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1 Zusammenfassung

1.1 Deutsche Zusammenfassung

Hintergrund: Die Anwendung von Fluoriden im Alltag gilt als gingige MaBnahme der
Kariespravention. Allerdings ist die genaue Wirkungsweise der Fluoride bis heute noch nicht génzlich
aufgeklart.

Fragestellung: Im Rahmen der vorliegenden Studie wurde untersucht, inwieweit sich unter
verschiedenen Bedingungen eine homogene, stabile Fluoriddeckschicht auf dem Zahnschmelz
generieren ldsst und welchen Einfluss die Pellikel auf die Fluoridierung hat.

Methoden: Zur Fluoridierung wurden jeweils 1.000 ppm- und 10.000 ppm-haltige Losungen aus den
Reinstoffen Olaflur bzw. Zinnfluorid hergestellt. Die Visualisierung der generierten
Fluoriddeckschichten sowie deren Verteilung erfolgte mittels Rasterelektronenmikroskopie und die
Messung des Fluoridgehaltes mittels Energiedispersiver Rontgenspektroskopie. Die S5-miniitige
Inkubation der bovinen Schmelzpriifkérper mit der jeweiligen Fluoridlosung erfolgte in-vitro. Die
Untersuchung der Persistenz der generierten Fluoriddeckschicht erfolgte sowohl mittels in-vitro- als
auch mittels kombinierten in-vitro- und in-situ-Experimenten.

Im Rahmen der in-vitro-Versuchsreihe wurden die Schmelzpriifkdrper nach der Fluoridierung
unterschiedlich intensiven in-vitro-Reinigungsprotokollen mit destilliertem Wasser (5 s, 6 X 5 min, 1 h,
5 min Ultraschallbad, 24 h) unterzogen und miteinander verglichen.

Im Zuge der kombinierten in-vitro- und in-situ-Experimente wurde mit der 10.000 ppm-haltigen
Olaflurlésung der Einfluss der Pellikel auf die Fluoridierung untersucht. Hierbei wurden die Priifkorper
entweder zuerst mit der Olaflurldsung in-vitro inkubiert und anschlieBend fiir 3 min bzw. 2 h intraoral
exponiert oder umgekehrt — zuerst intraoral exponiert und anschlieBend in-vitro mit der Olaflurldsung
inkubiert. Um ein Verschlucken iiberschiissiger Fluoridmengen zu vermeiden, wurden die Priifkorper
vor der intraoralen Exposition 5 s in destilliertem Wasser gereinigt.

Ergebnisse: Unter in-vitro-Bedingungen lie sich mit der 1.000 ppm-haltigen Olaflurlésung bzw. mit
der Zinnfluoridlosung keine zufriedenstellende, persistente Fluoriddeckschicht auf dem pellikelfreien
Zahnschmelz generieren. Daher wurde die Konzentration auf 10.000 ppm erhoht. Mit dieser
Konzentration konnte mit der Olaflurlosung eine stabile und homogene Fluoriddeckschicht auf dem
Zahnschmelz etabliert werden. Lediglich nach der 24-stiindigen Lagerung in destilliertem Wasser
befand sich der Fluoridgehalt unter der Nachweisgrenze. Im Rahmen der Blockface-Imaging-
Untersuchung wurde gezeigt, dass es sich bei der generierten Fluoriddeckschicht um
Calciumfluoridglobuli handelte. Da bei der Zinnfluoridlosung sowohl mit 1.000 ppm- als auch mit
10.000 ppm-haltiger Losung keine homogene Fluoriddeckschicht generiert werden konnte und es
zudem zu Prazipitationen des Zinnfluorids kam, wurde die Zinnfluoridlosung fiir weitere Experimente

ausgeschlossen. Bei der kombinierten in-vitro- und in-situ-Experimentreihe zeigten die

1



Rasterelektronenmikroskopie- und die Energiedispersive Rontgenspektroskopie-Analyse der
Priifkorper, welche erst inkubiert und anschlieBend intraoral exponiert wurden, eine homogene
Calciumfluoridglobuli-Deckschicht mit hohem Fluoridgehalt. Erfolgte allerdings zunéchst die intraorale
Exposition und anschlielend die Inkubation mit der Olaflurlosung, war lediglich die Fluoridierung der
Priifkoérper mit der 3 min-Pellikel erfolgreich. Auf dem 2 h-Pellikel-bedeckten Zahnschmelz liel sich
kein Fluorid nachweisen.

Schlussfolgerungen: Es gelang lediglich mit der 10.000 ppm-haltigen Olaflurlésung stabile
Calciumfluoriddeckschichten auf dem pellikelfreien sowie auf dem pellikelbedeckten Zahnschmelz zu
etablieren. Die 2 h-Pellikel stellte hingegen eine Barriere fiir die Generierung einer
Calciumfluoriddeckschicht dar. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die Konzentration, die Frequenz und
der Zeitpunkt der Fluoridierung eine wesentliche Rolle fiir den Fluoridierungserfolg spielen. Die
Studienergebnisse zeigen, dass die Olaflurlésung gegeniiber der Zinnfluoridlosung im Hinblick auf die

Etablierung einer Fluoriddeckschicht deutlich iiberlegen war.



1.2 Summary

Background: Fluorides are commonly used for caries prevention in everyday life. Although the exact
mode of action has not been clarified until now.

Question: In the context of this study, it was examined to what extent under different conditions a
homogeneous, stable fluoride layer can be generated on enamel. In addition the influence of the pellicle
on the fluoridation was investigated.

Methods: For the fluoridation, 1,000 ppm and 10,000 ppm solutions were made of the pure substances
olaflur or stannous fluoride. The generated fluoride layers and their distribution were visualized using
scanning electron microscopy and the fluoride content was measured using energy-dispersive X-ray
spectroscopy. The 5-minute incubation of the enamel specimens with the respective fluoride solution
was always carried out in-vitro. The persistence of the generated fluoride layer was investigated using
in-vitro as well as a combination of in-vitro and in-situ experiments.

As part of the in-vitro test series, after fluoridation, the enamel specimens were exposed to different
intensive in-vitro cleaning protocols with distilled water (5 s, 6 x 5 min, 1 h, 5 min ultrasonic bath, 24 h)
and compared with each other.

Within the combined in-vitro and in-situ experiments, the influence of the pellicle was examined with
the 10,000 ppm olaflur solution. Here the enamel specimens were either first incubated in-vitro with the
olaflur solution and then exposed intraorally for 3 min or 2 h — or vice versa, the specimens were first
exposed intraorally and afterwards in-vitro incubated with the olaflur solution. In order to avoid
swallowing an excess amount of fluoride, the specimens were cleaned in distilled water for 5 s prior to
intraoral exposure.

Results: Under in vitro conditions, the 1,000 ppm olaflur solution or stannous fluoride solution did not
produce a satisfactory, persistent fluoride layer on the pellicle-free tooth enamel. Using a 10,000 ppm
concentration of fluoride in the olaflur solution a stable and homogeneous fluoride layer was generated
on the tooth enamel. Only after being stored in distilled water for 24 hours the fluoride content was
below the detection limit. As part of the blockface imaging it was shown that the generated fluoride
cover layer consisted of calcium fluoride globules. Since the stannous fluoride solution could not
generate a homogeneous fluoride layer in either a concentration of 1,000 ppm or 10,000 ppm, and
because of the precipitation of the stannous fluoride, the stannous fluoride solution was excluded from
the combined in-vitro and in-situ experiments. In the combined in-vitro and in-situ series of experiments,
the scanning electron microscopy (SEM) and energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDX) analysis of
the specimens, which were first incubated and then exposed intraorally, showed a homogenous cover
layer of globules with a high fluoride content. However, if the intraoral exposure was carried out first
and then the incubation with the olaflur solution, only the fluoridation of the specimens with the 3 min

pellicle was successful. No fluoride could be detected on the 2 h-pellicle-covered tooth enamel.



Conclusions: It was only possible to establish with the 10,000 ppm olaflur solution stable fluoride layers
on the pellicle-free enamel as well as on the pellicle-covered tooth enamel. The 2 h pellicle layer, on the
other hand, represented a barrier to the generation of a calcium fluoride layer. The study results show
that the concentration, the frequency and the time of the fluoridation play an essential role for the
fluoridation’s success. The study results show that regarding to the fluoridation success the olaflur

solution was superior compared to the stannous fluoride solution.



2 Einleitung

Epidemiologische Untersuchungen der Deutschen Arbeitsgemeinschaft fiir Jugendzahnpflege zeigen,
dass in den letzten Jahrzenten bundesweit ein deutlicher Riickgang der Kariesprévalenz bei Kindern zu
verzeichnen ist [18]. Dabei spielen ein in der Gesellschaft zunehmendes Bewusstsein fiir die
Zahngesundheit und die im Rahmen der Kariespravention durchgefiihrten Mundhygienemafinahmen,
Erndhrungsberatungen, Fluoridprophylaxen sowie Fissurenversiegelungen eine essentielle Rolle [9, 15,
29, 87, 118]. Trotz dieser Mafinahmen zéhlt die Karies nach wie vor zu den am weitesten verbreiteten
Erkrankungen weltweit und nimmt daher in der zahnmedizinischen Forschung einen hohen Stellenwert
ein [81, 103, 126, 132]. Im Sinne der aktuell anerkannten 6kologischen Plaquehypothese wird neben
der bisherigen symptomatischen Therapie nun ein kausaler Therapieansatz der Karies verfolgt [68, 84].
Demnach riickt die Untersuchung der Pellikel bzw. der Einfluss der Pellikel zunehmend in den Fokus
[5, 55, 85, 86, 92, 100, 112, 131]. Die Fluoridierung mit ihren unterschiedlichen Applikationsformen
zahlt zu den wichtigsten Grundpfeilern der Kariespravention und wird in verschiedenen Verbindungen,
Kombinationspréparaten und Darreichungsformen angewendet [59, 91, 123]. Zahlreiche Studien
belegen, dass durch die Anwendung von Fluoriden das Kariesrisiko signifikant gesenkt werden kann
[59, 82, 126]. Allerdings sind die genaue Wirkungsweise und der Einfluss der Pellikel auf die
Fluoridierung vergleichsweise unerforscht. Petzold et al. untersuchten unter in-vitro Bedingungen die
Wirkung von Aminfluorid, Natriumfluorid und Natriummonofluorphosphat und beobachteten bei
einigen Proben Fluoridniederschlige in Form von Calciumfluoridglobuli auf dem humanen
Zahnschmelz [104]. Anlehnend an diese Studie wurde in der vorliegenden Dissertation mit den
Reinstoffen Olaflur bzw. Zinnfluorid die Etablierung einer Fluoriddeckschicht auf dem Zahnschmelz,
ihre Persistenz sowie der Einfluss der Pellikel auf die Generierung dieser Fluoriddeckschichten

untersucht.

2.1 Fluoride in der Kariesprophylaxe

Fluoride sind derzeit aus der modernen Individualprophylaxe nicht wegzudenken und gelten in der
Kariesprophylaxe als unverzichtbar [11]. Die Verabreichung von Fluoriden kann entweder topisch oder
systemisch erfolgen [57]. Untersuchungen des US Public Health Service zeigten bereits im Jahr 1946,
dass in Regionen mit einem Trinkwasserfluoridgehalt von circa 1 ppm bei den 12- bis 14-Jéhrigen eine
Kariesreduktion von 50 % zu beobachten war. Darauthin bestétigten viele Studien, dass eine zusétzliche
Fluoridierung des Trinkwassers mit einer Kariesreduktion einhergeht [3, 7, 24, 111]. Dariiber hinaus
stehen als systemische FluoridierungsmaBinahmen die Tabletten- und die Speisesalzfluoridierung zur

Verfligung [59]. Obwohl diese Form der Fluoridierung sicherlich eine systemische Wirkung besitzt,



geht man heute davon aus, dass die topische Wirkung von groBerer Bedeutung ist [32, 57]. Da die
Hersteller ihren Produkten unterschiedliche Mengen an Fluorid beifiigen, wird generell empfohlen, nur
eine Form der Fluoridsupplementierung zu wéhlen. Auf diese Weise wird das Risiko einer
Fluoridakkumulation beim Verbraucher verringert. Die enthaltenen Fluoridmengen der Produkte sind
allerdings so gering, dass selbst bei iibermiBigem Konsum eine Uberdosierung im Sinne einer akuten
Intoxikation nicht zu befiirchten ist [59].

Neben systemischen Fluoridierungsmafinahmen werden in der Kariesprophylaxe zahlreiche topische
Fluoridierungsmafinahmen angewendet. In vielen Produkten wie Zahnpasten, Mundspiillésungen,
Fluoridgelen und Fluoridlacken wird héufig Natriumfluorid, Natriummonofluorphosphat, Aminfluorid
oder Zinnfluorid als wesentlicher Bestandteil verwendet [12, 27, 59]. Da die Fluoridkonzentrationen
gebrauchlicher lokaler Kariostatika deutlich hoher sind als die der systemischen, sollte ein Verschlucken

der angewendeten Mittel unterlassen werden, um eine chronische Uberdosierung zu vermeiden [59].

2.2 Wirkmechanismus der Fluoride

Bei der Fluoridierung von Zahnschmelz kdnnen zweierlei Mechanismen zum Tragen kommen:
1) Bildung von Fluorapatit in oberen Schmelzschichten

2) Entstehung einer Calciumfluorid-Deckschicht auf der Zahnoberflidche

Fluorid hat eine ausgeprigte Affinitit zum Knochen und zur Zahnhartsubstanz. Die Haufigkeit der
Aufnahme und die Bioverfiigbarkeit des Fluorids bestimmen die Menge, die sich im Knochen und in
der Zahnhartsubstanz anreichern kann. Der Fluorideinbau in den Knochen fiihrt zur VergrofBerung der
dortigen Apatitkristalle bei gleichzeitiger Verringerung der Loslichkeit, wodurch die Knochensubstanz
gefestigt wird. Hydroxylapatit (Cas(PO4)3(OH)) bildet den Grundbaustein der Zahnhartsubstanz. Dieses
wird bei vorhandenen Fluoridionen — durch den Austausch der OH-Gruppen und dem Einbau jener
Fluoridionen in das Kristallgitter — zum deutlich stabileren Fluorapatit (Cas(POs)3F) umgewandelt. Da
das Fluorapatit bei gleichem pH-Wert ein geringeres Ldslichkeitsprodukt als das korpereigene
Hydroxylapatit aufweist, besitzt es eine deutlich hdhere Bestéindigkeit und kann so eine Hértung des
Zahnschmelzes erzeugen und demnach vor bakteriellen Séureangriffen schiitzen und das Kariesrisiko
reduzieren [31, 116, 117].

