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1 Einleitung

Die Zahnkaries ist in der Bevdlkerung die am haufigsten verbreitete Erkrankung der Zahn-
hartsubstanz. In den letzten Jahrzehnten konnte in den westlichen Industrieldndern durch die
progressive Aufklarung, die ProphylaxemaBnahmen und vor allem durch den Einsatz von
Fluoriden ein deutlicher Kariesrlickgang verzeichnet werden. Dennoch mussten die Kran-
kenkassen fur die konservierenden Leistungen im Jahr 2010 ein stetig steigendes Budget in
Hoéhe von 6,27 Mrd. Euro aufwenden (Bundeszahnarztekammer und Kassenzahnarztliche
Bundesvereinigung 2011). Vor allem bei der erwachsenen Bevdlkerung ist die Karies immer
noch sehr weit verbreitet. Es Iasst sich aber ein positiver Trend hinsichtlich des Bewusst-
seins fur Mundhygiene in der Gesellschaft feststellen. Der wichtigste und am meisten ver-
breitete Faktor dabei ist die hdusliche Kariesprophylaxe. Dieser stehen verschiedene Pro-
dukte sowohl mit Fluorid- als auch ohne Fluoridzusatz zur Verfiigung.

Die Wirksamkeit von Fluoriden in der Kariesprophylaxe ist wissenschaftlich erwiesen; vor
allem die lokale Fluoridierung fihrt zu erheblicher Kariesreduktion (Petersson et al. 2004),
indem sie die Remineralisation férdert und die Demineralisation hemmt (Fischer et al. 1995).
Somit zahlt die Anwendung fluoridhaltiger Kariostatika zu einem der vier Pfeiler in der Karies-
pravention (Hellwig et al. 2007). Dagegen sind die seit einiger Zeit in Anwendung befindli-
chen fluoridfreien Produkte noch sehr spérlich wissenschaftlich untersucht und mit den her-
kémmlichen verglichen worden. Zusétzlich kommen téglich neue Produkte auf den Markt mit
verschiedenen Zusétzen oder génzlich neuen remineralisierenden Konzepten. Diese neuen
Produkte mussen auf ihre Effektivitat hin geprift werden, um evidenzbasierte Empfehlungen
zu ihrer Anwendung aussprechen zu kénnen. Daher bestand ein Ziel dieser in-vitro-Studie
darin, verschiedene kariespréaventive Produkte mit unterschiedlichen Wirksubstanzen zu tes-
ten und zu vergleichen.

Um die Produkte unter mdglichst ahnlichen Bedingungen testen zu kénnen, bestand ein wei-
teres Ziel der in-vitro-Studie darin, ein einfaches, biologisches Kariesmodell zu entwickeln.
Im Gegensatz zur Erzeugung von Demineralisationen durch chemische Systeme kennzeich-
nen sich biologische Modelle durch den Einsatz von Mikroorganismen und damit einer natur-
getreueren Simulation intraoraler Demineralisationsprozesse. S. mutans gilt als Leitkeim bei
der Kariesentstehung (Hellwig et al. 2007, Marsh und Martin 2003). Aus diesem Grund wur-

de diese Bakterienspezies in Monokultur flr das in-vitro-Kariesmodell ausgewéhilt.
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Aus den zuvor genannten Zielen ergaben sich folgende Arbeitshypothesen:

* Das eingesetzte Kariesmodell ermdglicht eine mit der intraoralen Situation vergleich-
bare Demineralisationsentstehung

* Die Testprodukte ermdglichen einen effektiven Kariesschutz

* Es bestehen keine Unterschiede hinsichtlich der Effektivitat zwischen den Testpro-
dukten.

2 Literaturubersicht

2.1 Karies

2.1.1 Definition

Die Zahnkaries leitet sich vom lateinischen Wort ,caries“ ab und bedeutet wortlich Ubersetzt
~-Morschheit” und ,Faulnis“. Sie wurde von der Fédération Dentaire Internationale (FDI) 1976
als ,lokalisierter, pathologischer Vorgang (Krankheit) bakteriellen Ursprungs bezeichnet, der
zur Entmineralisation der Zahnhartsubstanzen und schlieBlich zur Kavitatenbildung fuhrt*
(Franke und Baume 1976, S. 77).

In der Literatur wird die Karies als die haufigste Erkrankung der Zahnhartsubstanzen be-
schrieben, die lokalisiert in Zusammenhang mit potenziell pathogenen Mikroorganismen und

Okologischen Faktoren auftritt (Hellwig et al. 2007).

2.1.2 Atiologie

Die Erkenntnis, dass Karies auf das Vorhandensein von Mikroorganismen zurlickzuflihren
ist, ging aus der Forschung von Robert Ficinius im Jahr 1847 hervor. W.D. Miller entwickelte
sie weiter und erklarte in seinem 1898 verfassten Werk ,Die Mikroorganismen der Mundhéh-
le“ die ,chemisch-parasitare” Theorie als Grundlage der Kariesatiologie (Klimm 1997): ,, Die
Zahncaries ist ein chemisch-parasitarer Vorgang, bestehend aus zwei deutlich ausgeprégten
Stadien, der Entkalkung resp. Erweichung des Gewebes und der Auflésung des erweichten
Rickstandes. Beim Schmelz fallt jedoch das zweite Stadium fort; die Entkalkung des
Schmelzes bedeutet die vollkommene Vernichtung desselben. ...die Quelle der zur Erwei-
chung des Gewebes ndthigen S&uren...sind vorzugsweise die in den Cariesheerden ste-

ckengebliebene starke- und zuckerhaltige Speisereste, welche durch Garung Saure bilden”
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(Miller 1898, S. 163). Diese Theorie konnte von Orland et al. (1954) bestatigt werden, indem
sie keimfrei gezlichteten Ratten und Ratten mit natlrlicher Keimbesiedlung kohlenhydratrei-
che Nahrung verabreichten. Bei den keimfreien Ratten entwickelten sich im Gegensatz zur
anderen Gruppe keine mikroskopisch nachweisbaren kariésen Lasionen.

1954 wiesen Gustafsson et al. in einer heute ethisch nicht mehr vertretbaren Studie den Zu-
sammenhang zwischen der Haufigkeit der Aufnahme von Zucker und vor allem die Abhéan-
gigkeit von deren physikalischen Eigenschaften nach. Sie konnten zeigen, dass klebrige Zu-
ckerprodukte ein htheres Vorkommen an Karies bewirken.

Keyes entwickelte 1962 das Modell der Kariesatiologie, welches den verbindlichen Zusam-
menhang zwischen ,Wirt/Zahn“, ,Mikroorganismen® und ,Substrat“ darstellt. 1971 erganzte
Kénig die ,Zeit" als vierten Faktor, womit die Dauer der Plaqueretention und Haufigkeit der
Substratzufuhr berucksichtigt wurden. Diese Faktoren sind gleichwertig; fehlt einer davon,

entstehen keine kariésen Lasionen (Klimm 1997, Kbénig 1987).

2.1.2.1  Oraler Biofilm

Axelsson und Lindhe (1978) stellten in ihrer Studie zur Mundhygiene fest, dass die Organisa-
tion der Bakterien zu einer Plaque ein notwendiger Faktor flr die Entstehung von Karies und
Parodontalerkrankungen ist. Marsh und Martin (2003) definierten die Plaque als eine Ge-
meinschaft verschiedener Mikroorganismen, die auf der Zahnoberflache als ein Biofilm vor-
liegt. Die Mikroorganismen sind eingebettet in eine extrazellulare Matrix aus Polymeren, die
sowohl von den Mikroorganismen als auch aus der Umgebung stammen.

Damit ein ausgereifter Biofilm gebildet werden kann, mulssen verschiedene Faktoren zu-
sammenspielen und folgende Phasen ablaufen: Auf einer gereinigten Zahnoberflache bildet
sich ein Niederschlag aus Speichelglykoproteinen und Antikérpern, das sogenannte Pellikel
(Géngler et al. 2005). Die bakterielle Ansiedlung erfolgt zuerst durch grampositive Kokken
sowohl selektiv, wie es z.B. beim S. sanguis der Fall ist, als auch nicht-spezifisch durch phy-
sikalische Krafte und spezifisch durch Adhésine. Die Sanguis-Streptokokken sind die bedeu-
tendsten Pellikelbesiedler (Sanderink et al. 2004).

Die Pionierkeime bilden Mikrokolonien und schaffen durch Stoffwechselprodukte geeignete
Bedingungen flr die Ansiedlung weiterer Bakterien, wie z.B. Streptokokken, Veilonellen und
Actinomyceten (Marsh 2004). Beim Ausbleiben der Mundhygiene bildet sich innerhalb von
14 Tagen ein komplexes Okosystem verschiedener Mikroorganismen mit zunehmend anae-
robem Charakter (Géngler et al. 2005).
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Die Mikroorganismen, die sich zu einem Biofilm organisieren, genieBen den Schutz vor im-
munologischen Abwehrmechanismen des Wirts und antimikrobiellen Chemotherapeutika, da
diese durch exprimierte Stoffe des Biofilms neutralisiert und an der Penetration gehindert
werden kdnnen. Dieses lasst sich auf die verédnderte Genexpression biofilm-assoziierter Mi-
kroorganismen gegenlber der planktonischen Population zuriickfihren. Die Folge ist eine
veranderte Auspragung der Virulenz- und Pathogenitatsfaktoren (Sanderink et al. 2004).

Eine besondere Rolle spielt dabei das ,,Quorum sensing®, welches die Mikroorganismen dazu
beféhigt, Gber Signalmolekile miteinander zu kommunizieren und auf verdnderte Umweltbe-
dingungen zu reagieren (Sifri 2008). Bakterienzellen generieren chemische Signale in einer
geringen Konzentration. Sobald genltigend Bakterien vorhanden sind (Quorum), Uberschreitet
die Summe der Signale einen Schwellenwert und setzt eine Kaskade frei, die bestimmte
Gene aktiviert oder unterdrickt (Sanderink et al. 2004, Vasil 2003). Die Signaltransduktion
kann dabei sowohl zwischen den Bakterien als auch mit der Umgebung stattfinden (Sifri
2008).

2.1.2.2 Kariogene Mikroorganismen

Die wichtigsten Eigenschaften kariogener Mikroorganismen sind neben der S&urebildung
und Séuretoleranz die Synthesen extra- und intrazellularer Polysaccharide (Hellwig et al.
2007). Loesche (1986) erklarte vor allem Streptokokken und Laktobazillen auf Grund dieser
Eigenschaften zu den odontopathogenen Mikroorganismen. In epidemiologischen Studien
konnte S. mutans als Haupterreger der Schmelzkaries dargestellt werden (Marsh und Martin
2003). Die Anzahl der Lactobazillen korreliert mit dem Konsum niedermolekularer Kohlen-
hydrate und kann als Indikator fir offene kariése L&sionen bzw. die Kariesaktivitdt angese-
hen werden. Eine weitere Spezies, die Actinomyceten, werden eher mit der Entstehung der
Wourzelkaries in Verbindung gebracht (Hellwig et al. 2007).

Die Streptokokken der Mutans-Gruppe lassen sich weiter unterteilen, wobei vor allem
S. mutans und S. sobrinus in einer kariogenen Plaque vorgefunden werden (Hellwig et al.
2007). Clarke isolierte S. mutans 1924 aus karidsen menschlichen Zahnen, kurze Zeit spater
konnte man sie bei einer bakteriellen Endokarditis nachweisen (Marsh und Martin 2003).

Sie gehoéren zu den grampositiven, fakultativ anaeroben Kokken, die paarweise oder in kur-
zen Ketten auftreten (Klimm 1997); ihren Namen erhielten sie auf Grund der morphologi-
schen Mutationen von der Kokken- in die Stdbchenform (Gangler et al. 2005).

Die besondere Kariogenitét verdankt dieser Keim seinen vielen Virulenzfaktoren. Mutans-

Streptokokken synthetisieren intra- und extrazellulédre Polysaccharide. Wahrend die intrazel-
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luldren Polysaccharide zur Nahrungsreserve dienen und in vivo hyperkariogene Eigen-
schaften aufweisen, sind die extrazellularen Polysaccharide wie z.B. Mutan fir die Kolonisa-
tion auf der Zahnoberflache verantwortlich. Mutane verleihen den Biofilmen ihre Klebrigkeit
und Bestandigkeit, weil weder ein oraler Keim noch der Speichel Enzyme besitzen, die Mu-
tane spalten kénnen.

Weiterhin kann S. mutans niedermolekulare Kohlenhydrate schneller verarbeiten als andere
kariogene Mikroorganismen, wobei S. sobrinus der starkste Saurebildner ist. Durch den azi-
durischen Charakter kénnen sie auch bei pH-Werten < 4 metabolisch aktiv sein. Diese Viru-
lenzfaktoren werden vor allem bei haufiger Zufuhr von Kohlenhydraten exprimiert (Sanderink
et al. 2004).

2.1.3 Demineralisation des Schmelzes

An der Zahnoberflache des Schmelzes herrscht ein dynamisches Gleichgewicht zwischen
De- und Remineralisation. Sobald der pH-Wert in der Plaque unter einen kritischen Wert
sinkt, verschiebt sich das Gleichgewicht in Richtung der Demineralisation und es kommt zu
einem Mineralverlust aus der Zahnoberflache. Flir den Zahnschmelz liegt dieser Wert bei

pH = 5,2-5,7 (Hellwig et al. 2007). Nach wiederholten Sdureangriffen und damit andauernder
Demineralisation entsteht die Schmelzkaries, die eine nur auf den Schmelz beschréankte ka-
ridse Lasion ohne Kavitation darstellt (Schroeder 1997). Diese klinisch sichtbare kari¢se Ini-
tiallasion zeigt sich makroskopisch als eine weiBe, opake Flache, die auf Grund unterschied-
licher Lichtbrechung zwischen Luft und Schmelzlasion zustande kommt (Kidd und Fejerskov
2004). Sie wird auch als ,white spot‘ bezeichnet (Hellwig et al. 2007).

Diese Lasion hat die Form eines Kegels, dessen Basis zur Schmelzoberflache zeigt und
dessen Spitze dentinwérts gerichtet ist (Klimm 1997). Chemisch betrachtet, fihren die in der
Plaque gebildeten S&uren durch Auflésung zur Erweiterung interkristalliner Rdume, die als
die wichtigsten Diffusionswege der lonen dienen (Holmen et al. 1985). Durch den Konzentra-
tionsgradienten kénnen die schwachen Sauren so in den Schmelz diffundieren, dissoziieren
dort und greifen durch die Protonen die lonen des Kristallgitters an. Die geldésten Kalzium-
und Phosphationen diffundieren gemaB ihrem Konzentrationsgradienten zur Schmelzober-
flache; auf dem Weg kénnen sie durch den abnehmenden Diffusionsgradienten zur Plaque
und zum Speichel repréazipitieren. So entsteht eine pseudointakte Schmelzoberflache, durch
welche die Sauren weiterhin diffundieren und den Schmelz auflésen kénnen.

Bei Untersuchungen mit dem Licht- und Polarisationsmikroskop lassen sich 4 Zonen der

Schmelzkaries unterscheiden (Hellwig et al. 2007).
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Die transluzente Zone stellt die innerste Schicht der Schmelzkaries und gleichzeitig das
Fortschreiten der Demineralisation dar. Im Gegensatz zum Porenvolumen von 0,1% beim
gesunden Schmelz betragt es in dieser Zone 1%. Die VergréBerung der Poren ist auf einen
Mineralverlust von Magnesium und Karbonat und nicht wie vermutet auf Proteinverlust zu-
rickzufihren.

