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Abstrakt

1. Abstrakt

Ziel: Probiotika kénnten zur Vorbeugung und Therapie von Karies eingesetzt werden.
Ziel war es, Eigenschaften, die fur die Kariespravention relevant sein konnten (Arginin-
Deiminase-System (ADS)-Aktivitat, Kariogenitdt, Adhasion), bei unterschiedlichen
probiotischen Bakterienstdmmen zu evaluieren.

Methoden: Sechs probiotische Laktobazillen (Lactobacillus acidophilus LA-5,
Lactobacillus paracasei F-19, Lactobacillus rhamnosus GG und LB 21, Lactobacillus
reuteri DSM 17928 und PTA 5289), zwei Streptokokken (Streptococcus sanguinis,
Streptococcus oligofermentans) und ein Bifidobakterium-Stamm (Bifidobacterium
animalis subsp. Lactis BB-12) wurden ausgewahlt. Die ADS-Aktivitdt wurde durch
Messen der produzierten L-Citrullin-Menge nach Inkubation der Bakterienstiamme mit
Galaktose und Arginin bestimmt. Die Kariogenitat wurde mittels eines Fermentationstests
mit Saccharose in Mikrotiterplatten durch pH-Wert-Bestimmung bewertet. Die
Adhasionseigenschaften wurden bestimmt, indem die Menge adhérierter Bakterien an
mit Speichel Uberzogenem Hydroxylapatit gemessen wurde. Streptococcus mutans
ATCC 25175 wurde als positive Kontrolle fur die Adhasion und Fermentation verwendet.
Unterschiede zwischen den Stdmmen wurden mittels ANOVA und post-hoc Tukey's
HSD-Test evaluiert.

Ergebnisse: Die evaluierten Parameter variierten stark zwischen den verschiedenen
Bakterienstammen. Lactobacillus reuteri PTA 5289 hatte eine signifikant héhere ADS-
Aktivitat als alle anderen Gruppen, gefolgt von Streptococcus oligofermentans
(p<0,05/HSD). Beide zeigten auferdem nach Inkubation mit Saccharose keinen pH-
Abfall. Im Fermentationstest fiel der pH-Wert bei Lactobacillus rhamnosus LGG und
Lactobacillus paracasei F-19 unter einen kritischen Wert von 5,2. Streptococcus
oligofermentans zeigte die signifikant hochste Adh&sionskapazitat aller getesteten
Stamme. Die Adhasion aller Laktobazillus- und Bifidobakterien-Stdmme war signifikant
niedriger im Vergleich zu den Streptokokkus-Stammen (p<0,05).

Schlussfolgerung: Streptococcus oligofermentans und Lactobacillus reuteri PTA 5289
weisen vielversprechende Eigenschaften fur die Kariespravention auf. In weiteren
Studien sollte der Einfluss dieser Stdmme auf kariogene Biofilme und die

Demineralisation von Zahnhartsubstanz ndher untersucht werden.



Abstrakt

English version

Objectives: Probiotics can be used for prevention and treatment of caries. The aim was
to evaluate characteristics which are relevant for the prevention of caries (arginine-
deiminase-system (ADS)-activity, cariogenicity, adhesion) from different probiotic strains.
Methods: Six lactobacilli (Lactobacillus acidophilus LA-5, Lactobacillus paracasei F-19,
Lactobacillus rhamnosus GG und LB 21, Lactobacillus reuteri DSM 17928 und PTA
5289), two streptococci (Streptococcus sanguinis, Streptococcus oligofermentans) and
one bifidobacterium strain (Bifidobacterium animalis subsp. Lactis BB-12) were selected.
The ADS-activity was assessed by measuring the production of L-Citrullin after incubation
of the bacterial strains in the presence of galactose and arginine. Cariogenicity was
evaluated using a fermentation assay with saccharose in microtiter plates with a pH value
determination. The adherence characteristics were determined by measuring the amount
of bacteria adhered to saliva coated hydroxyapatite. Streptococcus mutans strain ATCC
25175 was used as the positive control for bacterial adhesion and fermentation.
Differences between the strains were evaluated using ANOVA and post-hoc Tukey’s
HSD test.

Results: The evaluated parameters varied widely between the different bacterial strains.
Lactobacillus reuteri PTA 5289 had a significantly higher ADS-activity than all other
groups, followed by Streptococcus oligofermentans (p<0,05/HSD). Furthermore, both
showed no pH drop after incubation with saccharose. In the fermentation assays with
Lactobacillus rhamnosus LGG and Lactobacillus paracasei F-19 pH dropped under a
critical value of 5.2. Streptococcus oligofermentans showed the significantly highest
adhesion capacity of all the tested strains. The adhesion of all lactobacilli and the
bifidobacterium strains was lower in comparison to the streptococci strains (p<0,05)
Conclusion: Streptococcus oligofermentans and Lactobacillus reuteri PTA 5289 have
promising characteristics for the prevention of caries. Further studies should aim to
investigate the influence of these strains on cariogenic biofilms and the demineralization

of dental hard tissue.
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Einleitung

