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Abklirzungsverzeichnis

A. actinomycetemcomitans Aggregatibacter actinomycetemcomitans

ATCC American Type Culture Collection

cfu Colony forming units, koloniebildende Einheiten
DMEM Dulbecco Modified Eagle Medium

ELISA Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay
EMEM Eagle Minimum Essential Medium

F. nucleatum Fusobacterium nucleatum

FCS fétales Kéalberserum

H2S04 Schwefelsaure

lgG2 Immunglobulin G2

IL-1, IL-6, IL-8, IL-10 Interleukin 1, 6, 8, 10

KCI Kaliumchlorid

KH2PO4 Kaliumdihydrogenphosphat

KSCN Kaliumthiocyanat

LJP Localized Juvenile Parodontitis

LPS Lipopolysaccharid

MBK minimale bakterizide Konzentration

MHK minimale Hemmkonzentration

MMPs Matrix-Metall-Proteinasen
MRSA-Stamme Methicillin-resistente-Staphylococcus-aureus-Stamme
Na2HPO4 Natriumdihydrogenphosphat

NaCl Natriumchlorid

NaHCO3 Natriumhydrogencarbonat

P. gingivalis Porphyromonas gingivalis

P. intermedia Prevotella intermedia

PBS Phosphate Buffered Saline

PGE-2 Prostaglandin-2

PMN Polymorphkernige Neutrophile Granulozyten
RPP Rapidly Progressive Parodontitis

T. denticola Treponema denticola

T. forsythia Tanerella forsythia

TNF-a Tumornekrosefaktor- Alpha
Trypsin-EDTA-Lésung Trypsin-Ethylendiamintetraacetat-Lésung

TTO Tea tree oil , Teebaumol



1 Zusammenfassung

Die Parodontitis kommt bei 80% - 90% aller Erwachsenen vor und z&hlt damit zu den
haufigsten Infektionskrankheiten weltweit (Rateitschak und Wolf 2003).

Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) spielt neben anderen Mikroorganismen eine
wichtige Rolle bei der Entstehung von entziindlichen parodontalen Erkrankungen
(Page und Kornman 1997, Travis et al. 1997). Eine weitere Voraussetzung flr eine
parodontale Infektion ist vor allem eine bestehende Plaque, einem z&h anhaftenden
Biofilm, wobei aber die genauen Mechanismen fir die Ausbildung des
Krankheitsbildes nicht vollstdndig geklart sind. Die meisten Bakterien kénnen nur
durch die Erzeugung eines Biofilms dauerhaft Uberleben (Jenkinson und Lamont
2005). Auch die von den Bakterien aus dem Biofilm freigesetzten gebildeten
Stoffwechsel- und Zerfallsprodukte spielen eine Schlisselrolle bei der
Krankheitsentstehung, da sie erste Abwehrreaktionen des eigenen Kdérpers auslésen
(Lamont und Jenkinson 1998). Die Zellen des Saumepithels reagieren mit der
Sekretion von Entziindungsmediatoren wie Interleukin-1 (IL-1), Interleukin-6 (IL-6),
Interleukin-8 (IL-8) oder  Matrix-Metall-Proteinasen (MMPs). Eine verstarkte
Entzindungsreaktion ist die Folge, da die kérpereigenen Zellen nach der Diffusion
genannter Substanzen zur Freisetzung weiterer Zytokine stimuliert werden
(Rateitschak und Wolf 2003).

Zahlreiche Studien haben die antimikrobielle Wirkung von Teebaumdl gegentber
oralen Mikroorganismen gezeigt (Kulik et al. 2000, Carson und Riley 1995).

Bisher existieren jedoch keine Studien, die speziell den Effekt von Teebaumal bei der
Behandlung manifester Parodontopathien untersuchen. Somit war es das Ziel dieser
Arbeit, die antibakterielle Wirkung des Ols im Biofim, in KB-Zellen und in
Fibroblasten sowie auf die Interleukinausschittung zu prifen.

Die Untersuchungen wurden dabei auf einen Erreger der Parodontitis, P. gingivalis,
begrenzt.

Die eigenen Untersuchungen bestatigen die antimikrobielle Wirksamkeit des
Teebaumdls gegendber diesem anaeroben Keim. Insgesamt war fir alle
untersuchten Bakterienstimme ein antibakterieller Effekt festzustellen und somit



bekraftigt die vorliegende Arbeit die Ergebnisse anderer Autoren, die die
antimikrobielle Wirksamkeit des Teebaumdls untersucht haben (Kulik et al.2000,
Hammer et al. 2003).

Eine groBe Schwierigkeit besteht bei der Behandlung von Parodontopathien in der
Zerstérung des Biofilms. Durch dessen komplexen Aufbau sind die
Uberlebensbedingungen fiir die Bakterien verbessert. Der Verlauf der Infektion ist
deshalb von dem Weiterbestehen dieser Matrix wesentlich beeinflusst. In dieser
Arbeit sollte daher auch die antibakterielle Wirksamkeit des Teebaumdls in einem
einfachen und etablierten Biofilm untersucht werden. Die Ergebnisse konnten jedoch
keinen signifikanten Einfluss von Teebaumdl im jungen wie auch gefestigten Biofilm
zeigen. Lediglich einige stammspezifische Resultate konnten beobachtet werden.

Ein weiterer Untersuchungspunkt der Studie betrachtete den antibakteriellen Effekt
des Teebaumdls in KB-Zellen und in Fibroblasten. Dabei war ein genereller
wachstumshemmender Effekt des Ols auf die mit Bakterienstdmmen infizierten KB-
Zellen nach sechs Stunden und auch nach 24 Stunden Inkubationszeit festzustellen.
Auch fur die Fibroblasten ergab sich eine wachstumshemmende Wirkung durch das

Teebaumol.

Eine Interleukinausschiittung ist ein Zeichen fiir einen entziindlichen Prozess. Auch
Parodontopathien sind demnach von diesen Zytokinausschittungen begleitet. Der
Abschluss der Untersuchungen zielte auf die Wirkweise von Teebaumdl auf die
Interleukinausschiittung. Die IL-6-Ausschittung der mit P. gingivalis-Stammen
infizierten KB-Zellen zeigte keine einheitliche Tendenz. Jedoch war ein signifikanter
Rlckgang an IL-6 fir den Referenzstamm P. gingivalis ATCC 33277 bei 0,05% und
24h Inkubation sowie flr den Patientenstamm P. gingivalis J374-1 bei 0,05% und
sechs Stunden Inkubation nachzuweisen. Auch die IL-8-Freisetzung an KB-Zellen
ergab kein einheitliches Muster. Die 0,01%ige und 0,05%ige Teebaumdllésungen
fihrten zwar in der Mehrzahl der Félle zu einem Rlckgang der IL-8-Produktion.
Jedoch waren auch stammspezifische Anstiege der IL-8-Freigabe festzustellen.

Die IL-Ausschittungen der Fibroblasten waren generell gering. Ungeachtet dessen
lieB sich aber eine Verminderung der IL-6- und IL-8-Freisetzungen durch Zugabe von

Teebaumol bemerken.



Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass Teebaumdl in der Zukunft eine mégliche
Bedeutung in der Mitbehandlung von Parodontopathien haben kénnte.

Die Grundlage der erfolgreichen Behandlung von Parodontopathien bildet die
instrumentelle Intervention, um den Biofilm mechanisch zu zerstéren und so einen
Ausgangspunkt der bakteriellen Besiedlung zu unterbinden. Eventuell kann

Teebaumdl eine Neubildung dieser Matrix verhindern.

Ob Teebaumdl als adjuvantes Therapeutikum bei Parodontitisbehandlungen einmal
eingesetzt werden kann, muss vor allem in weiteren klinischen Untersuchungen

geklart werden.



2 Einleitung

2.1 Klassifikation der Parodontitiden

In der Vergangenheit haben die Klassifikationen der Parodontitiden schon mehrfach
eine Veranderung erfahren. Da die frihere Nomenklatur der American Academy of
Periodontology zu stark das Alter bzw. den Krankheitsbeginn fir die Zuordnung einer
Parodontitisform bewertete, fand 1999 eine grundlegende Umgestaltung der
Einteilung der Parodontitiden statt (Armitage 1999).

,Die verschiedenen Arten kbénnen in verschiedenen Verlaufsformen und
Schweregraden auftreten, die unter anderem durch den Zeitpunkt der Manifestation
im Verhaltnis zum Alter des Patienten, durch Art und Verteilung des Knochenabbaus
und durch die unterschiedlich schnelle Progression gekennzeichnet sind®
(Rateitschak und Wolf 2003).

Grundsatzlich werden eine chronische und eine aggressive Form unterschieden,
wobei jeweils zusatzlich generalisierte und lokalisierte Zustdnde unterschieden
werden.

Bei der lokalisierten Form sind weniger als 30% der Messpunktie, bei der
generalisierten Form mehr als 30% betroffen. Dabei geht man bei einem Gebiss von
28 Zahnen von insgesamt 168 Messpunkten, jeweils sechs Messpunkten am Zahn,
aus.

Aufgrund des Schweregrades kénnen je nach Taschentiefe die Unterteilungen leicht
(1-2mm), mittel (3-4mm) und schwer (>5mm) getroffen werden.

Parodontitiden, die im Zusammenhang systemischer Erkrankungen auftreten, und
nekrotisierende Krankheitsbilder bilden eine eigene Kategorie in der aktuell gultigen
Klassifikation. Letztere sollen in dieser Studie nur erwdhnt werden, aber nicht

weiterer Diskussion unterliegen.

Klassifikation der Parodontalerkrankungen (Armitage 1999)

Typ | Gingivale Erkrankung

A Plaqueinduzierte gingivale Erkrankungen

B nicht plaqueinuzierte gingivale Erkrankungen (L&sionen)
Typ Il Chronische Parodontitis



A Lokalisiert
B Generalisiert
Typ Il Aggressive Parodontitis
A Lokalisiert
B Generalisiert
Typ IV Parodontitis als Manifestation systemischer Erkrankungen
A Assoziiert mit hdmatologischen Erkrankungen
B Assoziiert mit genetischen Abberationen
C Assoziiert mit anderen Allgemeinerkrankungen
Typ V Nekrotisierende Parodontalerkrankungen
A Nekrotisierende ulzerative Gingivitis (NUG)
B Nekrotisierende ulzerative Parodontitis (NUP)

2.1.1 Chronische Parodontitis

Die chronische Parodontitis ist mit 85-95% Haufigkeit die am haufigsten auftretende
Form der Erkrankung. Sie beginnt meist zwischen dem 30. und 40. Lebensjahr und
entwickelt sich dabei vielfach aus einer bestehenden Gingivitis. Jedoch ist eine
bestehende Gingivitis keine unbedingte Vorraussetzung fiir die Entstehung einer
Parodontitis. Die Erkrankung ist durch die typischen Haupt- und Begleitsymptome
gekennzeichnet, wobei diese Form im hdheren Lebensalter nur teilweise zu einem
Zahnverlust fihren muss. Der Knochen zeigt eine ungleichmaBige, horizontale
Destruktion bei einem haufig langsamen chronischen Verlauf. In den aktiven
Taschen finden sich die parodontopathogenen Keime P. gingivalis, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans), Prevotella intermedia (P.
intermedia) und Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum). Eine erbliche Komponente
wird bei dieser Form der Parodontitis ausgeschlossen. Die chronische Parodontitis ist
durch die instrumentelle Therapie, das sogenannte Scaling und Root planing, sehr
gut zu behandeln.

2.2.2 Aggressive Parodontitis

Die lokalisierte Form der aggressiven Parodontitis (friher Localized Juvenile
Parodontitis (LJP)) ist eine sehr seltene Erkrankung im bleibenden Gebiss. Die
Studien zeigen eine Haufigkeit von 0,1% bei der weiBBen und >1% bei der schwarzen
Bevolkerung (Rateitschak und Wolf 2003). Meist =zufallig durch eine

Bissfligelaufnahme entdeckt, wird dieser Typus wahrend der Pubertat oder einige
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Jahre spater diagnostiziert. Madchen sind haufiger als Jungen betroffen. Im
Anfangsstadium ist vor allem ein Befall der Schneidez&dhne und/oder der ersten
Molaren (Typ 1,6) festzustellen. Die Erkrankung verlauft in raschen Schiben, das
Zahnfleisch wirkt dabei oft vollkommen gesund, der Knochen aber zeigt typische
kraterférmige Defekte. Neben der gewodhnlichen Mischflora finden sich im
Gingivafluid spezifische Immunglobuline gegen A. actinomycetemcomitans. Es
werden dabei Defekte der neutrophilen Granulozyten (PMN) und damit verbunden
eine eingeschrankte Chemotaxis und Phagozytose vermutet. Bei rechtzeitiger
Diagnose und einer Kombination aus instrumenteller und systemisch-

medikamentdser Therapie ist die Prognose fir den Patienten relativ gut.

Die generalisierte Form der aggressiven Parodontitis (friiher Rapidly Progressive
Parodontitis (RPP)) ist mit 5-15% ebenso eine relativ seltene Erkrankung. Sie tritt
zwischen dem 20. und 30. Lebensjahr auf, wobei Frauen haufiger betroffen zu sein
scheinen als Manner. Akute Phasen wechseln mit chronischen Stadien und der
Schweregrad des Attachmentverlustes zeigt keine einheitliche Verteilung. Dagegen
sind viele bis alle Zahne bei diesem Erkrankungstypus betroffen. Die Ursache flr die
raschen Aktivitatsschibe ist im Vorhandensein spezifischer Mikroorganismen (wie P.
gingivalis, F. nucleatum, A. actinomycetemcomitans und T. forsythia) zu finden.
Eine geschlechtsgebunden dominante Vererbung wird in diesem Fall diskutiert.
Durch mechanisch-instrumentelle Behandlung und gegebenenfalls begleitende
Antibiotikatherapie kann die Mehrzahl dieser aggressiven Parodontitiden aufgehalten

werden.

Der Typ IV B, der laut Nomenklatur eine aggressive Form der Parodontitis im
Zusammenhang mit systemischen Allgemeinerkrankungen beschreibt, ist eine
auBerst seltene Erscheinung. Friher bekannt als prapubertale Parodontitis tritt diese
Form unmittelbar nach Durchbruch der Milchzahne auf. Dieser Typ zeigt einen
schnellen und meist generalisierten Verlauf. Die spezifische Bakterienflora ist
unbekannt. Systemische Erkrankungen, die mit dieser Parodontitis vergesellschaftet
auftreten, sind unter anderem Hypophosphatasie, eine erhéhte Anfalligkeit fir
Mittelohrentziindungen oder Hautinfektionen. Die haufige generalisierte Form zeigt
eine schlechte Prognose und ist auch durch eine gezielte Kombinationstherapie nur
schlecht aufzuhalten.



2.2 Pathogenese der Parodontitiden

Die Parodontitis ist durch eine Beteiligung aller Anteile des Parodonts
gekennzeichnet. Dabei sind neben den typischen Hauptsymptomen, wie
Entzindung, echter parodontaler Tasche und Knochenschwund, auch eine Vielzahl
moglicher Begleiterscheinungen festzustellen. Eine echte parodontale Tasche ist im
Gegensatz zu einer gingivalen- oder Pseudotasche durch Attachmentverlust,
Tiefenproliferation des Saumepithels und Umwandlung des Saumepithels in ein
Taschenepithel gekennzeichnet. Die Zerstérung des Faserapparates wird zum einen
durch die mikrobielle Plague und andererseits auch durch bakterielle
Stoffwechselprodukte vorangetrieben. Zu den eventuellen Begleitsymptomen der
Parodontitis gehéren unter anderem Schwellung der Gingiva, Fistelbildung,
Abzessbildung, Zahnlockerung und im schlimmsten Fall Zahnverlust.

Die Entstehung einer Parodontitis ist ein multifaktorielles Geschehen. Zum einen
spielen spezifische Mikroorganismen ohne Zweifel eine entscheidende Rolle fur die
Ausbildung der Entziindung, andererseits beglnstigt das Vorhandensein eines
empfanglichen Wirtsorganismus und weiterer Risikofaktoren die Ausbildung der
Erkrankung.

Bakterien besitzen die Fahigkeit zur Ausbildung eines Biofilms, der als zah haftender
Oberflichenbelag den Bakterien bessere Uberlebenschancen garantiert.
Interessanterweise bilden auch Gesunde innerhalb weniger Minuten einen solchen
Biofilm aus, der unter anderem an den Zahnhartsubstanzen oder auch Fullungen
haftet. Dennoch sind hier die Selbstreinigungskrafte, wie Zunge, Speichel oder
Mundhygiene effektiv genug, um ein Gleichgewicht zwischen Wirt und
Mikroorganismen wiederherzustellen. Dieses sensible Miteinander ist bei der
Parodontitis gestért, das Keimspekirum mit parodontopathogenen Merkmalen ist
dem Wirt Gberlegen und bedingt durch diverse Virulenzfaktoren eine Entzindung und

spezifische Immunantworten.