Die darauf folgende dunkle Zone weist ein Porenvolumen von 2—-4% auf, wobei die Poren-
gréBe im Gegensatz zur transluzenten Zone sehr gering ist. Es ist anzunehmen, dass die
dunkle Zone nicht die Folge von Demineralisation ist, sondern eher durch Remineralisations-
schube entsteht, die durch Mineralausfallung zur Verkleinerung der urspringlichen Poren
fihren. Dies ist daran zu erkennen, dass im Vergleich zur aktiven kariésen Lasion die arre-
tierte Karies eine breitere dunkle Zone aufweist.

Die gr6Bte Ausdehnung weist der Lasionskérper auf, dessen Porenvolumen in der Periphe-
rie bei ca. 5% und im Zentrum der Zone bei < 25% liegen kann. Dabei kommen die Retzius-
Streifen und Prismen sehr gut zur Geltung (Silverstone et al. 1981).

Die kariése Lasion wird von einer ca. 30-40 um dicken pseudointakten Oberflachenschicht
bedeckt, deren Porenvolumen bei < 5% liegt. Durch die Préazipitation an der Oberflache sind

die Kristalle gréBer als im gesunden Schmelz (Palamara et al. 1986).

2.1.4 Remineralisation

Die Demineralisation des Schmelzes kann durch Beseitigung kariogener Noxen und regel-
maBige kariespraventive MaBnahmen stagnieren. Unter optimalen Umsténden kénnen sich
Mineralien aus dem mit Hydroxyl- und Fluorapatit gesattigtem Speichel wieder in die Kristall-
gitter einlagern (Hellwig et al. 2007). Dieser Zustand wird als ruhende bzw. arretierte Karies
bezeichnet. Es ist eine L&sion, deren Ausbreitung sich stark verlangsamt hat oder zum Still-
stand gekommen ist (Schroeder 1997). Klinisch erscheint sie auf Grund von Farbeinlagerun-
gen braunlich und oberflachlich hart (Hellwig et al. 2007).

Larsen und Fejerskov definieren die Remineralisation als eine dauerhafte Einlagerung von
Kalzium und Phosphat in eine demineralisierte Stelle der Zahnhartsubstanz. Dieses kann
entstehen, solange eine pseudointakte Oberflachenschicht vorhanden ist. Geht diese verlo-
ren, findet keine Remineralisation mehr statt, da sie auf Kristallwachstum und nicht auf einer
de-novo-Bildung basiert (Larsen und Fejerskov 1987). Im selben Jahr beschrieb Kénig die
Voraussetzungen, unter denen es zur Remineralisation karidser Initialldsionen kommen

kann:
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Vermeidung héufiger Demineralisationsschibe

lange Phasen mit neutralem pH-Wert

optimaler Zugang fir kalzium- und phosphatgesattigten Speichel

optimale Frequenz und Konzentration von Fluorid an der Schmelzoberflache.

Eine komplette Remineralisation mit vollstdndigem Einbau verloren gegangener Mineralien
findet duBerst selten statt (Hellwig et al. 2007), da das Unterschreiten des relativen Mineral-
gehaltes von etwa 30% im Zentrum der Lasion eine Remineralisation auszuschlieBen scheint
und es viel eher zum Voranschreiten der Demineralisation kommt. Auch wenn bei optimalen
Remineralisationsbedingungen die pseudointakte Oberflachenschicht an Dicke zunimmt,
bleibt in der Tiefe der Lasion ein Defekt zuriick (Klinger und Wiedemann 1985). Es ist auch
anzunehmen, dass die Oberflachen-Deckschicht ein Diffusionshindernis darstellt. Dartber
hinaus verlangsamt das Vorkommen organischen Materials in den Poren die Diffusionsge-
schwindigkeit (Larsen und Fejerskov 1987).

Zero et al. konnten in einer Studie, in der die Verédnderung der Mikrohé&rte an vorher demine-
ralisierten Schmelzoberflachen gemessen wurde, zeigen, dass die Harte bei Schmelzproben
schon nach einer vierstiindigen oralen Exposition um ca. 15% stieg und bei Proben mit zu-
séatzlichen Fluoridapplikationen sogar verdreifacht werden konnte. Diese Studie zeigt somit,
dass es vor allem mit Fluorid moglich ist, den Prozess der initialen Lasion in kirzerer Zeit

umzukehren (Zero et al. 1994).

2.2 Fluorid

2.2.1 Aligemein

Fluor ist ein Spurenelement und gehért zu den Halogenen. Aufgrund seiner Reaktivitat
kommt es in der Natur fast ausschlieBlich als Fluorid vor (Léffler et al. 2007). In sehr gerin-
gen Konzentrationen ist es biologisch aktiv und wird in ,parts per million (ppm)“ angegeben
(Fejerskov et al. 1996). Die mit Nahrungsmitteln, Getranken, Medikamenten und wéahrend
kariesprophylaktischer MaBnahmen aufgenommenen Fluoridmengen werden im Magen-
Darm-Trakt bis zu 100% resorbiert und sind damit bioverflgbar.

Aus der Fluoridverteilung im Kérper kann man schlieBen, dass es eine spezielle Affinitat zu
Zahnhartgewebe und Knochen gibt (L6ffler et al. 2007). Dadurch kommt es wahrend der pri-
maren Mineralisation und vor allem wéahrend der préaeruptiven Reifung zur Fluorideinlage-
rung. Dabei wird Fluorid in das Kristallgitter des Hydroxylapatits eingebaut. Bei frisch durch-

gebrochenen Zahnen ist die héchste Fluoridkonzentration auf der Schmelzoberflache vorzu-
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finden. Dennoch reicht der praeruptive Fluorideinbau nicht aus, um die Zahne dauerhaft vor
karidsen Lasionen zu schitzen. Folglich sollten posteruptiv weitere lokale Fluoridierungs-
maBnahmen erfolgen, um eine Zunahme der Fluoridkonzentration an der Schmelzoberflache
zu erreichen (Hellwig et al. 2007). Hierflr finden in der Zahnmedizin folgende Fluoridverbin-
dungen Verwendung (Fejerskov et al. 1996):
* anorganische Verbindungen wie z.B. NaF, bei denen die Salze leicht |6slich sind und
freies Fluorid zur Verfligung stellen
* Monofluorphosphatverbindungen wie z.B. Na,FPOs3;, bei denen das Fluorid kovalent
gebunden ist und erst nach einer Hydrolyse reaktionsféhig ist

* organisch gebundene Fluoride wie Aminfluoride und Fluorsilane.

2.2.2 Kariesprophylaktische Wirkungsweise auf den Schmelz

Man ging friher davon aus, dass die karieshemmende Wirkung von Fluoriden auf dem Ein-
bau in das Kristallgitter des Zahnschmelzes beruht. Neuere Studien konnten zeigen, dass bei
lokal applizierten Fluoridpraparaten die gelésten Fluoridionen fir die Kariespravention ver-
antwortlich sind, indem sie die Remineralisation férdern und die Demineralisation hemmen
(Fischer et al. 1995).

Durch in-vitro-Studien an Haifischzdhnen, die mit einem Fluoridgehalt von 32 000 ppm bis zu
99% aus Fluorapatit bestanden, konnte gezeigt werden, dass sie bei der Erzeugung von ka-
riosen Lasionen ahnliche Demineralisationsmuster aufwiesen wie humane Schmelzpraparate
mit einem oberflachlichen Fluoridgehalt von 1270ppm. Benetzte man die Proben aber mit
geringen Mengen an geldéstem Fluorid, wurde die Demineralisation signifikant gehemmt
(Ogaard et al. 1988). Damit haben Ogaard et al. nachgewiesen, dass eine geringe Menge
geldster Fluoridionen uber eine deutlich héhere kariesprotektive Wirkung verfligt als ein ho-
her Fluorapatitanteil im Schmelz. Hauptverantwortlich sollen die auf der Oberflaiche der
Schmelzkristalle adsorbierten Fluoridionen sein (Fischer et al. 1995). Diese umgeben die
Schmelzkristalle wie eine Schutzhulle und verleihen dem Hydroxylapatit fluorapatitéhnliche
Eigenschaften. Kommt ein karidses Milieu zustande, besteht bei den umhdillten Kristallen
maximaler Demineralisationsschutz. An unbedeckten Bereichen werden die Kristalle partiell
oder vollstandig aufgeldst, auch wenn im Kristallgitter Fluorapatit eingebaut ist (Hellwig et al.
2007).

Ein weiterer wesentlicher Faktor flr die Kariespravention ist das kalziumfluoridhaltige Préazipi-
tat (CaF,) auf der Schmelzoberflache. Es bildet sich nach Anwendung lokaler Fluoridprapara-

te aus dem Kalzium des Speichels und den Fluoridionen. Bei einem kariésen Angriff werden
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aus der CaF.-Schicht Fluoridionen freigesetzt (Fischer et al. 1995). Die frei werdenden Fluo-
rid-lonen erhéhen zum einen die Fluoridkonzentration im Speichel und adsorbieren zum an-
deren an den Kristalloberflachen (Hellwig et al. 2007).

Das CaF, kann somit als pH-gesteuertes Fluorid-Depot betrachtet werden, das bei niedrigem
pH-Wert Fluoridionen freisetzt. Eine mégliche Transformation eines Teils des CaF, in Flu-
orapatit kann die Léslichkeitsrate in der Mundhéhle sogar weiter verringern (Ogaard 1990),
da Fluorapatit im Gegensatz zu Hydroxylapatit, welches schon bei einem pH-Wert von 5,5 in
Lésung geht, erst ab einem pH-Wert von 4,5 aufgelést werden kann (McCann 1968). Bei
beginnender Neutralisation wird demzufolge in Anwesenheit von Fluoridionen als erstes
Fluorapatit auf Grund seines geringen Léslichkeitsproduktes wiederhergestellt und die Lasion

remineralisiert (Hellwig et al. 2007).

2.2.3 Kariesprophylaktische Wirkungsweise auf die Mikroorganismen
der Plaque

Die kariesprophylaktische Wirkung von Fluoriden ist nicht nur auf die Zahnhartsubstanz be-
schrankt, sondern hat auch Auswirkungen auf die Mikroorganismen.

Je nach Fluoridkonzentration kommt es zur Beeinflussung der metabolischen Aktivitat und
zur Wachstumshemmung. Die zum Abtdten der Mikroorganismen nétige Fluoridkonzentrati-
on wird in der menschlichen Mundhéhle jedoch nicht erreicht (Hellwig et al. 2007). Fluorid
kann den Stoffwechsel der Bakterien beeinflussen, indem es unterschiedliche Enzyme der
Mikroorganismen hemmt. Die Empfindlichkeit des Bakterienmetabolismus ist pH-abhangig.
Bei einem niedrigen pH-Wert liegt Fluorid dissoziiert als H* und F~ vor und ist lipophil,
dadurch kann es leichter durch die Bakterienmembran diffundieren (Marsh und Martin 2003).
Intrazellular wird durch die Fluoridionen das magnesiumabhdngige Enzym Enolase ge-
hemmt, welches in der Glykolyse das 2-Phosphoglycerat zu Phosphoenolpyruvat (PEP) de-
hydratisiert. Das Fluorid bildet einen Komplex mit Magnesium, entzieht dieses der Enolase
und behindert damit die Enzymaktivitat. Die Glykolyse wird direkt gehemmt und auch der
Zuckertransport indirekt beeinflusst, da orale Streptokokken und andere azidogene Bakterien
die Glukose mit Hilfe des PEP-abhangigen Phosphotransferasesystems durch das Phospho-
rylieren in die Zelle transportieren (Fejerskov et al. 1996).

Durch die Hemmung der Protonen-ATPase kénnen die in die Zelle eintretenden Protonen
des dissoziierten Fluorides den pH-Wert des Zytoplasmas erniedrigen, was einen geringeren
Protonengradienten fir den Transport von Stoffen durch die Membran zur Folge hat. Schlls-

selenzyme des Stoffwechsels, die ihr pH-Optimum im neutralen Bereich haben, werden so
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inaktiviert (Marsh und Martin 2003). Weiterhin wird die Synthese der Lipoteichonséure ge-
hemmt und damit die Adhé&renz der Bakterien am Hydroxylapatit erschwert.

Des Weiteren wird aufgrund der reduzierten Verflugbarkeit von Glukose-6-Phosphat die intra-
zellulare Polysaccharidsynthese gehemmt (Fejerskov et al. 1996). Van Loveren ist der Mei-
nung, dass diese Mechanismen zur Kariespravention klinisch eine geringere Rolle spielen
und dass Fluorid erst in Verbindung mit Kationen wie Sn** oder Aminen signifikantere anti-

bakterielle Eigenschaften aufweist (Van Loveren 2001).

2.2.4 Toxikologie

Eine Uberdosierung von Fluorid kann zu Vergiftungserscheinungen fiihren. 1916 stellten
Black und McKay fest, dass in Gebieten mit erhdhtem Trinkwasserfluoridgehalt haufig weiBe
Schmelzflecken vorhanden waren (Hellwig et al. 2007). Die Zahnfluorose ist eine der hé&u-
figsten Nebenwirkungen einer erhéhten Fluoridzufuhr wéhrend der Zahnentwicklung. Durch
die Stérung der Ameloblasten kommt es zu fleckenférmigen Zahnverfarbungen (Lo6ffler et al.
2007). Nach Thylstrup und Fejerskov werden zehn Grade der Dentalfluorose unterschieden.
Sie reichen von weiBlichen Verfarbungen bis hin zu braunen Flecken und Hypoplasien
(Fejerskov et al. 1996). Sie kdnnen bei einer systemischen, chronisch toxischen Fluoridappli-
kation von mehr als 0,05mg/kg Kdérpergewicht pro Tag entstehen oder aber auch bei einer
einmaligen hohen Uberdosierung. Wird eine erhdhte Dosis iiber Jahre verabreicht, kann es
zu Skelettfluorosen kommen (Hellwig et al. 2007). Die sichere toxische Dosis (Certainly Toxic
Dose = CTD) wurde von Whitford aus den Erkenntnissen von Hodge und Smith auf 32-64mg
Fluorid/kg Kérpergewicht fir Erwachsene berechnet. Nach Vergiftungen bei Kindern mit t6d-
lichen Folgen wurde die wahrscheinlich toxische Dosis (Probably Toxic Dose = PTD) auf

5mg Fluorid/kg Kérpergewicht festgelegt (Whitford 1987).

2.3 Kariesprotektive Wirkung unterschiedlicher lokaler Produkte

2.3.1 Zahnpasten

Die kariesreduzierende Wirkung von fluoridhaltigen Zahnpasten wird von Naujoks auf 20 —
30% eingeschéatzt (Naujoks 1983). Dabei lasst sich bei einer Fluoridzugabe von 1000 —
2800ppm ein positives Dosis-Reaktionsverhaltnis nachweisen (Stephen 1993). Frei verkauf-
liche Zahnpasten unterliegen der européischen Kosmetikverordnung, ihr Fluoridgehalt darf

maximal 1500ppm betragen (Bloch-Zupan 2001).
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Kinder bis zum 6. Lebensjahr sollen aus toxikologischen Griinden Zahnpasten mit einem
Fluoridgehalt von 500ppm verwenden, wobei die Effektivitdt in Bezug auf die Kariespraven-

tion daflr noch nicht ausreichend belegt ist (Gilzow et al. 2005).

