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1. Einleitung

Die Mundhdhle verbindet die AuRenwelt mit dem Korperinneren. Sie steht Gber den
Rachen in Verbindung mit der Lunge und dem Magen-Darm Trakt. Der Mund-Nasen-
und Rachenraum ist die Eintrittspforte vieler Krankheitserreger. Die
Mundschleimhaut ist die erste Barriere gegen eindringende Viren, Pilze und
Bakterien. Um dieser Funktion gerecht zu werden, sind in die bindegewebige
Eigenschicht der Mundschleimhaut Abwehrzellen (Lymphozyten, Makrophagen)
eingelagert. Weitere Aufgaben der Mundschleimhaut sind der Schutz vor
mechanischen, chemischen und thermischen  Einflissen sowie die
Sekretabsonderung, um die Mundhdhle anzufeuchten, die Nahrung gleitfahig zu
machen und ihre chemische Aufspaltung einzuleiten. Der die Mundschleimhaut
Uberziehende Schleim ist ein wichtiger Bestandteil der Barrierefunktion.

Die Mundschleimhaut ist bekanntlich widerstandsfahig gegen chemische oder
physikalische Noxen. Trotzdem sind Veranderungen der Mundschleimhaut relativ
haufig. Sie bereiten dem praktischen Zahnarzt jedoch oft Schwierigkeiten bei der
Erkennung, da sie in sehr zahlreichen Formen auftreten kdnnen und sich trotz
verschiedener Ursachen oft ahneln. Ursachen kdnnen physikalische Irritationen, aber
auch allergische oder toxische Reaktionen auf Nahrungsbestandteile oder auf aus
Dentalwerkstoffen heraus geloste Inhaltsstoffe sein. Ebenfalls kdnnen Folgen von
systemischen Erkrankungen, Vitaminmangel oder Nebenwirkungen von Arzneimitteln
die Mundschleimhaut schwachen. Reaktionen, die zur Lockerung der kollagenen
Strukturen des Weichgewebes beitragen, begunstigen infektios bedingte
Entzindungen der Mundschleimhaut. Erreger sind Bakterien (z.B. Borrelia vincentii,
Fusobacterium nucleatum), Viren (z.B. HSV-1 und 2, Coxsackie-Virus, Epstein-Barr-
Virus, Influenza-Virus, Erreger von Erkaltungskrankheiten, Cytomegalie-Virus und
HIV) und Pilze (z.B. Candida albicans). Diese Infektionen kdnnen zu einer Stomatitis
fuhren, die oft harmlos verlauft, im unglnstigen Fall aber die Kau- und
Schluckfunktion stark eingeschrankt. Am haufigsten treten viral bedingte
Entzindungen der Mundschleimhaut auf.

Virale Infektionen der oberen Atemwege gehdren zu den haufigsten Erkrankungen
Uberhaupt. Im Mittel erkalten sich Erwachsene zwei- bis funfmal im Jahr, Kinder im
Vorschulalter sogar vier- bis achtmal. Als Krankheitsverursacher sind Uber 200 sehr
verschiedene Viren aus unterschiedlichen Virusfamilien beschrieben, die alle zu
ahnlichen Symptomen fuhren. Die Vielzahl verschiedener Viren und ihrer Subtypen
erklart, warum Menschen so haufig an einer virusbedingten Erkaltung erkranken
kénnen. Im Gegensatz zu einer Infektionen mit Influenzaviren nimmt die typische
Erkaltung einen eher milden Verlauf, da die fur diese Erkrankung als
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Krankheitsverursacher festgestellten Viren sehr stark an den Menschen als ihren
Reservoirwirt angepasst sind. Auf Grund der Vielzahl der moglichen Erreger gibt es
keine Therapie, die spezifisch am Erreger angreift und auch keine Impfung.

Besonders bei alteren Menschen und bei Probanden mit geschwachtem
Immunsystem ist die Mundschleimhaut nicht mehr ausreichend vital. Deshalb ist bei
diesen Probandengruppen eine Infektion oft mit einer erhdhten Freisetzung von
Entzindungsmediatoren wie  TNF-a und IL-1B3, gefolgt von den
Matrixmetalloproteinasen verbunden, die die Entzindung verstarken (Zyba 2010).

