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1. Einleitung und Fragestellung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Zytokompatibilitdt von Epigallocate-
chingallat (EGCG) und beta-Lactoglobulin (b-LG) mit gingivalen Fibroblasten. Hierzu
wurden die zytokompatiblen, antibakteriellen und antioxidativen Eigenschaften von
EGCG und b-LG getestet.

1.1 Hintergrund der Arbeit und bisherige Forschung

Fibroblasten spielen eine sehr wichtige Rolle bei der parodontalen Wundheilung. Zu
den wichtigen Eigenschaften von Fibroblasten gehodren eine schnelle Zellteilung und
die Fahigkeit zur Herstellung von extrazellularer Matrix, also Glucosaminglykane und
Proteoglykane. Fibroblasten exprimieren Kollagenfasern, sind somit ein Hauptbe-
standteil des Bindegewebes und stabilisieren bei der Wundheilung in der ersten

Phase das neu gebildete Gewebe.

Die parodontale Wundheilung ist ein komplexer Prozess, der aus drei Phasen be-
steht: die Exsudations-/Inflammationsphase, die Profilerations-/Granulationsphase
und die Reparations-/Reifungsphase (Johnstone et al., 2005; Llloyd-Jones, 2007). In
allen Phasen spielen Fibroblasten eine wichtige Rolle (Clark, 1996).
Der Name Exsudationsphase stammt von dem lateinischen Begriff exsudat, austre-
tende Flissigkeit. Durch eine Zerstérung des Gewebes bei der Wundentstehung
kommt es zu einer Blutung durch die verletzten Blutgefal3e, womit Fremdkorper aus
der Wunde entfernt werden sollen. Nach 5 bis 10 Minuten kommt es zu einer Vaso-
konstriktion, also einer Verengung der Gefél3e. Auf die Vasokonstriktion folgt wieder
eine Ausweitung der Blutgefal3e, die sogenannte Vasodilatation. Dies fluhrt zu einer
Rotung und einem Anstieg der Temperatur im Wundbereich. Die Kapillarwande wer-
den durchlassiger, Blutzellen finden vermehrt den Weg in den Wundbereich und es
kommt zu einem Austritt der Lymphe (Lippert, 2006). Durch die einstromende FlUs-
sigkeit entsteht eine Schwellung, das Wundddem. Das Wundexsudat tritt aus und
entfernt Zelltrimmer, Keime und Erreger aus der Wunde.
In der Proliferationsphase haben nun Thrombozyten an den Blutgefal3en Blutgerinn-
sel gebildet. Diese locken weitere Blutplattchen in den Wundbereich ein. Es bildet
sich ein Netz aus Fibrinfasern. Dieses initiierte Fibrinnetz ermdglicht ein Verkleben
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der Wundrander. Die Zytokinese im Wundbereich nimmt zu. Makrophagen reifen aus
Monozyten heran und beseitigen Zelltrimmer und nekrotisches Gewebe.

In diesem Zusammenhang spielen nun die Fibroblasten eine Rolle: Aus den rand-
standigen Bindegewebszellen der Wunde entwickeln sich Fibroblasten, die sich
durch Zellteilung vermehren und mit der Aufbauarbeit beginnen. Induziert durch Fib-
ronektin am Wundrand kommt es zu einer Fibroblastenvermehrung (Bauknecht &
Boese-Landgraf, 1988). Diese Fibroblasten exprimieren Kollagenfasern und extrazel-
lulare Matrix, bilden somit ein Granulationsgewebe, wodurch sich die Wunde lang-
sam verschlieRen kann. Mit dem Aufbau des Granulationsgewebes (lat. granulum =
Kornchen) geht der Abbau des Fibrinnetzes einher, die sogenannte Fibrinolyse.
HaargefalR3e sprossen in das Gewebe ein. Die Fibroblasten produzieren die genannte
extrazellulare Matrix aus Polysacchariden und schlief3lich kollagene Bindegewebsfa-
sern. Die Granulationsphase setzt mit dem zweiten bis vierten Tag ein und kann bis
zu zwei Wochen dauern. Alle Phasen der Wundheilung laufen teils nebeneinander
ab und lassen sich nicht immer vollstandig auseinanderhalten (Vasel-Biergans &
Probst, 2011). Die Ausreifung der kollagenen Fasern beginnt zwischen dem sechs-
ten und zehnten Tag.

In der Reparations- beziehungsweise Reifungsphase kommt es zu einem Verschluss
der Wundoberflache durch eine Epithelisation. Die Fibroblasten bilden weitere Kol-
lagenfasern und durch das entstandene Granulationsgewebe kommt es zu einer
Wiederherstellung aller Hautschichten. Das Ergebnis dieser Epithelisation ist eine
neue Hautschicht. Diese Hautschicht wird als Narbe bezeichnet. Diese Uberragt zu-
nachst die normale Hautschicht, sinkt aber mit der Straffung des Bindegewebes wie-
der ein. Sie enthalt keine Haar- oder Schweil3drisen oder Melanozyten.

Das urspringlich gefal3reiche Narbengewebe (rote Narbe) verfligt als kapillar- und
zellarmes Bindegewebe (weil3e Narbe) tber wenig bis keine Elastizitat, da keine
elastischen Fasern gebildet werden (Vasel-Biergans & Probst, 2011).

Der Besitz von antibakteriellen, zytokompatiblen und antioxidativen Eigenschaften ist
ein sehr winschenswerter Effekt fir Biomaterialien, die fir eine Knochenregenerati-
on verwendet werden sollen, speziell auf dem Gebiet der Mund- und Kieferchirurgie,
insbesondere aufgrund der hohen mikrobiellen Belastung der Mundhdhle (Chen et
al., 2010, George et al., 1994, Gosau et al., 2016). Dies ist besonders wichtig im
Hinblick auf das zunehmende Auftreten von antibiotikaresistenten Bakterien, etwa
Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus (MRSA) (Klein et al., 2016). Daher
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besteht ein dringender Bedarf, alternative antibakterielle Materialien zu finden, die
widerstandsfahig gegen Bakterien sind, als Antioxidantien wirken kdnnen und im
besten Fall zudem kostengunstig sind.

Grlner Tee-Extrakt (GTE) ist daftir bekannt, dass er viele Polyphenole beinhaltet, die
wiederum eine antibakterielle Aktivitat besitzen (Gharib et al.,, 2013, Zhao et al.,
2001, Steinmann et al., 2013). Ein wichtiges Polyphenol von GTE ist das Epigalloca-
techingallat (EGCG). EGCG zeigt eine antibakterielle Wirkung gegen MRSA (Gharib
et al., 2013) und stimuliert das Wachstum und die osteogene Differenzierung von
knochenbildenden Zellen (Vali et al., 2007, Jin et al., 2014). Darliber hinaus wurde
herausgefunden, dass EGCG das Wachstum bestimmter Krebszellen hemmen kann
(Kuhn et al., 2005, Johnson et al., 2010).

Allerdings oxidiert EGCG bei einem neutralen pH-Wert ziemlich schnell. Kombiniert
man es jedoch mit einem Milchprotein, bleibt das Protein langer stabilisiert (Shpigel-
mann et al. 2011; 2012). Um diese Stabilitat von EGCG zu fordern, wird es ublicher-
weise mit Tragerproteinen wie zum Beispiel dem globuldren Protein beta-
Lactoglobulin (b-LG) kombiniert (Keppler et al., 2015). Dieses besteht aus 162 Ami-
noséaureresten, hat ein Molekulargewicht von ca. 18,4 kDa und ist bekanntermal3en
in der Lage, hydrophobe Molekile zu binden (Kontopidis et al., 2004). Neben der
Anwendung als Tragerprotein wurde berichtet, dass b-LG die Proliferation verschie-
dener Saugetierzellen verbessert (Gillespie et al., 2015, Mahmud et al., 2004, Moulti-
Mati et al., 1991). Daher kann man spekulieren, dass b-LG auch das Wachstum von
Osteoblasten bzw. Fibroblasten positiv beeinflussen kénnte. Dies ware fir Knochen-
regenerationsanwendungen winschenswert.

B-LG ist auch der Hauptbestandteil von Molkenproteinisolat (MPI). MPI wird aus
Milch gewonnen und in grof3en Mengen produziert, da es als Nahrungserganzungs-
mittel, insbesondere im Bodybuilding-Bereich, verwendet wird (Marshall, 2004). Die
zunehmende Aufmerksamkeit konzentriert sich jedoch auf Milch als Quelle biologisch
aktiver Verbindungen.

Des Weiteren spielt oxidativer Stress eine sehr wichtige Rolle bei der Immunantwort
des Menschen. Oxidativer Stress wurde in fast allen Organen als pathologischer In-
duktor identifiziert (Wauquier et al., 2009). Trotz seiner Rolle bei der Signalvermitt-
lung in Zellen, besonders im Knochen, kann ein erhdhter Grad an oxidativem Stress
einen Knochenverlust verursachen, der wiederum zur Knochenpathogenese fihrt,

z.B. Osteoporose, Knochentumorentwicklung oder misslungenes Einwachsen von
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Knochenimplantaten die sogenannte Periimplantitis. Die erhohten Spiegel an reakti-
ven Sauerstoffspezies (ROS) stimulieren Osteoklasten, die fir die Knochenresorpti-
on verantwortlichen Zellen, um den Knochen abzubauen (Garrett et al., 1990, Bai et
al., 2005). Somit kdnnten Substanzen mit antioxidativer Aktivitat, die als Knochen-
substitution verwendet werden, die Stabilitat eines Implantats verbessern. EGCG und
b-LG weisen beide eine antioxidative Aktivitat auf, die sie als Kandidaten im Bereich
der Tragermittel bei der Knochengewebsregeneration geeignet erscheinen lassen
kénnten (Tobi et al., 2002, Mann et al., 2015, Tong et al., 2000).

1.2 Was ist Epigallocatechingallat?

Epigallocatechingallat (EGCG) gehdort zu den Phenolen und kommt in relativ grof3en
Mengen in koffeinhaltigen Teesorten, besonders dem griinen Tee, vor. Der IUPAC-
Name (International Union of Pure and Applied Chemistry) von EGCG lautet
(2R,3R)-2-(3,4,5-Trihydroxyphenyl)-3,4-dihydro-1(2H)-benzopyran-3,5,7-triol-3-

(3,4,5-trinydroxybenzoat) und es kann als Ester aus Epigallocatechin und der Gallus-
saure hergestellt werden. EGCG weist zwei Phenyl-Strukturen und einen Benzopyr-

anring auf, die durch weitere chemische Gruppen modifiziert sind.
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Abbildung 1: Strukturformel EGCG



Quelle:
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/e4143?lang=de&region=DE&c
m_sp=Insite-_-caSrpResults_srpRecs_srpModel_989-51-5- -srpRecs3-1

Im folgenden Versuch wurde EGCG von der Firma Oskar Tropitz e.K., Marktredwitz,

Deutschland verwendet, welches folgende Zusammensetzung hatte:

e Trockenextrakt aus Griintee > 95 %
e Phenole > 95 %
e Catechine > 75 %

e EGCG > 65 %.

