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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

1.1 Deutsche Zusammenfassung

Werden Festkorperoberflichen, wie zum Beispiel Zahnschmelz oder Dentin, dem oralen Milieu
ausgesetzt, werden sie innerhalb von Sekunden von einer Pellikel bedeckt, bei der es sich um
eine azelluldre, bakterienfreie Schicht handelt. Dieser Proteinfilm aus adsorbierten Speichelbe-
standteilen wirkt als physiologischer Schutzfilm auf der Zahnoberfliche und bietet Schutz vor
erosiven Einfliissen. Um die schiitzende Funktion der Pellikel gegeniiber Erosionen zu verbes-
sern, versucht man die Pellikel mit Hilfe von unterschiedlichen Reagenzien, wie Tanninsdure
oder Pflanzenextrakten, zu modifizieren. Bisher wurden hauptsédchlich Untersuchungen, die die
Pellikelbildung auf bovinen Schmelzpriitkérpern und deren Modifikation untersuchten, durch-
gefiihrt. In der vorliegenden Studie soll die protektive Bedeutung einer durch Adstringenzien
oder durch #therische Olen modifizierten Pellikel im Hinblick auf Erosionen, welche durch
Zitronensdure auf bovinem Dentin ausgelost wurden, untersucht werden. Als Kontrolle wurden
pellikelfreie In-vitro-Versuche durchgefiihrt. Die Versuche erfolgten auf standardisiert oberfla-
chenbearbeiteten Priifkdrpern aus Rinderdentin. Bei den /n-situ-Versuchen trugen 4 Probanden
die Priitkorper fiir jeweils 2,5 h auf intraoralen Tragerschienen, die im Molarenbereich adaptiert
wurden. Nach 3-miniitiger intraoraler Expositionsdauer wurde fiir 30 s mit der jeweiligen Spiil-
16sung theranovis®, Tanninsdure oder der Kontrolle, bestehend aus sterilem Wasser, gespiilt.
Die Spiillungen wurden nach jeweils 30 min, 1 h, 1,5 h und 2 h intraoraler Expositionszeit
wiederholt. Nach Ablauf von 2,5 h intraoraler Expositionsdauer wurden die Schienen aus der
Mundhohle entnommen und es erfolgte eine 1- miniitige kiinstliche Erosion der pellikelbedeck-
ten Priifkorper. Dazu wurde 1 pl 1%-ige Zitronensdure auf die Priifkorper pipettiert und nach
I-miniitiger Einwirkdauer mit sterilem Wasser entfernt. Bei den In-vitro-Versuchen erfolgten
die Spiilungen mit den Spiillésungen extraoral. Zwischen den einzelnen Spiilungen wurden die
Priifkorper in sterilem Wasser gelagert, bis nach 2,5 h auch die kiinstliche Erosion nach dem-

selben Prinzip erfolgte.

Danach wurde die Pellikel der In-vivo-Priifkérper chemisch und ultraschallaktiv entfernt. Zur
Auswertung des erosiven Effektes wurden vor und nach der Sdureexposition Mikrohdrtemes-
sungen sowie Oberflaichenmessungen vorgenommen. Hiermit sollten sowohl die Abnahme der
Mikrohérte als auch die Zunahme der Oberflachenrauhigkeit, welche mit Erosionen vergesell-
schaftet sind, bestimmt werden. Zusitzlich wurde eine qualitative Analyse der erodierten, von

der Pellikel befreiten Dentinoberfliche mittels Rasterelektronenmikroskopie vorgenommen.
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Die Mikrohdrtemessungen zeigten allgemein eine Abnahme der Mikrohédrte nach der Sdureex-
position. Es zeigten sich aber keine eindeutigen Unterschiede zwischen den Mikrohdrtewerten
nach den Spiilungen mit den unterschiedlichen Spiillosungen. Die Oberflichenmessungen zeig-
ten, dass die pellikelfreien Priifkérper deutlich hohere Rauheitswerte nach der Sdureerosion
aufwiesen als die pellikelbedeckten. Das zeigt deutlich die Schutzwirkung der Pellikel, aller-
dings konnte auch hier keine Verbesserung der Schutzwirkung, die mit einer der Spiillosungen
assoziert ware, festgestellt werden. Der schiitzende Effekt der Pellikelschicht gegeniiber Ero-
sion konnte mit Hilfe der rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen bestétigt werden. Diese
Beobachtungen stehen im Konsens mit der aktuellen Literatur. In Bezug auf die schiitzende
Wirkung von Adstringenzien und therischen Olen gegen Erosionen auf dem Dentin sollten in

Zukunft noch weitere Untersuchungen erfolgen.

