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Abstract

Hintergrund:

Bei vielen Menschen kommt es aufgrund einer
Strahlentherapie von Krebs im Kopf- und Halshe-
reich, Krankheiten wie dem Sjogren-Syndrom oder
als eine Nebenwirkung von verschriebenen Medi-
kamenten zu Mundtrockenheit (Xerostomie). Zur
Behandlung werden hé&ufig Speichelersatzmittel
wie Gele oder Sprays eingesetzt. Die Wirksamkeit
dieser Mundpflegeprodukte wird regelmaRig mit
validierten oder auch nicht validierten Fragebdgen
analysiert. Um den Adhésionseffekt im Zeitverlauf
objektiver zu bestimmen, wurde eine neue und
empfindliche Methode erarbeitet. Mit der folgen-
den Studie sollte die Verweildauer verschiedener
oraler Pflegeprodukte in vitro bestimmt werden.

Methode:

Auf zwei verschiedene Arten von Oberflachen
wurden Mundpflegeprodukte aufgetragen und an-
schlieBend nach einem definierten Protokoll mit
einer kiinstlichen Speichelsalzlosung abgespiilt.
Zunachst wurden Mundpflegegels oder Mundpfle-
gesprays auf eine 2,25 cm3 grof3e Polystyroloberfla-
che aufgebracht und danach auf dreidimensionale
Zahnfleischmodelle auf Zellbasis. Die Oberflachen
wurden zehnmal mit kiinstlicher Speichelsalzlo-
sung abgespiilt. Zum Nachweis von Bestandteilen
der Mundpflegeprodukte wurden die dabei erhalte-
nen Spiillésungen mittels Spektroskopie im mittle-
ren Infrarot untersucht.

Ergebnisse:

Alle bewerteten Mundpflegegels oder Mundpflege-
sprays und ihre Komponenten wurden mit sehr ho-
her Empfindlichkeit nachgewiesen. In der mobilen
Phase wurden selbst Spuren der Produkte nach-
gewiesen und ermdglichten so die Unterscheidung
der Verweilzeiten der verschiedenen Produkte. Im
Allgemeinen war die Verweilzeit auf Polystyrol oder
Zahnfleischmodellen fiir Mundpflegegele langer als
fiir Mundpflegesprays. Durch die Verwendung von
Zahnfleischmodellen lieRen sich die verschiedenen
Produkte besser voneinander unterscheiden.

Schlussfolgerungen:

Die Spektroskopie im mittleren Infrarot erwies sich
als empfindliche Methode zum Nachweis von Spei-
chelersatzmitteln. Mit ihr lassen sich Unterschiede
zwischen Einzelkomponenten und verschiedenen
Produkten feststellen. Die beschriebene Methode
stellt ein einfaches, zuverldssiges und leicht hand-
habbares Verfahren dar, um die Verweildauer von
Mundpflegeprodukten in vitro zu beurteilen, und
ist somit ein niitzliches Instrument, um optimierte
Speichelersatzprodukte zu entwickeln.

Ethik:

Es handelt sich um eine In-vitro-Studie. Fiir diese
Studie war keine Ethikerkldrung oder Zustimmung
erforderlich.

Schliisselworte:

Neue Methode, Mundpflege, Sjégren-Syndrom,
Speichelersatzmittel, Spektroskopie im mittleren In-
frarot, trockener Mund, Verweildauer, Xerostomie,
Zahnfleisch.



Hintergrund

Die subjektive Empfindung von Mundtrockenheit
oder Xerostomie ist ein Symptom, das viele Men-
schen betrifft. Xerostomie kann infolge einer Strah-
lentherapie von Krebs im Kopf- und Halsbereich,
Krankheiten wie dem Sjégren-Syndrom oder im
Sinne von Nebenwirkungen verschriebener Medi-
kamente auftreten. Das Sjogren-Syndrom ist eine
der Hauptursachen von Xerostomie. Etwa 3 % aller
Amerikaner leiden an Sjégren-Syndrom, darunter
90 % Frauen [1]. Auch wenn Mundkrebs bei Man-
nern haufiger vorkommt als bei Frauen [2, 3], leiden
insgesamt mehr Frauen als Ménner an trockenem
Mund. In neueren WHO-Studien wird angegeben,
dass besonders im Fall dlterer Menschen die all-
gemeinen und altersabhéngigen Bedingungen der
Mundhygiene einen direkten Einfluss auf die Le-
bensqualitdt und die Lebensweise haben [4], da ein
trockener Mund sich auf Essen und Sprechen aus-
wirkt und das Risiko lokaler Infektionen erhoht.

