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[n-vitro-Untersuchung der
antioxidativen und entzindungs-
hemmenden Wirkung einer Zahnpasta
mit pflanzlichen Inhaltsstoffen

In vitro investigation on the antioxidative and anti-inflammatory
action of a toothpaste with herbal ingredients

Einfiihrung: Zahnpasta gehort mit der Zahnbiirste

zu den wichtigsten Hilfsmitteln in der Zahnpflege. Die
hier untersuchte Zahnpasta enthalt aktive Inhaltsstoffe, wel-
che fiir ihre entziindungshemmenden Eigenschaften be-
kannt sind.
Material und Methode: Da es bisher zu Zahnpasta noch
keine uns bekannten In-vitro-Untersuchungen zum Nachweis
eines antioxidativen und entziindungshemmenden Potenzi-
als gab, wurde untersucht, ob sich die aus klinischen Studien
fiir die untersuchte Zahnpasta bekannte entziindungshem-
mende Wirkung auch im Labor experimentell verifizieren
lasst. Die Untersuchungen wurden sowohl in einem zellfreien
(antioxidative Wirkung) als auch in einem zellbasierten Test-
system (entziindungshemmende Wirkung) durchgefihrt.
Ergebnisse und Schlussfolgerung: Die Ergebnisse haben
gezeigt, dass die Zahnpasta sowohl eine deutliche antioxida-
tive Wirkung gegentiber freien Radikalen besitzt als auch aus-
gepragte entziindungshemmende Eigenschaften, die sowohl
an unstimulierten als auch an stimulierten funktionalen neu-
trophilen Granulozyten nachgewiesen werden konnten. Da-
mit hat sich auch in diesem experimentellen Ansatz die be-
kannte entziindungshemmende Wirkung der untersuchten
Zahnpasta bestétigen lassen. Zudem haben die Unter-
suchungen gezeigt, dass die Kombination von zellfreiem und
zellbasiertem Testsystem ein effizientes tierversuchsfreies
physiologisches Screeningverfahren fiir die Untersuchung
von Zahnpasten oder Mundspiilldsungen darstellt.
(Dtsch Zahnarztl Z 2011, 66: 265-270)
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Introduction: Toothpaste in combination with a tooth-
brush is a very important adjuvant in dental care. The herbal
toothpaste used for this study contains specific ingredients
which are known to possess anti-inflammatory properties.
Material and Method: To our knowledge no in vitro in-
vestigations on the antioxidative and anti-inflammatory
properties of toothpastes have been published to date. Using
a cell-free and a cell-based test system, we investigated the
antioxidative effects and anti-inflammatory potency of this
herbal toothpaste as already described in clinical studies.
Results and Conclusion: Our experiments showed that
the toothpaste exerts a significant antioxidative effect by
neutralizing free superoxide anion radicals. Using non-stimu-
lated functional neutrophils and cells stimulated with a spe-
cific phorbol ester, the anti-inflammatory effect of the tooth-
paste could be clearly demonstrated. We propose that the
biochemical/cellular in vitro test system as described in this
study is a good tool for the screening of beneficial effects of
toothpastes and other oral hygiene articles.

Keywords: antioxidant, cell culture, gingiva, inflammation, reac-
tive oxygen species, toothpaste
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Einleitung

Zahnpasta gehort zusammen mit der
Zahnbiirste zu den wichtigsten Hilfsmit-
teln in der Zahnpflege. Alle Zahnpasten
enthalten — teilweise in unterschiedli-
chen Dosierungen und Variationen — ak-
tive Inhaltsstoffe, die die Zahnpflege un-
terstiitzen und zur Hartung der Zahne
beitragen [2]. Eine Zahnpasta sollte
grundsdtzlich folgende Aufgaben erfiil-
len: (1) Bakterielle Zahnbeldge an der
Oberflache der Zahne entfernen, (2) die
Widerstandskraft des Zahnschmelzes
gegentiiber Sduren erhdhen und (3) gege-
benenfalls Sduren in der Mundhdohle
neutralisieren. Dabei scheint speziell die
Verwendung fluoridhaltiger Zahnpas-
ten fiir den Riickgang der Kariesprdva-
lenz in den Industrielindern verant-
wortlich zu sein [6].