1.2.1 Wirkung von EGCG

EGCG wird, wie bereits erwéhnt, eine antioxidative Wirkung zugeschrieben. Diese
wurde unter anderem schon in einen Zusammenhang mit der Pravention von Krebs
gebracht (Kanwar, Taskeen et al., 2007). Weitere medizinische Effekte, die EGCG
wissenschaftlich zugeschrieben werden, sind die anitiangiogenetischen Wirkungen
(Wachstumshemmung von BlutgefafRen), die in der Krebsbehandlung zur Wachs-
tumshemmung des Tumorgewebes eingesetzt werden kénnten (Laschke et al.,
2008). Auch Uber eine positive Beeinflussung der Elastizitdt der BlutgefalRe (Endot-
helfunktion), die eine zentrale Rolle bei der Entstehung der Arteriosklerose (Athero-
genese) spielt, wurde berichtet (Widlansky et al., 2007). Ebenso wurde EGCG in der
immunologischen Forschung, unter anderem bei Untersuchungen mit HIV (Jiang et
al., 2010) und dem Influenza-Virus (Xiao et al., 2004), eingesetzt.

Des Weiteren gelten Catechine allgemein als Radikalfanger von reaktiven Sauer-
stoff- (ROS) und Stickstoffspezies (RNS). Diese beiden Typen von Verbindungen
sind fur oxidative Schaden an der DNA verantwortlich (Lee & Lee, 2006). Radikal-
fanger haben eine grol3e physiologische Bedeutung, da sie ROS inaktivieren, deren
Ubermafiges Vorkommen zu oxidativem Stress fuhrt. ROS in hohen Konzentrationen
werden in  Zusammenhang mit Krebs und Diabetes sowie Herz-
Kreislauferkrankungen gebracht (Panth, Paudel, Parajuli, 2016). In niedrigen Dosen
dienen ROS als wichtige Signalmolekile (Ristow, 2014, Shadel & Horvath, 2015).


https://de.wikipedia.org/wiki/Arteriosklerose
https://de.wikipedia.org/wiki/Reaktive_Sauerstoffspezies
https://de.wikipedia.org/wiki/Reaktive_Sauerstoffspezies
https://de.wikipedia.org/wiki/Reaktive_Stickstoffspezies

1.3 Was ist beta-Lactoglobulin?

B-LG ist, wie schon kurz erwéhnt, der Hauptbestandteil von Molkenprotein (A. Fioc-
chi, Brozek, Schinemann, 2010). Es wird hauptsachlich aus Milch gewonnen und
findet besonders in der Bodybuilding-Szene als Nahrungserganzungsmittel Verwen-
dung (Marshall, 2004).

Molkenproteine sind eine Gruppe verschiedener Albumine und Globuline. Im Einzel-
nen handelt es sich dabei um:

e alpha-Lactalbumin ca. 20 % (0,1 % der Milch)

e Dbeta-Lactoglobulin ca. 45 % (0,25 % der Milch)

¢ Immunoglobuline ca. 10 %

e Proteosepepton ca. 20 %

e Serumalbumin ca. 5 % (Belitz, Grosch, Schieberle, 2001).

Bei der Herstellung von Molkenproteinisolaten (MPI) kommen zwei unterschiedliche
Verfahren zur Anwendung: Beim lonentauschverfahren werden die Molkenproteine
an den lonentauscher adsorbiert und eluiert, wodurch die Proteinpraparationen mehr
Salze enthalten. Bei einer Herstellung von MPI im Mikrofiltrationsverfahren werden
keine Salze verwendet. Dadurch kann eine besonders hohe Reinheit erreicht wer-
den, mit einem Proteinanteil von etwa 90 bis 96 % sowie einem geringen Fett- und
Laktosegehalt von weniger als einem Prozent. Das hier verwendete MPI ,BiPr“ der
Firma Davisco Food International Inc., (Minnesota, USA) wurde per Mikrofiltrations-
verfahren hergestellt. Dieses Verfahren trennt besonders Getranke oder Ole und be-
steht aus aufeinanderfolgenden Filtrationen durch Membranen mit einer Porengroéfe
> 0,1 um. Bei einer Ultrafiltration liegt die Porengrof3e unter 0,1 um. Es handelt sich
um ein rein physikalisches (mechanisches) Trenn-Membranverfahren. Es folgt dem
Prinzip des GrolRenausschlusses, das heildt, alle Partikel in den Fluiden, die grol3er

als die Membranporen sind, werden zurtickgehalten.


https://de.wikipedia.org/wiki/Meter#Mikrometer
https://de.wikipedia.org/wiki/Meter#Mikrometer

1.4 Ziel der Untersuchung

Obwohl es einige Daten Uber die mikrobiologischen und zellbiologischen Effekte von
GTE und MPI oder deren Komponenten gibt, bleiben die Effekte von GTE und MPI in
Kombination bisher unerforscht. In der vorliegenden Doktorarbeit wurde vermutet,
dass b-LG die Wirkung von EGCG auf das mikrobielle Wachstum, das Fibroblasten-
wachstum und die antioxidative Aktivitat der Zellen beeinflusst. Die Zytokompatibilitat
von EGCG und b-LG wurde in verschiedenen Konzentrationen auf gingivale Fib-
roblasten getestet.

Antioxidative Eigenschaften wurden nach der Waterhouse-Methode untersucht. Der
antioxidative Versuchsteil wurde in Kooperation mit Julia K. Keppler von der Abtei-
lung Lebensmitteltechnologie der Universitat Kiel durchgefihrt.

Die Wechselwirkung von EPGC und b-LG wurde durch Zentrifugation, Ultrafiltration
und anschlieRende HPLC-Analysen untersucht. Die antimikrobielle Aktivitat wurde
gegen eine Reihe von Bakterien (sowohl Gram-positiv als auch Gram-negativ) und
Pilzen getestet. Der antimikrobielle Versuchsteil wurde vollstédndig von Gilles Brack-
mann vom pharmazeutisch-mikrobiologischen Institut der Universitat Gent, Belgien,
begleitet. Seine Ergebnisse durfen hier veroffentlicht werden, um die Doktorarbeit zu
vervollstandigen.

Es wurde mit gingivalen Fibroblasten gearbeitet, da diese als ein gutes Zellmodell fur
Zytokompatibilitatstests etabliert sind, bevor man die Ergebnisse auf die Osteoblas-
tenproliferation anwenden kann. Falls in Zukunft EGCG und b-LG in der oralen Chi-
rurgie verwendet werden sollen, sind gingivale Fibroblasten ebenfalls relevanter als

andere Arten von Fibroblasten.



2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Verbrauchsmaterial

Tabelle 1: Verbrauchsmaterial
Produkt

Quelle

6-Well-Platten
96-Well-Hard-Shell-Platte
Biosphere Quality Tips 10 pl
Biosphere Quality Tips 100 pl
Biosphere Quality Tips 100-1000 pl
Eppendorf Tubes
Falcon-Rohrchen

Kuvetten

Kyrordéhrchen
Membranfilterpapier 0,22 um
Objekttrager

Pasteurpipetten

serologische Pipetten, 10 ml
serologische Pipetten, 25 ml
Skalpell

Zellkulturplatte

Zahnarztliche Pinzette
Zellkulturflaschen
Zellschaber (Scraper)

Zentrifugenglas

Sarstedt AG, Numbrecht, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland

Sarstedt AG, Nimbrecht, Deutschland
Sarstedt AG, Nimbrecht, Deutschland
Sarstedt AG, Nimbrecht, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Sarstedt AG, Nimbrecht, Deutschland
Sarstedt AG, Nimbrecht, Deutschland
Sarstedt AG, Numbrecht, Deutschland
Sartorius, Géttingen, Deutschland

Thermo Scientific, Darmstadt, Deutschland
Assistent, Sondheim v. d. Rhdn, Deutschland
Sarstedt AG, Nimbrecht, Deutschland
Sarstedt AG, Niumbrecht, Deutschland
Hu-Friedy, Frankfurt am Main, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Hu-Friedy, Frankfurt am Main, Deutschland
Sarstedt AG, Nimbrecht, Deutschland
Sarstedt AG, Nimbrecht, Deutschland
Schott Duran, Singapur, Singapur



2.1.2 Gerate

Tabelle 2: Gerate

Gerate

Hersteller

Axiovision HRc
Bio-Photometer
C24-Inkubator Shaker
Inkubator (Hera Cell)
Inkubator Heraeus
J2-21MIE-Zentrifuge

LabsonicU
Light Cycler

MACs MultiStand

Mikrobiologische Sicherheits-
werkbank (Hera Safe)

Pipette 0,1-2,5 pl
Pipette 10 pl

Pipette 100-1000 I
Pipette 20-100 pl
Rotamax
Sartorius-AC210S Waage
Spectra MAX Plus
Spiegelreflexkamera
Vakuklav 24
Vakusafe Comfort
Vortex Genie 2
Wasserbad

Zeiss Axiovert 40C

Zentrifuge 5417 R

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

New Brunswick Scientific, Nirtingen, Deutschland
Thermo Scientific, Waltham, USA

Heraeus, Hanau, Deutschland

Beckmann, Krefeld, Deutschland

Braun, Kronberg, Deutschland
Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, Indi-
ana, USA

Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Deutschland

Thermo Scientific, Waltham, USA

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Heidolph, Schwabach, Deutschland
Sartorius, Géttingen, Deutschland
Molecular Devices, Biberach, Deutschland
Canon, Tokio, Japan

Melag, Berlin, Deutschland

IBS Integra Biosciences, Chur, Schweiz
Bender&Holbein AG, Bruchsal, Deutschland
GFL, Burgwedel, Deutschland

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland



2.1.3 Chemikalien, Medien, Puffer, Reagenzien

Tabelle 3: Chemikalien, Medien, Puffer, Reagenzien

Produkt

Hersteller

2-Mercaptoethanol

Akkutase

adipogenes Stimulationsmedium

Alcianblau
Alizarin rot

Amphotericin
Aqua Dest.

Biofreeze

Bovines Serum Albumin
Dulbecco MEM

Ethanol

Fetal Bovine Serum
L-Glutamine 200mM
MACs-Puffer

Micro Beads

Minimum essential Medium Eagle

PBS Dulbecco

Penicillin/Streptomycin 10.000 U/ml/

10.000 mg/ml

Tryptanblau

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
GE Healthcare, Berlin, Deutschland
PromoCell, Heidelberg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
BioWest, Nuailé, Frankreich

Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Lan-
genhagen, Deutschland

Biochrom, Berlin, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland

Lonza, Basel, Schweiz

PBS, 0,5 mM EDTA, 0,5% BSA

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Biochrom, Berlin, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
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2.2 Zellgewinnung der Fibroblasten

2.2.1 Biopsie (Probenentnahme)

Das Ethik-Votum (Nr. D513/17) wurde fir die Zellproben von der Ethik-Kommission
der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel erteilt. Die Patienten wurden mit dem In-
formationsblatt und der Einverstandniserklarung fur wissenschaftliche Untersuchun-
gen an korpereigenem Material vor ihrer Einwilligung aufgeklart. Die Einverstandnis-
erklarung wurde von den Patienten danach schriftlich eingeholt. Von 7 Patienten im
Alter von 18-23 Jahren (vier weibliche, drei méannliche) wurde im Zuge einer Weis-
heitszahnoperation eine Biopsie aus Zahn (Weisheitszahn) und restlichem Gingiva-
bindegewebe entnommen. Nach der Entnahme wurden die Biopsien in sterilen 50-
ml-Réhrchen im Transportmedium inkubiert und Uber Nacht gelagert. Das Trans-
portmedium bestand aus Dulbecco's Modified Eagle Medium mit einem Zusatz von
10 % Fetal Bovine Serum, Streptomycin (100 U/ml), Penicillin (100 pg/ml) und 1%
Amphotericin.