Die Behandlung von Xerostomie ist nach wie vor
schwierig. Die Speichelproduktion wird durch die
Stimulation parasympathischer Rezeptoren fiir
stark elektrolythaltigen Speichel wie auch durch
die Stimulation sympathischer Rezeptoren fiir Spei-
chelproteine ausgeldst [5]. Daher werden Parasym-
pathomimetika, etwa Pilocarpinhydrochlorid, fiir
die Behandlung einer Dysfunktion der Speicheldrii-
sen eingesetzt, doch sind die Belege fiir den Erfolg
der Therapie begrenzt [6]. AuBer nichtmedikamen-
todsen Verfahren wie Elektrostimulation oder Aku-
punktur, deren Wirksamkeit weiterhin kontrovers
beurteilt wird [7], besteht die hdufigste Behand-
lung von Mundtrockenheit in der Verwendung von
Speichelersatzmitteln wie Mundpflegegelen oder
Speichelersatzsprays. Bei jeder Unterbrechung der
Behandlung kehrt die Xerostomie jedoch zuriick [8].
Eine lange Verweildauer in der Mundhdhle gehort
daher zu den Zielen bei der Entwicklung von Mund-
pflegeprodukten. Die Wirksamkeit solcher Produkte
wird gewdhnlich mittels semiquantitativer Nutzer-
fragebdgen bestimmt [9, 10]. Ein objektives Verfah-
ren fehlt noch, und weitere Studien in vitro und in
vivo zu den Eigenschaften von Speichelersatzmit-
teln sind notwendig.
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In der vorliegenden Studie wird ein neues Verfah-
ren zur Beurteilung der Verweildauer von Speichel-
ersatzprodukten mittels Spektroskopie im mittleren
Infrarot vorgestellt. Infrarotspektroskopie ist ein
gut etabliertes Analyseverfahren in der biomedi-
zinischen Forschung [12 - 14]. Im Infrarotabsorpti-
onsspektrum einer Probe werden die Frequenzen
aller darin enthaltenen Molekiile erfasst. Jede
chemische Bindung in einem Molekiil schwingt
mit einer charakteristischen Frequenz, die von den
benachbarten Atomen abhéngt. Spektroskopie im
mittleren Infrarot wird hauptséchlich fiir die Analy-
se von Proteinen und Lipiden eingesetzt [15 - 17].
Die Entwicklung neuer Durchflusszellen mit Pfad-
ldngen von <10 pm und kleine, fiir die Messung von
wassrigen Losungen optimierte Probevolumina [18]
ermdglicht jedoch neue Anwendungen, da es sich
um ein schnelles Verfahren handelt, um Molekiile
in wassrigen Losungen in ihrem Grundzustand mit
hochster Empfindlichkeit zu untersuchen. Mit die-
ser Methode lassen sich selbst Spuren von Mole-
kiilen nachweisen.

Kiinstliche Speichelsalzlésung weist ein charakte-
ristisches Absorptionsspektrum auf. Da Speichel-
ersatzprodukte Speichel imitieren, dhnelt das Ab-
sorptionsspektrum jenem der Salzlosung. Da das
applizierte Speichelersatzmittel zusétzliche Pfle-
gebestandteile enthélt, sollten deren Spektra von
jenem der Speichelsalzlosung durch spezifische
Zusatzpeaks klar unterscheidbar sein.

Ziel unserer In-vitro-Studie war die Entwicklung ei-
nes Tests zur objektiven Messung der Verweildauer
von Mundpflegeprodukten. Die gepriiften Produkte
wurden sowohl auf synthetische Oberflichen als
auch auf Zahnfleischmodelle auf Zellbasis aufgetra-
gen und dann mit einem definierten Spiilverfahren
wieder entfernt. Die Spiilldsungen wurden mittels
Spektroskopie im mittleren Infrarot auf Spuren der
Produkte untersucht. Dieses Verfahren simuliert die
Auswaschung der Pflegeprodukte im Mund durch
den natiirlichen Speichelfluss. Unterschiede in der
Verweildauer verschiedener Arten von Speicheler-
satzmitteln (Gels und Sprays) wurden auf kiinstli-
chen und zellbasierten Oberflachen untersucht.