2. Einleitung

Aufgrund von Fortschritten in der Prophylaxe und Therapie von Karies geht die Pravalenz
dieser Erkrankung seit Jahren in Deutschland zurtick (Micheelis et al., 2006; Jordan und
Micheelis, 2016). Ein Ruckgang der Karieserfahrung ist aber nicht fur alle
Bevdlkerungsgruppen gleichermalRen zu beobachten. Eine Gruppe, bei der das breite
Spektrum an Vorsorge und Therapie versagt, sind Personen, v.a. Kinder und
Jugendliche, aus niedrigen sozialen Schichten (Truin et al., 1998). Im Vergleich zu
Personen hoherer sozialer Schichten vernachlassigen Personen mit niedrigem
sozioOkonomischem Status haufiger die Mundhygiene und nehmen zahnérztliche
Vorsorgeuntersuchungen seltener in Anspruch. Das Resultat ist eine ausgepragte
Polarisierung der Karieserfahrung (Pitts et al., 2007). Ein weiterhin hohes Kariesrisiko
weisen auch motorisch eingeschrankte Personen auf, welche haufig keine selbstandige,
adaquate Mundhygiene betreiben kénnen. Ein Beispiel sind demnach pflegebedurftige
Senioren, bei denen aktuelle Konzepte zur Kariespravention nur schwer anwendbar sind.
Daher besteht ein hoher Bedarf zur Entwicklung von Kariespraventionsmaflinahmen, bei
denen ein besonderer Fokus auf einer einfachen Anwendung liegt.

Ein neuartiges Behandlungskonzept zur Prophylaxe und Arretierung von Karies, dessen
Einsatz flr beide beschriebenen Risikogruppen denkbar ist, sind Probiotika, die
Lebensmitteln zugesetzt werden. Probiotika wurden bereits erfolgreich zur Behandlung
gastrointestinaler Erkrankungen eingesetzt (Oberhelman et al., 1999; Szajewska und
Mrukowicz, 2001). Auch der Einsatz von Probiotika zur Pravention und Behandlung von
biofilmassoziierten oralen Erkrankungen erscheint vielversprechend. Dabei wird priméar
das Ziel verfolgt, durch die Applikation probiotischer Bakterienstiamme den dentalen
Biofilm dahingehend zu modifizieren, dass potenziell pathogene Keime verdréangt
werden.

Es werden bereits unterschiedliche Probiotika zur Prévention oraler Erkrankungen
vermarktet. Dennoch sind mdgliche kariespraventive Effekte von Probiotika noch nicht
ausreichend untersucht worden. Die in dieser Arbeit beschriebene In-vitro-Studie
vergleicht neun verschiedene Probiotika hinsichtlich drei verschiedener Parameter
(Arginin-Deiminase-System (ADS)-Aktivitat, Saureproduktion nach Zugabe von
Saccharose und Adhasion an Hydroxylapatit), die bei der Kariespravention eine Rolle
spielen. Mithilfe der Ergebnisse dieser Studie kdnnen vielversprechende probiotische

Stamme fur die Kariespravention und -behandlung identifiziert werden.
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Literaturiibersicht

3. Literaturiibersicht

3.1. Karies

Karies ist die weltweit am haufigsten verbreitete, nicht-tbertragbare Erkrankung
(Petersen, 2003; Marcenes et al., 2013; Jin et al., 2016). Der Krankheitsverlauf ist durch
eine lokale Zerstorung der Zahnhartsubstanzen infolge von voranschreitendem
Mineralverlust gekennzeichnet. In Deutschland ist Karies trotz einer signifikant
zurickgehenden Pravalenz (Micheelis et al., 2006; Jordan und Micheelis, 2016)
gemeinsam mit der Parodontitis nach wie vor der Hauptgrund fur Zahnverlust
(Glockmann et al., 2011).

3.1.1. Atiologie der Karies

Die ,Chemoparasitare Theorie“ von Miller aus dem Jahr 1898 hat sich unter zahlreichen
Theorien durchgesetzt und bildet die Grundlage spater entwickelter Erweiterungen von
Theorien zur Kariesentstehung. Im Mittelpunkt der Theorie stehen Kkariogene
Mikroorganismen, die im Rahmen ihrer Metabolisierung von Kohlenhydraten aus
Nahrungspartikeln organische S&uren produzieren, welche zum Mineralverlust von
Zahnhartsubstanz fuihren (Miller, 1889). Durch Keyes wurde in den 60er Jahren des
letzten Jahrhunderts das erste Modell zur Atiologie der Karies entwickelt. Er beschrieb
die notwendige Anwesenheit von ,Zahn“, ,Substrat” (Zucker) und ,Bakterien® und die
Wechselbeziehungen zwischen diesen Faktoren. Das Keyes Modell wird haufig in einem

Venn-Diagramm zusammengefasst (Abb. 1) (Keyes, 1960; Keyes, 1968).