2.2.2 Praparation der Proben fir Kultivierung der Fibroblasten

Zunachst wurde ein Selektivmedium fur das Wachstum von Fibroblasten angesetzt,

welches fir das weitere Wachstum nétig ist (Medium 1), bestehend aus:

. 500 ml Minimum Essential Medium Eagle
. 15 % Fetal Bovine Serum

1
2
3. 5 ml Penicillin 100 U/ml / Streptomycin (100 ¢ g/ml))
4. 1 % Amphotericin

5

. 5 ml L-Glutamin 200 mM.

Die 7 Proben wurden je auf eine Zellkulturplatte gegeben. Auf alle Proben wurde 5
ml steriles Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (DPBS) zum Waschen gegeben
und dies zweimal wiederholt. Die Proben wurden je in ein Zentrifugenglas (8 ml R6h-
re) mit Medium | Gberfahrt und fur 10 Minuten bei 37°C zentrifugiert (Zentrifuge 5417

R). Die Proben wurden anschliel3end mit einem sterilen Skalpell in 1 bis 2 mm grol3e
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Sticke zerschnitten und im Abstand von 2 bis 3 cm auf je 3 bis 4 Zellkulturplatten
verteilt.

Zum Anhaften auf den Zellkulturplatten wurde 20 Minuten abgewartet und danach
langsam mit 3 ml Medium | zum Wachsen der Zellen aus dem Gewebe zugegeben.
Die Zellkulturplatten wurden fur 7 Tage im Inkubator bei 5%iger CO,-Zufuhr und
37°C gelagert.

2.2.3 Kultivierung und Passagieren der Zellen

2.2.3.1 Kultivierung der Zellen

Nach 7 Tagen Inkubation wurde das Wachstum der Zellen mit einem Phasenkon-
trastmikroskop (Zeiss Axiovert 40C) kontrolliert. Das Medium der Zellkulturplatten
wurde regelmafiig gewechselt. Das alte Medium musste hierzu abgesaugt und je mit
5 ml Selektivmedium wieder aufgeflllt werden. Dieses Vorgehen wurde fir 14 Tage
jeweils alle 3 Tage wiederholt. Wahrend dieser 2 Wochen wurden die Zellkulturplat-

ten im Inkubator mit 5%iger CO,-Zufuhr bei 37°C gelagert.

2.2.3.2 Passagieren der Zellen

Um ein weiteres Wachstum zu erzielen, wurden die Zellen, nachdem sie 80 % Kon-
fluenz erreicht hatten, durch Passagieren subkultiviert und auf Zellkulturflaschen ver-
teilt. Das Medium wurde abgesaugt und die Zellen zweimal mit 5 ml DPBS gewa-
schen. Auf jede Zellkulturplatte wurde verdinnte Akkutase aufgetragen (1:10 also 5
ml Akkutase in 45 ml PBS verdinnt) und fir 20 Minuten bei 37°C inkubiert. Durch die
Akkutase wurden die adharenten Zellen gel6st. Die Zellen wurden auf Zellkulturfla-
schen mit Medium | (75 ml) verteilt. Fur weitere 14 Tage wurde ein Mediumwechsel

der Zellkulturflaschen alle 3 Tage durchgefliihrt, um ein gutes Wachstum zu erzielen.
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2.2.4 Magnetic Activated Cell Sorting (MACS)

Das Magnetic Activated Cell Sorting (MACS) wird durchgefuhrt, um gingivale
Stammzellen von anderen Zellen zu isolieren. Hierzu wird in diesem Verfahren der
Antikdrper STRO1 zusammen mit MicroBeads-Antikérpern verwendet, um die gingi-
valen Stammzellen von gingivalen Fibroblasten zu trennen, da Fibroblasten tber kein
STRO1-Antigen verfugen. Fur die vorliegende Doktorarbeit wurden keine Stammzel-
len bendtigt, jedoch wurden mithilfe der MACS-Methode die Stammzellen von den

Fibroblasten getrennt.

2.2.4.1 MACS-Methode

Medium | wurde aus den Zellkulturflaschen abgesaugt und die Zellen wurden mit
DPBS zunéchst gewaschen. Um die adharenten Zellen vom Zellkulturflaschenboden
zu l6sen, wurde Akkutase verwendet. 10 ml Akkutase (1:9 verdinnt) wurde in jede
Zellkulturflasche gegeben und diese fir 20 Minuten bei 37°C inkubiert. Unter dem
Mikroskop wurde kontrolliert, ob sich die Zellen gelost hatten. Die Suspension jeder
Zellkulturflasche wurde in Zentrifugenréhren pipettiert und fir 5 Minuten bei 1500
U/min zentrifugiert. Es entstand ein Zellpellet am Boden jeder Zentrifugenrohre. Der
flissige Uberstand wurde abgesaugt und verworfen. Das Zellpellet wurde in 10 ml
Medium resuspendiert. Zellmaterial flr die Zellzahlbestimmung wurde entnommen

und diese anschlielend durchgefihrt.

Das Magnetfeld wurde mit 70%igem Ethanol desinfiziert und die Saule nach Anwei-
sungen des Herstellers am Magnetfeld befestigt. Die Saule wurde durch Spilen mit
500 ul MACS-Puffer, bestehend aus 0,5 % Rinderserumalbumin (BSA) und 2 mM
EDTA in PBS, vorbereitet. Zwei Rohrchen wurden markiert und zur Aufnahme der
Zellen unterhalb der Saule vorbereitet, eine fir MACS-positive (MACS+) und eine fur
MACS-negative (MACS-) Zellpopulationen. Fur die magnetische Markierung wurden
zu den Zellen 20 pyl STRO1-Antikdrper gegeben und diese fur 5 Minuten bei 4°C im
Dunklen inkubiert. Dieser Zellsuspension wurden 20 ul MicroBeads-Antikorper hin-
zugegeben und die Zellen nochmals fiir 5 Minuten bei 4 °C inkubiert. Nachdem beide
Schritte abgeschlossen waren, wurden 80 pl MACS-Puffer hinzugegeben. Die Zellen
wurden fur weitere 15 Minuten bei 4 °C inkubiert und fir 10 Minuten bei 1700 U/min
und 4 °C zentrifugiert.
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Die vorbehandelte Zellsuspension wurde in das Rohrchen gegeben und durchlief die
magnetisierte Saule in dem Rdhrchen. Bei diesem Schritt verblieben die mit dem
STRO1- und MicroBeads-Antikdrpern versehenen Stammzellen (MACS+) in der Sau-
le, wohingegen die Fibroblasten (MACS-) die Saule weiter durchliefen und aufgefan-
gen wurden. Nachdem die Zellsuspension durch das Rohrchen geflossen war, wurde
der Auffangbehélter getauscht, die MACS+-Zellen wurden herausgepresst und auf-
gefangen. Die MACS- -Zellen (Fibroblasten) wurden auf Zellkulturflaschen verteilt.
Zur weiteren Vermehrung dieser Zellen wurde Medium | zugegeben und die Zellkul-

turflaschen verblieben fir 10 Tage im Inkubator bei 5%iger CO,-Zufuhr bei 37°C.

Das Medium wurde alle 3 Tage gewechselt.

Magnetic labeling Magnetic separation Elution of the labeled cells

© 4 : ;
O O

MACS MACS
Negative Positive
2/ \_/

Abbildung 2: Magnetische Sortierung von markierten G-MSCs durch MACS-Technik

Quelle: http://www.miltenyibiotec.com/~/media/Images/Navigation/Products-and-
Services/ MACS-Cell-Separation/MACS-Technology/neu/

flowchart_positive_selection_indirect_570.ashx
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2.2.4.2 Bestimmung der Zellzahl der Fibroblasten mit dem Hamozytometer

Zur Bestimmung der Zellzahl der Fibroblasten wurde ein Hamozytometer verwendet.
Die Oberflache der Zdhlkammer und das Deckglas wurden mit 70%igem Ethanol
gereinigt und die Zellen als Suspension (0,9 ul) in die Zadhlkammer gegeben. Die
Zahlkammer wurde unter das Mikroskop gelegt, 4 Quadrate (je 1 mm?) wurden aus-
gezéahlt und der Mittelwert wurde berechnet. Die Zellzahl pro ml erhielt man durch
Multiplizieren des Mittelwerts mit der Potenz 10%. Die gesamte Zellzahl wurde be-
stimmt durch Volumen der Zellsuspension mal Zellzahl pro ml.

2.3 Zytokompatibilitdt von EGCG und b- LG

96 Mikrotiterplatten wurden mit Zellen (5 x 10° Fibroblasten), verschiedenen Kon-
zentrationen von EGCG (0 pg/ml, 64 pug/ml, 128 pg/ml, 256 pg/ml, 512 pg/ml, 1024
pg/ml, 2048 pg/ml, 4096 pg/ml, jeweils 9 Wells pro Konzentration) und b-LG (erste
Platte 0 pg/ml, zweite Platte 50 pg/ml und dritte Platte 800 pg/ml) besetzt. Die Platten
wurden fur 24 Stunden inkubiert und am n&chsten Tag mit dem MTT-Test, benannt
nach dem Molekul (3-(4,5 Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium-Bromid), wei-

terbearbeitet.

2.3.1 Verdunnungsprotokoll

Eine Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS) wurde zum Verdinnen verwendet. Das

Medium [, in dem die Fibroblasten sich befanden, hatte folgende Zusammensetzung:

RPMI 1640 500 ml

10 % FBS 80 ml

5 ml Strep/Pen 10.000 U/mi

5 ml Glutamin 200 nM

5 ml Amphothericin 0,25 pg/ml.

RPMI ist ein Zellkulturmedium fir tierische und humane Zelltypen. Das fetale Kéalber-
serum (FBS) wird aus Blut von Kuhfeten gewonnen und dient als Nahrmedium.
Strep/Pen ist eine Mischung aus Penicillin und Streptomycin, die in Zellkulturmedien
zum Kultivieren tierischer Zellen haufig verwendet wird, um eine bakterielle Kontami-
nation zu verhindern. Die essentielle Aminosaure L-Glutamin ist ebenso wichtig fir

die Zellkultur und nicht zuletzt Amphotericin, das als Antimycotikum dient.
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Hierzu mussten die Reagenzien wie folgt verdiinnt werden:

Verdinnung EGCG:

Zunachst erfolgte eine Umrechnung: 4096 pg/ml entspricht 4,096 mg/ml und dies
wiederum entspricht 0,00409 g/ml. Somit muss man 0,409 g in 100 ml einsetzen. Es
wurde 0,409 g des EGCG-Pulvers abgewogen, dies mit 10 ml der oben genannten
Losung steril gefiltert und dann mit 90 ml RPMI aufgefllt.