Bei einer Versuchsreihe von @gaard et al. aus dem Jahr 1988 wurden einerseits Haifischzahnschmelz
und andererseits humaner Zahnschmelz in situ miteinander verglichen. Der Haifischzahnschmelz wies
einen Fluoridgehalt von 30.000 ppm auf, wohingegen der humane Zahnschmelz mit einem
Fluoridgehalt von 1.000 ppm hauptsédchlich aus Hydroxylapatit bestand. Beide Priifprodukte wiesen
kariose Lésionen auf, wobei die Lésionstiefe beim Haifischzahnschmelz nur geringfiigig niedriger war.

In einer ergdnzenden Studie spiilten die Probanden der beiden Gruppen tiglich mit einer 0,2%igen
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Natriumfluorid-Losung. Hierbei wurde im humanen Zahnschmelz sogar ein geringerer Mineralverlust
als im Haifischzahnschmelz festgestellt [97]. Daher wurde die Hypothese aufgestellt, dass frei
verfligbare Fluoridionen in der Zahnumgebung einen weitaus effektiveren Ansatz flir die
Kariespréivention darstellen als die bereits eingebauten Fluoridionen in der Kristallgitterstruktur [97].
Das hierbei gebildete Calciumfluorid gilt als bedeutender Faktor in der Kariespravention [109, 127].
Bei einer rasterelektronenmikroskopischen Untersuchung von fluoridhaltigen Priparaten auf dem
Zahnschmelz fiel auf, dass nach lokaler Applikation die Zahnoberfldche mit einem Niederschlag aus
kugelformigen Calciumfluoridglobuli versehen war [120]. Allerdings beriicksichtigt die genannte
Untersuchung nicht den Einfluss der Pellikel auf die Calciumfluoridglobuli. In der Literatur sind relativ
wenige Aufnahmen dieser Calciumfluoridglobuli vorhanden [14, 113]. Fiir die Bildung von
Calciumfluorid stehen zum einen das im Speichel vorhandene Calcium und zum anderen aus dem Zahn
gelostes Calcium zur Verfiigung. Die Calciumfluorid-Deckschicht fungiert als eine Art Fluoridspeicher.
Sie hemmt Demineralisationsprozesse und fordert die Remineralisation, indem es beim kariogenen
Prozess, welcher mit sauren pH-Werten einhergeht, Fluoridionen freisetzt [56, 75].

Die kariesinhibierende Wirkung des Fluorids ist jedoch nicht nur auf die Zahnhartsubstanz beschrénkt.
Es wurde im Labor nachgewiesen, dass Fluoride die metabolische Aktivitét von oralen Streptokokken
beeinflussen konnen. Fluorid beeintrichtigt beispielsweise die Aktivitdt der Enolase. Durch diesen
Eingriff in die Glykolyse wird das Wachstum verschiedener Plaquebakterien gehemmt und somit auch
ihre Sdureproduktion vermindert [34, 43, 59, 119]. Diese antibakterielle Wirkung konnte in
verschiedenen Studien nachgewiesen werden [70, 99, 133]. Auch wenn die antimikrobielle
Wirkungsweise der Fluoride noch nicht definitiv geklért ist, stellt die regelmiBige lokale Anwendung

von Fluoriden einen wesentlichen Bestandteil der Kariespravention dar [59, 99].

2.3 Die Pellikel

Die Grundvoraussetzung fiir die Entstechung des bakteriellen oralen Biofilms ist zunéchst die
Ausbildung eines initialen oralen Biofilms — die erstmals im Jahr 1963 von Dawes et al. beschriebene
acquired pellicle [10, 20, 48, 49]. Bereits wenige Sekunden nach dem Zidhneputzen bildet sich durch
Adsorption eine nur etwa 10 nm bis 20 nm dicke organische Biopolymerschicht aus Speichelproteinen
auf der Zahnoberflache [48, 131]. Diese homogene, elektronendichte Pellikel — der initiale Biofilm —
entsteht, indem funktionelle Gruppen der Speichelproteine und andere Biomakromolekiile aus dem
Speichel durch elektrostatische Wechselwirkungen, Van-der-Waals-Kréfte und hydrophobe
Wechselwirkungen an Phosphat- und Calcium-Ionen der Zahnoberflache binden [44, 48]. Die Pellikel
ist bakterienfrei und setzt sich aus Proteinen, Glykoproteinen, Lipiden und anderen Makromolekiilen

der umgebenden Mundfliissigkeit zusammen [41, 48, 131].



Die Pellikel besitzt zahlreiche protektive Eigenschaften, zu denen auch ihre Rolle als sogenannter
Lubrikant zéhlt. Als eine Art Gleitmittel schiitzt sie die Zahnhartsubstanz sowie die Mukosa vor
gegenseitigen Reibungen in Form von Abrasionen und Attritionen [22, 42, 46, 47, 48, 49, 52, 54, 96,
131]. Sie fungiert ebenfalls als Diffusionsbarriere fiir erosive Noxen und verhindert somit initial den
direkten Kontakt zwischen angreifenden Sduren und der Zahnhartsubstanz. Ihre Eigenschaft als
semipermeable Membran erméglicht zudem die Regulierung der Re- und Demineralisationsprozesse
von Calcium- und Phosphationen zwischen der Zahnoberfldche und dem Speichel [2,45, 48, 49, 50, 76,
131]. Durch Speichelkomponenten — wie Immunglobulin A, Lysozym, Lactoferrin, Histatine oder

Agglutine — weist die Pellikel dariiber hinaus antibakterielle Eigenschaften auf [17, 37, 102, 125, 131].

2.4 Die Pellikel und Fluoridierung

Im Rahmen der Kariesprophylaxe ist die Ausbildung einer Calciumfluorid-Deckschicht auf dem
Zahnschmelz ein essentieller Wirkmechanismus topischer Fluoridpriaparate [16, 77, 59]. Es liegen
zahlreiche Studien vor, die bei niedrigeren pH-Werten eine bessere Wirksamkeit der Fluoridlésungen
erzielt haben [59, 113]. Scholz et al. veroffentlichten 2019 eine in-vitro-Studie, bei der sie jeweils ein
saures (pH 4,75) und ein neutrales (pH 7,0) Natriumfluoridgel sowie jeweils ein saures (pH 4,75) und
ein neutrales (pH 7,0) Aminfluorid- Natriumfluorid-Gemisch untersuchten. Die Fluoridkonzentration
betrug bei allen Gelen 12.500 ppm. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass bei niedrigerem pH-Wert
eine hohere Fluoridkonzentration gemessen werden konnte. Die Anwesenheit der Pellikel zeigte keine
wesentlichen Unterschiede zu den Proben ohne Pellikel. Es ist lediglich eine geringfiigige Tendenz

niedrigerer Fluoridwerte bei vorhandener Pellikel zu verzeichnen [113].

2.5 Aminfluorid — Octadecyldiamin-dihydrofluorid (Olaflur)

Der Wirkstoff Olaflur (C27HeoF2N203) zéhlt zur Stoffgruppe der Aminfluoride und wird seit 1966 zur
Vorbeugung von Karies und Parodontitis eingesetzt [40]. Das Aminfluorid nimmt unter den zur
Verfligung stehenden Fluoridverbindungen, die sich in der Individualprophylaxe etabliert haben, einen
besonderen Stellenwert ein. Da das Olaflur als Tensid wirkt, ist es im Stande, alle Oberflachen in der
Mundhohle sehr gut zu benetzen. Seine Funktion als kationisches Tensid ldsst sich durch seinen
molekularen Aufbau erkldren. Es besteht aus einem hydrophilen polaren protonierten Amin-Anteil mit
einem Fluorid als Anion und einer langen hydrophoben unpolaren Alkylgruppe. Dieser Aufbau verleiht
dem Olaflur amphiphile Eigenschaften (s. Abb. 1). Die gute Benetzbarkeit mit Aminfluoriden scheint

die Bildung einer homogenen Calciumfluoriddeckschicht auf der kompletten Zahnoberfliche zu
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unterstiitzen. Diese Eigenschaft stellt fiir Aminfluoride einen wesentlichen Vorteil gegeniiber anderen
Fluoridverbindungen dar, weil die Kontaktzeiten zwischen dem Fluoridpriparat und den Zahnen bei der

taglichen Mundhygiene oft kiirzer ausfallen als empfohlen [40, 71, 130].

O O

N )

Ho/A\v/ﬁ:v/A\v/ﬁ:v/A\v/”\v/A\V/A\V/A\V/A\V/A\V/A\v/CH3

Abb. 1: Strukturformel von Olaflur, hydrophiler Amin-Anteil mit Fluorid-Anion (blau), hydrophobe Alkylkette (rot) [130]

2.6 Zinnfluorid

Im Gegensatz zu den organischen Aminfluoriden handelt es sich bei Zinnfluorid (SnF,) um eine
anorganische Fluoridverbindung. Das zweiwertige Zinnkation der Verbindung wirkt zusétzlich
hemmend auf die bakterielle Kolonisation [70, 94]. Die Zinnionen haben einen antibakteriellen Effekt
und beeinflussen sowohl die Bakterienmembran als auch den bakteriellen Stoffwechsel. Sie verhindern
aulerdem die Adsorption der Bakterien an die Zahnoberfldche sowie die Kohdsion und die Adhéision
innerhalb des Bakteriennetzwerkes [13, 63, 66, 98, 106, 121, 122]. In der Studie von Kirsch et al. aus
dem Jahr 2019 erwies sich vor allem das Zinnfluorid als sehr effektives Praparat zur Reduzierung der
initialen bakteriellen Kolonisation [70]. AuBerdem lieferten Versuche mit Zinnfluorid aussichtsreiche
Ergebnisse im Hinblick auf die Vorbeugung sédurebedingter Demineralisationen — bekannt als
Erosionen — am Zahnschmelz [1, 30, 67, 110, 128].

Obwohl Zinnionen vielversprechende plaqueinhibierende und anti-erosive Eigenschaften aufweisen,
spielt das Zinnfluorid nach wie vor eine eher untergeordnete Rolle in der Individualprophylaxe. Da die
Zinnstabilisierung in Zahnpasten fiir die Hersteller zunéchst eine schwierige Herausforderung darstellte,

konnten sich andere Fluoridverbindungen auf dem Markt besser durchsetzen [63, 64].



2.7 Fragestellung und Studienziele

Im Rahmen der Kariesprivention ist die Fluoridprophylaxe von gro3er Bedeutung. Es gibt bereits eine
Vielzahl wissenschaftlicher Beitrdge iiber die Wirksamkeit verschiedener Fluoridverbindungen.
Allerdings stand dabei bis dato weitestgehend ihre Kariesprotektivitit im Vordergrund. In dieser Studie
wurde hingegen untersucht, ob die Ausbildung von Fluoriddeckschichten auf dem Zahnschmelz unter
verschiedenen Bedingungen erfolgt und welchen Einfluss die Pellikel auf die Etablierung einer
Fluoriddeckschicht hat. Als Priifprodukte dienten Olaflur- und Zinnfluoridlosungen, die im Hinblick auf
ihren Fluoridierungseffekt direkt miteinander verglichen werden konnten. Ziel der vorliegenden

Dissertation ist es, folgenden Fragestellungen nachzugehen:

1) Ist die Generierung einer homogenen Fluoriddeckschicht auf dem Zahnschmelz in-vitro

moglich?
2) Ist die Generierung dieser Fluoriddeckschichten reproduzierbar?
3) Sind diese generierten Fluoriddeckschichten persistent?
4) Halt die in-vitro generierte Fluoriddeckschicht einer intraoralen Exposition stand?
5) Istdie Generierung dieser Fluoriddeckschichten auf pellikelbedecktem Zahnschmelz moglich?

6) Welchen Einfluss nimmt die Pellikel auf die Generierung dieser Fluoriddeckschichten?
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

Im Anhang befindet sich eine Ubersicht aller eingesetzten Verbrauchsmaterialien, Gerite und
Chemikalien (s. Abschnitt 8.3). Zur Herstellung der verwendeten Losungen dienten Olaflur und
Zinnfluorid als Priifprodukte. Diese Losungen wurden steril filtriert und in verschiedenen
Konzentrationen hergestellt. Die Konzentrationsangabe des Fluorids erfolgt in der vorliegenden

Versuchsreihe stets in ppm (parts per million).

3.1.1 Octadecyldiamin-dihydrofluorid (Olaflur)

Bei dem verwendeten Priifprodukt Olaflur handelte es sich um eine 33 %ige Losung, die bei
Raumtemperatur einen fliissigen Aggregatzustand aufwies. Zur Herstellung einer Olaflurlosung mit
einer Fluoridkonzentration von 10.000 ppm wurden 39,75 g Olaflur mit destilliertem Wasser auf 100 ml
aufgefiillt. Diese Olaflurlosung wies bei Raumtemperatur einen pH-Wert von 6,3 auf. In einem weiteren

Schritt wurde zudem eine verdiinnte Losung mit einer Fluoridkonzentration von 1.000 ppm hergestellt.

3.1.2 Zinnfluorid

Das Zinnfluorid lag im Gegensatz zum fliissigen Olaflur in fester Pulverform vor. Um eine
Zinnfluoridlosung mit einer Fluoridkonzentration von 10.000 ppm herzustellen, wurden 4,12 g
Zinnfluorid ad 100 ml mit destilliertem Wasser gelost. Diese Zinnfluoridlosung wies bei
Raumtemperatur einen pH-Wert von 2,51 auf. Im néchsten Schritt wurde eine weitere Losung mit einer

Fluoridkonzentration von 1.000 ppm hergestellt.

3.1.3 Schienenherstellung

Nachdem der Oberkiefer der jeweiligen Probanden mit Alginat abgeformt wurde, erfolgte die

Herstellung der Modelle aus Superhartgips Klasse I'V. Die individuellen Trageschienen wurden mittels
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eines Tiefziehgerdtes aus hartelastischen, transparenten Duran®-Folien angefertigt. Die Schienen
umfassten jeweils im I. und II. Quadranten den Bereich zwischen dem zweiten Molaren und dem
Eckzahn und wurden bukkal mit Perforationen versehen, um dem Befestigungssilikon einen sicheren
Halt zu gewihren. Bei dem verwendeten Befestigungssilikon handelte es sich um das A-Silikon
President light body. Pro Schiene wurden bis zu sechs Priifkérper mit der Schmelzseite wangenwarts

gerichtet bukkal befestigt (s. Abb. 2).