Bakterien
haine kmne
Kivien Karws
Karies
SUbS"at koire Z&hn
(Zucker) e

Abb. 1 Venn-Diagramm nach Keyes

12



Literaturiibersicht

Ausgangspunkt des kariogenen Geschehens ist die dentale Plaque: eine Ansammlung
von oralen Mikroorganismen, die in einem Biofilm organisiert die betroffenen
Zahnoberflachen bedecken. Ein Biofilm ist eine dreidimensionale Ansammlung
interagierender Mikroorganismen, die in eine Matrix extrazellularer, polymerer
Substanzen eingebettet sind (Marsh, 2004).

Die am besten untersuchten kariogenen Mikroorganismen der dentalen Plague sind
Streptococcus mutans (SM), Streptococus sobrinus und Laktobazillen. Ihre Beteiligung
am Kariesprozess hat sich in zahlreichen Studien bestatigt (Tanzer et al., 2001). Diese
Bakterien zeichnen sich dadurch aus, dass sie selbst bei niedrigen pH-Werten in der
Lage sind, fermentierbare Kohlenhydrate zu Sauren zu verstoffwechseln. Das Resultat
ist ein Absinken des pH-Wertes in der lokalen Plaque (Ten Cate et al., 2003). Ein
Unterschreiten des kritischen pH-Wertes fuhrt zu einer Demineralisation der
Zahnhartsubstanzen. Beim Wiederanstieg des pH-Wertes kommt es beim Uberschreiten
dieses Grenzwertes wieder zu einer Einlagerung von Mineralien, die vorwiegend im
Speichel gelost sind. Diesen Prozess nennt man Remineralisation. Uberwiegen iiber die
Zeit Demineralisationsprozesse gegenuber der Remineralisation, kann dies zu einem
dauerhaften Verlust von Zahnhartsubstanz fihren — eine Karieslasion ist entstanden.

Im heutigen wissenschaftlichen Konsens ist die einfache Erklarung von Keyes nicht mehr
ausreichend, um die Komplexitat der Erkrankung Karies zu beschreiben. Es gibt
zahlreiche Belege dafur, dass die Erkrankung auf einem multifaktoriellen Geschehen
basiert (Harris et al., 2004; Fejerskov und Kidd, 2008). Sekundare Faktoren wie
Speichelzusammensetzung, Immunabwehr und sozio6konomische Faktoren (Menaker,
1980) mussen ebenfalls betrachtet werden, um das individuelle Kariesrisiko eines
Menschen bewerten zu kénnen. Die Kritik an der Miller‘'schen Plaguehypothese und der
daraus abgeleiteten ,Spezifischen Plaquehypothese“ (Tanzer, 1995), welche die
Infektion mit einem einzelnen Erreger in den Mittelpunkt stellt, h&ufte sich. Die
Forderungen nach einem Paradigmenwechsel (Fejerskov, 2004; Marsh, 2006) fihrten zu
einer Veranderung der Beschreibung von Karies als einem multifaktoriellen Geschehen,
bei dem eine Stérung der Homoostase der Mikroflora im Biofilm im Vordergrund steht
(6kologische Plaquehypothese) (Marsh, 1994): Kariogene Erreger, allen voran SM, sind
nicht per se Ausloser einer "Kariesinfektion”, sondern gehdren zur physiologischen Flora
der Mundhohle. Erst eine unverhéltnisméaRig starke Vermehrung dieser Erreger kann
letztendlich  zur Kariesentstehung fuhren (Fejerskov, 2004). Im Mittelpunkt der

Okologischen Plaquehypothese steht eine Veranderung der Zusammensetzung der
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Plague. Der UbermaRige Konsum fermentierbarer Kohlenhydrate resultiert in
persistierenden Intervallen niedriger pH-Werte in der Plaque. Dies hat verdnderte
Umweltbedingungen zur Folge zugunsten von azidurischen (sduretoleranten) und
azidogenen (sdurebildenden) Mikroorganismen (Abb. 2), welche kompetitiv die
physiologische Plaqueflora verdrangen (Marsh, 1994).

nicht kariogene Plaque

» seltene Episoden mit niedrigem pH-Wert
« nicht azidurische Flora

m Zucker
Y

« Selektion zu Ungunsten nicht langere Episoden mit
azidurischer Bakterien niedrigem pH-Wert

« Wetthewerbsvorteil flir azidurische
Bakterien

« Zunahme azidurischer/azidogener
Bakterien

! kariogene Plaque

» héaufigere und langere Episoden mit
niedrigem pH-Wert
» azidogene und azidurische Flora

Abb. 2 Okologische Verschiebung in der dentalen Plaque durch Zuckerkonsum
Modifiziert nach Shellis (2012)

3.1.2. Kariestherapie und Kariesprévention

Im Zuge des Wandels der Theorien zur Kariesentstehung haben sich auch die Methoden
der Kariesbehandlung verandert. Eine invasive Therapie (z.B. das Legen einer Fillung)
soll demnach durch die Anwendung nicht- oder mikro-invasiver Malinahmen in friiheren
Kariesstadien verhindert beziehungsweise verzégert werden.

