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Meinen Eltern gewidmet




VORWORT

Zur besseren Lesbarkeit wird in dieser Dissertation die mannliche Form bei
Personenbezeichnungen und personenbezogenen Substantiven, wie zum Beispiel ,Patient”
oder ,Proband“, verwendet. Diese Bezeichnungen sind jedoch geschlechtsneutral zu

verstehen und umfassen alle Geschlechter, im Einklang mit dem Prinzip der Gleichstellung.
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EINLEITUNG UND ZIELSTELLUNG

. EINLEITUNG UND ZIELSTELLUNG

Das Interesse an der Verwendung von Naturprodukten fir den Menschen ist in den letzten
Jahrzehnten stetig gewachsen. In der Medizin besteht ein zunehmendes Interesse an
naturlichen Produkten, die in vielfaltigen Bereichen zum Einsatz kommen. Zudem werden
immer mehr Studien durchgeflhrt, um wissenschaftlich die Wirkung und Verwendbarkeit von
Naturstoffen zu untersuchen.

Dieser Trend ist auch in der Zahnmedizin zu erkennen. Dabei geht es vor allem um die
Verwendung von Inhaltsstoffen naturlichen Ursprungs anstelle von kunstlichen Zusatzen. Der
Fokus der dentalen Produkte richtet sich unweigerlich auf Problemstellungen, wie die
Verbesserung der Mundgesundheit durch Plaqueeliminierung, Entzindungs- und
Schmerzfreiheit sowie die Kariesbekdmpfung. Im Hinblick darauf ruckte Propolis als
Naturheilstoff in den letzten Jahren zunehmend in den Fokus der zahnmedizinischen
Forschung.

Propolis ist ein Naturprodukt, das von Bienen aus ihrem Speichelsekret und ausgewahltem
Pflanzenmaterial hergestellt wird. Insbesondere ihre antibakteriellen, antimykotischen,
antiviralen, krebshemmenden, antioxidativen und entzlindungshemmenden Eigenschaften
fanden in verschiedensten Veroffentlichungen Bestatigung [22, 157, 175]. Dieses breite
pharmakologische Spektrum ist auf die komplexe Zusammensetzung der Propolis
zuriickzufiihren. Sie besteht aus 50 % Harz, 30 % Wachs, 10 % atherischen Olen, 5 % Pollen
und 5 % anderen Substanzen, die Mineralien und organische Verbindungen, wie
Phenolsauren, Flavonoide, Terpene, Steroide, aromatische Aldehyde, Fettsauren,
Aminosauren, Vitamine und Enzyme umfassen [15]. In der komplexen Zusammensetzung der
Propolis liel3en sich bislang mehr als 500 Verbindungen identifizieren [120].

Die Zusammensetzung der Propolis hangt weiterhin stark von ihrer geografischen Herkunft
ab. In der Literatur wurde vor allem die Wirkung von Propolis untersucht, welche aus Brasilien,
Asien und dem Nahen Osten stammt. Die dort vorherrschenden klimatischen Bedingungen
sind nicht mit der Vegetation in Deutschland vergleichbar. Daher unterscheidet sich die
Propolis aus Deutschland in ihrer chemischen Zusammensetzung und demzufolge auch im
Wirkspektrum von bisher untersuchter Propolis aus anderen Klimazonen der Erde.

Da es in der Literatur keine Studien zur prinzipiellen Wirkung von Propolis aus Deutschland
gibt, war es das Ziel dieser Studie, zwei Arten von Propolis aus Deutschland zu vergleichen
und deren konzentrationsabhangige Wirkung an dentooral relevanten Zellen zu untersuchen.
Die Ergebnisse sollen als Grundlage fur weiterfuhrende Untersuchungen dienen, um eine

zukunftige Einsetzbarkeit von Propolis aus Deutschland in der Zahnmedizin zu prifen.




LITERATURUBERSICHT

Il LITERATURUBERSICHT

Nachfolgend wird ein Uberblick iber die Rolle der Bienen als Propolisproduzent und die
historische Entwicklung von Propolis fir den Nutzen in der Medizin gegeben. Des Weiteren
wird auf die vorhandenen Forschungsarbeiten zur Wirkung von Propolis eingegangen.
AbschlieBend befasst sich das Kapitel mit den bisher zahnmedizinisch relevanten

wissenschaftlichen Studien zum Thema Propolis.

21 PROPOLIS ALS BIENENPRODUKT

Die bevorzugt von Bienen gesammelten BlUtenbestanteile fur die Herstellung von Propolis
stammen von verschiedenen Baumarten, wie Pappeln, Weiden, Birken, Uimen, Erlen, Buchen,
Nadelbdumen und Kastanien [70]. Die Bienen mischen sie mit inren Speichelsekreten aus den
Hypopharynxdriisen, um die Propolis anschlielend im Bienenstock als Kittharz und Biozid zu
verwenden [144]. Das harzige, lipophile Material ist im erwarmten Zustand klebrig und weich,
jedoch hart und zerbrechlich, wenn es erkaltet. Zudem verfiigt es Uber einen angenehmen,
aromatischen Geruch und verschiedene Farbgebungen, wie Braun, Griin und Rot [7].

Durch ihre versiegelnden Eigenschaften schitzt die Propolis den Bienenstock vor widrigen
Witterungsbedingungen und verhindert das Eindringen von anderen Insekten, Nagetieren und
Raubbienen. Wenn es zu einer Invasion des Stockes kommen sollte, wird durch die Umhdllung
mit Propolis der faulnisverursachenden Zersetzung der getoteten Eindringlinge vorgebeugt
[23]. Das verhindert den Ausbruch von bakteriellen Infektionen und Epidemien im Bienenstock.
Propolis halt die aseptischen Bedingungen und die optimale Temperatur im Bienenstock
aufrecht. Im Bienenstock wirkt Propolis daher als Biozid, um Bakterien, Pilze und Viren
abzutéten und gewahrleistet eine gesunde Bienenpopulation. Propolis fungiert als eine Art
naturliches Antibiotikum der Bienen und scheint gegen den Groldteil der potenziellen
Krankheitserreger effektiv zu sein [217]. AuRBerdem begrenzt es als harzige Kittsubstanz das

Entweichen von Wasser und halt die Luftfeuchtigkeit im Bienenstock konstant [173].

2.2 ENTDECKUNG DER PROPOLIS UND HISTORIE

Die Verwendung von Propolis durch den Menschen hat eine lange Geschichte, die mit der
Entdeckung des Honigs und mit dem Plundern der Bienenstocke vor etwa 10.000 Jahren
begann. Weitaus junger ist die Domestizierung von Wildbienen, welche seine Ursprunge im

alten Agypten hat. In dem damals vergleichsweise ausgedehnt bewésserten Land voller
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blihender Pflanzen war die Honigbienenhieroglyphe 3100 v. Chr. als eines der vielen
bedeutsamen Symbole des Landes bekannt [45]. Den Stellenwert der Bienen zu der
damaligen Zeit verdeutlicht der Pharaonentitel "Bienenkdnig" [45]. Frih fand Propolis
Verwendung sowohl beim Einbalsamierungsprozess als auch fir die Konservierung und bei
der Heilung von Infektionen, Erkaltungen, Halsentziindungen sowie dem Heilen von Wunden
und Verbrennungen [48]. Das Wort Propolis wurde erstmals 350 v. Chr. durch Aristoteles
erwahnt und leitet sich von den griechischen Wértern "pro" (vor) und "polis" (Stadt) ab. Dieser
Name ,vor der Stadt® sollte den schutzenden Charakter der Substanz widerspiegeln. Schon
v. Chr. berichteten viele weitere griechische und rémische Autoren tUber die Anwendung von
Propolis, dem so genannten dritten Naturprodukt der Bienen neben Honig und Wachs [94].
Hippokrates, der als Urvater der Medizin gilt, erkannte die heilenden Eigenschaften von
Propolis und soll es unter anderem fir die Behandlung von infizierten Wunden verwendet
haben [50]. Uber die Jahrhunderte hinweg fand Propolis vielfaltig Verwendung in Form von
Salben und Tinkturen. Die Erforschung der Propolis war eng mit der Entwicklung der Chemie
verkniipft. Uber die chemische Zusammensetzung von Propolis fanden am Anfang des 20.
Jahrhunderts bereits erste wissenschaftliche Untersuchungen statt [105]. Es wurden erste
Versuche zur Bestimmung der Zusammensetzung von Propolis mit Hilfe von einfacher
Fraktionierung durchgeflhrt. Einer der friihesten Berichte ist der der deutschen
Wissenschaftler Dieterich und Helfenberg in dem sie ihre Extraktionsmethoden vorstellten und

Propolisbestandteile mit Hilfe von Alkohol, Chloroform und Ether auftrennten [54].

23 ZUSAMMENSETZUNG UND WIRKUNG DER PROPOLIS

Alle exogenen Einflisse auf den Lebensraum des Bienenvolkes sind Faktoren fiir Variationen
in der chemischen Zusammensetzung der Propolis [7]. Die Literatur zeigt, dass die chemische
Zusammensetzung von Propolis schwer zu standardisieren ist, da sie von verschiedenen
phytogeografischen Merkmalen abhangt [13, 179, 208]. Unter anderem wird die
Propolisherstellung durch die Vegetation, die Jahreszeiten und die Umweltbedingungen des
Sammelortes der Bienen beeinflusst, da die Bienen in ihren verschiedenen Lebensraumen
unterschiedliche Pflanzen auswahlen [12].

Die Propolis stammt aus verschiedenen Landern und besitzt abhangig von den
geographischen Merkmalen der Regionen unterschiedlich wirkende Verbindungen, wie unter
anderem Phenolsauren, Flavonoide, Terpene, Steroide, aromatische Aldehyde, Fettsauren,
Aminosauren, Vitamine und Enzyme [15]. So sind Lignane sind typische Verbindungen der

Propolis aus warmeren Klimazonen, wie Brasilien, Kuba und Mexiko. Wiederum lassen sich
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hdéhere Gehalter an Phenolsduren vorzugsweise in europaischer und asiatischer Propolis
nachweisen [43].

Die komplexe Zusammensetzung der Propolis, die mehr als 500 Verbindungen beinhalten
kann [5], hat Auswirkungen auf ihre biologische Aktivitat und ihre Farbenvielfalt [170].
Brasilien gehdrt zu den fuhrenden Propolisproduzenten der Welt [42]. Die brasilianische
Propolis lasst sich in die bekannte griine, rote und die weniger erforschte braune Propolis
unterteilen. Fir die grine Propolis, welche bisher das hoéchste wissenschaftliche und
kommerzielle Interesse weckte, sammeln die Bienen hauptsachlich von Knospen der Pflanze
Baccharis dracunculifolia, die vor allem im Siudosten Brasiliens heimisch ist [120]. lhre
Besonderheit liegt in der hohen Konzentration von Phenylpropanoiden (z. B. Artepillin C) und
Diterpenen, wahrend Flavonoide nur einen geringen Anteil ausmachen [12, 200]. Die rote
Propolis weist einen hohen Gehalt an Phenolsduren und Flavonoiden auf und stammt von der
Dalbergia ecastophyllum, eine Pflanze die vor allem in den nordéstlichen Mangrovenwaldemn
Brasiliens anzutreffen ist [200]. Die Verbindungen Pinocembrin und Quercetin gelten als
Biomarker der brasilianischen roten Propolis [49]. Es existiert eine weitere rote Propolisart, die
aus den westlichen Regionen Kubas stammt und von dem Blutenharz der Dalbergia
ecastophyllum gewonnen wird. lhre wichtigsten chemischen Bestandteile sind die
Isoflavonoide [46, 152]. Aus ahnlich warmen klimatischen Bedingungen stammt die
mexikanische Propolis, deren wichtigste pflanzliche Quelle die Pappelart Populus fremontii ist
und die sich vor allem aus Pinocembrin zusammensetzt [79].

Unterschiede in den Wirkungen von Propolis aus lateinamerikanischen Landern stellten Bruno
J. Conti et al. fest [42]. Sie analysierten immunmodulatorische Prozesse von kubanischer,
mexikanischer und brasilianischer Propolis anhand von Monozyten und deren
Entziindungsmediatoren [42]. Die kubanische Propolis stimulierte die Tumor-Nekrose-Faktor-
Alpha (TNF-a) Produktion und hemmte die Interleukin-10 (IL-10) Produktion, wahrend die
mexikanische Propolis die TNF-a-Produktion hemmte und die IL-10-Produktion stimulierte. Die
brasilianische Propolis stimulierte sowohl die TNF-a-Produktion als auch die IL-10-Produktion
[42]. Die Autoren schlussfolgerten daraus, dass die brasilianische Propolis eine bessere

entzindungshemmende Wirkung als andere lateinamerikanische Propolisarten besitzt.

Die Pappelpropolis, der auch die untersuchten Propolisproben der vorliegenden Studie
angehoren, ist eine weitere Propolisart, die durch spezifische Inhaltsstoffe gekennzeichnet ist.
Knospenexsudate von Pappeln sind die Hauptquelle und typisch fir die Propolis der
gemaligten Klimazone von Europa, Neuseeland, Nordamerika und einigen Regionen Asiens
[14]. Die biologisch aktiven Bestandteile sind Flavonoide, Phenolsduren und deren Ester [181].
In neuseelandischer Propolis liegt der Flavonoidgehalt bei 70 % und besteht vor allem aus

Pinobanksin und Pinocembrin [121], was wesentlich hdher ist als bei Proben aus Brasilien
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oder China [21]. Eine weitere Studie unterstreicht den hohen Flavonoidgehalt und bestatigt
eine damit einhergehende hdhere antioxidative Aktivitat der europdischen Pappelpropolis
gegenlber der brasilianischen Propolis [65].

Ein relativ neuer Typ der europaischen Propolis ist der mediterrane Typ, der sich durch eine
hohe Konzentration an Diterpenoiden auszeichnet und in subtropischen Regionen wie
Griechenland [31, 155], Malta [154] und der Turkei [58, 178, 197] beheimatet ist. Als
Hauptquelle dient hierbei das Harz der Cupressus sempervirens, welches hohe Mengen an

Diterpenen aufweist [178, 197].

Eine Gemeinsamkeit der verschiedenen Propolisarten besteht im Vorhandensein von
Kaffeesaure-Phenethylester (CAPE). CAPE stellt einen der am besten erforschten
Inhaltsstoffe der Propolis dar und wird im nachsten Abschnitt genauer beschrieben. Die
Substanz CAPE gehort zu den Estern der Phenolsaure und ist einer der Hauptbestandteile
der Propolis aus der gemaRigten Klimazone, zu der auch das Gebiet der BRD zahlt [26, 80].

In Abb. 1 ist die zugehorige Strukturformel veranschaulicht.

HO

HO

ABB. 1: STRUKTURFORMEL VON KAFFEESAURE-PHENETHYLESTER(CAPE) MIT
SUMMENFORMEL C17H1604.

Der besondere chemische Aufbau bzw. die Hydroxylgruppen innerhalb des Catecholrings sind
verantwortlich fir die verschiedenen Wirkungen von CAPE [203]. CAPE zeigte ein breites
Spektrum an biologischer Aktivitat. Unter anderem konnten antioxidative [26, 82, 132, 135,
174, 184, 203, 211], antikarzinogene [34, 36, 37, 39-41, 52, 71, 83, 87, 101, 109-111, 131,
138, 143, 159, 166, 195, 207], antiinflammatorische [35, 47, 56, 84] und antimikrobielle [64,
92, 98, 196] Eigenschaften nachgewiesen werden.
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Ucan et al. untersuchten die Auswirkungen von CAPE auf die Knochenregeneration und die
fibrotische Heilung in einem Rattenmodell. Nach Erzeugung eines experimentellen
Knochendefektes wurde CAPE (10 ymol/kg) durch tagliche intraperitoneale Injektion
verabreicht. Die Knochenregeneration, die fibrotische Heilung und die Osteoblastenaktivitat
wurden histopathologisch untersucht. CAPE verbesserte signifikant die Heilung von
Knochendefekten in vivo, was unter anderem auf die Reduzierung des oxidativen Stresses
durch CAPE wahrend der frihen Knochenheilung zurlckzuflhren ist [191]. Eine Studie
berichtet Uber das antioxidative Potenzial von CAPE in verschiedenen
Hepatotoxizititsmodellen. Unter anderem hemmte CAPE die reaktive Sauerstoffspezies-
Produktion und forderte die Aktivitat antioxidativer Enzyme, was auf eine antioxidative und
hepatoprotektive Wirkung hindeutete [82].

CAPE gilt durch seine antioxidative Wirkung auch als die charakteristische Antitumorsubstanz
in der Propolis [167]. In hohen Konzentrationen (50-80 uM) ist CAPE ein vielfach
nachgewiesener Inhibitor des nukledren Faktors kappa B (NF-kB) und unterdriickt die
Proliferation mehrerer menschlicher Krebszelllinien, darunter Brust-, Prostata-, Lungen- und
Gebarmutterhalskrebszellen [167]. Wu et al. konnten die antikarzinogenen Effekte von CAPE
in vitro und in vivo an Mammakarzinom-Zelllinien (MCF-7 und MDA-231) nachweisen, ohne
dass CAPE dabei die normalen Zellen beeintrachtigte [206]. CAPE hemmte das Wachstum
von MCF-7- und MDA-231-Zellen, indem es die Expression von Wachstums- und
Transkriptionsfaktoren einschlieRlich NF-kB reduzierte und die Apoptose der Tumorzellen
induzierte [206]. In vitro zeigte sich, dass 20 uM CAPE bei MCF-7-Zellen und MDA-231-Zellen,
aufgrund einer erhdhten Proteinexpression von p21 und p27 und der kombinierten Wirkung
von Zellzyklusregulatoren, einen Zellzyklusstillstand induzierten. In Bezug auf Apoptose wurde
ein signifikanter Anstieg von Zellen beobachtet, die mit 40 uM CAPE behandelt wurden,
obwohl MDA-231-Zellen als resistent gegen Apoptose gelten. Eine erhéhte Apoptose zeigten
auch die mit 20 uyM CAPE behandelten MCF-7-Zellen. Zusammenfassend legen diese
Ergebnisse von Wu et al. nahe, dass die CAPE-induzierte Hemmung des Tumorwachstums

auf eine Verlangsamung des Zellzyklus und eine Zunahme der Apoptose zurlckzufihren ist.

Aus zahnmedizinischer Sicht sind vor allem die antikarzinogenen Eigenschaften von CAPE
gegenuber oralen Plattenepithelkarzinomen hervorzuheben, die zu den haufigsten
Malignomen der Mundhohle gehodren [213].