2.3.2 Fluoridgele

Gele haben eine viskdse Konsistenz und eignen sich als Trégersubstanz flr angereicherte
Fluoride (Nolden 1994). Der Fluoridgehalt liegt zwischen 10.000 und 20.000 ppm (Gilzow et
al. 2005). Der pH-Wert liegt meistens bei 3-3,5, um eine verbesserte Fluoridaufnahme im
Schmelz zu erreichen (Heidemann 2001). In der Literatur wird eine karieshemmende Wir-
kung mit einem Mittelwert von 22% angegeben, wobei sich diese durch professionelle Appli-
kation deutlich steigern lasst (Hellwig et al. 2007). Bei hoher Kariesaktivitat sollte zuséatzlich
zur BasisfluoridierungsmaBnahme einmal woéchentlich die Verwendung eines Fluoridgels

erfolgen (Gulzow et al. 2005).

2.3.3 Fluoridlacke

Lacke enthalten einen hohen Anteil an Naturharzen, damit sie mdglichst fest und Utber eine
lange Zeitperiode am Zahn haften. Sie haben einen neutralen pH-Wert (Nolden 1994) und
der Fluoridgehalt kann bei bis zu 55.000ppm liegen (Gllzow et al. 2005). Petersson et al.
kommen zu dem Ergebnis, dass Lacke eine 30%ige Kariesreduktionsrate aufweisen
(Petersson et al. 2004). Bei Kindern und Jugendlichen mit erhdéhter Kariesaktivitat sollte eine
Applikation durch zahnmedizinisches Fachpersonal zweimal jahrlich oder auch &fter erfolgen
(Gulzow et al. 2005).

2.3.4 Nicht-fluoridhaltige Pasten

Die zurzeit auf dem Markt befindlichen Produkte ohne Fluoride bedienen sich unterschied-
licher Wirkmechanismen. Nachfolgend werden zwei Exemplare n&her erlautert:

Das Tooth Mousse® beinhaltet als Wirkstoff das aus Milchprodukten gewonnene Casein
Phosphopeptid (CPP), welches Calcium- und Phosphationen in Form von amorphem Calci-
umphosphat (ACP) enthalt (Recaldent™ CPP-ACP) (GC Europe 2012). Es ist eine Quelle
von bioverfligbaren Kalzium- und Phosphationen, die entlang des Konzentationsgradienten
in die karidse Lasion diffundieren und diese somit remineralisieren kénnen (Reynolds 2009).
BioRepair® enthalt Nanokristalle aus Hydroxylapatit. Diese lagern sich auf der Schmelzober-
flache an und sollen somit den Defekt reparieren. Es liegt jedoch dazu nur eine geringe An-
zahl an Studien vor (Hahn 2011).
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2.4 In-vitro- Kariesforschung

Grundsatzlich lassen sich in der in-vitro-Kariesforschung zwei Versuchsanordnungen unter-
scheiden. Zum einen steht die Mdglichkeit der Erzeugung von karidsen Lasionen durch che-
mische Systeme zur Verfugung (Seemann 2005). Dabei wird die Zahnhartsubstanz organi-
schen Sauren, die als Lésungen oder Gele vorliegen, ausgesetzt. Da bei diesem Versuchs-
aufbau keine Bakterien vorhanden sind, finden chemische Ldésungsvorgange und keine pro-
teolytische Destruktionen der Kollagenmatrix statt (Schiffner und Schmeiser 1995, ten Cate
und Duijsters 1982). Dennoch kénnen mit angesauerten Gelen oder mit Hilfe von mit Kalzium
und Phosphat versetzten Demineralisationsldsungen Schmelzldsionen erzeugt werden, die
von Frihstadien der Schmelzkaries nicht zu unterscheiden sind (Cain et al. 2006, Silverstone
1967). Bei Dentin oder Zement hingegen reichen die physikalisch-chemischen Lésungsvor-
gange der angeséauerten Gel-Systeme nicht aus, um eine natirliche Lasion zu erzeugen. Die
Kollagenmatrix bleibt von Saure unberihrt und kollabiert auf Grund aufgeléster bzw. fehlen-
der kristalliner Strukturen. Die Vorteile dieser chemischen Systeme bestehen in der Repro-
duzierbarkeit der Ergebnisse, der einfachen Uberwachung und der gut zu handhabenden
Technik (Phankosol et al. 1985).

Zum anderen stehen biologische Systeme zur Verfligung, bei denen die kariésen Lasionen
auf den Stoffwechsel von Bakterien zurlickzufiihren sind (Seemann 2005). Standardisierte
Bedingungen mit kariogenen Mikroorganismen lassen sich mit Hilfe kuinstlicher Mundhéhlen
erzeugen (Schiffner und Schmeiser 1995).

Einfache biologische Systeme bestehen aus einem Nahrmedium mit niedermolekularen Koh-
lenhydraten, in denen kariogene Mikroorganismen (meist S. mutans) angezilchtet werden. In
dieser Mikroorganismen-Suspension kénnen dann die Zahnhartsubstanzprufkérper gelagert
und dadurch karieséhnliche Lasionen erzeugt werden (Dummer et al. 1982, Gilmour und
Edmunds 1998).

Eine komplexe kinstliche Mundhéhle ermdglicht eine dauerhafte oder periodische Versor-
gung des Biofilmes mit Nahrstoffen und imitiert die Umgebung eines in-vivo-Biotops (Tang et
al. 2003). Um kariesdhnliche Lasionen zu erzeugen, miissen die Mikroorganismen auf der
Zahnhartsubstanzoberflache einen kariogenen Biofilm bilden. Die stetige Applikation von
Bakterien und kohlenhydrathaltigen Substraten férdert dabei die Demineralisation; der klinst-
liche Speichel und der stetige Fluss der Lésungen hemmt die Demineralisation und férdert
die Remineralisation (Schiffner und Schmeiser 1995). Der Vorteil dieser Systeme ist die Un-
tersuchung vieler kariogener Faktoren unter kontrollierten Bedingungen. Es kénnen neben

dem Wachstum, dem Metabolismus und der Okologie der Mikroorganismen auch die
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Kariogenitat verschiedener Nahrungsbestandteile sowie antibakterielle Eigenschaften unter-

schiedlicher Agenzien erforscht werden (Seemann et al. 2005, Tang et al. 2003).

2.4.1 Methoden der Kariesdiagnostik

Zur reproduzierbaren Quantifizierung der Karieslasionen stehen heutzutage verschiedene

Methoden zur Verfligung; die géngigsten werden nachfolgend naher beschrieben:

Die quantitative lichtinduzierte Fluoreszenz (QLF) ist ein optisches Verfahren zur
Kariesdiagnostik. Es erméglicht nicht nur eine nicht invasive, quantitative und repro-
duzierbare Verlaufskontrolle initialkariéser L&sionen, sondern auch eine Effektivitats-
beurteilung von PraventionsmaBnahmen. Mit dieser Technik kénnen De- und Remi-
neralisationsvorgénge sowohl in vitro, in situ als auch in vivo beobachtet werden
(Charité 2011, Kihnisch und Heinrich-Weltzien 2004). Die Methode der QLF beruht
auf der Autofluoreszenz der Zéhne. Sobald die Zahnhartsubstanz mit kurzwelligem
blauen Licht bestrahlt wird, emittiert das bestrahlte Areal langwelligeres griines Licht
(Inspektor 2011), welches mit Hilfe einer Videokamera detektiert werden kann. Bei
initialen L&sionen und der damit einhergehenden Abnahme des Mineralgehaltes zeigt
sich ein Verlust der Fluoreszenz (de Josselin de Jong et al. 1995). Diesen Fluores-
zenzverlust fihren Tranaeus et al. auf die Lichtstreuung und die dadurch entstehende
Barriere fur das einstrahlende und emittierende Licht in einer kariésen L&sion zurtick.
Die betroffenen Areale erscheinen demnach dunkler als gesunder Schmelz
(Tranaeus et al. 2001), wobei die Intensitat der Fluoreszenz stark mit dem Verlust des
Mineralgehaltes korreliert (Abb.2.2).
Basierend auf diesem Zusammenhang, erfolgt die Quantifizierung der Lasion durch
die Errechnung der Differenz zwischen den Werten der L&sion und gesundem
Schmelz (de Josselin de Jong et al. 1995).
Sobald der Unterschied mehr als 5% betragt, kann von einer friihen kariésen Lasion
ausgegangen werden, die von der Software detektiert wird (Sano et al. 2007) und
farblich visualisiert werden kann (Abb.2.3 a und b). Es werden insgesamt drei Analy-
separameter erhoben (Gmur et al. 2006):

- AF (%), definiert als der prozentuale Fluoreszenzverlust der L&sion

- WS-Area (mm?), definiert als Lasionsflache

- AQ (mm?®%), definiert als Lasionsvolumen (AQ = AF x WS-Area).
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Abb. 2.1 eine mit dem QLF™ - System detektierte
Schmelzprobe

1) gesunder Schmelz 2) karidse Lasion

AF (approx.)

€ -40%
€ -30%

€ -20%

€« 0%

€ +15%
€ +20%
€ +30%

€ +40%

Abb. 2.2a mit QLF in dieser Studie Abb. 2.2b annahernde farbliche
ausgewerteter Prifkdrper Visualisierungsskala
(Gmdr et al. 2006, S. 194)

* Die transversale Mikroradiographie (TMR) beruht darauf, den Mineralisationsge-
halt einer Zahnhartsubstanzprobe Uber die Absorption von Réntgenstrahlen zu quan-
tifizieren. Dazu werden planparallele, senkrecht zur Oberflache orientierte Schliffpra-
parate der zu untersuchenden Zahnhartsubstanz in einer Starke von 80 — 200 ym
hergestellt und zusammen mit einer Aluminium-Eichtreppe auf einem hochauflésen-

den Rdntgenfilm monochromatisch bestrahlt. Ist die Dicke der Probe bekannt, kann
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man mit den Werten der optischen Dichte des Schmelzes und der Aluminium-
Eichtreppe unter Verwendung der Angmarschen Formel auf die Mineralisation schlie-
Ben (Angmar et al. 1963, Featherstone et al. 1983, Inspektor 2011, Kienel 1994).

* Eine weitere Moglichkeit der in-vitro-Kariesdiagnostik bietet das Verfahren der
Mikrohdrtemessung. Der Begriff ,Harte“ ist definiert als der mechanische Wider-
stand, den ein Kérper dem Eindringen eines anderen, meist hérteren Korpers entge-
gensetzt. Bei der Mikroh&rtemessung wird durch eine Diamantpyramide, deren Prif-
gewicht zwischen 0,02 und 2 N liegt, ein Eindruck erzeugt und optisch vermessen. Je
nach Grundflaiche der Pyramide unterscheidet man die Mikroharteverfahren nach
Vickers oder Knoop. Im Allgemeinen dienen Hartewerte als MaB fir andere Eigen-
schaften des Materials, die nicht ohne weiteres zu bestimmen sind (Kienel 1994), in
diesem Fall der Mineralisationsgrad. Diesen Zusammenhang zwischen der Harte der
Zahnhartsubstanz und der Mineralisation entdeckten Featherstone et al. 1983 unter
Verwendung der TMR als Referenz und erklarten die Mikrohartemessung als eine

geeignete Methode zur qualitativen Untersuchung von De- und Remineralisationen.
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3 Material und Methode

3.1 Allgemein

In der vorliegenden Studie wurden drei verschiedene Produkte mit kariespraventiver Wirk-
samkeit an Schmelzprifkérpern in einem biologischen Kariesmodell in vitro getestet. Das
biologische Kariesmodell, welches in Anlehnung an die von Dummer et al. 1982 entwickelte
Technik selbst erarbeitet wurde, bestand aus einem N&hrmedium mit niedermolekularen
Kohlenhydraten, in welches S. mutans Uberimpft wurde. Zuséatzlich zu dieser Demineralisati-
onslésung wurden die Schmelzproben in kinstlichem Speichel gelagert, der als Reminerali-
sationslésung diente. Mit diesem Modell konnten die alternierenden De- und Remineralisati-

onsvorgénge in der menschlichen Mundhhle imitiert werden.

3.2 Material
3.2.1 Zahne

Zur Herstellung von Prufkérpern fur diese in-vitro-Studie wurden frisch extrahierte karies- und
fullungsfreie humane Zahne verwendet. Die Gewebereste wurden mit Scalern (Feiner Uni-
versalscaler S204S7, Hu-Friedy Mfg. Co., Inc., Chicago USA) entfernt. Bis zur Prifkérper-
herstellung lagerten sie in steriler 0,9 %iger Natriumchlorid-Lésung (B.Braun AG, Melsungen

Deutschland).

3.2.2 Losungen

3.2.2.1 Demineralisationslésung

Zur Herstellung der Demineralisationslésung wurde als Nahrmedium eine sterilisierte Gluco-
se-Bouillon verwendet, in die Bakterien Uberimpft wurden. Der Tabelle 3.1 kann die genaue
Zusammensetzung der Bouillon entnommen werden.

Bei den eingesetzten Bakterien handelte es sich um Streptokokken des Stammes Clarke
1924 DSM 20523. Bezogen wurde dieser Bakterienstamm von der Deutschen Sammlung

von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (Braunschweig, Deutschland).
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Tabelle 3.1 Zusammensetzung der Glucose-Bouillon (10 Liter)

Glucose-Bouillon 10 Liter

NaCl (6404, Merck KGaA, Darmstadt Deutschland) 50g
Pepton aus Fleisch (7214, Merck KGaA, Darmstadt Deutschland) 100g
Fleischextrakt trocken (3979, Merck KGaA, Darmstadt Deutschland) 100g
Glucose (8342, Merck KGaA, Darmstadt Deutschland) 100g
Aqua dest. 101
NaOH zur Einstellung eines pH- Wertes von 7,2 6ml

3.2.2.2 Remineralisationslésung

Als Remineralisationslésung ist kiinstlicher Speichel verwendet worden, der von der Apothe-

ke des Klinikums der Georg-August-Universitat Géttingen zur Verfligung gestellt wurde. Die

Zusammensetzung ist aus der Tabelle 3.2 zu entnehmen.

Tab. 3.2 Zusammensetzung des kunstlichen Speichels

Kiinstlicher Speichel NRF 7,5 50 g Lé6sung
Sorbit 1,5050g
KCI 0,0600g
NaCl 0,0425¢g
Magnesiumchlorid x 6 H,O 0,0025¢g
Calciumchlorid x 2 H,O 0,0075¢g
di-Na-monohydrogenphosphat x 12 H,O 0,1250g
Carmellose-Natrium (7 MF PH) 0,2500g
Gereinigtes Wasser ad 50,0000g

Konserviert mit: 0,1% Sorbinsaure
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3.2.3 Testprodukte

Im Rahmen der Studie wurden drei Produkte mit kariespraventiver Wirksamkeit getestet. Es

folgt eine kurze Beschreibung der einzelnen Testsubstanzen. Die Tabelle 3.3 dient zur all-

gemeinen Ubersicht der wichtigsten kariesprotektiven Wirkstoffe der einzelnen Produkte;

dabei wird nicht auf die Art der Fluoridverbindungen eingegangen.