Neben Karies gehoren Zahnfleisch-
entziindungen zu den groften Gefahren
fiir das Gebiss. Die Entziindung ist eine
typische Abwehrreaktion des Organis-
mus auf schddigende Einfliisse (Noxen)
und ist gekennzeichnet durch verschie-
dene Phasen. Bei diesen Phasen spielt
u. a. auch die Einwanderung von Ent-
ztindungszellen, z. B. neutrophilen Gra-
nulozyten, eine wichtige Rolle. Speziell
die neutrophilen Granulozyten wan-
dern aus dem Blut in den Entziindungs-
bereich ein, bilden in einem sog. oxida-
tiven Burst reaktive Sauerstoffradikale
(ROS), welche die eingedrungenen Kei-
me und u. U. auch das umgebende Ge-
webe zerstoren, und phagozytieren die
hierbei freiwerdenden Zell- und Gewe-
bebruchstiicke [15]. Zudem produzieren
sie Chemokine, welche wiederum die
Lymphozyten aktivieren. Die Regulati-
on der einzelnen Entziindungsphasen
erfolgt durch chemische Substanzen
(Entziindungsmediatoren), die von ver-
schiedenen Zellen im Reaktionsbereich
gebildet werden oder bei priméren Ge-

websschddigungen entstehen. (Zur
Ubersicht, siehe die Arbeit von Carl Na-
than [7].)

Die hier untersuchte Zahnpasta ent-
hélt aktive Inhaltsstoffe wie Natrium-
bicarbonat und natiirliche Pflanzen-
extrakte und -6le. Dazu gehoren Echina-
cea, Myrrhe, Salbei, Kamille und Ratan-
hia. Neben der besonderen Reinigungs-
wirkung durch Natriumbicarbonat wur-
de fiir die Zahnpasta in klinischen Studi-
en auch eine besondere Wirksamkeit bei
Zahnfleischbluten oder Zahnfleischent-

ziindungen belegt [10, 11, 16]. Die posi-
tive Wirkung der untersuchten Zahn-
pasta auf den Zustand des Zahnfleisches
wurde vor allem auf die Entfernung von
Plaque zuriickgefiihrt. (Zur Ubersicht,
siehe auch die Publikation von Wieland
und Zimmer [17].) Zu Zahnpasten tiber-
haupt gab es bisher noch keine In-vitro-
Untersuchungen zur Voraussage einer
antioxidativen und entziindungshem-
menden Wirkung. In der vorliegenden
Arbeit wurde beispielhaft untersucht, ob
sich fiir die pflanzliche Zahnpasta eine
solche Wirkung auch in vitro verifizieren
lasst.

Fragestellungen

Im Einzelnen wurde in dieser Arbeit den
folgenden Fragestellungen nachgegan-
gen:

1.Kénnen freie Radikale durch die
pflanzliche Zahnpasta effizient inak-
tiviert bzw. neutralisiert werden?

2. Kann der Energiestoffwechsel von un-
stimulierten lokal entziindungsver-
mittelnden Zellen - und damit so-
wohl deren Einwanderung aus dem
Blut ins Gewebe als auch die in einem
oxidativen Burst gebildeten Sauer-
stoffradikale — durch die Zahnpasta
gehemmt werden?

3.Koénnen die von stimulierten entziin-
dungsvermittelnden Zellen in einem
oxidativen Burst gebildeten Sauer-
stoffradikale, welche den entziindli-
chen Prozess initiieren und in Gang
halten, neutralisiert werden?

4. Gibt es grundsétzlich Wirkungsunter-
schiede zwischen der wasserloslichen
Fraktion der Zahnpasta im Vergleich
zur Gesamtfraktion?

Bei den Fragestellungen muss dabei von

einem ,experimentellen Potenzial” aus-

gegangen werden, da eine mdogliche In-
aktivierung der Zahnpastawirkung
durch den Speichel und die darin ent-
haltenen Enzyme in einem In-vitro-

Screeningsystem nur unzureichend be-

riicksichtigt werden kann. Solche Unter-

suchungen wiren nur mit erheblichem

Aufwand (z. B. Verwendung von steril-

filtriertem Speichel aus einem Proban-

denpool) und damit nicht mehr als vor-
orientierendes Screening moglich.

Auf eine vergleichende Unter-
suchung von mehreren verschiedenen
Zahnpasten wurde verzichtet, da hier an
einem exemplarischen Beispiel in erster

Linie das innovative Testsystem prasen-
tiert werden soll.

