:100 1.59 1.89 0.40 0.50
Aronal,1:100 - Rot Weiss,1:100 5.34 1.89 0.01 0.02
Aronal,1:100 - Aronal,1:1000 -0.95 1.89 0.62 0.69
Colgate,1:100 - Dontodent,1:100 0.99 1.89 0.60 0.69
Colgate,1:100 - Rot Weiss,1:100 4.74 1.89 0.01 0.03
Colgate,1:100 - Colgate,1:1000 -4.37 1.89 0.02 0.04
Dontodent,1:100 - Rot Weiss,1:100 3.75 1.89 0.05 0.08
Dontodent,1:100 - Dontodent,1:1000 -6.11 1.89 0.00 0.01
Rot Weiss,1:100 - Rot Weiss,1:1000 -10.72 1.89 0.00 0.00
Aronal,1:1000 - Colgate,1:1000 -2.82 1.89 0.14 0.21
Aronal,1:1000 - Dontodent,1:1000 -3.57 1.89 0.06 0.10
Aronal,1:1000 - Rot Weiss,1:1000 -4.42 1.89 0.02 0.04
Colgate,1:1000 - Dontodent,1:1000 -0.75 1.89 0.69 0.72
Colgate,1:1000 - Rot Weiss,1:1000 -1.61 1.89 0.40 0.50
Dontodent,1:1000 - Rot Weiss,1:1000 -0.86 1.89 0.65 0.70

Estimate: Schiatzung, Std.Error: Standardfehler, p unadj: p-Wert unadjustiert, padj fdr: p-Wert

adjustiert false discovery rate
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Tabelle 51: TER zum Zeitpunkt 5. Paarweise Vergleiche Verdiinnungen

Zahnpasta Estimate | Std.Error | p unadj. | p adj. fdr
Aronal,1:100 - Colgate,1:100 -1.14 1.89 0.55 0.74
Aronal,1:100 - Dontodent,1:100 -0.02 1.89 0.99 1.00
Aronal,1:100 - Rot Weiss,1:100 4.80 1.89 0.01 0.05
Aronal,1:100 - Aronal,1:1000 -3.49 1.89 0.07 0.15
Colgate,1:100 - Dontodent,1:100 1.12 1.89 0.56 0.74
Colgate,1:100 - Rot Weiss,1:100 5.94 1.89 0.00 0.01
Colgate,1:100 - Colgate,1:1000 -2.42 1.89 0.20 0.34
Dontodent,1:100 - Rot Weiss,1:100 4.83 1.89 0.01 0.05
Dontodent,1:100 - Dontodent,1:1000 -3.47 1.89 0.07 0.15
Rot Weiss,1:100 - Rot Weiss,1:1000 -7.97 1.89 0.00 0.00
Aronal,1:1000 - Colgate,1:1000 -0.07 1.89 0.97 1.00
Aronal,1:1000 - Dontodent,1:1000 0.00 1.89 1.00 1.00
Aronal,1:1000 - Rot Weiss,1:1000 0.33 1.89 0.86 1.00
Colgate,1:1000 - Dontodent,1:1000 0.07 1.89 0.97 1.00
Colgate,1:1000 - Rot Weiss,1:1000 0.39 1.89 0.84 1.00
Dontodent,1:1000 - Rot Weiss,1:1000 0.32 1.89 0.86 1.00

Estimate: Schiatzung, Std.Error: Standardfehler, p unadj: p-Wert unadjustiert, padj fdr: p-Wert

adjustiert false discovery rate
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Tabelle 52: TER zum Zeitpunkt 6. Paarweise Vergleiche Verdiinnungen