Von diesen 10 ml wurde absteigend eine Verdiinnungsreihe gestartet:

150 ul wurden in die erste Vertiefung der Mikrotiterplatte A3 gegeben, hiervon wur-
den 50 ul abpipettiert und in die Vertiefung B3 gegeben. Von B3 wurden 50 pl in C3
pipettiert und dies erfolgte Gber die ganze Reihe bis H3.

Verdiinnung b-LG 800:

Die gewiinschte Konzentration waren 800ug/ml, dies entspricht 0,0008mg/ml, also
0,08 g in 100 ml. Somit wurde 0,08 g des b-LG Pulvers abgewogen und mit 10 ml der
oben genannten Losung gemischt, steril filtriert und dann mit 90 ml RPMI aufgefllt.

Verdilnnung b-LG 50:

Die gewiinschte Konzentration waren 50ug/ml, dies entspricht 0,05mg/ml, dies wie-
derum entspricht 0,00005g/ml. Demzufolge sind es 0,005g in 100 ml. Somit wurden
0,005g des b-LG-Pulvers abgewogen und mit 10 ml der oben genannten L&sung,
steril filtriert, dann mit 90 ml RPMI aufgefulit.

2.3.2 Ansetzen der Wells-Probeplatten

Somit ergaben sich folgende Konzentrationen und Mischungsverhaltnisse in den drei

Mikrotiterplatten:

In den Spalten 1 und 2 befanden sich absteigend jeweils nur eine verdinnte Zellreihe
in Medium | (siehe Verdinnungsreihe), in der Spalte 12 jeweils nur Zellen und in den

Fachern 12 G und 12 H nur Medium als Leerwert.
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2.3.3 MTT-Test

Der MTT-Test (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium-Bromid) ist ein
Test zur Bestimmung der metabolischen Aktivitat von Zellen. Dieser Test wurde ent-
wickelt, um Zellwachstum und -aktivitdt ohne radioaktive Isotope nachzuweisen
(Mosman et al., 1983; Denizot, & Lang 1986; Hansen & Nielsen 1989; Maehara et
al., 1986). Dieser nicht radioaktive Nachweis unter Verwendung von MTT wurde
erstmals von Mosman et al. (1983) beschrieben und in den Folgejahren von ver-
schiedenen Forschern weiterentwickelt (Tada et al., 1986, Denizot & Lang, 1986;
Gerlier & Thomasset, 1986; Hansen & Nielsen, 1989; Vistica et al., 1991). Mithilfe
des Tests kann Zellwachstum oder Zellzytotoxizitdt nachgewiesen werden. Seine
Vorteile sind, dass er sicher, genau, sensitiv, schnell und einfach durchzufihren ist.
Zellen werdenin  vitromit dem  namensgebenden Farbstoff, einem  gel-
ben Tetrazoliumsalz, behandelt, um ihre Lebensfahigkeit beziehungsweise den Anteil
lebender Zellen im Vergleich zu einer Kontrollprobe von Zellen zu messen. Der
Nachweis der Zellvitalitdt mittels MTT-Test beruht auf der Reduktion des gelben,
wasserloslichen  Farbstoffs  3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium-
Bromid (MTT) in ein blau-violettes, wasserunldsliches Formazan. Friher wurde an-
genommen, dass MTT durch mitochondriale Succinat-Dehydrogenasen reduziert
wird. Untersuchungen in den letzten Jahren legen jedoch nahe, dass die Reduktion
hauptséachlich von den pyridinhaltigen Reduktionsaquivalen-
ten NADH und NADPH und nur teilweise von Succinat abhéngig ist. Die Menge des
umgesetzten und letztendlich gemessenen Farbstoffs entspricht damit
der Glykolyserate der Zellen und stellt somit einen Index fur die Aktivitat von Zellen.
Die Reduktion von MTT durch NADH und NADPH ist abhangig
von Enzymen des Endoplasmatischen Retikulums (ER). Die Formazan-Kristalle wer-
den gebildet, setzen sich ab und die daraus resultierende farbige Lésung wird mit
einem Spektrophotometer quantifiziert. Dies sorgt fur ein hohes Mal3 an Genauigkeit
und ermdglicht eine digitale Computer-Verarbeitung der Daten und damit die schnel-

le und bequeme Handhabung einer hohen Anzahl von Proben.

Nachdem die geziichteten Fibroblasten mit den verschiedenen Reagenzien in maxi-
mal 100 pl auf die 96 Wells- Platten verteilt worden waren, wurden diese bei 37 °C
und bei 5 bis 6 % CO,-Sattigung fur 24 bis 96 Stunden inkubiert. Nach dieser Zeit

wurden 10 pl MTT Labeling Agent dazugegeben und wiederum fir 4 Stunden inku-
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biert. In dieser Zeit war schon ein Farbumschlag zu sehen. Nach den 4 Stunden
wurde die zweite Solubilisationslosung in jedes Well gegeben. Dann wurden die
Wells-Platten tUber Nacht stehen gelassen und am nachsten Tag im dem ELISA-

Reader bei einer Extinktion von 550 nm ausgelesen.

2.4 Antimikrobieller Test

2.4.1 Die verschiedenen Bakterien

Folgende Bakterien wurden verwendet:
e Propionibacterium acnes LMG 16711
e Staphylococcus aureus ATCC 700699
e Staphylococcus aureus ET 199
e Staphylococcus aureus LMG 10147
e Staphylococcus epidermidis ET 086
e Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

e Candida albicans ATCC MYA-2876.

2.4.2 Minimale Hemm-Konzentration

Minimale Hemm-Konzentration (MHK) (englisch: MIC fur Minimal Inhibitory Concent-
ration) ist ein Begriff aus der Biologie. Sie bezeichnet die niedrigs-
te Konzentration einer Substanz, bei der die Vermehrung von Mikroorganismen mit
bloRem Auge nicht wahrgenommen werden kann. Sie beschreibt so die Konzentrati-

on einer Reagenz, die das Wachstum eines Bakterienstammes gerade noch hemmit.
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2.4.3 Bestimmung der minimalen Hemm-Konzentration

Die minimale Hemmkonzentration (MHK) wurde dreifach in 96-Well-Mikrotiterplatten
unter Verwendung von Mueller-Hinton-Medium, RCM (P. acnes LMG 16711) oder
RPMI (C. albicans ATCC MYA- 2876) bestimmt. Die MHK von EGCG und b-LG wur-
de mit zweifacher Verdinnung im Bereich zwischen 0,5 pg/ml und 1024 pg/ml be-
stimmt. Zusatzlich erfolgte die Bestimmung der MHK von EGCG in Gegenwart einer
festen Konzentration von b-LG (0 pg/ml 50 oder 800 pg/ml). Das Inokulum wurde auf
eine Optische Dichte (OD) von 0,05 fir alle Stamme (mit Ausnahme von C. albicans
ATCC MYA-2876, fur die eine OD von 0,1 bis 0,15 verwendet wurde) 1/50 verdinnt
und standardisiert.

Die Platte wurde bei 37°C fur 24 Stunden inkubiert und die optische Dichte bei 590
nm in einem ELISA-Reader photometrisch bestimmt. Die niedrigste Konzentration
der Verbindung war diejenige, fur die eine ahnliche optische Dichte in den unbeimpf-
ten Vertiefungen der Wells-Platte beobachtet wurde.

Saphylococcus aureus ATCC 700699, ET199 und LMG10147, Staphylococcus epi-
dermidis ET086 und Pseudomonas aeruginosa ATCC9027 wurden aerob in Mueller-
Hinton-Bouillon (MH; Oxoid, Basingstoke, England) bei 37 °C kultiviert. Propionibac-
terium acnes LMG 16711 wurde in verstarktem Clostridiummedium (RCM; Oxoid) bei
37°C anaerob kultiviert. Candida albicans ATCC MYA-2876 wurde in RPMI 1640-
Medium (Sigma-Aldrich, Diegem, Belgien) bei 37°C aerob kultiviert. Die Bestimmung
MHK von EGCG allein oder in Gegenwart von b-LG (50 oder 800 pg/ml) wurde ge-
man dem Mikrodilutionsprotokoll der EUCAST-Bouillon unter Verwendung von Mikro-
titerplatten mit 96 Vertiefungen (TPP, Trasadingen, Schweiz). Das Inokulum wurde
auf ungefahr 5 x 10° koloniebildende Einheiten (KBE)/ml standardisiert. Die getestete
EGCG-Konzentration lag zwischen 0,5 und 1024 ug /ml. Die Platten wurden 24
Stunden bei 37°C inkubiert und die optische Dichte bei 590 nm wurde unter Verwen-
dung eines Multilabel-Mikrotiterplattenlesegerats (Envision; Perkin-Elmer LAS,
Waltham, MA, USA) bestimmt. Die MHK wurde als niedrigste Konzentration von
EGCG allein oder in Kombination mit b-LG aufgezeichnet, die eine ahnliche optische

Dichte aufwies wie in inokulierten und leeren Vertiefungen.
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2.5 Antioxidativer Test

2.5.1 DPPH-Methode

Das 2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl (DPPH-)Radikal zahlt zu den ersten synthetischen
Radikalen, das zur Bestimmung des antioxidativen Potentials von phenolischen Anti-
oxidantien verwendet wurde. Der Vorteil dieses Radikals ist, dass es kommerziell
erhaltlich ist. Es dient bei der Reaktion gleichzeitig als Oxidationsquelle fur d ie Anti-
oxidantien und als Indikator fur die Reaktion. Es handelt sich hierbei um ein Stick-
stoffradikal. Es konnte sein, dass Antioxidantien unterschiedlich mit diesen Radikalen
reagieren (Frankel & Meyer, 2000). Es gibt andere Tests, bei denen Peroxylradikale
verwendet werden, zum Beispiel Tests wie TRAP (,total peroxyl radical trapping anti-
oxidant parameter®), ORAC (,oxygen radical absorbance capacity”), TEAC (,trolox
equivalent antioxidant capacity”), FRAP (,ferric ion reducing antioxidant power®) oder
PCL (Bestimmung der antioxidativen Kapazitat mittels Photochemilumineszenz)
(Huang & Ou, 2005; Popov & Lewin, 1999).

Q-
@7 + Antmmdant N—NH
O,N

DPPH-Radikal DPPH

Abbildung 3: Strukturformel DPPH
Quelle: https://www.dojindo.eu.com/DPPH-Antioxidant-Assay-Kit.aspx

Der Abbau des lila DPPH-Radikals in die schwach gelbe nicht-radikale Form in me-
thanolischer Losung wird spektralphotometrisch bei einer Wellenlange von 515 nm
gemessen (Frankel & Meyer, 2000). In der Regel werden die Ergebnisse als EC50
angegeben. Dies entspricht der Menge an Probe, die benétigt wird, um 50 % der ur-

sprunglichen Menge des DPPH--Radikals einzufangen. Dabei ist die prozentuale
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antioxidative Wirksamkeit von dem Anfangsgehalt des DPPH-Radikals abh&ngig. Die
Verwendung von Ascorbinséure oder Trolox als Aquivalenzsubstanz fiihrt zu exakte-
ren Ergebnissen (Magalhaes et al., 2008).