So zeigten Ying-Yu Kuo et al.,, dass CAPE in einer Konzentration von 5-100 uM die
Zellproliferation und Koloniebildung von TW2.6-Zellen des menschlichen oralen
Plattenepithelkarzinoms unterdriicken, ohne die Proliferation von normalen menschlichen
oralen Fibroblasten negativ zu beeinflussen [101]. CAPE kann die NF-kB-Aktivierung in

TW2.6-Zellen wirksam hemmen. Schon bei niedrigen Dosen von 10 yM hemmte CAPE die
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Hochregulation vieler NF-kB-Zielgene [41]. NF-kB spielt eine Schlisselrolle bei der
Regulierung der zelluldren Antwort auf Stress und der Immunantwort auf Infektionen [151].
Eine Dysregulation von N-kB wird mit Krebs, Entziindungen und Autoimmunerkrankungen in
Verbindung gebracht. Ein weiterer nachgewiesener Effekt von CAPE st die
entzindungshemmende Wirkung, die vor allem durch Hemmung der NF-kB, p38
Mitogen-Activated Protein Kinase und c-Jun N-terminal Kinase 1/2 vermittelt wird [25].
Sachiko Juman et al. berichten ebenfalls von den entzindungshemmenden Eigenschaften von
CAPE und bewiesen mit 10 yM CAPE behandelten Makrophagen eine Inhibition der
Produktion von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-18, TNF-a und Monocyte
Chemoattractant Protein-1 [86]. Die NF-kB-Inhibition durch CAPE hat zudem positive
Auswirkungen auf die Therapie von Asthma und andere allergische Erkrankungen, da die
Produktion von Zytokinen und Chemokinen durch menschliche Monozyten abgeleitete
dendritische Zellen gehemmt wird [202].

Ein weiterer Mechanismus von CAPE mit antiinflammatorischer Wirkung beruht auf der
Hemmung der Freisetzung von Arachidonsdure aus der Zellmembran [57, 82]. AuRRerdem
hemmt es die COX-1- und COX-2-Aktivitat und unterdrickt die Aktivierung der Gene, welche
fur die COX-2-Expression verantwortlich sind [108, 122, 125, 126, 140], was wiederum eine
Entziindung inhibiert. Zudem flihrte eine CAPE-vermittelte Hemmung der T-Zell-Aktivierung
zu einer immunsuppressiven Wirkung [160].

Einige Studien beschreiben die antimikrobielle Aktivitdt von CAPE gegen Enterococcus
faecalis, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus und Haemophilus influenzae [64,
92, 98, 196]. Im Hinblick auf die antibakterielle Wirkung untersuchten Lee et al. [107]
medizinisches Nahtmaterial, das sie mit CAPE benetzten. Aul3er den mechanischen
Eigenschaften und der biologischen Abbaubarkeit wurde auch die freigesetzten
Konzentrationen von CAPE aus dem Nahtmaterial gemessen. Das Ziel war die Maximierung
der antimikrobiellen Wirkung gegenuliber Staphylococcus aureus und Escherichia coli (DH5q).
Die Ergebnisse zeigten, dass die maximale Hemmung des Escherichia coli Wachstums bei
uber 60,6 uyM CAPE erreicht wurde, da dann eine Schadigung der bakteriellen
Aullenmembrankomponenten eintrat. Das CAPE beladene Nahtmaterial erreichte gegen
Staphylococcus aureus eine maximale antibakterielle Wirkung ab einer Konzentration von
115,5 yM. Hier war eine deutliche Hemmzone um das CAPE beladene Nahtmaterial auf
Agaragarplatten nach 24 h sichtbar. Die antibakterielle Wirkung gegentber Staphylococcus
aureus wurde auf die Synthese reaktiver Sauerstoffspezies zurtickgefuhrt, welche die auliere

Membran von Bakterien zerstoren.
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Ein weiterer Hauptbestandteil von Propolis sind die Flavonoide, zu denen auch Pinobanksin
(PB) gehoért. Sie machen etwa 25-30 % des Trockengewichtes von Propolis aus [17] und
gelten auch als eine ihrer aktiven Komponenten [76]. Sie sind neben CAPE verantwortlich fur
die antioxidativen, antibakteriellen, antiviralen, antimykotischen, antikariogenen und
entziindungshemmenden Eigenschaften der Propolis [146]. Zu den Flavonoiden der Propolis
aus der gemaRigten Klimazone gehdren unter anderem Chrysin, Galangin, Pinocembrin und
PB [91]. Abb. 2 zeigt die Strukturformel von PB.

OH O

ABB. 2: STRUKTURFORMEL VON PINOBANKSIN (PB) MIT DER SUMMENFORMEL C15H120s.

Im Gegensatz zu CAPE finden sich nur wenige Studien, die das Propolisflavonoid PB als

Reinsubstanz in vitro und in vivo untersucht haben [6, 62].

Alday et al. lieferten einen ersten Bericht Uber die Bioaktivitat von PB und einigen seiner
Esterderivate als Apoptose-Induktoren. Es konnte eine antiproliferative Aktivitat auf eine
B-Zell-Lymphom-Zelllinie durch Apoptose-Induktion mittels PB nachgewiesen werden. PB
(52,1 uM oder 14,2 ug/ml) hatte hierbei einen starkeren apoptotischen Effekt als seine
Esterderivate. Der Effekt wurde hierbei durch Modulationen des mitochondrialen
Membranpotentials und durch die Aktivierung des Caspasen-Signalweges vermittelt [6].

Weitere Untersuchungen konnten PB in Propolis nachweisen [13]. Die PB-haltige Propolis
zeigte unter anderem eine Wirksamkeit gegenuber mikrobiellen Krankheitserregern. In vitro
zeigten Zhang et al. die antibakterielle Aktivitat eines chinesischen Propolisextraktes, in
dessen Zusammensetzung PB nachweisbar war. Die Wirkung gegenlber Staphylococcus
aureus und dem methicillin-resistenten Staphylococcus aureus (MRSA) wurde auf die
Zerstorung deren Zellwand und deren Zellmembran zurtickgefihrt, was das Wachstum der
Bakterien hemmt. Die minimalen Hemmkonzentrationen des Propolisextraktes betrugen
hierbei 100 pg/ml fir Staphylococcus aureus und 50 pug/ml fur MRSA. Darlber hinaus wurden

durch den PB-haltigen Propolisextrakt mehrere spezifische Gene herunterreguliert, die mit der
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bakteriellen Biofilmbildung, der Autolyse, der Zellwandsynthese und der bakteriellen Virulenz
bei MRSA in Verbindung stehen [214].

Auch in Bezug auf die Zahnmedizin gibt es Erkenntnisse zu dem Wirkspektrum von PB-haltiger
Propolis. Unter anderem beobachteten Celerino de Moares Porto et al. mit ihren PB-haltigen
Propolisextrakten, die als Zahnkavitatendesinfektion Verwendung fanden, eine antimikrobielle
Aktivitat gegenuber den kariogenen Bakterien Streptococcus mutans und Lactobacillus
acidophilus sowie eine antimykotische Aktivitat fir Candida albicans [32]. Des Weiteren
wiesen Arafa et al. PB in ihren Propolisextrakten nach und schrieben ihm eine positive Wirkung
bei der Therapie von aphthdsen oralen Ulzerationen zu [8]. In der Studie wurde eine neue
Generation von oromukosalen Klebefilmen (mukoadhasive orale Folien) getestet, die Propolis
zur kontrollierten Arzneimittelabgabe nutzten. Die Propolis beladenen Klebefilme fiihrten bei
Patienten mit aphthdsen oralen Ulzerationen zu sehr zufriedenstellenden Ergebnissen in
Bezug auf die Reduzierung der Ulzerationsgrélie, die Schmerzlinderung und die verklrzte

Heilungszeit.

Wie die bereits genannten Wirkungen von CAPE und PB hat die Propolis durch ihre komplexe
Zusammensetzung noch weitere wichtige bioaktive Effekte. Die antioxidativen,
entziindungshemmenden, krebshemmenden und antibakteriellen Eigenschaften der Propolis

fanden in verschiedensten Veréffentlichungen ihre Bestatigung.

Antioxidative Wirkung

Die in Propolis enthaltenen Polyphenolverbindungen, zu denen auch die Flavonoide und
Phenolsauren gehdren, besitzen eine besonders starke antioxidative Aktivitat, welche sowohl
in vitro [104, 210] als auch in vivo [136] bestatigt wurden. Oxidativer Stress ist mitverantwortlich
fur das Auftreten einer Vielzahl menschlicher Erkrankungen. Reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) schadigen Zellstrukturen, indem sie Veranderungen an Zellmembranen, Proteinen und
Enzymen verursachen. Dadurch kénnen ROS das Erbgut affizieren, Alterungsprozesse
beschleunigen und Arteriosklerose begunstigen. Es wird angenommen, dass der durch ROS
ausgeldste oxidative Stress an der Entstehung von Krebs, fir Stérungen des Immunsystems
sowie bei rheumatischen und neurodegenerativen Erkrankungen beteiligt ist. Der antioxidative
Effekt von Propolis bzw. den enthaltenen Polyphenolen beruht auf der Hemmung der ROS-
produzierenden Enzyme. Des Weiteren chelatisieren sie Metallionen, die am Prozess der
Bildung freier Radikale beteiligt sind [75, 153]. Flavonoide und Phenolsduren sind aufgrund

ihres niedrigen Redoxpotentials thermodynamisch in der Lage mit hochreaktiven Formen von
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Sauerstoff zu reagieren indem sie ein Wasserstoffatom spenden [153, 171]. Sie kdnnen
dadurch ROS abfangen und unterbrechen die Reaktionskaskade, die zur Lipidperoxidation
und dadurch zur Zellmembranschadigung fuhrt. AuRerdem haben Polyphenolverbindungen
synergistische Wirkungen mit anderer Antioxidantien, wie Ascorbinsdure (Vitamin C) und
Tocopherol (Vitamin E) [153].

Im Zusammenhang mit dem antioxidativen Effekt wurde berichtet, dass Propolis das
Wachstum und die Regeneration von Hautgewebe stimuliert indem es die Kollagenproduktion
moduliert [27, 43]. In mit Propolis behandelten Verbrennungswunden konnten niedrigere
Konzentrationen freier Radikale festgestellt werden [137]. Die Propolis reduzierte den
oxidativen Stress in Wunden, indem sie die Expression von Kollagen und Genen, die mit
Antioxidantien im Zusammenhang stehen, férderte und die Zellschaden in Fibroblasten durch

die Unterdriickung der Produktion von freien Radikalen abmilderte [27].

Antiinflammatorische Wirkung

Die entzindungshemmende Wirkung von Propolis hangt mit ihren antioxidativen
Eigenschaften zusammen [210]. Propolis kann Entziindungsreaktionen kontrollieren, indem
es die Produktion entziindungsfordernder Hormone beeinflusst. Unter dem Einfluss von
Polyphenolen findet eine verminderte Synthese von Entziindungsmediatoren, wie
Prostaglandin, Thromboxan, Leukotrien und Stickstoffmonoxid, statt [81, 130, 160]. Des
Weiteren hemmen Flavonoide die Expression der IL-6, TNF-a und IL-13 in aus dem
Knochenmark stammenden Mastzellen. Diese sind an Entziindungsreaktionen beteiligt [68].
In experimentellen Studien wurde die hemmende Wirkung von Propolisextrakt auf COX-1 und
COX-2 nachgewiesen [164].

Antikarzinogene Wirkung

Eine weitere Aktivitat von Propolis ist ihre antikarzinogene Wirkung. Propolis enthalt biologisch
aktive Substanzen, sogenannte Promotoren, welche die Zellproliferation oder Apoptose
fordern. Diese Wirkungen basieren wiederum auf dem Polyphenolgehalt von Propolis [53].
Propolis kann dadurch spezifische onkogene Signalwege blockieren, die wiederum zu einer
Verringerung der Krebszellproliferation fihren, die Apoptoserate erhéhen und zudem
antiangiogene Effekte auf die Umgebung des Tumors ausuben [9, 33]. Antiangiogene Effekte

sind essenziell, um die Versorgung des Tumors zu unterbrechen.
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Antibakterielle Wirkung

Die antibakterielle Wirkung von Propolis ist eine der am besten untersuchtesten Eigenschaften
der Propolis. Sie konnte gegenlber verschiedenen Bakterienstdmmen gezeigt werden und ist
das Ergebnis der synergistischen Aktivitat der vielen in Propolis enthaltenen Verbindungen.
[99, 120, 127, 141, 172, 180]. Mehrere Autoren stellten eine bessere Affinitdt gegentber
grampositiven als gramnegativen Bakterien fest [7, 99]. Dieses Phanomen hangt mit der
artspezifischen Struktur der dulderen Membran gramnegativer Bakterien und der Produktion
hydrolytischer Enzyme zusammen, welche durch die Wirkstoffe der Propolis inaktiviert
werden. Propolis hemmt die bakterielle Motilitat und Enzymaktivitat, was eine bakteriostatische
Aktivitat, als auch in hohen Konzentrationen, eine bakterizide Aktivitat zur Folge hat [127].
Zudem hat Propolis einen positiven Effekt auf die natlrliche Hautflora und zeigte in klinischen

Studien eine praventive Wirksamkeit gegenuber der Entstehung von Dekubitus [11].

11
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24 DIE PROPOLIS IN DER ZAHNMEDIZIN

In der Literatur existieren eine Reihe von Verdffentlichungen tber die Wirksamkeit der Propolis
in der Zahnmedizin. Unter anderem befassen sich diese Studien mit den Themen der
Kariespravention, der oralchirurgischen  Wundheilung, der Behandlung von
Dentiniberempfindlichkeit, der Anwendung in der Endodontie, der Einsatzfahigkeit von
Propolis als Lagermedium fir avulsierte Z&hne sowie als Mundspilung bei bakterieller Plaque
[60, 148, 217].

Zahnerhaltung und Endodontie

Besonders in der Kariespravention konnten umfangreiche Erkenntnisse gewonnen werden.
Propolis hat antibakterielle Wirkungen auf die Zellmembran und die Zellwand von
plaquebildenden Bakterien, die auf der Bakteriolyse und der Hemmung der bakteriellen
Proteinsynthese  beruhen. Die minimale Hemmkonzentration eines polnischen
Propolisextraktes lie sich fur Streptococcus mutans mit 1,1 mg/ml ermitteln und fir ein
weiteres in der Plaqueentstehung entscheidendes Bakterium Lactobacilli mit 0,7 mg/ml
feststellen [59].

Streptococcus mutans bildet das Enzym Glycosyltransferase (GTF) mit dessen Hilfe es auf
Zahnoberflachen haften kann und eine dichte Plaque bildet. Verschiedene Autoren
untersuchten die Wirkung von Propolis auf das GTF-Enzym und stellten eine Hemmung der
Aktivitat des Enzyms fest [95] Mehrere in der Propolis identifizierte Verbindungen, besonders
das Flavon Apigenin, waren fir die Inhibition der GTF-Aktivitaten verantwortlich und
verhinderten die Entwicklung von Karies [97].

Die in Propolis enthaltenen Flavonoide verringerten die Aktivitat des getesteten kariogenen
Enzyms GTF um 40 bis 95 % in Losung und auf Oberflachen um 15 bis 60 % bei einer
Konzentration von 135 pg/ml. Apigenin hemmte 90,5 bis 95 % der Aktivitat aller in Losung
getesteten GTFs bei einer Konzentration von 135 pg/ml und auf Oberflachen um 30 bis 60 %
bei gleicher Konzentration [97].

Die kariostatische Wirkung von Propolis wird auch durch eine hohe Menge an Fettsauren
erzielt, die die Produktion von Sauren durch Streptococcus mutans verlangsamen und die

Toleranz der Mikroorganismen gegenuber dem sauren pH-Wert verringern [78].

Auf Grund der bakteriostatischen, bakteriziden und antiadharenten Eigenschaften gegenuber
Mikroorganismen, ist Propolis wirksam bei der Reduzierung von Plaque [7]. Es gibt viele

Studien welche deshalb Propolis-Mundspullésungen fir den praventiven Einsatz empfehlen

12
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[51, 63, 73, 95, 114, 133, 150, 168]. Die Plagueakkumulation kann durch den Einsatz von
Propolis begrenzt werden und auch die entzindungshemmenden Eigenschaften tragen zu der
Gesunderhaltung der Gingiva bei. Hervorzuheben ist die Studie von Koo et al. [95], die sich
umfangreich mit der Thematik beschaftigt. In der Studie wurden fir die Tests zur
antibakteriellen Aktivitat die minimalen Hemmkonzentrationen und die minimalen bakteriziden
Konzentrationen brasilianischer Propolis gegen plaquebildende Bakterien (Streptococcus
mutans, Streptococcus sobrinus und Streptococcus cricetus) bestimmt. Die Zelladharenz von
Streptococcus mutans und Streptococcus sobrinus wurde spektrophotometrisch an einer
Glasoberflache gemessen. Die Bereiche der minimalen Hemmkonzentrationen lagen bei
50-400 pg/ml fur S. mutans, und 25-400 ug/ml fur S. sobrinus und S. cricetus. Die bakterizide
Konzentration der Propolislésung betrug das Vier- bis Achtfache der minimalen
Hemmkonzentrationen. Die Adhdrenz von S. mutans und S. sobrinus zeigte eine 80%ige
Hemmung der Zelladhasion, wobei bei allen Konzentrationen signifikante Hemmungen im
Vergleich zur Kontrolle (80 % Ethanol) festgestellt wurden [96]. Des Weiteren untersuchten
Koo et al. den Plaqueindex von Probanden und die supragingivale Plaque auf unlésliche
Polysaccharide. Der Plaqueindex der Versuchsgruppe lag bei 0,8 (nummerischer Silness-Lde
Plaque-Index) und damit deutlich unter der der Placebogruppe mit 1,4. Die 3%ige Propolis-
Mundspulung reduzierte die unlésliche Polysaccharid-Konzentration in der supragingivalen
Plaque signifikant um 61,7 % im Vergleich zum Placebo [95].

Die Plaquebildung auf propolishaltigem Zahnfiillungsmaterial wurde ebenfalls untersucht. Eine
Studie kam zu dem Schluss, dass die ausgepragte antibakterielle und antibiotische
Wirksamkeit von propolishaltigem Glasionomerzement ein vielversprechendes Material fir die
Zahnrestauration darstellt [188]. Die minimalen Hemmkonzentration tlrkischer Propolis fur S.
mutans betrug 25 ug/ml und die von Topcuoglu et al. gemessene Bakteriendichte im Biofilm
auf dem propolishaltigen Glasionomerzement war 50 % geringer als die Bakteriendichte des

Biofilms auf reinem Glasionomerzement [188].