Zahnpasta Estimate | Std.Error | p unadj. | p adj. fdr
Aronal,1:100 - Colgate,1:100 1.25 1.89 0.51 0.66
Aronal,1:100 - Dontodent,1:100 1.23 1.89 0.52 0.66
Aronal,1:100 - Rot Weiss,1:100 7.05 1.89 0.00 0.00
Aronal,1:100 - Aronal,1:1000 -1.93 1.89 0.31 0.46
Colgate,1:100 - Dontodent,1:100 -0.02 1.89 0.99 0.99
Colgate,1:100 - Rot Weiss,1:100 5.80 1.89 0.00 0.01
Colgate,1:100 - Colgate,1:1000 -4.43 1.89 0.02 0.07
Dontodent,1:100 - Rot Weiss,1:100 5.82 1.89 0.00 0.01
Dontodent,1:100 - Dontodent,1:1000 -4.26 1.89 0.03 0.07
Rot Weiss,1:100 - Rot Weiss,1:1000 -9.43 1.89 0.00 0.00
Aronal,1:1000 - Colgate,1:1000 1.25 1.89 0.51 0.66
Aronal,1:1000 - Dontodent,1:1000 -1.10 1.89 0.56 0.68
Aronal,1:1000 - Rot Weiss,1:1000 -0.46 1.89 0.81 0.87
Colgate,1:1000 - Dontodent,1:1000 0.15 1.89 0.94 0.97
Colgate,1:1000 - Rot Weiss,1:1000 0.79 1.89 0.68 0.79
Dontodent,1:1000 - Rot Weiss,1:1000 0.64 1.89 0.74 0.82

Estimate: Schiatzung, Std.Error: Standardfehler, p unadj: p-Wert unadjustiert, padj fdr: p-Wert

adjustiert false discovery rate
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Tabelle 53: TER zum Zeitpunkt 7. Paarweise Vergleiche Verdiinnungen

Zahnpasta Estimate | Std.Error | p unadj. | p adj. fdr
Aronal,1:100 - Colgate,1:100 -2.77 1.89 0.15 0.26
Aronal,1:100 - Dontodent,1:100 1.04 1.89 0.58 0.74
Aronal,1:100 - Rot Weiss,1:100 4.01 1.89 0.04 0.10
Aronal,1:100 - Aronal,1:1000 -3.32 1.89 0.08 0.18
Colgate,1:100 - Dontodent,1:100 3.81 1.89 0.05 0.12
Colgate,1:100 - Rot Weiss,1:100 6.78 1.89 0.00 0.00
Colgate,1:100 - Colgate,1:1000 0.07 1.89 0.97 0.97
Dontodent,1:100 - Rot Weiss,1:100 297 1.89 0.12 0.22
Dontodent,1:100 - Dontodent,1:1000 -4.22 1.89 0.03 0.09
Rot Weiss,1:100 - Rot Weiss,1:1000 -8.81 1.89 0.00 0.00
Aronal,1:1000 - Colgate,1:1000 0.62 1.89 0.74 0.89
Aronal,1:1000 - Dontodent,1:1000 0.14 1.89 0.94 0.97
Aronal,1:1000 - Rot Weiss,1:1000 -1.48 1.89 0.44 0.58
Colgate,1:1000 - Dontodent,1:1000 -0.48 1.89 0.80 0.89
Colgate,1:1000 - Rot Weiss,1:1000 -2.11 1.89 0.27 0.42
Dontodent,1:1000 - Rot Weiss,1:1000 -1.62 1.89 0.39 0.55

Estimate: Schiatzung, Std.Error: Standardfehler, p unadj: p-Wert unadjustiert, padj fdr: p-Wert

adjustiert false discovery rate
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Tabelle 54: TER zum Zeitpunkt 8. Paarweise Vergleiche Verdiinnungen

Zahnpasta Estimate | Std.Error | p unadj. | p adj. fdr
Aronal,1:100 - Colgate,1:100 0.78 1.89 0.68 0.70
Aronal,1:100 - Dontodent,1:100 1.93 1.89 0.31 0.38
Aronal,1:100 - Rot Weiss,1:100 5.62 1.89 0.00 0.01
Aronal,1:100 - Aronal,1:1000 -6.10 1.89 0.00 0.01
Colgate,1:100 - Dontodent,1:100 1.15 1.89 0.54 0.59
Colgate,1:100 - Rot Weiss,1:100 4.83 1.89 0.01 0.03
Colgate,1:100 - Colgate,1:1000 -1.44 1.89 0.45 0.52
Dontodent,1:100 - Rot Weiss,1:100 3.68 1.89 0.05 0.10
Dontodent,1:100 - Dontodent,1:1000 -3.98 1.89 0.04 0.07
Rot Weiss,1:100 - Rot Weiss,1:1000 -9.63 1.89 0.00 0.00
Aronal,1:1000 - Colgate,1:1000 5.44 1.89 0.01 0.01
Aronal,1:1000 - Dontodent,1:1000 4.05 1.89 0.04 0.07
Aronal,1:1000 - Rot Weiss,1:1000 2.08 1.89 0.27 0.38
Colgate,1:1000 - Dontodent,1:1000 -1.39 1.89 0.46 0.52
Colgate,1:1000 - Rot Weiss,1:1000 -3.36 1.89 0.08 0.13
Dontodent,1:1000 - Rot Weiss,1:1000 -1.97 1.89 0.30 0.38