Das Verfahren wurde urspringlich entwickelt, um die antioxidative Effizienz von Po-
lyphenolen und verschiedenen Weinen und Traubensaften zu ermitteln (Frankel &
Meyer, 2000). Der DPPH-Test wurde nach der Methode von Thaipong et al. (2006)
angewandt. 150 yl Probe oder Standard (0,0625-0,75 mmol Trolox) wurden in eine
Klvette pipettiert und 2850 pl der DPPH-Arbeitslosung zugegeben. AnschlielRend
wurden die Kivetten mit Parafilm luftdicht verschlossen, um ein Verdunsten der me-
thanolhaltigen LOsung zu vermeiden. Zum Mischen der Proben wurden die ver-
schlossenen Kivetten vorsichtig umgeschwenkt. Die Proben wurden fir 24 Stunden
im Dunklen bei Raumtemperatur (ca. 22°C) gelagert. Die Absorption wurde am
nachsten Tag bei einer Wellenlange von 515 nm spektralphotometrisch gemessen.
Die Ergebnisse wurden als Troloxaquivalente angegeben. Mithilfe der Troloxaquiva-
lente kann die oxidative Kapazitat einer Probe gemessen werden (Miller, Rice-Evans,
C. et al., 1993; Pellegrini et al., 1999). Bei der Messung dient das Vitamin E-Derivat
Trolox als Referenz, weswegen das Ergebnis in Trolox-Aquivalenten angeben wird.
Das Prinzip der Messung der Trolox-Aquivalente (TEAC) basiert auf der Reaktion
von Diammonium-2,2'-azino-di-(3-ethylbenzthiazolin)-6-sulfonat (ABTS) mit den in
dem zu untersuchendem Medium enthaltenen Antioxidantien. ABTS bildet in einem
oxidativen Milieu ein stabiles, griin gefarbtes Radikalkation, das bei der Reaktion mit
antioxidativ wirksamen Substanzen seine Farbung verliert. Mittels photometrischer
Messungen der ABTS-L6sung bei 734 nm vor und nach einer definierten Zeitspanne
(meist 6 Minuten) nach Zugabe von Antioxidantien erhéalt man eine Extinktions-
Differenz, aus der durch Vergleich mit der durch Trolox in verschiedenen Konzentra-
tionen verursachten Minderung der Extinktion die antioxidative Kapazitat der unter-

suchten Substanz ermittelt wird.

2.6 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse wurden als Mittelwert &= Standardabweichung bestimmt und nach

einer logarithmischen Transformation auf Normalitat getestet. Die Unterschiede zwi-
schen den Untersuchungen wurden unter Verwendung einer Ein-Weg-

Varianzanalyse (ANOVA) mit dem Post-hoc-Tukey-Test analysiert und alle Statisti-
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ken wurden mit der SPSS- Software (SPSS Version 19, IBM, USA) erstellt. Das Sig-

nifikanzniveau wurde auf p = 0,05 festgesetzt.

3 Ergebnisse

3.1 Lichtmikroskopie der Fibroblasten

Die folgenden Abbildungen zeigen die Fibroblasten nach 14 Tagen Zellkultivierung

und einen Tag vor Beginn der Versuche. Es sind deutlich ausdifferenzierte, spindel-

férmige Fibroblasten zu erkennen.

Abbildung 4 Fibroblasten 2 Tage vor dem Versuch 10-fache Vergrof3erung
Malfstabsbalken 1000 um
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Abbildung 5: Fibroblasten 1 Tag vor dem Versuch 10'-fache Vergrof3erung
Maflstabsbalken 100 pm

Abbildung 6: Fibroblasten 1 Tag vor dem Versuch 32-fache Vergrél3erung
Mafl3stabsbalken 1000 ym

3.2 Lichtmikroskopie mit dem Phasenkontrastmikroskop

Die folgenden Abbildungen 7, 8, 9 zeigen mit dem Phasenkontrastmikroskop aufge-
nommene Fotos. Aufgrund der hohen Anzahl wurden hier reprasentativ fur jede
Mikrotiterplatte jeweils 9 Fotos zusammengestellt. Platte 1 mit O ug/ml b-LG und den
Vertiefungen A 4, 7,10, E 4,7, 10 und G 4, 7, 10. Platte 2 mit 50 ug/ml b-LG und den
Vertiefungen A 4, 7, 10, E 4, 7, 10 und G 4, 7, 10 und zuletzt Platte 3 mit 800 ug/ml
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b-LG und den Vertiefungen A 4, 7, 10, E 4, 7, 10 und G 4, 7, 10. Eine Ubersicht ist
den Abbildungen 10, 11 und 12 zu entnehmen.

Abbildung 7: Platte 1

A4, A7, A10 mit O yg/ml b-LG /4096 pg/ml EGCG
E4, E7, E10 mit O pg/ml b-LG /256 ug/ml EGCG
G4, G7, G10 mit O pg/ml b-LG /64 ug/ml EGCG
Maf3stabsbalken 1000 ym

(EGCG: Epigallocatechingallat b-LG: beta-Lactoglobulin)
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Abbildung 8: Platte 2

A4, A7, A10 mit 50 pg/ml b-LG /4096 pg/ml EGCG

E4, E7, E10 mit 50 pg/ml b-LG /256 ug/ml EGCG

G4, G7, G10 mit 50 pg/ml b-LG /64 ug/ml EGCG
Maf3stabsbalken 1000 ym

(EGCG: Epigallocatechingallat b-LG: beta-Lactoglobulin)
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Abbildung 9: Platte 3

A4, A7, A10 mit 800 pg/ml b-LG /4096 ug/ml EGCG

E4, E7, E10 mit 800 pg/ml b-LG /256 ug/ml EGCG

G4, G7, G10 mit 800 pg/ml b-LG /64 ug/ml EGCG
Maf3stabsbalken 1000 um

(EGCG: Epigallocatechingallat b-LG: beta-Lactoglobulin)
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Lichtmikroskopisch zeigte sich in Abwesenheit von mit EGCG kultivierten Fibroblas-
ten eine fur gesunde Fibroblasten typische spindelartige Morphologie, ebenso bei
denjenigen, die allen b-LG Konzentrationen ausgesetzt waren (0, 50 und 800 pg/ml),
siehe Abbildung 7, 8 und 9. Steigende Konzentrationen von EGCG schienen jedoch
die Bildung runder apoptotischen Kdrper zu férdern, was darauf hinweist, dass sich
die Zellen auf die Zelllyse vorbereiten beziehungsweise sich in der Phase der Zellly-
se befinden und daher nicht mehr lebensfahig waren. Bei einer EGCG-Konzentration
von 64 ug/ml wurden keine apoptotische Korper beobachtet. Bei 128 ug/ml EGCG
stieg die Anzahl an toten Zellen und bei 256 pg/ml waren die meisten Zellen tot und
nur noch einzelne spindelférmige Fibroblasten vorhanden. Bei hoheren Konzentrati-
onen aufwarts von 256 ug/ml EGCG wurden nur noch apoptotische Zellkérper beo-
bachtet. Eine Erhéhung der b-LG-Konzentration auf 50 oder 800 ug/ml fuhrte nicht zu
einer merklichen Verringerung des Zelltods.

3.3 Zytokompatibilitat von EGCG und b-LG

Die folgenden Tabellen 7, 8 und 9 enthalten zunachst die Belegung der 96 Vertiefun-
gen der drei Platten mit den verschiedenen Reagenzien und Zellen sowie die in Rot
angezeigten photometrischen Ergebnisse.

Die Abbildungen 10, 11 und 12 zeigen eine fotografische Dokumentation der Platten,

nach der Zugabe der beiden MTT-Reagenzien und der Inkubation von 24 Stunden.
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Mikrotiterplatte 1

Tabelle 7: Photometrische Messung Platte 1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
5x10 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10 5x10 5x10
Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen
5x10° 5x10° EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG 5x10°
A Zellen Zellen 4096pg/ml 4096pg/ml 4096pg/ml 4096pg/ml 4096pg/ml 4096pg/ml 4096pg/ml 4096pg/ml 4096pg/ml Zellen
0,6 0,5 B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG 0,7
Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml
2,4 2,4 2,3 2,4 2,5 2,4 2,3 2,3 2,4
5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10°
Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen
12 12 EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG
B 0‘5 0‘4 2048pg/ml 2048pg/ml 2048pg/ml 2048pg/ml 2048pg/ml 2048pg/ml 2048ug/ml 2048pg/ml 2048pg/ml
! ! B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG
Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml
1,8 1,6 1,7 1,8 1,9 1,8 1,8 1,8 1,8
5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10°
Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen
14 14 EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG
C 05 03 1024pg/ml 1024pg/ml 1024pg/ml 1024pg/ml 1024pg/ml 1024pg/ml 1024pg/ml 1024pg/ml 1024pg/ml
! ! B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG
Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml
1,3 1,2 1,3 1,3’3 1,2 1,3 1,2 1,2 1,2
5x10° 5x10° 5x10° Zlello 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10°
Zellen Zellen Zellen Egceg Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen
1:16 1:16 EGCG EGCG EGCG 512ug/ml EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG
D 0 3 0 > 512pg/ml 512pg/ml 512pg/ml B-LG 512ug/ml 512ug/ml 512pg/ml 512pg/mi 512pg/mi
! ! B-LG B-LG B-LG opg/ml B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG
Opg/ml Opg/ml Opg/ml 0.8 Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml
0,9 0,9 0,9 . 0,9 0,8 0,8 0,8 0,9
5x10° 3 3 3 3 3 3 3 3
Zellen 5x10 5x10 5x10 5x10 5x10 5x10 5x10 5x10
EGCG Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen
1:32 1:32 256pg/mi EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG
E 0 1 0 1 B-LG 256ug/ml 256ug/ml 256ug/ml 256ug/ml 256ug/ml 256pg/ml 256pg/ml 256pg/ml
! ! opg/mil B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG
0.9 Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml
! 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,7 0,7
5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10°
Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen
1:64 1:64 EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG
F 0'01 0'01 128pg/ml 128pg/mli 128pg/mli 128pg/ml 128pg/mi 128pg/ml 128ug/ml 128pg/ml 128pg/ml
! ! B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG
Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml
0,7 1,0 0,7 0,6 0,6 0,5 1,2 0,7 0,7
5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10°
Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen
1:128 1:128 EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG Leerwert
G 0 04 0 04 64pg/ml 64pg/ml 64pg/ml 64pg/ml 64pg/ml 64pg/ml 64pg/ml 64pg/ml 64pg/ml 0.0
! ! B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG !
Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml
0,7 0,6 0,8 0,7 0,6 0,7 0,6 0,6 0,7
5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10°
Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen
. . EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG
H 1620526 1620526 Oug/ml Oug/m Oug/m Oug/m Oug/m Oug/m Og/ml Opg/ml Opg/ml "e%"ge”
! ! B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG !
Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml
0,6 0,4 0,5 0,6 0,4 0,5 0,4 0,5 0,5

Extinktion 550nm (EGCG: Epigallocatechingallat b-LG: beta-Lactoglobulin)
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Mikrotiterplatte 2