Mit zunehmenden Verlauf der Erkrankung ist eine Veranderung der
Plaguezusammensetzung und damit verbunden der Bakterienflora festzustellen.
Dabei zeigt sich mit anwachsender Destruktion, unter anderem durch
Tiefenzunahme der Taschen, ein Anstieg anaerober Bakterien. Zu den so genannten
Leitkeimen der Parodontitis gehéren P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans, T.
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forsythia und Treponema denticola (T. denticola). Die Besonderheit dieser
parodontopathogenen Bakterien lasst sich anhand ihrer potenten Virulenzfaktoren
erkennen. Erwdhnenswert scheint in diesem Zusammenhang, dass diese Keime
auch zahlenmaBig héhere Mengen dieser Stoffe im Gegensatz zu Konkurrenzkeimen
produzieren. Zu den Virulenzfaktoren der Markerbakterien gehéren unter anderem
Enzyme, Antigene, Signalstoffe und Toxine.

Um diese krankheitsférdernden Einflisse zur vollen Wirkung zu bringen, missen
verschiedene Hemmnisse in der bakteriellen Umwelt Uberwunden werden. Dazu
gehdren die Etablierung am Wirtsgewebe, der Schutz vor selbstreinigenden Kraften
wie Speichel oder Zunge, das sich Behaupten gegenlber Konkurrenten oder
Abwehrkraften des Immunsystems und dessen ungeachtet das Vorantreiben der
wichtigen Destruktion parodontalen Gewebes. Interessanterweise wechseln bei der
Parodontitis aktive und stagnierende Phasen.

Einen entscheidenden Einfluss auf die Entwicklung und Progression der Parodontitis
haben auch verschiedene Wirtseigenschaften. Dabei spielen neben genetischen
Gegebenheiten, mdglichen Allgemeinerkrankungen und dem sozialen Umfeld auch
persénliche Gewohnheiten eine wichtige Rolle. Demnach kann man speziell fir den
Menschen genetische und erworbene (Rauchen, Alkohol, Stress) Risikofaktoren
unterscheiden.

Genetische Defekte allein fihren nicht zu einer klinischen Manifestation der
Erkrankung, aber der Wirt wird unter solchen Bedingungen beglnstigt, mit
zunehmendem Alter eine Parodontitis zu entwickeln. Bekannte genetische Defekte
und Varianten sind unter anderem ein erniedrigter |IgG2-Spiegel, IL-1-Gen(+)-
Polymorphismus oder PMN-Schaden. Antikérper, die gegen die Keime der
Erkrankung gebildet werden, gehdren zu den so genannten IgG2-Subklassen.

IgG2 bindet an die polysaccharidhaltigen Antigene der Bakterien und hilft so bei der
Abwehr. Es konnte festgestellt werden, dass eine hohe IgG2-Serumkonzentration mit
einem milderen Verlauf der aggressiven Parodontitis einhergeht, wahrend niedrige
Mengen eine héhere Anfélligkeit fir die Krankheit vermuten lassen (Harnack et al.
2009).

Durch Mutation eines einzelnen Basenpaares kann eine genetische Veranderung in
Form des IL-1-Gen(+)-Polymorphismus vorliegen. Dabei bedingen durch bakterielle



Stoffwechselprodukte aktivierte Monozyten eine vierfach héhere Ausschittung von
IL-1 als normal, was den Verlauf der Parodontitis wesentlich beschleunigen kann.

Auch PMN-Defekte stehen im Zusammenhang mit der Ausbildung einer aggressiven
Parodontitis, indem verschiedene Abwehrmechanismen wie u.a. Phagozytose und
Chemotaxis der Neutrophilen gestort sind. Andere systemische Erkrankungen, die
Neutrophilendefekte zeigen und mit Parodontalerkrankungen einhergehen sind z.B.

das Down-Syndrom, Diabetes mellitus und Morbus Crohn.

Selbstbestimmte Risikofaktoren, wie z.B. das Rauchen, kdénnen die Manifestation
einer Parodontitis entscheidend bestimmen. Demnach bestatigen Untersuchungen
einen Zusammenhang zwischen rauchenden Patienten und der Heftigkeit der
Entzindung. Dieser Risikofaktor zielt auf verschiedene Angriffspunkte der Abwehr,
indem die Neutrophilenaufgaben gestért, die Antikérperbildung geschwacht und
zusatzlich die Gingivalfibroblastenfunktion vermindert werden. Auch Rauchen ist mit
einer Abnahme des 1gG2-Spiegels und den damit beschriebenen Folgen verbunden
(Haber 1994, Rateitschak und Wolf 2003).

Einen anderen Faktor in der Pathogenese der Parodontitis kann die Erndhrung
spielen, indem durch faserarme, klebrige Kost die Plaquebildung geférdert werden
kann und dadurch auch fur die Mikroorganismen ein standiges Verpflegungsreservoir
geschaffen wird.

Interessanterweise spielen auch das soziale Umfeld, die Erziehung und damit
verbunden die erworbene Einstellung zur Gesunderhaltung und Hygiene eine Rolle
flr die Begunstigung von Erkrankungen des Zahnhalteapparates.

Aktuelle Untersuchungen haben weiterhin einen Zusammenhang zwischen der
etablierten Parodontitis und anderen Allgemeinerkrankungen festgestellt.

Die Untersuchungen von Beck et al. (1996) konnten bestatigen, dass das Risiko flr
eine Herz-Kreislauf-Erkrankung mit den Sondierungstiefen der parodontalen
Taschen in Beziehung steht. Jede Infektion qilt als allgemeines Risiko fur die
Entwicklung einer Herzerkrankung, dabei spielt die Parodontitis insofern eine Rolle,
indem durch gramnegative Bakterien eine Einfuhr von Entziindungsmediatoren (IL-6,
PGE, TNF-a) in das GefaBsystem erméglicht wird.



Auch im Zusammenhang bei Frihgeburten und zu niedrigem Geburtsgewicht wird
angenommen, dass die bei chronischen Entzindungen produzierten
Entziindungsmediatoren (in diesem Fall vor allem PGE2) einen entscheidenden
Einfluss auf verfriihte Wehentatigkeit und Geburt nehmen (Offenbacher et al. 1996,
Lopez 2002).

Obwohl neuere Studien noch nicht eindeutig bestatigen kdnnen, dass ein definitiver
Zusammenhang zwischen parodontaler Infektion und einem Hirnschlag bestehen,
wird zumindest die Mdglichkeit einer solchen Beziehung diskutiert (Andersen et al.
1990).

2.3 Therapie der Parodontitiden

Die aktuellen Therapiekonzepte verfolgen heute das Ziel, die Entzindung zu
beseitigen und auch die Progression der Erkrankung aufzuhalten.

Da die Pathogenese der Parodontitis durch die spezifischen Bakterien entscheidend
bestimmt wird, ist die Beseitigung dieser Keime ein wichtiger Punkt bei der
Behandlung. Auf der anderen Seite wird durch Aufgabe oder Anderung
selbstbestimmter Risikofaktoren wie Rauchen, Ernahrung oder
Gesundheitsbewusstsein  versucht, den Verlauf der Parodontitis positiv zu
beeinflussen, indem diese Triggerfaktoren ausgeschaltet werden. Hier ist die
Aufklarung des Patienten von besonderer Wichtigkeit, um ihn Uber die Entwicklung
und Verlauf der Erkrankung zu informieren.

Die Grundlage der Parodontalbehandlung ist zunachst die mechanische Entfernung
der supra- und subgingivalen Plaque im Rahmen der Initialtherapie (Petersilka et al.
2002). In dieser Phase ist der Erfolg wiederum von verschiedenen Abhangigkeiten
gepragt. Als wesentliche Faktoren sind in diesem Zusammenhang die qualitative
Umsetzung der instrumentellen Behandlung, die Einstellung des Patienten zur
Mundhygiene, Zusammensetzung des bakteriellen Milieus sowie die Immunabwehr
zu nennen. In diesem Zeitraum erfolgt eine umfassende Diagnostik, durch die Art,
Schwere und Verlauf der Erkrankung bestimmt werden. Beurteilt wird der
Gesamtzustand des Gebisses, eventuelle Zahnlockerungen, die Taschentiefen und
bestehende Rezessionen. Réntgenaufnahmen geben einen Uberblick tber die

kndchernen Verhéaltnisse.
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Um den Grad der Entzindung 2zu bestimmen, werden verschiedene
Parodontalindizes angewandt. Beispiele hierfir sind z.B. der Papillenblutungsindex
(nach Saxer und Mihlemann), der modifizierte Sulkusblutungsindex (nach Lange)
und der Gingivitisindex (nach Silness u. Lée). Andere sinnvolle Techniken fir die
detaillierte Befunderhebung sind der modifizierte Gingivitisindex (nach Lée) und die
von der Originalmethode (,Bleeding after pressure® nach Lée u. Silness)
abgewandelte ,Bleeding on probing®.

Um eine anhaltende Motivation fir den Patienten zu erreichen, kdnnen auch der
Plaqueindex (nach Silness und Lée) und der modifizierte Approximalindex (nach

Lange) angewendet werden.

Nach der Befundaufnahme ist die Beseitigung der Plaque und eventueller iatrogener
und lokaler Faktoren (Uberstehende Flllungsrander, Karies, Zahnstein u.a.) die erste
MaBnahme. Auch ein grindliches sub- und supragingivales Scaling zur Beseitigung
der Ablagerungen sollte schon in dieser Phase der Behandlung erfolgen. Ziel ist es,
eine deutliche Reduktion der parodontalen Entzindungszeichen zu erreichen.

Als fortflhrende MaBnahme ist die Reinigung der Wurzeln, das so genannte ,root
planing® bei jeder Parodontitisbehandlung eine unerlassliche Bedingung.

Durch diesen Therapieschritt wird der von den Bakterien gebildete Biofilm
mechanisch zerstért, endotoxinhaltige Zementschichten werden abgeschabt und
auch der subgingivale Zahnstein wird entfernt. Man kann in Abh&ngigkeit der
Taschentiefe und Morphologie der Z&dhne (Anzahl der Wurzeln) ein geschlossenes
und offenes Verfahren unterscheiden. Als Erfolg dieser Therapie wird die Reparation
mit Ausbildung eines Saumepithels gewertet

Auch die Qualitdt und Konsistenz der Nahrung kann fiir die Behandlung von
Bedeutung sein. Insbesondere sollte weiche, faserarme und klebrige Kost vermieden

werden.

Bei einem GroBteil der behandelten Falle lasst sich durch diese Standardtherapie
eine Verbesserung der klinischen Parameter der Parodontitis innerhalb kurzer Zeit
(bis sechs Monate) und dartber hinaus eine Stabilisierung der parodontalen
Verhaltnisse feststellen. Zusatzlich zu den nicht-chirurgischen MaBnahmen sind bei
besonderer Indikation auch chirurgische Verfahren anzuwenden.
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Mitunter kann bei schwerer chronischer und aggressiver Parodontitis eine adjuvante
systemische Antibiotikagabe notwendig sein.

Die Einbindung des Patienten in ein Recallprogramm mit regelmaBiger
Mundhygienemotivation und —instruktion und der Entfernung von supra- und
subgingivalen Belagen mittels Scaling/ Root planing verhindert ein erneutes
Wachsen der pathogenen subgingivalen Bakterienflora tber den das Gleichgewicht
stérenden Schwellenwert (Rateitschak und Wolf 2003). Bei konsequenter
Weiterbehandlung im Nachsorgeprogramm ist bei einer Mehrzahl der Patienten
keine weitere Destruktion im Sinne eines fortgeschrittenen Attachmentverlustes
festzustellen (Axelsson et al. 1991).

In den meisten Féllen kann bei frihem Behandlungsbeginn und hoher Qualitat der
Therapie der Parodontitis Einhalt geboten werden. Wichtig fir den Erfolg der
Behandlung sind die Aufnahme des Patienten in die Nachsorge und enge Kontrolle
durch den Zahnarzt. Auch die Einstellung des Patienten, sein erworbenes
Gesundheitsbewusstsein und der Umgang mit der Gewissheit, einer strengen
Kontrolle zu unterliegen, sind unentbehrlich fir den maximalen Behandlungseffekt.
Der Patient muss sich bewusst sein, dass das muhsam wiederhergestellte
Gleichgewicht zwischen Wirt und bakterieller Flora nicht wieder gestért werden darf.

2.4 Porphyromonas gingivalis

P. gingivalis gehért zu den parodontopathogenen Keimen, die eine Ursache fir die
Entstehung einer Parodontitis darstellen (Walter et al. 2004).

Um ausreichend destruktiv.am Ort der Entzindung wirken zu kdnnen, missen
einerseits ausreichende Menge méglicher pathogener Keime (Lamont und Jenkinson
1998), andererseits aber vor allem wirksame Virulenzfaktoren (Cutler et al. 1995)

vorhanden sein.

P. gingivalis ist ein anaerob, gramnegatives, unbewegliches Stédbchen, welches bei
der aggressiven (Zafiropoulos et al. 2006) und chronischen Parodontitis (Rateitschak
und Wolf 2003) auftritt. Ein Nachweis des Keimes ist auch beim Gesunden (Lamont
und Jenkinson 1998) und bei der Gingivitis mdglich.

P. gingivalis bendtigt verschiedene Virulenzfaktoren, damit er in der parodontalen
Tasche Uberleben kann. Zu Beginn einer Parodontitis besteht zunachst eine

Abhéangigkeit von den Erstbesiedlern (u.a. Streptococcus sp., Actinomyces
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naeslundii), da es P. gingivalis nur mdglich ist in Epithel einzudringen, nicht aber
Hartsubstanzen zu besiedeln (Deshpande et al. 1998, Lamont und Jenkinson 1998,
Rateitschak und Wolf 2003).

Fimbrien und Adhasine helfen bei der Anhaftung an diese Bakterien und Wirtszellen
(Lamont und Jenkinson 1998, Lamont et al. 1994, Njoroge et al. 1997, Nakagawa et
al. 2005). Nachdem der Kontakt zu den Epithelzellen hergestellt ist, treibt P.
gingivalis durch die Freigabe zell- und matrixauflésender Enzyme, z.B. Kollagenasen
und Hyaluronidasen, die Gewebezerstérung voran (Rateitschak und Wolf 2003).

So genannte Invasine ermdglichen dem Bakterium den Zutritt in die Gewebezellen
(Lamont et al. 1995). Im Verlauf der Erkrankung erhéht sich die Menge an P.
gingivalis aufgrund des sich verringernden Sauerstoffgehaltes mit zunehmender
Taschentiefe.

Ein Schutzmechanismus vor Phagozytose besteht flr P. gingivalis durch eine
vorhandene Kapsel (Rateitschak und Wolf 2003).

P. gingivalis besitzt als einen weiteren Virulenzfaktor so genannte Gingipaine.
Darunter versteht man arginin- und lysinspezifische Cysteinproteasen, mit deren Hilfe
sich P. gingivalis vor der Phagozytose durch Neutrophile schitzt, indem die IL-8-
Produktion und damit die Chemotaxis der Leukozyten gehemmt wird (Wilton et al.
1993, Uehara et al. 2008). Gingipaine bedingen weiterhin die Aktivierung von Matrix-
Metall-Proteasen (DeCarlo et al. 1997), die fir den Gewebeabbau notwendig sind,
und die Aktivierung von Osteoklasten, deren Aufgabe im zielgerichteten Ab- und

Umbau von Knochengewebe besteht (Watanabe et al. 1996).

Ein anderer wichtiger Virulenzfaktor von P. gingivalis ist sein toxisch und antigen
wirksames Lipopolysaccharid (LPS). Dieses Endotoxin ist unter anderem beteiligt an
der Aktivierung von Zytokinen, wie IL-1, IL-8 und IL-6 in menschlichen
Gingivafibroblasten (Rateitschak und Wolf 2003, Watanabe et al. 1996).

Zelltoxische Substanzen wie Butyrat, Acetat, Proprionat, Indole und Phenole

schadigen zuséatzlich den Wirtsorganismus.

13



Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass dieses Bakterium durch eine Vielzahl
potenter pathogener Eigenschaften in der Lage ist, die Entstehung und Progression
der Parodontitis voranzutreiben.

2.5 Zytokine und ihre Bedeutung in der Parodontitis

Zytokine sind hormoné&hnliche, niedermolekulare Peptide oder Glykopeptide
(Rateitschak u. Wolf 2003) und spielen eine wichtige Rolle als natlrliche Botenstoffe.
Diese Signalstoffe ermdglichen eine Verstédndigung der Zellen untereinander und
bewirken damit unter anderem eine Steuerung der Immunantwort. Man unterscheidet
proinflammatorische Zytokine, die das Abwehrsystem auf eine Entzindung
aufmerksam machen, von den antiinflammatorischen Zytokinen. Letztere helfen beim
Abklingen der Entzindung nach erfolgreicher Immunabwehr (Rateitschak u. Wolf
2003).