Estimate: Schiatzung, Std.Error: Standardfehler, p unadj: p-Wert unadjustiert, padj fdr: p-Wert

adjustiert false discovery rate
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Tabelle 55: TER zum Zeitpunkt 24. Paarweise Vergleiche Verdiinnungen

Zahnpasta Estimate | Std.Error | p unadj. | p adj. fdr
Aronal,1:100 - Colgate,1:100 0.75 1.89 0.69 0.75
Aronal,1:100 - Dontodent,1:100 1.02 1.89 0.59 0.66
Aronal,1:100 - Rot Weiss,1:100 7.92 1.89 0.00 0.00
Aronal,1:100 - Aronal,1:1000 -5.52 1.89 0.00 0.01
Colgate,1:100 - Dontodent,1:100 0.27 1.89 0.88 0.88
Colgate,1:100 - Rot Weiss,1:100 7.18 1.89 0.00 0.00
Colgate,1:100 - Colgate,1:1000 -1.82 1.89 0.34 0.45
Dontodent,1:100 - Rot Weiss,1:100 6.90 1.89 0.00 0.00
Dontodent,1:100 - Dontodent,1:1000 -2.73 1.89 0.15 0.25
Rot Weiss,1:100 - Rot Weiss,1:1000 -12.18 1.89 0.00 0.00
Aronal,1:1000 - Colgate,1:1000 4.45 1.89 0.02 0.04
Aronal,1:1000 - Dontodent,1:1000 3.81 1.89 0.05 0.09
Aronal,1:1000 - Rot Weiss,1:1000 1.26 1.89 0.51 0.62
Colgate,1:1000 - Dontodent,1:1000 -0.64 1.89 0.74 0.76
Colgate,1:1000 - Rot Weiss,1:1000 -3.19 1.89 0.10 0.17
Dontodent,1:1000 - Rot Weiss,1:1000 -2.55 1.89 0.18 0.28

Estimate: Schiatzung, Std.Error: Standardfehler, p unadj: p-Wert unadjustiert, padj fdr: p-Wert

adjustiert false discovery rate

XLVI




Tabelle 56: TER zum Zeitpunkt 48. Paarweise Vergleiche Verdiinnungen

Zahnpasta Estimate | Std.Error | p unadj. | p adj. fdr
Aronal,1:100 - Colgate,1:100 2.62 1.89 0.17 0.25
Aronal,1:100 - Dontodent,1:100 3.31 1.89 0.08 0.15
Aronal,1:100 - Rot Weiss,1:100 7.77 1.89 0.00 0.00
Aronal,1:100 - Aronal,1:1000 -4.92 1.89 0.01 0.03
Colgate,1:100 - Dontodent,1:100 0.69 1.89 0.72 0.77
Colgate,1:100 - Rot Weiss,1:100 5.15 1.89 0.01 0.02
Colgate,1:100 - Colgate,1:1000 -2.08 1.89 0.28 0.35
Dontodent,1:100 - Rot Weiss,1:100 4.46 1.89 0.02 0.04
Dontodent,1:100 - Dontodent,1:1000 -2.61 1.89 0.17 0.25
Rot Weiss,1:100 - Rot Weiss,1:1000 -9.35 1.89 0.00 0.00
Aronal,1:1000 - Colgate,1:1000 5.46 1.89 0.00 0.02
Aronal,1:1000 - Dontodent,1:1000 5.62 1.89 0.00 0.01
Aronal,1:1000 - Rot Weiss,1:1000 3.33 1.89 0.08 0.15
Colgate,1:1000 - Dontodent,1:1000 0.16 1.89 0.93 0.93
Colgate,1:1000 - Rot Weiss,1:1000 -2.13 1.89 0.26 0.35
Dontodent,1:1000 - Rot Weiss,1:1000 -2.28 1.89 0.23 0.32