Ein strenges antimikrobielles Konzept ist ebenfalls die Basis einer erfolgreichen
endodontischen Behandlung. Studien bestatigen, dass die antimikrobielle Aktivitdt von
Propolis ahnlich der herkdmmlicher Wurzelkanalspullésungen ist [88, 165, 177, 198, 212].
Auch als effektive medikamentése Einlage bewies sich Propolis bei der Behandlung von
infizierten Wurzelkanalen [10, 116, 139]. 12%ige Propolisldsung hemmte das Wachstum sowie
die Vermehrung von Enterococcus faecalis in wurzelkanalbehandelten Zahnen [116].

Des Weiteren wurden Propolislésungen als Wurzelkanalspullésung bereits in Studien getestet
und dabei konnte der Einfluss auf menschlichen Fibroblast-Zelllinien bewertet werden. In
vergleichbaren Veroffentlichungen lenken die Autoren die Aufmerksamkeit besonders auf die

Zytotoxizitdt und zusatzlich auch auf den genotoxizitdren Einfluss der Propolis. Die
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15%igen Propolis-Spllldsungen wirkten mit zunehmender Einwirkzeit starker zytotoxisch auf
die Fibroblasten [193]. Es wurde eine signifikante Abnahme der Zelllebensfahigkeit mit
zunehmender Expositionszeit (4 und 24 Stunden) festgestellt. Fir die Ublicherweise
verwendeten  Natriumhypochlorid-Spulldsungen  konnte hingegen keine signifikant
zeitabhangige aber daflr eine héhere Toxizitat festgestellt werden. Damit stellt die Propolis
eine Alternative zu den Ublicherweise verwendeten Natriumhypochlorid-Spulldsungen dar, da
sie weniger toxisch auf umliegende Gewebe wirkt und geringere oxidative DNA-Schaden
verursacht [193]. Es =zeigte sich, dass Propolis dosisabhangig zu einer Fibroblast-
Zellschadigung fuhren kann und es daher einen dringenden Bedarf an

dosisfindungsorientierter Forschung gibt.

Fir die Uberkappung vom Pulpencavum zeigten sich die harzigen und adhé&siven
Eigenschaften der Propolis als vorteilhaft. Sie versiegelten die Dentintubuli und dichteten sie
ab. In Kombination mit Calciumhydroxid ist Propolis in der Pulpaiberkappung wirksam, da sie

antibakterielle und immunmodulatorische Eigenschaften besitzt [158].

In Bezug auf die Wirkung der Propolis bei Dentiniberempfindlichkeit untersuchten Mahmoud
et al. in einer klinischen Studie den Grad der Zufriedenheit bzw. der Schmerzunempfindlichkeit
nach der Anwendung mit Propolis bei Patienten mit Dentiniberempfindlichkeit [119]. 85 % der
Probanden empfanden das Ergebnis nach vier Wochen als sehr zufriedenstellend. Propolis
zeigte eine signifikant effektivere Wirkung in der Behandlung von dentaler Hypersensibilitat als
andere Produkte, wie Casein-Phosphopeptid amorphes Calciumphosphat (CPP-ACP) und
Natriumfluorid [115]. Die mit der Testgruppe behandelten Zahne zeigten im Vergleich zur
Kontrollgruppe Uber einen Zeitraum von drei Monaten den héchsten Riickgang der mittleren

Uberempfindlichkeitswerte.

In einigen Studien wurde Propolis als geeignetes Lagermedium fir avulsierte Zahne
untersucht [122]. Die Anzahl der Uberlebenden parodontalen Ligamentzellen (PDL-Zellen),
welche ausschlaggebend flr die erfolgreiche Reimplantation der Zahne ist, war mit Propolis
héher als mit anderen Lagermedien (Hank's balanced salt solution, Milch und
Kochsalzldsung). In Bezug auf die Aufrechterhaltung der Lebensfahigkeit von PDL-Zellen nach
Avulsion scheint die Lagerung mit Propolis einen positiven Effekt zu haben [122].

Ahangari et al. erzielten mit in 10%iger und 50%iger Propolislésung gelagerten PDL-Zellen
von extrahierten Zahnen bemerkenswerte Ergebnisse. Es gab zwar keinen signifikanten
Unterschied zwischen den beiden Propolislésungen, jedoch wiesen beide Proben signifikant
mehr lebensfahige PDL-Zellen im Vergleich zu den anderen Versuchsmedien (Hank's

balanced salt solution, Milch und Eiweif3) auf [5].
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Orale Wundheilung

Auch die oralchirurgische Wundheilung stellte sich Propolis als geeignete Substanz heraus. In
der Studie von Magro-Filho et al. [118] mussten die Probanden nach einem oralchirurgischen
Eingriff mit alkoholischem Propolis-Extrakt inren Mund ausspulen. Um die Wirksamkeit fur die
Wundheilung der Alveole zu beurteilen, wurden bei den Patienten in verschiedenen zeitlichen
Abstanden nach der Operation zellulare und klinische Untersuchungen durchgefuhrt. Die
Beurteilung der Gewebe zeigte, dass die chirurgischen Wunden zufriedenstellend
epithelisierten. Die wundheilungsférdernden, antiinflammatorischen und schmerzlindernden

Eigenschaften von Propolis konnten damit bewiesen werden.

In der Implantologie wurde gezeigt, dass Propolis zu einer verbesserten Implantat-Einheilung
beitragt. So stellten Somsanith et al. die osseointegrationsférdernde Wirkung von
Titanoxidnanotubes (TNT) auf Zahnimplantate im Rattenunterkiefer dar. Die TNT wurden mit
60%igen-Rohpropolis-Extrakt beladen. Das mit Propolis beladene TNT erhdhte die
Proliferation und die Differenzierung der Osteoblasten [182]. In Bezug auf die
gewebespezifische Konsequenz waren die Knochenneubildung und die
Knochenmineraldichte bei den mit Propolis beladenen TNT-Implantaten im Vergleich zu den
wirkstofffreien TNT-Implantaten deutlich héher. Die Osteoblasten konnten im Vergleich zur
Kontrolle ohne Propolis auf der Oberflache des Propolis-TNT-Implantates sehr gut adharieren
und sich ausbreiten. Die Verbesserung der Lebensfahigkeit der Zellen war auf das

Vorhandensein von Propolis im TNT zurtickzufiihren [182].

Antimykotische Wirkung

Zusatzlich zu der antibakteriellen Wirkung zeigte sich auch ein antimykotisches Wirkspektrum
der Propolis gegeniiber Infektionen mit Candida albicans. Aufgrund der zunehmenden
Resistenz gegen Fluconazol und der Toxizitat einiger Antimykotika werden Alternativen fir die
Behandlung von oralen Pilzinfektionen gesucht. Dentale Gele mit 2,5 % Propolis und
Mundspullésungen mit 24 % Propolis zeigten in lokaler Anwendung ahnliche antimykotische
Effekte wie Miconazol, wobei Candida albicans am empfindlichsten gegenuber Propolis
reagierte und es keinen Unterschied in der Wirksamkeit zwischen den Behandlungsgruppen
gab [28, 142]. Propolis kann den Zelltod induzieren indem es Signalwege Uber Metacaspasen

und Ras-Signalisierung reguliert die beim Wachstum von Candida albicans auftreten [30].
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L. MATERIAL UND METHODEN

Zwei, aus unterschiedlichen Regionen Deutschlands stammende Propolissorten wurden
ausgewahlt, um deren konzentrationsabhangige Wirkung auf Fibroblasten und Osteoblasten
zu untersuchen. Die Untersuchung umfasste neben der Analyse des Zellmetabolismus eine

Reihe biochemischer Assays.

31 AUSWAHL UND ANWENDUNG DER PROPOLISSORTEN UND KONTROLLSUBSTANZEN

Neben den zwei Arten deutscher Propolis, die in verschiedenen Verdunnungsstufen
angewandt worden sind, sind die in der Propolis enthaltenen Stoffe PB und CAPE als

Reinsubstanzen vergleichend genutzt worden.

3.1.1 PROPOLIS

Die in der vorliegenden Studie verwendete Propolis stammt aus Deutschland und daher aus
Regionen der gemaRigten Klimazone. Propolis A wurde in dem stddeutschen Bundesland
Bayern gesammelt. Die norddeutsche Propolis B stammt aus dem Bundesland Mecklenburg-
Vorpommern. Die Entfernung zwischen diesen beiden Regionen betragt etwa 800 km. Die in
Nord-Sid-Richtung weit auseinanderliegenden Sammlungsorte wurden gewahlt, um einen
eventuell vorhandenen Effekt der regionalen klimatischen Unterschiede auf
Zusammensetzung und Wirkung der Propolis identifizieren zu kénnen.

Um die Propolis effektiv ernten zu kénnen, hangten die Imker sogenannte Sammelgitter in die
Bienenstdcke, in denen die Propolis haften bleibt und anschlieRend weiterverarbeitet werden
kann [134].

Propolis kann mit Hilfe unterschiedlicher Losungsmittel gelost werden. Die Literatur zeigt, dass
Ethanol als geeignetes Lésungsmittel etabliert ist, um die einzelnen Substanzen der Propolis

vollstandig zu extrahieren.

Die als Propolis A bezeichnete Propolis-Losung stammt aus einer 6kologischer Bienenhaltung
der Imkerei Oswald, die in Pfeffenhausen (Niederbayern, Deutschland) ansassig ist. Die Imker
ernteten die Propolis im Isar-Hugelland im Zeitraum von Marz bis November. Die Imkerei
betreibt eine Bienenhaltung, die der EU-Verordnung fir Lebensmittel aus dem 6kologischen
Landbau entspricht [2]. Die Propolis wurde im Verhaltnis 1:1 mit 70 %igem Ethanol (Roth,

Karlsruhe, Deutschland) gel6st und als fertige Lé6sung kommerziell erworben.
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Propolis B sammelten die Bienen der mecklenburgischen Imkerei Freiheit aus Satow [4]. Die
Imker legten zum Zeitpunkt der Sommersonnenwende die Sammelgitter in den Bienenstock
ein und ernteten die Propolis in den Sommer- und Herbstmonaten. Die Stammldsung der
Propolis B lag gelést in 96 %igem Ethanol (Roth) im Verhaltnis 1:1 vor und wurde als fertige

Propolis-Lésung fur die Untersuchungen kommerziell erworben.

Propolis-Verdiinnungsreihen

Um die konzentrationsabhangige Wirkung der beiden Propolissorten zu untersuchen, mussten
Verdinnungsreihen hergestellt werden. Dazu wurden vorbereitend beide Propolis-Losungen
sterilfiltriert (PorengréfRe 0,2 um, Sigma Aldrich GmbH, Darmstadt, Deutschland). Fir die
Herstellung der Verdinnungsreihen, mussten die Propolis-Stammlésungen mit der
Verdunnung von 1:1 jeweils mit inrem entsprechenden Losungsmittel weiter verdiinnt werden,
so dass die Verdinnungsstufen 1:10, 1:50 und 1:100 vorlagen. Nach dem
Verdunnungsprozess (24 h auf einem Schittler) wurden die Propolisproben erneut filtriert
(Porengrofle 0,2 ym) und anschlieBend bis zur weiteren Verwendung im Kihlschrank

(Liebherr Premium, Deutschland) dunkel bei 8 °C gelagert.

Die Zellkulturexperimente wurden in transparenten 96-Well-Platten (Greiner bio one,
Deutschland) mit einem finalen Volumen von 100 ul pro Well durchgefiihrt. So wurde 1 pl einer
Verdinnungsstufe zu 99 pl Zellkulturmedium pipettiert. Eine schematische Darstellung
(Abb. 3) des Versuchsaufbaus wird im Kapitel 3.3.3 erlautert.
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3.1.2 KONTROLLSUBSTANZEN

PB, ein wesentlicher Vertreter der in Propolis enthaltenen Flavonoide, und CAPE, ebenso ein
Flavonoid und ein charakteristisches Phenolsdureester europaischer Propolis, wurden als
Reinsubstanzen ausgewahlt, um deren Wirkung im Vergleich zur Gesamtheit des Propolis-

Stoffgemisches zu beurteilen.

Sowohl PB (Sigma Aldrich) als auch CAPE (Sigma Aldrich) sind kommerziell in Pulverform
erworben worden, in dem Losungsmittel Dimethylsulfoxid (DMSO) aufgenommen worden und

auf eine Konzentration von 5 x 10° Mol/l (0,0014 g/ml) eingestellt worden.

Als Positivkontrolle diente in allen Testverfahren 17-3-Estradiol (ESTR, Roth, 2,7 mg/ml geldst
in 96 %igem Ethanol). Es ist bekannt, dass Estrogene die Zellproliferation in verschiedenen
Geweben fordern [100].

Tamoxifen (TAM, Roth, 5,6 mg/ml gel6st in 96 %igem Ethanol) diente als Negativkontrolle, da
es eine antiproliferative Wirkung auf die Zellen hat. Unter anderem findet es daher
Verwendung in der Tumortherapie [85]. Wie auch Flavonoide binden sowohl TAM als auch
ESTR an die Zellrezeptoren der untersuchten Zellen, was eine Grundlage fur die Auswahl
dieser Substanzen darstellt [85, 100].

Der Zytotoxizitatstest verlangt als Negativkontrolle die Verwendung von Triton X-100 (TR,
Sigma Aldrich). Im Apoptosetest ist Caspase 3 und Caspase 7 als Negativkontrolle zu
verwenden.

In jedem Testansatz wurden auch die Losungsmittel als Vehikelkontrollen mitgefiihrt. Dazu
wurden je 1 pl 70 %iger bzw. 96 %iger Ethanol sowie DMSO auf 99 yl Medium fur ein
Zielvolumen von 100 uyl pro Well pipettiert. Mit diesen Kontrollen wurde nachweislich
sichergestellt, dass die Konzentration an Ethanol, die durch die geléste Propolis auf die Zellen

einwirkte, keinen Einfluss darstellte.
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3.2 AUSWAHL DER ZELLLINIEN UND DEREN KULTIVIERUNG

Um sich einen ersten Uberblick iber die Wirkung deutscher Propolis auf Zellen der Mundhéhle
zu verschaffen, sind die Untersuchungen vergleichend an Fibroblasten und Osteoblasten
durchgeflhrt worden. Diese beiden Zelltypen sind besonders relevant fiir die Untersuchung

potenzieller Wirkungen von Propolis im zahnmedizinischen Kontext.

Fibroblasten sind spezifische ortsstandige Zellen des Bindegewebes, die die extrazellulare
Matrix bilden und deren Menge und Zusammensetzung kontrollieren. Sie produzieren vor
allem Kollegenfasern und sorgen fiir die entsprechende Festigkeit des Bindegewebes. [204]
Zudem kommt ihnen eine entscheidende Rolle bei der Wundheilung zu, da sie dort in der
ersten Phase das neu gebildete Gewebe stabilisieren [95].

Bei den im Rahmen dieser Promotionsarbeit verwendeten Fibroblasten handelt es sich um
eine kommerziell erworbene Fibroblastenzelllinie (Normale humane Fibroblasten, Cat. Nr.
C-12352, PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland).

Osteoblasten wiederum sind fiir die Knochenbildung zustandig, indem sie Kollagen flr die
Knochenlamellen synthetisieren. Das gebildete Kollagen besteht vor allem aus Typ-1-
Kollagen. [204] AuRerdem scheiden sie Calciumphosphat in Form von Hydroxylapatit in den
interstitiellen Raum aus und steuern dadurch die Knochenmineralisation [95].

Die Wirkung von deutscher Propolis auf Osteoblasten wurde anhand einer ebenfalls
kommerziell erworbenen Zelllinie (Normale humane Osteoblasten, Cat. Nr. C-12720,

PromoCell GmbH) untersucht.

Beide Zelltypen lagerten bis zum Auftauen bei -188 °C (K Series Cryostage Systems
Stickstoff-Kuhlbehalter, Worthington Industries, USA) in 1,5 ml Tubes mit Einfriermedium. Fir
einen die Zellen schonenden Auftauprozess wurden die Zellen beim Uberfiihren auf Eis und
bei Raumtemperatur gelagert, bevor der Inhalt der Tubes dann mit 10 ml Medium versetzt
wurde. Nach Vortexen (Vortex REAX 2000, Heidolph, Deutschland) und Zentrifugation
(Zentrifuge Universal 320R, Hettich AG, Deutschland) wurde die Suspension dekantiert und
das Zellpellet in 6 ml Medium aufgenommen. Erneutes Vortexen flihrte zum Vereinzeln der
Zellen. Die Zellsuspension wurde in eine 25 cm? Zellkulturflasche pipettiert. Grundsatzlich
erfolgte die Kultivierung der Fibroblasten in Fibroblasten-Wachstumsmedium (PromoCell
GmbH) unter Zusatz des Supplement-Mix Growth Medium (PromoCell GmbH) und unter
antibiotischer Abschirmung (1 % Penicillin/Streptomycin  (c.c.oro GmbH, Oberdorla,
Deutschland) und 0,5 % Amphotericin (c.c.pro GmbH)). Die Kultivierung von Osteoblasten

erfolgte unter Verwendung des Osteoblast Growth Mediums (PromoCell GmbH) und ebenfalls
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unter antibiotischer Abschirmung. Den Medien wurde mit einem Anteil von 10 % fetales
Kalberserum (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, Vereinigte Staaten) zugesetzt. Die Inkubation
der Zellen erfolgte unter physiologischen Bedingungen bei 37 °C, 5% CO2 und
wasserdampfgesattigter Atmosphare im Brutschrank (Brutschrank Function Line, Heraeus
Instruments GmbH, Deutschland). Bei dem alle zwei Tage zigig stattfindenden
Mediumwechsel wurde das Kulturmedium durch 5 ml frisches vorgewarmtes Nahrmedium
ersetzt.