Die Zytokinfreisetzung wird durch verschiedene Stimuli, wie z.B. Zerfallsstoffe von
Bakterien, aktiviert (Curfs et al. 1997). Bei entziindlichen Vorgangen im Sinne einer
Parodontitis sind insbesondere die entzindungsférdernden Zytokine, vor allem |L-1
und TNF-a, vorzufinden (Kesavalu et al. 2002, Rateitschak u. Wolf 2003).

Diese aktivieren weitere Entziindungsmediatoren wie IL-6 oder Matrix-Metall-
Proteinasen, die eine wichtige Rolle beim Abbau von Gewebe spielen (Rateitschak u.
Wolf 2003).

Dagegen zeigt IL-8 eine groBe chemotaktische Bedeutung far die
Neutrophilenmigration wahrend des Entziindungsprozesses (Harada et al. 1994,
Fitzgerald und Kreutzer 2007).

Im Folgenden sollen fir ein besseres Verstandnis die vielfaltigen Auswirkungen von
IL-6 und IL-8 genauer beschrieben werden.

IL-6 hat ein Molekulargewicht von 22 bis 29 kDA, dabei ist der Transkriptionsort auf
dem kurzen Arm von Chromosom sieben zu finden (Curfs et al. 1997). Humanes IL-6
besteht aus 184 Aminosauren und besitzt zwei N-glykosylierte Ketten und vier
Cysteinreste (Kishimoto 1989).

IL-6 wird von verschiedenen Zellen, so z.B. Monozyten, Fibroblasten, Makrophagen,
Endothelzellen, B- und T-Zellen, gebildet (Curfs et al. 1997, van Snick 1990).
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Da derzeitige Studien einen Anstieg von Makrophagen im Verlauf der parodontalen
Erkrankung bestéatigen (Gemmell et al. 2001), kann IL-6 somit auch als Indikator flr

entsprechende Entziindungen angesehen werden.

Interessanterweise wird IL-6 erst durch entsprechende Reize, wie z.B. bakteriellen
LPS, IL-1a oder TNF-a, sezerniert (Kishimoto 1989). Jedoch sei an dieser Stelle
noch auf die Arbeit von Curfs et al. (1997) hingewiesen, welche in ihrer
Untersuchung gezeigt haben, dass die IL-6-Bildung in vitro schneller veranlasst wird
als in vivo.

IL-6 ist ein multifunktionelles Zytokin und wirkt insbesondere bei entziindlichen
Prozessen auf eine Vielzahl von Zellen (Hirano et al. 1990). So konnten erhéhte IL-6-
Mengen in der Sulkusflissigkeit und gereiztem Gewebe von Patienten mit
chronischer Parodontitis festgestellt werden (Okada et al. 1997, Wong und Clark
1988). Zudem qilt IL-6 als wichtigster Mediator in der Regulierung der Immunabwehr
(Okada et al. 1997).

Heymann et al. (1998) konnten die knochenresorbierende Wirkung von IL-13, TNF-a
und IL-6 nachweisen. Dabei wird einerseits die Knochensynthese gehemmt und
gleichzeitig direkt und indirekt die Resorption durch die Wirkung auf Praosteoklasten
gesteigert (Rateitschak und Wolf 2003). Andere wichtige biologische Funktionen von
IL-6 sind u.a. die Aktivierung von Hepatozyten zur Synthese von Akute-Phase-
Proteinen, die Differenzierung von T-Zellen, sowie die Stimulation der B-
Zellproduktion und Antikdérperbildung (van Snick 1990, Kishimoto 1989, Okada et al.
1997).

Um seine biologische Wirkung vermitteln zu kénnen, nutzt IL-6 spezifische
Rezeptoren. Damit der Zytokinstimulus CUGbermittelt werden kann, sind zwei
Rezeptoruntereinheiten notwendig. Fir die Bindung von IL-6 an die Zielzelle ist die
a-Kette (CD126, IL-6Ra) von Bedeutung (Curfs et al. 1997). Die Kette wurde von
Yamasaki kloniert und findet aufgrund eines Molekulargewichtes von 80kDA auch die
Bezeichnung gp80 (Yamasaki et al. 1988). Fur die Signalweiterleitung ist die B-Kette
(CD-130) ausschlaggebend (Hibi et al. 1990).
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IL-8 gehért zu einer Untergruppe der Interleukine, den so genannten Chemokinen.
Man unterscheidet a- und B-Chemokine, die sich in der Aminosaurensequenz
unterscheiden. Im Gegensatz zu den B-Chemokinen (-C-C-) findet sich bei den a-
Chemokinen (IL-8) eine zusatzliche Aminosaure (-C-X-C-). Der Transkriptionsort fir
IL-8 findet sich auf dem langen Arm von Chromosom vier. Das Molekulargewicht
dieses Zytokins betragt 8kDA. Verschiedene Zellen, wie Monozyten, Makrophagen,
Fibroblasten, Epithelzellen und T-Zellen kdnnen IL-8 produzieren (Curfs et al.1997).
Die von Abwehrzellen gebildete Variante besteht aus 72 Aminosauren und enthalt
vier Cysteinreste, die Uber je zwei Disulfidbricken verbunden sind (Baggiolini und
Clark-Lewis 1992). IL-8 vermittelt seine Effekte Uber die Bindung und Aktivierung der
an ein G-Protein gekoppelten Rezeptoren CXCR-1 und CXCR-2 (Curfs et al. 1997).
Fir die Aktivierung von IL-8 sind wiederum verschiedene Reizfaktoren, wie LPS, IL-1
oder TNF-a notwendig (Harada et al. 1994). Jedoch haben neuere Studien auch
gezeigt, dass unabhangig von einer Entziindung ein bestimmtes IL-8-Level fir die
Aufrechterhaltung des Gleichgewichtes zwischen Wirt und Erregern im gesunden
Gewebe vorzufinden ist (Huang et al. 2001, Mikolajczyk-Pawliska et al. 1998).
Bedeutung erhalten IL-8 bei der Chemotaxis von Neutrophilen an den Ort der
Entzindung (Baggiolini und Clark-Lewis 1992, Harada et al. 1994). Die aktivierten
Leukozyten binden an die Epithelzellen und setzen verschiedene lysierende Enzyme
frei, die am Gewebeumbau beteiligt sind (Owen und Campbell 1999).
Bemerkenswert ist in diesem Zusammenhang eine Studie, in der nach einer P.
gingivalis-Infektion ein Rlckgang von IL-8 mit einer starken Zerstdérung des

umgebenden Gewebes verbunden war (Huang et al. 2001).

2.6 Teebaumol

In den letzten Jahren ist mehr und mehr ein Trend zu beobachten, der zeigt, dass
eine Vielzahl an Menschen die Mdglichkeit alternativer Heilmethoden in Betracht
ziehen, um Krankheiten zu behandeln. Ein Grund hierflr ist sicherlich in den
zunehmenden Antibiotikaresistenzen zu sehen. Aber auch der Wunsch, durch
pflanzliche Wirkstoffe eine Verbesserung oder Genesung zu erfahren und
Nebenwirkungen durch Medikamente zu verhindern, bestimmt das Denken der
Menschen. Dabei beruhen die Erkenntnisse Uber die heilenden Krafte der Naturstoffe
meist auf einem langen Erfahrungszeitraum. Oft von Naturvélkern Uber Jahrzehnte

genutzt, fanden die Pflanzenstoffe spater den Zugang in die jetzige Gesellschaft.
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Auch Teebaumdl (TTO) ist ein solches Naturheilmittel, das schon lange von den
australischen Bundjalung-Aborigines gekannt und genutzt wurde (Reichling et al.
2003, Soukoulis und Hirsch 2004). In unterschiedlichen Darreichungsformen (als
Verband aus Blattern, Paste u.a.) genutzt, fand die Teebaumdlpflanze bei einer
Vielzahl von Erkrankungen ihre Anwendung. Dazu zahlen die Behandlung von
Wunden, Erkaltungen oder Pilzinfektionen.

In der neueren Zeit fanden die Verfahren zunachst bei den Entdeckungsreisen von
James Cook erste Aufmerksamkeit. Die Européder lernten die Verarbeitung und
Nutzung der Teebaumédlblatter durch die Ureinwohner und brachten die neuen

Kenntnisse mit in die Heimat.

Dem Chemiker Dr. A. R. Penfold gelang in den zwanziger Jahren des 20.
Jahrhunderts die Herstellung und wissenschaftliche Beschreibung von Teebaumdl
(Reichling et al 2003). Dabei wurden erstmalig Untersuchungen zu den Wirkungen

von Teebaumadl unternommen.

Spater fand das Teebaumél auch wahrend des zweiten Weltkrieges Anwendung als
Antiseptikum, verlor aber in der folgenden Antibiotikaédra seine Bedeutung.

Wie eingangs beschrieben, scheint heute verbunden mit der zunehmenden
Resistenzproblematik bei Antibiotikagabe und einem neuen &kologischen
Bewusstsein ein starkeres Interesse an der Anwendung von Naturprodukten zu
bestehen. Neben Anwendungsgebieten ohne therapeutischen  Anspruch
(Verwendung als Seifen, Cremes, Shampoos) wurden weitere Wirkgebiete durch
Teebaumodlprodukte entdeckt. Dabei zeigten verschiedene klinische Studien
Teebaumdl als mdgliche alternative Wahl zu den Medikamenten der Schulmedizin
(Bassett et al. 1990, Tong et al. 1992, Buck et al. 1994).

Heutzutage wird Teebaumdl hauptsachlich durch Wasserdampfdestillation aus den
Blattern des australischen Teebaums gewonnen. Da Teebaumdél nach dem
J2Australischen Standard“ eine bestimmte Zusammensetzung aufweisen muss,
kénnen nur drei Stammpflanzen (Melaleuca alternifolia, Melaleuca linariifolia,
Melaleuca dissitiflora) zur Olgewinnung genutzt werden. Die Bestandteile des
Teebaumdls sind sehr komplex. Es lassen sich ca. 100 Substanzen feststellen,
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wobei heute etwa 60 Komponenten aufgeklart sind (Carson and Riley 1995, Arweiler
et al. 2000).

Der prozentuale Anteil von 1,8-Cineol (<15%) und Terpinen-4-ol (>30%) in
kommerziell erhltlichen atherischen Olen wird durch den Australischen Standard
(AS 2782-1985) vorgeschrieben. Die wissenschaftliche Begrindung fir diese
prozentuale Festlegung ist nicht eindeutig und unterliegt kontroversen Diskussionen
(Carson und Riley 1995). Da die aktuellen Studien davon ausgehen, dass der
Cineolanteil nur geringe oder keine antimikrobielle Wirkung besitzt, dagegen
Terpinen-4-ol den Hauptwirkstoff von Teebaumél darstellt, kénnte damit der Grund
fur diese Definition gefunden sein. Um seine gesamte Wirkung bewahren zu kénnen,
muss das Ol vor Sauerstoff und Licht geschiitzt werden, da es eine starke
Anfalligkeit gegenuber Oxidationsprozessen zeigt (Reichling et al. 2003).

Im Folgenden sollen nun die zahlreichen Wirkungen von Teebaumdl aufgeflhrt

werden, um so einen Ausblick auf mégliche Anwendungsgebiete zu geben.

2.6.1 Antibakterielle Wirkung

Die Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK) bzw. der minimalen
bakteriziden Konzentration (MBK) sind gebrauchliche Testmethoden zur Feststellung
antibakterieller Wirksamkeit (Mann und Markham 1998). Eine Vielzahl von Studien
hat gezeigt, dass Teebaumdl Uber eine hohe antibakterielle Wirkung gegeniber
einem weiten Spektrum grampositiver und gramnegativer Bakterien verfligt (Carson
und Riley 1993, Carson et al. 1998, Raman et al. 1995, Brady et al. 2006, Hammer et
al. 2003, Kulik et al. 2000).

Einige Beispiele flur Bakterien an denen die Wirkung von Teebaumdl untersucht
wurde, sind u.a. Escherichia coli, Propionibacterium acnes, Streptococcus pyogenes
oder P. gingivalis.

Bemerkenswert in diesem Zusammenhang scheint, dass Teebaumdl eine
antibakterielle Wirkung gegen Problemkeime wie MRSA (Methicilin- resistente
Staphylococcus aureus- Stamme) aufweist. Dabei wurde in entsprechenden
Untersuchungen festgestellt, dass die im Teebaumdl enthaltenen Monoterpene wie
Terpinen-4-ol, a-terpineol und a-pinene diese Wirkung bedingen (Brady et al. 2006,
Raman et al.1995).
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Auch Carson und Riley erkannten, dass die antibakterielle Hauptwirkung des
Teebaumdls durch die enthaltenen Terpene bedingt wird (Carson und Riley 1995).
Andererseits kann der Effekt durch andere Komponenten beeintrachtigt werden. So
zeigen die Studien von Cox et al. (2001), dass die nichtoxidierten Terpene die

Wirkung von Terpinen-4-ol vermindern.

Neben diesen in vitro Untersuchungen gibt es auch eine klinische Studie, die den
Effekt von Teebaumdl bei Akne vulgaris testete. Dabei wurde die Wirkung von
Teebaumdl mit dem allgemein gebrduchlichem Aknemittel Benzoylperoxid
verglichen. Die Ergebnisse lieBen eine Verbesserung der Schadigungen unter
beiden Therapien feststellen. Zwar wirkte Benzoylperoxid bei entziindeten Lasionen
signifikant besser, aber die Nebenwirkungen waren unter der Anwendung von
Teebaumdl verringert (Basset et al. 1990).

Teebaumadl greift Gberwiegend in die Stoffwechselvorgange der Keime ein und kann
so antibakteriell wirken. Die Untersuchung von Gustafson et al. beschrieb die
Autolyse von Zellen in Escherichia coli, die Koagulation von Zytoplasma und die
Bildung extrazellularer Blasen als mdgliche Wirkmechanismen (Gustafson et al.
1998). Als weitere antimikrobielle Wirkmechanismen gelten die Stérung des
lonentransportes, die Zellwandzerstérung sowie die Behinderung der
Permeabilitdtsbarriere oder der Zellatmung (Cox et al. 2000, Cox 2001).

2.6.2 Antimykotische Wirkung

Teebaumdl zeigt auch antimykotische Effekte mit breitem Wirkspektrum, so z.B.
gegenlber Candida albicans, Candida parapsilosis oder Aspergillus niger (Hammer
et al. 2003).

In der Studie von Oliva et al. (2003) wurde die Wirkung von gangigen
Pilzmedikamenten und Teebaumdl verglichen. Dabei wirkte Teebaumdl sogar starker
als Amphotericin oder 5-Fluorocytosin. Der Effekt war hierbei nicht nur durch
Terpinen-4-ol sondern auch den Cineolanteil bedingt. Bedauerlicherweise waren

auch Hautirritationen Folge der Cineolwirkung.

Klinische Studien untersuchten den Effekt von Teebaumél zum einen auf FuBpilz und
zum anderen auf Nagelpilz. Jedoch zeigten die Untersuchungen von Tong et al.

(1992) keinen statistisch gesicherten Effekt von Teebaumdl auf FuBpilzinfektionen in

19



vivo. Bei der Nagelpilzstudie waren dagegen die klinischen Symptome ganz oder
teilweise abgeklungen (Buck et al. 1994).

2.6.3 Antivirale Wirkung

Die Wirkung des Teebauméls auf Viren wurde in einer Arbeit von Bishop (1995)
untersucht. Dabei praparierte man Pflanzen mit einer Teebaumdllésung bevor in
einem nachsten Schritt eine Infektion der Pflanzen mit dem Tabak-Mosaik-Virus
erfolgte. Der Befall der Pflanzen nach Virusgabe war unter der Wirkung des

Teebaumdls verringert.

Eine andere Studie zeigte die direkte Wirkung des Teebaumdls auf Herpes simplex-
Viren Typ | und Typ Il, indem eine signifikante Verringerung der Virustiter festgestellt
werden konnte. Interessanterweise konnte in dieser Studie auch ein mdglicher
Wirkmechanismus des Teebaumdls erkannt werden. Das Ol bedingt unter
Umsténden einen direkten Effekt auf die Herpesviren wahrend der Adsorption, nicht
aber wahrend der Penetration in die Zellen (Schnitzler et al. 2001).

Aufgrund dieser Untersuchungen kdénnte eine mdgliche Alternative in der

Behandlung von Herpeserkrankungen gefunden sein.

2.6.4 Antiinflammatorische Wirkung

Verschiedene Bestandteile von Teebaumdl sind far ihre antientzindlichen
Eigenschaften bekannt. Dazu gehdéren u.a. Terpinen-4-ol und a-terpineol, die auch in
vivo diese Effekte zeigen (Hart et al. 2000).