Paris et al. teilen die Therapieoptionen fir kariose Lasionen in invasive, mikro-invasive
und nicht-invasive Mal3inahmen auf. Hauptkriterien bei der Auswahl des optimalen
Therapiemittels sind die Lasionsausdehnung (ICDAS-Stadium) und die Aktivitat der

14
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kariosen Lasion (Paris et al., 2012). Unter der invasiven Therapie versteht man dabei die
Entfernung karidser Zahnhartsubstanz und den darauf folgenden Ersatz des Defektes
durch dentale Restaurationsmaterialien. Die mikro-invasive Therapie zielt darauf ab,
Diffusionsbarrieren fur bakterielle Sauren und fur die Substratzufuhr fur kariogene
Mikroorganismen zu errichten und somit ein Fortschreiten nicht-kavitierter bzw. mikro-
kavitierter Lasionen zu verhindern. Dazu zéhlen die Versiegelung von Fissuren (Mertz-
Fairhurst et al., 1998) und die Infiltration approximaler Karieslasionen (Meyer-Ltckel und
Paris, 2011) mittels niedrigviskdser Kunststoffe. Grundlage der non-invasiven Therapien
sind Mal3nahmen, bei denen die Zahnhartsubstanz nicht irreversibel veréndert wird. Ziel
ist es, durch ein friihzeitiges Eingreifen in den Kariesprozess das Fortschreiten der
Erkrankung bereits in initialen Stadien zu verhindern. Hierzu gehéren die Beeinflussung
der Erndhrung, v.a. die Reduktion des Zuckerkonsums, die Beeinflussung der
Mineralisation durch eine Therapie mit mineralisationsfordernden Substanzen wie
Fluoriden und die Beeinflussung des Biofilms. Die mechanische und chemische
Beeinflussung des Biofilms zielt vorwiegend auf eine Reduktion der Gesamtmasse des
Biofilms durch MundhygienemalRnahmen bzw. antibakterielle Substanzen wie
Chlorhexidin (CHX) ab.

Eine weitere Mdoglichkeit, den Biofilm zu beeinflussen, besteht in der biologischen
Modulation des Biofilms mittels probiotischer Mikroorganismen. Im Unterschied zur
chemischen und mechanischen Biofilmentfernung kommt es bei diesem Ansatz zu einer
Verschiebung der bakteriellen Zusammensetzung innerhalb der dentalen Plaque und
daraus resultierend zu einer positiven Beeinflussung des 6kologischen Gleichgewichtes
zugunsten nicht-kariogener Mikroorganismen (Gordan et al., 2011). Die genannten
Maflnahmen konnen gleichermallen zur Kariespravention und zur Kariestherapie
eingesetzt werden. Mundhygienemal3nahmen, lokale Fluoridierung und die Steuerung
der Ernahrung werden gemeinsam mit der praventiven Fissurenversiegelung als die
klassischen Saulen der Kariespravention bezeichnet. Die Anwendung von Probiotika zur
Kariespravention ware eine denkbare Erweiterung im Portfolio der Moéglichkeiten zur
Beeinflussung des Biofilms. Bei Patienten mit hohem Kariesrisiko, z.B. bei Kindern oder
alteren Patienten, kbnnten Probiotika erganzend zu klassischen Praventionsstrategien

eingesetzt werden (Cagetti et al., 2013; Campus et al., 2014; Gruner et al., 2016).
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3.2. Probiotika

3.2.1. Definition und Anwendung von Probiotika

Die heute gultige und von der WHO anerkannte Definition fur Probiotika stammt aus dem
Jahr 1998 und definiert sie als ,lebende Mikroorganismen, die, wenn in ausreichender
Menge verabreicht, dem Wirtsorganismus einen gesundheitlichen Nutzen verschaffen®
(Guarner und Schaafsma, 1998). Ihren Ursprung in der medizinischen Therapie haben
Probiotika in der Behandlung gastrointestinaler Erkrankungen. Grundlegendes Prinzip
dabei ist die positive Modulation der residenten Darmflora durch apathogene Keime. Fur
verschiedene Krankheitsbilder im Rahmen gastrointestinaler Leiden konnten
therapeutische bzw. prophylaktische Effekte von Probiotika nachgewiesen werden.
Positive Effekte konnten z.B. fur die Behandlung von akuten Diarrhden nachgewiesen
werden (Oberhelman et al., 1999; Szajewska und Mrukowicz, 2001). Auch bei der
Rezidivprophylaxe chronisch-entziindlicher Darmerkrankungen wie Colitis ulcerosa
(Rembacken et al., 1999; Kruis et al., 2004) oder einer Pouchitis (Gionchetti et al., 2000;
Mimura et al., 2004) war die probiotische Therapie erfolgreich.

Die am haufigsten verwendeten Bakterienstamme sind Laktobazillen, Bifidobakterien, E.
coli nissle 1917 und Streptokokken. Probiotika werden entweder Nahrungsmitteln
zugesetzt, meist in Form von Milchsaureprodukten, wie z.B. Joghurt oder Milch, oder als
Medikamente appliziert (Reinkulturen oder definierte Gemische verschiedener

Bakterienstamme) (Bischoff und Manns, 2005).