Bei einer Konfluenz von 70 - 90 %, erfolgte die Passagierung der Zellen, wobei das Ablésen
der Zellen vom Flaschenboden durch die Verwendung von 5 ml Trypsin/EDTA (PAA
Laboratries GmbH; 0,05 % / 0,02 %) und der Inkubation fiir 5 min bei 37 °C erfolgte. Dieser
Schritt der Trypsinierung musste sofort nach Ablésung der Zellen mit 7,5 ml Medium gestoppt
werden, da es andernfalls zur Schadigung der Zellen kommt. Nach Uberfiihrung der
Suspension in ein 50 ml Tube und Vortexen erfolgte die Zentrifugation fur 5 min bei
1000 Umdrehungen pro Minute. Nach Dekantierung des Uberstandes wurde das Zellpellet mit
15 ml Medium resuspendiert und erneut gevortext. Diese Zellsuspension wurde entweder im
Verhaltnis von 1:6 auf neue Zellkulturflaschen aufgeteilt oder konnte direkt fir die Versuche
verwendet werden. Die Zellen wurden nach entsprechender Zellzahlung (Tab. 1) fir die
biochemischen Assays sowie metabolischen Analysen in 96-Wellplatten (99 pl/Well) und fir
die Immunhistochemie in 24-Well-Platten (300 ul/Well) kultiviert und 24 h unter steriler
wasserdampfgesattigter Atmosphare (37 °C, 5 % COy) inkubiert.

Bestimmung der Lebendzellzahl

Alle Zellversuche wurden an einer definierten Anzahl von Zellen vorgenommen, sodass die
Bestimmung der Lebendzellzahl erforderlich war. Fur diese Bestimmung wurden 20 ul
Zellsuspension in 360 yl Medium aufgenommen und mit 20 ul Trypanblau versetzt, sodass
sich eine Verdlinnung der Zellsuspension von 1:20 ergab. Trypanblau ist ein anionischer
Bisazofarbstoff, der von lebenden Zellen nicht aufgenommen werden kann. Bei devitalen
Zellen, die keine intakte Zellmembran aufweisen, diffundiert der Farbstoff in die Zelle und farbt
im Zytosol enthaltende Enzyme dunkelblau an. Durch Auszahlen kann so die Anzahl an vitalen
Zellen bestimmt werden [66]. Zur Auszahlung der Lebendzellzahl diente die Burker-
Zahlkammer. Auf die Zahlkammern wurden je 10 ul der Zellsuspension aufgetragen und unter
dem Lichtmikroskop die ungefarbten Zellen, die sich in den 25 Quadraten der beiden Kammern

befinden, ausgezahlt
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Folgende Formel wurde fir die Zellzahlberechnung verwendet:

Lebendzellzahl

=Z+x*VF x10%
ml

Z = Mittelwert der gezahlten Zellzahl
VF = Verdiinnungsfaktor
V =10 pl Volumen

10* = Kammerfaktor

Um die in Tab. 1 genannten Endkonzentrationen von Zellen pro Well fur die unterschiedlichen
Zelltests zu erreichen, wurden die Zellsuspensionen entsprechend verdinnt, wobei das

Zielvolumen pro Well einer 96-Well-Platte immer 99 pl betrug.

TAB. 1: ENDKONZENTRATIONEN VON ZELLEN PRO WELL FUR DIE EINZELNEN ZELLTESTS.

Zelltest Zellen pro 100 pl
Immunhistochemie 2x10°
Proliferationstest 3x10°
Viabilitatstest 3x10°
Apoptosetest 3x10°
Zytotoxizitatstest 3x10°
Metabolische Tests 4 x10°
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3.3 TESTVERFAHREN

Vor der Durchflihrung der zytologischen und metabolischen Untersuchungen wurden mit Hilfe
der High Performance Liquid Chromatography (HPLC) beide Propolissorten in Bezug auf ihre
Inhaltsstoffe analysiert. Es folgten die immunhistochemischen Untersuchungen der Zellen, um

abschliel3end die biochemischen Assays und die metabolischen Tests durchzufiihren.

3.31 HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY

Die HPLC ist eine effiziente, prazise sowie zuverldssige Methode zur Analyse und zum
Nachweis der Inhaltsstoffe der Propolis [24, 149, 186, 199].

Die Wirkungen der bei den Zelltests verwendeten Reinsubstanzen CAPE und PB sollten im
Vergleich zum gesamten Stoffgemisch der jeweiligen Propolissorte, bei denen CAPE und PB
anteilig enthalten sind, untersucht werden. Dazu war es erforderlich vorab mit Hilfe der HPLC
und unter den in der Tab. 2 genannten Bedingungen den Nachweis zu erbringen, dass diese
beiden Substanzen in den verwendeten Propolissorten enthalten sind.

Fir die Durchflhrung wurde die HPLC-Software (ClarityChrom V 2.6, Knauer, Berlin,
Deutschland) genutzt und die HPLC (Smartline, Knauer) hochgefahren. Der Elutionsgradient
musste eingestellt werden, bevor die Messung starten konnte. Bevor beide Propolislésungen,
CAPE und PB einzeln durch die HPLC analysiert wurden, erfolgte ein Leerlauf. Dann wurden
20 ul der Probe in die Injektionschleife injizierten. Das Probenmaterial gelangt automatisch in
den Messkreislauf und die Aufzeichnung startet. Nach 40 min erfolgte die Beendigung der
Messung und die Auswertung des Chromatogramms.

Je nach physikochemischen Eigenschaften des Inhaltsstoffes (CAPE und PB) wurden die
Proben unterschiedlich von der HPLC durch die mobilen Phasen (Aquadest und DMSO) und
einer stationaren Phase (hydrophobe Kohlenstoffsaule C18) aufgeschliisselt. Die Detektion
der einzelnen Substanzen geschah mit einem UV-Detektor (Smartline UV-Detektor 2500,
Knauer, der die Informationen an den Computer sendete und mit den Daten das
Chromatogramm konstruierte [194]. Die Wellenlange des Detektors betrug 254 nm, da hier die
UV-Spektren charakteristisch fir Flavonoide sind [20].

Nach abgeschlossenen Versuchssequenzen wurden alle Chromatogramme

zusammengefihrt und die Retentionszeit der Peaks verglichen.
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TAB. 2: BEDINGUNGEN FUR DIE HPLC-MESSUNG

Bedingungen

Elutionsmittel 1: Aquadest (10% Methanol)

Elutionsmittel 2: DMSO (10% Aquadest)

HPLC-Saule: Eurospher (Knauer) 100-5 C18 mit integrierter Vorsaule
PartikelgroRe: 5 um

PorengréRe: 100 A

Injektionsvolumen: 20 pl
Detektionswellenlange: 254 nm

Flussrate:1 ml/min
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3.3.2 IMMUNHISTOCHEMIE

Es ist bekannt, dass Flavonoide eine Bindungsfahigkeit fiir Ostrogenrezeptoren (ER-a und
ER-B) besitzen und ihre Wirkung tber die Bindung an Ostrogenrezeptoren entfalten [189]. So
musste fiur die ausgewahlten Fibroblasten und Osteoblasten der Rezeptorstatus
immunhistochemisch Uberprift werden. Auch die Kontrollsubstanz ESTR wirkt Uber
Ostrogenrezeptoren [100]. Die Charakterisierung der Fibroblasten erfolgte zusatzlich Uber
Vimentin.

Das Testprinzip basiert auf einer Antigen-Antikdrper-Reaktion, bei dem die Primarantikdrper
an spezifische Antigene binden [106]. Die Hormonrezeptoren der Zellen fungieren hierbei als
Antigen und werden mit dem monoklonaren Primar-lgG-Antikérper (AK) des Kaninchens
(Progesteron und Estrogen-Alpha) und der Maus (Estrogen-Beta) behandelt (ImmPRESS
Reagent Kit Peroxidase, Vectorlabs, Burlingame, USA).

Die Zellen wurden dafir in 24-Well-Platten kultiviert (300 pl/Well) und fir 24 h inkubiert. Nach
entsprechender vorbereitender Fixierung der Zellen mit 300 pl Formafix 4 % je Well und
mehrmaliger Waschung mit PBS wurden 200 ul Horse-Serum (R.T.U. Normal Horse Blocking
Serum 2,5 %, Vectorlabs, Burlingame, USA) je Well pipettiert und 30 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach Abpipettieren des Horse-Serums (aufl’er bei der Negativkontrolle) und
Pipettieren von 200 pl primaren AK (orb178489, orb233679 und orb178430, BIOZOL
Diagnostica Vertrieb GmbH, Eching, Deutschland) je Well, erfolgte eine Inkubation (12 h) im
Kihlschrank bei 8 °C. Anschliel3end erfolgt die Zugabe des Sekundarantikdpers, der mit einer
Peroxidase markiert ist. Dafiir wurde 200 ul sekundaren AK je Well pipettiert und wieder
30 min inkubiert bei Raumtemperatur. Zuletzt wurden 200 ul LinRed-Lésung (LINARIS
Biologische Produkte, Dossenheim, Deutschland) je Well pipettiert und eine 10 min
lichtgeschitzte Inkubation bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die LinRed-Lésung wurde
dekantiert und die Reaktion mit Leitungswasser gestoppt. Durch Zugabe dieses Reagenz
kommt es zu einer Farbreaktion bei vorhandenem Antigen, die lichtmikroskopisch

(Lichtmikroskop Axiovert 40C, Zeiss, Jena, Deutschland) nachweisbar sind.

24



MATERIAL UND METHODEN

3.33 BIOCHEMISCHE ASSAYS

Um die Wirkung der Propolissorten A und B auf die ausgewahlten Zellen beurteilen zu kénnen,
wurden biochemische Assays durchgefuhrt, die Aussagen zu Proliferation, Viabilitat, Apoptose
und Zytotoxizitat liefern sollten. Alle Tests wurden als Dreifachbestimmung durchgefiihrt

(Fibroblasten n = 4, Osteoblasten n = 1).

Fur die Zelltests wurden die Zellen, wie im Kapitel 3.2 beschrieben, in 96-Well-Platten kultiviert.
Nach 24 h Inkubation wurden je Well 1yl der Propolislosung in der jeweiligen
Verdunnungsreihe bzw. 1 pl einer Kontrollsubstanz hinzugegeben und emeut 24 h vor
Testdurchfiihrung inkubiert. Die Abb. 3 zeigt eine schematische Darstellung der

Vorgehensweise.

Zellkultivierung Zugabe der Substanzen Analysen und Messungen
+ humane Fibroblasten +  Verdlinnungsreihen (1:1, 1:10, 1:50, 1:100) von +  Biochemische Assays
und Osteoblasten Propolis A und Propolis B *  Methoden zur Analyse des
+«  Kontrollen: PB, CAPE, TAM, ESTR, Losungsmittel Zellmetabolismus

24h

] e 2 I

99 pl Zellkulturmedium je Well 99 pl Zellkulturmedium 100 pl Gesamtvolumen je Well

+ 1 ul Substanz je Well

ABB. 3: SCHEMATISCHE DARSTELLUNG DES VERSUCHSAUFBAUS.
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Proliferationstest

Um eine Aussage uUber die Zellproliferation treffen zu kénnen, wurde mit dem ELISA
Proliferationskit (Roche Deutschland Holding GmbH, Freiburg, Deutschland) gearbeitet. Der
Zellproliferations-ELISA-Test ist ein praziser kolorimetrischer Immunoassay zur
Quantifizierung der Zellproliferation auf der Grundlage der Messung der
Bromdesoxyuridin-Inkorporation wahrend der DNA-Synthese in replizierenden Zellen [163].
Zu Beginn des Assays wurde Bromdesoxyuridin (BrdU), welches ein chemisches Analogon
des Nukleosids Thymidin darstellt [117], in die einzelnen Wells zur Markierung proliferierender
Zellen pipettiert. Wahrend dieser Markierungsphase wurden die Zellen inkubiert unter steriler
wasserdampfgesattigter Atmosphare (37 °C, 5 % CO2) und BrdU anstelle von Thymidin in die
DNA der proliferierenden Zellen eingebaut. Nach Fixierung der Zellen, wird die DNA
denaturiert, damit der Peroxidase-gekoppelte Anti-BrdU-Antikérper an BrdU binden kann. Die
Immunkomplexe werden durch die Substratreaktion mit Tetramethylbenzidin kolorimetrisch
nachgewiesen. Die Messung wurde am ELISA-Reader (Microplate Reader 680, Bio-Rad
Laboratories Inc., USA) mit einer Wellenlange von 420 nm und Referenzlange von 620 nm
abschlieldend durchgefihrt.

Viabilitatstest

Zur Bestimmung der viablen Zellen in der Zellkultur diente der CellTiter-Glo® Luminescent Cell
Viability Assay (Fa. Promega, Madison, USA). Dieser Zelltest basiert auf der Quantifizierung
des Lichtsignals, das proportional zum Gehalt an Adenosintriphosphat (ATP) ist und direkt
proportional die Anzahl der lebenden Zellen widerspiegelt [3].

Durch die Zugabe des CellTiter-Glo®-Reagenz wird eine Zell-Lyse ausgeldst, wodurch ATP in
den extrazellularen Raum gelangt. Simultan wird die ATPase gehemmt, um einen stabilen
ATP-Gehalt zu gewahrleisten und das Messergebnis nicht zu verfalschen. Die ATP-
abhangige-Luciferase (Ultra-Glo™ Recombinant Luciferase) bindet an das freie ATP, sodass
das im Reagenz enthaltene Luziferin zu Oxyluciferin reagieren kann. Bei dieser Reaktion wird
ein Lumineszenzsignal erzeugt, das dank der speziellen Reagenz-Luciferase von
Gluhwirmchen (Photuris pennsylvanica) sehr stabil ist und mit einen Lumineszenz-Reader

(GloMax® 96 Microplate Luminometer, Fa. Promega) gemessen werden kann.
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Apoptosetest

Um die Auswirkungen von Propolis A und B auf die Apoptoserate der Zellen ermitteln zu
kénnen, wurde mit dem Caspase-Glo® 3/7 Assay (Fa. Promega) gearbeitet. Bei der
Enzymkaskade des programmierten Zelltodes spielen die sogenannten Effektorcaspasen, zu
denen auch die Caspase 3 und 7 gehoren, eine entscheide Rolle [67]. Die Caspase-3/7-
Aktivitat wird bei dem oben genannten Test anhand von Lichtsignalen quantifiziert, die indirekt
durch apoptotische Zellen ausgeldst werden.

Das in der Testreagenz enthaltene Z-DEVD-Aminoluciferin reagiert mit den extrazellularen
Caspasen 3 und 7, wodurch das DEVD-Peptid von dem frei gewordenen Aminoluciferin
abgespalten wird. Das Aminoluciferin reagiert nachfolgend mit der in der Reagenz ebenfalls
enthaltenen Luciferase (UltraGlo™ Luciferase) und ein Lichtsignal wird ausgeldst, das mit dem

Lumineszenz-Reader (GloMax® 96 Microplate Luminometer) gemessen werden kann [156].

Zytotoxizitatstest

Um die zytotoxischen Wirkungen der ausgewahlten Propolissorten A und B auf die Zellen
beurteilen zu kénnen, wurde der CytoTox-Glo™ Cytotoxicity Assay (Fa. Promega) verwendet.
Dieser Zelltest besteht aus zwei Messungen und basiert auf der Quantifizierung von
Lichtsignalen. Wahrend der ersten Messung wird die Anzahl der toten Zellen dargestellt und
bei zweiten Messung wird die gesamte Zellzahl widergespiegelt [44].

Das in der Testreagenz enthaltene Alanyl-Alanyl-Phenylalanyl-Aminoluciferin (AAF-Glo™
Substrat) tritt nicht durch die Zellmembran intakter Zellen hindurch, sondern reagiert
extrazellular mit einer von toten Zellen stammenden Protease (Dead-Cell-Protease). Bei
dieser Reaktion wird ATP und Sauerstoff frei. Durch eine darauffolgende Reaktion mit einer
ATP-abhangigen Luciferase wird wiederum ein Lichtsignal erzeugt, das bei der ersten
Messung im Lumineszenz-Reader ausgelesen wird.

Vor der zweiten Messung wird eine totale Zell-Lyse durch Zugabe einer weiteren Reagenz
(Digitonin) provoziert. Digitonin fuhrt zu einer Aufldsung der Zellmembran, wodurch ATP in den
Extrazellularraum eintritt und die ATP-abhangige Luciferasereaktion auslost. Das

anschlieltend quantifizierte Lichtsignal stellt das MalR fiir die Gesamtzellzahl dar.
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3.34 METHODEN ZUR ANALYSE DES ZELLMETABOLISMUS

Die Analysen des Zellmetabolismus wurden im Zellkulturmedium durchgefuhrt, dafir mussten
die Zellkulturen, wie im schematischen Versuchsaufbau in Abb. 3 (Kapitel 3.3.3) beschrieben,
vorbereitet werden. Anschlielend erfolgte das Pipettieren der Wells. Die Wells mit gleichem
Inhaltsstoffen wurden in ein Eppendorfgefal} zusammengefihrt, um ein Zielvolumen von
400 pl zu erreichen. Der zentrifugierte zellfreie Mediumiberstand wurde abschlief3end

untersucht (Fibroblasten und Osteoblasten n=1).

Messung der Glukosekonzentration

Um Ruckschliisse auf den Glukosestoffwechsel der Zellen ziehen zu kdnnen, die unter dem
Einfluss von Propolis und der Reinsubstanzen stehen, wurde der Glukose-Oxidase-Test
genutzt. Bei dieser enzymatischen Nachweismethode von Glukose [90], wird die
Glukosekonzentration im Medium ermittelt.

Fir die Untersuchung wurden 20 pl des zellfreien Mediumiberstandes verwendet, welches in
1 ml Pufferlésung (Glukosetestserum, EKF Diagnostic GmbH, Deutschland) Gberfihrt wurde.
Fir das enzymatische Messprinzip der Glukosekonzentrationsbestimmung wurde das

Glukosemessgerat Biosen 5140 (EKF Diagnostic GmbH, Deutschland) verwendet.

Elektrochemisches Messprinzip

Enzym: Glukose—Oxidase

Sensor

H,0, —— 2H* + 0, + 2e~

Messung: B-D-Glukose oxidiert mithilfe der enzymatischen Katalyse durch Glukose-
Oxidase zu D-Gluconsaure und Wasserstoffperoxid. Der elektrochemische
Chipsensor reagiert mit dem Reaktionsprodukt Wasserstoffperoxid und ein
elektrisches Signal entsteht. Der daraus resultierende Stromfluss ist

proportional zur Glukosekonzentration [61].
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Messung der Laktatkonzentration

Erganzend zur Messung der Glukosekonzentration wurde mit Hilfe eines enzymatischen
Farbtests (Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland) ein weiterer metabolischer Parameter, das
Laktat, im Zellmedium bestimmt. Laktat stellt das Endprodukt der anaeroben Glykolyse dar
[112].

Hinflhrend zu der Analyse wurde analog die Vorbereitung wie bei der
Glukosekonzentationsbestimmung  durchgefiihrt und auch 20ul des zellfreien
Mediumuberstandes verwendet. Anschlielend konnte die Laktatbestimmung mit dem

Laktatmessgerat AU 480 (Beckman Coulter) stattfinden.