Die gleiche Untersuchung von Hart et al. (2000) zeigte, dass eine Ausschittung LPS
induzierter Entzindungsmediatoren, wie IL-1B, TNF-a wund IL-10 unter
Teebaumodleinfluss  signifikant  zurlckging. Dabei  wurden  mittels  der
Gaschromatographie Terpinen-4-ol, a-terpineol und 1,8-Cineol als Wirkkomponenten
festgestellt. Einzeln angewandt konnte nur Terpinen-4-ol die Ausschittung der
Entziindungsmediatoren IL-1B8, TNF-a, IL-8, IL-10 und PGE2 an LPS aktivierten
Monozyten verringern (Hart et al. 2000).

Auch die Studie von Brand et al. (2001) konnte den antiinflammatorischen Effekt der
wasserldslichen Bestandteile von Teebaumdl untermauern. Terpinen-4-ol, a-terpineol
und 1,8-Cineol unterdriicken demnach die Bildung von Superoxiden durch Monzyten,
wobei kein Effekt auf Neutrophile nachgewiesen werden konnte.
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2.6.5 Toxikologische Aspekte und mogliche Nebenwirkungen

Neben zahlreichen Beflurwortern des Gebrauchs von Teebaumdl gibt es auch
vereinzelte Gegenstimmen, die trotz des vorangegangenen gezeigten weiten
Wirkspektrums Zweifel bezlglich der unbedenklichen Anwendbarkeit des
Naturproduktes anmelden.

Als ein Kritikpunkt wird angefthrt, dass der GroBteil der Untersuchungen zu den
Wirkungen des Ols in vitro durchgefiihrt wurde und dementsprechend die
Verwendung am Menschen noch nicht uneingeschrankt méglich ist. Méglicherweise
sind zur Erzielung identischer Ergebnisse in vivo héhere Konzentrationen an
Teebaumdl nétig. Auch die klinischen Studien lassen noch keinen endgultigen
Schluss auf den therapeutischen Nutzen zu, da viele Ergebnisse allein auf
Patientenbefragungen beruhen (Reichling et al. 2003).

Eine weitere Arbeit zeigt auBerdem, dass bei der Anwendung von Teebaumdl in zu
niedrigen Konzentrationen die Bildung von Resistenzen gegen Antibiotika bei
Bakterien geférdert werden kann (McMahon et al. 2007). Die Untersucher kommen
zu dem Schluss, dass eine Anwendung mit zu stark verdinntem Teebaumdl
Bakterien nicht abtbtet, sondern vielmehr deren Abwehrmechanismen aktiviert, in
Folge dessen sich die beschriebenen Resistenzen der Erreger ausbilden. Die
Autoren empfehlen daher, Teebaumdl nicht unter einer Konzentration von 4-5%
anzuwenden. Dann sei gewahrleistet, dass die Bakterien durch die Inhaltsstoffe
abgetdtet werden und der Bildung resistenter Keime nicht Vorschub geleistet wird
(McMahon et al. 2007).

Andere Studien zeigen weiterhin einen allergiesierenden Effekt von Teebaumdl, der
unter anderem zu Hautirritationen und einer Kontaktdermatitis fihren kann. Jedoch
sind sich die Forscher dabei Uber die verursachenden Komponenten des
Teebaumdls uneinig. Apted (1991) spricht 1,8-Cineol den allergiesierenden Effekt zu,
wahrend Reichling (2003) vorzugsweise d-Limonen, Aromadendren und a-Terpinen
als mdgliche Ursachen aufflihrt.

Vereinzelt wurden auch toxikologische Zwischenfalle unter Einsatz von Teebaumdl

festgestellt. Zu den typischen Symptomen, die nach der Aufnahme von
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unverdiinntem Teebaumdl bei Kindern auftraten, gehérten Durchfall, Ubelkeit,
Verwirrtheitszustdnde und Koordinationsprobleme, die aber innerhalb weniger
Stunden bis Tage abklangen (Reichling 2003).
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3. Zielstellung

In der vorliegenden Arbeit sollte die antimikrobielle Wirkung von Teebaumdl
(Melaleuca alternifolia) auf Porphyromonas gingivalis (P.gingivalis) untersucht

werden.

Dabei sollte der Effekt von Teebaumdl zunachst in Form der Bestimmung der
minimalen Hemmkonzentration (MHK) gegenilber 21 P. gingivalis- Stdmmen ermittelt

werden.

Ferner sollte die antibakterielle Wirksamkeit von Teebaumdl im jungen und im
etablierten Biofilm getestet werden. Dazu sollte synthetischer Speichel mit vier
verschiedenen P. gingivalis-Stdmmen infiziert und das Ol in unterschiedlichen
Konzentrationen (0,001%, 0,01%, 0,1%) zugegeben werden. AnschlieBend sollten
die Proben flr sechs bzw. 24 Stunden inkubiert und die kolonienbildenden Einheiten
(cfu) bestimmt werden.

SchlieBlich sollte auch die antibakterielle Wirkung in KB-Zellen und Fibroblasten
gepruft werden. Folglich sollten auch hier die Zellen mit den vier P. gingivalis-
Stammen infiziert und die Zugabe von verschiedenen Teebaumdlkonzentrationen
(0,01%, 0,05%, 0,1%) erfolgen. Spéater sollte eine Inkubation fiir sechs bzw. 24
Stunden stattfinden. Nach diesen Zeitintervallen sollten die Versuchswerte wie
Keimzahlen (freie und adharente Bakterien) und die ausgeschitteten

Interleukinmengen (IL-6 und IL-8) ermittelt werden.
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4 Material und Methoden

4.1 Verwendete Bakterienstamme

Far die Untersuchung wurden 21 verschiedene P. gingivalis-Stdmme verwendet.
Dabei wurden die folgenden klinischen Isolate in die Studie einbezogen: P. gingivalis
D9-3-3, P. gingivalis MaRL, P. gingivalis 358-1, P. gingivalis J439-1, P. gingivalis
H17, P. gingivalis M5-1-2, P. gingivalis PL23, P. gingivalis PL55, P. gingivalis PL103,
P. gingivalis PL139, P. gingivalis D2-4-3, P. gingivalis J378-1, P. gingivalis PL110, P.
gingivalis J358-1, P. gingivalis PL126, P. gingivalis J430-1, P. gingivalis J361-1, P.
gingivalis PL62, P. gingivalis J374-1. Weiterhin wurden folgende Referenzstdmme
verwendet: P. gingivalis W83 und P. gingivalis ATCC 33277.

Alle genannten Stdmme fanden in der Bestimmung der minimalen
Hemmkonzentration ihre Anwendung. FUr die restlichen Untersuchungen kamen
stets die folgenden vier Stamme in Gebrauch: P. gingivalis ATCC 33277, P.
gingivalis M5-1-2, P. gingivalis J374-1, P. gingivalis MaRL.

4.2 Teebaumol

Far alle Versuche wurde Teebaumél (TTO) der polnischen Firma Avicenna
verwendet. Dieses Ol entspricht dem australischem Standard (AS 2782- 1985).
Dieser schreibt den prozentualen Anteil von 1,8-Cineol und Terpinen-4-ol im
atherischen Ol vor. Dabei wird verlangt, dass in kommerziell erhaltlichen Produkten
der Anteil von 1,8-Cineol die 15% nicht und Terpinen-4-ol mindestens 30% erreichen

sollte. Die genaue Zusammensetzung ist im Anhang aufgefihrt.

4.3 Versuchsdurchfiihrung der MHK- Bestimmung

Es erfolgte zunachst die Anfertigung der Wilkens-Chalgren-Platten, die mit
verschiedenen Konzentrationen Teebaumdl (Avicenna, Polen) versetzt wurden.

Zu Beginn wurden die verschiedenen Verdiinnungsreihen des Ols angefertigt
(Tabelle 1). Im Anschluss wurde der Agar unter Warmezufuhr geschmolzen und in
Portionen a 18 ml eingeteilt. Zu diesen Portionen wurden dann jeweils 2 ml Schafblut
und 5 ml der entsprechenden Teebaumdllésung hinzugegeben. Somit standen pro

Konzentration vier Platten zur Verfiigung.
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Tab.1 Pipettierschema der Platten zur Bestimmung der MHK

I(I;gzentration TTO (ui) PBS (W) Tween 20 (ul) | Agar (ml)
(%)

Kontrolle (0) 0 200 20 18

0,005 1 199 20 18

0,01 2 198 20 18

0.05 10 190 20 18

0,1 20 180 20 18

0,5 100 100 20 18

1 200 0 20 18

Die verwendeten anaeroben Bakterienstimme wurden auf Schaedler-Agar bei 37°C
in einem luftdicht verschlieBbaren Behalter mit Anaerobiersystem (Oxoid,
Basingstoke, UK) kultiviert. Die Kulturen befanden sich demnach in einer friihen
Wachstumsphase.

Nach der 24-stindigen Inkubation unter anaeroben Bedingungen wurden die
jeweiligen Bakterienkolonien mit einem sterilen Wattetupfer von der Agarplatte
abgenommen und mit physiologischer NaCl-Lésung in Suspension gebracht. 1 ml
jeder Aufschwemmung wurde in ein Well eines sterilen Kunststofftragers pipettiert.
Mittels Multipointinokulator wurden die Suspensionen danach gleichmaBig auf die mit
unterschiedlichen Konzentrationen des Teebaumdls versetzten Wilgrens-Chalgren-
Agar-Platten aufgebracht. AnschlieBend erfolgte die Inkubation der Platten fir eine
Woche bei 37°C in anaerober Atmosphare.

ONORO,
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Abb.1 Pipettierschema der Suspension
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Im Anschluss an die Inkubation erfolgte die Bestimmung der minimalen
Hemmkonzentration. Dazu wurde kontrolliert, bei welcher Teebaumélkonzentration
ein Wachstum der Bakterienkultur stattgefunden hatte oder nicht. Entsprechend
konnte so die Zuordnung getroffen werden, ab welcher Konzentration eine
Wachstumshemmung festzustellen war, die der minimalen Hemmkonzentration des

jeweiligen Stammes entsprach.

4.4 Bestimmung der antibakteriellen Wirksamkeit von Teebaumél im Biofilm

Die verwendeten anaeroben Bakterienstimme wurden auf Schaedleragar bei 37°C
in einem luftdicht verschlieBbaren Behalter mit Anaerobiersystem (Oxoid,
Basingstoke, UK) kultiviert.

Es erfolgte die Herstellung von Teebaumdlliésungen, die die unterschiedlichen
Endkonzentrationen von 0,001%; 0,01% und 0,1% zeigten. Die Zusammensetzung
zeigt Tabelle 2.

Tab.2 Teebaumdél-Lésungen fir die Biofilmbildung

Endkonzentrationen im|Verdiinntes Medium Teebaumol verdiinnt :180
Versuch bei Zusatz von|9,9ml PBS + 100ul Tween |l TTO + 20ul Tween 20+
100p1/1ml 20 1600ul PBS

Kontrolle 1ml

0,001% 999ul 1ul

0,01% 990ul 10pl

0,1% 900ul 100pl

Zusatzlich kam synthetischer Speichel nach ISO 10993 unter der Zugabe von 1%
Albumin (1g/100ml) zum Einsatz. Dieser Speichel setzte sich aus den folgenden
Komponenten zusammen: 0,7g NaCl, 0,26g Na,HPO,4 0,33g KSCN, 0,29 KH2POy,
1,59 NaHCO3; und 1,2g KCI.

4.4.1 Versuchsdurchfiihrung mit dem jungen Biofilm

24 Stunden vor Versuchsbeginn wurden die Bakterienstdmme in 10 ml
Schaedlerbouillon, die mit 1 ml Schafblut versetzt war, eingeimpft. Die entstandenen
Suspensionen wurden dann fiir einen Tag in einem luftdicht verschlossenen Gefaf
mit einem Anaerobiersystem (Oxoid, Basingstoke, UK) inkubiert.

Am Versuchstag wurde je 1 ml synthetischer Speichel in ein Well von zwei sterilen
24-Well-Platten zugegeben. Die Platten wurden eine Stunde bei 37°C inkubiert.

26



Danach wurden die Uberstande vorsichtig abpipettiert. Es folgte die Zugabe von 0,9
ml Bakterienvorkultur und 100 pl Teebaumdl-Lésung in jedes Well nach einem
festgelegtem Schema (Abb.2).

Reihe 1 Reihe2 Reihe3 Reihe4 Reihe 5

D @ @O @ G Kool
® @ ® ® @ o
® @ © ® oo
®

Reihe 1: Zellreihe

Reihe 2: P.g. ATCC 33277
Reihe 3: P.g. M5-1-2
Reihe 4: P.g. J374-1
Reihe 5: P.g. MaRL

Abb.2 Pipettierschema der Bakterienvorkultur und der TTO-Lésung

Die beiden 24-Well-Platten wurden anschlieBend fir sechs bzw. 24 Stunden bei
37°C mittels Anaerobiersystem (Oxoid, Basingstoke, UK) inkubiert.

Im Anschluss erfolgte die Entnahme der Proben fiir die weitere Verarbeitung. Dazu
wurde der Uberstand vorsichtig entnommen. 200 pl NaCl-Lésung wurden in jedes
Well pipettiert und der Biofilm mechanisch durch Abkratzen gelést. Danach wurden
die 200 pl NaCl-Lésung in den 24-Well-Platten mit der Pipette gut durchmengt. 10 pl
der Suspension wurden entnommen und in 990 pl NaCl-Lésung gegeben, um eine
Verdinnung von 1 : 100 zu erhalten. 100 pl dieser Verdiinnung wurden anschlieend
auf eine Schaedler-Agarplatte gespatelt. Die beimpften Agarplatten wurden anaerob
in einem luftdichten Behalter bei 37°C flr sieben Tage inkubiert. Im Anschluss
erfolgte die Ermittlung der kolonienbildenden Einheiten.

4.4.2 Durchfihrung mit dem etablierten Biofilm

24 Stunden vor Versuchsbeginn wurden zunachst verschiedene Bakterienbouillons
angesetzt. Dazu wurde eine Suspension aus 1 ml lysiertem Schafblut, 10 ml
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Schaedlerbouillon und dem jeweiligen Bakterienstamm gefertigt. Diese wurde
anschlieBend 24 Stunden anaerob inkubiert.

Am folgenden Tag wurden je 1 ml synthetischer Speichel pro Well auf zwei sterile
24-Well-Platten mittels Pipette aufgebracht und die Platten anschlieBend eine Stunde
bei 37 °C inkubiert.

Danach wurden die Uberstande vorsichtig entnommen und 1 ml Bakterienvorkultur
in jedes Well nach einem festgelegtem Pipettierschema eingebracht (Vgl. Abb.2).
Die beiden 24-Well-Platten wurden anschlieBend fir 42 Stunden bei 37°C mittels
Anaerobiersystem (Oxoid, Basingstoke, UK) inkubiert.

Dann wurde vorsichtig das Medium abgesaugt. Nun folgte die Zugabe von 900 pl
Kulturmedium vermischt mit 100 pl Teebaumél-Lésung (Tabelle 2) pro Well und eine
anschlieBende Inkubation von sechs bzw. 24 Stunden. Danach wurde der Uberstand
vorsichtig entfernt und jeweils 200 ul NaCl-Lésung in jedes Well pipettiert, um dann
den Biofilm mechanisch zu I6sen. Wiederum wurden die 200 pl NaCl-Lésung in den
24-Well-Platten gut mit der Pipette durchmengt.

In zuvor nummerierte 1,5ml- Eppendorfréhrchen (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) wurden 990 pl Natriumchlorit gegeben. AnschlieBend fand die
Pipettierung von 10 pl der Biofilmsuspension in die vorbereiteten Réhrchen statt.

100 pl dieser Verdiinnung wurden anschlieBend auf Schaedleragar-Platten gespatelt.
Die beimpften Agarplatten wurden anaerob in einem luftdichten Behalter bei 37 °C flr
sieben Tage inkubiert und dann die Zahl der kolonienbildenden Einheiten ermittelt.

4.4. Bestimmung der antibakteriellen Wirksamkeit von Teebaumol in KB-Zellen
und in Fibroblasten

4.4.1 Die Zellpassage

Far diesen Versuch kamen zwei verschiedene Zellarten zur Anwendung. Zum einen
wurden Epithelzellen (KB-Zellen), zum anderen humane Fibroblasten der Gingiva
benutzt.

Als Ausgangsbasis dienten zwei mit einem dichten Zellrasen bewachsene 250 ml
Gewebekulturflaschen (Greiner Bio-one, Frickenhausen, Deutschland). Die KB-
Zellen wurden mit einem Nahrmedium EMEM (BioWhittaker, Verviers, Belgien) unter
Zusatz von 10% fetalem Kélberserum (FCS von Gibco BRL, Paisley, UK) kultiviert.
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Die Anzucht der Fibroblasten erfolgte mit DMEM (Gibco BRL, Paisley, UK) und mit

Zusatz von 10% Kalberserum.