Abb. 2: Trageschiene mit fixierten Schmelzpriifkérpern, Regio 13-17

3.1.4 Rinderschmelzpriifkorper

Zur Herstellung der bovinen Schmelzpriifkorper wurden die Labialflichen von Rinderfrontzihnen
verwendet, welche vom Schlachthof Emil Farber GmbH & Co.KG Zweibriicken zur Verfiigung gestellt
wurden. Die Lagerung der extrahierten Rinderziahne und der Priifkorper erfolgte bei 4° C in 0,1%iger
Thymolldsung. Die Zerteilung der oralen und der labialen Fldche der Rinderzidhne erfolgte mithilfe einer
Diamanttrennscheibe unter Wasserkiihlung. Die Labialflichen wurden mithilfe eines Nassschleif- und
Poliergerites in ihre endgiiltige Form gebracht. Die Priifkdrper wurden in Rechtecke mit den
Dimensionen 4-5 mm x 4-5mm und einer Dicke von 1-1,5 mm geschliffen. Die Politur der
Schmelzoberfliche erfolgte unter stindiger Wasserkiihlung schrittweise mit Siliciumcarbid-
Schleifpapieren mit unterschiedlichen Koérnungen bis zur finalen Kérmung von 2500 Grit bei einer
Umdrehungszahl von 350 min~1. Diese auf 2500 Grit standardisierte Oberfliche wurde anschlieBend
unter einem binokularen Mikroskop bei 12-facher VergroBerung zur Beurteilung der Schlifffacetten

kontrolliert.
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3.2 Versuchsdurchfiihrung

3.2.1 Priifkérperreinigung

Vor ihrer Verwendung wurden alle Priifkdrper einem Reinigungsprotokoll unterzogen, um jegliche
Thymollosungsreste und Schleifiiberreste zu beseitigen. Dieses sah zunichst die 3-miniitige Reinigung
mit einer 3%igen Natriumhypochloritldsung vor. AnschlieBend wurden die Proben 5 min mit
flieBendem demineralisiertem Wasser in einem Sieb gespiilt, bis der charakteristische
Natriumhypochloritgeruch nicht mehr wahrzunehmen war. Daraufhin wurden sie im Ultraschallbad mit
destilliertem Wasser fiir weitere 5 min gereinigt. Danach wurden die Proben 15 min unter stindigem
Schiitteln in 70%igem Isopropylalkohol inkubiert. Zum Schluss wurden die Priifkorper mindestens drei
Mal mit destilliertem Wasser gespiilt und dann bei circa 4° C mindestens sechs Stunden bis maximal

drei Tage in destilliertem Wasser gelagert.

3.2.2 Probanden

Die vier Probanden (drei weiblich, einer ménnlich), die wihrend der Versuchsreihe zwischen 21 und 29
Jahre alt waren, verfiigten iiber ein kariesfreies Gebiss sowie iiber einen gesunden Zahnhalteapparat.
Bei allen Probanden bestanden physiologische Salivationsverhdltnisse sowie gesunde
Mundschleimhdute. Ausschlusskriterien waren bestehende Allgemeinerkrankungen und eine
regelméfige Medikamenteneinnahme, um eine externe Manipulation der Pellikel mdglichst zu

vermeiden. Die Zustimmung der Ethikkommission wurde unter der Nummer 238/03 (2016) erteilt.

3.2.3 In-vitro-Fluoridierung von Zahnschmelz

Bei der in-vitro-Versuchsreihe wurde zunéchst die Bildung von Fluoriddeckschichten mit Olaflur
(pH 6,3) und Zinnfluorid (pH 2,51) auf pellikelfreien Schmelzpriifkdrpern untersucht. Hierzu wurden
die gereinigten Priifkdrper mit einem fusselfreien Papiertuch getrocknet und in einer 24-well-
Zellkulturplatte positioniert. AnschlieBend wurde 1 ml der jeweiligen Fluoridlosung — mit 1.000 ppm
oder 10.000 ppm Fluoridkonzentration — auf den dazugehoérigen Priifkdrper appliziert und fiir 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert.

Um die jeweilige Persistenz dieser Fluoriddeckschichten zu untersuchen, wurden die fluoridierten
Priifkoper unterschiedlich intensiven Reinigungsprotokollen zugeteilt, um die Spiilvorgénge in der

Mundhohle zu simulieren:
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5 s Eintauchen in destilliertes Wasser
1 h Lagerung in destilliertem Wasser ohne Erneuerung
6 x 5 min Lagerung in frischem destilliertem Wasser

5 min Lagerung im Ultraschallbad mit destilliertem Wasser

A e

24 h Lagerung in destilliertem Wasser

Nach Durchfiihrung des jeweiligen Reinigungsprotokolles wurden die Priifkdrper iiber Nacht
luftgetrocknet. Die Visualisierung der generierten Fluoriddeckschichten erfolgte durch das
hochauflosende Rasterelektronenmikroskop (REM), wihrend die atomare Analyse mittels
Energiedispersiver Rontgenspektroskopie (EDS) durchgefiihrt wurde. In Abbildung 3 sind die
beschriebenen Versuchsabldufe zusammengefasst. Als Kontrollgruppe dienten Priifkorper, die 5 min in

destilliertem Wasser inkubiert wurden.
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Abb. 3: Schematischer Versuchsablauf der in-vitro-Fluoridierung mit 1.000 ppm (A) und 10.000 ppm (B)
Fluoridkonzentration




3.2.4 In-vitro-Fluoridierung von pellikelbedecktem Zahnschmelz

Die Priifkérper wurden auf Schienen befestigt und von den vier Probanden entweder fiir 3 min oder fiir
2 h oral exponiert. Wahrend des Versuches durften die Probanden weder essen noch trinken. Nach
intraoraler Exposition der Priifkorper wurden die Priitkdrper mit einer Pinzette von der Schiene entfernt.
Anschlielend erfolgte die S-miniitige Inkubation der Priifkdrper in 10.000 ppm haltiger Olaflurlosung
in-vitro, indem 1 ml Olaflur auf die Priifkdrperoberfldche appliziert wurde. Die fluoridierten Priifkdrper
wurden 5 s in destilliertes Wasser getaucht und iiber Nacht zum Trocknen gelagert. Abschlieend
erfolgte eine Analyse durch das REM und die EDS. In Abbildung 4 sind die beschriebenen
Versuchsablidufe zusammengefasst. Als Kontrollgruppe dienten Schmelzpriifkérper, die entweder 3 min

oder 2 h intraoral exponiert wurden.

Intraorale Exposition

der Schmelzpriifkorper
I
| — |
3 min-Pellikel 2 h-Pellikel
10.000 ppm 10.000 ppm

S-miniitige in-vitro-Inkubation mit Olaflur (Fluoridierung)

5-sekiindige Reinigung durch H,0

Analyse: REM + EDS

Abb. 4: Versuchsablaufschema der in-vitro-Fluoridierung mit Olaflur nach vorheriger intraoraler Exposition der
Schmelzpriifkérper

3.2.5 In-vitro-Fluoridierung von Zahnschmelz mit anschliefender intraoraler Exposition

Die gereinigten Priifkorper wurden zundchst 5 min mit 1 ml Olaflur (10.000 ppm Fluoridkonzentration)
in den Zellkulturplatten inkubiert und 5 s in destilliertes Wasser getaucht. Anschlieend wurden die
Priifkérper auf Schienen befestigt und entweder fiir 3 min oder fiir 2 h von den vier Probanden oral
exponiert und schlieBlich durch die REM- und die EDS-Analyse ausgewertet. In Abbildung 5 sind die

beschriebenen Versuchsablaufe aufgefiihrt.
16



5-miniitige in-vitro-Inkubation der Schmelzpriifkorper mit Olaflur
(Fluoridierung)

5-sekiindige Reinigung durch H,0

Intraorale Exposition

3 min-Pellikel 2 h-Pellikel

Analyse: REM + EDS

Abb. 5: Versuchsablaufschema der in-vitro-Fluoridierung mit anschlielender oraler Exposition

3.2.6 Rasterelektronenmikroskopische Analyse der Fluoriddeckschichten

Zur Darstellung der Morphologie der Priifkorperoberfldche wurde das REM gewihlt. Die behandelten
Priifkérper wurden nach Durchfithrung der Experimente iiber Nacht luftgetrocknet. Am néchsten Tag
wurden sie mit Hilfe von leitfahigen Haftaufklebern auf Probetellern aus Aluminium fiir das REM fixiert
und unter Vakuum durch einen Sputter-Coater mit Kohlenstoff beschichtet. Das REM ermdglicht
Aufnahmen mit 25- bis 20.000-facher Vergroflerung. Die Probenoberflichen wurden bei verschiedenen

VergroBerungen betrachtet und entsprechend digitalfotografisch aufgenommen.

3.2.7 Energiedispersive Rontgenspektroskopie (EDS)

Die EDS dient der Ermittlung der Elementarzusammensetzung einer Probenoberfliche. Sie liefert
sowohl eine qualitative als auch eine quantitative Analyse der Elemente der Probe. Sie dient dem
Nachweis der vorhandenen Elemente sowie deren quantitativer Zusammensetzung. Der relative Anteil
eines Elements bezogen auf die Gesamtmasse wird durch den Massenanteil in Gewichtsprozent (Wt %)
beschrieben. Die Untersuchung eines Ubersichtsbereiches erfolgte bei einer 5.000-fachen
Vergroferung. Zum Teil wurden auch Detail-Messungen durchgefiihrt. Bei der Auswertung der EDS-

Analyse lag der Fokus dieser Studie auf der Fluoridkonzentration der Proben.
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3.2.8 Blockface-Imaging-Verfahren

Zur Betrachtung der Priitkorper aus der seitlichen Perspektive sowie zur Bewertung der Reichweite der
Fluoridierung in die Tiefe wurden die Schmelzpriifkérper mittels des Blockface-Imaging-Verfahrens
untersucht. Nach der Fluoridierung und entsprechender Reinigung mit destilliertem Wasser wurden die
Schmelzpriifkérper in Araldit eingebettet, indem ein Araldit-Aceton-Gemisch im Verhiltnis 1:1
angesetzt wurde. Nach Lagerung iliber Nacht bei Raumtemperatur wurde das Gemisch in reines Araldit
umgesetzt und eine weitere Nacht bei Raumtemperatur gelagert. Nach Auspolymerisierung im
Brutschrank bei 60° C fiir zwei Tage wurde der eingebettete Schmelzpriifkérper mithilfe eines Schleif-
und Poliergerites mit Siliciumcarbid-Schleifpapieren bis zur finalen Kérnung von 2500 Grit so in Form
geschliffen, dass die Betrachtung und die Analyse des Querschnittes des Priifkorpers moglich wurden.

Abschlieend wurde die REM- und die EDS-Analyse durchgefiihrt.

18



4 Ergebnisse

4.1 In-vitro-Fluoridierung von Zahnschmelz

4.1.1 Kontrolle mit Wasser

Zur Kontrolle wurden die drei Schmelzpriitkorper 5 min in-vitro in destilliertem Wasser
(pH 5,73) inkubiert und anschliefend mittels REM und EDS analysiert. Abbildung 6 zeigt
beispielhaft das Ergebnis einer solchen Inkubation. Die REM-Aufnahme zeigt eine typische
Schmelzoberfliche ohne Auflagerung einer Fluoriddeckschicht mit einem Massenanteil des
Fluorids von 0,87 %. Der Fluoridgehalt der drei Proben lag im Mittel bei einem Massenanteil

von 0,57 %.

| Kontrolle Wasser

B Elemente = Massenanteil (%)

C 13,43
O 54,45
Na 0,69

P 10,46
Ca 15,68

Abb. 6: Kontrolle mit destilliertem Wasser

Boviner Zahnschmelz, 5 min in destilliertem Wasser (pH 5,73) inkubiert

A) REM-Aufnahme bei 5.000-facher VergroBerung

B) Tabelle der EDS-ermittelten prozentualen Massenanteile der aufgefiihrten Elemente
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4.1.2  In-vitro-Fluoridierung von Zahnschmelz mit 1.000 ppm-haltiger Olaflurlésung

Bei der hier verwendeten Losung handelte es sich um das Aminfluorid Olaflur in einer Konzentration
von 1.000 ppm. Die reprisentative REM-Aufnahme in Abbildung 7 zeigt nach der einstiindigen
Lagerung in destilliertem Wasser kontrastreiche Konglomerate, die auf der mit Aminfluorid behandelten
Schmelzoberfliche verstreut sind. Mittels EDS-Analyse wurde Fluorid auf der Schmelzoberflache
detektiert. Nach der intensiveren Waschmethode ist lediglich eine polierte Schmelzoberflache sichtbar.
Dies bestitigt auch die EDS-Analyse. Das 6-malige Austauschen des Wassers im 5-Minuten-Takt wird
an dieser Stelle als intensivere Waschmethode deklariert, da durch das Austauschen des Wassers eine
zusitzlich einwirkende kinetische Energie mitberiicksichtigt werden muss (s. Abb. 7 und 8). Die
Ubersichtsaufnahme bei 5.000-facher VergroBerung in Abbildung 9 zeigt trotz des niedrigen
Fluoridgehaltes von 2,10 % eine relativ homogen verteilte Schicht hell leuchtender globulérer
Strukturen auf der Schmelzoberflache. Bei 20.000-facher Vergroflerung sind einzelne Globuli sehr
deutlich zu erkennen, welche sich durch ihren Farbkontrast vom Hintergrund abheben. Hierbei wurde
jeweils ein Ausschnitt aus dem dunklen Bereich und aus einem der hellen Globuli (s. rot markierter
Ausschnitt in Abb. 9) mittels EDS gemessen. Der dunkle Bereich wies einen Fluoridgehalt von 1,11 %
auf und unterschied sich nicht wesentlich von den Aufnahmen der Kontrollpriiftkorper mit destilliertem
Wasser. Bei der EDS-Messung des hellen Globulus wurde hingegen ein Fluoridgehalt von 13,25 %
gemessen, was die Annahme erlaubt, dass es sich bei diesen globuldren Strukturen um fluoridhaltige
Globuli handelt. Insgesamt lag der Fluoridgehalt nach einstiindiger Reinigung mit destilliertem Wasser
im Mittel bei 2,91 % und bei der intensiveren Waschmethode — dem 6-maligem Austauschen des