Photometrisches Messprinzip

Enzym: Laktat—Oxidase

1. Reaktion: C3Hs03 + 0, C3H,03 + H,0,
. Enzym: Peroxidase
2. Reaktion: H,0, + C;1H3N;0 + H, Chromogen + 2H,0
Messung: L-Laktat oxidiert mithilfe des Enzyms Laktat-Oxidase zu Pyruvat und

Wasserstoffperoxid. Das entstandene Wasserstoffperoxid reagiert in einer
zweiten Reaktion mit 4-Aminoantipyrin und einem Wasserstoffdonator unter
Einfluss von Peroxidase zu einem Chromogen und Wasser. Das Chromogen
zeigt eine Farbintensitat, die sich photometrisch bestimmen lasst und die

proportional zur Laktatkonzentration in der zu untersuchenden Probe ist [16].

Bestimmung des pH-Wertes

Die Messung des pH-Wertes dient als eine Mdéglichkeit, den relativen Sauregrad bzw. die
Alkalitat der Zellmedien zu vergleichen. Zellkulturmedien missen einen annahrend konstanten
und leicht basischen pH-Wert besitzen, um eine optimale Versorgung und ein optimales
Wachstum der normalen humanen Zellen zu gewahrleisten.

Die Vorbereitung der Analyse erfolgte analog zur Vorbereitung der Glukose- und
Laktatkonzentrationsbestimmungen. Fur die pH-Messung mussten 300 ul zellfreier
Mediumuberstand verwendet werden.

Nachdem die Kalibrierung der pH-Glaselektrode (Orion 3 Star pH Benchtop, Fa. Thermo
Scientific, USA). stattfand, tauchte die Spitze der Messelektrode in das Medium ein. Die
Messungen derselben Lésungen (n=1) erfolgten jeweils dreimal und die einzelnen Werte

wurden notiert. Nach jeder Messung wurde die Elektrode gereinigt und erneut kalibriert.
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34 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Die statistische Analyse der biochemischen Assays der Fibroblasten wurde mit der Software
SPSS Statistics Version 25 (IBM, Corporation, USA) berechnet. Die Normalverteilung wurde
mit Hilfe des Shapiro-Wilk-Tests berechnet. Normalverteilte Daten (BrdU, Viabilitat,
Zytotoxizitat, Apoptose) wurden mittels Einweg-ANOVA mit dem Bonferroni-Post-Hoc-Test
analysiert. Das Signifikanzniveau wurde auf P < 0,05 gesetzt. P < 0,1 zeigte einen Trend zur
statistischen Signifikanz an.

Eine statistische Auswertung der biochemischen Assays der Osteoblasten und der
metabolischen Zelltests konnte aufgrund von n=1 nicht erfolgen. Die Zellkultivierung der
anspruchsvollen Osteoblasten erwies sich fur den zeitlich begrenzten Rahmen als stark

erschwert, um mehrere Tests durchfiihren zu kbnnen.
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ERGEBNISSE

Iv. ERGEBNISSE

4.1 HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY

Die phenolische Verbindung CAPE und das Flavonoid PB sind in Form von Reinsubstanzen
im Vergleich zu den Stoffgemischen der beiden Propolissorten betrachtet worden. Die
qualitative HPLC-Analyse diente als Nachweismethode der beiden Substanzen in den
Propolissorten A und B. Das Chromatogramm der HPLC-Analysen (Abb. 4) bestatigt das
Vorhandensein von CAPE und PB in den ethanolischen Extrakten beider Propolissorten. Die
Uberlagerung der Chromatogramme bei 254 nm zeigte, dass die Peaks der Stoffkomponenten
der beiden Propolissorten ahnlich waren. Verschiedene Peaks traten in unterschiedlicher
Auspragung zur gleichen Retentionszeiten auf. Die in Abb. 4 mit Pfeilen gekennzeichneten
Kurvenverlaufe markieren die Uberlagerten Signalpeaks von PB (grin; 21,5 min) und CAPE

(gelb; 24,3 min) innerhalb der Chromatogramme von Propolis A (blau) und B (rot).
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- i ‘\ ,J \ M Leerlauf 3
o ] ~ | \ 8
8 i 40 3
<% 4 1\ 3
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ABB. 4: HPLC-CHROMATOGRAMM VON PROPOLIS A UND B SOWIE VON PB UND CAPE.
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ERGEBNISSE

4.2 IMMUNHISTOCHEMIE

Die immunhistochemische Farbung der Zellen zeigte, dass sowohl Fibroblasten (Abb. 5) als
auch Osteoblasten (Abb. 6) die ER-a und ER-8 besalen. Die Anfarbungen sind rot dargestellt
und exemplarisch mit Pfeilen gekennzeichnet.

Weiterhin ist eine deutlich erkennbare Farbung des Zytoskelettproteins Vimentin in den
Fibroblasten sichtbar, welche die verwendeten Zellen als fibroblastische Zellen charakterisiert
(Abb. 5).

ABB. 5: IMMUNHISTOCHEMISCHE FARBUNG (+) VON OSTROGENREZEPTOR-Q (ER-0),
OSTROGENREZEPTOR-B (ER-B) UND VIMENTIN (VT) IN FIBROBLASTEN. ALS
NEGATIVKONTROLLE DIENTEN UNBEHANDELTE ZELLEN.
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ERGEBNISSE

ABB. 6: IMMUNHISTOCHEMISCHE FARBUNG (+) VON OSTROGENREZEPTOR-Q (ER-a) UND
OSTROGENREZEPTOR-B (ER-B) IN OSTEOBLASTEN. ALS NEGATIVKONTROLLE
DIENTEN UNBEHANDELTE ZELLEN.
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4.3 BIOCHEMISCHE ASSAYS

Proliferationstest

Fibroblasten

In Abb. 7 ist die konzentrationsabhangige Wirkung von Propolis A und B auf die Proliferation
dargestellt. Der verwendete BrdU-Assay zeigt die Rate der DNA-Synthese in den Zellen.

Mit ansteigendem Grad der Verdiinnung steigt die Proliferation unter Einfluss von Propolis an.
Hoch konzentrierte Propolis (1:1), unabhangig von der Propolissorte, verursacht eine
Reduktion der Proliferation auf 0 %. Die Verdinnungsstufen 1:10 (Propolis A: 41,4 + 6,0 %;
Propolis B: 53,2 + 7,9 %; p <0,05) und 1:50 (Propolis A: 81,4 + 4,7 %; Propolis B: 95,8 +
25%; p<0,05 zeigen im Vergleich zur Verdinnungsstufe 1:1 ansteigende
Proliferationsraten. Fir die héchste Verdiinnungsstufe (1:100) Ubersteigt die Proliferationsrate
der Zellen unter Einfluss von Propolis A (112,1 £ 4,6 %, p < 0,05) signifikant die Rate der
Zellen, die nur in Medium kultiviert worden sind. Propolis B (107,0 + 3,8 %) zeigt hingegen fiir
die Verdinnungsstufe 1:100 keinen signifikanten Unterschied zu den unbehandelten Zellen im
Medium. Ein signifikanter Unterschied zwischen den Propolissorten A und B konnte innerhalb
der Verdinnungsstufen 1:10 und 1:50 beobachtet werden, wobei die Raten unter Einfluss von
Propolis B hoher waren.

Die Einzelsubstanzen CAPE und PB induzierten eine signifikant reduzierte Proliferationsrate,
jedoch in deutlich unterschiedlichem Ausmaly (CAPE: 18,6 + 4,7 %; PB: 87,1 = 6,7 %,
p <0,05). Mit ESTR (98,2 £ 5,7 %) zeigt sich kein signifikanter Unterschied in der Proliferation
im Vergleich zu unbehandelten Zellen. TAM induziert hingegen eine signifikante Reduktion der

Proliferation auf 0 %.
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ABB. 7:

Zellproliferation [%]
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PROLIFERATION DER FIBROBLASTEN (N = 4) NACH DER EINWIRKUNG VON PROPOLIS UND DEN
KONTROLLSUBSTANZEN. UNBEHANDELTE ZELLEN IN MEDIUM (M+Z) WURDEN AUF 100 % GESETZT. PROPOLIS
A UND PROPOLIS B BEZEICHNEN ZWEI UNTERSCHIEDLICHE PROPOLISSORTEN. CAPE (KAFFEESAURE-
PHENETHYLESTER), PB (PINOBANKSIN), ESTR (ESTRADIOL) UND TAM (TAMOXIFEN) SIND DIE VERWENDETEN
SUBSTANZEN. EIN STRICH MIT STERNCHEN (*) MARKIERT EINE STATISTISCH SIGNIFIKANTE ABWEICHUNG
INNERHALB DER JEWEILIGEN GRUPPE (P < 0,05), WAHREND EIN STERNCHEN OHNE STRICH EINE SIGNIFIKANTE
ABWEICHUNG GEGENUBER M+Z DARSTELLT. DIE DATEN BASIEREN AUF MITTELWERTEN &
STANDARDABWEICHUNG.
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Osteoblasten

Die konzentrationsabhangige Wirkung von Propolis A und B auf die Zellproliferation der
Osteoblasten zeigt die Abb. 8. Auch hier ist unabhangig von der Propolissorte eine vollstandige
Hemmung (0 %) der Proliferation unter Einfluss der héchsten Konzentration an Propolis (1:1)
zu beobachten. Mit den Verdinnungsstufen 1:10 (Propolis A: 25,6 %, Propolis B: 30,2 %) ist
die Proliferation deutlich reduziert. Mit zunehmender Verdinnung (1:50) steigt die
Proliferationsrate (Propolis A: 50,6 %, Propolis B: 63,6 %) an und erreicht den hochsten Wert
mit Propolis in der Verdinnungsstufe 1:100 (Propolis A: 68,8 %, Propolis B: 90,6 %). Hierbei
ist auch ein Unterschied des prozentualen Anstiegs, abhangig von den Propolissorte,
erkennbar. Die Messwerte von Propolis B sind hierbei héher als die von Propolis A. Eine
antiproliferative Wirkung auf die Osteoblasten hatten die Substanzen CAPE (3,1 %) und TAM
(1,3 %). Wohingegen Zellen, die mit PB behandelt wurden, eine niedrige Proliferation zeigten
(PB: 47,0 %). ESTR hatte eine ahnlich hohe Proliferationsrate, wie Osteoblasten unter Einfluss
von Propolis B in 1:100 (ESTR: 89,7 %).
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ABB. 8: PROLIFERATION DER OSTEOBLASTEN (N = 1) NACH DER EINWIRKUNG VON PROPOLIS UND DEN

KONTROLLSUBSTANZEN. UNBEHANDELTE ZELLEN IN MEDIUM (M+Z) WURDEN AUF 100 % GESETZT. PROPOLIS A UND
PROPOLIS B BEZEICHNEN ZWElI UNTERSCHIEDLICHE PROPOLIS-VARIANTEN. CAPE (KAFFEESAURE-
PHENETHYLESTER), PB (PINOBANKSIN), ESTR (ESTRADIOL) UND TAM (TAMOXIFEN) SIND DIE VERWENDETEN

SUBSTANZEN. DIE DATEN BASIEREN AUF MITTELWERTEN.
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Viabilitatstest

Fibroblasten

Die Abb. 9 =zeigt eine zunehmende Viabilitat der Fibroblasten mit steigender
Propolisverdinnung und den Einfluss der Kontrollsubstanzen auf die Zellen.

Hoch konzentrierte Propolis (1:1), unabhangig von der Sorte, induzierte eine vollige Hemmung
der Viabilitat (Propolis A und B: 0 %, p < 0,05). Es sind keine lebenden Zellen mehr messbar
gewesen, analog zur Negativkontrolle TAM. Ebenfalls stark viabilitdtsinhibierende Effekte
zeigte CAPE (2,8 + 1,8 %, p < 0,05). Eine signifikante Inhibition der Viabilitdt von unter 50 %
war bei einer sortenunabhangigen Propolisverdinnung von 1:10 zu erkennen (Propolis A: 41,5
t 3,2 %, Propolis B: 47,4 + 2,4 %, p <0,05). Die Verdinnungsstufen 1:50 und 1:100 hatten
hingegen keinen signifikanten Einfluss auf die Zellviabilitdt. Die Fibroblasten, die mit 1:50
verdinnte Propolis behandelt wurden sind, wiesen eine Viabilitdt von Uber 90 % auf
(Propolis A: 93,9 + 0,9 %, Propolis B: 97,4 £ 7,2 %) und die mit der Verdinnungsstufe 1:100
behandelten Zellen von Gber 100 % (Propolis A: 108,8 * 3,6 %, Propolis B: 107,1 £ 7,3 %).
Damit unterschieden sich beide Verdinnungsstufen (1:50 und 1:100) statistisch nicht von
unbehandelten Zellen im Zellkulturmedium. Auch ESTR hatte keinen signifikanten Effekt auf
die Viabilitat der Zellen (ESTR: 102,3 + 2,3 %). Nur PB (112,6 + 4,5 %, p < 0,05) zeigte eine

signifikant viabilitatssteigernde Wirkung auf die Fibroblasten.
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ABB. 9: DIE VIABILITAT DER FIBROBLASTEN (N = 4) NACH DER EINWIRKUNG VON PROPOLIS UND DEN KONTROLLSUBSTANZEN.
UNBEHANDELTE ZELLEN IN MEDIUM (M+Z) WURDEN AUF 100 % GESETZT. PROPOLIS A UND PROPOLIS B BEZEICHNEN
ZWEI UNTERSCHIEDLICHE PROPOLIS-VARIANTEN. CAPE (KAFFEESAURE-PHENETHYLESTER) UND PB (PINOBANKSIN)
SOWIE DIE WEITEREN SUBSTANZEN ESTRADIOL (ESTR) UND TAMOXIFEN (TAM) SIND DIE VERWENDETEN SUBSTANZEN.
EIN STRICH (*) MARKIERT EINE STATISTISCH SIGNIFIKANTE ABWEICHUNG INNERHALB DER JEWEILIGEN GRUPPE (P <
0,05), WAHREND EIN STERNCHEN OHNE STRICH EINE SIGNIFIKANTE ABWEICHUNG GEGENUBER M+Z DARSTELLT. DIE
DATEN BASIEREN AUF MITTELWERTEN + STANDARDABWEICHUNG.
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Osteoblasten

Auch bei den Osteoblasten zeigen die Ergebnisse des Viabilitatstest, welche in Abb. 10
dargestellt sind, dass die hoch konzentrierten Propolissorten (1:1) zu einer vollstandigen
Inhibition der Zellviabilitat fihrten (Propolis A: und B: 0 %). In der Verdinnungsstufe 1:10 der
Propolis A (70,7 %) stieg die Viabilitat auf Gber 70 % an. Wahrend Propolis B (80,8 %) in der
Verdunnungsstufe 1:10 die Viabilitdt auf Uber 80 % steigerte. Mit zunehmender
Verdinnungsstufe war auch eine sortenunabhangige Steigerung der viablen Zellen messbar
(1:50 Propolis A: 94,7 %, 1:50 Propolis B: 92,7 %, 1:100 Propolis A: 101,9 %, 1:100
Propolis B: 98,2 %). Ahnlich induzierende Effekte zeigten auch die Kontrollen mit PB (98,4 %)
und ESTR (84,0 %). Wohingegen CAPE (2,2 %) und TAM (0,7 %) die Zellviabilitat stark

inhibierten.
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ABB. 10: DIE VIABILITAT DER OSTEOBLASTEN (N = 1) NACH DER EINWIRKUNG VON PROPOLIS UND DEN KONTROLLSUBSTANZEN.
UNBEHANDELTE ZELLEN IN MepDium (M+Z) WURDEN AUF 100 % GESETzT. PROPOLIS A UND PRoPOLIS B
BEZEICHNEN ZWEI UNTERSCHIEDLICHE PROPOLIS-VARIANTEN. CAPE (KAFFEESAURE-PHENETHYLESTER) UND PB
(PINOBANKSIN) SOWIE DIE WEITEREN SUBSTANZEN ESTRADIOL (ESTR) UND TAMOXIFEN (TAM) WURDEN GETESTET.
Die DATEN BASIEREN AUF MITTELWERTEN.
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Apoptosetest

Fibroblasten

Die Apoptoserate der unbehandelten Fibroblasten (21,2 £ 2,0 %) und der mit Propolis sowie
mit Kontrollsubstanzen behandelten Zellen ist in Abb. 11 veranschaulicht.

Unter dem Einfluss von allen Propolisverdiinnungsstufen zeigte sich eine sortenunabhangige
signifikante Reduzierung der Apoptoserate. In der Zellkultur mit hochkonzentrierter Propolis
(1:1) war keine Apoptoserate mehr messbar (Propolis A und B: 0 %, p < 0,05). Auch flr die
Zellen, die mit den Verdinnungsstufen 1:10 behandelt wurden, war nur eine sehr schwache
Rate nachweisbar (Propolis A: 55 + 1,5%, PropolisB: 2,0 + 0,2%, p<0,05). Die
Apoptoserate belief sich auf rund 10 % mit zunehmender Verdlinnungsstufe (1:50
Propolis A:10,6 = 2,4 %, 1:50 Propolis B: 9,8 = 1,0 %,1:100 Propolis A: 12,0 = 1,7 %,
Propolis B: 11,7 £ 1,2 %, p < 0,05).

Die Messwerte der mit CAPE (21,8 + 6,3 %) behandelten Fibroblasten unterschieden sich
statistisch nicht von den der unbehandelten Zellen. Die Substanzen PB (55,1 + 12,8 %) und
ESTR (59,8 = 15,7 %) induzierten hingegen die apoptotischen Zellen auf Uber 50 %. Eine

maximale Apoptoserate (100 %, p < 0,05) wurde mit Caspase erreicht.
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ABB. 11: DIE APOPTOSE DER FIBROBLASTEN (N = 3) NACH DER EINWIRKUNG VON PROPOLIS UND DEN KONTROLLSUBSTANZEN.
MiT CaspASeE (CAS) BEHANDELTE ZELLEN WURDEN AUF 100 % GESETzT. PROPOLIS A UND PROPOLIS B
BEZEICHNEN ZWEI UNTERSCHIEDLICHE PROPOLIS-VARIANTEN. CAPE (KAFFEESAURE-PHENETHYLESTER) UND PB
(PINOBANKSIN) SOWIE DIE WEITEREN SUBSTANZEN ESTRADIOL (ESTR) UND CAS (CASPASE) WURDEN GETESTET.
EIN STERNCHEN (*) STELLT EINE SIGNIFIKANTE ABWEICHUNG GEGENUBER UNBEHANDELTEN ZELLEN IN MEDIUM
(M+Z) DAR. DIE DATEN BASIEREN AUF MITTELWERTEN + STANDARDABWEICHUNG.
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Osteoblasten

Wie in Abb. 12 dargestellt betrug die Apoptoserate fur die unbehandelten Osteoblasten 22,6 %
und die maximale Rate von 100 % wurde durch Caspase induziert. Die Propolisverdinnungen
und auch die Kontrollsubstanzen zeigten eine reduzierte Anzahl apoptotischer Zellen, im
Vergleich zu den unbehandelten Zellen im Medium.