FOr die eigentlichen Versuche fand die Passage der Zellen auf 24-Well-
Zellkulturplatten (Greiner Bio-one, Frickenhausen, Deutschland) statt. Dafir wurde
unter der Laminarbox das alte Medium angesaugt und die an der Flasche haftenden
Zellen mit phosphate buffered saline (PBS) gespult. Um die Zellen zu lésen, erfolgte
dann die Zugabe von 1 ml Trypsin-EDTA-L&sung (5%) in den Flascheninhalt.

Dann wurde die Flasche fur funf Minuten zuriick in den Inkubator gestellt. Danach
waren die Zellen als weiBlicher Schleier sichtbar.

Die KB-Zellen wurden nun mit 2 ml EMEM mit 10% FCS, die Fibroblasten mit 2 ml
DMEM mit 10% FCS vermischt, danach erfolgte die Zugabe in ein
Gewebekulturréhrchen (Greiner Bio-one, Frickenhausen, Deutschland).
AnschlieBend folgte die Zentrifugation der Zellen fir vier Minuten bei 1.400U/min,
wodurch die Zellen nun wieder als weiBer Bodenbelag sichtbar wurden. Nun wurde
der Uberstand verworfen und die Zellen wurden mit 2 ml des jeweiligen Mediums
abgesaugt und in ein Becherglas gegeben, welches mit 28 ml Nahrmedium gefullt
war. Die Suspension wurde gemischt und nachfolgend je 500 pl pro Well pipettiert.
Die Platten wurden mit 5%CO, bei 37°C 24 Stunden inkubiert.

In dieser Zeit konnten die Zellen in der Suspension absinken und einen Monolayer

auf dem Plattenboden bilden.

4.4.2 Versuchsdurchfiihrung

Die Zellpassage erfolgte 48 Stunden vor dem eigentlichen Versuchsbeginn.

Am Vortag des Experiments wurden die Bakterienstdmme auf Schaedler-Agarplatten
dberimpft. Nach Inkubation wurden die Bakterienkolonien mit einem sterilen
Wattetupfer von der Agarplatte abgenommen und Medium 199 (Gibco BRL, Paisley,
UK) zugegeben. Die Bakteriendichte wurde photometrisch auf eine OD640nm= 0,1
eingestellt.

AnschlieBend wurden jeweils 1 ml Bakteriensuspension und 8 ml EMEM bzw. DMEM
gemischt.

Das Zellkulturmedium wurde von den 24-Well-Platten abgesaugt und die Zellen
einmal mit PBS gewaschen. Danach folgte die Zugabe von 900 ul Bakterien-
Zellkulturmedium-Gemisch und 100 pl der verschiedenen Konzentrationen der
Teebaumdl-Lésungen (Tabelle 3) nach einem festgelegten Pipettierschema (Abb.3).

29



Im Anschluss wurden die Zellkulturplatten mit 5% CO, bei 37°C flr sechs bzw. 24
Stunden inkubiert.

AnschlieBend wurden 900 ul abpipettiert, in 1,5 ml Réhrchen gegeben und zehn
Minuten bei 14.000 U/min zentrifugiert. Danach wurden 500 ul Uberstand
entnommen und fir die spatere Interleukinbestimmung bei -20°C sofort eingefroren.

Tab.3 Teebaumdl- Lésungen fur die Fibroblasten und KB-Zellen

Endkonzentratione | Verdiinntes PBS: Teebaumol ver-
n im Versuch bei|Medium: 20ul Tween 20 + dinnt: 180 ul TTO
Zusatz von (9,9ml PBS + 100l | 1880ul PBS + 20pl Tween 20 +
100pl/1ml Tween 20 1600ul PBS
Kontrolle 900yl 100ul

0,01% 900ul o0ul 10pl

0,05% 900yl 50yl 50ul

0,1% 900ul 100pl

Reihel Reihe2 Reihe3 Reihe 4 Reihe 5
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Reihe 1: Zellreihe

Reihe 2: P.g. ATCC 33277
Reihe 3: P.g. M5-1-2
Reihe 4: P.g. J374-1
Reihe 5: P.g. MaRL

Abb.3 Pipettierschema der Bakterienvorkulturen

Flar die Bestimmung der planktonisch vorkommenden Bakterien wurden 10 pl pro
Well entnommen und auf Schaedler-Agarplatten ausplattiert. Die Inkubation erfolgte
fir sieben Tage mit luftdichtem Behélter unter Anaerobiersystem (Oxoid,
Basingstoke, UK) bei 37°C.

Nach dieser Inkubationszeit war die Zahl der koloniebildenden Einheiten zu ermitteln.
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4.5 Nachweis von Interleukin-6 und Interleukin-8

Fir den Nachweis von Interleukinen wurden Capture—ELISA-Tests verwendet.
Hierbei werden antigenspezifische Antikérper an den Trager gebunden. Zunéchst
werden die antigentragenden Proben hinzugegeben und darauf folgend ein
Detection- Antikérper, der mit einem Enzym markiert ist. Die Aufgabe des Enzyms
besteht darin, das farblose Substrat in ein farbiges Produkt umzusetzen, wobei der
Farbumschlag als Extinktion in einem Mehrkanalspekirometer erfasst werden kann.

Fir die quantitative Messung wurde die Extinktion der  Proben mit einer
Standardkurve verglichen. Diese Standardkurve wurde durch eine Verdinnungsreihe
mit bekannter Antigenkonzentration erreicht. Als Ruickschluss auf die
Interleukinkonzentration diente die Starke an Extinktion, sprich die Menge an

Substratumsetzung.

4.5.1 Verwendete Losungen und Zusatze

Fir die Interleukinbestimmung wurden spezifische Testkits (CytoSets™, BioSource,
Ratingen, Deutschland) verwendet. Fir die Ausfihrung mussten zunachst
verschiedene Puffer und Losungen angesetzt werden (Tabelle 4).

Tab.4 Puffer und Lésungen flr die Interleukinbestimmung

Coatingpuffer PBS

Blockingpuffer EitBeSr'-l_ 40g Rinderserumalbumin (Fraktion V) pro
PBS+ 5g Rinderserumalbumin (Fraktion V)+ 1ml

Standardpuffer TBS Tween 20 pro Liter

Waschlésung 9g NaCl+ 1ml TBS Tween 20 pro Liter, pH 7,4

Stopplésung 0,5 M H.SO,4

Substrat TMB

4.5.2 Durchfiihrung des Interleukinnachweises

Bei der Realisierung des Versuches wurden 96-Well-Mikrotiterplatten (Immuno
Modules, Nunc A/S Roskilde, Danemark) und die angeflihrten Testkits benutzt.

In der Vorbereitung erfolgte ein einmaliges Waschen der Platten mit PBS,
anschlieBend fand die Beschichtung mit dem Coating-Antikdrper statt. Die
Antikdrperlésung wurde im Verhaltnis 1 : 1000 mit PBS verdinnt und 100 pl pro Well
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aufgetragen. Die Platten erhielten eine Abdeckung mit selbstklebender Folie und
wurden dann flr 12 bis 18 Stunden bei 2 bis 8°C im Kiihlschrank aufbewahrt.

Nach dieser Zeit wurde der Uberstand entfernt und dann 300 pl Blockingpuffer pro
Well pipettiert. Nachdem die Platten wieder mit Folie beklebt waren, begann eine
zweistiindige Inkubation bei Raumtemperatur. Nach anschlieBender Entfernung der
Blockinglésung wurden die Mikrotiterplatten dreimal mit je 400 ul Waschlésung pro
Well gewaschen.

Nun wurden die Proben und der Standard aufgetragen. Um den Standard im richtigen
Konzentrationsverhaltnis zu erhalten, musste eine ausreichende Verdinnung mit
destillietem Wasser erfolgen, bis eine Ausgangskonzentration von 10.000 pg/ml
vorlag. In einer Verdinnungsreihe wurden mit dem Standardpuffer weitere
Konzentrationen von 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,675 pg/ml und eine
Nullkontrolle angefertigt und schlieBlich von diesen Lésungen jeweils 100 pl pro Well
pipettiert. Ebenso fand die Zugabe von 100 ul der zu untersuchenden Proben auf die
Platten statt.

Im direkten Anschluss wurden 50 pl des Detection-Antikdrpers aufgebracht, der im
Verhéltnis 1 : 250 mit dem Standardpuffer verdiinnt worden war. Die Beklebung der
Platten erfolgte erneut, dann begann die Inkubation bei Raumtemperatur fir zwei
Stunden auf dem LaborrUttler.

Nach Ablauf der Zeit schloss sich ein weiterer Waschvorgang mit dreimal 400 pl pro
Well an.

Nun wurde das mit Standardpuffer 1 : 4000 verdinnnte Konjugat aufgetragen, die
Platten erneut abgeklebt und bei Raumtemperatur eine halbe Stunde inkubiert.

Erneut folgte die Spilung der Platten dreimal mit der Waschlésung. Nun wurde 100 pl
Tetramethylbenzidin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) pro Well zugegeben.
Ohne die Mikrotiterplatten abzukleben, folgte nun die halbstiindige Inkubation bei
dunkler Umgebung. Wahrend dieser Zeit wandelte sich das farblose Substrat in ein
blaues Produkt. Durch Zugabe von 50 pl 0,5 M H2SO4 pro Well wurde die Reaktion
gestoppt, die blaue Farbung wechselte zu gelb. Innerhalb von 30 Minuten fand nun
die Auswertung mit Hilfe des Mehrkanalspekirometers ELISA-Reader (Spectra
Rainbow, TECAN, Crailsheim, Deutschland) statt. Hierbei kamen ein Messfilter von
450 nm und ein Referenzfilter von 650 nm zur Verwendung. Mit der dazugehdrigen
Software wurde die optische Dichte des Standards auf die Konzentration des
Standards logarithmisch aufgetragen und eine Standardgerade berechnet. Anhand
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dieser Standardgerade konnte nun jede Probenkonzentration ermittelt werden
(Rénnebeck 2006).

Die Versuchsergebnisse wurden einer statistischen Prifung mittels t-Test nach
Student unterzogen.
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5. Ergebnisse

5.1 Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration gegeniiber
Porphyromonas gingivalis—Stammen

Bei der Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration der 21 einbezogenen P.
gingivalis—Isolaten wuchsen alle Stdmme auf den Kontrollplatten. Bei einer
Konzentration von 0,005% Teebaumdl wurde das Wachstum von finf Stammen (P.
gingivalis PL 55; P. gingivalis PL 103; P. gingivalis J 378; P. gingivalis J 358-1 und P.
gingivalis PL 126) gehemmt. Bei einer Konzentration von 0,05% Teebaumdl war bei
insgesamt 18 Stdmmen und ab einer Konzentration von 0,5% war bei allen 21
Stammen kein Wachstum mehr feststellbar (Abb.4). Fir den weiteren Versuchsablauf
wurden von den 21 P. gingivalis-Stimmen vier ausgewahlt. Diese waren im Einzelnen
die Stdmme P. gingivalis MaRL (MHK: 0,01%), P. gingivalis J374-1 (MHK: 0,01%), P.
gingivalis M5-1-2 (MHK: 0,05%) und P. gingivalis ATCC 33277 (MHK: 0,5%).
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Abbildung 4
Kumulative minimale Hemmkonzentration (MHK) gegeniiber P. gingivalis—Stdmmen
bei verschiedenen Teebaumdlkonzentrationen



5.2 Antibakterieller Effekt im entstehenden und etablierten Biofilm durch
Teebaumol

Der antibakterielle Effekt von Teebaumdél wurde auf vier ausgewahlte P. gingivalis-
Stamme im sich bildenden und schon etablierten Biofilm untersucht. Die Analyse
erfolgte nach sechs und 24 Stunden.

Die angegebenen Werte ergaben sich als der Mittelwert der beiden Messungen der
Doppelbestimmungsversuche.

5.2.1 Ergebnisse flr den sich bildenden Biofilm

Teebaumdl zeigte keinen signifikanten Einfluss auf die in einem sich bildenden Biofilm
gepruften P. gingivalis—Stamme (Abb.5). Jedoch waren stammspezifische Effekte zu
verzeichnen (Abb.6).
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Abbildung 5

Durchschnitt der koloniebildenden Einheiten (cfu) aller vier Bakterienstdmme im
jungen Biofilm
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Abbildung 6
Koloniebildende Einheiten (cfu) je P. gingivalis—Stamm im sich bildenden Biofilm bei
verschiedenen Teebaumodlkonzentrationen und Inkubationszeiten

Fir den P. gingivalis-Stamm ATCC 33277 war eine generelle Abnahme der
koloniebildenden Einheiten mit zunehmender Teebaumdlkonzentration nach sechs
Stunden Inkubationszeit festzustellen. So zeigte sich ein Rickgang um 57% bei
0,1%iger Teebaumollésung.

Nach 24 Stunden Inkubationszeit zeigte sich im Gegensatz dazu ein Anstieg aller

Konzentrationen im Vergleich zur Kontrolle.

Der P. gingivalis-Stamm M5-1-2 verzeichnete einen Riickgang der Bakterienkolonien
um maximal 78% bei einer 0,1%igen Konzentration des Teebaumdls und sechs
Stunden Inkubationszeit.

Kein Einfluss des Teebaumdls lieB sich flr P. gingivalis J374-1 jeweils nach sechs
und 24 Stunden Inkubationszeit festzustellen.

FOr den P. gingivalis-Stamm MaRL war zunachst ein Anstieg der koloniebildenden
Einheiten nach sechs Stunden Inkubationszeit und einer 0,001%igen

Teebaumdlkonzentration festzustellen. Fur die 0,1%ige Konzentration zeigte sich eine
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Abnahme um 76% an Bakterienkolonien. Nach 24 Stunden Inkubation war ein Anstieg

der Bakterienkolonien bei 0,001% und 0,01% Teebaumodlkonzentration festzustellen.

5.2.2 Ergebnisse flr den etablierten Biofilm

Bei der Untersuchung der Wirkung von Teebaumél auf die vier P. gingivalis-Stdmme
in einem etablierten Biofilm wurden ebenfalls keine signifikanten Wirkungen
festgestellt (Abb.7). Fir die einzelnen Stdmme lieBen sich charakteristische
Ergebnisse registrieren (Abb.8).

Der Stamm P. gingivalis ATCC 33277 wurde nach sechs und 24 Stunden
Inkubationszeit nicht durch Teebaumdl beeinflusst. P. gingivalis M5-1-2 zeigte einen
Anstieg an koloniebildenden Einheiten mit zunehmender Teebaumdlkonzentration
nach sechs Stunden Inkubationszeit. Fir die 0,01%ige Konzentration war ein Anstieg
um 51% und fir 0,01% um 36% an Bakterienkolonien festzustellen.

Keine eindeutigen Effekte lieBen sich fur P. gingivalis J374-1 und P. gingivalis MaRL
nach sechs und 24 Stunden Inkubationszeit erfassen.
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Abbildung 7
Durchschnitt der koloniebildenden Einheiten (cfu) aller vier Bakterienstdmme im
etablierten Biofilm
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Abbildung 8
Koloniebildende Einheiten (cfu) je P. gingivalis—Stamm im etablierten Biofilm unter
verschiedenen Teebaumodlkonzentrationen und Inkubationszeiten

5.3 Antibakterielle Wirksamkeit von Teebaumél in KB-Zellen und in
Fibroblasten

Nach der Untersuchung der Wirksamkeit von Teebaumdl auf verschiedene P.
gingivalis—Stdmme in unterschiedlichen Biofilmen soll im folgenden Abschnitt die
antibakterielle Wirkung auf die Bakterienstdmme in Verbindung mit KB-Zellen und
Fibroblasten erértert werden. Fir die KB—Zellen wurden adharente (einschlieBlich
invasiver) sowie die planktonisch vorkommenden Bakterienzahlen bestimmt.
Dagegen wurde fur die Fibroblasten nur die Anzahl an planktonischen Bakterien
erfasst. Die Analyse erfolgte ebenfalls nach einer Zeit von sechs und 24 Stunden.
Die angegebenen Werte ergaben sich als der Mittelwert der beiden Messungen der
Doppelbestimmungsversuche.

5.3.1 Wirkung von Teebaumél in KB-Zellen

Bei der Bestimmung der planktonisch vorkommenden Bakterien (KBE) in Verbindung
mit KB-Zellen lieB sich in der Regel eine wachstumshemmende Wirkung von
Teebaumdl feststellen (p<0,05). In Abbildung 9 sind die Zahlen der KBE der

einzelnen Bakterienstimme dargestellt. Fir die Bakterienstdmme P. gingivalis ATCC
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33277 und P. gingivalis J374-1 konnte ein Riickgang der koloniebildenden Einheiten
im Vergleich zur Kontrollkultur zwischen 50% und der vélligen Wachstumshemmung
festgestellt werden. Dabei war mit Ausnahme des Stammes ATCC 33277 bei 0,1%
Lésung und 24 h Inkubationszeit ein  Zusammenhang zwischen Ho6he der
Teebaumdlkonzentration und Riickgang der Anzahl der planktonischen Bakterien zu

erkennen.