Wassers im 5-Minuten-Takt — nur bei 0,63 % (s. Abb. 8).
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Olaflur, 1.000 ppm, pH 6,3

6 X 5 min

A

Elemente = Massenanteil (%) Elemente \ Massenanteil (%) \
B [c 7,50 C 5.85

0 38,36 O 43,45

Na 0,84 Na 0,79
P 14,85 P 15,07
Ca 31,79 Ca 30,44

Abb. 7: Ergebnisse der in-vitro-Fluoridierung mit 1.000 ppm-haltiger Olaflurlésung nach unterschiedlichen

Reinigungsprotokollen (1 h bzw. 6 x 5 min)

Boviner Zahnschmelz, 5 min inkubiert in 1.000 ppm-haltiger Olaflurldsung (pH 6,3) und anschlieBender Reinigung fiir 1 h

bzw. 6 x 5 min mit destilliertem Wasser
A) REM-Aufnahme bei 5.000-facher VergroBBerung

B) Tabelle der EDS-ermittelten prozentualen Massenanteile der aufgefiihrten Elemente

Olaflur, 1.000 ppm

35

< 2,91
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-'% 0,63

20,5
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0
1h 6 x 5 min
1h 6 X 5 min

n 4 2
X [%] 2,91 0,63
c [%] 1,46 0,14

Abb. 8: Mittelwerte des Fluoridgehaltes nach der in-vitro-Fluoridierung mit 1.000 ppm-haltiger Olaflurlésung nach

unterschiedlichen Reinigungsprotokollen (1 h bzw. 6 x 5 min)

n: Anzahl der untersuchten Priifkdrper, X = Fluorid-Massenanteil-Mittelwert, o: Standardabweichung
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Olaflur, 1.000 ppm, pH 6,3, 1h

5.000x 20.000x

A

B
C 5,60 C 4,27 C 5,83
0 42,00 0 46,37 0 37,72
F 2,10 F 1,11 F 13,25
Na 0,80 Na 1,03 Na 0,57
P 14,84 P 14,48 P 9,40
Ca 31,04 Ca 28,19 Ca 28,39

Abb. 9: Detailanalyse der in-vitro-Fluoridierung mit 1.000 ppm-haltiger Olaflurlésung nach dem 1 h-
Reinigungsprotokoll

Boviner Zahnschmelz, 5 min inkubiert in 1.000 ppm-haltiger Olaflurldsung (pH 6,3) und anschlieBender Reinigung fiir 1 h
mit destilliertem Wasser

A) REM-Aufnahme bei 5.000- und 20.000-facher Vergroferung, rot markierter Ausschnitt = Messbereich der EDS-Analyse
B) Tabelle der EDS-ermittelten prozentualen Massenanteile der aufgefiihrten Elemente

4.1.3 In-vitro-Fluoridierung von Zahnschmelz mit 1.000 ppm-haltiger Zinnfluoridlosung

Analog zum in-vitro-Versuch mit der 1.000 ppm-haltigen Olaflurlésung (s. Abschnitt 4.1.2) wurde der
gleiche Versuchsaufbau mit 1.000 ppm-haltiger Zinnfluoridlosung durchgefiihrt und um ein
zusétzliches 5-sekiindiges Reinigungsprotokoll ergénzt. Die REM-Bildaufnahmen in Abbildung 10
zeigen helle diffus verteilte Konglomerate. Die in der EDS-Analyse kaum nachweisbaren Fluoridwerte
geben wieder, dass in dieser Konzentration keine Fluoriddeckschicht auf der Schmelzoberfldache
generiert werden konnte (s. Abb. 11 und 12). Allerdings lie§3 sich nach allen drei Reinigungsprotokollen
Zinn nachweisen. Nach 5-sekiindiger Reinigung mit destilliertem Wasser betrug der prozentuale Zinn-
Massenanteil im Mittel 4,06 %, nach 1-stiindiger Lagerung in destilliertem Wasser 5,42 % und
schlieBlich nach dem 6 x 5 min-Reinigungsprotokoll nur noch 2,49 %.

Wie zuvor bei der Olaflurlésung sind in den REM-Aufnahmen kontrastreiche Konglomerate auf der
Schmelzoberfldche zu sehen. Diese sind allerdings im Vergleich zu den fluoridhaltigen Globuli der
Olaflur-Versuchsreihe diffus verteilt und zu einzelnen dichteren Agglomeraten organisiert (s. Abb. 10,
12 und 13). Die Detailanalyse der hellen sowie der dunklen Zone ergab ebenfalls nur einen geringen
Fluoridgehalt. Der ermittelte Zinngehalt von 8,70 % in der hellen Zone belegt, dass es sich bei dem
Zinn-Konglomerat um ausgefallene bzw. nicht sichtbar geloste Zinnkristalle handeln muss (s. Abb. 12).
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Zum Vergleich wurde ebenfalls ein Bereich auBlerhalb der hellen Zone untersucht. Dieser wies mit
3,14 % Zinn und 0,90 % Fluorid einen deutlich geringeren Massenanteil dieser Elemente auf (s. Abb.
12). AbschlieBend kann zusammengefasst werden, dass lediglich eine Auflagerung von Zinn-
Konglomeraten stattgefunden hat und die Generierung einer Fluoridschicht in dieser Versuchsreihe
fehlgeschlagen ist. In Abbildung 13 ist eines dieser hellen Zinn-Konglomerate bei 20.000-facher
VergroBerung zur Ubersicht dargestellt.

1.000 ppm Zinnfluorid

1h 6 X 5 min
A
B C 6.81 C 6,73 C 6,64
0 39.96 0 39.64 0 40,99
F 0.50 F 1.03 F 041
Sh 421 Sh 3.08 T 2.49
Na 0.80 Na 1.32 Na 0.70
P 14.95 P 14.78 P 1533
Ca 29.10 Ca 27.91 Ca 20.61

Abb. 10: Ergebnisse der in-vitro-Fluoridierung mit 1.000 ppm-haltiger Zinnfluoridlésung nach unterschiedlichen
Reinigungsprotokollen (5 s, 1 h bzw. 6 x 5 min)

Boviner Zahnschmelz, 5 min inkubiert in 1.000 ppm-haltiger Zinnfluoridldsung (pH 2,51) mit anschlieBender Reinigung fiir
5's, 1 h oder 6 x 5 min mit destilliertem Wasser

A) REM-Aufnahme bei 5.000-facher Vergroerung

B) Tabelle der EDS-ermittelten prozentualen Massenanteile der aufgefiihrten Elemente
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Zinnfluorid, 1.000 ppm

_ 1 0,92
X, 09
= 0.8 0,74
E 07 0,66
= 0.
206
<
§ 0,5
4 04
=03
o2
EXN
= 9
5s 1h 6 X 5 min
5s lh 6 X 5 min
n 2 4 4
X [%] 0,74 0,92 0,66
G [%] 0,24 0,37 0,28

Abb. 11: Mittelwerte der in-vitro-Fluoridierung mit 1.000 ppm-haltiger Zinnfluoridlésung nach unterschiedlichen
Reinigungsprotokollen (5 s, 1 h bzw. 6 x 5 min)

n: Anzahl der untersuchten Priifkérper, X = Fluorid-Massenanteil-Mittelwert, o: Standardabweichung

Zinnfluorid, 1.000 ppm, 5 s

Messung der hellen Zone Messung der dunklen Zone

A
B ¢ 6, 13 C 5.8

0] 38,13 ) 42,32

F 1,19 F 0,90

Sn 8,70 Sn 3,14

Na 0,97 Na 0,96

P 13,74 P 14,79

Ca 25,87 Ca 27,99

Abb. 12: Detailanalyse der in-vitro-Fluoridierung mit 1.000 ppm-haltiger Zinnfluoridlésung nach dem 5 s-
Reinigungsprotokoll, EDS-Messung der hellen und dunklen Zone

Boviner Zahnschmelz, 5 min inkubiert in 1.000 ppm-haltiger Olaflurldsung (pH 6,3) und anschlieBender Reinigung fiir 5 s
mit destilliertem Wasser

A) REM-Aufnahme bei 5.000-facher Vergroflerung, rot markierter Ausschnitt = Messbereich der EDS-Analyse

B) Tabelle der EDS-ermittelten prozentualen Massenanteile der aufgefiihrten Elemente
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Abb. 13: REM-Aufnahme eines Priifkérpers bei 20.000-facher Vergrofierung nach in-vitro-Fluoridierung mit
1.000 ppm-haltiger Zinnfluoridlésung und Durchfiihrung des 5 s-Reinigungsprotokolls

4.1.4 In-vitro-Fluoridierung von Zahnschmelz mit 10.000 ppm-haltiger Olaflurlosung

Um eine bessere Fluoridierung des Zahnschmelzes zu erzielen, wurde die Konzentration der Lésung um
das 10-fache erhoht. Die Priifkdrper wurden mit einer 10.000 ppm-haltigen Olaflurlésung 5 min
inkubiert und durchliefen die gleichen Waschschritte wie zuvor in Abschnitt 4.1.3 beschrieben (s. Abb.
14). Hier konnte nach der 5-sekiindigen Reinigung mit destilliertem Wasser durchschnittlich ein
Fluoridgehalt von 10,64 % ermittelt werden (s. Abb. 17). Die in Abbildung 15 dargestellte REM-
Aufnahme zeigt unter 20.000-facher VergroBerung eine dichte homogene Verteilung kugelformiger
Globuli auf der Schmelzoberfldche. Da diese generierte Fluoriddeckschicht eine sehr gute Persistenz
gegeniiber der einstiindigen Lagerung und dem 6-maligen Austauschen des Wassers im 5-Minuten-Takt
aufwies, wurden zwei weitere Reinigungsmethoden ergénzt (vgl. Abb. 16 und 17). Dies war einerseits
die 5-miniitige Lagerung der Priifkdrper im Ultraschallbad und andererseits das Verbleiben dieser fiir
24h in destilliertem Wasser. Nach Reinigung im Ultraschallbad war weiterhin eine Globuli-
Deckschicht sichtbar und ebenso blieben die Fluoridwerte nahezu unverdndert hoch. Lediglich die 24-
stiindige Reinigung mit destilliertem Wasser hinterlie3 eine globulifreie Schmelzoberfliache. Die EDS-
Analyse bestétigte mit einem Fluoridgehalt von 0,83 % im Mittel, dass die Fluoriddeckschicht in diesem
Fall nicht persistieren konnte (s. Abb. 17).

Die Erhdhung der Fluoridkonzentration erwies sich als ergebnisreiche Mallnahme. Sie erwirkte eine viel
dichtere Auflagerung der fluoridhaltigen Globuli, welche so umfangreich verteilt waren, dass keine
blanke Schmelzoberfliche mehr zu erkennen war (s. Abb. 15). AuBerdem erwies sich diese generierte
Fluoriddeckschicht als ausgesprochen persistent gegeniiber den Reinigungsprotokollen (5s, 1 h,

6 x 5 min, 5 min Ultraschallbad).
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Olaflur, 10.000 ppm, pH 6,3

| 5s 1h 6 X 5 min |
A
¢ B g . 32500 o5 ‘ o ¥ plni RS ‘ 7, um
B Elemente = Massenanteil (%) Elemente | Massenanteil (%) [ Elemente Massenanteil (%)
C 8,64 C 6,98 C 7,23
0 31,51 0 32,30 O 32,98

Na 0,80 Na 2,13 Na 0,83
P 12,78 P 13,49 P 13,06
Ca 31,22 Ca 29,90 Ca 30,94

Abb. 14: Ergebnisse der in-vitro-Fluoridierung mit 10.000 ppm-haltiger Olaflurlésung nach unterschiedlichen
Reinigungsprotokollen (5 s, 1 h bzw. 6 x 5 min)

Boviner Zahnschmelz, 5 min inkubiert in 10.000 ppm-haltiger Olaflurlésung (pH 6,3) und anschlieBender Reinigung fiir 5 s,
1 h oder 6 x 5 min mit destilliertem Wasser

A) REM-Aufnahme bei 5.000-facher Vergroerung

B) Tabelle der EDS-ermittelten prozentualen Massenanteile der aufgefiihrten Elemente

- . _4
-0
-

- e H > _
“AccV SpotMagn Det WD Exp }——— 1um
}5‘00 kv 3.0 20000x SE 10.6 852 olaflur 10000ppm 5min steril
, - - - -— »

<

Abb. 15: REM-Aufnahme, Globuli-Deckschicht bei 20.000-facher Vergréfierung
Boviner Zahnschmelz, 5 min inkubiert in 10.000 ppm-haltiger Olaflurlésung (pH 6,3) nach 5-sekiindiger Reinigung mit
destilliertem Wasser
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Olaflur, 10.000 ppm, pH 6,3

5 min Ultraschallbad 24h

A

B
C 6,91 C 6,81
O 33,99 O 43,07
F 10,75 F 0,95
Na 0,63 Na 0,85
P 13,56 P 15,25
Ca 31,23 Ca 29,86

Abb. 16: Ergebnisse der in-vitro-Fluoridierung mit 10.000 ppm-haltiger Olaflurlésung nach unterschiedlichen
Reinigungsprotokollen (5 min Ultraschallbad, 24 h)

Boviner Zahnschmelz, 5 min inkubiert in 10.000 ppm-haltiger Olaflurlésung (pH 6,3) und anschlieender Reinigung 5 min
im Ultraschallbad oder 24-stiindiger Lagerung in destilliertem Wasser

A) REM-Aufnahme bei 5.000-facher Vergroerung

B) Tabelle der EDS-ermittelten prozentualen Massenanteile der aufgefiihrten Elemente

Olaflur, 10.000 ppm

12
10,64 10,53
= 10 %79 9,42
=
—= 8
Q
=
<
§ 6
S
= 4
=
S
=)
=3 0,83
0 [ |
5s 1h 6 X 5 min 5'U 24h
5s lh 6 X 5 min 5¢U 24 h
n 4 4 6 2 2
X [%] 10,64 9,79 10,53 9,42 0,83
o [%] 1,1 3,23 2,64 1,33 0,1

Abb. 17: Darstellung der Mittelwerte der in-vitro-Fluoridierung mit 10.000 ppm-haltiger Olaflurlésung nach
unterschiedlichen Reinigungsprotokollen (5 s, 1 h, 6 x 5 min, 5°U = 5 min Ultraschallbad, 24 h)

Tabelle mit Anzahl n der untersuchten Priifkdrper, X = Fluorid-Massenanteil-Mittelwert in %, Standardabweichung 6 in %
fiir die einzelnen Reinigungsprotokolle
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Im weiteren Versuchsverlauf wurde ein ausgewéhlter Priifkorper, bei dem zuvor im Rahmen der in-
vitro-Versuche eine homogene Globuli-Fluoriddeckschicht generiert werden konnte, ausgewihlt, um
eine Blockface-Imaging-Untersuchung durchzufiihren. Die Methode des Blockface-Imaging
ermoglichte die Betrachtung der Priifkorper — statt wie bisher von oben — aus der seitlichen Perspektive.
So konnten Messungen in unterschiedlichen Tiefen durchgefiihrt werden, die Aufschluss {iber die
Reichweite der Fluoridierung geben konnten. Die roten Quadrate in den REM-Aufnahmen von
Abbildung 18 zeigen den Bereich, in dem die EDS-Analyse stattgefunden hat. Die oberste Schicht zeigt
mit 16,29 % einen sehr fluoridreichen Bereich. Die Grenzregion zwischen dieser aufgelagerten Schicht
und dem Schmelz zeigt mit 4,66 % einen mit der Tiefe abnehmenden Fluoridgehalt. Bei einer noch

tieferliegenden Messung in der Schmelzzone wurde nur noch ein Fluoridgehalt von 0,76 % gemessen.