Colgate Total®
Die Zahnpasta Colgate Total® (Colgate-Palmolive Co, New York USA) beinhaltet die
zur Kariesprotektivitdt empfohlene Menge Natriumfluorid (1450ppm). Weiterhin ist

Triclosan als bakteriostatischer Wirkstoff hinzugesetzt.

Fluor Protector Gel®
Ein Produkt mit gleich hoher Fluoridkonzentration ist das Fluor Protector Gel® (Ivo-
clar Vivadent AG, Schaan Liechtenstein). Es beinhaltet neben 1450ppm Kaliumfluorid

sowohl eine Calcium- und Phosphatquelle als auch Xylit fir die Kariesvorsorge.

Tooth Mousse®

Tooth Mousse® (GC Corporation, Tokio Japan) ist das einzige Testprodukt ohne
Fluoridverbindungen. Als prophylaktischen Wirkstoff enthalt diese wasserbasierte
Créme bioverflgbares Calcium und Phosphat in Form von Recaldent CPP-ACP (Ca-
sein phosphopeptide - amorphous calcium phosphate); davon sind in 100g GC Tooth

Mousse® 10% enthalten.

Tab. 3.3 Wichtigste kariesprotektive Wirkstoffe der verwendeten Produkte

Fluorid- Calcium/ - Fluorid-
Gruppe verbindungen | Phosphat Xylit | Triclosan ?::;I)t
Colgate Total® X X 1450
Fluor Protector Gel® X X X 1450
Tooth Mousse® X -
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3.3 Methode

3.3.1 Herstellung der Schmelzproben

Um standardisierte Prifkdrper herzustellen, wurden die Zahne in die Halterung des Exakt-
Trennschleifgerates (Band System 300/310, EXAKT Advanced Technologies GmbH, Nor-
derstedt Germany) eingespannt. Bei ausreichender Wasserkiihlung, mittlerer Geschwindig-
keit der Bandsége (Stufe 4,5) und der Belastung des Schlittens mit 70g wurden die Wurzeln
von der Zahnkrone abgetrennt (Abb. 3.1)

Abb. 3.1 Abtrennung der Wurzeln von der Zahnkrone durch ein Trennschleifgeréat

AnschlieBend wurden die Zahnkronen ein weiteres Mal in das Schleifgerat eingespannt und
es erfolgte bei gleicher Wasserklhlung, Bandgeschwindigkeit und Schlittenbelastung eine

Separierung der Zahnkrone in mesio-distaler Richtung (Abb. 3.2).
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Abb. 3.2 Separierung der Zahnkrone in mesio-distaler Richtung mit Hilfe des Trennschleifgerates

Die dabei entstandenen Kronenhélften wurden mit der planen Flache mit Hilfe eines Sekun-
denklebers (Loctite 420 Sofortklebstoff, Henkel AG & Co. KGaA, Diusseldorf Deutschland)
und eines chemisch hartenden Kunststoffes (Technovit 4071, Hereaus Kulzer GmbH & Co.
KG, Hanau Deutschland) auf einer Plexiglasplatte (Objekttrager Plexiglas Art.-Nr. 404150,
patho-service GmbH, Oststeinbek Deutschland) befestigt, um sie in die Tischbohrmaschine
(T.I.P. Technische Industrie Produkte, Waibstadt Deutschland) einzuspannen. Mit einem
Diamant-Hohlbohrer (Dr. Heinemann Diamond Tools & Parts GmbH, Rastede Deutschland)
wurden bei ausreichender Wasserkiihlung Schmelz-Dentin-Proben mit einem Durchmesser
von 5mm ausgestanzt. Die Entnahme erfolgte zentral und senkrecht aus der Flache (Abb.

3.3 und 3.4).
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Abb. 3.3 Ausstanzen der Schmelzprobe mit dem Diamant-Hohlbohrer

Ab. 3.4he|z-Dentin-Probe mit einem Durhmesser on 5mm

Weiterhin wurden Silikonformen flr das Einbetten mit Hilfe von 12-Well-Platten (Cat.-No. 665
180, Greiner Bio-One, Frickenhausen Deutschland) und Silaplast Futur (Dentax Dental, Ett-
lingen Deutschland) hergestellt. In diesen Silikonformen wurden die Proben in einen che-
misch hartenden Kunststoff (Technovit 4071, Heraeus Kulzer GmbH & Co. KG, Hanau
Deutschland) eingebettet. Um die Schmelzseite frei von Kunststoff zu halten, wies diese
wéahrend des Einbettens zum Boden der Silikonform.

Mit Hilfe eines Poliergerates (Roto Pol-35, Struers GmbH, Willich, Deutschland) erfolgte an-

schlieBend die Politur der Prufkérperoberflache, um eine planparallele Oberflachenausrich-
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tung zum Einbettkunststoff zu erreichen und des Weiteren eine gleiche Oberflachenrauigkeit
aller Prufkérper zu gewéhrleisten.

Mit einem Mikroskop (Motic SMZ-168, Motic Group CO., LTD., Hong Kong) wurden die Ober-
flachen der nun fertigen Prifkdrper auf mdgliche Dentinexponation Uberprift. Ungeeignete
Prufkérper wurden verworfen. Um bei der Messung die Priifkdrper reproduzierbar positionie-
ren zu kénnen, wurden sie mit einer Kerbe gekennzeichnet.

Insgesamt wurden 65 Schmelzprifkdrper hergestellt, die randomisiert einer von 5 Gruppen
zugeteilt wurden (Tab. 3.4). Die Prufkérper wurden abschlieBend mit einem wasserfesten
Stift markiert, um sie eindeutig und reproduzierbar bei den QLF- Messungen zuordnen zu

kdénnen.

Tab. 3.4 Zuteilung der Prifkérper und Produkte der jeweiligen Gruppe

Gruppe Anzahl d. Priifkérper Produktzuteilung
A 15 Fluor Protector Gel®
B 15 Tooth Mousse®
C 15 Colgate Total®
D 15 Positivkontrolle
E 5 Negativkontrolle

Bis zum Beginn der Versuchsphase wurden die Prifkdrper in 0,9%iger NaCl-Lésung gela-

gert. Die L6sung wurde dabei regelmaBig gewechselt, um Bakterienwachstum zu vermeiden.

3.3.2 Vorversuche

Um innerhalb der Demineralisationsphasen wéahrend eines Versuchstages eine ann&hernd
gleiche Konzentration an Streptococcus mutans in der Demineralisationsldsung zu gewéhr-
leisten, wurde in einem Vorversuch eine Testlésung angesetzt, um das Wachstum zu be-
obachten; Zun&chst wurden die eingesetzten Bakterien vorkultiviert. Dazu wurden sie auf
eine Blutagarplatte (COS, bioMérieux SA, Marcy I'Etoile France) Uberimpft und bei 36,7 °C in
einem Brutraum bebrutet. Nach 48 Stunden waren die einzelnen Kolonien eindeutig zu se-
hen (Abb. 3.5) und fir das weitere Vorgehen am besten zu handhaben, da man sie einzeln

abzahlen konnte.
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Abb. 3.5 Blutagarplatte mit Streptococcus mutans nach 48 Std.

Im nachsten Schritt wurden in einen mit 500ml| Glucose-Bouillon befillten Erlenmeierkolben
10 Kolonien S.mutans von der 48 Stunden alten Blutagarplatte tiberimpft. Der Erlenmeierkol-
ben wurde mit Alufolie und Parafilm ,M“ (Pechiney Plastic Packaging, Inc., Chicago USA)
luftdicht verschlossen und in einem Inkubationsschiittler (CERTOMAT® H, Sartorius BBI Sys-
tems GmbH, Géttingen Deutschland) bei 36,7°C und 115 U/min inkubiert.

Mit Hilfe eines Spektralphotometers (Biophotometer, Eppendorf AG, Hamburg Deutschland)
wurde die optische Dichte (OD) der Bakteriensuspension mit einer Wellenldnge von 600nm
zu verschiedenen Zeitpunkten gemessen. Die einzelnen Messwerte wurden in eine Grafik

Ubertragen (Abb. 3.6).

1,2
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Abb. 3.6 Darstellung der Wachstumskurve der S. mutans — Monokultur durch Messung der optischen
Dichte (OD) bei 600nm Uber die Zeit
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Aus der Wachstumskurve geht hervor, dass nach ca. 23 Stunden ein limitiertes Wachstum
einsetzte, welches nach einer stationdren Phase nach 28 Stunden in eine beginnende Ab-
sterbephase uberging. Die Konsequenz dieser Wachstumskurve fur die Versuchsphase war,
dass eine 23 Stunden alte Streptokokkensuspension flr den finf Stunden dauernden Ver-
suchstag verwendet wurde. Der pH-Wert betrug in dieser Phase 4,5.

Analog der Vorgehensweise beim Vorversuch erfolgte die Herstellung der Demineralisations-
I6sungen wahrend der Versuchsphase. Zusétzlich wurde vor jedem Versuchstag bei 600 nm
die optische Dichte mit Hilfe des Spektralphotometers gemessen und eine Kontrolle auf eine
neue Blutagarplatte ausgestrichen; diese wurde wiederum nach Kolonienbildung auf eine

mdgliche Fremdkontamination Gberprift (s. Tabelle 8.2 im Anhang).

3.3.3 Applikation der Testprodukte

Um die Produkte ohne Einfluss anderer kariesprotektiver Wirkstoffe zu untersuchen, wurden
sie in dieser Studie nicht immer nach der Gebrauchsanweisung der Hersteller verwendet. Bei
Fluor Protector Gel® (Gruppe A) und Colgate Total® (Gruppe C) stimmte die Anwendung
mit der Herstellerangabe iiberein; Tooth Mousse® (Gruppe B) wurde, entgegen der Empfeh-
lung es als zusatzliche MaBnahme zum Zahneputzen mit Vermeidung des Aussplilens zu
benutzen, wie Zahnpasta verwendet. Zur Applikation der Testsubstanzen wurden 2-ml-
Einmalspritzen (B. Braun AG, Melsungen Deutschland) verwendet, um eine definierte Menge
von 0,1ml des jeweiligen Produktes auf jeden Prifkérper aufzutragen. Die Produkte wirkten 2

Minuten ein und wurden anschlieBend mit sterilisiertem Aqua dest. abgespuilt.

3.3.4 Versuchszyklen

Der Ablauf eines Versuchstages untergliederte sich in folgende Abschnitte:

3.3.4.1 Pastenapplikation:
Zu Beginn jeden Versuchstages erfolgte zunachst die Produktapplikation mit zweiminGtiger

Einwirkzeit und anschlieBendem Abspllen mit sterilisiertem Aqua dest. Bei den Gruppen D

und E (Kontrollgruppen) wurden keine Produkte appliziert.

3.3.4.2 Lagerung:
In 5 Schraubdeckeldosen (neoLab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH, Heidelberg,

Deutschland) fir die Gruppen A — E sind jeweils 20 ml kiinstlicher Speichel eingefiillt und die

Prufkérper nach der Pastenapplikation darin gelagert worden. Die Schraubdeckeldosen be-
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fanden sich flir eine Stunde im Gaspacktopf mit einem Anaerobierpad im Brutraum bei 36,7
°C.

3.3.4.3 Bakterienkultur:
Bei der 23 Stunden zuvor angesetzten Demineralisationslésung (Streptokokkensuspension),

erfolgten zunéchst eine Zelldichtemessung und ein Abstrich zur Kontrolle der Reinheit. An-
schlieBend wurden 20ml der Suspension in autoklavierte Schraubdeckeldosen (neoLab Mig-
ge Laborbedarf-Vertriebs GmbH, Heidelberg, Deutschland) fir die Gruppen A-D verteilt.
In den Behélter der Gruppe E (Negativkontrolle) wurden 20 ml der Glucose-Bouillon ohne S.

mutans abgefllt.

3.3.4.4 Zyklen:
Die folgenden De- und Remineralisationsablaufe wurden dreimal téglich wiederholt. Dabei

stellten die Streptokokkensuspension die Demineralisation bzw. Nahrungsaufnahme und der

kinstliche Speichel die Remineralisation zwischen den Nahrungsaufnahmen dar.

3.3.4.4.1 Demineralisation:
Nach einer Stunde in der Remineralisationslésung wurden die Prifkérper mit Aqua

dest. abgespllt und in die Demineralisationsldsung umgebettet. Es folgte eine Lage-
rung fir weitere 60 Minuten im Gaspacktopf mit einem Anaerobierpad im Brutraum
bei 36,7 °C.

3.3.4.4.2 Remineralisation:

Nach der Demineralisation lagerten die Prifkdrper wieder eine Stunde in kiinstlichem
Speichel zur Remineralisation (ebenfalls im Gaspacktopf mit einem Anaerobierpad im
Brutraum bei 36,7 °C).

3.3.4.5 Pastenapplikation:
Nach der letzten Lagerung in dem kunstlichen Speichel wurden alle Prufkérper mit Aqua

dest. abgespllt. Die Pasten der Gruppen A-C wurden erneut aufgetragen, mit Aqua dest.
abgespult und in frischem kiinstlichen Speichel Uber Nacht (15 Stunden) gelagert.
Anhand der Abbildung 3.7 lasst sich das zuvor beschriebene Studiendesign in Form eines

Flussdiagrammes nachvollziehen.
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3.3.5 Quantitative lichtinduzierte Fluoreszenzmessung mit QLF™

Die Auswertung der in-vitro-Demineralisationen wurde mit dem QLF™ - System (Inspektor
Research Systems BV, Amsterdam, Niederlande) durchgefiihrt. Das integrierte Auflichtfluo-
reszenzmikroskop detektierte mit einer integrierten Kamera die Prifkérper, die anschlieBend
mit dem lizensierten Software-Programm InspektorTM Pro Software (Version 2.0.0.43) aus-

gewertet worden sind (Abb. 3.8). Im Folgenden wird das Vorgehen naher beschrieben.

¥
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“
"
"
“
“
L)

Abb. 3.8 gesamtes QLF™- Equipment mit Software

Vor der eigentlichen Versuchsphase erfolgte eine Baseline-Messung. Um die Eigenfluores-
zenz der Prifkdrper zu verhindern, wurde der Raum mit dem QLF™-Equipment abgedunkelt.
AnschlieBend wurden die Prifkérper aus der NaCl-Lésung enthommen und getrocknet.

Die Prufkorper jeder Gruppe wurden nacheinander auf den Objekttrager unter die Kamera
gelegt; mit Hilfe der Kerbe konnte die Position bei den nachfolgenden Messungen repositio-
niert werden. Die Aufnahmen wurden in der Datenbank der QLF-Software gespeichert und
stellten die Ausgangssituation bzw. die Baseline dar.

Wéhrend der Versuchsphase wurden am siebenten, vierzehnten und dreiBBigsten Tag Ober-
flachenanalysen vorgenommen. Im Unterschied zur Baseline-Messung lagerten die Pruf-
kérper vorher im kinstlichen Speichel; daher wurden sie vor der Messung mit sterilisiertem
Aqua dest. abgespiult. Auf dem Objekttrager wurden sie gemaB der Baseline-Messung repo-
sitioniert und fokussiert, bis die Software jeweils den entsprechenden Prifkérper identifizierte

und, sobald eine Korrelation von mehr als 98% bestand, den Selbstausléser aktivierte. Da-
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nach wurden die Prifkérper wieder in kiinstlichem Speichel gelagert.