Far den P. gingivalis-Stamm M5-1-2 lieB sich fur Konzentrationen gréBer als 0,01%
eine deutliche Wachstumshemmung bei einer Inkubationszeit von sechs Stunden
feststellen. Diese betrug bei einer Konzentration des Teebaumdls von 0,05% mehr
als 99%.

Der Stamm P. gingivalis MaRL wurde durch 0,01%iges Teebaumdl nicht beeinflusst.
In den weiteren Versuchen kam es hingegen zu keinem Keimwachstum mehr.

Die Ergebnisse der adharenten Bakterienkolonien sind in Abbildung 10 aufgefuhrt. In
der Regel war ein durchschnittlicher Rickgang der koloniebildenden Einheiten in

Abhangigkeit der Teebaumdlkonzentrationen festzustellen.
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Abbildung 9
Anzahl der planktonisch vorkommenden Bakterien bei KB-Zellen mit unterschiedlichen
Teebaumédlkonzentrationen und Inkubationszeiten
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Abbildung 10
Anzahl der adhdrenten Bakterien bei KB-Zellen mit verschiedenen
Teebaumdélkonzentrationen und Inkubationszeiten

Dennoch zeigten sich wiederum stammspezifische Unterschiede. So war bei den P.
gingivalis—Stdmmen J374-1 und MaRL ein Anstieg des Wachstums nach sechs
Stunden Inkubationszeit im Vergleich zur Kontrolle um 15% bzw. 23% bei
Konzentrationen von 0,05% bzw. 0,01% zu beobachten. Fir den Stamm M5-1-2
wurde nach 24 Stunden Inkubationszeit ebenfalls bei einer Konzentration von 0,01%
ein Anstieg der Koloniezahlen im Vergleich zur Kontrolle um 33% festgestellt.

Fir die 0,1%ige Konzentration des Teebaumdls konnte bei allen Stdmmen und
Inkubationszeiten eine nahezu véllige Wachstumshemmung ermittelt werden. Die
Anzahl der ermittelten koloniebildenden Einheiten war zwischen 77% und 100%

geringer als die der entsprechenden Kontrollen.

5.3.2 Wirkung von Teebaumol in Fibroblasten

Ahnlich dem Ergebnis des vorangegangenen Abschnittes lieB sich auch fiir die freien
Bakterienkolonien in Verbindung mit Fibroblasten eine wachstumshemmende
Wirkung von Teebaumdél feststellen (p<0,05).
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Nach sechs Stunden Inkubationszeit war eine Abnahme der Anzahl der
Bakterienkolonien ab einer Teebaumdélkonzentration von 0,05% fir alle Stamme
festzustellen. Bei einer Konzentration von 0,01% war hingegen nur fir den Stamm
MaRL ein Rickgang der Anzahl der Kolonien um 49% zu beobachten. Nach einer
Inkubationszeit von 24 Stunden war fur die P. gingivalis—Stamme ATCC 33277 und
MaRL eine nahezu véllige Wachstumshemmung fir alle Teebaumdlkonzentrationen
zu verzeichnen. Fir den Stamm P. gingivalis J374-1 war ein Abfall der Anzahl der
Bakterienkolonien mit zunehmender H6he der Konzentration sichtbar.

Die Ergebnisse fur den P. gingivalis—Stamm M5-1-2 schienen hingegen keinen
eindeutigen Hinweis auf die Wirkung von Teebaumdl =zuzulassen. Bei
Konzentrationen von 0,01% und 0,05% war in den Versuchen ein durchschnittlicher
Anstieg im Vergleich zur Kontrolle zu erkennen. Im Gegensatz dazu war ab einer

Konzentration von 0,1% das Wachstum der Kolonien véllig gehemmt (Abb. 11).
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Abbildung 11
Anzahl der planktonischen Bakterien bei Fibroblasten mit verschiedenen
Teebaumodlkonzentrationen und Inkubationszeiten
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5.4 Freisetzung von Interleukinen

In diesem Abschnitt soll der Einfluss von Teebaumél auf die Ausschittung von IL-6
und IL-8 bei KB-Zellen und Fibroblasten nach verschiedenen Inkubationszeiten
dargestellt werden.

5.4.1 Freisetzung von IL-6 und IL-8 bei KB-Zellen

Zunachst wurden flr die KB-Zellen, die nicht mit den P. gingivalis—Stammen infiziert
wurden, die Auswirkungen auf die IL-6-Spiegel bei verschiedenen
Teebaumdlkonzentrationen untersucht. Dabei lieB sich bei der 0,05%igen und
0,1%igen Konzentration eine Reduktion der IL-6-Freisetzung nach 24h
Inkubationszeit feststellen (p<0,05). Die ermittelte Interleukinfreisetzung der Kontrolle
in Héhe von 20,39 pg/ml verringerte sich auf 6,25 pg/ml bzw. 8,79 pg/ml (Abb. 12).
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Abbildung 12
Interleukinfreisetzung bei nicht infizierten KB-Zellen und Fibroblasten bei
unterschiedlichen Teebaumdélkonzentrationen und Inkubationszeiten

Weiterhin wurden der Einfluss von Teebaumdl auf die IL-6-Ausschittung der mit P.
gingivalis—Stdmmen infizierten KB-Zellen untersucht. Hierbei konnte jedoch keine
einheitliche Tendenz festgestellt werden. Ein signifikanter Rickgang an IL-6 konnte
fir P. gingivalis ATCC 33277 bei 0,05% und 24h Inkubation sowie fur P. gingivalis
J374-1 bei 0,05% und sechs Stunden Inkubation nachgewiesen werden (p<0,05).
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Bei den restlichen Messwerten lieB sich der durchschnittlich starkste Rlckgang an
IL-6-Freisetzung fur die 0,05%ige L&sung bei allen Stdmmen und Inkubationszeiten
verzeichnen. Andererseits war gleichzeitig ein Anstieg der Ausschuttung far P.
gingivalis MaRL von 8,33 pg/ml in der Kontrolle auf 16,2 pg/ml bei 0,05%
Konzentration und 24h Inkubation zu bemerken (Abb. 13).
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Abbildung 13
IL-6-Freisetzung bei KB—Zellen bei unterschiedlichen Teebaumdlkonzentrationen und
Inkubationszeiten

Far die nicht infizierten KB-Zellen wurde flr alle Teebaumdlldsungen ein  Rickgang
der IL-8-Freisetzung festgestellt. Flr die 0,05% und 0,1% Konzentration und sechs
Stunden Inkubationszeit konnte ein signifikanter Riickgang von 0,73pg/ml auf Opg/ml

gemessen werden.

Wiederum wurde die Wirkung verschiedener Teebaumdéllésungen auf infizierte KB-
Zellen und die IL-8-Ausschittung untersucht. Es ergab sich jedoch fir die IL-8-
Freisetzung kein einheitliches Muster. Die 0,01%ige und 0,05%ige
Teebaumdllésungen fahrten zwar in der Mehrzahl der Falle zu einem

durchschnittlichen Rlickgang der IL-8-Produktion. Jedoch war beispielsweise bei P.
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gingivalis MaRL ein geringer Anstieg von 37,47pg/ml auf 39,65pg/ml fir die
0,05%ige Lésung zu verzeichnen (Abb. 14).
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Abbildung 14

IL- 8-Freisetzung bei KB—Zellen bei unterschiedlichen Teebaumdlkonzentrationen und
Inkubationszeiten

5.4.2 Freisetzung von IL-6 und IL-8 bei Fibroblasten

Analog der Untersuchung bei KB-Zellen soll im folgenden Abschnitt die
Interleukinfreisetzung bei Fibroblasten bewertet werden. Es zeigten sich auch hier
ahnliche Ergebnisse wie bei den im vorangegangenen Abschnitt dargestellten
Resultaten.

Bei den nicht infizierten Zellen verringerte sich die IL-6-Freisetzung mit zunehmender
Konzentration an Teebaumdl nach sechs Stunden Inkubationszeit. Es war
beispielsweise ein Rickgang von 0,87 pg/ml in der Kontrolle auf 0,21 pg/ml bei 0,1%
festzustellen. Dagegen lieBen sich nach 24h Inkubationszeit keine IL-6-
Freisetzungen in den Versuchsreihen beobachten. Grundsétzlich bleibt zu bemerken,

dass generell nur eine geringe IL-Freisetzung festgestellt werden konnte.

Far die durch Bakterienstamme infizierten Zellen waren zum Teil andere Ergebnisse
zu verzeichnen. So war die Abnahme der IL-6-Ausschittung in der 0,05%

Konzentration und ein Anstieg der Werte bei 0,1% bei allen Keimen zu erkennen.
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Tatsachlich lieB sich keine einheitliche Tendenz flir die unterschiedlichen Keime
ableiten (Abb.15).

Nach 24h Inkubationszeit war fir keinen Stamm eine Interleukinausschittung
nachzuweisen.

Auch bei den Fibroblasten wurde die IL-8-Ausschittung bewertet. Dabei fiel zunéchst
die fehlende IL-8-Freisetzung nach sechs Stunden Inkubationszeit in allen
Versuchsreihen auf. Nach 24h Inkubationszeit lieBen sich keine IL-8-Freisetzungen
bei allen drei Teebaumélkonzentrationen im Vergleich zu 0,13pg/ml bei der Kontrolle
fir die nicht infizierten Zellen feststellen. Aber auch die mit Bakterien infizierten
Fibroblasten zeigten eine generelle Abnahme der IL-8-Freisetzung bei 0,05%. Bei
0,01%iger und 0,1%iger Konzentration fand sich bei P. gingivalis MaRL mit gleicher
IL-8-Freisetzung im Vergleich zur Kontrolle eine Ausnahme. Die restlichen Stdmme
zeigten auch bei diesen Konzentrationen eine deutliche Verringerung der

Interleukinausschittung wiederum im Kontrollvergleich (Abb.16).
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Abbildung 15

IL-6-Freisetzung bei Fibroblasten bei unterschiedlichen Teebaumdlkonzentrationen
und Inkubationszeiten
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Abbildung 16

IL-8-Freisetzung bei Fibroblasten bei unterschiedlichen Teebaumdlkonzentrationen
und Inkubationszeiten
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6. Diskussion

Die Pathogenese der Parodontitiden ist ein komplizierter Prozess, der sich durch
viele unterschiedliche Vorgédnge entwickelt. Dazu gehért die Besiedlung der
Mundhéhle, insbesondere des subgingivalen Bereiches mit parodontopathogenen
Keimen (Lamont und Jenkinson 2001). Zu diesen Bakterien gehért u.a. P. gingivalis,
eine gramnegative anaerobe Spezies, die durch eine Vielzahl von Virulenzfaktoren
an der Destruktion des parodontalen Gewebes beteiligt ist (Travis et al. 1997, Delima
und van Dyke 2003). Auch Plaqueakkumulation und die Entstehung eines
Ungleichgewichtes zwischen Wirtsabwehr und Besiedlern bestimmen die

Entwicklung der Parodontopathien.

Uber die Wirkung des Teebauméls gibt es verschiedene Untersuchungen. Die
antimikrobielle Wirksamkeit von Teebaumél nach australischem Standard wurde in
einer Vielzahl von Studien demonstriert (Groppo et al. 2002, Hammer et al. 1999,
Carson and Riley 1995). Dabei zeigte sich, dass besonders der Hauptbestandteil
Terpinen-4-ol das Wachstum vieler Mikroorganismen unterdriickt (Carson et al.
1995). Kulik et al. (2000) wiesen diese Effekte auch fur P. gingivalis nach.

Teebaumdl besitzt auch eine antiinflammatorische Wirkung. So wurde durch Hart et
al. (2000) gezeigt, dass schon Mengen von 0,008% Teebaumdl die Freisetzung

verschiedener Entziindungsmediatoren hemmen.

Die vorliegende in vitro Studie sollte die antimikrobielle Wirkung von Teebaumdél auf
P. gingivalis-Stamme testen. Zudem war es das Ziel neue Erkenntnisse Uber die
Wirkung des Ols auf den sich bildenden und etablierten Biofilm und den wenig
untersuchten Effekt auf KB-Zellen und Fibroblasten zu gewinnen. Auch die
Interleukinfreisetzung unter Teebaumdleinfluss nach Infektion mit P. gingivalis ist
unzureichend bekannt und war deshalb Bestandteil der Untersuchungen.
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6.1 Methodendiskussion

Far die Untersuchungen wurden KB-Zellen und Fibroblasten eingesetzt, um die
Mundschleimhaut zu simulieren. Dabei stammten die KB-Zellen aus der
Epithelzelllinie ATCC CCL 17. 1991 wiesen Meyer et al. erstmals nach, dass A.
actinomycetemcomitans in der Lage ist, in Epithelzellen einzudringen. Da KB-Zellen
vergleichbare Versuchsbedingungen und reproduzierbare Ergebnisse gewahren,
wurden sie auch in anderen Studien genutzt (Duncan et al. 1993, Yumoto et al.
1999). Weitere Untersuchungen bewiesen auch die Adharenz von P. gingivalis an
KB-Zellen (Duncan et al. 1993, Eick et al. 2002) und die Internalisierung des
Bakteriums (Lamont et al. 1992). Fir die experimentelle Darstellung tieferer
Gewebeschichten wurden in vorliegender Studie humane Gingivafibroblasten
verwendet.

Die Komplexitat des Parodonts konnte durch die Versuche mit Monolayern nicht
dargestellt werden, jedoch konnten Interaktionen von Bakterien und Zellen getestet
werden.

In nachfolgenden Studien kénnten zur besseren Darstellung der oralen Verhéltnisse
auch Multilayer- Schichten eingefihrt werden (Dongari- Bagtzoglou und Kashleva
2006).

Als Nachteil kann zudem gewertet werden, dass KB-Zellen genetisch veranderte
Zellen sind. Sandros et al. konnte zeigen, dass KB-Zellen eine geringere
Rezeptordichte  verglichen mit Zellen des Taschenepithels besitzen.
Dementsprechend kénnte ein verandertes Adhasionsverhalten der ausgewéhlten

Bakterienspezies teilweise vorliegen (Sandros et al. 1994).

Mit P. gingivalis infizierte Fibroblasten setzen vermehrt Interleukin frei (Steffen et al.
2000, Imatani et al. 2001). Es fanden sich vergleichbare Ergebnisse bei
Primarkulturen aus dem Taschenepithel und KB- Zellen nach deren Infektion durch

P. gingivalis und Escherichia coli (Sandros et al. 2000).

Die folgenden P. gingivalis-Stdmme wurden fir die Untersuchungen ausgewahlt: P.
gingivalis MaRL, P. gingivalis ATCC 33277, P. gingivalis M5-1-2 und P. gingivalis

J 374-1. P. gingivalis 33277 als Typ-Stamm wurde schon in zahlreichen anderen
Studien untersucht (Eick et al. 2002, Eick et al. 2004, Lamont et al. 1995, Weinberg
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et al. 1997). Dabei wurde u.a. die Invasion der Epithelzellen durch Virulenzfaktoren
oder der Einfluss von P. gingivalis auf KB-Zellen getestet.

6.2 Wirkung von Teebaumol auf Bakterien am Beispiel von Porphyromonas
gingivalis

Die Ergebnisse der in vitro Studie zeigten eine generelle wachstumshemmende
Wirkung auf alle untersuchten Bakterienstdmme. Die Werte fir die minimale
Hemmkonzentration lagen fir die Teebaumélliésung zwischen 0,005% und 0,5%.
Diese Resultate stimmen mit den Untersuchungen von Takarada et al. (2004) und
Kulik et al. (2000) Gberein.

Teebaumdl wurde schon frih als Antiseptikum angewendet (Hili et al. 1997). Die
antimikrobielle Wirkung auf verschiedene Mikroorganismen wurde in zahlreichen
Studien aufgezeigt (Carson und Riley 1993, Shapiro et al. 1994, Carson und Riley
1995, Hammer et al. 2003, Raman et al. 1995, Groppo et al. 2002).

Die Wirkungsweise des Teebaumdls wird durch die enthaltenen lipophilen
Bestandteile erklart. So bewirken vor allem die Terpene (v.a. Terpinen-4-ol) eine
Schadigung der Zellorganellen und des Stoffwechsels (Carson und Riley 1995),
indem sie die Fahigkeit nutzen, Lipidstrukuren zu zerstéren und zu penetrieren
(Takahashi et al. 1996). Somit kann die Zellwand nicht mehr als
Permeabilitdtsbarriere dienen (Cox et al. 2000, Gustafson et al. 1998). Cox et al.
konnten in ihren Studien die verschiedenen Mechanismen aufzeigen, die den
antibakteriellen Effekt auf die Mirkoorganismen erklaren. So bedingt Teebaumdél eine
Zytoplasmakoagulation und die Autolyse von Zellen. Auch intrazellulare K* -
Wanderungen nach Penetration der bakteriellen Zellwand wurden festgestellt (Cox et
al. 1998/2001).