Einer hohen Vitalitdt der Mundschleimhaut kommt daher bei der Vorbeugung von
Infektionen und Entziindungen grofe Bedeutung zu.

Eine Gesundheitsforderung durch polymere Mineralstoffe ist lange bekannt. Zeolithe
(z. B. Klinoptilolith) und Tonminerale (z.B. Montmorillonit) sind haufig eingesetzte
naturliche siliciumreiche Minerale. Am besten belegt ist der Einsatz in Form von
Heilerde. Von ihrer Anwendung in Form von Heilerde sind folgende gesundheitlich
relevante Effekte der polymeren Minerale bekannt.

1. Schonung der Schleimhaut

2. Ausschwemmung von Schadstoffen bei umwelt- und ernahrungsbedingten

Dysbalancen
3. Versorgung mit Spurenelementen.

Der Nachweis, ob solche in Heilerden enthaltenen polymeren Minerale die Vitalitat
und damit die Abwehrkraft der Mundschleimhaut gegen Virusinfektionen fordern
kénnen, ist schwierig. In jeder menschlichen Zelle finden viele biologische
Reaktionen parallel statt, die zu einem komplexen Netzwerk zusammengefugt sind.
Um einen Einfluss der Mineralstoffe und Minerale auf solche komplexen
Stoffwechselvorgange nachweisen zu konnen, bedarf es aufwandiger zellularer
Nachweissysteme. Nach unseren Erfahrungen sind die Sauerstoffaufnahme und der
Nahrstoffverbrauch (insbesondere Glucoseverbrauch) gute Indikatoren fur die
Stoffwechselaktivitat der Zellen. In einer Perfusionszellkultur kann der
Glucoseverbrauch zum Nachweis einer prophylaktischen Wirksamkeit genutzt
werden (Pdrksen und Julich, 2010).

Zum Nachweis der Zellvitalitat eignet sich der Neutralrot-Test. Der Test beruht auf
der Aufnahme des Farbstoffs Neutralrot in die Lysosomen vitaler Zellen. Der leicht
kationische Farbstoff (bei pH 7,4 ungeladen) gelangt durch Endozytose und Diffusion
in die Zellen und wird dort an anionische Reste der lysosomalen Membran
gebunden. Neutralrot besitzt die Eigenschaft, dass es in saurem Milieu zum lon wird
und sich rot farbt. In den Lysosomen liegt ein pH-Wert von unter funf vor und der
Farbstoff kann als lon das Lysosom nicht mehr verlassen (lonenfalle).

In geschadigten Zellen ist die Fahigkeit vermindert, Neutralrot aufzunehmen und zu
binden. Tote Zellen werden nicht angefarbt, da sie keine intakten Lysosomen mehr
besitzen.

Zum Nachweis der antiviralen Wirkung wurde als ein leicht handhabbares
Modellvirus das Polio-Impfvirus gewahlt. Das Virus wird in der Regel durch den Mund
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in den Korper aufgenommen und vermehrt sich anschlielend im Darm. Bei Impfviren
handelt es sich Mutanten, die sich in Nervenzellen nicht vermehren konnen und
daher ein gefahrloseres Arbeiten gestatten.

2. Methodik
2.1 Perfusionszellkultur

Zellen: FL, Herkunft: USA, ATCC, CCL 62, Katalognummer RIE 81, Lieferant:
biometec GmbH

Medium: DMEM ohne Phenolrot mit 1000mg/I Glucose und 110 mg/l Na-Pyruvat
(Gibco), modifiziert mit 200mM L-Glutamin, 1M Hepes, 5U Penicillin/5mg
Streptomycin/ml (Sigma) und 10 % FKS (Biochrom KG, Berlin)

Ausschaltung der Zellteilung: Zuerst wurde aus 2mg Mitomycin C (Sigma) gel6st in
0,1ml DMSO und 1,9 ml PBS eine Mitomycin C-Stammlésung hergestellt und in 50ul-
Aliquoten eingefroren. Zur Mitosehemmung wurde das Zellkulturmedium vom
konfluent gewachsenen Zellrasen der FL-Zellkultur abgegossen, durch 5ml
Kulturmedium mit 50ul Mitomycin-Stammldsung ersetzt und 2 Std./37°C inkubiert.
Danach wurde 3 x mit PBS (ohne Ca*™ Mg™, PAA) gewaschen, die Zellen mit
Trypsin/EDTA (Sigma) abgeldst, die Zellzahl bestimmt und auf eine Konzentration
von 4 x 10%/ml mit Zellkulturmedium eingestellt.