Nach der letzten Messung konnte mit Hilfe der Software die Verénderung Uber die Zeit unter-
sucht werden. In dieser Studie wurden die Parameter der prozentualen Fluoreszenzabnahme
(AF%) und die Lasionsausdehnung als White-Spot-Flache (mm?) zur Untersuchung der Kari-

es ausgewertet.

3.3.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der von QLF ermittelten Fluoreszenz (AF) und der White-Spot-
Flache (mm?) erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Institut fir medizinische Statistik der
Georg-August-Universitat Géttingen.

Es wurden der Einfluss der Zeit, der Produkte und deren Wechselwirkung auf diese beiden
Parameter mit der 2-faktoriellen Varianzanalyse untersucht. Im Vorfeld wurden die Daten
aufgrund der schiefen Verteilung durch ihre Mittelrénge ersetzt. Sobald ein global signifikan-
ter Effekt festgestellt werden konnte, wurden weitere Paarvergleiche mit dem Wilcoxon-
Mann-Whitney-Test vorgenommen. Dabei wurde alpha = 5% flr alle globalen Tests als Sig-
nifikanzniveau festgelegt; d.h. es besteht eine Signifikanz, sobald der p-Wert < 0,05 liegt. Fur
die Paarvergleiche wurde die Signifikanz als das nach Bonferroni korrigierte Niveau von al-
pha (alpha dividiert durch die jeweilige Testanzahl) definiert. Weiterhin wurden die Parameter
der White-Spot-Flache und der prozentualen Fluoreszenzabnahme auf Korrelationen unter-
sucht. Die Analysen wurden mit den lizensierten Software-Programmen SAS (SAS Institute
Version 9.2) und Statistica (StatSoft Version 9) ausgefihrt.

Die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgt mittels Boxplots. Das Grundschema eines
Boxplots beinhaltet den Medianwert mit dem oberen und unteren Quartil, die 50% der Daten

umfassen. Die Maximum- und Minimumwerte werden mit den Whiskers dargestellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der prozentualen Fluoreszenzabnahme

4.1.1 Allgemein

Bei den nachfolgenden Ergebnissen der statistischen Auswertung lieBen sich signifikante

Einfliisse der Produkte, der Zeit und deren Wechselwirkung auf die Fluoreszenz feststellen

(p-Wert <0.001) (Tab. 4.1). Bei den einzelnen Gruppen war die Abnahme der Fluoreszenz

unterschiedlich stark ausgepragt. Dieses wird in weiteren Kapiteln naher erlautert. Die aus-

gepragteste Veranderung war nach 30 Tagen vorhanden. Die Abbildung 4.1 zeigt mit Hilfe

der Boxplots die prozentuale Fluoreszenzabnahme aller fiinf Gruppen Uber die vier Mess-

zeitpunkte.

Tab. 4.1 Einflussfaktoren der prozentualen Fluoreszenzabnahme und deren p-Werte

Parameter Faktor p-Wert Interpretation
prozentuale Fluores- | Gruppe <0.001 signifikant
zenzabnahme _ o
Zeit <0.001 signifikant
Gruppe*Zeit <0.001 signifikant
2
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Abb. 4.1 Boxplots der prozentualen Fluoreszenzabnahme jeder Gruppe Uber die vier Zeitpunkte
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Die nachfolgende Abbildung 4.2 zeigt die Auswertung der Fluoreszenz einzelner Gruppen

durch das QLF™ — System zu jedem der 4 Messzeitpunkte. Aus jeder Gruppe wurde exemp-

larisch ein Priufkdrper ausgewahilt.

Fluor Protector Gel®

Tooth Mousse®

@ |

Colgate Total®

Positivkontrolle

Negativkontrolle

Abb. 4.2 ausgewertete Prifkérper jeder Gruppe Uber die vier Messzeitpunkte
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4.1.2 Abnahme der prozentualen Fluoreszenz der einzelnen Gruppen
uber die Zeit

Bei der Betrachtung der Ergebnisse Uber den gesamten Zeitraum konnte bei den Gruppen
von Fluor Protector Gel®, Colgate Total®und der Negativkontrolle zu keinem Zeitpunkt
eine Fluoreszenzabnahme festgestellt werden. Sowohl die Medianwerte als auch die Inter-
quartilsabstdnde wichen nicht von der Baseline-Messung ab (Median: 0.00); damit gab es

Uber die Zeit keinen signifikanten Unterschied bei diesen Gruppen (Tab. 4.2).

Tab. 4.2 Prozentuale Fluoreszenzabnahme aller Gruppen Uber die vier Zeitpunkte. Alle Werte stellen
die Differenz zur Baseline dar

Produkt Zeit Median | Interquartils- | Spannweite | Signifikanz
abstande
Fluor Protector Baseline 0.00 0.00-0.00 0.00-0.00
Gel® 7d 0.00 0.00-0.00 -5.59-0.00 | 0-96 _
14d 0.00 0.00-0.00 -8.16-0.00 nicht
30d 0.00 0.00-0.00 -5.91-0.00 signifikant
Tooth Baseline 0.00 0.00-0.00 0.00-0.00
Mousse® 7d 0.00 -5.91-0.00 -6.97-0.00 | <0.01
14d 0.00 -6.43-0.00 -7.46-0.00
30d -6.76 -8.91 -(-5.97) -11.40-0.00 signifikant
Colgate Total® Baseline 0.00 0.00-0.00 0.00-0.00
7d 0.00 0.00-0.00 -6.92-0.00 | 0.22
14d 0.00 0.00-0.00 -7.15-0.00 nicht
30d 0.00 0.00-0.00 -8.90-0.00 signifikant
Positiv- Baseline 0.00 0.00-0.00 0.00-0.00
kontrolle 7d -5.84 -6.45-0.00 -9.70-0.00 | <0.01
14d -7.51 -9.08-(-6.80) | -9.79-(-5.90)
30d -11.80 | -17.00-(-9.83) | -20.50-(-7.06) signifikant
Negativ- Baseline 0.00 0.00-0.00 0.00-0.00
kontrolle* 7d 0.00 0.00-0.00 0.00-0.00
14d 0.00 0.00-0.00 0.00-0.00
30d 0.00 0.00-0.00 0.00-0.00

*) aufgrund der Null-Werte keine Statistik mdglich

Im Gegensatz dazu konnte bei Tooth Mousse® ein signifikanter Verlust der Fluoreszenz (p-
Wert: < 0.01) Uber die vier Messzeitpunkte ermittelt werden. Wahrend der Medianwert zu den
Messzeitpunkten nach 7 und 14 Tagen noch nicht von der Baseline abwich, lag nach 30 Ta-
gen ein Median von -6.76 (Interquartilsabstand: -8.91 — (-5.97)) vor (Tab. 4.2) und der p-Wert
war im Vergleich zur Baseline signifikant (p-Wert: 0.012) (Tab. 4.3).
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Auch die Positivkontrolle zeigte eine signifikante Abnahme der Fluoreszenz (p-Wert: <0.01)
(Tab. 4.2). Bereits nach 7 Tagen konnte ein deutlicher Verlust der Fluoreszenz festgestellt
werden (Median: -5.84 und Interquartilsabstand: -6.45 — 0.00). Diese Abnahme der Fluores-
zenz setzte sich kontinuierlich bis zur letzten Messung fort. Nach 30 Tagen wurde die gréBte
Fluoreszenzabnahme (Median -11.80 und Interquartilsabstand -17.00 — (-9.83)) und ein sig-
nifikanter Unterschied (p-Wert: 0.004) zur Baseline ermittelt (Tab. 4.3).

Die Veranderung beider Gruppen nach 30 Tagen zur Baseline lasst sich aus der Abbildung

4.3 entnehmen.

Tab. 4.3 Paarvergleich der prozentualen Fluoreszenzabnahme (p adjustiert nach Bonferroni)

Gruppe Zeitpunkt p-Wert Interpretation
Tooth Mousse® Baseline vs. 30 Tage 0.012 signifikant
Positivkontrolle Baseline vs. 30 Tage 0.004 signifikant
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Abb. 4.3 Darstellung der prozentualen Fluoreszenzabnahme bei der Gruppe von Tooth Mousse® und

der Positivkontrolle nach 30 Tagen im Vergleich zur Baseline mit Hilfe von Boxplots
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4.1.3 Vergleich der Produktgruppen mit den Kontrollgruppen uber die
Zeit

Die einzelnen Testprodukte wiesen nach 30 Tagen signifikant geringere Abnahmen der pro-
zentualen Fluoreszenz im Vergleich zu der Positivkontrolle auf. Die p-Werte der Paarver-

gleiche zwischen den Produktgruppen und der Positivkontrolle lagen unter 0.05.

Im Vergleich zu der Negativkontrolle konnten bei allen Produktgruppen nach 30 Tagen kei-
ne signifikanten Unterschiede hinsichtlich der prozentualen Fluoreszenzabnahme festgestellt
werden. Darliber hinaus wiesen Fluor Protector Gel® und Colgate Total® identische Medi-
anwerte und Interquartilsabstdnde wie die Negativkontrolle auf (Median: 0.00 und Inter-
quartilsabstand: 0.00 — 0.00). Bei Tooth Mousse® lag der Median nach 30 Tagen bei -6.76
und unterschied sich damit von dem Median der Negativkontrolle, dieser Unterschied war
jedoch nicht signifikant (p-Wert: 0.08) (Tab. 4.4 Abb. 4.4).

Tab. 4.4 Vergleich der Fluoreszenzabnahme zwischen den Produktgruppen und den Kontrollen nach
30 Tagen (p adjustiert nach Bonferroni)

Zeitpunkt | Paarvergleich p-Wert adj. | Interpretation
Nach 30 | Fluor Protector Gel® vs. Positivkontrolle 0.0012 signifikant
Tagen Fluor Protector Gel® vs. Negativkontrolle 1.0000 nicht signifikant
Tooth Mousse® vs. Positivkontrolle 0.0012 signifikant
Tooth Mousse® vs. Negativkontrolle 0.08 nicht signifikant
Colgate Total® vs. Positivkontrolle 0.012 signifikant
Colgate Total® vs. Negativkontrolle 1.0000 nicht signifikant
Positivkontrolle vs. Negativkontrolle 0.012 signifikant
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Abb. 4.4 Darstellung der prozentualen Fluoreszenzabnahme aller Gruppen nach 30 Tagen mit Hilfe
von Boxplots

4.1.4 Vergleich der Produkte untereinander Uber die Zeit

Nach 30 Tagen konnte beim Vergleich von Fluor Protector Gel® mit Colgate Total® kein
signifikanter Unterschied hinsichtlich der prozentualen Fluoreszenzabnahme festgestellt
werden (p-Wert: 1.000).

Demgegentiber zeigte sich bei Tooth Mousse® sowohl bei dem Vergleich mit Fluor Protector
Gel® als auch bei dem Vergleich mit Colgate Total® eine signifikant gréBere Abnahme der
prozentualen Fluoreszenz. Im Vergleich zum Fluor Protector Gel® betrug der p-Wert 0.0012,
bei der Gegenliberstellung zu Colgate Total® lag er bei 0.012. Tooth Mousse® wies damit
unter den Produktgruppen die deutlichste Abnahme der prozentualen Fluoreszenz auf (Me-
dian: -6.76 und Interquartilsabstand: -8.91 — (-5.97)). Die nachstehende Tabelle 4.5 zeigt die

erstellten Paarvergleiche der Produktgruppen nach 30 Tagen.
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Tab. 4.5 Paarvergleiche der prozentualen Fluoreszenzabnahme unter den Produktgruppen nach 30

Tagen (p adjustiert nach Bonferroni)

Zeitpunkt Paarvergleich p-Wert adj. | Interpretation
Nach 30 Fluor Protector Gel® vs. Tooth Mousse® 0.0012 signifikant
Tagen 5 -

Fluor Protector Gel™ vs. Colgate Total 1.0000 nicht signifikant

Tooth Mousse® vs. Colgate Total® 0.012 signifikant
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4.2 Ergebnisse der White-Spot-Flache
4.2.1 Allgemein

Bei der statistischen Auswertung der White-Spot-Fléche lieB sich eine Veranderung Uber die
Zeit feststellen, die nach 30 Tagen signifikant war. Weiterhin waren unter den Gruppen signi-
fikante Unterschiede vorhanden und auch die Wechselwirkung zwischen der Zeit und den
Produkten hatte Einfluss auf die Flache der L&sionen. In der Abbildung 4.5 lasst sich die
Entwicklung der karidsen Lasionen Uber die vier Messzeitpunkte bei den einzelnen Gruppen

nachvollziehen.
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Abb. 4.5 Darstellung der Entwicklung der White-Spot-Flache Uber die Zeit in den einzelnen Gruppen
mit Hilfe der Boxplots
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4.2.2 Zunahme der White-Spot-Flache der einzelnen Gruppen uber die

Zeit

Uber alle vier Messzeitpunkte konnte bei den Gruppen von Fluor Protector Gel®, Colgate

Total® und der Negativkontrolle keine Entstehung einer White-Spot-Flache festgestellt wer-

den. Sowohl die Medianwerte als auch die Interquartilsabstdnde wichen Uber die Zeit nicht

von der Baseline-Messung ab und betrugen somit zu jedem Zeitpunkt 0.00 (Interquartilsab-

stand: 0.00 — 0.00). Nur bei der Spannweite lieBen sich geringflgige Veranderungen bei den

Gruppen von Fluor Protector Gel® und Colgate Total® feststellen (Tab. 4.6).

Tab. 4.6 Lasionsflachen aller Gruppen Uber die vier Zeitpunkte. Alle Werte stellen die Differenz zur

Baseline dar.
Produkt Zeit Median | Interquartils- | Spannweite | Signifikanz
abstande
Fluor Protector Baseline 0.00 0.00-0.00 0.00-0.00
Gel® 7d 0.00 0.00-0.00 0.00-0.00 | 0-56 _
14d 0.00 0.00-0.00 0.00-0.08 nicht
30d 0.00 0.00-0.00 0.00-0.01 signifikant
Tooth Baseline 0.00 0.00-0.00 0.00-0.00
Mousse® 7d 0.00 0.00-0.00 0.00-0.01 | <0.01
14d 0.00 0.00-0.01 0.00-2.11
30d 0.19 0.01-3.85 0.00-10.90 signifikant
Colgate Total® Baseline 0.00 0.00-0.00 0.00-0.00
7d 0.00 0.00-0.00 0.00-0.01 | 0.3575
14d 0.00 0.00-0.00 0.00-0.01 nicht
30d 0.00 0.00-0.00 0.00-0.04 signifikant
Positiv- Baseline 0.00 0.00-0.00 0.00-0.00
kontrolle 7d 0.00 0.00-0.21 0.00-0.62 | <0.01
14d 1.63 0.02-3.81 0.00-8.77
30d 7.67 3.16-10.60 0.65-15.90 signifikant
Negativ- Baseline 0.00 0.00-0.00 0.00-0.00
kontrolle* 7d 0.00 0.00-0.00 0.00-0.00
14d 0.00 0.00-0.00 0.00-0.00
30d 0.00 0.00-0.00 0.00-0.00

*) aufgrund der Null-Werte keine Statistik mdglich
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Indessen war bei der Gruppe von Tooth Mousse® nach 30 Tagen eine signifikante Zunahme
der Lasionsflache zu beobachten (p-Wert: 0.012) (Tab. 4.7). Eine wahrnehmbare Verande-
rung des Medianwertes war erst nach der letzten Messung mit einem Wert von 0.19 mm?
erkennbar (Tab. 4.6). Davor wich er nicht von der Baseline ab.