Estimate: Schiatzung, Std.Error: Standardfehler, p unadj: p-Wert unadjustiert, padj fdr: p-Wert

adjustiert false discovery rate
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Tabelle 57: TER zum Zeitpunkt 72. Paarweise Vergleiche Verdiinnungen

Zahnpasta Estimate | Std.Error | p unadj. | p adj. fdr
Aronal,1:100 - Colgate,1:100 6.23 1.89 0.00 0.00
Aronal,1:100 - Dontodent,1:100 5.37 1.89 0.01 0.01
Aronal,1:100 - Rot Weiss,1:100 10.60 1.89 0.00 0.00
Aronal,1:100 - Aronal,1:1000 -1.65 1.89 0.39 0.45
Colgate,1:100 - Dontodent,1:100 -0.86 1.89 0.65 0.70
Colgate,1:100 - Rot Weiss,1:100 4.37 1.89 0.02 0.04
Colgate,1:100 - Colgate,1:1000 -5.47 1.89 0.00 0.01
Dontodent,1:100 - Rot Weiss,1:100 5.23 1.89 0.01 0.02
Dontodent,1:100 - Dontodent,1:1000 -2.95 1.89 0.12 0.18
Rot Weiss,1:100 - Rot Weiss,1:1000 -11.61 1.89 0.00 0.00
Aronal,1:1000 - Colgate,1:1000 242 1.89 0.20 0.27
Aronal,1:1000 - Dontodent,1:1000 4.08 1.89 0.03 0.06
Aronal,1:1000 - Rot Weiss,1:1000 0.64 1.89 0.74 0.74
Colgate,1:1000 - Dontodent,1:1000 1.66 1.89 0.38 0.45
Colgate,1:1000 - Rot Weiss,1:1000 -1.77 1.89 0.35 0.45
Dontodent,1:1000 - Rot Weiss,1:1000 -3.43 1.89 0.07 0.11

Estimate: Schiatzung, Std.Error: Standardfehler, p unadj: p-Wert unadjustiert, padj fdr: p-Wert

adjustiert false discovery rate
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14.5 LDH — Mittelwerte Uber den Zeitverlauf

Tabelle 58: LDH - Werte, 8 und 24 Stunden

Ansatz Zeit Ismean | SE df lower.CL | upper.CL | .group
Blank 8.00 0.14 0.04 114.00 | 0.06 0.22 1
Negativ- 8.00 0.22 0.05 108.00 | 0.11 0.32 12
Kontrolle

Dontodent 8.00 0.23 0.03 108.00 | 0.16 0.29 12
Rot Weiss 8.00 0.24 0.03 108.00 | 0.17 0.31 12
Colgate 8.00 0.28 0.04 108.00 | 0.20 0.36 12
Aronal 8.00 0.31 0.04 108.00 | 0.24 0.38 2
Positiv- 8.00 1.51 0.05 108.00 | 1.40 1.61 3
Kontrolle

Blank 24.00 | 0.14 0.04 114.00 | 0.06 0.22 1
Negativ- 24.00 | 0.31 0.05 108.00 | 0.20 0.41 12
Kontrolle

Dontodent 24.00 | 0.34 0.03 108.00 | 0.27 0.40 2
Rot Weiss 24.00 | 0.35 0.04 108.00 | 0.28 0.43 2
Colgate 24.00 | 0.37 0.04 108.00 | 0.29 0.44 2
Aronal 24.00 | 0.34 0.04 108.00 | 0.27 0.41 2
Positiv- 2400 | 1.7 0.05 108.00 | 1.61 1.82 3
Kontrolle

Ismean: least square means (Mittelwert von lower CL und upper CL) SE: Standardfehler, df:

degress of freedom (Freiheitsgrade), CL: Konvidenzlimit, Konvidenzintervall oberer und unterer,
group: Gruppeneinteilung
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Tabelle 59: LDH- Werte, 48 und 72 Stunden