3.2.2. Probiotika in der Kariestherapie

Es gibt Bestrebungen, die positiven Effekte der Behandlung gastrointestinaler
Erkrankungen mit Probiotika auch auf orale Erkrankungen zu Ubertragen. Bei der
probiotischen Therapie zur Behandlung und Pravention von Karies sollen nichtpathogene
Bakterien regelmaliig verabreicht werden und dadurch in den dentalen Biofilm integriert
werden. Hier sollen sie mit kariogenen Bakterien wie SM um die gleiche 6kologische
Nische konkurrieren. Hauptmerkmale eines probiotischen Stammes in der ,Replacement-
Therapie” sind ,das Fehlen von Pathogenitatsfaktoren, eine Kolonisationsfahigkeit und
die Fahigkeit, das feindliche Bakterium konkurrierend zu ersetzen® (Burton et al., 2011).
Durch die Integration neuer Mikroorganismen in den Biofiim konnten neben dem
Besetzen der dkologischen Nische von SM weitere mogliche kariesprotektive Effekte

initiiert werden. Dazu zéhlen die Verhinderung des Wachstums von SM durch die
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Produktion von Wasserstoffperoxid (H.O;) (Tong et al., 2007; Bao et al., 2015; Huang et
al., 2016), eine Reduktion der Glukan-Produktion von SM (Lee und Kim, 2014) oder ein
Aufrechterhalten des pH-Wertes in der dentalen Plaque durch die Produktion von
Ammoniak mittels des Arginin-Deiminase-Systems (Huang et al., 2016).

Effektiver als ein Verdrangen von SM im dentalen Biofilm kdnnte auch eine starke
Reduzierung der Adhasion von SM durch eine Bindung der konsumierten Probiotika an
spezifische Speichelproteine (Glykoprotein-340 (gp340)) sein. Ein Glykoprotein ist ein
Makromolekil, das aus einem Protein und einem oder mehreren kovalent gebundenen
Kohlenhydratgruppen besteht. Durch die Bindung an gp340, welche die
Hauptbindungsstellen fir SM darstellen, werden die Glykoproteine aus dem Speichel des
Pellikels (siehe S. 25) “pseudo-entfernt”, was mit einer niedrigeren Bindung von SM
korreliert (Haukioja et al. 2008). In Studien Uber probiotische Arten verschiedener
Laktobazillen- oder Bifidobacterium-Stamme konnten entweder die antibakteriellen
Wirkungen gegen SM (Caglar et al., 2007; Caglar et al., 2008b; Ashwin et al., 2015) oder
die Reduzierung der bakteriellen Aktivitat in kariosen L&asionen (Nase et al., 2001;
Petersson et al., 2011) gezeigt werden. Insgesamt ist die Evidenz zum Einsatz von
Probiotika zur Kariestherapie oder -pravention bisher trotzdem llickenhaft. In vielen
Studien wurde nur die Auswirkung auf die Menge an SM, nicht aber auf aussagekraftigere
Parameter wie Karieszuwachs untersucht (Gruner et al., 2016). Zudem wurden
kommerziell genutzten Probiotika wie Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) ein kariogenes
Potential zugeschrieben (Schwendicke et al., 2014). Klinische Studien zeigten zudem
teils keinerlei Reduktion der Aktivitdt karioser Lasionen in Anwesenheit von Probiotika
(Hasslof et al., 2013; Stecksén-Blicks et al., 2009).

3.3. Kariesprotektive Eigenschaften von Probiotika

3.3.1. Arginin-Deiminase-System (ADS)

Das Arginin-Deiminase-System ist bei prokaryotischen Lebewesen der meist verbreitete
anaerobe Stoffwechselweg fur den Abbau von Arginin (Zufiga et al., 2002). Es ist in einer
Vielzahl von Bakterien vorhanden, darunter auch viele, welche die Zahnhartsubstanz und
die Weichgewebe der Mundhohle kolonisieren. Dazu gehéren unter anderem
Streptococcus gordonii, Streptococcus sanguinis (SS), Streptococcus parasanguinis,
und einige Bakterienstdmme der Spezies Laktobazillus (Marquis et al., 1987; Rogers,
1990; Burne und Marquis, 2000).
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Das Arginin-Deiminase-System (ADS) ist ein kataboler, anaerober Stoffwechselvorgang,
der die Umsetzung von Arginin zu Ornithin katalysiert (Abb. 3). Teil dieses Systems sind
die drei Enzyme Arginin-Deiminase (AD), Ornithin-Carbamoyltransferase (OTC) und
Carbamat-Kinase (CK). Am Anfang steht die Hydrolisierung von Arginin durch das Enzym
AD. Dabei entstehen Citrullin und Ammoniak (NH3). Danach wird durch OTC Citrullin
mittels anorganischem Phosphat (Pi) zu Ornithin und Carbamoylphosphat umgewandelt.
Das dritte Enzym im Stoffwechselweg, CK, Ubertragt die Phosphatgruppe vom
Carbamoylphosphat auf Adenosindiphosphat (ADP). Dabei entstehen
Adenosintriphosphat (ATP), Ammoniak und Kohlenstoffdioxid (COz). Zusammengefasst
werden im gesamten Stoffwechselweg pro Mol Arginin ein Mol Ornithin, zwei Mol
Ammoniak, ein Mol Kohlendioxid und ein Mol ATP generiert (Burne und Marquis, 2000).
Der korpereigene Argininbedarf speist sich aus endogenen und exogenen Quellen. Die
korpereigene Neubildung findet im Rahmen des Harnstoffzyklus statt. Die exogene
Aufnahme erfolgt durch den Konsum von Lebensmitteln. Arginin ist ein Bestandteil von
Nahrungsproteinen und wird Ublicherweise in Mengen von 4-6 g/Tag aufgenommen
(Strohle und Hahn, 2012). Weitere exogene Quellen sind die Verabreichung von
industriell gewonnenem Arginin in Nahrungsergé&nzungsmitteln oder als Bestandteil von