Es scheint bedeutsam, dass die Verwendung des Teebaumdls in ausreichenden
bakteriziden Mengen stattfindet. Gegebenenfalls besteht sonst die Gefahr, dass
durch unzureichende Konzentrationen an Teebaumdl Antibiotikaresistenzen
erm@glicht werden (McMahon et al. 2007). AuBerdem kann die Zusammensetzung
des Teebaumdls variieren, was dann Einfluss auf die antibakterielle Aktivitat
gegenilber den Mikroorganismen haben kann (Carson und Riley 1995, May et al.
2000).
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Ein groBer Nachteil in den Untersuchungen mit Teebaumdl besteht in der groBen
Lipophilie des Naturproduktes. Durch die schlechte Wasserldslichkeit muss das Ol
erst durch Anwendung von Detergenzien (u.a. Tween 20) gelést werden. Durch
Zufugen dieser Hilfsstoffe kann die Wirksamkeit des Teebaumdls gegenlber oralen
Mikroorganismen beeintrachtigt sein (Carson & Riley 1995, May et al. 2000).

Die Studie von Cox et al. (2001) zeigt, dass auch Interaktionen zwischen den
natdrlichen Komponenten von Teebaumdl denkbar sind. Die enthaltenen nicht
oxidierten Monoterpene (z.B. y-terpinen, p-cymene) verringern die Wasserldslichkeit

von Terpinen-4-ol und vermindern somit die antimikrobielle Effizienz.

Die eigenen Untersuchungen bestatigen die antimikrobielle Wirksamkeit von

Teebaumdl (nach australischem Standard) gegenlber anaeroben Mikroorganismen.

6.3. Wirkung von Teebaumal auf den jungen und etablierten Biofilm

Die Fahigkeit parodontopathogener Keime zur Ausbildung von Biofilmen ist ein

bedeutsamer Schritt in der Pathogenese der Parodontitis (Ellen et al. 2007).

Brady et al. untersuchten die Wirksamkeit von Teebaumdl auf verschiedene Keime
im Biofilm. Dabei resultierte ein starkerer Effekt auf die pathogenen Keime der
Durchgangsflora, wahrend bei den Bakterien der Standortflora eine geringere
Beeinflussung festzustellen war (Brady et al. 2006).

Die eigenen Untersuchungen ergaben sowohl fir den jungen als auch den
etablierten Biofilm keinen signifikanten Einfluss von Teebaumdl auf das Wachstum

von P. gingivalis im Vergleich zu einer Kontrollgruppe.

Andere Studien priiften den Effekt unterschiedlicher Ole auf den Biofilmaufbau. So
konnten Nostro et al. feststellen, dass atherische Ole den Biofilm beeinflussen und
dadurch destabilisieren (Nostro et al. 2004). Daneben konnten Niu et al. (2004) die
méglichen Wirkmechanismen der Ole aufzeigen. Dazu gehdren die Beeinflussung
der Hydrophobizitdt der Membranoberflache der Bakterien, die Zerstérung von
Membranbestandteilen oder die Behinderung der Peptidoglykansynthese. Auch die
Untersuchungen von Nuryastuti et al. (2009) bestatigen die antimikrobielle Wirkung
von Ol bedingt durch Aufldsung bestehenden Biofilms und Abtdten der Bakterien.
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In einer weiteren Arbeit von Nostro et al. werden die vorangegangenen Aussagen
unterstltzt, zusatzlich finden sich Hinweise Uber eine starkere Biofilmbeeinflussung
und Hemmung des Bakterienwachstums mit zunehmender Konzentration an
Teebaumdl (Nostro et al. 2007).

Im Gegensatz dazu scheint der antimikrobielle Effekt von &therischen Olen geringer,
wenn Biofilme zusammen mit planktonischen Zellen untersucht werden (Saginur et
al. 2006). Die Studie von Brown und Gilbert bestatigt die Uberlegenheit der Biofilme
im Vergleich zu den freien Kolonien (Brown und Gilbert 1993). Auch andere
Untersuchungen berichten von einer verminderten antimikrobiellen Wirkung
gegentber dem Biofilm, bedingt durch eine verringerte Durchlassigkeit des
Wirkstoffes (Olson et al. 2002).

Jedoch konnten Karpanen et al. (2008) in ihren Studien zumindest die verstarkte
antimikrobielle Wirkung von Chlorhexidindigluconat durch die Kombination mit
Teebaumdl im Biofilm zeigen. Zu ahnlichen Ergebnissen kommen auch Hendry et al.
(2009) und Nuryastuti et al. (2009).

Ein Grund fir die fehlende Beobachtung einer Wirkung von Teebaumdl auf den
Biofilm in den eigenen Untersuchungen kdnnte in der verwendeten Konzentration der
Lésung liegen. In den Studien von Karpanen et al. (2008) und Nostro et al. (2007)
wurde fir den komplexen Biofilm gezeigt, dass zur Erzielung eines
wachstumshemmenden Effektes hohe Konzentrationen an Teebaumdl bzw. anderen
atherischen Olen notwendig sind. Diesbeziiglich wére eine zusétzliche Bestimmung
der minimalen Hemmkonzentration der im Biofilm verwendeten Bakterienstdmme flr

nachfolgende Forschungen notwendig.

6.4 Wirkung von Teebaumdél auf Fibroblasten und KB-Zellen

In den eigenen Studien war eine wachstumshemmende Wirkung von Teebaumal auf
die planktonisch und adharenten Bakterien in Verbindung mit KB-Zellen
festzustellen. Ahnliche Ergebnisse lieBen sich auch fir die freien Bakterienkolonien

in Verbindung mit Fibroblasten feststellen.
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Die Mdglichkeiten von P. gingivalis, mit KB-Zellen und Fibroblasten zu interagieren,
sind gut untersucht. In einigen Studien wurden die Mechanismen der Invasion von
menschlichen Epithelzellen analysiert (Duncan et al. 1993, Weinberg et al. 1997,
Lamont et al. 1995). Eine andere Untersuchung vermutet, dass erst unter
Anwesenheit von Calcium eine Invasion der Epithelzellen erfolgen kann (lzutsu et al.
1996). Virulenzfaktoren, wie extrazelluldre proteolytische Enzyme, toxische
Metabolite oder Fimbrien verursachen die Zerstérung von parodontalen Gewebe und
die Kolonisation im Wirt (Lamont et al. 1995, Lamont et al. 1992, Xie et al. 1997).

Soderberg et al. (1996) untersuchten die Toxizitat von Teebaumdl auf epitheliale
Zellen und Fibroblasten. Dabei zeigte sich ein Anstieg der Toxizitat mit zunehmender
Konzentration und Anwendungsdauer. Jedoch waren flr eine Einwirkungszeit unter
einer Stunde keine zytotoxischen Effekte festzustellen. Als mégliche Ursache flr die
tédliche Zellwirkung werden Interaktionen an der Zellmembran diskutiert.

Im Gegensatz dazu wurden toxische Wirkungen durch reines Terpinen-4-ol und
Teebaumdl auf Fibroblasten ausgeschlossen (Loughlin et al. 2008).

Der wachstumshemmende Effekt von Teebaumdl in den eigenen Untersuchungen
scheint durch die oben genannten Wirkungen des Teebaumdls auf die P. gingivalis-
Stamme erreicht worden zu sein. Durch den Einfluss auf die Membraneigenschaften,
die Stérung der Aufgabe der Zellwand als Permeabilitdtsbarriere und damit der
Verlust der osmotischen Kontrolle kénnen die verminderten koloniebildenden

Einheiten nach Teebaumdlgabe erklart werden (Cox et al. 2000, Gustafson 1998).

Die Wirkungen auf die KB-Zellen und Fibroblasten waren nicht Bestandteil der

Untersuchungen, kénnten aber in weiterfihrenden Studien einbezogen werden.

6.5 Wirkung von Teebaumadl auf die Interleukinausschiittung

Bakterien, darunter P. gingivalis, induzieren in Epithelzellen und Fibroblasten eine
Freisetzung von Zytokinen (Sandros et al. 2000). Diese Zytokinsekretion wird u.a.
durch unterschiedliche Anheftungsmechanismen der Bakterien stimuliert (Duncan et
al. 1993).

IL-6 und IL-8 spielen eine entscheidende Rolle in der Pathogenese von
Parodontitiden (Kjeldsen et al. 1993, Wilson et al. 1996). Dabei bedingen diese
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Entzindungsmediatoren, welche im parodontalen Gewebe im Verlauf der
Erkrankung gefunden werden, die Aktivierung von verschiedenen Mechanismen, wie

z.B. die Aktivierung von Osteoklasten (Kjeldsen et al. 1993).

IL-1, IL-6 und TNF-a sind sowohl in die lokale als auch systemische Immunantwort
eingebunden (van Snick 1990), wahrend IL-8 groBe Bedeutung bei der lokalen
Verteidigung zukommt, indem es die Neutrophilenmigration bedingt (Baggioloni et al.
1992). Erhdhte IL-8-Werte scheinen eine Rolle bei der Wanderung von Neutrophilen
zwischen Submucosa und sulkuldren Raum zu spielen (Tonetti et al. 1998).

In unserer Studie lieBen sich keine einheitlichen Ergebnisse fir die Wirkung von
Teebaumdl auf die Interleukinfreisetzung aus KB-Zellen und Fibroblasten feststellen.

Auch in nicht infizierten KB-Zellen wurden in den Untersuchungen IL-6 und IL-8
Ausschittungen festgestellt. Diese Ergebnisse decken sich mit den Studien von
Huang et al. (2001) und Mikolajczyk-Pawliska et al. (1998), welche einen standigen
IL-8-Spiegel im Gleichgewicht zwischen Wirtsorganismus und Erregern feststellten.

Far die nicht infizierten KB-Zellen ergaben die Untersuchungen teilweise signifikante
Reduktionen der IL-6- und IL-8-Ausschittung nach Zugabe von Teebaumdl. Es ist zu
vermuten, dass die Interleukinausschuttung in nicht mit P. gingivalis infizierten Zellen
mit der Immunantwort aufgrund der genetischen Veranderungen der KB-Zellen zu

erklaren ist.

Im Gegensatz dazu konnte bei den infizierten Zellen keine einheitliche Tendenz
beobachtet werden. Es waren hier neben stammspezifischen signifikanten
Verminderungen der IL-6-Freisetzungen auch stammspezifische Erhéhungen der IL-
6-Freigaben festzustellen. Gleiche Resultate ergaben sich fir die Ausschittung an
IL-8.

Die IL-6-Freisetzungen aus den Fibroblasten war generell sehr gering. Je héher die
Konzentration des Teebaumdls war, desto starker war auch der Ruckgang an IL-6-
Mengen bei den nicht infizierten Zellen. Zudem war flr die nicht infizierten Zellen
keine IL-8-Ausschiittung festzustellen. Ahnliche Ergebnisse waren fiir die infizierten
Zellen zu ermitteln. Es lieB sich sowohl ein Rickgang an IL-6-Freisetzung nach
sechs Stunden Inkubationszeit bemerken, als auch eine fehlende Ausschittung nach
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24 Stunden. Generell war eine verminderte IL-8- Menge in den Untersuchungen zu

erkennen.

Zur Wirkung von Teebaumdl bei Epithelzellen existieren in der aktuellen Literatur
keine relevanten Untersuchungen. Jedoch wurden die Auswirkungen einer Infektion
mit verschiedenen Bakterienarten erforscht.

Es konnte gezeigt werden, dass P. gingivalis die Fahigkeit besitzt, eine
Zytokinfreisetzung nach Penetration der Epithelzelle zu initieren (Lamont et al.
1995). Die von P. gingivalis produzierten Proteasen gelten als starke
Virulenzfaktoren (Travis et al. 2000). So bedingen Arginin-spezifische Proteasen in
menschlichen Epithelzellen eine starke IL-6-Freisetzung (Lourbakos et al. 2001). Im
Gegensatz dazu stehen die Untersuchungen von Chen et al. (1997). Diese haben
erkennen lassen, dass nach der Invasion von P. gingivalis in epitheliale Zellen die IL-
8-Konzentration herabgesetzt war. Das kommt daher, weil P. gingivalis auf mRNA-
Ebene die IL-6 und IL-8-Expression stimuliert, aber auf Proteinebene werden diese
Interleukine durch die Proteasen von P. gingivalis wiederum abgebaut. Damit kann
fir das Bakterium eine verzdgerte Wirtsabwehr durch das Immunsystem und damit
ein gréBerer Schaden im umgebenden Gewebe erreicht werden (Darveau et al.
1998, Huang et al 2007, Madianos et al. 1997). Durch Stdérung der
Neutrophilenaktivierung bei verminderten IL-8-Werten ist ein wichtiger Schritt in der
Abwehr der Infektion geschwacht (Huang et al. 2007, Madianos et al. 1997, Miyasaki
1991). Auch andere Studien belegen die Reduktion der IL-8-Freisetzung nach
Infektion mit P. gingivalis (Darveau et al. 1998, Mikolajcyk-Pawlinska 1998, Zhang et
al. 1999, Calkins et al. 1998, Fletcher et al. 1997/1998, Kuramitsu 1998).

In Anbetracht dieser Erkenntnisse scheint  die  Ableitung der
entziindungshemmenden Wirkung von Teebaumdl bei infizierten Zellen anhand der
Reduktion der Interleukinausschiittung hinterfragt werden zu missen. Gegebenfalls
sind andere Indikatoren zur Ermittlung der Wirksamkeit von Teebaumal zu finden.

Andere Untersuchungen beschreiben die IL-8-Freisetzung als ein spateres
Vorkommnis bei Interaktionen von Bakterien und Epithelzellen (Eckmann et al. 1993,
Jung et al. 1995). Yumoto et al. (1999) fanden heraus, dass die IL-6 und IL-8-
Ausschittungen nach Infektion mit Eikenella corrodens nach langerer Wirkdauer
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wesentlich hdher waren, als im Vergleich zu den nicht infizierten Kulturen.
Gegebenfalls misste hier die Wirkung von Teebaumdl nach einer Inkubationszeit
von mehr als 24 Stunden untersucht werden, um die Auswirkungen auf Epithelzellen
im Detail zu erforschen. Dieser Erkenntnis entspricht auch die Studie von Curfs et
al.1997, welche eine beschleunigte IL-6-Ausschittung in vitro feststellen konnten.
Damit scheint die Wirksamkeit von Teebaumél in vivo verzdgert einzusetzen.
Entsprechende Behandlungen mit Teebaumdl sollten daher vermutlich einer
langeren Einwirkdauer unterliegen und zum Schutz vor der Spulwirkung des
Speichels beispielsweise als entsprechendes Gel verabreicht werden.
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7. Schlussfolgerung

Die vorliegende Arbeit bestatigt die antimikrobielle Wirksamkeit von Teebaumol
gegentber dem parodontopathogenen Keim P. gingivalis. Teebaumdl ist in der Lage
das Wachstum dieses Keimes zu hemmen, wobei mit zunehmender Konzentration
der Teebaumollésungen ein breiteres Wirkspektrum auf P. gingivalis-Stdmme

erreicht werden konnte.

Die antibakterielle Wirksamkeit des Teebaumdls im jungen und etablierten Biofilm
konnte nicht eindeutig festgestellt werden. Zwar konnten verschiedene
stammspezifische Einfliisse gezeigt werden, die als antibakterielle Beeinflussung des
Biofilms durch Teebaumdl gedeutet werden kodnnten. Dennoch besteht die
Notwendigkeit weiterer wissenschaftlicher Untersuchungen, um den mdglichen
antibakteriellen Einfluss des Teebaumdls zu bestatigen.

Die antibakterielle Wirkung des Teebaumdls auf P. gingivalis bestatigt sich im
Zusammenwirken mit KB-Zellen und Fibroblasten. Die Ergebnisse zeigten eine
wachstumshemmende Wirkung unter Teebauméleinfluss bei sechs und 24 Stunden
Inkubationszeit.

Die mégliche Beeinflussung der Interleukinfreisetzung durch Teebaumdl lasst keine
eindeutigen Schlussfolgerungen zu. Wiederum konnten stammspezifische Resultate
fur die IL-6 und IL-8-Freisetzungen festgestellt werden, aber auch hier sind

fortflhrende Untersuchungen notwendig.