Material und Methoden

Untersuchte Zahnpasta und
Testkonzentrationen

In den hier dargestellten Untersuchun-
gen wurde parodontax Zahnpasta mit
Fluorid (GlaxoSmithKline Consumer
Healthcare GmbH & Co. KG, Biihl,
Deutschland) untersucht, welche di-
rekt aus dem Ortlichen Handel be-
schafft wurde. Bei der Abschdtzung ei-
ner in-vivo-relevanten Testkonzentrati-
on wurde von folgenden Uberlegun-
gen ausgegangen: In der Regel wird
heutzutage ein Ausspiilen der Zahnpas-
ta nicht mehr empfohlen, da das Fluo-
rid als wichtigster Inhaltsstoff einer
Zahnpasta noch nachwirken soll. Da-
her verteilen sich ca. 1 g Zahnpasta
wahrend des Putzens auf etwa 3 ml
Speichel, so dass man von einer Ver-
diinnung 1:3 ausgehen muss. Dies wiir-
de einer minimalen Mundhohlenkon-
zentration von anndhernd 300 mg/ml
entsprechen. Dennoch ist es in der An-
wendung hdufig so, dass mit Wasser
der Mund nach dem Putzen ausgespiilt
und somit die Konzentration der Zahn-
pasta, die tiber einen ldngeren Zeit-
raum einwirkt, nochmals um die Spiil-
l6sung verdiinnt wird. Daher wird in
dieser Studie von einer geringeren mi-
nimalen und linger einwirkenden
Zahnpasta-Konzentration  in  der
Mundhohle von 10 mg/ml ausgegan-
gen. Es wurden Testkonzentrationen
von 0 bis maximal 20 mg/ml verwen-
det. Dabei bezeichnet die Testkonzen-
tration ,0“ entsprechende unbehan-
delte Kontrollen ohne Zahnpasta.

Testsystem zur Uberpriifung der
antioxidativen Wirkung

Zur Uberpriifung der antioxidativen
Wirkung wurde in einem zellfreien Test-
system untersucht, ob verschiedene
Konzentrationen der Zahnpasta in der
Lage sind, freie exogene Sauerstoffradi-
kale zu inaktivieren, welche direkt in der
Mundhohle einwirken. Fiir die Untersu-
chung wurden die verschiedenen Kon-
zentrationen der Zahnpasta in Phos-

phatpuffer vorgelegt und dazu eine
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Abbildung 1 Dosisabhédngige Neutralisierung von freien Superoxid-
anion-Radikalen im zellfreien Testsystem durch die Gesamtfraktion (A)
oder wasserlosliche Fraktion (B) der untersuchten Zahnpasta. Die
Pfeile markieren die berechnete minimale Mundhohlenkonzentration
beim Zdhneputzen. Angegeben sind Mittelwerte + Standardabwei-
chung aus drei Versuchen.

Figure 1 Dose-dependent neutralization of superoxide anion radicals
in a cell-free system by (A) total suspension and (B) water soluble frac-
tion of tested toothpaste. Arrows indicate the calculated minimal
toothpaste concentration in the oral cavity during dental brushing.

Data represent mean values * standard deviation of triplicate deter-

Abbildung 2 Hemmung des Energiestoffwechsels von unstimu-
lierten funktionalen neutrophilen Granulozyten HL60 durch die Ge-
samtfraktion (A) oder wasserlosliche Fraktion (B) der untersuchten
Zahnpasta. Die Pfeile markieren die berechnete minimale Mund-
hohlenkonzentration beim Zéhneputzen. Angegeben sind Mittelwerte
+ Standardabweichung aus drei Versuchen.

Figure 2 Inhibition of energy metabolism in unstimulated functional
neutrophils HL60 by (A) total suspension and (B) water soluble frac-
tion of tested toothpaste. Arrows indicate the calculated minimal
toothpaste concentration in the oral cavity during dental brushing.

Data represent mean values + standard deviation of triplicate deter-

minations.

wassrige Losung von 1 mg/ml Kaliumsu-
peroxid (Sigma-Aldrich Chemie, Tauf-
kirchen) in destilliertem Wasser pipet-
tiert.

Die nicht durch die Zahnpasta inak-
tivierten und damit reaktionsfreudigen
Superoxidanion-Radikale fithren dabei
zu einer Spaltung und damit auch einer
Anderung der optischen Dichte des
ebenfalls zum Testansatz zugegebenen
wasserloslichen Tetrazoliumfarbstoffes
WST-1 (Roche Diagnostics, Mannheim)
[5, 9]. Dessen optische Dichte wurde als
Differenzmessung AOD =450 — 690 nm
mit einer Messung pro Minute kontinu-
ierlich aufgezeichnet und nach linearer
Regression der erhaltenen Kurvenziige
in Form der Steigung (Zeitintervall: O

minations.

bis 10 min) in mOD/min ausgewertet.
Die erhaltenen Ergebnisse wurden
dann als Relativwerte im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle dargestellt
und gegen die Konzentration aufgetra-
gen.