Tabelle 8: Photometrische Messung Platte 2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
5x10 5x10° 5x10° 5x10° 5x10 5x10 5x10 5x10° 5x10°
Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen
5x10° 5x10° EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG 5x10°
A Zellen Zellen 4096pg/ml 4096pg/ml 4096pg/ml 4096pg/ml 4096pg/ml 4096pg/ml 4096pg/ml 4096pg/ml 4096pg/ml Zellen
0,6 0,7 B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG 0,6
50pug/ml 50ug/ml 50ug/ml 50ug/ml 50ug/ml 50ug/ml 50ug/ml 50pug/ml 50pug/ml
2,7 2,7 2,8 2,8 2,7 2,4 2,7 2,6 2,4
5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10°
Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen
1.2 1.2 EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG
B 0'4 0'4 2048ug/ml 2048pg/ml 2048pg/ml 2048pg/ml 2048ug/ml 2048ug/ml 2048ug/ml 2048ug/ml 2048ug/ml
! ! B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG
50ug/ml 50pg/ml 50pg/ml 50pg/ml 50ug/ml 50ug/ml 50ug/ml 50ug/ml 50ug/ml
2,0 2,1 2,1 2,1 2,1 2,1 2,1 2,0 2,0
5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10°
Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen
14 14 EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG
C 0'2 0'2 1024pg/ml 1024pg/ml 1024pg/ml 1024pg/ml 1024pg/ml 1024pg/ml 1024pg/ml 1024pg/ml 1024pg/ml
! ! B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG
50pug/ml 50ug/ml 50ug/ml 50ug/ml 50ug/ml 50ug/ml 50ug/ml 50pg/ml 50pg/ml
1,4 1,4 1,4 1,4 1,3 1,4 1,3 1,4 1,4
5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10°
Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen
116 116 EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG
D 0.2 0.2 512pg/ml 512pg/ml 512pg/ml 512pg/ml 512pg/ml 512pg/ml 512pg/ml 512ug/ml 512ug/ml
! ! B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG
50ug/ml 50pg/ml 50pg/ml 50pg/ml 50ug/ml 50ug/ml 50ug/ml 50ug/ml 50ug/ml
1,0 1,0 1,0 1,0 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9
5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10°
Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen
1:32 1:32 EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG
E 01 01 256ug/ml 256pg/ml 256pg/ml 256pg/ml 256pg/ml 256pg/ml 256pg/ml 256ug/ml 256ug/ml
! ! B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG
50ug/ml 50pg/ml 50pg/ml 50pg/ml 50ug/ml 50ug/ml 50ug/ml 50pg/ml 50pg/ml
0,9 0,9 0,8 0,8 0,9 0,8 0,8 0,8 0,8
5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10°
Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen
1:64 1:64 EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG
F 0-06 0,06 128pg/ml 128pg/ml 128pg/ml 128pg/ml 128ug/ml 128ug/ml 128ug/ml 128pg/ml 128pg/ml
! B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG
50pug/ml 50ug/ml 50ug/ml 50ug/ml 50ug/ml 50ug/ml 50ug/ml 50pug/mi 50pug/ml
0,7 0,8 0,8 0,7 0,8 0,8 0,7 0,8 0,8
5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10°
Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen
EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG
G 1610248 1610248 64ug/ml 64ug/ml 64ug/ml 64ug/ml 64ug/ml 64ug/ml 64ug/ml 64pug/ml 64pg/ml Leeongert
! ! B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG !
50ug/ml 50pg/ml 50pg/ml 50pg/ml 50ug/ml 50ug/ml 50ug/ml 50pg/ml 50pg/ml
0,5 0,7 0,7 0,8 0,8 0,7 0,7 0,7 0,7
5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10°
Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen
EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG
H 10'20536 10'20536 Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Le%ngert
! ! B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG !
50ug/ml 50pg/ml 50pg/ml 50pg/ml 50ug/ml 50ug/ml 50ug/ml 50pg/ml 50pg/ml
0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,5 0,5 0,5 0,6

Extinktion 550 nm (EGCG: Epigallocatechingallat b-LG: beta-Lactoglobulin)

33



——3;?:;;,—; S —

—_———

[ r'd = e P - =
7 o W\ £ = w N/ ‘ 7~V _\\ :
) /4 W \

AN A f\-/» N 7
\\\\\, 2 B A G ol u

’/\\ IN ; \ : /\".‘\ // // 1:
\ @ \ ) 4 A‘/\/’%—‘/n/’;‘\/ / /P \ 9‘ 1

f
|
.

Abbildung 11: Foto der Platte 2 (EGCG: Epigallocatechingallat b-LG: beta-
Lactoglobulin)
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Mikrotiterplatte 3

Tabelle 9: Photometrische Messung Platte 3

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
5x10 5x10 5x10 5x10 5x10 5x10 5x10 5x10° 5x10°
Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen
5x10° 5x10° EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG 5x10°
A Zellen | Zellen | 4096ug/ml 4096pg/ml 4096pg/ml 4096pg/ml 4096pg/ml 4096pg/ml 4096pg/ml 4096pg/ml 4096pg/ml Zellen
0,5 0,6 B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG 0,6
800pg/ml 800ug/ml 800ug/ml 800ug/ml 800pg/ml 800pg/ml 800pg/ml 800ug/ml 800ug/ml
2,5 2,5 2,3 2,4 2,4 2,3 2,4 2,4 2,4
5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10°
Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen
12 1:2 EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG
B 0' 4 0,4 2048pg/ml 2048pg/ml 2048pg/ml 2048pg/ml 2048ug/ml 2048ug/ml 2048ug/ml 2048ug/ml 2048pg/ml
’ B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG
800ug/ml 800pg/ml 800pg/ml 800pg/ml 800ug/ml 800ug/ml 800ug/ml 800pg/ml 800pg/ml
1,9 1,8 1,6 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8
5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10°
Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen
14 14 EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG
C 0'4 0'4 1024pg/ml 1024pg/ml 1024pg/ml 1024pg/ml 1024pg/ml 1024pg/ml 1024pg/ml 1024pg/ml 1024pg/ml
! ! B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG
800pg/ml 800ug/ml 800ug/ml 800ug/ml 800pg/ml 800pg/ml 800pg/ml 800pg/ml 800pg/ml
1,2 1,2 1,0 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2
5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10°
Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen
116 116 EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG
D 0 3 0 3 512pg/ml 512ug/ml 512ug/ml 512ug/ml 512pg/ml 512pg/ml 512pg/ml 512pg/ml 512pg/ml
! ! B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG
800ug/ml 800pg/ml 800pg/ml 800pg/ml 800ug/ml 800ug/ml 800ug/ml 800pg/ml 800pg/ml
0,8 0,8 0,8 0,9 0,9 0,9 0,8 0,8 1,0
5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10°
Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen
1:32 1:32 EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG
E O 5 O 1 256pg/ml 256ug/ml 256ug/ml 256ug/ml 256pg/ml 256pg/ml 256pg/ml 256pg/ml 256pg/ml
! ! B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG
800ug/ml 800pg/ml 800pg/ml 800pg/ml 800ug/ml 800ug/ml 800ug/ml 800pg/ml 800pg/ml
0,7 0,7 0,6 0,7 0,7 0,8 0,7 0,8 0,8
5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10°
Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen
1:64 1:64 EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG
F 01 01 128pg/mi 128pg/ml 128pg/ml 128pg/ml 128ug/ml 128ug/ml 128ug/ml 128pg/mli 128pg/mli
! ! B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG
800pg/ml 800pg/ml 800pg/ml 800pg/ml 800pg/ml 800pg/ml 800pg/ml 800ug/ml 800pg/ml
0,4 0,5 0,4 0,6 0,9 0,6 0,6 0,6 0,5
5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10°
Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen
1:128 1:128 EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG Leerwert
G 0.04 0.04 64pg/ml 64pg/ml 64pg/ml 64pg/ml 64pg/ml 64pg/ml 64pg/ml 64pg/ml 64pg/ml 0.0
! ' B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG !
800ug/ml 800pg/ml 800pg/ml 800pg/ml 800ug/ml 800ug/ml 800ug/ml 800pg/ml 800pg/ml
0,5 0,4 0,4 0,8 0,6 0,6 0,6 0,5 0,8
5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10°
Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen
1:256 1:256 EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG Leerwert
H 0,03 0,03 Oupg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml Opg/ml 0,0
B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG B-LG
800ug/ml 800pg/ml 800pg/ml 800pg/ml 800ug/ml 800ug/ml 800ug/ml 800pg/ml 800pg/ml
0,4 0,5 04 0,5 0,4 0,4 05 0,5 0,5

Extinktion 550 (EGCG: Epigallocatechingallat b-LG: beta-Lactoglobulin)
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Abbildljng 12:>.I':oto der Platte 3 (EGCG: Epigallocatechingallat b-LG: beta-
Lactoglobulin)

Fur alle Abbildungen 10, 11, 12 zeigen sich starkere Verfarbungen in den Bereichen
mit hohem EGCG-Anteil. Die Leerwerte sind nahezu farblich identisch mit den Vertie-
fungen von A 1-2 bis H 1-2, in denen sich Zellen in unterschiedlicher Konzentration,
nur ohne die Substanzen EGCG und b-LG befinden.

Die Werte der Extinktion bei 550 nm aus den Tabellen 7, 8 und 9 sind ebenso gut
vergleichbar und sind in allen drei Platten relativ identisch. Die Werte der Extinktio-
nen entsprechen dem Farbverlauf der Abbildungen 10, 11 und 12. An jenen Stellen,
an denen die Vertiefungen der Mikrotiterplatten dunkler verfarbt sind, ist die Extinkti-
on entsprechend héher. Da in allen Platten, jeweils in den Reihen von Stelle 2 — 11,
die gleichen Lésungen und Zellen vorhanden sind und nahezu identische Ergebnisse
gemessen wurden, spricht dies fur eine grindliche Pipettierung, ein gutes Verdun-
nungsprotokoll, ein sauberes Besetzen der Mikrotiterplatten und somit fir eine ge-

naue laboratorische Arbeit.
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3.4 Antimikrobieller Test

Fur die antibakterielle Aktivitat ergab die Bestimmung der MHK (Tabelle 10), dass in
Abwesenheit von MPI die zur Hemmung des Wachstums der Bakterien erforderliche
GTE-Konzentration zwischen 128 und 256 ug/ml lag. GTE verhinderte das Wachs-
tum von Gram-positiven Bakterien starker als das von Gram-negativen P. aerugino-
sa. Die Zugabe von MPI verringerte die MHK von GTE gegenuber Gram-positiven S.
aureus ATCC 700699 und S. epidermidis ET086 und insbesondere P. acnes LMG
16711. Im Gegensatz dazu erhohte MPI die MHK in Richtung Gram-negativer P.
aeruginosa ATCC 9027. Das Wachstum der Hefe C. albicans ATCC MYA-2876 wur-
de nicht von GTE beeinflusst (MHK> 1.024 ug/ml, unabhéngig von der Zugabe von
MPI).