Auch bei den Osteoblasten fuhrte die hochkonzentrierte Propolis (1:1) sortenunabhangig zu
einer Senkung der Apoptoserate auf 0 % und die Verdinnungsstufe 1:10 hatte nur sehr
geringe apoptotische Effekte (Propolis A: 3,7 %, Propolis B: 2,9 %). In den Verdlinnungsstufen
1:50 (Propolis A: 10,7 %, Propolis B: 10,8 %) und 1:100 (Propolis A: 12,7 %, Propolis B:
11,7 %) stiegen die Messwerte auf tber 10 % an.

Der Einfluss von CAPE war mit 8,2 % &hnlich gering, wie der von hochverdunnter Propolis.
Wohingegen PB (18,0 %) und ESTR (18,7 %) eine ahnliche Anzahl apoptotischer Zellen
aufwiesen, wie die unbehandelten Osteoblasten im Medium.
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ABB. 12: DIE APOPTOSE DER OSTEOBLASTEN (N = 1) NACH DER EINWIRKUNG VON PROPOLIS UND DEN KONTROLLSUBSTANZEN.
MiT CaspASE (CAS) BEHANDELTE ZELLEN WURDEN AUF 100 % GESETzT. PRoPOLIS A UND PRoPOLIS B
BEZEICHNEN ZWEI UNTERSCHIEDLICHE PROPOLIS-VARIANTEN. CAPE (KAFFEESAURE-PHENETHYLESTER) UND PB

(PINOBANKSIN) SOWIE DIE WEITEREN SUBSTANZEN ESTRADIOL (ESTR) UND CAS (CASPASE) WURDEN GETESTET.
DI DATEN BASIEREN AUF MITTELWERTEN.
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Zytotoxizitatstest

Fibroblasten

Die zytotoxische Wirkung von Propolis und den Kontrollsubstanzen ist prozentual in Abb. 13
dargestellt. Sie spiegelt die Dead-Cell-Protease-Aktivitat wieder und diente als Maf fir die
Anzahl der geschadigten Zellen in der Zellkultur.

Die Kontrolle mit Triton X-100 (TRI) fuhrte zu einer 100 %igen Zytotoxizitat, somit lieRen sich
keine lebenden Zellen im Medium feststellen. CAPE induzierte ebenfalls eine fast vollstandige
zytotoxische Wirkung (96,9 += 4,5%, p<0,05). Auch hochkonzentrierte Propolis
(Verdinnungsstufe 1:1) hatte einen starken signifikanten zytotoxischen Effekt, der fir beide
Propolissorten 100% betrug (p < 0,05). Alle anderen verwendeten Propolisverdinnungsstufen
und Kontrollsubstanzen (PB und ESTR) zeigten keinen signifikant unterschiedlichen Gehalt
an zytotoxischen Zellen im Vergleich zu den unbehandelten Fibroblasten (M+Z: 24,4
10,5 %).

Fir die 1:10 Propolisverdinnung war die Messung nicht auswertbar auf Grund eines

unbekannten Messfehlers und konnte deswegen nicht im Diagramm dargestellt werden.
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ABB. 13: ZYTOTOXIZITAT DER FIBROBLASTEN (N = 4) NACH DER EINWIRKUNG VON PROPOLIS. ZELLEN, DIE MIT TRITON X-100
(TRI) BEHANDELT WURDEN, WURDEN AUF 100 % GESETzT. PROPOLIS A UND PROPOLIS B BEZEICHNEN ZWEI
UNTERSCHIEDLICHE PROPOLIS-VARIANTEN. CAPE (KAFFEESAURE-PHENETHYLESTER) UND PB (PINOBANKSIN)
SOWIE DIE WEITEREN SUBSTANZEN ESTRADIOL (ESTR) unD TRI (TRITON X-100) WURDEN GETESTET. EIN
STERNCHEN (*) STELLT EINE SIGNIFIKANTE ABWEICHUNG GEGENUBER UNBEHANDELTEN ZELLEN IN MEDIUM (M+2Z)
DAR. DIE DATEN BASIEREN AUF MITTELWERTEN + STANDARDABWEICHUNG.
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Osteoblasten

Die Abb. 14 stellt die zytotoxischen Effekte der Propolisverdinnungen und Kontrollsubstanzen
auf die ausgewahlten Osteoblasten dar. Unbehandelte Osteoblasten zeigten eine geringe
Anzahl (9,9 %) zytotoxischer Zellen im Medium. Die Kontrolle mit Triton X-100 (TRI) fuhrte
hingegen zum vollstdndigen Zelluntergang und die Toxizitdt betrug demzufolge 100 %.
Hochkonzentrierte Propolis (Verdlinnungsstufe 1:1) hatte dieselben zytotoxischen Effekte auf
die Osteoblasten, daher waren keine lebenden Zellen messbar (Propolis A und B: 0 %). Auch
die Verdunnungsstufe 1:10 verursachte in der Zellkultur eine sortenunabhangig hohe
zytotoxische Aktivitat (Propolis A: 77,9 %, Propolis B: 79,2 %). Eine inhibierende Wirkung auf
die Zytotoxizitat zeigten hingegen beide Propolissorten der Verdinnungsstufe 1:50
(Propolis A: 7,2 %, Propolis B: 5,6 %). Eine ahnlich geringe Zytotoxizitat, wie die der
unbehandelten Osteoblasten, waren fir die Zellen mit der Verdinnungsstufe 1:100
(Propolis A: 16,1 %, Propolis B: 13,7 %), PB (16,6 %) und ESTR (19,0 %) nachweisbar.
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ABB. 14: ZYTOTOXIZITAT DER OSTEOBLASTEN (N = 1) NACH DER EINWIRKUNG VON PROPOLIS. ZELLEN, DIE MIT TRITON X-100
(TRI) BEHANDELT WURDEN, WURDEN AUF 100 % GESETzT. PROPOLIS A UND PROPOLIS B BEZEICHNEN ZWEI
UNTERSCHIEDLICHE PROPOLIS-VARIANTEN. CAPE (KAFFEESAURE-PHENETHYLESTER) UND PB (PINOBANKSIN)
SOWIE DIE WEITEREN SUBSTANZEN ESTRADIOL (ESTR) UND TRI (TRITON X-100) WURDEN GETESTET.
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4.4 METHODEN ZUR ANALYSE DES ZELLMETABOLISMUS

Messung der Glukosekonzentration

Fibroblasten

Die Untersuchungen zeigten (Abb. 15) nur geringe Schwankungen der Glukosekonzentration
im Medium der behandelten und unbehandelten Fibroblasten. Das Medium ohne Zellen hatte
eine Konzentration von 20,7 mmol/l und zeigte nach der Zellkultivierung eine minimal
geringere Konzentration von 19,6 mmol/l, welche fur die Messung als Vergleichswert diente.
Beide Propolissorten der Verdinnungsstufen 1:1 hatten nur unwesentlichen Einfluss auf die
Glukosekonzentration  (Propolis A: 19,3 mmol/l, Propolis B: 19,1 mmol/l). In der
Verdunnungsstufe 1:10 stieg die Konzentration sortenunabhangig an. Unterschiedliche
Wirkungen der Sorten waren in den Verdinnungsstufen 1:50 und 1:100 erkennbar. Wahrend
die Propolis A (1:50: 18,7 mmol/l) und PropolisB (1:100: 18,8 mmol/l) reduzierte
Glukosekonzentrationen aufwiesen, zeigte sich eine Erhéhung fur die mit Propolis B (1:50:
19,7 mmol/l) und Propolis A (1:100: 20,7 mmol/l) behandelten Fibroblasten.

Die Kontrollsubstanzen CAPE (18,4 mmol/l) und PB (17,6 mmol/l) wirkten inhibierend, wobei
die Glukosekonzentration im Medium der mit PB behandelten Zellen am niedrigsten von allen
Testsubstanzen war. Fibroblasten mit ESTR (20,0 mmol/l) und TAM (21,7 mmol/l) hatten die
hochsten Glukosekonzentrationen. TAM Uberstieg damit nicht nur die der unbehandelten

Zellen Uberstieg, sondern auch die des zellfreien Mediums.
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ABB. 15: GEHALT DER GLUKOSE IM MEDIUM VON FIBROBLASTEN (N = 1) NACH DER EINWIRKUNG VON PROPOLIS UND
DEN KONTROLLSUBSTANZEN. M STEHT FUR MEDIUM OHNE ZUSATZE UND M+Z FUR ZELLEN IN MEDIUM.
PROPOLIS A UND PROPOLIS B BEZEICHNEN ZWEI UNTERSCHIEDLICHE PROPOLIS-VARIANTEN. CAPE
(KAFFEESAURE-PHENETHYLESTER) UND PB (PINOBANKSIN) SOWIE DIE WEITEREN SUBSTANZEN ESTRADIOL
(ESTR) uND TAMOXIFEN (TAM) WURDEN GETESTET. DIE DATEN BASIEREN AUF MITTELWERTEN.
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Osteoblasten

Die Abb. 16 zeigt die Glukosekonzentration der Osteoblasten im Medium. Fur eine bessere
Darstellung wurde eine Skalierung von 4,5 mmol/l bis 6,5 mmol/l verwendet. Das Medium der
kultivierten Zellen zeigte eine Glukosekonzentration von 4,9 mmol/l und diente als
Vergleichswert.

Einen geringeren Wert als unbehandelte Osteoblasten zeigten nur behandelte Zellen mit
Verdinnungsstufe 1:100 der Propolis A (4,8 mmol/l) sowie PB (4,7 mmol/l) oder ESTR
(4,6 mmol/l). Alle anderen Propolisverdinnungen und Kontrollsubstanzen vermittelten einen
Anstieg des Glukosegehaltes im Medium.

Keine Substanz verursachte eine Zunahme der Glukosekonzentration im Vergleich zu dem
zellfreien Medium (6,34 mmol/l).
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ABB. 16: GEHALT DER GLUKOSE IM MEDIUM VON OSTEOBLASTEN (N = 1) NACH DER EINWIRKUNG VON PROPOLIS UND
DEN KONTROLLSUBSTANZEN. M STEHT FUR MEDIUM OHNE ZUSATZE UND M+Z FUR ZELLEN IN MEDIUM.
PrRoPOLIS A UND PROPOLIS B BEZEICHNEN ZWEI UNTERSCHIEDLICHE PROPOLIS-VARIANTEN. CAPE
(KAFFEESAURE-PHENETHYLESTER) UND PB (PINOBANKSIN) SOWIE DIE WEITEREN SUBSTANZEN ESTRADIOL
(ESTR) uND TAMOXIFEN (TAM) WURDEN GETESTET. DIE DATEN BASIEREN AUF MITTELWERTEN.
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Messung der Laktatkonzentration

Fibroblasten

Die Laktatkonzentration von kultivierten Fibroblasten belief sich auf 4,0 mmol/l. Unter Zugabe
der Propolisverdiinnungen, unabhangig von der Sorte, sowie den Kontrollsubstanzen zeigte
sich eine Absenkung der Laktatkonzentration im Zellmedium (Abb. 17). Besonders deutlich
wurde dies bei der Propolisverdinnungsstufe 1:1 (Propolis A und B: 1,5 mmol/l). Mit
steigender Verdinnungsstufe stieg auch die Laktatkonzentration leicht an, wobei 2,7 mmol/l
(Propolis B 1:50) nicht von den Propolissorten Uberschritten wurden. PB und ESTR zeigten
hingegen mit iber 3 mmol/l die héchsten Messwerte (PB: 3,3 mmol/l, ESTR: 3,5 mmol/l).

Das zellfreie Medium (M: 2,1 mmol/l) zeigte eine auf 50 % reduzierte Laktatkonzentration im
Vergleich zu den kultivierten Fibroblasten.
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ABB. 17: GEHALT DER LAKTATKONZENTRATION IM MEDIUM VON FIBROBLASTEN (N = 1) NACH DER EINWIRKUNG VON
PROPOLIS UND DEN KONTROLLSUBSTANZEN. M STEHT FUR MEDIUM OHNE ZUSATZE UND M+Z FUR ZELLEN
IN MEDIUM. PROPOLIS A UND PROPOLIS B BEZEICHNEN ZWEI UNTERSCHIEDLICHE PROPOLIS-VARIANTEN.
CAPE (KAFFEESAURE-PHENETHYLESTER) UND PB (PINOBANKSIN) SOWIE DIE WEITEREN SUBSTANZEN
EsTrADIOL (ESTR) UND TAMOXIFEN (TAM) WURDEN GETESTET. DIE DATEN BASIEREN AUF
MITTELWERTEN.
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Osteoblasten

In der Abb. 18 ist die Laktatkonzentration der Osteoblasten dargestellt. Auch hier ist die
Laktatkonzentration der unbehandelten Zellen am grofiten (M+Z: 5,8 mmol/l). Mit
zunehmender Propolisverdinnung steigt auch der Laktatwert im Medium an und erreicht auch
hier den héchsten Wert mit Propolis B in der Verdunnungsstufe 1:50 (4,6 mmol/l). Werden die
Kontrollsubstanzen betrachtet, so zeigt sich bei den mit PB kultivierten Zellen (5,7 mmol/l) eine

ahnlich hohe Laktatkonzentration, wie die im Medium der unbehandelten Zellen.
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ABB. 18: GEHALT DER LAKTATKONZENTRATION IM MEDIUM VON OSTEOBLASTEN (N = 1) NACH DER
EINWIRKUNG VON PROPOLIS UND DEN KONTROLLSUBSTANZEN. M STEHT FUR MEDIUM OHNE
ZUSATZE UND M+Z FUR ZELLEN IN MEDIUM. PROPOLIS A UND PROPOLIS B BEZEICHNEN ZWEI
UNTERSCHIEDLICHE PROPOLIS-VARIANTEN. CAPE (KAFFEESAURE-PHENETHYLESTER) UND PB
(PINOBANKSIN) SOWIE DIE WEITEREN SUBSTANZEN ESTRADIOL (ESTR) UND TAMOXIFEN (TAM)
WURDEN GETESTET. DIE DATEN BASIEREN AUF MITTELWERTEN.
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Bestimmung des pH-Wertes

Fibroblasten

Die verwendeten Propolissorten in den verschiedenen Verdinnungsstufen und die
Kontrollsubstanzen beeinflussten den pH-Wert nur in geringem Malle, wie die Abb. 19
veranschaulicht. Die pH-Werte bewegten sich zwischen 8,00 bis 8,21. Ab einer
Verdinnungsstufe von 1:10 zeigte sich eine Tendenz der Propolis B fur héhere pH-Werte im
Vergleich zu Propolis A.

Alle Substanzen wiesen einen hdéheren pH-Wert als die unbehandelten Fibroblasten auf
(M+Z: 8,00).
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ABB. 19: DARSTELLUNG DES PH-WERTES DER FIBROBLASTEN IM MEDIUM NACH DER EINWIRKUNG VON
PROPOLIS UND DEN KONTROLLSUBSTANZEN. M STEHT FUR MEDIUM OHNE ZUSATZE UND M+Z FUR
MEeDIUM MIT ZUSATZEN. PROPOLIS A UND PROPOLIS B BEZEICHNEN ZWEI UNTERSCHIEDLICHE
PRoPOLIS-VARIANTEN. CAPE (KAFFEESAURE-PHENETHYLESTER) UND PB (PINOBANKSIN) SOWIE DIE
WEITEREN SUBSTANZEN ESTRADIOL (ESTR) UND TAMOXIFEN (TAM) WURDEN GETESTET. DIE DATEN
BASIEREN AUF MITTELWERTEN.
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Osteoblasten

Die Abb. 20 stellt die pH-Werte der Osteoblasten im Medium dar. Auch bei den Osteoblasten
haben die verwendeten Propolissorten in den verschiedenen Verdinnungsstufen und die
Kontrollsubstanzen einen unwesentlichen Einfluss auf den pH-Wert des Zellkulturmediums.
Alle Messwerte bewegten sich zwischen 8,01 bis 8,20.

Es Iasst sich eine Tendenz fur héhere pH-Werte bei Kultivierung der Zellen mit Propolis B im
Vergleich zu Propolis A erkennen. Die mit Propolis A behandelte Zellen, unabhangig von der
Verdunnungsstufe, hatten einen niedrigeren pH-Wert als unbehandelte Zellen (M+Z: 8,11). In
der Verdinnungsstufe 1:10 von Propolis A (8,01) wurde sogar der pH-Wert des zellfreien
Mediums (M: 8,04) unterschritten.
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ABB. 20: DARSTELLUNG DES PH-WERTES DER OSTEOBLASTEN IM MEDIUM NACH DER EINWIRKUNG VON
PROPOLIS UND DEN KONTROLLSUBSTANZEN. M STEHT FUR MEDIUM OHNE ZUSATZE UND M+Z FUR
MEeDIUM MIT ZUSATZEN. PROPOLIS A UND PROPOLIS B BEZEICHNEN ZWEI UNTERSCHIEDLICHE
PRoPOLIS-VARIANTEN. CAPE (KAFFEESAURE-PHENETHYLESTER) UND PB (PINOBANKSIN) SOWIE DIE
WEITEREN SUBSTANZEN ESTRADIOL (ESTR) UND TAMOXIFEN (TAM) WURDEN GETESTET. DIE DATEN
BASIEREN AUF MITTELWERTEN.
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V. DISKUSSION

Die vorliegende Studie untersuchte die biologischen Effekte zweier deutscher Propolissorten
und zwei isolierten Inhaltsstoffen (CAPE und PB) auf menschliche Fibroblasten und

Osteoblasten unter Berlcksichtigung eines breiten Spektrums an Konzentrationen.

Die Auswahl der verwendeten Zelltypen basiert auf ihrer zentralen Bedeutung fur die
Wundheilung und Geweberegeneration, die essenziell fur den zahnmedizinischen Kontext
sind und eine Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf klinische Anwendungen ermdglichen soll.
Fibroblasten spielen eine Schlisselrolle bei der Heilung von Weichgewebe durch die
Kollagensynthese und Zellmigration, wahrend Osteoblasten fur die Knochenbildung und
Regeneration von Hartgewebe unverzichtbar sind [169, 183]. Beide Zelltypen zeichnen sich
zudem auch durch ihre Robustheit und Reproduzierbarkeit in Zellkulturen aus, was sie zu
geeigneten Modellen fur in vitro Studien macht [187].