Kultivierung auf den Zelltragern: Je 1ml Zellsuspension wurde auf die Zelltrager
(13mm runde, Thermanox-Plattchen (Nunc Inc, Naperville, IL USA) in einem
Minusheet-Zellhaltersystem (Minucells & Minutissue Vertriebs GmbH, Bad Abbach)
in einer Mikrokulturwanne eine 24-well-Zellkulturplatte (Nunc GmbH & CoKg,
Wiesbaden) pipettiert, 24 Stunden kultiviert (37°C, 5%CO,, 97% Luftfeuchte) und
dann jeweils 6 Zelltrager in eine Perfusionszellkammer aufrecht eingestellt.

Zellkammern: Minucells & Minutissue, Typ 1301, Temperierung auf etwa 37 °C
(Heizplatte: MEDAX, Typ 12501)

Fliessrate: 4,5 ul/min (Pumpe: Ismatec IPC-N 8)

Gas: Low-Gas Typ 110741-S (5 % Kohlenstoffdioxid, 20 % Sauerstoff, Rest
Stickstoff), Air Liquide

Zugabe der Testsubstanzen: Die Testsubstanzen wurden in einer Konzentration
von 5 % im Perfusionsmedium suspendiert.

Bestimmung der Glucosekonzentration: Mit dem Beckmann-Analyser in
Messintervalle: 12 h +/- 1h

Die Untersuchungen wurden in der analysio GmbH Greifswald von Herrn J. Porksen
durchgefuhrt.

2.2. Einfluss der Minerale auf die Vitalitat von FL-Zellen

200 pl einer FL-Zellsuspension wurden in eine 96 Lochplatte (Greiner Labortechnik
GmbH) pipettiert. Die Zellen wurden 24 h in einer Gasatmosphare mit 5 % CO;
inkubiert. Die Zellen wurden dann 3 x mit 100 yl PBS gewaschen und dann fur 2 h
mit den Kontroll- und Testsubstanzen inkubiert. Die Anzahl vitaler Zellen wurde mit
der Neutralrotmethode nach Lindl u.Bauer (1994) bestimmt.

2.3. Einfluss auf die Abwehrkraft gegen Virusinfektionen



Eine Polioimpfvirus-Suspension (Titer 10”) wurde in einer Reihe auf der Basis 10
verdinnt. Danach wurden 100ul dieser Suspension zu 100 ul einer FL-Zell-
Suspension gegeben, die 40 mg/l der polymeren Minerale enthielt. Die Inkubation
erfolgte in einer Gas-Atmosphare mit 5 % Sauerstoff. Die Zahl der Uberlebenden
Zellen ohne CPE wurde mit der Neutralrot-Methode (s. 2.2.) bestimmt. Die
Untersuchungen wurden im Hygieneinstitut Greifswald des Landeshygieneinstituts
durchgefuhrt.

2.4.- Testsubstanzen

Mineralkomposit: Die Dispersion amphiphiler polymerer Minerale fuhrt zu spontan
aggregierenden supramolekularen Strukturen aus Doppelschichten der amphiphilen
Moleklle. Diese Strukturen sind sehr flexibel, da sich die Bausteine leicht
gegeneinander bewegen konnen. Die "Weichheit" ist ein Charakteristikum solcher
Komposite, die ihre Verwendung als besonders schonende Putzkorper fir die
Zahnpflege interessant macht. .Das Mineralkomposit wurde entsprechend der DP-
Anmeldung 10 2012 023 612.3 hergestellt.

Neben dem Mineralkomposit wurden vergleichsweise 3 Geopolymere untersucht,
die sich in ihren Eigenschaften stark unterscheiden:

Bentonit MX 80: Der Bentonit stammt aus der Lagerstatte Wyoming USA. Das
Hauptmineral Montmorillonit hat eine  Elementarzelle  mit  folgender
Zusammensetzung (Caoyo7NaoyzzKoyo4)(A|1_54Fe3+o_17M90,26)(A|o_058i3,95°10 | (OH)Q)

Bentonit hat eine hohe lonenaustauschkapazitdt und eine grol3e spezifische
Oberflache. Die intrakristalline Ausdehnungskraft ist hoch.