Zahnpasten.

AD OTC CK
H20 Pi l ADP

Arginin Citrullin ‘—l—v Carbamoylphosphat ATP

Abb. 3 Schematische Darstellung des ADS
Modifiziert nach Gamper et al. (1991).

3.3.1.1. Physiologische Bedeutung und Regulation des ADS

Das ADS-System hat eine Schlusselfunktion im physiologischen Stoffwechsel der
Bakterien. Es schitzt vor den negativen Effekten eines niedrigen pH-Wertes und dient
zugleich zur Gewinnung von ATP, einem universellen Energietrager in lebenden

Organismen. Bakterien, die nur bedingt azidurisch sind, neutralisieren durch die
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Produktion von Ammoniak den lokalen pH-Wert (Marquis et al., 1987; Casiano-Colon und
Marquis, 1988; Curran et al., 1995; Liu et al., 2008) und schitzen sich so vor einer
Ansduerung des umgebenden Gewebes im Falle einer Saureproduktion azidogener
Bakterien in der Plaque. ADS-fahige Bakterien sind in der Lage, Ammoniak zu bilden und
das auch bei einem pH-Wert, bei dem Wachstum oder Glykolyse nicht mehr méglich
waren. Bei einigen Milchsaurebakterien wie Lactococcus lactis und Lactobacillus
plantarum kann die Arginolyse sogar zu einem verstarkten Wachstum fuhren (Moustafa
und Collins, 1968; Crow und Thomas, 1982). Die Regulierung der ADS-Aktivitat korreliert
mit den vorherrschenden Bedingungen im 0&kologischen Habitat der Bakterien.
Hauptfaktor fir die Induktion des ADS ist Energiemangel (Cunin et al., 1986). Bei
Pseudomonas aeruginosa dient die Induktion des ADS als alternativer ATP-
generierender Stoffwechselweg und wird durch die Anwesenheit von Arginin unter
anaeroben Bedingungen aktiviert (Gamper et al., 1991). Eine Vielzahl von Studien konnte
zeigen, dass aul3ere Einflisse malRgeblich verantwortlich sind fir die Regulierung des
ADS oraler Streptokokken. Durch die Anwesenheit von Kohlenhydraten wie Glukose oder
Saccharose und bei aeroben Bedingungen kann unter Umstdnden die Arginolyse-
Aktivitat von SS und Streptococcus gordonii eingeschrankt werden (Curran et al., 1995).
Die Anwesenheit von Saccharose, eine geringe Pufferkapazitat im Biofilm und pH-Werte
unter 4,5 behindern die Alkali-Produktion aus Arginin in oralen Biofilmen (Huang et al.,
2012). Bei einem pH-Wert von 5,5 erreicht die Alkali-Produktion ihr Maximum (Liu et al.,
2008; Liu und Burne, 2009; Huang et al., 2012). Bei dem Milchsédurebakterium
Lactococcus lactis fuhrt eine Erniedrigung des pH-Wertes von 7,0 auf 5,0 zu einer
Induktion des ADS (Budin-Verneuil et al., 2006). Bei anderen Bakterien wie Lactobacillus
plantarum fihrt die Induktion durch Arginin und extrem niedrige pH-Werte zur Expression
des ADS (Arena et al., 1999; Spano et al., 2004).

3.3.1.2. Kariespraventiver Effekt durch das ADS

Die Zahnhartsubstanz wird demineralisiert, wenn durch einen kariogenen Saureangriff
der pH-Wert innerhalb der Plaque unter den kritischen pH-Wert fallt. Erstmals 1982 wurde
beschrieben, dass die Produktion von Ammoniak aus Speichelbestandteilen eine
entscheidende Rolle spielen kdnnte, den Plaque-pH-Wert aufrecht zu erhalten und die
Kariesentstehung zu verhindern (Abb. 4) (Kleinberg et al., 1982). Die zwei Hauptquellen
fur Ammoniak aus Speichelbestandteilen sind Arginin tGber das ADS-System und

Harnstoff Uber die Hydrolysierung durch das Enzym Urease (Nascimento et al., 2009;
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Morou-Bermudez et al., 2011). Arginin kommt im Speichel sowohl in seiner freien Form
vor als auch gebunden an Peptide und Proteine, aus welchen es durch Proteasen und
Peptidasen freigesetzt werden kann. Die Konzentration von freiem Arginin im Speichel
betragt ca. 50 ymol/l (Van Wuyckhuyse et al., 1995; Burne und Marquis, 2000).