Zusammenfassend wird deutlich, dass die Wirkungsweise des Teebaumdls in
weiteren wissenschaftlichen Studien untersucht werden muss. Mdglicherweise ist
Teebaumdl dann eine mogliche Alternative bei der Mitbehandlung von Parodontitis.
Auch eine positive Beeinflussung des Mundmilieus durch die Anwendung von
Teebaumdl als Zahnpasta oder Mundspulung ware nach der Durchfihrung weiterer
klinischer Studien denkbar.
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Anhang

Tab. 5 Chromatographisches Profil des benutzten Teebauméls

a- Pinene 1,0-6,0%
Sabinene <3,5%

a- Terpinene 5,0-13,0%
Limonene 0,5-4,0%
Cineole <15,0%

y — Terpinene 10,0-28,0%
para-Cymene 0,5-12,0%
Terpinolene 1,5-5,0%
Terpinen-4-ol mind. 30,0%
Aromadendrene <7,0%

a- Terpineol 1,5-8,0%

Quelle: Produktspezifikation der Firma Avicenna (Polen), Produktcode 1034

Tab. 6 Anzahl der im Wachstum gehemmten P. gingivalis-Stamme (kumulativ)

Teebaumolkonzentration
in %

Anzahl gehemmter P.
gingivalis Stamme

Kontrolle 0
0,005 5
0,01 9
0,05 18
0,1 19
0,5 21
1,0 21
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Tab. 7 Minimale Hemmkonzentrationen der vier P. gingivalis-Stamme, die fur

die Versuche mit Biofilmen, KB-Zellen und Fibroblasten eingesetzt wurden

Teebaumolkonzentration

MHK der benutzten

in % Versuchstamme
Kontrolle

0,005

0,01 P.g. MaRL, P.g. J374-1
0,05 P.g. M5-1-2

0,1

0,5 P.g. ATCC 33277

1,0

Tab. 8 Antibakterielle Wirksamkeit von Teebaumél im jungen Biofilm : KBE von

den vier verwendeten P. gingivalis-Stammen

P.g. P.g. P.g. P.g.

ATCC 33277 M5-1-2 J374-1 MaRL
Werte 1. Mes- 2. Mes-|1. Mes- 2. Mes-|1. Mes- 2. Mes-| 1. Mes- 2. Mes-
in Mio. sung sung | sung  sung sung  sung sung  sung
Kontrolle | 0,2840 0,4060|0,5000 0,5200 |2,0000 2,0000| 0,0200 0,1086
6 h 0,001 0,0840 0,22400,4000 0,0000 |2,0000 2,0000| 0,0014 0,2540
0,01 0,0840 0,3100(0,3000 0,1188 | 2,0000 2,0000| 0,0800 0,0676
0,1 0,1400 0,1562 |0,1000 0,1198 | 2,0000 2,0000 | 0,0040 0,0264
Kontrolle | 0,0024 0,2080 2,0000 2,0000 |2,0000 2,0000 | 0,0042 0,2000
o4 h 0,001 0,8000 0,0600 |2,0000 2,0000 |2,0000 2,0000| 0,7000 0,2000
0,01 0,6800 0,0878 |2,0000 2,0000 |2,0000 2,0000| 0,2100 0,2000
0,1 0,5600 0,0552 |2,0000 2,0000 |2,0000 2,0000| 0,0020 0,2000
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Tab. 9 Antibakterielle Wirksamkeit von Teebaumoél im etablierten Biofilm : KBE

von den vier verwendeten P. gingivalis-Stammen

P.g. P.g. P.g. P.g.

ATCC 33277 M5-1-2 J374-1 MaRL
Werte 1. Mes-2. Mes-{ 1. Mes- 2. Mes-|1. Mes- 2. Mes-| 1. Mes- 2. Mes-
in Mio. sung sung | sung sung sung sung sung sung
Kontrolle |1,6000 1,8000( 0,2000 0,2500 | 2,0000 1,8000 | 1,6000 2,0000
6 h 0,001 1,0000 1,7000| 0,3000 0,2300 | 2,2000 2,0000 | 1,4000 1,7000
0,01 1,0000 2,0000/ 0,4000 0,2800 | 2,3000 1,9000 | 1,4400 1,8000
0,1 0,8000 2,0000( 0,4000 0,2100 | 2,4000 1,8000 | 1,2000 1,9000
Kontrolle |1,6000 1,8000( 0,3000 0,3400 | 2,0000 2,0000 | 1,7000 1,6000
o4 h 0,001 1,7000 1,8500/ 0,4000 0,3100|1,8000 2,1000| 1,6000 1,7000
0,01 1,5000 1,8400/ 0,3000 0,3400 | 2,0000 2,1500 | 1,5500 1,8000
0,1 1,6000 1,8400| 0,2600 0,3200 | 2,0000 2,0000 | 1,5000 1,6000

Tab. 10 Antibakterielle Wirksamkeit von Teebaumdl in KB-Zellen (planktonisch

vorkommende Zellen): KBE von den vier verwendeten P. gingivalis-Stammen

P.g. P.g. P.g. P.g.
ATCC 33277 M5-1-2 J374-1 MaRL
Werte 1. Mes- 2. Mes-|1. Mes- 2. Mes- |1. Mes- 2. Mes-|1. Mes- 2. Mes-
in Tsd. sung sung sung sung sung sung | sung sung
Kontrolle | 58,400 10,200 |20,300 2,800 |47,400 103,000 0,700 k.W.
6N 0,01 30,600 0,000 |28,900 6,600 | 0,600 35,200| 4,100 k.W.
0,05 0,100 0,000 | 0,100 0,000 | 0,000 0,000 [ 0,000 Kk.W.
0,1 0,000 0,000 | 0,400 0,000 | 0,000 0,000 [ 0,000 Kk.W.
Kontrolle | 0,500 0,500 | 70,300 0,900 | 1,000 19,900 k.W. k.W.
o4 h 0,01 0,000 0,000 | 0,800 0,300 | 0,000 7,000 [ kW. Kk.W.
0,05 0,000 0,000 | 0,000 1,500 | 0,000 4,400 | KW. kW.
0,1 0,000 0,200 | 0,000 1,300 | 0,000 1,100 | kW. kW.
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Tab 11. Antibakterielle Wirksamkeit von Teebaumoél in KB-Zellen (Werte der

adharenten Bakterien): KBE von den vier verwendeten P. gingivalis-Stammen

P.g. P.g. P.g. P.g.
ATCC 33277 M5-1-2 J374-1 MaRL
1. Mes- 2. Mes-|1. Mes- 2. Mes- [1. Mes- 2. Mes-| 1. Mes- 2. Mes-

sung sung | sung sung sung  sung sung sung
Kontrolle 2.030 k.W. | 1.330 30 150 120 130 k.W.
6 h 0,01 480 k.W. 50 90 - 120 160 k.W.
0,05 - k.W. - 30 - 310 - k.W.
0,1 - k.W. - 20 - - 30 k.W.
Kontrolle 500 k.W. 30 kW. | 3.900 2.950 30 k.W.
o4 h 0,01 - k.W. 40 k.W. - 2.580 - k.W.
0,05 - k.W. - k.W. - 2.460 - k.W.
0,1 - k.W. - k.W. - 1.190 - k.W

*) k.W. = kein Wachstum

Tab. 12 Versuchswerte fiir die antibakterielle Wirksamkeit von Teebaumol in

Fibroblasten (planktonisch vorkommende Bakterien): KBE von den vier
verwendeten P. gingivalis-Stammen
P.g. P.g. P.g. P.g.
ATCC 33277 M5-1-2 J374-1 MaRL
Werte 1. Mes- 2. Mes-|[1. Mes- 2. Mes-|1. Mes- 2. Mes-| 1. Mes- 2. Mes-
in Tsd. sung sung sung sung sung sung sung sung
Kontrolle | 15,600 2,900 | 58,300 4,600 | 96,800 68,700 | 19,900 0,400
6h 0,01 11,500 15,900 | 83,300 26,000 | 99,400 114,000/ 0,000 10,400
0,05 1,600 0,000 [ 7,600 0,000 {158,100 0,600 | 13,200 0,000
0,1 0,000 0,000 | 1,200 0,000 | 74,400 0,400 [ 0,000 0,000
Kontrolle | 17,600 0,200 | 0,000 0,300 |171,600 4,600 | 5,000 0,300
o4 h 0,01 0,000 0,100 | 34,100 18,600 (151,700 0,600 [ 0,000 0,000
0,05 0,000 0,000 | 10,000 0,000 (111,100 0,100 | 0,000 0,000
0,1 0,000 0,000 | 0,000 0,000 (110,900 0,000 [ 0,000 0,000
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Tab. 13: IL6-Freisetzung aus nicht infizierten sowie mit P. gingivalis infizierten

KB-Zellen in Abhangigkeit von der Konzentration des Teebaumols nach

sechs und 24 Stunden Inkubation

6 h 24 h

Kontrolle 0,01 0,05 0,1 | Kontrolle 0,01 0,05 0,1

1. Messung| 0,19 0,07 0,53 0,07 17,84 22,93 14,62 14,62
KB-Zellen | 2. Messung| 0,35 0,07 0,00 0,00 22,93 10,40 0,00 0,00
ohne P.g. [3. Messung| 0,35 1,44 0,07 1,19 - 10,40 10,40 0,00
4. Messung - 5,03 0,35 0,07 - 45,32 0,00 20,55

P 1. Messung| 0,53 0,19 0,19 0,53| 17,84 14,62 0,00 0,00
ATSC 2. Messung| 0,00 0,53 0,00 0,19 22,93 10,40 0,00 20,55
33277 3. Messung| 0,00 0,00 0,19 0,00 0,00 10,40 0,00 0,00
4. Messung - 0,73 0,07 0,19 30,61 27,06 0,00 17,84

1. Messung| 0,53 0,19 0,19 0,07 10,40 17,84 0,00 14,62

P.g. 2. Messung| 0,53 0,53 0,19 1,19| 22,93 20,55 0,00 20,55
M5-1-2 | 3. Messung| 0,07 0,07 0,07 0,00 0,00 14,62 0,00 0,00
4. Messung| 10,68 0,00 0,19 0,19 20,55 10,40 17,84 17,84

1. Messung| 0,35 0,07 0,00 0,19 0,00 14,62 0,00 14,62

P.g. 2. Messung| 1,19 0,00 0,00 0,00 14,62 0,00 0,00 17,84
J374-1 |3. Messung| 0,07 0,07 0,07 0,07 17,84 10,40 10,40 0,00
4. Messung| 0,35 0,07 0,00 0,95 17,84 0,00 20,55 25,08

1. Messung| 0,35 0,35 0,00 0,19 0,00 10,40 14,62 10,40

P.g. 2. Messung| 13,17 9,26 6,62 2,59| 10,40 0,00 0,00 20,55
MaRL |3. Messung| 0,19 0,07 1,19 0,19 22,93 14,62 25,08 22,93
4. Messung| 0,00 0,00 0,07 0,53 0,00 0,00 25,08 25,08
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Tab. 14: IL8-Freisetzung aus nicht infizierten sowie mit P. gingivalis infizierten
KB-Zellen in Abhangigkeit von der Konzentration des Teebaumols nach sechs
und 24 Stunden Inkubation

6 h 24 h

Kontrolle 0,01 0,05 0,1 |Kontrolle 0,01 0,05 0,1

1. Messung| 0,71 0,00 0,00 0,00( 67,57 33,11 15,04 0,00
KB-Zellen | 2. Messung| 0,00 0,00 0,00 0,00 87,40 37,60 75,46 28,11
ohne P.g. | 3. Messung 1,47 0,00 0,00 0,00 33,11 - 22,31 41,71
4. Messung - 9,84 0,00 0,00 - 52,54 33,11 72,90
Pg 1. Messung 1,47 1,47 0,00 1,47| 52,54 33,11 - 55,79
AT.C.C 2. Messung| 0,00 0,71 0,00 0,00 80,40 28,11 33,11 52,54
33277 3. Messung| 0,00 0,00 0,00 8,97 22,31 kW. 15,04 33,11
4. Messung - 0,00 1,47 4,72 15,04 67,57 33,11 22,31
1. Messung| 0,00 0,00 0,00 0,00 45,53 37,60 - 72,90
P.g. 2. Messung| 0,00 0,00 0,00 0,00 82,78 22,31 37,60 41,71
M5-1-2 |3. Messung| 3,89 - - - 22,31 49,13 41,71 45,53
4. Messung| 8,97 0,00 0,00 0,00 15,04 41,71 52,54 22,31
1. Messung| 0,00 0,00 0,00 0,71 41,71 0,00 - 87,40
P.g. 2. Messung| 0,71 0,00 0,00 0,00 80,40 41,71 28,11 55,79
J374-1 [3. Messung| 0,00 0,00 0,00 0,00| 28,11 28,11 41,71 33,11
4. Messung| 0,71 0,00 0,00 0,00 33,11 37,60 67,57 22,31
1. Messung| 0,00 1,47 0,00 0,00| 37,60 37,60 - 52,54
P.g. 2. Messung| 0,00 0,00 0,00 0,00 41,71 67,57 37,60 52,54
MaRL 3. Messung| 0,00 - - - - 0,00 41,71 28,11
4. Messung| 0,00 0,00 0,71 0,00 33,11 33,11 - 28,11
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Tab. 15: IL6-Freisetzung aus nicht infizierten sowie mit P. gingivalis infizierten

Fibroblasten in Abhangigkeit von der Konzentration des Teebaumols nach

sechs und 24 Stunden Inkubation

6 h 24 h
Kontrolle 0,01 0,05 0,1 |Kontrolle 0,01 0,05 0,1
1. Messung 0,14 0,14 0,14 0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00
KB-Zellen [ 2. Messung 0,14 1,26 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
ohne P.g. | 3. Messung 3,04 0,43 0,43 0,43 - 0,00 0,00 0,00
4. Messung 0,14 0,00 0,14 0,43| 0,00 0,00 0,00 0,00
P 1. Messung 0,00 0,00 0,43 0,43| 0,00 0,00 0,00 0,00
AT.(%.C 2. Messung 0,14 0,81 0,00 0,00 - 0,00 0,00 0,00
39077 3. Messung 0,81 0,81 0,43 0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00
4. Messung 0,00 451 0,00 1,26 0,00 0,00 0,00 0,00
1. Messung 0,14 0,00 0,00 0,43| 0,00 0,00 0,00 0,00
P.g. 2. Messung 0,14 0,43 0,00 - - 0,00 0,00 0,00
M5-1-2 [3. Messung 0,81 3,75 0,00 0,43| 0,00 0,00 0,00 0,00
4. Messung 0,00 3,04 0,00 1,26| 0,00 0,00 0,00 0,00
1. Messung 0,14 0,00 0,00 1,26| 0,00 0,00 0,00 0,00
P.g. 2. Messung 1,26 0,00 0,00 - - 0,00 0,00 0,00
J374-1 | 3. Messung 0,43 0,81 0,00 0,14| 0,00 0,00 0,00 0,00
4. Messung 0,00 0,00 0,00 0,81| 0,00 0,00 0,00 0,00
1. Messung 1,79 0,00 0,00 3,04| 0,00 0,00 0,00 0,00
P.g. 2. Messung 1,79 0,00 0,00 - - 0,00 0,00 0,00
MaRL |3. Messung 0,14 1,79 0,81 0,43| 0,00 0,00 0,00 0,00
4. Messung 0,00 0,00 0,14 0,43| 0,00 0,00 0,00 0,00
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Tab. 16: IL8-Freisetzung aus nicht infizierten sowie mit P. gingivalis infizierten

Fibroblasten in Abhangigkeit von der Konzentration des Teebaumols nach

sechs und 24 Stunden Inkubation

6 h 24 h
Kontrolle 0,01 0,05 0,1 Kontrolle 0,01 0,05 0,1
1. Messung 0,00 0,00 0,00 - 0,00 0,00 0,00 0,00
KB-Zellen | 2. Messung 0,00 0,00 0,00 0,00 0,12 0,00 0,00 0,00
ohne P.g. [3. Messung - - - 0,00 0,38 0,00 0,00 0,00
4. Messung 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P 1. Messung - - - 0,00 0,00 0,00 0,00 0,12
AT.(%IC 2. Messung 0,00 - 0,00 0,00 0,38 0,00 0,00 0,00
33077 3. Messung 0,00 - 0,00 - 0,00 0,00 0,00 0,00
4. Messung 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1. Messung - - - - 0,00 0,00 0,00 0,12
P.g. 2. Messung - 0,00 0,00 - 0,73 0,00 0,00 0,00
M5-1-2 |3. Messung - - 0,00 0,00 0,12 0,00 0,00 0,00
4. Messung 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1. Messung - 0,00 - - 0,00 0,00 0,00 0,12
P.g. 2. Messung - 0,00 0,00 0,00 1,65 0,00 0,00 0,00
J374-1 |3. Messung 0,00 - 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
4. Messung 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1. Messung 0,00 0,00 - 0,00 0,00 0,38 0,12 0,38
P.g. 2. Messung 0,00 0,00 0,00 0,00 0,35 0,00 0,00 0,00
MaRL |3. Messung - - 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
4. Messung 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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