Methoden

Material
Chemikalien und Zelllinien

Natriumbicarbonat, Natriumchlorid und Kali-
umchlorid wurden von der Firma Merck (Darmstadt,
Deutschland) bezogen. Alle Mundpflegeprodukte
(aldiamed Gel, aldiamed Spray (beide Certmedica),
Bioténe Oral Balance (GSK), BioXtra Gel (GUM),
Glandosan (CellPharma), Saliva Natura (Parnell
Pharmaceuticals)) wurden in einer lokalen Apothe-
ke gekauft. Die Polystyrol-Multiwell-Platten stamm-
ten von Greiner BioOne (Frickenhausen, Deutsch-
land).

Kiinstliche Speichelsalzlésung bestand aus 4,2 g/l
Natriumbicarbonat, 0,5 g/l Natriumchlorid und 0,2
g/l Kaliumchlorid, geldst in bidestilliertem Wasser/
aqua bidest. Der pH wurde auf 7,3 eingestellt.

Ein dreidimensionales Modell des menschlichen

Zahnfleischs (Epi-Gin) und Erhaltungsmedium
stammten von MatTek (Ashland MA, USA).
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Methode

Verweildauerpriifung auf Oberflachen aus
Polystyrol

Auf Platten mit 6 Vertiefungen wurden von jedem
Mundpflegeprodukt je 100 pl auf eine markierte Fl&-
chevon1,5cmx1,5cm aufgetragen und zum Trock-
nen 10 min. an der Luft stehen gelassen. Durch
leichtes Schiitteln auf einem Orbitalschiittler wur-
de das Produkt anschlieBend mit 1500 pl kiinstlicher
Speichelsalzlésung abgespiilt. Zu Analysezwecken
wurden Proben der Waschlésung genommen. Das
Waschen wurde zehnmal wiederholt, wobei die
Waschlosung jedes Mal gesondert gesammelt
wurde. Alle Waschlésungen wurden sofort mittels
Spektroskopie im mittleren Infrarot analysiert. Jede
Losung wurde dreimal analysiert.

Verweildauerpriifung auf organotypischem
Modell

Von jedem Mundpflegeprodukt wurden 25 pl auf
dreidimensionale Modelle von menschlichem Zahn-
fleisch aufgebracht (Epi-Gin; MatTek, Ashland MA,
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Abb. 1 Empfindlichkeit des Analyseverfahrens. Absorptionsspektrum von aldiamed-Gel in fiinf Verdiinnungen

(C1=1:25; C2=1:50; C3 = 1:100, C4 = 1:250, C5 = 1:500)
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Abb. 2 Verweildauer der verschiedenen Speichelersatzmittel auf Polystyrol und Zahnfleischmodell auf Zellbasis (n = 3, Mittelwert + SD)

USA) und zum Trocknen 10 min. an der Luft stehen
gelassen. Das Produkt wurde mit 400 pl kiinstlicher
Speichelsalzlésung abgespiilt. Zu Analysezwecken
wurden Proben der Waschlésung genommen. Das
Waschen wurde zehnmal wiederholt, wobei die
Waschlosung jedes Mal gesondert gesammelt
wurde. Alle Waschlésungen wurden sofort mittels
Spektroskopie im mittleren Infrarot analysiert. Jede
Losung wurde dreimal analysiert.

Analyseverfahren

Die Spiilldsungen wurden sofort mit einem Aqua-
Spec™ MIRA-LAB LHS-500analyser analysiert. Die
AquaSpec™-Spektroskopie basiert auf Spektros-
kopie im mittleren Infrarotbereich in einem Spek-
tralbereich von 3001 — 951 c¢m™ [18]. Absorptions-
spektra und Hauptkomponentenanalyse waren
Grundlage der Auswertung.

Ergebnisse und Diskussion

Ziel dieses Projekts war die Beurteilung der ma-
ximalen Adhésion, ausgedriickt als mittlere Ver-
weildauer, des betreffenden Mundpflegeprodukts
auf der Oberflache. Fiir die erste proof-of-princi-
ple-Untersuchung des Analyseverfahrens wurde
eine Oberflache aus Polystyrol eingesetzt. Um den
Gegebenheiten in vivo so nahe wie moglich zu kom-
men, wurden die Mundpflegeprodukte danach auf
die Zelloberfliche von dreidimensionalen Zahn-
fleischmodellen aufgetragen.