Zucker
\J
kariogene
Bakterien _»| Remineralisation |-
/
Fermentation &
Laktat f——»{ pH | pHT |= Ammoniak
+ Arginolyse
\_ |
»| Demineralisation |- ADS-aktive
Bakterien
A
Arginin

Abb. 4 Kariespraventiver Effekt durch das ADS

Bei der Verstoffwechselung von Arginin (Arginolyse) durch das ADS entsteht das Nebenprodukt
Ammoniak. Dadurch kann der lokale Plaque-pH-Wert aufrechterhalten, die Remineralisation geférdert
und die Demineralisation gehemmt werden.

Klinische Studien haben gezeigt, dass kariesfreie Patienten im Vergleich zu kariesaktiven
Patienten einen signifikant hoheren Gehalt an freiem Arginin im Speichel (Van
Wuyckhuyse et al., 1995), eine hthere Ammoniak-Konzentration und héhere pH-Werte
in der Plaque (Margolis et al., 1988) und eine hohere ADS-Aktivitat sowohl in der Plaque
als auch im Speichel aufweisen (Nascimento et al., 2009).

Es wurde nachgewiesen, dass der Kariesstatus von Kindern signifikant mit der ADS-
Aktivitat in der Plaque assoziiert ist. Gesunde Plague zeichnete sich durch eine hohe
ADS-Aktivitat aus, wahrend sich bei kariogener Plaque eine niedrigere ADS-Aktivitat

darstellte (Nascimento et al., 2013). Es gibt Hinweise, dass sich das Kariesrisiko erhéhen
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konnte, wenn durch eine dauerhafte 6kologische Veranderung in der dentalen Plaque die
Anzahl Alkali-produzierender Bakterien reduziert wird (Gordan et al., 2011). Auf der
Grundlage dieser Feststellungen basiert die Idee der probiotischen Therapie mit ADS-
aktiven Bakterienstammen. Bei Patienten mit hohem Kariesrisiko kénnte durch die
Einnahme von Mikroorganismen mit hoher ADS-Aktivitat die orale Mikroflora verandert
werden. Das Verhéltnis zwischen Saure-produzierenden und Alkali-produzierenden
Bakterien kdnnte sich zugunsten der Alkali-produzierenden Bakterienstamme verandern.
Durch eine vermehrte Produktion von Ammoniak soll das Uberschreiten kritischer pH-
Werte verhindert werden. Unterstitzt werden kann dieser Therapieansatz durch die
zusatzliche Einnahme von Arginin. In einer klinischen Studie zeigte die Versuchsgruppe,
die eine Zahnpasta benutzte, die 1,5 % Arginin und Fluorid enthielt, erhdhte pH- und
Ammoniak-Werte im Vergleich zur Kontrollgruppe, welche herkdmmliche Fluorid-
Zahnpasta verwendet hatte (Ten Cate und Cummins, 2013). Eine weitere mdgliche
kariesprotektive Wirkung durch die Einnahme von Arginin wurde in einer Studie aus dem
Jahr 2017 beschrieben, die den Einfluss von Arginin auf die Biofilmbildung untersuchte.
Es hat sich dabei herausgestellt, dass es durch die Anwesenheit von Arginin bei
Multispezies-Biofilmen zu einer Reduktion von SM kommen kann. Erklaren lasst sich dies
wahrscheinlich dadurch, dass unter dem Einfluss von Arginin die Menge extrazellularer

Polysacharide gesunken ist (Huang et al., 2017).

3.3.2. Zuckerfermentation von oralen Mikroorganismen

3.3.2.1. Zucker

Prinzipiell muss zwischen drei Zuckerarten unterschieden werden: Herkémmliche
Zucker, Zuckerersatzstoffe (Suf3stoffe) und Zuckeraustauschstoffe (Zuckeralkohole).
Davon sind aber nur die herkdbmmlichen Zucker an der Kariesentstehung beteiligt.
Zuckeraustauschstoffe (v.a. Xylit) haben teilweise sogar karieshemmende Eigenschaften
(Makinen et al., 1995; Amaechi et al., 2012). Im allgemeinen Sprachgebrauch sind mit
Zucker niedermolekulare Mono- und Oligosaccharide gemeint. Glukose und Fruktose
gehdren zu den wichtigsten Vertretern der Monosaccharide; Saccharose, Lactose und
Maltose zu denen der Disaccharide. Bei der Spaltung von Saccharose entstehen die
Monozucker Fruktose und Glukose. In puncto Kariogenitat unterscheiden sich
Saccharose, Glukose und Fruktose nicht wesentlich (Guggenheim et al., 1966; Colman
et al., 1977).
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3.3.2.2. Fermentation von Zucker im Rahmen des Stoffwechsels