Die Gruppe der Positivkontrolle zeigte Uber die vier Messzeitpunkte eine kontinuierliche
Zunahme der Lasionsflache, deren Median nach 30 Tagen 7.67 mm? (Interquartilsabstand
3.16 — 10.60 mm?) betrug (Tab. 4.6). Die Signifikanz gegeniber der Baseline war mit einem
p-Wert von 0,004 deutlich zu erkennen (Tab. 4.7). Die Boxplots in der Abbildung 4.6 zeigen
die Unterschiede bei diesen beiden Gruppen zwischen der Baseline und der Messung nach
30 Tagen.

Tab. 4.7 Paarvergleich der Lasionsflache zum Zeitpunkt der Baseline und nach der letzten Messung
(p adjustiert nach Bonferroni)

Gruppe Paarvergleich p-Wert Interpretation
Tooth Mouth® Baseline vs. 30 Tage 0.012 signifikant
Positivkontrolle Baseline vs. 30 Tage 0.004 signifikant
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Abb. 4.6 Vergleich der Lasionsflachen bei der Gruppe von Tooth Mousse® und der Positivkontrolle
nach 30 Tagen zur Baseline



4 Ergebnisse 39

4.2.3 Vergleich der Produkte mit den Kontrollgruppen uber die Zeit

Bei allen Testprodukten bildete sich nach 30 Tagen eine signifikant geringere Lasionsflache
im Vergleich zur Positivkontrolle. Die p-Werte der Gegenlberstellungen lagen unter 0.05.
Im Vergleich zur Negativkontrolle konnten bei den einzelnen Produktgruppen keine signifi-
kanten Unterschiede bezlglich der White-Spot-Flache vermerkt werden (Tab. 4.8).

Weiterhin lagen die Medianwerte und Interquartilsabstande bei den Gruppen von Fluor Pro-
tector Gel® und Colgate Total® bei Null. Die Werte stimmten somit mit der Negativkontrolle
tiberein (Median: 0.00 und Interquartilsabstand: 0.00 — 0.00). Bei Tooth Mousse® erhdhte
sich der Median auf 0.19 mm? (Interquartilsabstand: 0.01 — 3.85) (Tab. 4.6), unterschied sich
aber trotzdem signifikant von der Positivkontrolle. Zur Negativkontrolle 1&sst sich ein starker
Unterschied vermuten (Abb. 4.7), dieser ist aber statistisch nicht signifikant (p-Wert: 0.096)
(Tab. 4.8).

Tab. 4.8 Vergleich der Lasionsflache zwischen den Produktgruppen und den Kontrollen nach 30 Ta-
gen (p adjustiert nach Bonferroni)

Zeit- Para- Paarvergleich p-Wert | Interpretation
punkt | meter adj.
Nach White- | Fluor Protector Gel® vs. Positivkontrolle 0.0012 signifikant
30 Spot Fluor Protector Gel® vs. Negativkontrolle 1.0000 | nicht signifikant
Tagen Flache
Tooth Mousse® vs. Positivkontrolle 0.0108 signifikant
Tooth Mousse® vs. Negativkontrolle 0.096 | nicht signifikant
Colgate Total® vs. Positivkontrolle 0.0012 signifikant
Colgate Total® vs. Negativkontrolle 1.0000 | nicht signifikant

Positivkontrolle vs. Negativkontrolle 0.012 signifikant
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Abb. 4.7 Darstellung der White-Spot-Flachen aller Gruppen nach 30 Tagen mit Hilfe von Boxplots

4.2.4 Vergleich der Produkte untereinander Uber die Zeit

Nach einem Zeitraum von 30 Tagen konnte beim Vergleich von Fluor Protector Gel® mit
Colgate Total®kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Lasionsflache festgestellt wer-
den (p-Wert: 1.000).

Hingegen zeigte sich bei Tooth Mousse® sowohl bei dem Vergleich mit Fluor Protector Gel®
als auch bei dem Vergleich mit Colgate Total® eine signifikant gréBere Zunahme der White-
Spot-Flache. Der p-Wert betrug jeweils 0.0012. Tooth Mousse® wies damit unter den Pro-
duktgruppen die deutlichste Zunahme der Lasionsflache auf (Median: 0.19 und Interquartils-
abstand: 0.01 — 3.85). Die nachstehende Tabelle 4.9 zeigt die erstellten Paarvergleiche der

Produktgruppen nach 30 Tagen.
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Tab. 4.9 Paarvergleiche der prozentualen Fluoreszenzabnahme unter den Produktgruppen nach 30
Tagen (p adjustiert nach Bonferroni)

Zeit- Parame- | Paarvergleich p-Wert | Interpretation
punkt | ter adj.

Nach | White- Fluor Protector Gel® vs. Tooth mousse® | 0.0012 signifikant
30 Spot Fluor Protector Gel® vs. Colgate Total® 1.0000 | nicht signifikant
Tagen | Flache Tooth Mousse® vs. Colgate Total® 0.0012 signifikant

4.3 Korrelation

Nach der Auswertung der statistischen Ergebnisse der prozentualen Fluoreszenzabnahme
und der White-Spot-Flache wurden diese Merkmale auf einen maoglichen linearen Zusam-
menhang Uberprift (Abb. 4.8).

Betrachtet man die Korrelation dieser Merkmale unabhéngig von Gruppe und Zeitpunkt,
ergab der Test einen Pearsonschen Korrelationskoeffizienten von r = -0,7431. Der Koeffi-
zient ist deutlich kleiner als Null, infolgedessen besteht durchaus ein Zusammenhang zwi-
schen diesen beiden Merkmalen. Das ergab auch der Steigers Z-Test mit der Nullhypothese
r=0 (p = <0,0001). Da jedoch |r|< 1 ist, besteht kein vollstandiger linearer Zusammenhang
zwischen den Merkmalen. Der Zusammenhang lasst sich durch die negative Regressionsge-
rade y = -0,2572-0,3849x beschreiben und ist somit gegensinnig, d.h. je héher der Verlust
der prozentualen Fluoreszenz, desto gréBer ist die Lasionsflache. Der Determinationskoeffi-
zient r? = 0,5522 besagt, dass ca. 55% der Varianz der White-Spot-Flache durch das Modell
der Regressionsgeraden vorhergesagt werden kénnen, die anderen 45% sind durch nicht im
Modell berlcksichtigte Einflisse und Zufallsstreuung bedingt. Somit ist ein enger Zusam-

menhang zwischen den beiden Merkmalen vorhanden.



4 Ergebnisse

42

18

16 o

14 |

12

10

Lasionsflache (mm?)
[o0]

F:Ws Area: r=-0,7431; p = 0.0000; r? = 0,5522|

o

Se. (0;20]
e (20;40]
“e. (40;60]
O (60;80]
Q. (80;100]
©. (100;120]

(o)
o @OOO (o)
8 oo caddBd@®o

(120:140]
(140;160]
(160;180]
(180;200]
> 200

-20

-18 -16

-14 -12

-10 -8 -6

prozentuale Fluoreszenzabnahme ( AF %)

Abb. 4.8 Korrelation der Lasionsflache (mm2) und der prozentualen Fluoreszenzabnahme (AF %)
aller Gruppen unabhéngig von der Zeit

Die Zusammenhénge der prozentualen Fluoreszenzabnahme und der White-Spot-Flache

unterschieden sich leicht zwischen den Gruppen. Bei Fluor Protector Gel®, Colgate Total®

und der Positivkontrolle war die Korrelation hdher als bei Tooth Mousse® (> ~ 0,3). Die ein-

zelnen Werte lassen sich der Tabelle 4.10 entnehmen.

Tab. 4.10 Korrelations- und Determinationskoeffizienten der sechs Gruppen unabhé&ngig von der Zeit

Gruppe Fluor Protector | Tooth Colgate Positiv- Negativ-
Gel® Mousse® | Total® kontrolle kontrolle

r -0,7610 -0, 5827 -0,7057 -0,7882 =)

r? 0,5792 0,3395 0,4908 0,6212 —*)

*) aufgrund der Null-Werte keine Statistik mdglich
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4.4 Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse

Prozentualer Fluoreszenzverlust

Es gab signifikante Einflisse der Produkte, der Zeit und deren Wechselwirkung auf
die prozentuale Fluoreszenzabnahme.

Bei den Gruppen von Fluor Protector Gel®, Colgate Total®und der Negativkontrol-
le konnte zu keinem Zeitpunkt eine Fluoreszenzabnahme festgestellt werden (Medi-
an: 0.00).

Die Positivkontrolle hatte den gr6Bten prozentualen Fluoreszenzverlust

(Median: -11.80%).

Von den Produkten zeigte Tooth Mousse® die gréBte Abnahme der Fluoreszenz
(Median: -6.76%); diese unterschied sich signifikant von Fluor Protector Gel® (Me-
dian: 0.00) und Colgate Total® (Median: 0.00).

Lasionsflachen

Es gab signifikante Einflisse der Produkte, der Zeit und deren Wechselwirkung auf
die Léasionsflache.

Bei den Gruppen von Fluor Protector Gel®, Colgate Total® und der Negativkon-
trolle konnte zu keinem Zeitpunkt eine Zunahme der Lasionsflache festgestellt wer-
den (Median: 0.00) .

Bei der Gruppe von Tooth Mousse® hat die Lasionsflache kontinuierlich zugenom-
men (Median 0.19 mm?).

Die Positivkontrolle hatte tber die Zeit die groBten Lasionsflachen: Nach 30 Tagen
lag der Median bei 7.67mm?®.

Beim Vergleich der Gruppen untereinander war Tooth Mousse® signifikant schlech-

ter als Fluor Protector Gel® und Colgate Total®. Bei beiden betrug der Median 0.00.

Korrelation

Es besteht ein enger Zusammenhang zwischen den Parametern der prozentualen
Fluoreszenzabnahme und der Lasionsflache.

Er ist jedoch nicht vollstandig linear.
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5 Diskussion

5.1 Materialien

5.1.1 Humaner vs. boviner Schmelz

Die Probengewinnung in dieser Studie erfolgte aufgrund der Reproduzierbarkeit und An-
wendbarkeit auf die Praxis aus extrahierten, kariesfreien humanen Zahnen der zweiten Den-
tition. Diese sind am besten flr die in-vitro-Forschung geeignet, bedingen aber eine gewisse
Limitation durch ihre eingeschréankte Verfligbarkeit und die geringe Menge an Zahnhartsub-
stanz (Esser et al. 1998). Des Weiteren gibt Mellberg (1992) zu bedenken, dass die unter-
schiedliche Herkunft der Zahne zu starken Abweichungen bezlglich des Alters und des Mi-
neralisationsgrades fihrt. Diese Umstédnde kdénnten zu erhdhten Variationsbreiten bei den
Ergebnissen und somit zu methodischen Problemen flihren. Seemann et al. (2005) konnte
jedoch nachweisen, dass bei Versuchen an 30 humanen Schmelzproben in einer kinstlichen
Mundhdéhle keine signifikanten Unterschiede bei der Lasionstiefe entstanden sind.

Eine in der Literatur beschriebene und gut erforschte Alternative in der Kariesforschung ist
die Substitution der humanen durch bovine Zahnhartsubstanz. Der bovine Schmelz hat den
Vorteil, dass er in groBen Mengen zeitnah verfligbar ist, eine groBe, relativ flache Oberflache
besitzt und in der Zusammensetzung homogener ist als humaner Schmelz. Diese Eigen-
schaften wurden zu besser reproduzierbaren experimentellen Ergebnissen fuhren (Mellberg
1992). Trotz der sehr starken Ahnlichkeit zwischen den beiden Zahnhartsubstanzen (Esser
et al. 1998) wurde in Studien nachgewiesen, dass boviner Schmelz nicht so kariesresistent
ist wie der menschliche. Weiterhin kann die Oberflachenpolitur von Rinderschmelz zu aus-
gepragteren Demineralisationserscheinungen fiihren (Kielbassa et al. 2002). Verantwortlich
daflr kénnte die héhere Porositat im Vergleich zum menschlichen Schmelz sein. Eine kari6-
se Lésion entsteht bei einer Probe aus bovinem Schmelz dreimal so schnell wie in humanem
(Featherstone und Mellberg 1981). Da diese Tatsache in der vorliegenden Studie zur mogli-

chen Verfalschung von Ergebnissen gefuhrt hatte, wurde auf die Substitution verzichtet.
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5.1.2 Produkte und ihre Anwendung

Fur die vorliegende Arbeit wurden drei unterschiedliche Produkte gewahlt, die der Patient
selbststéandig bei der hduslichen Prophylaxe anwenden kann.

Die Zahnpasta Colgate Total® von Colgate-Palmolive diente dabei als Referenz unter den
Produkten. Mit 1450 ppm Natriumfluorid enthélt sie die empfohlene Menge an Fluorid, da
Prophylaxemittel mit >1500ppm nicht mehr unter die Kosmetikverordnung fallen und in der
EU nicht frei verkauflich sind. Als therapeutischer Zusatz ist die antibakterielle Substanz Tri-
closan enthalten, die zum Teil auf Grund der Bioakkumulation kontrovers diskutiert wird
(Gangler et al. 2005). Es konnte in Studien nachgewiesen werden, dass der Zusatz von Tri-
closan zu einer 16,6%igen Kariesreduktion im Vergleich zu reinen fluoridhaltigen Zahnpasten
fihrt (Mann et al. 2001). Triclosan hemmt den bakteriellen Stoffwechsel und senkt so die
Plagueaktivitat. Lorenz et al. (2002) bezeichnen die Verbindung von Triclosan mit dem Copo-
lymer, der in Colgate Total® enthalten ist, als Goldstandard.

Das Produkt Fluor Protector Gel® von Ivoclar Vivadent ist ein neues Produkt. Der Fachlitera-
tur sind dariber noch keine Studien zu entnehmen. Laut Hersteller ist es ein kariesprotekti-
ves Gel, welches auch anstelle von Zahnpasta zur téglichen Prophylaxe geeignet ist. Der
Fluoridgehalt entspricht den Werten von Colgate Total® (1450 ppm); weiterhin sind die kari-
esprophylaktischen Mineralien Calcium und Phosphat enthalten. Als therapeutischer Zusatz
dient der Zuckeraustauschstoff Xylit, durch den der Selektionsvorteil der Mutans-
Streptokokken entféllt, da sie diesen Stoff nicht fermentieren kénnen (Gangler et al. 2005).
Es konnte nachgewiesen werden, dass die Kombination von Xylit und Fluorid in Zahnpasten
zu signifikant héherer Remineralisation flhrt als Fluorid alleine (Sano et al. 2007).

Die auf Wasser basierende Créme Tooth Mousse® der Firma GC ist das einzige Produkt in
dieser Studie, welches keinen Fluoridzusatz enthalt. Laut Hersteller soll es ergdnzend nach
dem Zahneputzen angewendet werden. Als Wirkstoff dient hier das aus der Milch stammen-
de Kasein Phosphopeptid, welches Calcium und Phosphat in bioverfigbarer (amorpher)
Form enthélt (Recaldent™ CPP-ACP). In der Literatur wird es als remineralisationsférdernd
beschrieben (Zero 2009); wirkungsvoller erscheint es aber in Verbindung mit Fluoriden
(Kumar et al. 2008).