Bei der Spektroskopie im mittleren Infrarotbereich
handelt es sich um ein sehr empfindliches Analy-
severfahren zum Nachweis der Bestandteile waés-
sriger Losungen [18 — 21]. Jedes der untersuchten
Mundpflegeprodukte zeigte ein charakteristisches
Absorptionsspektrum in Abhédngigkeit von den in
ihm vorhandenen Bestandteilen, aufgrund dessen
sich die untersuchten Produkte von der kiinstlichen
Speichelsalzlésung, die als Spiilldsung verwendet
wurde, unterscheiden lieBen. Eine Verdiinnungsrei-
he zeigte, dass sich das Priifprodukt von der als mo-
biler Phase verwendeten Speichelsalzlosung selbst
in sehr niedrigen Konzentrationen unterscheiden
lasst; das Mundpflegegel aldiamed beispielsweise
war in einer Verdiinnung von 1:500 (s. Abb. 1) be-
stimmbar.

Experimente zur Verweildauer zeigten, dass das
Verfahren in der Lage ist, zwischen der Adhdsion
verschiedener Produktarten zu unterscheiden. Die
Mundpflegegels haften langer auf den Oberflachen
als Mundpflegesprays. Die Versuche zeigten des
Weiteren, dass die Zahnfleischmodelle eine bes-
sere Unterscheidung zwischen den einzelnen Pro-
dukten erlauben als Polystyrol. Auf der Oberflache
aus Polystyrol war eine Unterscheidung nur bei den
Mundpflegegelen maglich, wahrend zwischen den
Sprayprodukten keine Unterschiede erkennbar wa-
ren (s. Abb. 2). Von allen Mundpflegesprays waren
Bestandteile nurin den ersten beiden Spiilldsungen
nachweisbhar. Die Bestandteile von biotene Gel und
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Abb. 3 Absorptionsspektra der Losungen nach den einzelnen Spiilschritten (P01-P10) nach Applikation von aldiamed Gel auf Polystyrol (a, c, e) und
Zahnfleischmodell auf Zellbasis (b, d, f)

BioXtra Gel waren in den ersten beiden Spiilldsun- deutlicher Unterschied in der Verweildauer der
gen zu finden, wahrend Bestandteile von aldiamed Produkte. Die Mundpflegegels biotene gel und
Gel bis zur achten Spiillésung nachweisbar waren.  BioXtra Gel verschwanden nach dem sechsten
Im Gegensatz dazu war bei Verwendung von Zahn-  bzw. finften Spiilgang und blieben damit Ianger auf
fleischmodellen auf Zellbasis eine Unterscheidung der Zelloberflache als auf der Polystyroloberfléache.
zwischen allen gepriiften Produkten méglich. Be- aldiamed Gel war nach dem achten Spiilgang nicht
sonders bei den Mundpflegegelen zeigte sich ein mehr nachweisbar, was dem Ergebnis fir die Po-



lystyroloberflache entsprach (s. Abb. 3). Selbst zwi-
schen den Mundpflegesprays war bei Verwendung
des Zahnfleischmodells als Oberflaiche ein Unter-
schied nachweisbar. Der geringe Unterschied zwi-
schen den Verweildauern der Produkte war in allen
Messwiederholungen dhnlich und somit in hohem
Male reproduzierbar.

Das Ziel der vorliegenden Studie bestand nicht dar-
in, einzelne Komponenten der Mundpflegeprodukte
zu identifizieren, sondern Spuren der Produkte in
der Spiillésung nachzuweisen. Die Verwendung der
PCA-Analyse zusammen mit der AquaSpec™-Tech-
nologie erlaubte jedoch die Unterscheidung zwi-
schen verschiedenen Fraktionen (s. Abb. 4). Eine
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Hauptkomponente wurde mit Bestandteilen mit ei-
nem groBen Anteil an OH-Gruppen in Verbindung
gebracht, eine zweite Fraktion mit solchen, die
reich an COOH-Gruppen sind. Es liel3 sich zeigen,
dass diese beiden Hauptkomponenten in unter-
schiedlicher Weise abgespiilt wurden. Die erste,
OH-Gruppen-reiche Fraktion wurde wéhrend der
ersten fiinf Spiilgédnge kontinuierlich abgespiilt. Die
zweite, COOH-Gruppen-reiche Fraktion war in den
ersten vier Spiilgdngen mehr oder weniger stabil
und verschwand in Spiilgang sieben.