Kaolin: Die Probe stammt aus der Lagerstatte Kemmlitzer Rhyolith und enthalt als
Hauptminerale Kaolinit, Quarz und einen kleinen Anteil von 3-Schicht-Silikaten. Die
Kationenaustauschkapazitat ist um eine Zehnerpotenz, die spezifische Oberflache
fast um zwei Zehnerpotenzen niedriger als beim Bentonit. Die intrakristalline
Ausdehnungskraft ist gering.

Kolloidale Fraktion: Aus einer Dispersion von MixedLayer-reichen Tonmineralen
wurde die Fraktion < 30 ym mittels Zentrifuge (1000 Umdrehungen/min, 10 min)
sedimentiert. Der kolloidreiche Uberstand iber dem Sediment wurde abpipettiert.
Von dem Uberstand wurden von 5 % Vol. dem Medium der Perfusionszellkultur
zugesetzt.

3. Ergebnisse
Im Gegensatz zu Bentonit und zum Ausgangsmaterial Mixed-Layer erhoht die aus

den Mixed-Layern gewonnene Fraktion mit hohem kolloidalem Anteil den
Glucoseverbrauch in einer Perfusionszellkultur um etwa 20 %.
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Abb. 1
Glucoseverbrauch in einer Perfusionskultur mit menschlichen Zellen (FL-Zellen)
unter dem Einfluss von polymeren Mineralstoffen

Eine durch den Indikator Glucoseverbrauch nachgewiesene erhdhte
Stoffwechselaktivitat der Zellen fihrt zu einer erhdhiten Zellvitalitat. Wie mit dem
Neutralrottest nachgewiesen wurde, ist die Anzahl vitaler Zellen unter dem Einfluss
der quellfahigen Minerale MixedLayer-reiches Mineralkomposit und Bentonit
signifikant erhéht (Abb. 2).



200
180
160
140
120
100 -
80 -
60 " -
40 I
20 -

—t—

Zellvitalitat in % der Kontrolle

Kontrolle Naturliches Bentonit Kaolin
MixedLayer-reiches
Mineralkomposit

Abb. 2

Zellvitalilat, bestimmt mit dem Neutralrottest, unter dem Einfluss von polymeren
Mineralstoffen.

Ursache koénnte sein, dass die quellfahigen Tonminerale ein sehr hohes
lonenaustauschvermogen besitzen. Durch den lonenaustausch kann es zu einer
Hyperpolarisierung der Zellmembranen kommen. Eine Erhdhung des
Membranpotentials innerhalb des physiologischen Regelkreises der Zellen fuhrt
allgemein zu einer stimulierenden Wirkung.

Das nicht quellfahige Kaolin mit seiner geringen lonenaustauschkapazitat hat keinen
signifikanten Effekt.

Durch die Virusinfektion wird die Zahl der vitalen Zellen ohne zytopathogenen Effekt
in jedem Fall auf etwa 50 bis 60 % des Ausgangswertes herabgesetzt. In den durch
die Virusinfektion geschadigten Zellen ist die Fahigkeit vermindert, Neutralrot
aufzunehmen und zu binden (Abb. 3).

Abb. 3 Ergebnisse des Neutralrottest nach einer Virusinfektion von Zellen, die unter
dem Einfluss von polymeren Mineralstoffen kultiviert wurden.

Bei den mit dem Mineralkomposit mit hohem kolloidalem Anteil versetzten Zellen
besteht ein hoheres Ausgangspotenzial vitaler Zellen (Abb. 2). Die erhohte Vitalitat
der mit dem Mineralkomposit vorinkubierten Zellen setzt die Widerstandskraft
gegenuber der Virusinfektion herauf (Abb. 3).

Bei mit Bentonit bzw. mit Kaolin vorinkubierten Zellen sinkt die Anzahl
neutralroraufnehmender Zellen nach der Virusinfektion sogar unter die der Kontrolle.
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4. Diskussion

Der systemisch orientierte Zahnarzt sieht seine Aufgabe darin, die
Gesamtgesundheit seiner Patienten zu verbessern — auch Uber die Zahngesundheit
hinaus. Die Mundhohle ist als Spiegel der allgemeinen Gesundheit zu betrachten.
Mogliche Folgen entzundlicher Parodontalerkrankungen fur den Gesamtorganismus
ricken daher immer mehr in den Mittelpunkt des 6ffentlichen Interesses.