A
P — 0,5um § — 0,5um ¢ —0,5pum

B

C 34,20 C 14,40 C 10,05

0 22,99 0 40,22 0 42,49

F 16,29 F 4,66 F 0,76

Na 0,72 Na 1,06 Na 0,93

P 4,54 P 13,01 P 15,73

Ca 21,00 Ca 26,26 Ca 29,75

Abb. 18: Untersuchung der Eindringtiefe des Fluorids

Boviner Zahnschmelz, 5 min inkubiert in 10.000 ppm-haltiger Olaflurlésung (pH 6,3) mit anschlieBender Reinigung fiir 1 h
mit destilliertem Wasser. Die abschlieBende Aufarbeitung des Priifkorpers zur Analyse des Querschnittes des Priifkorpers
erfolgte mittels des Blockface-Imaging-Verfahrens.

A) REM-Aufnahme bei 20.000-facher Vergroflerung, rot markierte Rechtecke = Ausschnitt fiir die EDS-Analyse

B) Tabelle der EDS-ermittelten prozentualen Massenanteile der aufgefiihrten Elemente

4.1.5 In-vitro-Fluoridierung von Zahnschmelz mit 10.000 ppm-haltiger Zinnfluoridlosung

Die Versuchsreihe aus Abschnitt 4.1.4 wurde mit 10.000 ppm-haltiger Zinnfluoridldsung wiederholt. In
Abbildung 19 sind REM-Aufnahmen und ihre jeweiligen EDS-Messwerte nach Fluoridierung und den
durchgefiihrten Reinigungsprotokollen (5s, 5 min Ultraschallbad, 24 h) aufgefiihrt. Die REM-
Aufnahme nach 5-sekiindiger Reinigung zeigt zwar eine schemenhafte Auflagerung, jedoch ist der
Fluoridmassenanteil mit 3,03 % relativ gering. Nach den intensiveren Reinigungsmethoden (5 min

Ultraschallbad bzw. 24 h) reduzierte sich dieser Fluoridmassenanteil, sodass von keiner Persistenz des
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Fluorids ausgegangen werden kann. Lediglich Zinn konnte nachgewiesen werden. Hierbei fielen bei der
REM-Aufnahme des 24 h-Reinigungsprotokolls kleine helle Partikel auf, welche diffus verteilt waren.
Die REM-Aufnahmen der in-vitro-Fluoridierung mit Zinnfluorid zeigten alle eine heterogene
Verteilung von diesen helleren Konglomeraten sowie stark variierende EDS-Messwerte hinsichtlich des
Fluoridgehalts auf (s. Abb. 22). Vor allem nach dem einstiindigen 1h- und dem 6 x 5 min-
Reinigungsprotokoll weisen die Standardabweichungen von 5,21 % bzw. 4,26 % darauf hin, dass eine
starkere Streuung der Messwerte um den Mittelwert stattgefunden hat. Die Spannweite ([R] =
x(max) — x (min)) der Fluoridmassenanteile betrug bei der 1 h-Reinigung 14,18 % ([R] = 15,18 % -
1,00 %) und bei der 6 x 5 min-Reinigung 13,12 % ([R] = 13,89 % - 0,77 %). Diese Spannweite gibt an,
dass ein Fluoridwert unter der Nachweisgrenze lag und gleichzeitig ein anderer eine erfolgreiche
Fluoridierung wiedergibt (s. Abb. 20 und 21). Diese Differenzwerte verdeutlichen die Schwierigkeit,
eine Fluoridschicht mit der Zinnfluoridldsung zu reproduzieren. Einzig die Zinnwerte lagen konstant
nach allen Reinigungsmethoden iiber der Nachweisgrenze. Bei der Verwendung der Zinnfluoridlosung
konnte keine zuverldssige Fluoridschicht reproduziert werden. Auffillig waren die diffus verteilten
Konglomerate. Bei der Detail-EDS-Analyse (s. Abb. 20 C) wiesen die hellen Konglomerate im
Vergleich zur Ubersichtsaufnahme (s. Abb. 20 A) leicht erhdhte Fluoridwerte auf. Allerdings war der
Hauptbestandteil dieser hellen Konglomerate mit 53,12 % und 26,05 % eindeutig das Element Zinn (s.
Abb. 20 D). Im Verlauf der Durchfiihrung der Experimente fiel auf, dass es bei der 10.000 ppm-haltigen
Zinnfluoridlosung zur Ausbildung von Prézipitaten am Boden des Aufbewahrungsgefiles kam. In
Abbildung 23 ist die Analyse des Prézipitates dargestellt. Die REM-Aufnahme verdeutlicht die
Kristallstruktur des Prézipitates. Der mittels EDS-Analyse ermittelte prozentuale Massenanteil von
63,01 % des Zinns und von 16,13 % des Fluorids bestitigt, dass das Zinnfluorid nicht in Ldsung
geblieben ist. Daher konnte die Versuchsreihe mit der Zinnfluoridlosung nicht weiter fortgefiihrt

werden.
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10.000 ppm Zinnfluorid

5 min Ultraschallbad

A

Elemente = Massenanteil (%) Elemente | Massenanteil (%) [ Elemente Massenanteil (%)
B Ic 6.41 C 7,53 C 5,86

O 35,69 (0] 39,71 O 39,60

Na 1,01 Na 0,67 Na 0,55
P 11,59 P 14,92 P 14,05
Ca 22,71 Ca 27,40 Ca 26,62

Abb. 19: Ergebnisse der in-vitro-Fluoridierung mit 10.000 ppm-haltiger Zinnfluoridlésung nach unterschiedlichen
Reinigungsprotokollen (5 s, 5 min Ultraschallbad, 24 h)
Boviner Zahnschmelz, 5 min inkubiert in 10.000 ppm-haltiger Zinnfluoridlésung (pH 2,51) mit anschlieBender Reinigung fiir
5's, 5 min im Ultraschallbad bzw. 24 h mit destilliertem Wasser
A) REM-Aufnahme bei 5.000-facher VergroBerung

B) Tabelle der EDS-ermittelten prozentualen Massenanteile der aufgefiihrten Elemente
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10.000 ppm Zinnfluorid, 1 h

A

B
C 6,26 C 5,00
O 36,29 O 31,18
F 1,00 F 15,18
Sn 8,43 Sn 10,04
Na 1,14 Na 2,67
P 13,84 P 11,28
Ca 27,95 Ca 20,56

C

2pm

D
C 5,89 C 4,86
O 22,89 (@) 34,14
F 4,15 F 12,39
Sn 53,19 Sn 26,05
Na 1,19 Na 5,03
P 1,84 P 9,08
Ca 1,82 Ca 2,31

Abb. 20: Gegeniiberstellung zweier Priifkorper nach Fluoridierung durch 10.000 ppm-haltige Zinnfluoridlésung und
anschliefendem Reinigungsprotokoll (1 h)

Boviner Zahnschmelz, 5 min inkubiert in 10.000 ppm-haltiger Zinnfluoridldésung (pH 2,51) mit anschlieBender Reinigung 1 h
in destilliertem Wasser

A) REM-Aufnahme bei 5.000-facher Vergroferung

B) Tabelle der EDS-ermittelten prozentualen Massenanteile der aufgefiihrten Elemente

C) REM-Aufnahme bei 5.000-facher Vergroferung, rot gekennzeichneter Ausschnitt zeigt den Messbereich der EDS

D) Tabelle der EDS-ermittelten prozentualen Massenanteile der aufgefiihrten Elemente
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10.000 ppm Zinnfluorid, 6 x 5 min

C

5,74

C

Elemente = Massenanteil (%) Elemente | Massenanteil (%)

4,44

(0]

40,65

(0]

26,29

Na 0,96 Na 2,3
P 14,58 P 13,86
Ca 28,76 Ca 28.95

Abb. 21: Gegeniiberstellung zweier Priifkérper nach Fluoridierung durch 10.000 ppm-haltige Zinnfluoridlésung und
anschlieSendem Reinigungsprotokoll (6 x 5 min)
Boviner Zahnschmelz, 5 min inkubiert in 10.000 ppm-haltiger Zinnfluoridlésung (pH 2,51) mit anschlieBender Reinigung 6 x
5 min in destilliertem Wasser
A) REM-Aufnahme bei 5.000-facher Vergroerung
B) Tabelle der EDS-ermittelten prozentualen Massenanteile der aufgefiihrten Elemente

>

- N o
S L = N W R D

Fluorid-Massenanteil [Wt %]
o

n
X [%]
c [%]

Zinnfluorid, 10.000 ppm

4,73
2,68 I
5s 1h
5s
4
1,92
0,64

1h
6
4,73
521

2,95

6 x 5 min

0

,84
5'U
6 X 5 min
8

2,95
4,26

1,04

24 h

5¢U
2

0,84
0,22

24h
2
1,04
0,2

Abb. 22: Darstellung der Mittelwerte der in-vitro-Fluoridierung mit 10.000 ppm-haltiger Zinnfluoridlosung nach

unterschiedlichen Reinigungsprotokollen (5 s, 1 h, 6 x 5 min, 5U= 5 min Ultraschallbad, 24 h)
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Zinnfluorid 10.000 ppm

Prézipitat

A

B
C 3,42
O 7,01
F 16,13
Sn 63,01
Na 0,24
P 0,27
Ca 0,88

Abb. 23: Analyse des Priizipitates im Aufbewahrungsgefifl der Zinnfluoridlésung

Die Entnahme des Prézipitates erfolgte durch Pipettieren und direkte Applikation auf den REM-Teller. Nach Trocknung iiber
Nacht und Sputtern erfolgte die REM- und die EDS-Messung

A) REM-Aufnahme bei 10.000-facher VergroBBerung

B) Tabelle der EDS-ermittelten prozentualen Massenanteile der aufgefiihrten Elemente

4.1.6 Zusammenfassung der in-vitro-Fluoridierungs-Versuchsreihe

In Abbildung 24 sind die Mittelwerte der in-vitro-Fluoridierungs-Versuchsreihe aufgefiihrt. Die Grafik
veranschaulicht die Fluoridierungserfolge der jeweiligen Losungen nach unterschiedlichen
Reinigungsmethoden und ermoglicht einen direkten Vergleich. Die Olaflur- und die Zinnfluoridlosung
zeigten bei einer Konzentration von 1.000 ppm keine zufriedenstellenden Fluoridwerte, sodass die in-
vitro-Versuchsreihe mit der 10-fachen Konzentration (10.000 ppm) fortgefithrt wurde. Unter
Beriicksichtigung der relativ hohen Standardabweichungen der 10.000 ppm-haltigen Zinnfluoridlésung
im Hinblick auf ihre zugehorigen Mittelwerte kann die Aussage getroffen werden, dass eine
reproduzierbare Generierung einer Fluoriddeckschicht mittels Zinnfluorid nicht mdglich ist. Hingegen
sticht die 10.000 ppm-haltige Olaflurlosung mit ihren Fluoridwerten deutlich heraus. Thre
Calciumfluoriddeckschicht zeigte neben einer homogenen Verteilung eine vielversprechende Persistenz
gegeniiber den in-vitro-Reinigungsprotokollen. Unter Beriicksichtigung der Standardabweichungen
kann ein reproduzierbarer Fluoridierungserfolg der 10.000 ppm-haltigen Olaflurlésung angenommen

werden (s. Abb. 24).
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Zusammenfassung

12
S 10,64 10.53
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2,91 2,95
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= 0,74 092 0,631 B0.66 0,84 0,831.04
SR N 1
5s 1h 6 X 5 min 5'U 24 h

Olaflur 1.000 ppm  m Olaflur 10.000 ppm  m Zinnfluorid 10.000 ppm Zinnfluorid 1.000 ppm

c [%] 5s lh 6x5min  5°U 24h
Olaflur 1.000 ppm - 1,46 0,14 - -
Olaflur 10.000 ppm 1,1 3,23 2,64 1,33 0,1
Zinnfluorid 1.000 ppm 0,24 0,37 0,28 - -
Zinnfluorid 10.000 ppm 0,64 5,21 4,26 0,22 0,2

Abb. 24: Zusammenfassende Darstellung der Mittelwerte und der Standardabweichungen der in-vitro-Fluoridierungs-
Versuchsreihe von Zahnschmelz mit Olaflur und Zinnfluorid (5 s, 1 h, 6 x 5 min, 5°U= 5 min Ultraschallbad, 24 h)

4.2 Einfluss der Pellikel auf die Fluoridierung mit Olaflur

Nachdem es im ersten Abschnitt dieser Studie unter in-vitro-Bedingungen mit der 10.000 ppm-haltigen
Olaflurlésung gelang, eine Calciumfluoriddeckschicht mit einer gewissen Persistenz zu generieren,
wurde im nichsten Schritt der Einfluss der Pellikel auf die Fluoridierung betrachtet. Untersucht wurde
sowohl der Einfluss einer 3 min-Pellikel — welche die intraorale Situation direkt nach dem Zéhneputzen
simulieren soll — als auch der Einfluss einer 2 h-Pellikel zum Vergleich. Hierbei wurden zum einen die
zuvor fluoridierten Schmelzpriitkdrper fiir 3 min bzw. 2 h intraoral exponiert und zum anderen die

Schmelzpriifkérper zuerst intraoral exponiert und anschlieend fluoridiert.
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4.2.1 3 min-Pellikel und 2 h-Pellikel

Zur Kontrolle wurden zunichst Schmelzpriifkorper 3 min bzw. 2 h intraoral exponiert. Hierbei lagen

die mittels EDS-Analyse gemessenen Fluoridmassenanteile unter der Nachweisgrenze (s. Abb. 25).