Testsystem zur Uberpriifung der
entziindungshemmenden Wirkung

In diesem zellbasierten Testsystem wur-
den zundchst humane Promyelozyten
(Zelllinie HL60, ECACC 98070106) als
permanente Zelllinie in Routinekultur
in der notigen Zelldichte in RPMI 1640
mit 10 % fotalem Kalberserum und Zu-
satz von 100 U/ml Penicillin und
100 pg/ml Streptomycin in einem Brut-

schrank bei 37°C und einer Begasung
mit 5 % CO, und 95 % Luft heran-
geziichtet. Danach wurden die Zellen
durch sechstdgige Behandlung mit Di-
methylsulfoxid zu sog. funktionalen
neutrophilen Granulozyten differen-
ziert [13, 14]. Dies sind Zellen, welche
die Eigenschaften von phagozytieren-
den und entziindungsvermittelnden
Zellen im Blut besitzen. Diese differen-
zierten Zellen wurden durch Zugabe ei-
nes Phorbolesters (Phorbol-12-myris-
tat-13-acetat; Sigma-Aldrich Chemie,
Taufkirchen) dazu angeregt, Superoxi-
danion-Radikale zu bilden. Die Radika-
le fithren zur Spaltung des ebenfalls
dem Versuchsansatz zugesetzten Tetra-
zoliumfarbstoffes WST-1. Dabei ist die
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drei Versuchen.

Abbildung 3 Neutralisierung von endogenen reaktiven Sauerstoff-
radikalen in HL60 Zellen durch die Gesamtfraktion (A) oder die was-
% serldsliche Fraktion (B) der untersuchten Zahnpasta. Die Pfeile mar-
kieren die berechnete minimale Mundhohlenkonzentration beim

Zahneputzen. Angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung aus

Figure 3 Neutralization of endogenous oxygen radicals in HL60 cells
by (A) total suspension and (B) water soluble fraction of tested tooth-

paste. Arrows indicate the calculated minimal toothpaste concen-

A tration in the oral cavity during dental brushing. Data represent mean
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Menge der gebildeten Sauerstoffradika-
le direkt proportional zur Farbstoffspal-
tung, d. h. je mehr reaktive Radikale
vorhanden sind, desto starker wird der
Farbstoff gespalten und die optische
Dichte nimmt zu. Werden die von den
Zellen gebildeten Radikale durch die
Zahnpasta inaktiviert, so verdndert
sich die optische Dichte weniger stark.
Analog zur Vorgehensweise beim Scree-
ning der antioxidativen Wirkung wur-
de auch hier die optische Dichte als
Differenzmessung AOD =450 - 690 nm
kontinuierlich aufgezeichnet, im Zeit-
intervall 10 bis 30 min ausgewertet und
als Relativwerte im Vergleich zur unbe-
handelten Kontrolle gegen die Konzen-
tration aufgetragen. (Fir weitere De-
tails zum zellbasierten Testsystem, sie-
he [3].)

Zusdtzlich wurde dieser Test mit
funktionalen neutrophilen Granulozy-
ten ohne Stimulation zur Bildung von
Superoxidanion-Radikalen durch-
gefiihrt. Dadurch konnte der zelluldre
Energiestoffwechsel der entziindungs-
vermittelnden Zellen und damit u. a.
auch deren Aktivitit bei der Einwan-
derung ins entziindete Gewebe unter
dem Einfluss der Zahnpasta untersucht
werden.