Die steigende Lebenserwartung der Bevolkerung, verbunden mit Multimorbiditat und
Einnahme einer Vielzahl von Medikamenten sowie die damit in Zusammenhang
stehenden Mundschleimhautveranderungen, stellen neue Anforderungen an die
Zahnmedizin. Mit zunehmendem Alter wird die Immunabwehr schwacher, und die
Speichelproduktion nimmt ab. Da Speichel antibakterielle, entziindungshemmende
Substanzen enthalt, wird auch die Mundschleimhaut anfalliger fur Infektionen und
entzundliche Veranderungen. Besonders in den hochindustrialisierten Landern wird
die naturliche Abwehrkraft dariber hinaus durch falsche Ernahrung, fehlende
Bewegung und Reiziberflutung geschwacht.

Als Antwort auf diese Entwicklung muss sich die Zahnmedizin immer mehr um die
Pravention von Erkrankungen der Zahne und der Mundschleimhaut kimmern. Dabei
werden naturliche, widerstandsverbessernde Prinzipien immer wichtiger. Eine
Prophylaxe muss auch die Abwehrkrafte des Wirtes gegen Viren starken und die
Selbstheilungskrafte unterstitzen.

Es ist deshalb eine sehr gunstige Moglichkeit, das tagliche Zahneputzen mit einer
Vitalisierung der Mundschleimhaut zu verbinden, und so die Abwehrkrafte gegen
Virusinfektionen verstarken.



Far die biologischen Effekte von polymeren Mineralen ist die Erhohung des
kolloidalen Anteils besonders wichtig (Douglas H. Everett, 1992; Daniel und
Audebert, 1999). Fiur viele Anwendung der Tonminerale ist das kolloidchemische
Verhalten von besonderer Bedeutung (Lagaly, 2003). Nach dem Vorbild der Natur
wurden MixedLayer-reiche Mineralkomposite entwickelt. Eine fur die praktische
Anwendung wichtige Stabilisierung kann durch ein Mineralkomposit erreicht werden,
bei dessen Herstellung Polymerketten verschiedener Minerale verknaulen (Julich u.
Schmidt, 2012). Das so hergestellte Mineralkomposit ist ein Vielteilchensystem, die
sich durch inelastische Teilchenstolle auszeichnet. Die dadurch bedingte Fahigkeit
zur Dissipation von kinetischer Energie fluhrt zu neuen Eigenschaften des
Mineralkomposits, die fur die biologische Wirksamkeit des Mineralkomposits von
besonderer Bedeutung sind. Mit dieser neuen Verarbeitungsmethode fir Silikate wird
die Mineralversorgung Uber die Mundschleimhaut beim taglichen Zahneputzen
verbessert.

Kolloiddisperse Systeme haben durch die feine Verteilung der einen Phase in die
andere im Verhaltnis zu ihrem Volumen eine enorm grof3e Grenzflache und kénnen
deshalb Schmutz und Schadstoffe binden. Sie kdnnen deshalb die Zahnoberflache
effektiv reinigen, ohne den Oberflachenfilm oder gar den Zahnschmelz zu schadigen.

Auch nach einer grindlichen Zahnreinigung bildet sich auf der Zahnoberflache sofort
das Pellikel als unsichtbarer azellularer Film, der den Zahn vor Abrasion und
Saureangriff schutzt. Dieser Film besteht in erster Linie aus Proteinen des Speichels,
die aufgrund ihrer Eigenladungen an die Kalzium- und Phosphatgruppen des Apatits
der Zahnhartsubstanz elektrostatisch binden. Das Pellikel ist aber auch
Ausgangspunkt fur eine bakterielle Besiedlung. Zur Erosionspravention ist es daher
wichtig, einerseits diese Schutzschicht durch besonders weiche Putzkorper moglichst
wenig zu schadigen, andererseits antibakteriell auszuristen. Die antibakterielle
Ausrustung kann vorteilhaft durch eine Kombination mit Chitosan erreicht werden.
Chitosan unterstitzt die Filmbindung auf dem geputzten Zahnschmelz (Park, 1999,
Park u. Zhao, 2004). Erste Untersuchungen zeigen, dass das in guten Zahnpasten
verwendete Chitosan an die Zahnhartsubstanz oder das Pellikel adsorbieren und
dabei protektive Effekte entfalten kann (Ganss, 2013)