1.2 Abstract

The erosion protective effect of tannic acid and essential oils on bovine dentin an in-situ-

investigation

Solid substrata like enamel or dentine, which are exposed to the oral cavity, are covered within
seconds by a pellicle. This pellicle is an acellular, bacteria-free layer. This protein layer is
formed by adsorbed components from saliva, and has a protective function on the tooth surface
against dental erosion. To improve the erosion protective properties of the pellicle, plant
extracts or tannic acid are used to modify the components of the pellicle. So far mainly
investigations with the aim of pellicle modification on enamel specimens were made. In the
present study the protective relevance against erosive effects on dentin specimens, which are
modified by tannic acid or by essential oils was examined. As control also in-vitro-experiments
were performed. For the experiments surface-polished and standardized bovine dentin
specimens were used. The dentine slabs were fixed on removable intraoral splints and were
worn by 4 healthy volunteers for 2,5 h. After an intraoral exposure time of 3 min the volunteers
rinsed for 30 s with theranovis®, tannic acid or with sterile water as control. The irrigation was
performed again after an intraoral exposure time of 30 min, 1 h, 1,5 h and 2 h. After the final
time of 2,5 h the splints were taken out of the oral cavity and were artificially eroded. The
erosion was performed on the pellicle covered surface with 1 pl of citric acid for 1 min,
subsequently the slabs were washed with sterile water. The in-vitro-experiments were
performed extraorally. Between the different rinsing times the slabs were stored in sterile water.

After 2,5 h the artificial erosion was performed the same way. Afterwards the pellicle of the in-

.
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vivo-experiments was removed chemically and by a ultrasonic cleaning. To analyse the erosive
effects, microhardness measurements were conducted before and after acid exposition. Also the
surface conditions were scanned by a profilometric scanner, before and after the acid treatment.
Herewith, the decrease of the surface microhardness, as well as the increase of the surface
roughness, which is a consequence of erosion, was diagnosed. Additionally to evaluate the
eroded pellicle-free dentin surface, the scanning electron microscopy was used. The
microhardness measurements indicated a common hardness loss after the etching was
performed. However there were no clear differences between the hardness values after rinsing
with the different irrigations. The Scanning of the surfaces indicated clearly a higher increase
of the surface roughness on the pellicle-free samples compared to the pellicle-covered ones.
This fact clearly reveals the protective properties of the pellicle, but it was not associated with
the different irrigation solutions. The protective properties of the dentin pellicle were proved
by scanning electron microscopy. These investigations are in accordance to the literature.
Concerning the erosion protective properties of tannic acid and essential oils on bovine dentin,

further research should be conducted.
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2 Einleitung

In den letzten Jahren haben die Héaufigkeit und der Schweregrad der erosiven Abnutzung der
Zéhne zugenommen (Jaeggi and Lussi, 2014; Lussi and Schaffner, 2000). Einer der Haupt-
griinde fiir das vermehrte Auftreten von Erosionen ist der Konsum von sdure- und zuckerhal-
tigen Getranken (Ehlen et al., 2008), 100%-igen Frucht- und Gemiisesdften und Nahrungsmit-
teln (Ehlen et al., 2008; Lussi and Carvalho, 2014; Lussi et al., 2002; Lussi et al., 2004). Medi-
kamente, wie Beruhigungsmittel, Antihistaminika und Antiemetika, aber auch Refluxerkan-
kungen, Alkoholismus und Bulimie haben einen Einfluss auf das erosive Potenzial in der

Mundhohle (Lussi et al., 2004; Moazzez and Bartlett, 2014; Zero, 1996).

Ebenso ist ein gesteigertes Gesundheits- und Fitnessbewusstsein der Bevolkerung, welches oft
mit einer iiberdurchschnittlichen Mundhygiene einhergeht, zu beobachten. Diese iibertriebene
Mundhygiene in Kombination mit einer sehr sdurehaltigen Erndhrung flihrt gehduft zu Erosio-

nen (Hellwig et al., 2009).