Tabelle 10: MHK von GTE in 3 verschiedenen Konzentrationen von MPI auf ver-
schiedene Bakterien

MHK von GTE, ug/ml
0 pg/ml 50 pg/ml 800 pg/mi

MPI MPI MPI
Gram-positive Bakterien
P. acnes LMG 16711 128 32 16
S. aureus Mu50 128 64 64
S. aureus ET199 128 128 128
S. aureus LMG 10147 128 128 128
S. epidemidis ET086 128 64 64
Gram-negative Bakterien
P. aeruginosa ATCC9027 256 1,024 1,024
Pilz
C. albicans SC5314 >1,024 >1,024 >1,024

MHK, minimale Hemm-Konzentration; GTE, Griintee-Extrakt;
MPI, Molkenproteinisolat (englisch: WPI, Whey Protein Isolate)
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3.5 Antioxidativer Test

Im DPPH-Test (Abb. 13) wurden die antioxidativen Kapazitdten von MPI und GTE
anhand ihrer Fahigkeit getestet, das freie DPPH-Radikal abzufangen. Das Diagramm
zeigt die DPPH- Hemmung, in Abhangigkeit von verschiedenen GTE-
Konzentrationen (0,64,128 ug/ml) und MPI Konzentrationen (0,50,800 pg/ml). GTE
allein zeigte eine Abfangkapazitat von 20 bzw. 28% fir 64 bzw. 128 ug/ml GTE. Die
Zugabe von MPI hatte jedoch einen erheblichen negativen Einfluss auf die Radikal-
fangerkapazitat von GTE. Wenn zum Beispiel 800 pg/ml MPI eingeschlossen wur-
den, wurde die Hemmung fir 64 bzw. 128 pg/ml GTE auf etwa 13 und 24 % redu-

ziert. Es gab keinen radikalischen Abfangeffekt von MPI alleine.

30 - ul [0 pg/mL WPI

o I 50 pg/mL WP
c * B 800 pg/mL WP
£ i
5
T 15-
=
T
(al
o
QO

0 =

0 64 128
GTE, pg/mL

Abbildung 13: Antioxidative Kapazitat (DPPH-Test) verschiedener Konzentrationen
von GTE, mit oder ohne Zugabe von 800 oder 50 ug/ml WPI (Whey Protein Isolat).
Alle Werte sind als Mittelwert £ Standardabweichung (n = 3) angegeben. * p
<0,05.(Ein-Weg-Varianzanalyse (ANOVA) mit dem Post-hoc-Tukey-Test, Signifi-
kanzniveau wurde auf p = 0,05 festgesetzt).
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4 Diskussion

Diese Arbeit zielte darauf ab, die kombinierten Wirkungen von EGCG und b-LG zu
ermitteln und sich auf Merkmale zu konzentrieren, die fir Knochenregenerationsma-
terialien natzlich sind, wie z. B. antimikrobielle, zytokompatible und antioxidative Akti-
vitat. Es sollte aufgezeigt werden, inwieweit sich EGCG und b-LG in Kombination
beeinflussen, und ob die antioxidativen, antimikrobiellen und zytokompatiblen Fahig-
keiten durch die Wechselwirkung verbessert werden kénnen oder sich verschlech-
tern. Bisher wurden die beiden Molekile nur einzeln erforscht, die Kombination je-
doch noch nicht.

Fur die Zellgewinnung und Proliferation wurde eine einfach anwendbare Technik
entwickelt (EI-Sayed et al., 2015b). Hierfiir wurden die entnommenen Zahnfleisch-
proben von extrahierten Weisheitszéhnen nicht wie bei anderen Untersuchungen
durch Kollagenasen enzymatisch gespalten (Devitt et al., 2015). Die plastische Ge-
webeadharenz wird sich hier zunutze gemacht, indem die Gingivafragmente auf Zell-
kulturplatten aufgebracht werden. Somit werden eine exzessive Gewebemanipulation
und die damit verbundenen Nebenwirkungen auf den Zellen vermieden. Gerade Fib-
roblasten haben eine gute plastische Adharenz, haften sehr gut an der Plastik-
Gewebekulturoberflache und wachsen ganz einfach aus dem Zahnfleischgewebe
heraus. Durch die schnelle Zellteilung erhalt man durch Zellkultivierung und Passa-

gieren rasch eine hohe Anzahl und Dichte von Fibroblasten.

Der MTT-Test ist schon lange etabliert und wurde erstmals von Mosmann et al.
(1983) beschrieben. Lebendige Zellen wandeln einen membrangangigen Farbstoff
durch mitochondriale Dehydrogenasen in dunkelblaue Formazan-Kristalle um. Diese
sind danach nicht mehr membrandurchgéangig und akkumulieren dadurch in unbe-
schadigten Zellen. Durch die spatere Lyse der Zellen und Solubilisierung kann der
Farbstoff durch eine colorimetrische Messung bei 550 nm quantifiziert werden. Da
der Farbstoff bzw. die Farbkristalle direkt proportional zu der Anzahl der proliferie-
renden Zellen sind, kann auf eine Zellzahl rickgeschlossen werden.

Ein sehr wichtiges Ergebnis dieser Doktorarbeit ist, dass der MTT fir einen solchen
Versuchsaufbau fir die Zukunft ungeeignet ist. Das EGCG verfarbt das Medium des
MTT-Tests zu schnell und zu deutlich, sodass eine Messung mittels Extinktion das

Ergebnis verfalschen kann. Jedoch kommt man aufgrund der lichtmikroskopischen
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Fotos zu einem eindeutigen Ergebnis, wonach ab 256 yg/ml EGCG die hier vorhan-
denen Zellen, Fibroblasten nicht tiberlebensfahig sind.

Es gibt verschiedene Methoden zur Bestimmung des antioxidativen Potentials. Die
DPPH-Methode ist schon lange etabliert, jedoch gibt es keine Methode, die fur alle
Proben geeignet ist. Die hier verwendete Methode bietet den Vorteil, dass sie
schnell, kostengunstig und einfach anzuwenden ist und liefert sie Informationen aus
erster Hand Uber die gesamte antioxidative Kapazitéat der zu untersuchenden Probe
(Kedare et al., 2011).

Zur Zytokompatibilitat von EGCG und b-LG in verschiedenen Konzentrationen auf
Fibroblasten ergab sich in vorliegender Untersuchung, dass nicht die Konzentration
von b-LG, sondern die von EGCG entscheidend ist. b-LG hat keinen Einfluss auf die
Entwicklung der Zellen. Dies erkennt man deutlich auf den Abbildungen 7, 8, 9 und
lichtmikroskopisch auf den Fotos in den Abbildungen 10, 11, 12.

In hoher Konzentration wirkte EGCG zellhemmend und in mittlerer Konzentration
unter 256 pug/ml entwickelten sich die Fibroblasten am besten, ersichtlich durch die
naturliche Fibroblastenzellenmorphologie mit Dentriten, spindelférmigen Zellkernen,
guter Adhasion in Abwesenheit von runden apoptotischen Zellkernen. Bei Konzentra-
tionen von 1024 ug/ml oder sogar 2048 ug/ml waren lebendige Fibroblasten zu fin-
den. Die Tabellen 7, 8 und 9 stiitzen dieses Ergebnis: Die Werte der Extinktionen
waren nahezu identisch unabhangig von der Konzentration von b-LG. Aufgrund des-
sen, dass in den Vertiefungen A-G von 2-11 dieselben Zellen und Lésungen vorhan-
den waren und wir auch dort &hnliche Ergebnisse erhalten haben, lasst sich ein

grundlicher und genauer laboratorischer Arbeitsablauf ableiten.

Die Zellreaktion zu den getesteten Materialien musste jedoch auch bestimmt werden,
um die Zytokompatibilitdt vor einer méglichen klinischen Anwendung sicherzustellen.
Mikroskopische Bilder halfen, einen qualitativen Einblick in die Auswirkungen von
EGCG und b-LG auf Fibroblasten zu erhalten, und zeigten, dass b-LG keinen offen-
sichtlichen Einfluss auf die Zelladhasion oder -morphologie hatte. Die Erh6hung der
EGCG-Konzentration verursachte jedoch signifikante Anderungen in der Zellmorpho-
logie und -anhaftung und erhdhte Mortalitat. Dies ist &hnlich zu den Befunden in ei-

ner anderen Studie, in der gezeigt wurde, dass sowohl normale als auch keloidale
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Fibroblasten unter EGCG-Behandlung dosisabhéangig die Proliferation verringern
(Park et al., 2008).

Alternativ verringerte der GTE-Einschluss insbesondere in spateren Zeitintervallen
die Proliferation, was durch die Zugabe von MPI nur teilweise gemindert wurde.
Frihere Arbeiten berichten, dass das MPI, insbesondere sein Bestandteil b-LG, eine
mitosefordernde Wirkung auf verschiedene Zelltypen ausibt. Zum Beispiel haben
Gillespie et al. (2015) berichtet, dass b-LG (312,5-2,500 ug/ml) die Proliferation von
enteroendokrinen Zellen verbesserte, wahrend eine andere Studie Mausemilzruhe-
zellen untersuchte. Hier wurde ein proliferativer Effekt im Konzentrationsbereich von
50-500 pg/ml tGber 12 bis 96 Stunden gefunden (Mahmud et al., 2004). Fur GTE-
Polyphenole wird in der Literatur oft ein positiver Effekt auf den Knochenstoffwechsel
berichtet, wie zum Beispiel die erhdhte Reifung der Osteoblasten und die Produktion
von mineralisiertem Material (Ko et al., 2009).

Frihere Studien haben gezeigt, dass EGCG und ECG zwei der stéarksten radikalfan-
genden Flavonoide sind, die in GTE vorliegen (Salah et al., 1995; Hirano et al.,
2001). Die Zugabe von MPI hatte jedoch einen maskierenden Effekt auf die Abfang-
aktivitdt von GTE, was sich in einer Abnahme der prozentualen Hemmung zeigte. Ein
solcher Effekt auf proteingebundene Polyphenole wird wahrscheinlich durch Wasser-
stoffbriickenbindungen vermittelt, die zwischen den Hydroxylgruppen der Catechine
und dem Protein auftreten (Kanakis et al., 2011).

Ein &hnlicher Maskierungseffekt wurde fur Casein mit Gruntee-Catechinen mittels
des Trolox-Aquivalenz-Antioxidationsmittel-Tests beobachtet (TEAC) (Arts et al.,
2001) und fir b-LG und EGCG-Komplexe unter Verwendung des Ferri-
Reduktionsfahigkeits-Plasmas (FRAP) (Zorilla et al., 2011). Die von GTE verursachte
Hemmung nimmt nach Zugabe von 50 bzw. 800 pg/ml MPI um etwa 4 bis 7 % ab.
Der Bindungstest zeigte jedoch eine Wechselwirkung von ungefahr 50 % der GTE.
Daher ist es wahrscheinlich, dass die Bindung in der Weise erfolgt, dass antioxidati-
ve Gruppen von GTE selbst nach der Interaktion mit dem Protein teilweise verflugbar
sind.

Der Hauptnachteil des DPPH-Tests ist die geringe Loslichkeit von DPPH in Wasser,
wodurch Ethanol in das System eingefuhrt wird, das den MPI denaturieren kénnte.
Es wurde berichtet, dass denaturierte Molkenproteine leichter mit GTE-Catechinen
interagieren (Keppler et al., 2014), was zu einer Uberschatzung des Maskierungsef-

fekts fur native MPI fuhren kdnnte. Es sollte weiterhin beachtet werden, dass die hier
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(und in der Literatur) verwendeten Tests zur Bestimmung der antioxidativen Kapazi-
tat fur eine Stabilisierung des Radikals in Losung optimiert wurden, was entweder
Lésungsmittel wie Ethanol oder Methanol oder die Zugabe verschiedener Salze er-
fordert. Dies beeinflusst die Analyse der antioxidativen Kapazitat von Protein-
Polyphenol-Komplexen immer aufgrund der Empfindlichkeit der nicht kovalenten
Bindungsreaktionen, die wahrscheinlich sogar durch den Zusatz von Salzen oder
geringfuigige Anderungen des pH-Werts verandert werden.