Eine Kombination des Mineralkomposits mit Chitosan ist auch aus folgenden
Grunden vorteilhaft:
< Wahrend das Mineralkomposit - wie hier gezeigt wurde - die
Widerstandsfahigkeit gegen virale Infektionen erhoht, unterdrickt Chitosan
das Wachstum von Streptokokken, die fur die Bildung von Zahnkaries
verantwortlich sind.
< Die Kombination mit Chitosan ist auch fur die Mundschleimhaut gunstig, da
Chitosan die Wundheilung foérdert (Ishihara, 2002).
< Zum Schutz der Mundschleimhaut ist diese mit einem zahflussigen Schleim
Uberzogen. Wichtige strukturgebende Bestandteile dieses Schleims sind die
Muzine. Polysaccharide wie Chitosan verstarken die Wasserbindungs-
kapazitat der Muzine und unterstitzen damit die Vitalisierung der
Mundschleimhaut.
< SchlieBlich wirken das Mineralkomposit und Chitosan auch bei der
Immobilisierung  von  toxikologisch  relevanten  Stoffen, die die
Mundschleimhaut schadigen konnen, synergistisch zusammen.



Chitosan bildet auf Oberflachen Filme und kann dabei groRere Mengen Mineralstoffe
aufnehmen (Park u. Zhao, 2004). Dabei beeinflusst Chitosan die kolloidale Struktur
der polymeren Minerale (Roussy et al., 2005). Wenn eine Kombination von
Mineralkomposit und Chitosan geplant wird, muss dabei unbedingt eine die kolloidale
Struktur erhaltende Zusammensetzung gewahlt werden. Schon fur die Herstellung
des Mineralkomposits ist ein sehr aufwandiger Verarbeitungsprozess erforderlich, um
den fur die biologischen Effekte entscheidenden hohen kolloidalen Anteil zu
gewahrleisten (Julich u. Schmidt, 2012). Die Dotierung der Mineralkomposite mit
Chitosan ist ein anspruchsvolles, aber aussichtsreiches Ziel.

Daher kommen sowohl das Mineralkomposit als auch die Mineralkomposit-Chitosan-
Zubereitung hauptsachlich fir anspruchsvolle Zahnpasten des gehobenen
Preisniveaus infrage.

Zusammenfassung

Die Mundschleimhaut ist eine erste Abwehrbarriere des Immunsystems. Da sich mit
zunehmendem Alter die Immunabwehr generell verschlechtert, ist auf Grund der
steigenden Lebenserwartung der Bevolkerung mit einer zunehmenden Zahl von
Patienten zu rechnen, bei denen Veranderungen der Mundschleimhaut auftreten, die
infektids bedingte Entzindungen der Mundschleimhaut beglnstigen. In den
hochindustrialisierten Landern wird die naturliche Abwehrkraft der Mundschleimhaut
dartber hinaus bei vielen Probanden durch falsche Erndhrung, fehlende Bewegung
und Reizluberflutung geschwacht.

Als Antwort auf diese Entwicklung muss sich die Zahnmedizin immer mehr um die
Pravention von Erkrankungen der Mundschleimhaut kimmern. Dabei werden
prophylaktische Prinzipien immer wichtiger, die sich ohne weiteren Aufwand mit dem
taglichen Zahneputzen verbinden lassen.

Akute virale Infektionen der oberen Atemwege gehdren zu den haufigsten
Erkrankungen uberhaupt. Eine Prophylaxe muss daher auch die Abwehrkrafte des
Wirtes gegen Viren starken und die Selbstheilungskrafte unterstitzen.

Eine Zufuhrung von Mineralkompositen mit hohem Kkolloidalen Anteil Uber das
tagliche Zahneputzen foérdert nach den vorgelegten Ergebnissen die Vitalitadt der
Mundschleimhaut und setzt dadurch auch die Widerstandkraft gegen
Virusinfektionen herauf.
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