Die meisten oralen Mikroorganismen regulieren ihren Energiebedarf durch den Abbau
niedermolekularer Kohlenhydrate mittels der Glykolyse (Newbrun, 1967). Das im
Rahmen der Glykolyse entstehende ATP ist wichtig fir grundlegende
Zellerhaltungsmafl3nahmen. Unter Glykolyse versteht man den schrittweisen Abbau von
Monosacchariden. Kurz zusammengefasst entstehen zwei Molekile Pyruvat aus einem
Molekul Glukose. Pyruvat ist ein Zwischenprodukt, welches in verschiedenen
Endprodukten resultieren kann. Neben der Glykolyse nutzen viele kariogene
Mikroorganismen der dentalen Plaque weitere intra- und extrazellulare Stoffwechselwege
zur Metabolisierung von Zuckern. Einige orale Mikroorganismen, z.B. SM wandeln mittels
verschiedener Enzyme bis zu 10 % (Minah und Loesche, 1977; Hamada und Slade,
1980) der Saccharose um, bevor die Aufnahme in die Zelle stattfindet (Loesche, 1986).
Uber die Enzyme Glycosyltransferase und das Enzym Fructosyltransferase, welche sich
auf der Zelloberflache befinden, erfolgt die Umwandlung in Glukane und Fruktane (Wood
und Critchley, 1966; Hamada und Slade, 1980). Glukane dienen der Vernetzung der
Mikroorgansimen (Schilling und Bowen, 1992) und der Adh&sion an Zahnoberflachen
(Rolla, 1989). Fruktane sind Reserven fir nahrstoffarme Perioden (Wood, 1969). Nach
der intrazellularen Aufnahme des Zuckers stehen der Zelle verschiedene
Stoffwechselwege zur Verfiigung.

Viele orale Mikroorganismen verstoffwechseln Saccharose oder andere Zucker tber die
anaerobe Glykolyse zu Pyruvat. Das anfallende Pyruvat wird bei hohen
Zuckerkonzentrationen Uber das Enzym Lactatdehydrogenase zu Milchséure
umgewandelt (Abb. 5) (Cole und Eastoe, 1977). Kariogene Bakterien wie SM gehdren
zur Klasse der Milchséurebakterien. Milchsaurebakterien sind homofermentativ, d.h. 90
% der Monosaccharide werden in Milchsdure umgewandelt (Kandler, 1983). Viele der
kariogenen Bakterien sind aul3erdem in der Lage intrazellulare Polysaccharide (IPS) vom
Glykogen-Amylopektin-Typ zu bilden (Gibbons und Kapsimalis, 1963; van Houte et al.,
1969). Dem intrazellular gebildeten Glykogen wird dabei dieselbe Rolle einer

Nahrstoffreserve zuteil wie den extrazullular gebildeten Fruktanen.
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Bakterienzelle

IPS
Glukose / ,/‘

™ Fruktose

fermentierbare Kohlenhydrate Pyruvat —LDH— Milchsaure

Abb. 5 Anaerobe Glykolyse
Modifiziert nach Ekstrand & Zero (2012).

3.3.2.3. Zusammenhang oraler Zuckerfermentation mit Karies

Sowohl aus tierexperimentellen Studien (Keyes, 1960) als auch aus kontrollierten
klinischen Studien (Gustafsson et al., 1953; Fisher, 1968) ist seit Langem bekannt, dass
der haufige Konsum fermentierbarer Kohlenhydrate mit dem Auftreten von Karies
zusammenhangt. Die regelmaflige Einnahme fihrt aul3erdem zu einer Zunahme von SM
und Laktobazillen in der dentalen Plaque (Dennis et al., 1975a; Staat et al., 1975; De
Stoppelaar et al., 1969). Diese Beobachtung bekraftigt die ,Okologische Plaque
Hypothese“ (Marsh, 1991), nach der ja niedrige pH-Werte fir die 0Okologische
Verschiebung in der residenten Mikroflora der Plaque verantwortlich sind. Es ist sehr gut
untersucht, dass nach der Einnahme von fermentierbaren Kohlenhydraten (Glukose,
Saccharose oder Fruktose) der neutrale pH-Wert innerhalb der Plaque schnell auf pH 5
oder niedriger fallt (Stephan, 1944; Bowen et al., 1966). Der pH-Wert-Abfall ist das
Resultat der schnellen Verstoffwechselung von Zuckern tber den Glykolysepfad und
anschlieend der Laktatdeyhdrogenase zu Laktat (siehe oben).

Es lassen sich zwei Phasen des kariogenen Saureangriffs unterscheiden. Eine initiale
Phase mit schnellem Abfall des pH-Wertes und eine nach Verbrauch des konsumierten
Zuckers folgende, bedeutend lédngere Phase der Wiederherstellung des pH-Wertes
(Stephan, 1944). Der kritische pH-Wert ist erreicht, wenn der pH-Wert in der Plaque
soweit abgesu