Die Einwirkzeit der Propolis auf die Zellen wurde auf 24 Stunden festgelegt, was ein Standard
fur in vitro Studien zur Untersuchung initialer Effekte bioaktiver Substanzen darstellt [72]. Diese
Zeitspanne war ausreichend, um erste zellulare Reaktionen auf Propolis zu detektieren, ohne

adaptive Mechanismen oder chronische Einfllisse zu berlcksichtigen.

Die Untersuchung umfasste verschiedene Verdiinnungen von Propolis (1:1, 1:10, 1:50 und
1:100), wobei die Konzentration von 1:1 die héchste Propolis-Dosierung reprasentiert, die
vollstandig mit Ethanol geldst werden konnte. Die weiteren Verdinnungsstufen wurden mit
Ethanol hergestellt, um die konzentrationsabhangige Wirkung von Propolis auf
Zellproliferation, Viabilitat, Apoptose, Zytotoxizitat und dem Zellmetabolismus zu bewerten.
Des Weiteren reprasentieren die gewahlten Verdinnungen mdgliche praxisnahe
therapeutische Einsatzszenarien, erschweren jedoch den Vergleich mit Studien, die
Konzentrationen in Mikrogramm pro Milliliter angeben. Eine chemische Umrechnung kdnnte
in zukinftigen Studien dazu beitragen, die Ergebnisse direkt mit bestehenden Daten zu

vergleichen.

Die Wahl des Ldsungsmittels bei der Extraktion von Propolis beeinflusst mafigeblich die
Zusammensetzung und biologische Aktivitat der gewonnenen Extrakte [147]. Unterschiedliche
Ldsungsmittel kdbnnen verschiedene bioaktive Komponenten extrahieren, was zu variierenden
therapeutischen Eigenschaften fuhrt. Ethanol, insbesondere in Konzentrationen zwischen
60 % und 80 %, wird haufig zur Extraktion von Propolis verwendet [120]. Studien zeigen, dass
70 %iger Ethanol eine hohe Ausbeute an phenolischen Verbindungen und Flavonoiden liefert
[147], die fur die antimikrobielle und antioxidative Aktivitat verantwortlich sind [147, 185, 216].
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Daher wurden fur die Untersuchungen mit Ethanol geloste Propolis verwendet Die
Verdunnungen wurden jeweils mit der ursprunglichen Ethanolkonzentration hergestellt (70 %
Ethanol fur Propolis A, 96 % Ethanol fir Propolis B), um die Zusammensetzung der Extrakte
nicht durch einen Losungsmittelwechsel zu verandern.

Zwar hat sich Ethanol als effektives Lésungsmittel etabliert, doch birgt seine Verwendung
potenzielle Nachteile. Ethanol kann die Mundschleimhaut reizen und bei Idangerer Anwendung
eine zytotoxische Wirkung entfalten [162], was bei der therapeutischen Nutzung in der
Zahnmedizin problematisch sein kdnnte. Ein vielversprechender Ansatz fir zukinftige Studien
kénnte die Untersuchung alternativer Losungsmittel zur Extraktion deutscher Propolis sein,
insbesondere im Hinblick auf die Anwendung in der Zahnmedizin. Wassrige Extrakte kdnnten
eine weniger irritierende Alternative fur die Anwendung auf der Mundschleimhaut darstellen.
Ein Nachteil ist jedoch, dass sie hauptsachlich wasserlésliche Komponenten extrahieren und
die Konzentration an bioaktiven Verbindungen oft geringer ist [147, 185]. Einen Kompromiss
stellen wassrige Ethanolextrakte dar, sie sind milder und besser vertraglich fiur die
Schleimhaute. Durch den Zusatz geringer Ethanolmengen kann die Extraktion von
phenolischen Verbindungen verbessert werden, ohne die Biokompatibilitdt wesentlich zu
beeintrachtigen [185].

In einer anderen Studie zeigten Propolisextrakte, die mit Aceton und DMSO geldst wurden,
dass DMSO-Extrakte im Vergleich zu Aceton-Extrakte eine starkere antimikrobielle Wirkung
gegen eine Vielzahl von Mikroorganismen entfalten, aber es wurden keine Aussagen in
Hinblick auf die Biokompatibilitat getatigt [192].

Zukunftige Untersuchungen sollten darauf abzielen, alternative Lésungsmittel fiir Propolis fiir
die Zahnmedizin zu bewerten, um die Extraktionseffizienz und die biokompatiblen
Eigenschaften zu optimieren. Ziel sollte es sein, Extrakte zu entwickeln, die sowohl wirksam

als auch gut vertraglich sind, um die klinische Anwendung von Propolis zu erleichtern.

Eine zusatzliche Herausforderung stellt die weltweit variierende chemische
Zusammensetzung von Propolis dar. Ein wichtiger Punkt dieser Arbeit war es daher, die
Wirkung deutscher Propolis zu untersuchen, um die Forschungslicken von Propolis aus

unterschiedlichen Regionen der Welt zu verkleinemn.

Standardisierte Formulierungen und analytische Methoden wie die HPLC kdénnen dazu
beitragen, spezifische bioaktive Verbindungen zu identifizieren und zu quantifizieren, um
reproduzierbare und sichere Anwendungen zu gewahrleisten.

Die HPLC-Analyse der vorliegenden Studie zeigte, dass die zwei deutschen Propolissorten
ein leicht abweichendes Substanzprofil aufwiesen. Das bestatigt den Einfluss durch

klimatische und geografische Variablen auf die chemische Zusammensetzung und die
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biologische Aktivitat von Propolis [13]. Die chemische Zusammensetzung von Propolis wird
auch durch Umweltfaktoren wie Temperatur, Vegetation und Bienenarten, beeinflusst [7, 12].
Studien zeigen [21, 120, 170] dass saisonale Schwankungen die Mengen und Arten der
enthaltenen Flavonoide und Phenolsauren verandern kdnnen, was die Unterschiede zwischen
Propolis A und B erkldren konnte. Diese Erkenntnisse betonen die Notwendigkeit einer
detaillierten chemischen Analyse, um die therapeutischen Eigenschaften von Propolis besser

zu verstehen und die Wirkungen vorherzusagen.

Die Standardisierung von Propolis stellt eine wesentliche Herausforderung dar, da wie bereits
erwahnt, die chemische Zusammensetzung von Faktoren wie geografischer Herkunft,
klimatischen Bedingungen und der lokalen Flora abhangt [7, 12, 89]. Aufgrund dieser
natirlichen Variabilitdt ist es schwierig, einheitliche Qualitdtsstandards flr Propolis
festzulegen. Die fehlende Standardisierung kann die Vergleichbarkeit von
Forschungsergebnissen beeintrachtigen und die therapeutische Anwendung erschweren. Ein
Ansatz zur Standardisierung kénnte der EPP-AF® (Extracto de Prépolis Padronizado Apis
Flora) darstellen. Der EPP-AF® stammt aus Brasilien und wurde von der Firma Apis Flora
entwickelt und hergestellt. Es handelt sich um einen patentierten standardisierten
Propolisextrakt, der auf die chemischen Zusammensetzung brasilianischer Propolis basiert [1].
Dieser Ansatz versucht, die natlrliche Variabilitdt von Propolis durch die Festlegung
spezifischer chemischer Marker wie Flavonoide, Phenolsduren und anderen bioaktiven
Verbindungen zu minimieren. Es wird eine reproduzierbare Zusammensetzung angestrebt, die
durch chemische Analysen und Qualitatskontrollen gewahrleistet werden soll. Eine Studie
zeigt, dass dieser standardisierte Extrakt antimikrobielle, entzindungshemmende und
wundheilungsférdernde Eigenschaften besitzt, wobei eine optimale Konzentration von 3,6 %
fur die therapeutische Anwendung identifiziert wurde [18]. Der Hersteller von EPP-AF® weist
trotz patentierter Herstellung auf die natirliche Variabilitat der Propolis hin, was die langfristige
Reproduzierbarkeit erschwert. Dennoch kann die Verwendung von standardisierten Extrakten
die Vergleichbarkeit zwischen Studien verbessern und die Entwicklung medizinischer

Produkte erleichtern.

Variationen in den chemischen Bestandteilen von Propolis beeinflussen nicht nur dessen
Zusammensetzung, sondern auch die Art und Weise, wie es mit Zielzellen und Geweben
interagiert. Dies macht deutlich, wie wichtig die gezielte Auswahl spezifischer Zellkulturen ist,
die reprasentativ fur die angestrebten klinischen Anwendungen sind. Dabei spielt die Fahigkeit
der Zellen, auf die bioaktiven Komponenten von Propolis zu reagieren, eine entscheidende
Rolle.
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Ein zentraler Mechanismus in der Zellbiologie und Pharmakologie ist die Bindung von
bioaktiven Substanzen (Liganden) an spezifische Rezeptoren auf oder in Zellen. Diese
Interaktion 16st eine Reihe biologischer Prozesse aus, die von Signaltransduktion bis zur
Zellantwort reichen. In diesem Zusammenhang war die immunhistochemische Untersuchung
in der vorliegenden Studie unerldsslich, um die Prédsenz und Expression der relevanten
Rezeptoren sicherzustellen. Dadurch konnte nachgewiesen werden, dass die getesteten
Propolisbestandteile an die Zielzellen binden und somit ihre Wirkung entfalten kénnen. Die
immunhistochemische Analyse dieser Studie hatte das Ziel, die Expression von
Ostrogenrezeptoren (ER-a und ER-B) in den verwendeten Zelllinien, Fibroblasten und
Osteoblasten, zu untersuchen. Diese Untersuchung ist zentral, da Ostrogenrezeptoren als
Zielstrukturen fir bioaktive Bestandteile von Propolis, insbesondere CAPE und Flavonoide wie
PB, bekannt sind [6, 125]. Frihere Studien haben gezeigt, dass diese Verbindungen mit
Ostrogenrezeptoren interagieren und deren Signalwege modulieren kdnnen [100, 189]. Die
Ergebnisse zeigten eine deutliche Expression von ER-a und ER-f in beiden Zelltypen. Dies
deutet darauf hin, dass die bioaktiven Effekte von deutscher Propolis durch ER-vermittelte
Signalwege induziert werden. Des Weiteren kann CAPE uber die ER-Rezeptorbindung
entzindungshemmende sowie antioxidative Prozesse auslésen, indem sie an
Ostrogenrezeptoren binden und deren Aktivierung fordern [145]. Die in dieser Studie
dokumentierten Unterschiede zwischen den Effekten von Propolis A und Propolis B kénnten
auf unterschiedliche Affinitaten der Hauptbestandteile zu ER-Subtypen zurlickzuflihren sein.

Des Weiteren konnte durch die immunhistochemischen Untersuchungen sichergestellt
werden, dass die verwendete Positivkontrolle ESTR und Negativkontrolle TAM, die tGber ER-a
und ER-B binden, gegensatzlich auf die Zellen einwirken kénnen. ESTR férdert tber den
ER-Signalweg die Zellproliferation und Viabilitdt, ohne zytotoxisch zu wirken, indem es
spezifische Gene und die MAPK im Zellkern aktiviert [74, 124]. Wohingegen TAM, ein
ER-Antagonist, apoptotische Signalwege aktiviert und so Zelluntergang uber die Aktivierung
von Caspase-3 fordert [209]. Die Verwendung dieser Kontrollen verdeutlicht den Beitrag der
Ostrogenrezeptoren zu den beobachteten Effekten und erméglicht eine Einordnung der
Propoliswirkungen. Dennoch bleibt offen, in welchem Ausmal diese Rezeptoren spezifisch fiir
die Effekte der Propolisbestandteile verantwortlich sind und missen in weiteren Studien noch

naher untersucht werden.

Die Verbindung zwischen Rezeptorbindung und zellularen Reaktionen erlaubt eine detaillierte
Analyse der durch Propolis ausgelosten Effekten fir Fibroblasten und Osteoblasten.
Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurde in den Zelltests untersucht, wie Propolis und seine

Verdinnungen Zellproliferation, Viabilitat, Apoptose und Zytotoxizitat beeinflussen.
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Die Untersuchung der Zellproliferation zeigte, dass beide Propolissorten eine
konzentrationsabhangige Wirkung auf Fibroblasten und Osteoblasten hatten. Propolis A
forderte in niedrigen bis mittleren Konzentrationen (1:50 und 1:100) die Proliferation der
Fibroblasten. Andere Autoren konnten auch den konzentrationsabhdngigen Einfluss von
europaischer Propolis nachweisen, wobei die Konzentration von 50 ug/ml zu einer
Stimulierung des proinflammatorischen Zytokins IL-8 bei den behandelten Fibroblasten flhrte
[102], was eine Schllsselrolle in der Wundheilung spielt [123]. Ein ahnlicher
proliferationsfordernder Effekt von Propolis wurde in einer anderen Studie beschrieben. Ktések
et al. zeigten, dass polnische Propolis in Konzentrationen zwischen 25 und 100 ug/ml die
Proliferation  humaner Gingivafibroblasten steigert, was auf die Freisetzung
wachstumsfordernder  Faktoren wie des  Fibroblasten-Wachstumsfaktors  aFGF
zurtickzufihren ist [93]. Dies deckt sich mit den hier beobachteten Effekten, die insbesondere
bei Propolis A (1:100) signifikant waren. Des Weiteren sind diese Ergebnisse konsistent mit
friheren Studien, die zeigen, dass CAPE Uber den NF-kB-Signalweg proliferationsférdernd
wirkt und oxidativen Stress reduziert [201, 215].

Auch im Hinblick auf die Osteoblasten konnten Rickschlisse auf den Effekt flr die
Knochenneubildung geschlossen werden. Propolis steigerte die Proliferation und
Differenzierung der Osteoblasten, flihrte aber gleichzeitig zu einer Abnahme von
proinflammatorischen Zytokinen, wie IL-18 und TNF-a [182]. In der vorliegenden Studie
zeigten die deutschen Propolissorten dennoch einen insgesamt geringeren
proliferationsférdernden Effekt auf die Osteoblasten. Propolis B fiihrte nur zu einer moderaten
Steigerung der Proliferation in niedrigen Konzentrationen (1:100), im Verglich zu héheren
Konzentrationen, die hemmend wirkten. Dies steht im Einklang mit Studien, die beschreiben,
dass Osteoblasten spezifischere Stimuli benétigen, um ihre Proliferation und Differenzierung
zu fordern [55]. Die geringere Wirkung auf die Osteoblasten, im Vergleich zu den Fibroblasten,
kénnte darauf hindeuten, dass die regenerativen Effekte von Propolis auf den
Knochenstoffwechsel vor allem durch die Unterstiitzung der Differenzierung und
Mineralisierung des Knochengewebes erfolgen als durch die direkte Indizierung der
Proliferation von einzelnen Osteoblasten [205].

Des Weiteren berichtet eine Studie dartiber, dass thailandische Propolis bei Osteoblasten in
niedrigen Konzentrationen (50 ug/ml) die Proliferation und Differenzierung férdern konnte,
wahrend héhere Konzentrationen hemmend wirkten [60]. Ahnliche Beobachtungen fanden
sich in der vorliegenden Studie, in der hdhere Konzentrationen von Propolis die Proliferation
von Osteoblasten reduzierten. Diese Ergebnisse sind fiir potenzielle Anwendungen in der
Geweberegeneration relevant, da sie zeigen, dass Propolis in niedrigen Konzentrationen die

Zellproliferation gezielt féordern kann, ohne zytotoxisch zu wirken.
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Die Zellviabilitdt wurde durch die Behandlung mit beiden Propolissorten gesteigert,
insbesondere bei der Verdinnung von 1:100. CAPE und PB sind als potente Antioxidantien
bekannt und reduzieren oxidativen Stress, der eine der Hauptursachen flr zellulare Schaden
ist [29, 103]. Die Fahigkeit von CAPE, reaktive Sauerstoffspezies (ROS) zu neutralisieren,
kénnte die gesteigerte Viabilitdt insbesondere der Fibroblasten erklaren, da diese Zellen
empfindlich auf oxidative Schaden reagieren [161]. Diese Effekte verdeutlichen, dass Propolis
durch seine antioxidativen und zellschitzenden Eigenschaften zur Férderung der Zellviabilitat
beitragen kann.

Interessanterweise war der Effekt auf die Viabilitat bei Osteoblasten ebenfalls messbar, jedoch
weniger ausgepragt als bei Fibroblasten. Diese Zelltypspezifitdt kdnnte auf Unterschiede im
Stoffwechsel und in den Signalwegen der Zellen zurickzuflihren sein. Wahrend Fibroblasten
durch antioxidative Wirkstoffe wie CAPE stark geschitzt werden, scheinen Osteoblasten eine

geringere Sensitivitat gegenuber Propolis antioxidativen Inhaltsstoffen zu zeigen.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass CAPE eine Apoptoseinduktion in Fibroblasten
bewirkt. Dieser Effekt steht im Einklang mit der Literatur, denn die Inhaltsstoffe der Propolis,
insbesondere CAPE, sind bekannte Aktivatoren apoptotischer Signalwege, die die Caspase-
Aktivitat steigern kénnen [6, 87]. Es wurde berichtet, dass CAPE in hohen Konzentrationen
von 25 bis 50 ug/ml Apoptose in menschlichen Leukamiezellen induziert [38]. Auch Dragana
et al. untersuchten die Wirkung von Propolis und CAPE auf fibroblastartige Zelltypen (McCoy-
Plovdiv-Zellen) und zeigten, dass sowohl Propolis als auch CAPE in héheren Konzentrationen
(Propolis: 10 mg/l; CAPE: 16 mg/l) eine signifikante Hochregulation von Tumorsuppressor p53
induzierten und apoptotischen Zelltod herbeifihrten [57].

Interessanterweise zeigten die eigenen Ergebnisse, dass Propolis in niedrigeren
Konzentrationen (1:50 und 1:100) die Apoptose hemmte, was auf eine protektive Wirkung
gegeniber normalen Zelltypen hinweist. Dieser Effekt konnte wieder durch die antioxidativen
Eigenschaften von CAPE und PB erklart werden, die oxidativen Stress reduzieren und
Zellschaden verhindern [6, 82, 203].