Ergebnisse

Antioxidative Wirkung der Zahn-
pasta mit pflanzlichen Inhaltsstof-
fen im zellfreien Testsystem

Wie in Abbildung 1 dargestellt, bewirkte
die untersuchte Zahnpasta im zellfreien
Testsystem eine dosisabhdngige Neutra-
lisierung der freien Superoxidanion-Ra-
dikale, welche dem Reaktionsgemisch
zugesetzt worden waren. Im Bereich der
berechneten minimalen Mundhdhlen-
konzentration von 10 mg/ml nach dem
Zahneputzen und Ausspiilen (siehe
oben) wurden nahezu alle freien Radika-
le entgiftet. Ein Unterschied zwischen
der Gesamtfraktion und der wasserlosli-
chen Fraktion der Zahnpasta wurde da-
bei nicht festgestellt. Berechnet man zu
Vergleichszwecken die ECSO, d. h. die
Zahnpasta-Konzentration, welche zu ei-
ner 50%igen Neutralisierung der freien
Radikale fiihrte, lag diese fiir beide Frak-
tionen bei einer Konzentration von
0,25 mg/ml und war damit um das Vier-
zigfache niedriger als die berechnete mi-
nimale Mundhohlenkonzentration.
Durch diese Versuchsergebnisse konnte
gezeigt werden, dass die Zahnpasta ein
antioxidatives Potential zur Inaktivie-

values * standard deviation of triplicate determinations.

(Abb. 1-3: P.C. Dartsch, H. Mett)

rung freier Radikale, wie sie beispielswei-
se durch bakterielle Stoffwechselpro-
dukte bei mangelnder Mundhygiene
oder auch durch andere Faktoren wie Zi-
garettenrauchen etc. vorkommen kén-
nen, besitzt.

Entziindungshemmende Wirkung
der Zahnpasta mit pflanzlichen
Inhaltsstoffen

Ahnlich ausgeprigt wie die antioxidati-
ve Wirkung bei freien Radikalen im zell-
freien Testsystem war die entziindungs-
hemmende Wirkung der Zahnpasta im
zellbasierten Testsystem. Bereits Kon-
zentrationen grofler als 2 mg/ml (was-
serlosliche Fraktion) bzw. 4 mg/ml (Ge-
samtfraktion) bewirkten eine starke
Hemmung des Energiestoffwechsels der
unstimulierten entziindungsvermit-
telnden funktionalen neutrophilen Gra-
nulozyten (Abb. 2). Durch die Hem-
mung des Energiestoffwechsels werden
der Gesamtstoffwechsel und damit auch
migratorische Prozesse, die bei der Ein-
wanderung ins entziindete Gewebe eine
Rolle spielen, gehemmt. Bemerkenswert
ist die Tatsache, dass hier die inhibitori-
sche Aktivitét in erster Linie in der was-
serloslichen Fraktion zu finden war.
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Durch welche/n der wasserloslichen In-
haltsstoffe diese Wirkung zustande kam,
kann nicht gesagt werden. Hierfiir wére
eine separate Priifung eines jeden einzel-
nen Inhaltsstoffes notwendig.

Erginzend zur Wirkung auf unsti-
mulierte, funktionale neutrophile Gra-
nulozyten ist der Effekt der Zahnpasta
auf die stimulierten Zellen, welche nach
ihrer Einwanderung ins Gewebe in ei-
nem oxidativen Burst reaktive Sauer-
stoffradikale bilden. Wie in Abbildung 3
dargestellt, war die Zahnpasta sehr gut
in der Lage, diese gebildeten Radikale zu
neutralisieren. Auch wenn beide Frak-
tionen bei der berechneten minimalen
Mundhéhlenkonzentration die Radika-
le nahezu vollstaindig neutralisieren
konnten, war speziell der Anstiegs-
bereich der Kurven bei niedrigen Kon-
zentrationen unterschiedlich. Dies fand
seinen Ausdruck in der unterschiedli-
chen ECS o d. h. der Zahnpasta-Konzen-
tration, welche zu einer 50%igen Neu-
tralisierung der endogenen Radikale
fihrte. Die EC_ lag fiir die Gesamtfrakti-
on bei 4,5 mg/ml und fiir die wasserlos-
liche Fraktion bei 2 mg/ml. Da auch hier
die Gesamtformulierung untersucht
wurde, konnte nur ein Screening der
wasserloslichen Inhaltsstoffe kldren,
welche dieser Stoffe fiir die Wirkung ver-
antwortlich sind. Auch synergistische
Effekte, d. h. die Gesamtwirkung ist gro-
Ber als die Summe der Einzelwirkungen,
sind nicht auszuschliefien.

Diskussion und Schlussfolge-
rungen

In mehreren Studien wurde seit mehr als
zwei Jahrzehnten die entziindungshem-
mende Wirksamkeit der untersuchten
Zahnpasta bei Gingivitis unter Kkli-
nischen Bedingungen nachgewiesen. So
untersuchten schon Yankell und Emling
1988 [19] in einer zweimonatigen Dop-
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