Um die Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit zu gewahrleisten, wurden alle Produkte
zweimal taglich auf die Prifkorper appliziert. Da eine mégliche Intervention anderer Produkte
vermieden werden sollte, wurde das Tooth Mousse®, entgegen der Gebrauchsanweisung
des Herstellers, wie eine Zahnpasta angewendet. Kumar et al. (2008) konnten zeigen, dass
dieses Produkt auch als Verwendung in Form einer Zahnpasta eine hohere Remineralisati-

onsrate zeigt als eine fluoridhaltige Zahnpasta mit 1100 ppm.
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5.2 Methodik

5.2.1 Aussagekraft der in-vitro-Forschung

In der Kariesforschung ist es heutzutage vor allem aus ethischen Griinden etabliert, auf

in-vitro-Modelle zurlickzugreifen. Die Unabhé&ngigkeit von der Compliance und individueller
Einflisse der Patienten ermdglicht eine préazise Standardisierung, einen kontrollierten Ver-
suchsaufbau und die Variation gewlinschter Parameter in Studien. Nachteilig ist jedoch, dass
diese Untersuchungen eine eingeschrankte Aussagekraft haben und in ihren Ergebnissen
nicht immer auf klinische Bedingungen Ubertragen werden kénnen. Strenggenommen be-
steht die Gultigkeit der Resultate nur unter definierten Laborbedingungen. Es ist daher meis-
tens notwendig, die gewonnenen Ergebnisse kritisch zu betrachten und zusétzlich durch in-
vivo-Untersuchungen zu legitimieren, denn nur dadurch kann die Dynamik und die Gesamt-

heit der physiologischen Ablaufe erfasst werden (Krukemeyer und Spiegel 2005).

5.2.2 Kritische Betrachtung des biologischen Kariesmodells

Der in-vitro-Kariesforschung stehen komplexe kiinstliche Mundhéhlen zur Verfliigung, die
eine Untersuchung vieler kariogener Faktoren, einzelner Vorgadnge und vor allem deren Zu-
sammenspiel ermdéglichen. Nachteilig ist jedoch neben der kostspieligen Apparatur die
schwierige Handhabung dieser Modelle. Es ist eine intensive Einweisung nétig, um eine feh-
lerfreie Anwendung und Reproduzierbarkeit zu gewéhrleisten.

Das in der vorliegenden Studie verwendete Kariesmodell wurde in Anlehnung an die von
Dummer et al. entwickelte Demineralisationstechnik erarbeitet. Es ist ein biologisches Kari-
esmodell, welches darauf beruht, karibse L&sionen durch Einlegen der Prufkérper in
Néahrsuspensionen mit kariogenen Bakterien zu erzeugen (Dummer et al. 1982, Gilmour und
Edmunds 1998). In den meisten Studien wird bei einfachen biologischen Modellen eine Mo-
nokultur aus S. mutans verwendet, da dieser Keim in Verbindung mit Schmelzkaries ge-
bracht wird bzw. als Haupterreger gilt (Gilmour und Edmunds 1998, Marsh und Martin 2003,
Schiffner und Schmeiser 1995). Um die Anzahl variabler Parameter so gering wie méglich zu
halten, wurde auch in dieser Studie eine S. mutans-Monokultur gezuchtet. Dieser Aspekt
fihrt jedoch zu einer sehr starken Vereinfachung des Mundhéhlenbiotopes.

Shu et al. (2000) konnten nachweisen, dass ein Biofilm aus mehreren kariespathogenen
Bakterien einen niedrigeren pH-Wert hat und aggressiver ist als Monobiofilme.

In dieser Studie lag der Fokus nicht auf einer detailgenauen Wechselwirkung und Erfor-
schung einzelner Bakterien, sondern auf der Etablierung eines einfachen bakteriellen in-vitro-

Modells in der Arbeitsgruppe zur zuverlassigen Erzeugung von kariésen L&asionen.
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Um in-vitro die natirlicherweise mehrmals stattfindende Sequenz von De- und Remineralisa-
tion zu simulieren, wurde das von ten Cate und Duijsters (1982) entwickelte pH-Cycling an-
gewendet. Mit dieser Methode konnten die taglichen Nahrungsaufnahmen imitiert werden.
Die Prufkdérper wurden dreimal taglich fir jeweils eine Stunde der Demineralisationslésung
ausgesetzt, den Rest der Zeit wurden sie in einer Remineralisationslésung aus kunstlichem
Speichel bei einem pH-Wert von 7,5 gelagert. Der verwendete Speichel sollte dem naturli-
chen moglichst ahnlich sein, jedoch war er auf Grund der fehlenden Muzine nicht identisch.
ten Cate et al. (2006) haben in einer spateren Studie die Wirkung von unterschiedlich kon-
zentrierten Fluoridzahnpasten mit Hilfe des pH-Cyclings getestet. Bei Fluoridkonzentrationen
bis 1500ppm sah das Studiendesign taglich sechs Demineralisationszyklen (jeweils 30min.)
vor. Damit wurden die menschlichen Essgewohnheiten realistischer dargestellt als in der hier
vorliegenden Studie.

Weiterhin ist zu diskutieren, ob das Kariesmodell im Vergleich zu in-situ oder in-vivo Studien
zu aggressiv war. Als Parameter stehen dafiir die wahrend der Versuchsphase ermittelte
durchschnittliche optische Dichte der Kultur (ODggo = 0,9) und der pH-Wert (pH = 4,5) zur
Verfigung. Bei chemischen Modellen schwankt der pH-Wert der Demineralisationsldsung in
der Literatur zwischen 3,9 — 5,0 (Cain et al. 2006, Hegde und Moany 2012, Spiguel et al.
2009, ten Cate 2008). Fur biologische Modelle lassen sich in der Literatur diesbezlglich kei-
ne vergleichbaren Angaben finden; auch der Vergleich mit der optischen Dichte war nicht
moglich. Laut der Stephan-Kurve kann bei kariesaktiven Menschen innerhalb weniger Minu-
ten nach dem Verzehr kariogener Nahrung der pH-Wert auf 4,5 absinken, steigt dann jedoch
kontinuierlich an und erreicht erst nach 30-60 Minuten seinen Ausgangszustand (Hellwig et
al. 2007). In dem erarbeiteten Modell lagen die Prufkérper 60 Minuten in der Demineralisati-
onslésung mit einem kontinuierlichen pH-Wert von 4,5. Dieses kénnte zu ausgeprégteren
kariésen Lésionen geflhrt haben als in der natlrlichen Mundhdhle.

Die Versuchsphase erfolgte liber einen durchgehenden Zeitraum von 30 Tagen und wurde,
da es eine longitudinale Studie war, nur fur die QLF-Messungen unterbrochen. In dieser Zeit
sind die Prufkérper 2x/tagl. mit den zu testenden Produkten behandelt worden. In der Litera-
tur sind pH-Cycling-Zeitréume zwischen 6 und 28 Tagen beschrieben (Kumar et al. 2008,
Seemann et al. 2005, Spiguel et al. 2009, ten Cate et al. 2006), wobei die meisten davon
chemische Kariesmodelle darstellen, deren Studiendesign und Ergebnisse mit biologischen
Modellen nur unter Vorbehalt zu vergleichen sind. Des Weiteren sind die Prifkdrper in die-
sen Studien Uber mehrere aufeinanderfolgende Stunden in der Demineralisationslésung ge-
lagert und damit die taglich mehrmals alternierenden De- und Remineralisationsvorgénge

vernachlassigt worden. In einem biologischen Modell von Seemann et al. (2005) sind die
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Prufkérper sehr haufig den De- und Remineralisationsvorgdngen ausgesetzt worden. Sie
lieBen diese alternierend 5 Minuten mit der Demineralisationslésung und danach 15 Minuten
mit der Remineralisationslésung betrdufeln. Dieses Regime entspricht weniger dem naturli-
chen Tagesablauf.

Ruckblickend betrachtet kennzeichnet sich das im Rahmen dieser Studie entstandene in-
vitro-Kariesmodell durch seine einfache Handhabung und gute Reproduzierbarkeit.

Trotz starker Vereinfachung der intraoralen Situation ist es zum Testen von kariesprophylak-
tischen Mitteln geeignet, da die Entstehung kariéser Lasionen nachgewiesen werden konnte.
Unbeachtet bleibt dabei jedoch der Einfluss des mechanischen Abriebes, da bei diesem Stu-
diendesign kein Putzsimulator benutzt worden ist. Weiterhin ist zu bedenken, dass durch die
planparallele Politur keine durchgehend gleiche Schmelzdicke gewahrleistet werden konnte.

Diese Problemstellung sollte zuklinftig ausgearbeitet werden.

5.2.3 Quantitative lichtinduzierte Fluoreszenz

Die quantitative lichtinduzierte Fluoreszenz wurde auf Grund ihrer nichtinvasiven Kariesdia-
gnostik fur dieses Studiendesign gewahlt; dadurch ist die Durchflhrung einer longitudinalen
Studie ermdglicht worden.

Die Validierung der QLF fir die Langzeitkontrolle und Erfassung initialer Karieslasionen wur-
de bereits mit Hilfe anderer Studien durchgefihrt (de Josselin de Jong et al. 1995, Gmur et
al. 2006, Pretty et al. 2003). Fir die Bewertung der Lasionen wurden die von der QLF be-
stimmbaren Parameter, die prozentuale Fluoreszenzabnahme (AF%) und die Flache der
initialen Lasion (WS-Area in mm?), angewandt. In der Literatur konnte bereits eine starke
Korrelation (r= 0,77) zwischen der prozentualen Fluoreszenzabnahme und dem Mineralisati-
onsverlust (AZ), der durch die transversale Mikroradiographie (TMR) gemessen wird, be-
schrieben werden (Ando et al. 2001, Gmdur et al. 2006, Shi et al. 2001). Die TMR gilt nach
wie vor als ,Goldstandard” bei der Messung der Demineralisation, sie ermdglicht jedoch kein
Kariesmonitoring auf Grund ihrer destruktiven Methode. Uber die Lésionsflache gibt es keine
spezifischen Studien.

Das Potential der QLF stellen die beliebig oft durchfiihrbaren Messungen dar, da keine
Strahlenbelastung besteht. Dadurch wird die Effektivitatsbeurteilung von PraventionsmaB-
nahmen ermoglicht. In der Praxis lassen sich die Patienten durch die digitale Bilddokumenta-
tion und objektive Auswertung besser motivieren (Kihnisch und Heinrich-Weltzien 2004).

Bei der Auswertung der Prifkdrper fir diese Studie sind allerdings die sensible Technik, die

schwierige Handhabung und die zum Teil noch nicht ganz ausgereifte Software negativ auf-
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gefallen. Wissenschaftlich belegt ist die Anwendbarkeit zur Kariesdiagnostik nur an Glattfla-
chen. An Okklusalflachen wurden noch nicht genug Studien durchgefiihrt und an den Appro-
ximalflachen ist das Kariesmonitoring technisch noch nicht méglich (Kuhnisch und Heinrich-
Weltzien 2004). Somit ergibt sich eine Limitation beim Gebrauch in der Praxis.

Wenn die Schwéachen der Software und die technische Sensibilitdt verringert werden, wére
diese Methode eine klinische Ergédnzungsmoglichkeit zur visuellen Detektion der Glattfla-
chenkaries und zur Motivation der Patienten. Nach wie vor kann die QLF aber die fur die
Detektion der Approximalkaries notwendigen réntgenologischen Bissfligelaufnahmen nicht

ersetzten und bleibt damit zunédchst der Wissenschaft vorbehalten.

5.3 Ergebnisse

Das Ziel dieser Studie war es, zum einen ein einfaches und zuverlassiges in-vitro-
Kariesmodell zu etablieren und zum anderen verschiedene kariespraventive Mittel auf ihre
Effektivitat zu untersuchen. Es wurden dazu die durch die QLF gemessenen Parameter (pro-
zentuale Fluoreszenzabnahme und Lasionsflache) der Kontroll- und Produktgruppen statis-
tisch ausgewertet und auf deren Korrelation untersucht.

Als Indikator zur Bewertung des Kariesmodells dienten in dem Versuchsaufbau die beiden
Kontrollgruppen. Die Prifkérper der Positivkontrolle wurden ohne kariesprophylaktischen
Schutz der Demineralisationslésung ausgesetzt. Die Prifkorper der Negativkontrolle befan-
den sich wahrend der Demineralisationsphase in der bakterienfreien Nahrlésung. Nach dem
30-tagigen Versuchsdurchlauf entstanden bei den Priifkdrpern der Positivkontrolle deutliche
karidse Lasionen mit einer Flache von bis zu 15mm?. Die prozentuale Fluoreszenz erlitt ei-
nen Verlust von maximal 20%. Demgegenuber zeigte die Negativkontrolle keine Verande-
rungen an der Oberflache. Auch in anderen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass
nur bei Kontrollgruppen, die mit der infizierten Losung betraufelt wurden, sowohl ein Biofilm
als auch kariése Lasionen beobachtet werden konnten (Seemann et al. 2005). Aus diesen
Ergebnissen lasst sich schlussfolgern, dass es bei der gewédhlten Versuchsanordnung ge-
lungen ist, karidse L&sionen zu erzeugen.

Bei den Produktgruppen lasst sich generell ein signifikanter Einfluss der Substanz, der Zeit
und deren Wechselwirkung auf die Fluoreszenz und die Lasionsflache feststellen. Alle Pro-
dukte unterschieden sich signifikant von der Positivkontrolle; demzufolge besaBen diese ge-
nerell eine kariesprophylaktische Wirkung, die allerdings unterschiedlich stark ausgepragt

war.
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Den Gruppen von Colgate Total® und Fluor Protector Gel® konnte in diesem Versuchsdesign
ein sehr guter Schutz vor kariésen Lasionen nachgewiesen werden. Nach einem Zeitraum
von 30 Tagen unterschieden sich die Medianwerte nicht von der Negativkontrolle. Bei Colga-
te Total® war lediglich die Spannweite der Messwerte etwas ausgepragter. Die guten karies-
protektiven Eigenschaften dieser Produkte kdénnten auf den Zusatz von therapeutischen Mit-
tel wie Triclosan und Xylit zurtickzufihren sein. In der Literatur konnte bereits nachgewiesen
werden, dass fluoridierte Zahnpasten mit zuséatzlichen protektiven Mitteln signifikant besser
vor Karies schitzen als fluoridierte Zahnputzmittel ohne weitere prophylaktische Bestandteile
(Mann et al. 2001, Sano et al. 2007).