Kontrolle
| 3 min-Pellikel 2 h-Pellikel

A
B Elemente = Massenanteil (%) Elemente | Massenanteil (%)

C 6,86 C 7,98

0 44,90 N 3,78

0 42,41

Na 0,75 Na 0,69

P 15,61 P 15,67

Ca 28,18 Ca 29,47

Abb. 25: Kontrolle: 3 min-Pellikel bzw. 2 h-Pellikel

Boviner Zahnschmelz, nach 3-miniitiger bzw. 2-stiindiger oraler Exposition

A) REM-Aufnahme bei 5.000-facher Vergréferung (links REM-Aufnahme der 3 min-Pellikel mit freundlicher Genehmigung
von K. Drushinina)

B) Tabelle der EDS-ermittelten prozentualen Massenanteile der aufgefiihrten Elemente

4.2.2 In-vitro-Fluoridierung von Zahnschmelz mit 10.000 ppm-haltiger Olaflurléosung und

anschlieBender intraoraler Exposition

Die Priifkorper wurden zunédchst wie in der in-vitro-Experimentreihe 5 min in 10.000 ppm-haltiger
Olaflurlosung inkubiert, um eine Fluoriddeckschicht zu generieren. Diese vorbehandelten Priifkorper
wurden anschlieBend fiir 3 min bzw. 2 h von den Probanden intraoral exponiert. Die reprisentative
REM-Aufnahme in Abbildung 26 zeigt nach 3-miniitiger Exposition eine dhnliche Konfiguration der
Calciumfluoriddeckschicht wie bei der reinen in-vitro-Versuchsreihe (s. Abb. 7, 9, 14 und 15), welche
sich durch viele homogen verteilte Kiigelchen kennzeichnet. Die Priifkdrper, die nach der Fluoridierung
einer 2-stliindigen intraoralen Exposition unterlagen, zeigten in den REM-Aufnahmen noch schemenhaft
die kugelformige Struktur der Calciumfluoridglobuli, da sich die Pellikel auf die Fluoriddeckschicht

aufgelagert hat. Sowohl nach der 3 min- als auch nach der 2 h-Exposition sind die aufgefiihrten
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Fluoridwerte von 8,35% bzw. von bisher
Calciumfluoriddeckschichten ohne anschlieBende intraorale Exposition vergleichbar (s. Abb. 26 und
Abb. 31). In Abbildung 28 sind zur besseren Darstellung der einzelnen Globuli die REM-Aufnahmen

aus Abbildung 27 nochmals mit 20.000-facher VergroBerung aufgefiihrt.

9,05% mit den in-vitro  generierten

10.000 ppm Olaflur

2 h-Pellikel

| 3 min-Pellikel

A
B Elemente = Massenanteil (%) Elemente | Massenanteil (%)
C 6,77 C 8,13
N 3,47 N 5,94
(0] 34,89 (@) 32,77
Na 0,89 Na 0,90
P 13,91 P 12,88
Ca 30,95 Ca 29,27

Abb. 26: Ergebnisse der in-vitro-Fluoridierung mit 10.000 ppm-haltiger Olaflurlésung nach intraoraler Exposition
Boviner Zahnschmelz, 5 min inkubiert in 10.000 ppm-haltiger Olaflurlosung (pH 6,3), 5-sekiindige Lagerung in destilliertem
Wasser (Zwischenspiilung) und anschlieBende intraorale Exposition fiir 3 min oder 2 h

A) REM-Aufnahme bei 5.000-facher VergroBerung

B) Tabelle der EDS-ermittelten prozentualen Massenanteile der aufgefiihrten Elemente

P A i ] Al ‘ 7 ; <

tMagn Det WD Exp j—— 1pum
000x SE 104 1034 1034

“_AccV SpotMagn Det WD Exp f————— 1am
100KV 30 20000x SE 98 1058 1058

I

Abb. 27: REM-Aufnahmen bei 20.000-facher Vergréfierung von Schmelzpriifkérpern nach in-vitro-Fluoridierung mit
10.000 ppm-haltiger Olaflurlésung und anschliefender intraoraler Exposition (links 3 min, rechts 2 h)
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4.2.3 In-vitro-Fluoridierung von pellikelbedecktem Zahnschmelz mit 10.000 ppm-haltiger

Olaflurlésung

Im Gegensatz zur vorherigen Versuchsreihe (s. Abschnitt 4.2.2) wurden nun die Priifkérper zuerst 3 min
bzw. 2 h intraoral exponiert und dann in-vitro in 10.000 ppm-haltiger Olaflurlésung 5 min inkubiert.
Auf der 3 min-Pellikel lieB sich ebenfalls eine homogene Calciumfluoriddeckschicht generieren (s.
Abb. 28 und Abb. 29). Mit einem mittleren Fluoridwert von 7,58 % lagen keine erheblichen
Abweichungen zu den Werten der in-vitro-Fluoridierung von nicht oral-exponiertem Zahnschmelz vor
(s. Abb. 31). Auf den Priifkorpern, welche vor Behandlung mit der Olaflurlésung 2 h intraoral exponiert
wurden, lieB sich hingegen keine Fluoriddeckschicht generieren. Alle Fluoridwerte lagen hier unter der
Nachweisgrenze. In Abbildung 30 sind zur Ubersicht die Mittelwerte und die jeweiligen

Standardabweichungen der einzelnen Versuche aufgefiihrt.

3 min-Pellikel 2 h-Pellikel
10.000 ppm Olaflur
A
B Elemente = Massenanteil (%) Elemente \ Massenanteil (%) \
C 7,80 C 6,66
O 30,41 (6] 41,76
Na 0,76 Na 1,25
P 13,38 P 14,73
Ca 32,58 Ca 28,32

Abb. 28: Ergebnisse der in-vitro-Fluoridierung von pellikelbedecktem Zahnschmelz

Boviner Zahnschmelz, 3 min bzw. 2 h intraoral exponiert und anschlieBend 5 min in 10.000 ppm-haltiger Olaflurlésung (pH
6,3) inkubiert, mit nachfolgender Reinigung fiir 5 s mit destilliertem Wasser

A) REM-Aufnahme bei 5.000-facher VergroBerung

B) Tabelle der EDS-ermittelten prozentualen Massenanteile der aufgefiihrten Elemente
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AccV SpotMagn Det WD Exp j——————o 1pm ; AccV SpotMagn Det WD Exp f————o 1um
100KV 30 20000x SE 101 978 3 situ, anschliessend Fluor. 5' Olaflu 100KV 30 20000x SE 102 1030 1030
h. < - —

Abb. 29: REM-Aufnahme bei 20.000-facher Vergrofierung von oral exponierten Schmelzpriifkérpern (links 3 min,
rechts 2 h) und anschlieender in-vitro-Fluoridierung mit 10.000 ppm-haltiger Olaflurlésung

Pellikel-Versuchsreihe

—
[\

10,82

—
(e}

7,83 7,58

o]

Fluorid-Massenanteil Wt [%]
N

0,77

0 .

Olaflur + 3 min-Pellikel m Olaflur + 2h-Pellikel
3 min-Pellikel + Olaflur m 2h-Pellikel + Olaflur

Olaflur + 3 min Olaflur +2 h 3 min + Olaflur 2 h + Olaflur
n 8 8 10 9
X [%] 10,82 7,83 7,58 0,77
c [%] 1,98 2,76 3,37 0,22

Abb. 30: Mittelwerte der in-vitro-Fluoridierung mit 10.000 ppm-haltiger Olaflurlésung: Einfluss der 3 min-Pellikel
bzw. der 2 h-Pellikel

n: Anzahl der untersuchten Priifkdrper, X = Fluorid-Massenanteil-Mittelwert, o: Standardabweichung
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Zusammenfassung

9,79
10

0,77
I

Fluorid-Massenanteil Wt [%]
N

12 10,82 10,64 10,53

9,42

Olaflur + 3 min-Pellikel ®m Olaflur + 2 h-Pellikel 3 min-Pellikel + Olaflur

m 2 h-Pellikel + Olaflur ~ min-vitro 5 s in-vitro 1 h

H in-vitro 6 X 5 min min-vitro 5' U in-vitro 24 h

Abb. 31: Zusammenfassung der Versuchsreihe mit 10.000 ppm-haltiger Olaflurlésung
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5 Diskussion

5.1 Zielsetzung

Die Zielsetzung dieser Arbeit lag in der Generierung einer homogen verteilten Fluoriddeckschicht unter
verschiedenen Bedingungen. Es existieren zahlreiche Studien, welche Zahnpasten oder Spiillésungen
mit Fluoridzusatz untersucht haben und deren kariesinhibierende Wirkung bestétigen [4, 13, 30, 65, 72,
124, 129]. Hingegen finden sich kaum Studien, wie die von Petzold et al. oder Scholz et al., die sich mit
der Ausbildung von Calciumfluoriddeckschichten durch Fluoridldsungen aus Reinstoffen beschiftigt
und deren Persistenz in der Mundhohle untersucht haben [104, 113]. Bei den Priifprodukten Olaflur und
Zinnfluorid handelte es sich jeweils um solche Reinstoffe. Dies ermoglichte nicht nur einen direkten
Vergleich zwischen den beiden Fluoridlosungen — Olaflur und Zinnfluorid —, sondern auch die
Evaluierung der generierten Calciumfluoriddeckschichten unter Einbeziehung der Konzentration, der
Persistenz, der Stabilitit und des pH-Wertes. Da es sich bei der vorliegenden Arbeit um keine reine in-
vitro-Studie handelt und ebenfalls der Einfluss der 3 min-Pellikel bzw. der 2 h-Pellikel mit untersucht
wurden, verfolgt diese Arbeit einen priventiven Ansatz fiir eine gezielte chemische Modifikation der

Pellikel.

5.2 Diskussion der Methoden

5.2.1 Herstellung und Bearbeitung der Priifkorper

Die Nutzung von bovinen Schmelzpriifkérpern ist seit vielen Jahren in der zahnmedizinischen
Forschung etabliert und hat sich hervorragend als Ersatzmaterial fiir humane Zéhne bewéhrt [47, 101].
Die GroBe der bovinen Frontzdhne ermoglichte eine einfachere Herstellung einheitlicher
standardisierter Priifkdrper mit den Dimensionen 4-5 mm x 4-5 mm. Da Rinderzihne den humanen
Ziahnen strukturell sehr dhneln [19, 28]., wurden bovine Schmelzproben als Priifkérper verwendet Im
Gegensatz zu humanen Zahnen, deren Extraktionsnotwendigkeit hdufig mit Karies korreliert, haben die
bovinen Zahne den groflen Vorteil, dass sie durch die Nutzviehhaltung in groBeren Mengen ohne kariose
Lisionen verfiigbar sind [90]. AuBlerdem weisen die Proben durch die einheitliche Erndhrung und das
dhnliche Schlachtungsalter nur geringe interindividuelle Unterschiede auf. In der Mikrostruktur und
ihrer chemischen Zusammensetzung gibt es keine maligeblichen Unterschiede zu humanem
Zahnschmelz. Auch beziiglich der Anfilligkeit fiir Demineralisationen lagen nur geringfligige
Abweichungen vor [19, 28, 53, 78, 79]. Daher lassen sich die Ergebnisse der vorliegenden Studie sehr
gut auf humane Zahne iibertragen. Um vergleichbare Voraussetzungen zu schaffen und eine verléssliche

Auswertung zu gewéhrleisten, wurden alle Oberflachenunebenheiten der Priifkorper beseitigt, indem
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diese mit Nassschleifpapieren bis zu einer Korngroe von 2500 Grit poliert wurden. Die glatte und
homogene Oberfliche gewéhrleistet somit reproduzierbare und gleichartige Bedingungen fiir die
Pellikelbildung.  Rasterelektronmikroskopische ~Untersuchungen belegen, dass die initiale
Biofilmbildung auf der Schmelzoberfliche zuerst an Oberflichenunebenheiten [88, 107] wie z. B.
Rissen, Fissuren oder im Approximalraum stattfindet. Durch erschwerte Zugénglichkeit sind Bakterien
an diesen Stellen vor Scherkriften geschiitzt. Im Vergleich zur klinischen Situation weist die polierte
Oberflache geringere Retentionseigenschaften auf, als dies in Rissen, Fissuren, Approximalraumen oder

auch an freiliegenden Wurzeloberflichen der Fall ist [88, 107].

5.2.2 Probandenselektion

An dieser experimentellen Studie nahmen insgesamt vier Probanden teil. Es wurden spezielle und
allgemeine Anamnesen erhoben, um systemische Erkrankungen, welche mdglicherweise die
Pellikelbildung beeinflussen konnten, auszuschlieBen. Es ist bekannt, dass bestimmte Erkrankungen,
Medikamente oder Bestrahlungen im Kopf-Hals-Bereich einen verminderten Speichelfluss sowie eine
verdnderte Speichelzusammensetzung — und somit eine verdnderte Pellikelzusammensetzung —
bedingen [6, 74].