Die erwartete antibakterielle Aktivitat von GTE wurde in dieser Studie bestatigt, wo-
bei der Einschluss bei Konzentrationen zwischen 128 und 256 pg/ml das Wachstum
aller getesteten Bakterien hemmt. Dies stimmt mit &hnlichen Arbeiten auf dem Gebiet
Uberein, bei denen gezeigt wurde, dass GTE-Extrakte verschiedener Formen ver-
schiedene antibakterielle Aktivitdt aufweisen, z. B. gegen S. aureus, S. epidermidis,
P. acnes und P. aeruginosa (Lee et al. 2009a; Sharma et al., 2012; Radji et al.,
2013). In dieser Studie erleichterte die Zugabe von MPI die antibakterielle Aktivitat
von GTE gegenuber P. acnes LMG 16711, wobei die MHK von 128 auf 32 pg/ml (50
pMg/ml MPI) und sogar auf 16 ug/ml (800 ug/ml MPI) abnahm. Ein &hnlicher Trend
wurde auch fur S. aureus ATCC 700699 und S. epidermidis ET086 beobachtet, ob-
wohl die MHK-Verringerung viel geringer war und wahrscheinlich innerhalb der Feh-
lerquote des Tests lag.

Fur Gram-negativem P. aeruginosa wurde der gegenteilige Effekt beobachtet, wobei
die Zugabe von MPI zu einer drastischen Erhdhung der MHK (von 256 auf
1.024pg/ml) fahrte. Obwohl die Grinde fir die beobachteten Unterschiede zwischen
Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien unklar bleiben, kann das Vorhanden-
sein einer zweiten (aul3eren) Membran in den letzteren, also Gram-negativen, Bakte-
rien eine wichtige Rolle spielen. Es kann angenommen werden, dass proteingebun-
dene Catechine weniger in der Lage sind, mit Peptidoglycan in der Bakterienzell-
wand zu interagieren, was es diesen Komplexen erschwert, die dul3ere Membran der
Gram-negativen Bakterien zu durchqueren. Bei Gram-negativen Arten liegt auf dem
Peptidoglycan noch eine auRere Membran auf. Durch Lipopolysaccharide (LPS) der
aulleren Schicht der aulReren Membran sind Gram-negative Arten von einer Poly-
saccharid-Schicht umgeben. Dieses LPS-Netzwerk erschwert die Interaktion mit den
proteingebundenen Catechinen.

EGCG hat auch eine negative Ladung, was moglicherweise ein Grund fur die gerin-

gere Affinitat zu Gram-negativen Bakterien ist (Yoda et al., 2004). Dariber hinaus sei
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darauf hingewiesen, dass in einer friheren Arbeit (Radiji et al., 2013) P. aeruginosa
eine MHK doppelt so hoch wie die von S. aureus hatte (dh 800 vs. 400 ug/ml), was
den Anstieg in unserem Versuch teilweise erklaren kdnnte. Schlief3lich reagierte der
Pilz C. albicans uberhaupt nicht auf die GTE-Behandlung (MHK > 1.024 ug/ml). Zu-
vor hatten Hirasawa und Takada (2004) berichtet, dass EGCG einen Anti-C. Albi-
cans-Effekt hatte, der mit steigendem pH-Wert und Konzentration zunimmt. In unse-
rer Studie lag der pH-Wert bei 7,4 und die Konzentration war 1.000-fach niedriger,
was die fehlende Reaktion erklaren konnte. Der Wirkmechanismus des Effekts von
GTE auf den Anti-C. Albicans-Effekt bleibt dennoch offen.

EGCG bleibt weiterhin ein interessantes Molekil, welches durchaus viel Potential
aufweist, weitere Forschungsarbeiten anzuschliel3en.

Die antioxidative Fahigkeit von EGCG konnte wie in friheren Studien bestatigt wer-
den, jedoch hat die Kombination mit MPI einen negativen Effekt. MPI alleine hat kei-
nen radikalischen Abfangeffekt. EGCG kann weiterhin als Radikalfanger von ROS
dienen und fur medizinische Produkte verwendet werden, jedoch nicht in Kombinati-
on mit MPI, das dazu dienen sollte, EGCG zu stabilisieren.

Die Konzentration von EGCG wird hierbei eine wichtige Rolle spielen, da ab einer
Konzentration von 256 pg/ml die Mortalitat der Zellen angestiegen ist. Dies deckt sich
mit friheren Studien (Park et al., 2008). EGCG muss in niedrigen Dosen > 256 ug/ml
verwendet werden. Definitiv konnten die antibakteriellen Eigenschaften bestatigt
werden, was EGCG zum Einsatz gegen Bakterien beféahigt. Gram-positive Bakterien
werden starker gehemmt, als Gram-negative. Gegenuber Pilzen konnte kein Effekt

nachgewiesen werden.

Gute antibakterielle und antioxidative Eigenschaften sind winschenswerte Eigen-
schaften fur Regenerationsmaterialien und helfen dabei, eine heilende Wunde nach
einem Knochenschaden beziehungsweise Knochendefekt zu unterstitzen. EGCG
bringt diese Eigenschaften mit sich, spielt jedoch in der regenerativen Geweberege-
neration bisher keine Rolle. Aktuellere Untersuchungen haben 2015 gezeigt, dass
die Zahnfleischentziindung, die sogenannte Gingivitis, und die damit verbundene
Plague-Adhéasion (die Anhaftung von Zahnbelag) mit Mundspilungen auf Basis von
grinem Tee genauso effizient reduziert werden koénnen wie mit Chlorhexidin
(Radafshar G. et al., 2015). Hierzu muss erwahnt werden, das Chlorhexidin (CHX)

der Goldstandard der antimikrobiellen Mundlésungen ist (Varoni et al., 2012) ist. So-
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mit bleibt besonders GTE ein interessantes Molekul, welches in der Zahnheilkunde
bei der Plagque- Adhasion und zur Bekdmpfung von Bakterien in der Mundhdhle und
in Zahnfleischtaschen eingesetzt werden konnte, da es Bakterien hemmen und auf
der anderen Seite korpereigene Zellen wie Fibroblasten und Knochenzellen unter-
stutzen kann. Weitere Forschung in dieser Richtung soll die Funktionalisierung von
Biomaterialien mit GTE und MPI erzielen.
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5 Zusammenfassung

Zur Bestimmung der antioxidativen Fahigkeiten von EGCG und b-LG-Komplexen
wurde der DPPH-Test durchgefuhrt. Hierbei wurde der Abbau des lila DPPH-
Radikals in die schwach gelbe nicht-radikale Form, in methanolischer Lésung, spekit-
ralphotometrisch bei einer Wellenlange von 515 nm gemessen (Frankel & Meyer,
2000).

Um die antibakteriellen Eigenschaften zu bestimmen, wurde die minimale Hemm-
konzentration (MHK) von EGCG allein oder in Kombination von MPI (50 oder 800 ug
/ ml) auf verschiedenen Bakterien (Gram-positiv, Gram-negativ) ermittelt. Die Platte
wurde bei 37°C fur 24 Stunden inkubiert und die optische Dichte bei 590 nm in einem
ELISA-Reader photometrisch bestimmt.

Die zytotoxischen Eigenschaften von Komplexen aus EGCG und b-LG wurden mit-
tels MTT-Test untersucht. Hierfir wurden 96 Mikrotiterplatten mit Zellen (5 x 10° Fib-
roblasten), verschiedenen Konzentrationen von EGCG und b-LG besetzt. Der Nach-
weis der Zellvitalitdt mittels MTT-Test beruht auf der Reduktion des gelben, wasser-
l6slichen  Farbstoffs  3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium-Bromid
(MTT) in ein blau-violettes, wasserunltsliches Formazan, wobei diese Farbverande-

rung photometrisch gemessen werden kann.

In geringeren Konzentrationen kénnen die antimikrobiellen und antioxidativen Eigen-
schaften von EGCG erhalten werden, wahrend die Zytotoxizitat insbesondere durch
die b-LG-Aufnahme eingeschrankt wird.

EGCG zeigte eine ausgezeichnete antioxidative Kapazitat, die durch die Zugabe von
b-LG nicht signifikant beeinflusst wurde, obwohl moglicherweise ein Maskierungsef-
fekt auftrat. Dartiber hinaus zeigte EGCG eine antimikrobielle Aktivitat gegen Gram-
positive und Gram-negative Bakterien, wobei die b-LG-Zugabe diesen Effekt auf ver-
schiedene Arten von Gram-positiven Bakterien potenzierte. Auf die Bakterienstdmme
zeigte EGCG zytotoxische und supprimierende Wirkungen, insbesondere bei Kon-
zentrationen von = 128 ug/ml.

Fur die zytotoxischen Eigenschaften stellte sich heraus, dass die Fibroblasten sich
ebenso bei einer Konzentration unter 256 pg/ml am besten entwickelten, die Mortali-

tat stieg hier mit steigender Konzentration des EGCG.
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Des Weiteren wurde aufgezeigt, dass ein MTT-Test fur eine Versuchsreihe mit
EGCG ungeeignet ist.

Diese Ergebnisse machen daher deutlich, dass sowohl b-LG als auch EGCG niitzli-
che Eigenschaften aufweisen, die jedoch aufgrund der Zytotoxizitat von EGCG fur
die Aufnahme in ein Material zur Gewebs- bzw. Knochenregeneration ungeeignet

sind.
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6 Abstract

Polyphenols are known for their antimicrobial activity, whilst both polyphenols and the
globular protein B-lactoglobulin (b-LG) are suggested to have antioxidant properties
and promote cell proliferation. These are potentially useful properties for a tissue-
engineered construct, though it is unknown if they are retained when both com-
pounds are used in combination. In this study, a range of different microbes and an
osteoblast-like cell line (human fetal osteoblast, hFOB) were used to assess the
combined effect of: (1) green tea extract (GTE), rich in the polyphenol epigallocate-
chin gallate (EGCG), and (2) whey protein isolate (WPI), rich in b-LG. It was shown
that approximately 20-48% of the EGCG in GTE reacted with WPI. GTE inhibited the
growth of Gram-positive bacteria, an effect which was potentiated by the addition of
WPI. GTE alone also significantly inhibited the growth of hFOB cells after 1, 4, and 7
days of culture. Alternatively, WPI significantly promoted hFOB cell growth in the ab-
sence of GTE and attenuated the effect of GTE at low concentrations (64 pug/mL) af-
ter 4 and 7 days. Low concentrations of WPI (50 pg/mL) also promoted the expres-
sion of the early osteogenic marker alkaline phosphatase (ALP) by hFOB cells,
whereas GTE inhibited ALP activity. Therefore, the antioxidant effects of GTE can be
boosted by WPI, but GTE is not suitable to be used as part of a tissue-engineered
construct due to its cytotoxic effects which negate any positive effect WPI has on cell

proliferation.
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8 Anhang

Die Ethik-Zulassung (Nr. D513/17) wurde vom Universitatsklinikum Schleswig-
Holstein, Campus Kiel, erteilt. Die Einverstandniserklarung wurde von den Patienten

eingeholt.
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