Diese Ergebnisse verdeutlichen die konzentrationsabhangige Aktivierung apoptotischer
Signalwege durch Propolis und seine Inhaltsstoffe. Zukunftige Studien sollten darauf abzielen,
die spezifischen Signalwege der Propolis-induzierten Apoptose in zelltypspezifischen
Kontexten weiter aufzuklaren. Ein besonderer Fokus konnte hierbei auf der Rolle der

mitochondrialen Signalwege und der Regulation von Caspase-Aktivitaten liegen.

Die zytotoxische Wirkung der Propolissorten nahm mit steigender Konzentration deutlich zu,
wobei die hdéchste Konzentration (1:1) eine vollstandige Hemmung der Zellviabilitdt und

Proliferation bei Fibroblasten und Osteoblasten verursachten. Ahnliche Beobachtungen
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machte eine Studie, die konzentrationsabhangige zytotoxische Effekte auf humane
Leukozyten zeigte [128]. In einer weiteren Studie wurde festgestellt, dass Propolis bei einer
Konzentration von 0,01 % eine antiproliferative und zytotoxische Wirkung auf humane
Fibroblasten ausibt [190].

Die in hohen Konzentrationen (1:1 und 1:10) beobachtete zytotoxische Wirkung von Propolis
koénnte durch die Aktivierung toxischer Signalwege vermittelt werden, die die Zellviabilitat und
Proliferation sowohl bei Fibroblasten als auch bei Osteoblasten verminderten. Diese
Beobachtungen stehen im Einklang mit den Ergebnissen die berichteten, dass brasilianische
Propolis in Konzentrationen von bis zu 50 ug/ml die Viabilitdt dermaler Fibroblasten steigert,
wahrend bei hdheren Konzentrationen toxische Effekte auftreten [113].

Diese Effekte, bei denen niedrige Konzentrationen zellschitzend wirken, wahrend hohe
Konzentrationen zytotoxisch sind, kdénnten klinisch genutzt werden, um spezifische
Anwendungen von Propolis zu entwickeln, beispielsweise zur Unterstitzung der Wundheilung

oder zur Hemmung pathologischer Zellproliferation.

Die Ergebnisse zur Glucose-, Laktat- und pH-Wert-Messung im Zellmedium liefern wertvolle
Einblicke in die metabolischen Effekte von Propolis auf Fibroblasten und Osteoblasten. Diese
Daten sind jedoch nicht isoliert zu betrachten, sondern stehen in enger Verbindung mit
anderen Parametern wie Proliferation, Viabilitdit und Zytotoxizitdt, da Anderungen im

Zellstoffwechsel haufig durch die Zellaktivitat und -anzahl beeinflusst werden.

Die Glucosekonzentration zeigte in Abhangigkeit von den Propolisverdiinnungen
unterschiedliche Wirkungen. Bei Fibroblasten wurden nur geringe Schwankungen festgestellt,
wahrend bei Osteoblasten teils starkere  Veranderungen  auftraten. Hohe
Propoliskonzentrationen (1:1 und 1:10) fihrten nicht zu einem Glukoseverbrauch im Medium,
was auf eine eingeschrankte metabolische Aktivitat und moglicherweise eine Reduktion der
Zellzahl hinweist. Diese Beobachtungen korrelieren mit den zytotoxischen Effekten der hohen
Konzentrationen, die eine Reduktion der Zellviabilitdt und Proliferation verursachten.

Interessanterweise zeigten niedrige Verdinnungen (1:100) je nach Propolissorte und Zelltyp
gegensatzliche Effekte. Wahrend bei Propolis A ein Anstieg der Glucosekonzentration im
Medium der Fibroblasten festgestellt wurde, kdnnte dies auf eine verringerte Aufnahme oder
metabolische Nutzung hindeuten. Studien unterstitzen diese Beobachtungen, indem sie
zeigen, dass Propolis und CAPE den mitochondrialen Stoffwechsel moduliert und so die
Energieproduktion beeinflusst [126, 176]. Diese Unterschiede zwischen den Propolissorten A
und B kdnnten durch die variierende chemische Zusammensetzung erklart werden, die die

mitochondriale Aktivitat unterschiedlich stark beeinflusst.
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Die Laktatkonzentrationen im Zellmedium zeigten eine deutliche dosisabhangige Wirkung.
Hohe Propoliskonzentrationen filhrten zu einer Reduktion der Laktatwerte, was auf eine
Hemmung der Glykolyse oder einen verminderten Zellstoffwechsel hinweist. Dies korreliert mit
den zytotoxischen Wirkungen hoher Propoliskonzentrationen, die eine Abnahme der Zellzahl
und metabolischen Aktivitat verursachen.

Niedrigere Konzentrationen (1:50 und 1:100) fGhrten hingegen zu einer moderaten Steigerung
der Laktatwerte, insbesondere bei Osteoblasten. Diese Ergebnisse deuten auf eine
gesteigerte metabolische Aktivitat hin, die mit der erhdhten Proliferation und Viabilitat in den

niedrigeren Konzentrationen zusammenhangt.

Diese Daten zeigen, dass Propolis den Zellstoffwechsel dosisabhangig beeinflusst. In
niedrigen Konzentrationen koénnte Propolis eine unterstitzende Wirkung auf die
Energiechomdostase und metabolische Aktivitdt der Zellen haben, wahrend hohe
Konzentrationen mit zytotoxischen Effekten assoziiert sind. Diese metabolischen Parameter
erganzen die zellularen Beobachtungen und liefern ein umfassenderes Bild der biologischen

Wirkungen von Propolis.

Die pH-Werte des Zellmediums blieben in allen getesteten Konzentrationen stabil, was darauf
hindeutet, dass Propolis keine negativen Auswirkungen auf die Sdure-Basen-Homdostase der
Zellen hat. Ein stabiler pH-Wert ist essenziell fir die Zellfunktion und Viabilitdt, und die
vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass Propolis in diesem Bereich keine nachteiligen Effekte
austbt. Jedoch ist hierbei zu bertcksichtigen, dass die pH-Homdostase mafigeblich von der
urspringlichen Pufferkapazitdt des Mediums abhangt, welche unter den verwendeten

Versuchsbedingungen ausreichend hoch war.

Die Ergebnisse dieser Studie unterstreichen das Potenzial von Propolis als vielseitiges
Therapeutikum in der Zahnmedizin. Die proliferations- und viabilitatsférdernden Eigenschaften
bei moderaten Verdinnungen (1:50 und 1:100) bieten eine vielversprechende Grundlage flr
den Einsatz in der Regeneration von Weichgewebe, beispielsweise nach chirurgischen
Eingriffen wie Zahnextraktionen oder Implantatsetzungen. Diese positiven Effekte kénnten
insbesondere zur Verbesserung der Wundheilung und zur Unterstitzung postoperativer
Prozesse beitragen. Darlber hinaus kdnnten die apoptotischen und zytotoxischen Effekte, die
bei hohen Propoliskonzentrationen (1:1 und 1:10) beobachtet wurden, gezielt genutzt werden,
um pathologische oder entzindungsférdernde Zellpopulationen zu eliminieren. Dies ist
besonders relevant fur die Behandlung von entzuindlichen Erkrankungen wie Parodontitis oder
periimplantaren Infektionen, bei denen die Kontrolle des entziindlichen Mikromilieus essenziell

ist. Auch in Bezug auf Reizungen im Mundraum wahrend kieferorthopadischer Behandlungen,
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kénnte Propolis und seine Bestandteile die entziindlichen Reaktionen reduzieren und die
Regeneration des Gewebes fordern. Dies tragt zu einer verbesserten Patientenkomfort bei

und kann die gesamte Behandlung positiv beeinflussen.

Die Einwirkzeit der Propolisproben wurde in der vorliegenden Studie auf 24 Stunden
standardisiert, um initiale zellulare Effekte zu analysieren. Auswirkungen langerer oder
kirzerer Expositionszeiten wurden jedoch nicht untersucht, was eine wichtige Limitation
darstellt. Zuklnftige Studien sollten sich auf die detaillierte Analyse variierender
Expositionszeiten konzentrieren, da diese die zelluldren Reaktionen signifikant beeinflussen
kénnten. Frihere Untersuchungen deuten darauf hin, dass Propolis bei langerer Anwendung
entziindungshemmende und regenerative Prozesse modulieren kann [89], was besonders
relevant fir den zahnmedizinischen Einsatz ist. Insbesondere bei der kontinuierlichen
Anwendung in Form von Salben oder Mundspilungen kdnnten verlangerte Expositionszeiten
sowohl die therapeutische Wirksamkeit steigern als auch potenzielle Risiken bergen. Um eine
sichere Anwendung zu gewahrleisten, ist es daher essenziell, mégliche Nebenwirkungen
durch UbermaRig lange Expositionszeiten auszuschlielen und die optimale
Behandlungsdauer zu bestimmen. Auflierdem sollte auch die Kombination von Propolis mit
anderen Substanzen (z.B. klassische Antibiotika) betrachtet werden, um synergistische

Effekte zu untersuchen.

Gleichzeitig wird deutlich, dass die gewonnenen Erkenntnisse durch die Untersuchung auf
Gewebeebene erganzt werden missen, um die komplexen Interaktionen zwischen Zellen,
Matrix und Propolis vollstandig zu verstehen. Daher ist eine zentrale Limitation dieser Studie
die ausschlieBliche Verwendung kommerzieller Zelllinien fiir Fibroblasten und Osteoblasten,
die zwar eine hohe Reproduzierbarkeit und Standardisierung ermdéglichen, aber die
Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf klinische Anwendungen einschranken.

Die geringe Stichprobengrofle, insbesondere bei den Osteoblasten (n = 1), stellt eine weitere
Einschrankung dar. Um belastbare Daten zu erhalten, sind Studien mit groReren Stichproben
notwendig. Die Ergebnisse einer so kleinen Stichprobe kénnen nicht auf eine groRere
Population verallgemeinert werden, da sie anfallig fur Zufallseffekte und individuelle Variabilitat
sind [19]. Grof3 angelegte in vivo-Modelle kdnnten komplexere Interaktionen, wie die Einflisse
des Immunsystems oder der extrazellularen Matrix, besser abbilden und aussagekraftigere
Ergebnisse liefern. Zukinftige Untersuchungen sollten diese Aspekte bericksichtigen, um die

hier gewonnenen Erkenntnisse weiter zu validieren und zu erweitern.

Die vorliegenden Ergebnisse verdeutlichen, dass deutsche Propolis positive Effekte auf die

Zellproliferation und Viabilitat von Fibroblasten und Osteoblasten ausiibt und damit ein

57



DISKUSSION

vielversprechendes Potenzial fir den Einsatz in der Zahnmedizin bietet. Diese Studie leistet
einen wichtigen Beitrag zur wissenschaftlichen Grundlage fur die Anwendung von deutscher
Propolis als natlrliches Therapeutikum, insbesondere im Kontext der Geweberegeneration
und Wundheilung.

Obwohl niedrige Propoliskonzentrationen Uberwiegend vorteilhafte Wirkungen zeigen, wird in
hohen Konzentrationen eine deutliche Zytotoxizitdt beobachtet, die potenzielle
Nebenwirkungen mit sich bringen konnte. Dies unterstreicht die Notwendigkeit, prazise
Dosierungsrichtlinien zu entwickeln, um die positiven Eigenschaften von Propolis zu
maximieren und gleichzeitig unerwunschte Effekte zu minimieren. Insbesondere
Sicherheitsstudien, die langfristige Anwendungen und mégliche Langzeiteffekte untersuchen,
sind entscheidend, um Propolis sicher und effektiv in die zahnmedizinische Praxis zu
integrieren.

Es ist zu beachten, dass Propolis bei sensibilisierten Personen allergische Reaktionen
ausldsen kann [69]. Die Hauptallergene, wie CAPE, kénnen durch Oxidation Haptene bilden,
die das Immunsystem sensibilisieren und allergische Reaktionen hervorrufen [77, 129].

Die klinischen Erscheinungsformen reichen von Kontaktdermatitis Gber Urtikaria, Rhinitis und
Konjunktivitis bis hin zu seltenen anaphylaktischen Reaktionen. Besonders exponierte
Gruppen wie Imker zeigen eine Sensibilisierungsrate von bis zu 28,6 % [129].

Die Bedeutung einer genauen Anamnese und allergologischen Testung bei Verdacht auf eine
Propolis-Allergie kann nicht genug betont werden, um eine sichere Anwendung zu
gewahrleisten. Trotz der positiven Eigenschaften von Propolis bleibt das Risiko allergischer
Reaktionen eine Limitation, die sowohl bei der Entwicklung als auch bei der klinischen

Anwendung berticksichtigt werden sollte.

Zusammenfassend zeigt Propolis ein bemerkenswertes Wirkprofil: Wahrend niedrige
Dosierungen regenerative Prozesse fordern und gesunde Zellen schiitzen, kénnten hohe
Konzentrationen genutzt werden, um pathologische oder entziindungsférdernde Zellen gezielt
zu eliminieren. Dieses einzigartige Profil macht Propolis zu einem vielversprechenden
Kandidaten fir vielseitige zahnmedizinische Anwendungen. Um dieses therapeutische
Potenzial vollstandig auszuschdpfen, sind jedoch standardisierte Propolisformulierungen,
prazise Einwirkzeiten sowie fundierte Dosierungsempfehlungen unerlasslich. Insbesondere
die Standardisierung europaischer bzw. deutscher Propolis stellt eine Schlisselaufgabe dar,

um eine sichere und reproduzierbare Anwendung in der Zahnmedizin zu gewahrleisten.
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VL.

THESEN

Propolis ist ein natirliches Bienenprodukt mit vielseitigen pharmakologischen
Eigenschaften, darunter antibakterielle, entziindungshemmende und
wundheilungsfordernde Wirkungen. Diese Eigenschaften machen Propolis zu einem

vielversprechenden Kandidaten fur Einsatz in der Zahnmedizin.

Die chemische Zusammensetzung von Propolis variiert je nach geografischer Herkunft,
klimatischen Bedingungen und Sammelpflanzen. Diese Variabilitdt beeinflusst die

biologische Aktivitat und stellt eine Herausforderung fir die Standardisierung dar.

Die vorliegende Studie verwendete Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC),
um CAPE und PB in deutscher Propolis nachzuweisen und deren Wirkung auf Fibroblasten

und Osteoblasten zu untersuchen.

Die Auswahl geeigneter Zellkulturen ist essenziell fur die Untersuchung biologischer
Effekte von Propolis. Fibroblasten und Osteoblasten sind aufgrund ihrer zentralen Rolle in
der Geweberegeneration und ihrer Reproduzierbarkeit in vitro geeignete Modelle fiir

zahnmedizinische Anwendungen.

Niedrige Konzentrationen von Propolis (1:50, 1:100) fordern die Zellproliferation und
Viabilitdt von Fibroblasten und Osteoblasten. Fibroblasten reagieren dabei empfindlicher

als Osteoblasten, die eine geringere Sensitivitat zeigen.

Hohe Konzentrationen von Propolis (1:1, 1:10) zeigen zytotoxische Effekte und induzieren

apoptotische Signalwege bei Fibroblasten und Osteoblasten.

Propolis moduliert den Zellstoffwechsel, indem es dosisabhangig die Glukoseaufnahme

und Laktatproduktion der Zellen beeinflusst.

Die fehlende Standardisierung europaischer Propolisextrakte erschwert die
Vergleichbarkeit von Studien und erfordert eine prazise Charakterisierung bioaktiver

Inhaltsstoffe fur eine reproduzierbare klinische Anwendung.
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10.

11.

12.

Die  Wirkung von Propolis st stark dosisabhdngig, weshalb prazise
Dosierungsempfehlungen flr den therapeutischen Einsatz unerldsslich sind. Langfristige
Sicherheitsstudien sind erforderlich, um maogliche Nebenwirkungen bei der langeren

therapeutischen Anwendung in der Zahnmedizin zu minimieren.

Die Wahl biokompatibler und effizienter Extraktionsmethoden ist entscheidend, um die
biologische Aktivitdt von Propolis zu erhalten und die klinische Anwendung in der

Zahnmedizin zu verbessern.

Die  Kombination aus standardisierten  Propolisformulierungen,  optimierten
Extraktionsmethoden und prazisen Dosierungsempfehlungen ist essenziell fir eine

erfolgreiche Integration von Propolis in die zahnmedizinische Praxis.

Diese Arbeit zeigt das Potenzial deutscher Propolis fir den therapeutischen Einsatz in der
Zahnmedizin. Weitere Forschung zur Standardisierung, Sicherheit und langfristigen

Wirkung ist notwendig, um eine sichere und effektive klinische Anwendung zu erméglichen.
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VIL. ZUSAMMENFASSUNG

Propolis, ein von Bienen produziertes Naturprodukt, wird aufgrund seiner vielfaltigen
pharmakologischen Eigenschaften, darunter antibakterielle, antimykotische, antivirale und
entzindungshemmende Effekte, zunehmend als potenzielles Heilmittel erforscht. In dieser
Studie liegt der Fokus auf der Untersuchung der Wirkung von zwei verschiedenen deutschen
Propolissorten und zwei Vertreter ihrer chemischen Hauptklassen (CAPE und PB) auf
menschlichen Fibroblasten und Osteoblasten.

Die zwei Propolissorten wurden hinsichtlich ihrer konzentrationsabhangigen Wirkungen auf die
Zellen analysiert. Es wird betont, dass geografische Unterschiede in der Herkunft von Propolis
zu variierenden chemischen Zusammensetzungen fiihren kénnen. Zur Untersuchung wurden
HPLC, Immunhistochemie und Analysen des Zellmetabolismus eingesetzt. Zudem kamen
biochemische Assays zum Einsatz, um Proliferation, Viabilitat, Apoptose und Zytotoxizitat der
Zellen zu bewerten. Die Ergebnisse zeigen, dass beide Propolissorten in niedrigen
Konzentrationen die Zellproliferation und Zellviabilitat fordern, wahrend hochkonzentrierte
Propolis eine hemmende Wirkung aufweist. Dabei wird deutlich, dass Propolis stark
dosisabhangige Wirkungen auf die Zellen hat.

Trotz vielversprechender Ergebnisse weist die Studie auf einige Limitationen hin, darunter die
begrenzte Stichprobengrélie fir die Osteoblasten und Tests des Zellmetabolismus.

Weitere Forschung ist notwendig, um die genauen Mechanismen der Propolissorten zu
verstehen. Unter anderen sollten klinischer Studien die Wirksamkeit und Sicherheit von
Propolis in der zahnarztlichen Praxis untersuchen. Eine geeignete Dosierung muss zukunftig
ermittelt werden, um die Anwendung von Propolis in der Wundheilung und Regeneration im

Bereich der Zahnmedizin zu verbessern.
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