Die Verwendung der Spektroskopie im mittleren

Infrarot scheint eine sehr empfindliche Methode
zum Nachweis der Adhdsionseigenschaften von
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Speichelersatzmitteln zu sein. Es ist nicht erforder-
lich, ein spezifisches Analyseverfahren, z.B. eine
HPLC-Methode, fiir ein oder mehrere Komponenten
des Produkts anzuwenden. Durch die Spektrosko-
pie im mittleren Infrarot wird ein Gesamtspektrum
fiir das ganze Produkt ausgegeben, was eine sehr
gute Beobachtung des graduellen Verschwindens
ermdglicht. Dieser Vorteil der Spektroskopie im mitt-
leren Infrarotbereich gegeniiber den oft zeitaufwen-
digen und teuren aktuellen Methoden wurde auch
fiir den Nachweis und die Identifizierung von Pilzen
im Haushalt [22], die Charakterisierung von Wein
[23] und die klinische Analyse [24] beschrieben.

Schlussfolgerungen

Alles in allem hat die auf der Spektroskopie im mitt-
leren Infrarot basierende AquaSpec™-Technologie
sich als wertvolles Instrument zur Analyse waéss-
riger Losungen erwiesen. Mit dieser besonderen
Technik wurden Einschrankungen der IR-Spekt-
roskopie, inshesondere bei wéssrigen Systemen,
iberwunden. Es handelt sich um eine sehr schnelle
und empfindliche Methode zum Nachweis komple-
xer Matrices.

Wir konnten die gepriiften Produkte selbst bei Ver-
diinnungen von 1:500 noch nachweisen. Die Repro-
duzierbarkeit der Analyse war sehr gut. Mittels der
Absorptionsspektren konnten wir die Verweildau-
ern der verschiedenen Produkte sogar innerhalb
einer Produktart unterscheiden. Wie aufgrund der
Viskositat der Produkte zu vermuten, war die Ver-
weildauer der Gele langer, wéahrend die Sprays
unmittelbar weggespiilt wurden. Die Verwendung
dreidimensionaler Zahnfleischmodelle, d.h. einer
zellbasierten Oberfliche, ergab eine Oberflache,
die den Gegebenheiten in vivo dhnelt und verbes-
serte die Adhédsionseigenschaften und die Unter-
scheidbarkeit der Produkte. Uberraschenderweise
verlangerte sich die Verweildauer der Sprays auf
dem Zahnfleischmodell gegeniiber der Polystyrol-
oberflache nicht, — dies kénnte auf die sehr geringe
Viskositat dieser Produkte zuriickgehen —doch war
die Unterscheidbarkeit zwischen den Produkten
feinmaschiger. In dieser Studie wurde die Verweil-
dauer verschiedener Mundpflegeprodukte in vitro
gepriift. Es war nicht das Ziel, einzelne Komponen-
ten und ihre Adhdsionseigenschaften festzustel-
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len. Doch wie sich an den COOH- bzw. OH-reichen
Komponenten zeigte, ware dies ebenfalls mdglich
und die Adhésionseigenschaften kdnnten sich als
unterschiedlich herausstellen.

In unserer Studie wurde gezeigt, dass die Spek-
troskopie im mittleren Infrarot in Verbindung mit
dreidimensionalen Zahnfleischmodellen ein sehr
empfindliches Verfahren zum Nachweis der Ad-
hésionseigenschaften von Speichelersatzmitteln in
vitro darstellt. Es ist nicht erforderlich, ein spezifi-
sches Analyseverfahren, z.B. eine HPLC-Methode,
fiir ein oder mehrere Komponenten des Produkts
anzuwenden. Durch die Spektroskopie im mittleren
Infrarot wird ein Gesamtspektrum fiir das ganze
Produkt ausgegeben, was eine sehr gute Beobach-
tung des graduellen Verschwindens ermoglicht.
Dariiber hinaus konnte dieses Verfahren einen
ersten Schritt in Untersuchungen darstellen, die
zur Ermittlung von Mundpflegeprodukten/Speichel-
ersatzmitteln mit kurzen Verweildauern dienen, die
keine relevante Verbesserung der Lebensqualitét
mit sich bringen.

Abkiirzungen

IR: Infrarot, MIR: mittleres Infrarot, PCA: Hauptkom-
ponentenanalyse
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