Tooth Mousse® hatte unter den Versuchsbedingungen die geringste kariesprophylaktische
Wirkung. Uber die Versuchszeit entstanden deutlich gréBere Lésionen als bei den beiden
anderen Produkten. Weiterhin war eine groBe Differenz zur Negativkontrolle zu erkennen; sie
war jedoch nicht stark genug, um statistisch signifikant zu sein. Es wéare zu Uberprifen, wie
es sich nach einem langeren Zeitraum verhélt. Eine andere in-vitro-Studie konnte zeigen,
dass Tooth Mousse® eine gewisse remineralisierende Wirkung auf humanen Schmelz be-
sitzt (Hegde und Moany 2012). Yengopal und Mickenautsch (2009) konnten in einer Me-
taanalyse &hnliche Ergebnisse vorweisen. In situ lieB sich bei Lasionen nach Benetzung mit
CPP-ACP eine signifikant hdhere Remineralisation feststellen als bei Kontrollprifkérpern. Die
genannten Studien fihren jedoch keine Vergleiche von Tooth Mousse® mit anderen remine-
ralisierenden Produkten durch. In der hier vorliegenden Arbeit war die Wirkung im Vergleich
zu fluoridhaltigen Produkten wie Fluor Protector Gel® und Colgate Total® signifikant geringer.
Kumar et al. (2008) konnten in ihrer Studie nachweisen, dass die Verwendung von Tooth
Mousse® in Verbindung mit Fluoriden zu besserem Schutz vor Demineralisationen fiihrt. Mitt-
lerweile ist das entsprechende Produkt GC Tooth Mousse Plus® mit 900ppm Fluorid auf dem
Markt erschienen. Dennoch fehlen evidenzbasierte Studien, um die klinischen Vorteile von
CPP-ACP (in Pasten) mit und ohne Fluorid nachzuweisen. Die Ergebnisse von vorhandenen
klinischen Studien sind nicht ausreichend, um den Gebrauch von CPP-ACP als alternative
Remineralisationsstrategie zu unterstiitzen. Der kariesprophylaktische Goldstandard bleibt
nach wie vor das Fluorid (Zero 2009).

Des Weiteren ist anzumerken, dass in dieser Studie kein Vergleich mit einem Produkt erfolg-
te, das nur Fluorid als kariesprotektives Mittel beinhaltet; damit wéren eine genauere Einstu-
fung und ein besserer Vergleich der Wirkung der verwendeten Produkte moglich gewesen.
Auch die Gegenuberstellung mit anderen Studien hatte dadurch gezielter durchgefiihrt wer-

den kénnen.
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Allgemein zeigten die prozentuale Fluoreszenzabnahme und die Flache der Lasion eine
starke Korrelation, die allerdings nicht vollkommen linear war und sich auch unter den Pro-
dukten unterschied. Man kénnte daraus schlussfolgern, dass noch andere Faktoren einen
Einfluss auf die Ergebnisse hatten. Es ware durchaus plausibel, dass die Sensibilitat der
Technik dabei eine Rolle gespielt hat, da es nicht méglich war, das Streulicht génzlich zu
eliminieren. Des Weiteren besitzen die Produkte méglicherweise eine gewisse Eigenfluores-
zenz. Ando et al. konnten nachweisen, dass die Ergebnisse von den Einfallswinkel der Strah-
len abhangig sind (Ando et al. 2004). Dieser Faktor wurde durch das planparallele Beschlei-
fen der Prufkdrper eliminiert.

Weitere Studien zur Korrelation dieser Parameter sind noch nicht veréffentlicht. Es sollten
Untersuchungen in dieser Richtung erfolgen, um anschaulichere Aussagen treffen zu kén-
nen. Ebenfalls waren bei den Ergebnissen beider Parameter gruppenintern starke Variati-
onsbreiten zu erkennen. Dieses kdnnte auf Unterschiede der Prifkérper bezlglich des Al-

ters, Mineralisationsgrades und der Schmelzdicke zurickzufihren sein.

5.4 Allgemeine Schlussfolgerung

1. Das entwickelte in-vitro-Modell erméglicht die Erzeugung kariéser L&sionen.

2. Sowohl die Zeit als auch die Zusammensetzung kariesprophylaktischer Produkte

haben signifikanten Einfluss auf die Entstehung einer kariésen Lé&sion.

3. Die getesteten Produkte bieten einen effektiven Kariesschutz, jedoch sind die Mit-
tel mit Fluoridzusatz (Fluor Protector Gel® und Colgate Total®) signifikant besser

als diejenigen ohne Fluorid (Tooth Mousse®).
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6 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Studie war es, ein einfaches und zuverlassiges biologisches in-vitro-
Kariesmodell zu etablieren und dartiber hinaus verschiedene kariespraventive Mittel auf ihre
Effektivitat zu untersuchen.

Dazu wurden 65 Prifkdrper aus extrahierten, kariesfreien humanen Zahnen hergestellt und
randomisiert in 5 Gruppen eingeteilt (A — E mit einer Anzahl von n=15 bzw. n=5). Als Demi-
neralisationslésung fir dieses biologische in-vitro-Kariesmodell wurde eine S. mutans - Nahr-
l6sung verwendet. Zur Remineralisation wurde kiinstlicher Speichel benutzt. Uber die Ver-
suchszeit von 30 Tagen wurden die Gruppen dreimal taglich einem De- und Remineralisati-
onszyklus ausgesetzt. Dabei dauerten sowohl die De- als auch die Remineralisation jeweils
eine Stunde an. Bis zum nachsten Morgen (15 Stunden) blieben sie in dem kinstlichen
Speichel. Drei dieser Gruppen wurden mit unterschiedlichen kariesprotektiven Produkten
(Colgate Total®, Fluor Protector Gel® und Tooth Mousse® behandelt. Als Positivkontrolle
dienten die Prufkérper, die der Bakterienldsung ohne kariesprophylaktische Mittel ausgesetzt
worden waren. Die Negativkontrolle lagerte in der nicht-infizierten Lésung. Sowohl vor Be-
ginn der Versuchsphase als auch nach jeweils 7,14 und 30 Tagen erfolgte eine Auswertung
der Oberflache mit Hilfe der quantitativen lichtinduzierten Fluoreszenz (QLF). Als Parameter
wurden die prozentuale Fluoreszenzabnahme (AF%) und die Flache der L&sionen (mm?)
herangezogen.

Die statistische Auswertung zeigte Uber die Zeit bei der Positivkontrolle eine stetige Abnah-
me der prozentualen Fluoreszenz und VergréBerung der Lasionsflache. Bei der Negativkon-
trolle konnten keine Veradnderungen festgestellt werden. Die Produktgruppen wiesen statis-
tisch erst nach 30 Tagen signifikante Unterschiede auf. Die gréBte Abnahme der Fluores-
zenz (Median = -6,76 %) und die Entwicklung betrachtlicher Lasionsflachen (bis zu 10,9
mm?) (iber die Versuchszeit war in der mit Tooth Mousse® behandelten Gruppe zu beobach-
ten. Bei Colgate Total® und Fluor Protector Gel® entstanden keine signifikanten Unterschiede
zur Negativkontrolle (p-Wert > 0,05).

Diese Ergebnisse zeigen, dass es mit dem eingesetzten in-vitro-Modell mdglich war, kariése
Lasionen zu erzeugen. Weiterhin konnten kariespraventive Substanzen erfolgreich unter-
sucht und getestet werden. Das Fazit der statistischen Auswertung bekréftigte ebenfalls die
Leitlinien der heute gultigen FluoridierungsmaBnahmen: Die regelméaBige Anwendung fluori-
dierter kariespraventiver Produkte flir den Schutz vor karidsen Demineralisationen ist unab-

dingbar.
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Ausblickend sollten diese Ergebnisse, die aus einer in-vitro-Studie entstanden sind, durch
weitere Untersuchungen mit einer gréBeren Produktauswahl validiert werden. Weiterhin ist
es wilnschenswert, dass dieses Modell in Zukunft zu einem multibakteriellen Biofilm-Modell
weiterentwickelt wird, um die Ergebnisse auf orale Verhaltnisse Ubertragen und verifizieren

zu konnen; dennoch bleibt eine in-vivo-Studie unentbehrlich.
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8 Tabellarischer Anhang

8.1 Einzelmesswerte der QLF — Messung (AF und WS-Area)

8.1.1 Fluor Protector Gel®

AF%

Baseline 7 Tage 14 Tage 30 Tage

Priufkérper
1 0,00 0,00 0,00 0,00
2 0,00 0,00 0,00 0,00
3 0,00 0,00 0,00 0,00
4 0,00 0,00 0,00 0,00
5 0,00 0,00 0,00 0,00
6 0,00 0,00 0,00 0,00
7 0,00 0,00 0,00 0,00
8 0,00 0,00 0,00 0,00
9 0,00 0,00 0,00 0,00
10 0,00 0,00 0,00 0,00
11 0,00 0,00 0,00 -5,91
12 0,00 -5,59 -8,16 0,00
13 0,00 0,00 0,00 0,00
14 0,00 0,00 0,00 0,00
15 0,00 0,00 0,00 0,00

WS - Area
Baseline 7 Tage 14 Tage 30 Tage

Prifkorper
1 0,00 0,00 0,00 0,00
2 0,00 0,00 0,00 0,00
3 0,00 0,00 0,00 0,00
4 0,00 0,00 0,00 0,00
5 0,00 0,00 0,00 0,00
6 0,00 0,00 0,00 0,00
7 0,00 0,00 0,00 0,00
8 0,00 0,00 0,00 0,00
9 0,00 0,00 0,00 0,00
10 0,00 0,00 0,00 0,00
11 0,00 0,00 0,00 0,01
12 0,00 0,00 0,08 0,00
13 0,00 0,00 0,00 0,00
14 0,00 0,00 0,00 0,00
15 0,00 0,00 0,00 0,00
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8.1.2 Tooth Mousse®
AF%
Baseline 7 Tage 14 Tage 30 Tage
Prifkérper
1 0,00 0,00 0,00 -5,97
2 0,00 0,00 0,00 0,00
3 0,00 0,00 -7,46 -8,91
4 0,00 -6,51 0,00 -8,03
5 0,00 0,00 0,00 0,00
6 0,00 -5,95 -6,43 -11,40
7 0,00 0,00 0,00 -6,61
8 0,00 0,00 0,00 -5,98
9 0,00 -6,97 0,00 -6,76
10 0,00 0,00 0,00 0,00
11 0,00 -5,91 -7,23 -7,09
12 0,00 0,00 -6,46 -10,70
13 0,00 0,00 -5,83 -10,00
14 0,00 0,00 0,00 -6,74
15 0,00 0,00 -5,56 -6,84
WS - Area
Baseline 7 Tage 14 Tage 30 Tage
Prifkérper
1 0,00 0,00 0,00 0,01
2 0,00 0,00 0,00 0,00
3 0,00 0,00 0,00 0,17
4 0,00 0,01 0,00 2,08
5 0,00 0,00 0,00 0,00
6 0,00 0,01 0,91 5,25
7 0,00 0,00 0,00 1,71
8 0,00 0,00 0,00 0,12
9 0,00 0,00 0,00 0,19
10 0,00 0,00 0,00 0,00
11 0,00 0,00 0,02 3,85
12 0,00 0,00 2,11 10,90
13 0,00 0,00 0,01 3,90
14 0,00 0,00 0,00 0,18
15 0,00 0,00 0,00 0,59
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8.1.3 Colgate Total®
AF%
Baseline 7 Tage 14 Tage 30 Tage
Priufkérper
1 0,00 -6,35 -6,53 -8,90
2 0,00 0,00 0,00 0,00
3 0,00 0,00 -7,15 -6,39
4 0,00 0,00 0,00 0,00
5 0,00 -6,92 0,00 0,00
6 0,00 0,00 0,00 0,00
7 0,00 0,00 0,00 0,00
8 0,00 0,00 0,00 0,00
9 0,00 0,00 0,00 0,00
10 0,00 0,00 0,00 0,00
11 0,00 0,00 0,00 -6,11
12 0,00 0,00 -6,66 0,00
13 0,00 0,00 0,00 0,00
14 0,00 0,00 0,00 0,00
15 0,00 0,00 0,00 0,00
WS - Area
Baseline 7 Tage 14 Tage 30 Tage
Priufkérper
1 0,00 0,01 0,01 0,02
2 0,00 0,00 0,00 0,00
3 0,00 0,00 0,01 0,04
4 0,00 0,00 0,00 0,00
5 0,00 0,00 0,00 0,00
6 0,00 0,00 0,00 0,00
7 0,00 0,00 0,00 0,00
8 0,00 0,00 0,00 0,00
9 0,00 0,00 0,00 0,00
10 0,00 0,00 0,00 0,00
11 0,00 0,00 0,00 0,00
12 0,00 0,00 0,01 0,00
13 0,00 0,00 0,00 0,00
14 0,00 0,00 0,00 0,00
15 0,00 0,00 0,00 0,00
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8.1.4 Positivkontrolle
AF%

Baseline 7 Tage 14 Tage 30 Tage

Priufkérper
1 0,00 -5,87 -9,01 -19,70
2 0,00 -9,70 -9,08 -12,10
3 0,00 0,00 -7,14 -13,80
4 0,00 -5,94 -9,41 -16,60
5 0,00 0,00 -6,80 -11,60
6 0,00 -5,56 -7,35 -10,20
7 0,00 -7,53 -9,09 -17,00
8 0,00 0,00 -8,61 -19,90
9 0,00 -5,84 -6,96 -9,24
10 0,00 -7,89 -6,35 -8,25
11 0,00 -5,56 -7,51 -9,83
12 0,00 -6,16 -9,79 -20,50
13 0,00 -6,45 -8,88 -11,80
14 0,00 0,00 -5,93 -7,06
15 0,00 0,00 -5,90 -10,40

WS - Area
Baseline 7 Tage 14 Tage 30 Tage

Prifkorper
1 0,00 0,00 3,81 10,60
2 0,00 0,48 4,04 7,67
3 0,00 0,00 0,00 7,75
4 0,00 0,01 4,27 7,88
5 0,00 0,00 2,03 11,60
6 0,00 0,00 0,84 1,87
7 0,00 0,40 2,01 3,46
8 0,00 0,00 1,41 10,50
9 0,00 0,00 1,63 4,60
10 0,00 0,01 0,00 3,16
11 0,00 0,00 0,48 2,70
12 0,00 0,62 8,77 15,90
13 0,00 0,21 2,55 4,73
14 0,00 0,00 0,01 0,65
15 0,00 0,00 0,02 11,50
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8.1.5 Negativkontrolle
AF%
Baseline 7 Tage 14 Tage 30 Tage
Priufkérper
1 0,00 0,00 0,00 0,00
2 0,00 0,00 0,00 0,00
3 0,00 0,00 0,00 0,00
4 0,00 0,00 0,00 0,00
5 0,00 0,00 0,00 0,00
WS - Area
Baseline 7 Tage 14 Tage 30 Tage
Prifkérper
1 0,00 0,00 0,00 0,00
2 0,00 0,00 0,00 0,00
3 0,00 0,00 0,00 0,00
4 0,00 0,00 0,00 0,00
5 0,00 0,00 0,00 0,00
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8.2 Tagliche Kontrollen der optischen Dichte und Reinheit der
Bakterienkultur

Versuchstag Optische Dichte  Reinkultur (ja/nein)
(nach 23h)
1 1.334 ja
2 0.734 ja
3 0.846 ja
4 1.077 ja
5 0.934 ja
6 0.854 ja
7 0.897 ja
8 0.880 ja
9 1.000 ja
10 1.053 ja
11 0.914 ja
12 1.034 ja
13 0.905 ja
14 0.843 ja
15 0.808 ja
16 0.835 ja
17 0.878 ja
18 0.780 ja
19 0.898 ja
20 0.928 ja
21 0.994 ja
22 0.820 ja
23 0.854 ja
24 1.014 ja
25 0.824 ja
26 0.783 ja
27 0.883 ja
28 0.868 ja
29 0.586 ja
30 0.856 ja
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