Um moglichst vergleichbare Voraussetzungen zu gewihrleisten, wurden Probanden mit einem
kariesinaktiven Gebiss sowie mit unauffalligen Schleimhautbefunden ausgewédhlt. Wahrend der
Versuchsdauer waren Nahrungsverzehr und Trinken untersagt. Bei allen Probanden handelte es sich um
Nichtraucher. Dies diente zur Reduzierung exogener Einfliisse [62, 131]. Bei der Auswahl der
Probanden wurde nicht zwischen den Geschlechtern unterschieden. Daher ist das weibliche Geschlecht
mit drei von vier Probanden {iberrepréasentiert. Zudem muss das junge Alter aller Probanden (21 bis 29
Jahre) mit einbezogen werden. Eine junge Patientengruppe bietet den Vorteil, dass sie anamnestisch die
Kriterien dieser Studie hiufig erfiillen. Allerdings wurden keine Probanden verschiedener Altersklassen
betrachtet, weshalb diese Studie eher eine reprisentative Stichprobe fiir eine jlingere Altersgruppe
darstellt. Die Ergebnisse wurden weder geschlechts- noch altersspezifisch aufgefiihrt und untersucht.
Dies gilt es bei der Betrachtung der Ergebnisse zu beriicksichtigen. Da bei allen Probanden einheitliche
Ergebnisse geliefert wurden, wurde auf eine Erhhung der Probandenanzahl verzichtet. Jedoch wiirde
eine hohere Probandenzahl eine verldsslichere Aussagekraft liefern und interindividuelle Unterschiede

beriicksichtigen.
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5.2.3 Pellikelgewinnung

Die Pellikelgewinnung kann sowohl in-vitro als auch in-situ erfolgen. Die in-vitro Generierung einer
Pellikel hat den Vorteil, dass sie gut zu reproduzieren ist und somit die Generierung in gréfleren Mengen
sehr einfach erfolgen kann. Neben der Zeitersparnis kénnen unter in-vitro-Bedingungen auch
Substanzen bedenkenlos untersucht werden, die unter Verdacht stehen, kritisch auf den menschlichen
Organismus zu wirken. Da es jedoch Ziel dieser Arbeit war, die Gegebenheiten in der Mundhohle
moglichst realitdtsnah zu untersuchen und es sich bei Olaflur in den verwendeten Dosen um keine giftige
Substanz handelt, erfolgte die Biofilmgewinnung in-situ. Fiir jeden Probanden wurden individuelle
Trageschienen hergestellt, auf denen die Priifkdrper fixiert wurden. Die Trageschienen bedeckten nicht
den Gaumen, um ecine Beeinflussung der palatinalen Speicheldriisen auszuschlieBen. Allerdings
bedeckten die Schienen die Sulci gingivales im Bereich des Eckzahnes bis zum 2. Molaren, um die
notwendige Flache zur Fixierung der Priifkoper zu bieten. Dies mag die Sekretion der Sulkusfliissigkeit,
welche an der Pellikelbildung beteiligt ist, beeinflusst haben [49]. Trotzdem ist diese Art der
Biofilmgewinnung eine anerkannte Moglichkeit der intraoralen Biofilmbildung und bietet somit eine

sehr gute Darstellung der klinischen Situation in der Mundhdhle [105].

5.2.4 Methodik der Analyse

Nach Behandlung mit der jeweiligen Fluoridlosung wird fiir eine aussagekréftige Untersuchung des
Fluoridierungseffektes auf der Schmelzoberflache sowohl eine qualitative als auch eine quantitative
Mess- und Analysemethode bendtigt. In der vorliegenden Studie wurden alle Priifkorperoberfldchen
mittels REM untersucht und représentative Ausschnitte digitalfotografisch festgehalten. Diese REM-
Aufnahmen wurden als qualitative Analysemethode herangezogen und dienten zur Darstellung der
Morphologie der Schmelzoberfliche bzw. der generierten Fluoriddeckschicht. Da allerdings die
Rasterelektronenmikroskopie weder Informationen iiber die qualitative noch {iber die quantitative
Elementarzusammensetzung liefert, kann sie nicht als alleinige Methode genutzt werden [50]. Zur
Detektion vorhandener Elemente und deren quantitativer Zusammensetzung wurde deshalb die EDS
herangezogen. Die EDS erméglichte durch Detail- oder Punktmessungen eine genaue Identifikation
vorhandener Elemente. Die REM-Aufnahmen der Oberfldchen lieen bereits vermuten, dass sich auf
der Schmelzoberfliche eine Schicht aufgelagert hatte. Daher wurde zusétzlich im Rahmen des
Blockface-Imaging die Betrachtung des Priitkdrpers aus seitlicher Perspektive erginzt. So konnte
ausgeschlossen werden, dass bei den bisherigen Messungen, bei welchen der Messstrahl eine gewisse
Tiefe erreichte — wund ggf. die darunterliegende Schmelzschicht mit mal — die
Elementarzusammensetzung der Globuli verféalscht wurde. Nachteil der EDS-Methodik war, dass stets

nur Ausschnitte betrachtet und analysiert wurden. Bei den in dieser Studie verwendeten Priifkérpern
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handelte es sich um plane Schmelzproben, bei denen auf den REM-Aufnahmen gut ersichtlich war, ob
eine homogene Fluoridierung stattgefunden hat oder nicht. Da jedoch in der Mundhohle Unebenheiten
vorliegen, wiére es fiir zukiinftige Studien interessant zu untersuchen, wie sich die Verteilung der
Fluoriddeckschicht bei Unebenheiten verhdlt [115]. Hinzu kommt, dass die Generierung der
Fluoriddeckschichten ausschlieBlich in-vitro erfolgte. Dies war erforderlich, um zunéchst zu betrachten,
ob und in welcher Form sich Fluoriddeckschichten generieren lassen. Bei der in-vitro-
Versuchsdurchfiihrung wurde durch Reinigungsprotokolle versucht, die klinische Situation
nachzuahmen. Allerdings entsprechen diese nicht vollstindig der Realitdt. Deshalb wire es in einem

weiteren Schritt sinnvoll, einen in-situ-Versuchsaufbau zu erginzen.

5.3 Diskussion der Ergebnisse

5.3.1 Kontrollgruppe

Bei der Untersuchung der unbehandelten Schmelzpriifkérper wurde ein mittlerer
Fluoridmassenanteil von 0,57 % gemessen (s. Abschnitt 4.1.1). Die niedrigen Werte sind auf
die systemische Aufnahme von Fluoridspuren aus dem Trinkwasser und der Nahrung der
Rinder zu Lebzeiten zuriickzufiihren. Hierdurch reicherte sich das Fluorid in ihren Z&hnen an

[59].

5.3.2 Variation der Konzentration

Experten empfehlen Kindern bereits ab dem Durchbruch des ersten Zahnes sich zweimal tdglich
entweder mit einer erbsengroflen Menge 500 ppm-fluoridhaltiger oder mit einer reiskorngrolen Menge
1.000 ppm-fluoridhaltiger Zahnpasta die Zéhne zu putzen. Ab dem 6. Lebensjahr wird mit dem
Durchbruch des ersten bleibenden Molaren die tigliche Anwendung von Zahnpasten mit einem
Mindestfluoridanteil von 1.000 ppm bis 1.500 ppm empfohlen [25]. Hochkonzentrierte
Fluoridprdparate wie elmex® fluid (10.000 ppm, Inhaltsstoffe: Olaflur, Dectaflur) oder
elmex® gelée (12.500 ppm, Inhaltsstoffe: Olaflur, Dectaflur, Natriumfluorid) dienen der zusétzlichen
Intensivfluoridierung. Das elmex® gelée soll nach Herstellerangaben ein Mal pro Woche vom Patienten
selbst angewendet werden, wohingegen das elmex® fluid zweimal jahrlich durch den Zahnarzt
appliziert werden sollte [35, 36, 114]. In der vorliegenden Studie wurden die jeweiligen Fluoridldsungen
in 1.000 ppm- und 10.000 ppm-haltiger Konzentration hergestellt. So konnte eine geringere

Konzentration von 1.000 ppm, die bei der alltdglichen Anwendung herkdmmlicher Zahnpasten
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verwendet wird, mit dem 10.000 ppm-haltigen, hochkonzentrierten Intensivfluoridierungspréaparat
verglichen werden.

Bei Anwendung der Zinnfluoridldsung konnte keine zuverldssige Fluoriddeckschicht reproduziert
werden (vgl. Abschnitt 4.1.5). Die beschriebenen diffus verteilten Konglomerate deuten an, dass sich
das Zinnfluorid nicht homogen losen konnte. AuBerdem gestaltete sich die Lagerung der
Zinnfluoridlosung besonders schwierig, da es bereits nach wenigen Tagen zur Ausbildung von
Prazipitaten am Boden des Aufbewahrungsgefdfies kam. Diese Beobachtung bestétigt die von Imfeld et
al. ebenfalls beschriebene Schwierigkeit der Zinnstabilisierung und kann eine Erklidrung fiir die
schlechte und inhomogene Fluoridierung durch reines Zinnfluorid in der vorliegenden Studie sein [63,
64]. Dies war der Grund, warum an dieser Stelle die Versuchsreihe mit dem Zinnfluorid nicht weiter

fortgefiihrt wurde.

5.3.3 Olaflur und Zinnfluorid

Die vorliegenden Untersuchungen ergaben, dass sich bereits unter in-vitro-Bedingungen mit 1.000 ppm-
haltiger Olaflur- bzw. Zinnfluoridlosung keine persistente Fluoriddeckschicht mit hohem
Fluoridmassenanteil generieren lieB. Durch Erhohen der Konzentration auf 10.000 ppm gelang es
lediglich mit der Olaflurlésung, eine persistente und homogene Fluoriddeckschicht in-vitro zu
etablieren. Die in-vitro generierte Fluoriddeckschicht war auch nach intraoraler Exposition fiir 3 min
bzw. 2 h noch nachweisbar. Erfolgte erst die Pellikelbildung auf den Schmelzproben (3 min bzw. 2 h),
konnte auf dem 3 min-pellikelbedeckten Zahnschmelz ebenfalls eine Fluoriddeckschicht generiert
werden, wohingegen auf dem 2 h-pellikelbedeckten Zahnschmelz sich die Fluoridwerte unter der
Nachweisgrenze befanden. Es liegen mehrere Studien vor, die belegen, dass durch die Anwendung von
Aminfluoriden eine vergleichsweise hohere Fluoridanreicherung in der oberen Schmelzschicht erzielt
wurde als durch anorganische Fluoridverbindungen wie z. B. Zinnfluorid [12, 69, 93]. In der Studie von
Holler et al. aus dem Jahr 2002 wurden verschiedene Fluoridldsungen untersucht — darunter auch eine
Olaflurlosung mit einem pH-Wert von 4,65. Dabei wurde die Eindringtiefe der Fluoridierung im
Schmelz bzw. im Dentin untersucht. Die Applikationszeiten mit der jeweiligen Fluoridldsung betrugen
entweder 5 min oder 24 h. Die Studie zeigte, dass der Fluoridgehalt in der obersten Schmelzschicht am
hochsten war und in der Tiefe immer weiter abnahm. Der Fluoridgehalt nahm bei langerer
Applikationszeit zu. Aulerdem erwiesen sich die Aminfluoride — darunter das Olaflur — gegeniiber dem
Natriumfluorid im Hinblick auf die Fluoridakkumulation im Zahnschmelz und im Dentin als etwas
wirkungsvoller [61]. Generell liegen sehr wenige Studien vor, die einen direkten Vergleich zwischen
Zinnfluorid und Olaflur erlauben. Bereits in der Studie von Kirkegaard et al. aus dem Jahr 1977 wurden
mit Zinnfluorid im Vergleich zum Aminfluorid geringere Fluoridwerte erzielt [69]. In der vorliegenden

Studie war die Generierung einer homogenen Fluoriddeckschicht mit der reinen Zinnfluoridlosung
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aufgrund von Prézipitationen fehlgeschlagen. Es gibt Hersteller, die damit werben, dass Zinn-lonen in
Kombination mit Aminfluoriden stabilisiert werden und so neben der Fluoridwirkung auch die
zusitzlich anti-erosive Wirkung der Zinn-lonen zum Tragen kommt [95]. In einer aktuellen Studie,
welche Ende 2019 verdffentlich wurde, schlussfolgerten Johannsen et al., dass Zinnfluorid-stabilisierte
Zahnpasta die Zahnstein- und Zahnbelagbildung verringert und sich somit positiv auf Gingivitis und

Foetor ex ore auswirke [65].

5.3.4 Vergleich differenter Reinigungsprotokolle

In dieser Studie wurde zunichst durch in-vitro-Reinigungsprotokolle untersucht, wie persistent die
generierten Calciumfluoriddeckschichten sind. Die Intensitit der Reinigungsprotokolle wurde von der
5-sekiindigen iiber die einstiindige bis hin zur 24-stiindigen Lagerung in destilliertem Wasser gesteigert.
AuBerdem wurden Waschvorginge wie die 5-miniitige Lagerung im Ultraschallbad und das 6-malige
Erneuern des Wassers alle 5 Minuten im Lagerungsbehiltnis ergidnzt. Unter in-vitro-Bedingungen zeigte
die mit 1.000 ppm-haltiger Olaflurlosung generierte Calciumfluoriddeckschicht auf pellikelfreiem
Zahnschmelz eine mangelnde Persistenz gegeniiber den verschiedenen Waschvorgéngen (5s, 1 h,
6 x 5 min, 5 min Ultraschallbad). Daher wurde im weiteren Verlauf die 1.000 ppm-haltige Olaflurlosung
verworfen und die Konzentration auf 10.000 ppm erhoht. Die gleiche Versuchsreihe mit 10.000 ppm-
haltiger Olaflurlosung lieferte im Hinblick auf den Fluoridgehalt und die Persistenz sehr
vielversprechende Ergebnisse. Die generierte Calciumfluoriddeckschicht konnte den genannten
verschieden intensiven Waschvorgidngen mit destilliertem Wasser standhalten. Lediglich nach der
erginzenden 24-stiindigen Lagerung in destilliertem Wasser lag der Fluoridgehalt im Zahnschmelz
unter der Nachweisgrenze.

Diese in-vitro-Reinigungsprotokolle dienten zur Simulation der Spiilvorgéinge in der Mundhéhle. Die
Ergebnisse dieser in-vitro-Waschvorginge waren Indizien fiir die Persistenz der generierten
Fluoriddeckschicht in der Mundhohle sowie die Generierung einer Fluoriddeckschicht auf

pellikelbedecktem Zahnschmelz.