Ansatz Zeit Ismean | SE df lower.CL | upper.CL | .group
Blank 48.00 | 0.14 0.05 114.00 | 0.05 0.23 1
Negativ- 48.00 | 0.47 0.05 108.00 | 0.36 0.58 2
Kontrolle

Dontodent 48.00 | 0.48 0.04 108.00 | 0.42 0.55 2
Rot Weiss 48.00 | 0.55 0.04 108.00 | 0.48 0.62 2
Colgate 48.00 | 0.50 0.03 108.00 | 0.43 0.57 2
Aronal 48.00 | 0.48 0.04 108.00 | 0.41 0.55 2
Positiv- 48.00 | 1.85 0.05 108.00 | 1.76 1.95 3
Kontrolle

Blank 72.00 | 0.13 0.05 114.00 | 0.03 0.23 1
Negativ- 72.00 | 0.61 0.06 108.00 | 0.48 0.73 2
Kontrolle

Dontodent 72.00 | 0.83 0.04 108.00 | 0.75 0.91 23
Rot Weiss 72.00 | 0.83 0.04 108.00 | 0.76 0.91 3
Colgate 72.00 | 0.79 0.04 108.00 | 0.71 0.87 23
Aronal 72.00 | 0.78 0.04 108.00 | 0.69 0.86 23
Positiv- 72.00 | 1.98 0.06 108.00 | 1.85 210 4
Kontrolle

Ismean: least square means (Mittelwert von lower CL und upper CL) SE: Standardfehler, df:

degress of freedom (Freiheitsgrade), CL: Konvidenzlimit, Konvidenzintervall oberer und unterer,
group: Gruppeneinteilung




14.6 LDH — Paarweise Vergleiche mit Signifikanzwerten

Tabelle 60: LDH — Paarweise Vergleiche.Signifikanzwerte zum Zeitpunkt 8

Ansatz Estimate | Std.Error | p unadj. | p adj.fdr
Blank - Negativ-Kontrolle -0.07 0.07 0.28 0.42
Blank - Positivkontrolle -1.37 0.07 0.00 0.00
Blank - Aronal -0.17 0.05 0.00 0.01
Blank - Colgate -0.14 0.06 0.02 0.04
Blank - Dontodent -0.08 0.05 0.12 0.23
Blank - Rot Weiss -0.10 0.05 0.07 0.17
Negativ-Kontrolle - Positivkontrolle -1.29 0.08 0.00 0.00
Negativ-Kontrolle - Aronal -0.09 0.07 0.17 0.28
Negativ-Kontrolle - Colgate -0.06 0.07 0.34 0.45
Negativ-Kontrolle - Dontodent -0.01 0.06 0.88 0.88
Negativ-Kontrolle - Rot Weiss -0.02 0.06 0.73 0.80
Positivkontrolle - Aronal 1.20 0.07 0.00 0.00
Positivkontrolle - Colgate 1.23 0.07 0.00 0.00
Positivkontrolle - Dontodent 1.28 0.06 0.00 0.00
Positivkontrolle - Rot Weiss 1.27 0.06 0.00 0.00
Aronal - Colgate 0.03 0.05 0.61 0.71
Aronal - Dontodent 0.08 0.05 0.1 0.22
Aronal - Rot Weiss 0.07 0.05 0.17 0.28
Colgate - Dontodent 0.05 0.05 0.30 0.42
Colgate - Rot Weiss 0.04 0.05 0.43 0.53
Dontodent - Rot Weiss -0.01 0.05 0.79 0.83

Estimate: Schatzung, Std.Error: Standardfehler, p unadj: p-Wert unadjustiert, padj fdr: p-Wert

adjustiert false discovery rate
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Tabelle 61: LDH — Paarweise Vergleiche.Signifikanzwert zum Zeitpunkt 24

Ansatz Estimate | Std.Error | p unadj. | p adj. fdr
Blank - Negativ-Kontrolle -0.16 0.07 0.02 0.03
Blank - Positivkontrolle -1.57 0.07 0.00 0.00
Blank - Aronal -0.20 0.05 0.00 0.00
Blank - Colgate -0.22 0.06 0.00 0.00
Blank - Dontodent -0.19 0.05 0.00 0.00
Blank - Rot Weiss -0.21 0.06 0.00 0.00
Negativ-Kontrolle -Positivkontrolle -1.41 0.07 0.00 0.00
Negativ-Kontrolle - Aronal -0.04 0.07 0.58 0.81
Negativ-Kontrolle - Colgate -0.06 0.07 0.37 0.64
Negativ-Kontrolle - Dontodent -0.03 0.06 0.64 0.81
Negativ-Kontrolle - Rot Weiss -0.05 0.07 0.47 0.75
Positivkontrolle - Aronal 1.37 0.06 0.00 0.00
Positivkontrolle - Colgate 1.35 0.06 0.00 0.00
Positivkontrolle - Dontodent 1.38 0.06 0.00 0.00
Positivkontrolle - Rot Weiss 1.36 0.06 0.00 0.00
Aronal - Colgate -0.02 0.05 0.66 0.81
Aronal - Dontodent 0.01 0.05 0.90 0.90
Aronal - Rot Weiss -0.01 0.05 0.82 0.87
Colgate - Dontodent 0.03 0.05 0.56 0.81
Colgate - Rot Weiss 0.01 0.05 0.83 0.87
Dontodent - Rot Weiss -0.02 0.05 0.72 0.84

Estimate: Schatzung, Std.Error: Standardfehler, p unadj: p-Wert unadjustiert, padj fdr: p-Wert
adjustiert false discovery rate
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Tabelle 62: LDH — Paarweise Vergleiche.Signifikanzwert zum Zeitpunkt 48

Ansatz Estimate | Std.Error | p unadj. | p adj. fdr
Blank - Negativ-Kontrolle -0.33 0.07 0.00 0.00
Blank - Positivkontrolle -1.71 0.07 0.00 0.00
Blank - Aronal -0.34 0.06 0.00 0.00
Blank - Colgate -0.36 0.06 0.00 0.00
Blank - Dontodent -0.35 0.06 0.00 0.00
Blank - Rot Weiss -0.42 0.06 0.00 0.00
Negativkontrolle -Positivkontrolle -1.38 0.07 0.00 0.00
Negativkontrolle - Aronal -0.01 0.07 0.87 0.91
Negativkontrolle - Colgate -0.03 0.06 0.60 0.79
Negativkontrolle - Dontodent -0.02 0.06 0.81 0.89
Negativkontrolle - Rot Weiss -0.08 0.06 0.19 0.29
Positivkontrolle - Aronal 1.37 0.06 0.00 0.00
Positivkontrolle - Colgate 1.35 0.06 0.00 0.00
Positivkontrolle - Dontodent 1.37 0.06 0.00 0.00
Positivkontrolle - Rot Weiss 1.30 0.06 0.00 0.00
Aronal - Colgate -0.02 0.05 0.66 0.81
Aronal - Dontodent -0.01 0.05 0.92 0.92
Aronal - Rot Weiss -0.07 0.05 0.15 0.26
Colgate - Dontodent 0.02 0.05 0.72 0.84
Colgate - Rot Weiss -0.05 0.05 0.30 0.41
Dontodent - Rot Weiss -0.07 0.05 0.17 0.27

Estimate: Schatzung, Std.Error: Standardfehler, p unadj: p-Wert unadjustiert, padj fdr: p-Wert
adjustiert false discovery rate
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Tabelle 63: LDH — Paarweise Vergleiche.Signifikanzwert zum Zeitpunkt 72