5.3.5 Assimilation an klinische Verhiltnisse mit Olaflur (10.000 ppm)

Um sich der klinischen Situation weiter zu ndhern, wurden Proben mit generierten
Calciumfluoriddeckschichten fiir 3 min bzw. 2 h intraoral exponiert. Das Ergebnis dieses Versuches
war, dass die Calciumfluoriddeckschicht den in-situ-Verhéltnissen in der Mundhohle standhalten

konnte. Da sich allerdings bereits nach wenigen Sekunden eine Pellikel auf der Zahnoberflache bildet
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[49], wurde ein weiterer Versuch durchgefiihrt, bei dem zunéchst die Proben intraoral fiir 3 min bzw.
fiir 2 h exponiert und erst anschlieBend fluoridiert wurden. Dies kommt der alltdglichen klinischen
Situation sehr nahe. Wenn davon ausgegangen wird, dass die 3 min-Pellikel die klinischen Verhiltnisse
nach dem Zéhneputzen bzw. nach einer professionellen Zahnreinigung darstellt, ist die Applikation von
Fluoridprdparaten nach Durchfiihrung dieser MundhygienemaBinahmen durchaus sinnvoll
— insbesondere unter Beriicksichtigung des Ergebnisses, dass die Fluoridierung auf der 2 h-Pellikel
fehlgeschlagen ist. Uber den Einfluss der Pellikel auf die Fluoridierung wurden bislang nur wenige
Untersuchungen verdffentlicht. Die Studie von Scholz et al. aus dem Jahr 2019 zeigt geringfiigige
Tendenzen niedrigerer Fluoridwerte bei vorhandener Pellikel im Vergleich zu der Gruppe ohne Pellikel.
Ein ausschlaggebender Parameter fiir die Fluoridierung war hier allerdings der pH-Wert. Das jeweilige
fluoridhaltige Gel mit einem pH-Wert von 4,75 zeigte bei der EDS-Analyse deutlich hohere
Fluoridwerte als die Vergleichsgruppe mit einem pH-Wert von 7,0 [113].

Die Studie von Hellwig et al. aus dem Jahr 2010 belegt, dass unter in-vitro-Bedingungen die
Generierung einer Calciumfluoriddeckschicht durch ein Gemisch aus einem Aminfluorid-Gel in
12.500 ppm-haltiger Konzentration und menschlichem Speichel mdglich ist. Bei Hellwig et al. wurden
die 5 min-inkubierten Proben entweder 1h, 24 h, 2 Tage oder 5 Tage in einem Speichel-Wasser-
Gemisch gelagert. Die durch das Aminfluorid gebildete Calciumfluoriddeckschicht erwies sich als
etwas resistenter als die durch das Natriumfluorid gebildete Schicht. Allerdings war auch beim
Aminfluorid nach 5 Tagen kaum noch Calciumfluorid nachweisbar. Mit dieser Studie kamen Hellwig
et al. zu dem Schluss, dass die Applikation hochkonzentrierter Fluoridpréparate in regelméfBigen
Zeitabstinden erfolgen muss, um eine Wiederherstellung der Calciumfluoriddeckschicht zu
gewihrleisten [58]. Da es sich um ein Fluorid-Speichel-Gemisch handelte, bestand keine Barriere in
Form einer Pellikel oder eines Biofilms, welche zunédchst durchdrungen werden musste. Die vorliegende
Studie hatte jedoch das Ziel, sich der klinischen Situation im Mund weiter anzunidhern. Es wurden neben
den statischen in-vitro-Reinigungsprotokollen auch kinetische Reinigungsprotokolle erginzt, welche
unterschiedliche Intensititen aufwiesen und eine Anndherung an die Spiilvorginge in der Mundhdhle
darstellen sollten. Nachdem die generierten Calciumfluoriddeckschichten eine gewisse Persistenz
darlegten, wurde die Versuchsreihe optimiert, indem die Biofilmgewinnung — statt in-vitro durch
Speichelzugabe wie bei Hellwig et al. — in-situ durchgefiihrt wurde. Die Inkubation mit der
Fluoridlosung fand allerdings ausschlieBlich in-vitro statt. Eine liickenlos in-sifu durchgefiihrte Studie
wire an dieser Stelle fiir zukiinftige Arbeiten zu empfehlen, um das Zusammenspiel des Biofilms und

die Generierung von Fluoriddeckschichten auf dem Zahnschmelz umfassender zu untersuchen.
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5.3.6 Vergleich 3 min-Pellikel und 2 h-Pellikel

Der nicht zu erwartende Befund, dass die Fluoridierung auf dem Zahnschmelz, welcher von einer 2 h-
Pellikel bedeckt war, nicht gelang, ldsst sich wahrscheinlich durch die protektiven Eigenschaften der
Pellikel begriinden. Die Pellikel fungiert als natiirliche Diffusionsbarriere fiir erosive Noxen [2, 45, 48,
49, 51, 76, 131]. Im Rahmen des Pellikelwachstums verfiigt die Pellikel nach 2 h iiber eine hohere
Schichtdicke als nach 3 min [33, 44, 49]. Mit zunehmender Schichtdicke liegt dementsprechend auch
eine grofere Barriere vor, die es zu iiberwinden gilt. Unter Beriicksichtigung dieses Befundes scheint in
der Modulation des pH-Wertes ein vielversprechender Ansatz zu liegen, um die 2 h-Pellikel zu

durchdringen und eine Calciumfluoriddeckschicht zu etablieren.

5.3.7 Evaluierung des Einflusses des pH-Wertes

Neben der Fluoridkonzentration, der Anwendungshiufigkeit und der Einwirkdauer bestimmt
insbesondere der pH-Wert die Wirkung der Fluoride. In der Literatur wird beschrieben, dass ein saurer
pH-Wert < 5,5 dazu fiihrt, dass die Schmelzoberflache aktiviert wird und Calcium- sowie Phosphationen
freigesetzt werden, welche bei Vorhandensein ausreichender Fluoridmengen die Ausbildung von
Calciumfluorid initiieren [8, 23, 27, 60, 108]. Die generierte Calciumfluoriddeckschicht stellt ein

Fluoriddepot dar, dass folgende Aufgaben erfiillt:

1. Sie fordert durch Einlagerung von Fluorid in den Zahnschmelz die Remineralisation [38]
2. Die Einlagerung von Fluorid bedingt ebenfalls eine erhohte Siureresistenz [31, 116, 117]
3. Das Fluorid besitzt eine antiglykolytische Wirkung, indem es den Stoffwechsel verschiedener

Plaquebakterien hemmt [34, 43, 59, 80, 119]

Die verwendete Olaflurlésung wies mit 6,3 einen vergleichsweise hohen pH-Wert auf. Bereits im Jahr
1972 sahen Mellberg et al. einen Zusammenhang zwischen pH-Werten unter der kritischen Grenze von
5,5 und dem Fluoridierungserfolg. Fazit dieser Studie war, dass niedrigere pH-Werte, hohere
Fluoridkonzentrationen und hohere Temperaturen als unabhidngige Faktoren die Fluoridaufnahme
steigern [89]. In einer in-vitro-Studie von Gren und Caslavska aus dem Jahr 1981 wurde die topische
in-vitro-Fluoridierung durch eine Natriummonofluorphosphatlosung untersucht. Die Inkubationszeit
der Schmelzproben betrug ebenfalls 5 min. Durch Variation des pH-Wertes von 7,0 auf 3,2 war eine
erhohte Fluoridanreicherung gegeben. Das Ansduern der Losung begiinstigte wahrscheinlich durch
partielle Auflésung des Zahnschmelzes die Penetration in den Zahnschmelz [39]. Allerdings gibt es
auch Studien wie jene von Duke et al. aus dem Jahr 1978, welche die angeséuerte Fluoridbehandlung in

Frage stellen und keine wesentlichen Vorteile gegeniiber neutralen Fluoridlésungen sehen [26].
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Dawes et al. kamen im Jahr 2003 zu der Schlussfolgerung, dass es keinen definitiven kritischen pH-
Wert gibt, der zur Auflosung der Schmelzsubstanz fiihrt. Denn der kritische pH-Wert steht in
proportionaler Abhéngigkeit zum Calcium- und Phosphatgehalt in der Plaque- und Speichelfliissigkeit
und variiert somit individuell. Unter solch einem individuellen kritischen pH-Wert ist die Losung — in
diesem Fall die Plaque- und Speichelfliissigkeit — gegeniiber dem Zahnschmelz unterséttigt, sodass die
Mineralien solange herausgelost werden, bis die Losung gesattigt ist [21, 73]. Moglicherweise wire es
einer Olaflurlésung mit einem saureren pH-Wert gelungen, die 2 h-Pellikel zu durchdringen und eine
Calciumfluoriddeckschicht zu generieren. Die Studie von Scholz et al. zeigte bereits, dass mit einem
Aminfluorid-Gel (pH 4,75) die Etablierung einer Fluoriddeckschicht auf 2 h-pellikelbedecktem
Zahnschmelz gelang [113]. Fiir zukiinftige Studien sollte dieser Ansatz verfolgt werden und der pH-

Wert auf < 5 eingestellt werden.
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5.4 Schlussfolgerungen und Ausblick

Im Rahmen dieser Studie wurde mittels hochkonzentrierter Olaflurlésung (10.000 ppm) eine homogene
und reproduzierbare Calciumfluoriddeckschicht auf dem pellikelfreien Zahnschmelz etabliert, welche
verschiedenen in-vitro-Reinigungsprotokollen standhielt. AuBerdem konnte nachgewiesen werden, dass
es sich dabei um eine Auflagerung aus Calciumfluorid handelte. Wurden die Schmelzproben erst
fluoridiert und anschlieend intraoral exponiert, wurde der Fluoridierungserfolg nicht wesentlich
beeintrichtigt. Als die Proben hingegen zunichst intraoral exponiert und anschlieBend fluoridiert
wurden — was der klinischen Situation ndherkommt — fiel ein wesentlicher Unterschied auf. Die 3 min-
Pellikel stellte im Gegensatz zum 2 h-Pellikel kein Hindernis fiir die Ausbildung einer
Calciumfluoridschicht dar. Nach den Ergebnissen der vorliegenden Studie wire die Fluoridierung
mittels hochkonzentrierter Olaflurlésung nur nach dem Zihneputzen oder nach einer professionellen
Zahnreinigung zu empfehlen, da sich bereits auf dem 2 h-Pellikel keine Calciumfluoriddeckschicht
etablieren lieB und somit ihre antikariogene Wirksamkeit nicht zum Tragen kommen kann.
Diesbeziiglich wire es zukiinftig interessant zu untersuchen, inwieweit die Modulation des pH-Wertes
in einen saureren Bereich den Fluoridierungserfolg auf dem pellikelbedeckten Zahnschmelz beeinflusst.
Nach den Ergebnissen von Hellwig et al. ist eine generierte Calciumfluoriddeckschicht nach 2 Tagen
noch nachweisbar, wihrend nach 5 Tagen circa 90 % wieder abgeldst sind [58]. Dies spriache fiir eine
Empfehlung, die Zdhne mindestens alle 5 Tage mit einem hochkonzentrierten Fluoridprdparat zu
fluoridieren. Allerdings wire es fiir zukiinftige Studien sinnvoll, eine vollstdndige Assimilation an die
klinischen Verhiltnisse zu erreichen, indem die Versuchsreihe vollstindig in-sifu durchgefiihrt wird. Es
sollte ebenfalls untersucht werden, wie lange das Calciumfluorid nachweisbar ist und wie die generierte

Calciumfluoriddeckschicht auf mechanische Kréfte, die beim Zdhneputzen entstehen, reagiert.
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8 Anhang

8.1 Abkiirzungsverzeichnis

c Standardabweichung
% Prozent
°C Grad Celsius
5¢U 5 Minuten im Ultraschallbad
Abb. Abbildung
AG Arbeitsgemeinschaft
C Kohlenstoff
Ca7HeoF2N2053 Olaflur
Ca Calcium
EDS Energiedispersive Rontgenspektroskopie
EDX engl. energy-dispersive X-ray spectroscopy
et al. lat. et alteri
F Fluorid
g Gramm
GmbH Gesellschaft mit beschriankter Haftung
h Stunde
H>O Wasser
KG Kommanditgesellschaft
min Minute/Minuten
ml Milliliter
mm Millimeter
n Anzahl der untersuchten Priifkorper
N Stickstoff
Na Natrium
nm Nanometer
Sauerstoff
P Phosphor
pH lat. potentia hydrogenii
ppm engl. parts per million
R Spannweite
REM Rasterlektronenmikroskop
s Sekunde
SEM engl. scanning electron microscope
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Sn
SnF,
TEM
Wt %

b

Zinn

Zinnfluorid
Transmissionselektronenmikroskop
Massenanteil in Gewichtsprozent

Mittelwert
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8.3 Materialliste

Alginat

Befestigungssilikon

Destilliertes Wasser

Diamanttrennscheibe

Duran®-Folien

Isopropylalkohol

Kohlegarn
Leitfahige Haftaufkleber

Binokular

Nassschleif- und Poliergerit

Natriumhypochloritlosung

Olaflur

Papiertuch

Probenteller aus Aluminium
Rasterelektronenmikroskop
Sputter-Coater
Superhartgips Klasse [V

Thymollosung

Tiefziehgerit
Ultraschallbad
Zellkulturplatte x-well

Zinnfluorid

Palgat Plus, 3M ESPE GmbH, Seefeld, Deutschland
President light body, Colténe/Whaledent GmbH und Co.KG,
Langenau, Deutschland

Aqua B. Braun, B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Schleiftrennmaschine  WOCO 50p, Conrad GmbH, Clausthal,
Deutschland

Scheu-Dental, Iserlohn, Deutschland

2-Propanol 70 %, Otto Fischar GmbH & Co KG, Saarbriicken,
Deutschland

Plano GmbH, Wetzlar, Deutschland

Plano Leit-Tabs, Plano GmbH, Wetzlar, Deutschland
Zoom-Stereomikroskope SMZ 140, Motiv GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Buehler GmbH, Phoenix 3000, Diisseldorf, Deutschland
Natriumhypochlorit-Losung 3 % DAC, Aug. Hedinger GmbH &
CoKG, Stuttgart, Deutschland

33 %ig, Octadecyldiamin-dihydrofluorid, Permcos GmbH, Stein,
Schweiz

Kimtech Sciene, Kimberly-Clark Professional, Roswell, Georgia, USA
Specimen Stubs, Agar Scientific Ltd., Essex, UK

XL 30 ESEM FEG, FEI Company, Eindhoven, Niederlande

SCD 030, Lichtenstein

Die-Stone Peach Klasse IV-Gips, Heracus Kulzer GmbH, Hanau,
Deutschland

Thymol 0,1 % Losung, Apotheke im Universititsklinikum des
Saarlandes, Homburg/Saar, Deutschland

Erkopress ES 2004, Erkodent GmbH, Pfalzgrafenweiler, Deutschland
Sonorex RK 100 H, Bandelin, Berlin, Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland

Honeywell Specialty Chemicals Seelze GmbH, Seelze, Deutschland
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Aus datenschutzrechtlichen Griinden wird der Lebenslauf in der elektronischen Fassung der Dissertation
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