Ansatz Estimate | Std.Error | p unadj. | p adj. fdr
Blank - Negativkontrolle -0.47 0.08 0.00 0.00
Blank - Positivkontrolle -1.84 0.08 0.00 0.00
Blank - Aronal -0.64 0.07 0.00 0.00
Blank - Colgate -0.65 0.07 0.00 0.00
Blank - Dontodent -0.69 0.07 0.00 0.00
Blank - Rot Weiss -0.70 0.06 0.00 0.00
Negativkontrolle -Positivkontrolle -1.37 0.09 0.00 0.00
Negativkontrolle - Aronal -0.17 0.07 0.03 0.04
Negativkontrolle - Colgate -0.18 0.07 0.02 0.03
Negativkontrolle - Dontodent -0.22 0.07 0.00 0.01
Negativkontrolle - Rot Weiss -0.23 0.07 0.00 0.00
Positivkontrolle - Aronal 1.20 0.07 0.00 0.00
Positivkontrolle - Colgate 1.19 0.07 0.00 0.00
Positivkontrolle - Dontodent 1.15 0.07 0.00 0.00
Positivkontrolle - Rot Weiss 1.14 0.07 0.00 0.00
Aronal - Colgate -0.01 0.06 0.85 0.89
Aronal - Dontodent -0.05 0.06 0.38 0.46
Aronal - Rot Weiss -0.06 0.06 0.31 0.41
Colgate - Dontodent -0.04 0.06 0.49 0.54
Colgate - Rot Weiss -0.05 0.06 0.42 0.49
Dontodent - Rot Weiss -0.01 0.06 0.92 0.92

Estimate: Schatzung, Std.Error: Standardfehler, p unadj: p-Wert unadjustiert, padj fdr: p-Wert
adjustiert false discovery rate
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14.7 Verbrauchsmaterialien und Geréate

Tabelle 64: Verbrauchsmaterialien und Gerate

Verbrauchsamterial/Gerat | Hersteller Ort Land
24 Well Cell Culture Cellstar/Greiner Frickenhausen DE
Plate, sterile with lid bio-one
96 Well Cell Culture Cellstar/Greiner Frickenhausen DE
Plate, sterile, F—bottom, bio-one
with lid
Arpege 70 Air Liquide Dusseldorf DE

Deutschland

GmbH
Assistent Reamix 2789 Karl Hecht KG Sondheim DE
Autoklav: Systec V X-75 | Systec GmbH Wettenberg DE
Centrifuge PP-Tubes Cellstar/Greiner bio | Frickenhausen DE
sterile, conical bottom, -one
blue screw cap, 15 ml/50
ml
Clean bench: Hera Safe | Thermo scientific Hanau DE
HS 15 Heraeus
Combitips plus 2 ml/5 ml | Eppendorf AG Hamburg DE
Eppendorf Easypet 4420 | Eppendorf AG Hamburg DE
Eppendorf Multipette pro | Eppendorf AG Hamburg DE
epTIPS standard Eppendorf AG Hamburg DE
Finnpipette/Digital Thermo Vantaa Fl
Multichannel 50 — 300 I Labsystems
Freezing container “Mr. Nalgene Rochester USA
Frosty“
Hot-Air Disinfectable Thermo Hanau DE
Gassed Incubator BBD Scientific/Heraeus—
6220 Instrument /
Inserts Thin Cert-24 Well, | Greiner bio-one Frickenhausen DE
transparent, Membrane:
Pore Durchmesser 0.4
pm; PET Membrane; Ro
Trac
Kihlschrank KGE Robert Bosch Minchen DE
3417/D1 Hausgerate GmbH
Messzylinder 100 ml/250
ml
Mettler Toledo P 1210 Mettler Waagen Giessen DE
Waage GmbH
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Miele professional G
7883 CD, Reinigungs-
und
Desinfektionsautomat

Miele

Gutersloh

DE

Millicel-ERS-System P
17304

Millipore

Eschborn

DE

Multi-Detektions—
Mikroplatten—Reader,
Mithras (LB 940)

Berthold
Technologies

Bad Wildbad

DE

Nikon Diaphot TMD

Nikon

Duisseldorf

DE

Schittelwasserbad GFL
1038

GFL

Burgwedel

DE

sterile Glaspipetten

Ultra—Tiefkihlgerat
Standard HFU-586 ST
DV 12, A-45605 G

Heraeus
Instruments

Hanau

DE

Zahlkammer nach
Neubauer (Tiefe 0,1 mm,
0,0025 mm?)

Zellkulturflasche-Cellstar
Tissue culture Flasks (75
cm?, 250 ml red filter cap,
sterile)

Greiner bio-one

Frickenhausen

DE

Zentrifuge Megafuge 1.0
und 1.0 R/Thermo
electron corporation

Heraeus Sepatech

Hanau

DE
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