Aufgrund dieser Tatsachen hat sich in den vergangenen Jahrzehnten ein ansteigendes Interesse
an dentaler Erosion in den zahnirztlichen Kliniken und Praxen, der Forschung sowie der Be-

volkerung etabliert (Lussi and Carvalho, 2014).

Um dieses Problem der Zahnhartsubstanzzerstorung zu verringern oder sogar zu beseitigen,
versucht man das erworbene Schmelzoberhdutchen, auch Pellikel genannt, welche sich schiit-
zend auf der Zahnoberfldche befindet (Hannig et al., 2007), durch Zusatz von verschiedenen
chemischen Zusatzstoffen zu modifizieren. Sogar Hochrisikopatienten, etwa solche die regel-
malig erbrachen oder an Refluxerkankungen litten, konnten Linderung der Erosionen durch

die Anwendung von Mundspiilungen erreichen (Lussi and Carvalho, 2014).

In der Vergangenheit wurde bereits der Einfluss von Tanninsdure sowie von pflanzlichen Ex-
trakten auf die schiitzende Wirkung der Pellikel gegen Erosionen getestet. Es wurden die anti-
bakteriellen und antiadhidrenten Effekte der Tanninsédure und bestimmter pflanzlicher Extrakte
erforscht (Hertel et al., 2017; Weber et al., 2015). Dies wurde auf bovinen Schmelzpriiftkorpern
getestet. AuBBerdem konnte bereits gezeigt werden, dass konventionelle Mundspiillosungen, die
handelsiibliche Fluoride enthalten, die Demineralisation reduzieren, antibakterielle Effekte ha-

ben und die initiale Biofilmbildung vor allem auf Dentin inhibieren (Hannig et al., 2013).
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2.1 Literaturiibersicht

2.1.1 Die Pellikel
a) Pellikel allgemein

Alle oralen Festkorperoberflachen, die dem Milieu der Mundhdhle ausgesetzt sind, werden von
dem erworbenen Schmelzoberhdutchen, auch Pellikel genannt, iiberzogen. Die Bezeichnung
,,erworbenes Schmelzoberhdutchen® wurde das erste Mal von Dawes und Mitarbeitern im Jahre
1963 eingefiihrt. Die Pellikel ist ein azelludrer Biofilm und setzt sich aus Lipiden, Peptiden,
Proteinen und anderen Speichelbestandteilen sowie Bestandteilen der Sulkusfliissigkeit zusam-
men (Hannig and Joiner, 2006; Siqueira et al., 2007a). Die Pellikel ist von der bakteriellen
Plaque zu unterscheiden. Die Plaque entsteht auf der Grundlage der Pellikel (Hannig and
Hannig, 2007). Die Entstehung der Pellikel beginnt unverziiglich mit der Adsorption von ein-
zelnen Peptiden und Proteinen nach der Zahnreinigung auf der gesduberten Zahnoberfliche
(Hannig and Hannig, 2014). Denn das Besondere an den Zahnoberflichen im Gegensatz zu
anderen Oberflachen im menschlichen Organismus ist, dass keine Abschilferung oder Regene-
ration stattfinden. Die Bildung der Pellikel ldsst sich zum leichteren Verstindnis in mehrere
Teilschritte aufteilen. Anfangs erfolgt eine spontane Adsorption von Speichelproteinen, die nur
wenige Sekunden dauert. Die Schmelzoberfldche interagiert mit den Speichelproteinen iiber
elektrostatische Wechselwirkungen, sodass eine Schicht entsteht, die zwischen 10 und 20 nm

dick ist (Hannig and Joiner, 2006).

Da die Schmelzoberflidche in stindigem Austausch mit dem elektrolythaltigen Speichel steht,
gehen die Ionen des Schmelzes teilweise in Losung. Die Phospat- und Calciumionen des
Schmelzes weisen allerdings eine unterschiedliche Loslichkeit auf, sodass eine positiv geladene
Schicht aus Calciumionen auf der Schmelzoberfliche verbleibt, da die Phosphationen nicht so
schnell in Losung gehen. Sogenannte Pellikel-Prakursoren, wie Statherin, Histatin und die pro-
linreichen Proteine, haben eine grofle Affinitdt zu dieser geladenen Oberfliche. Es findet ein
Ionenaustausch dieser Pellikel- Prakusoren mit den Phosphationen der Oberfldche statt und die
Proteine adsorbieren mittels Calciumbriicken und elektrostatischen Interaktionen. Zusétzlich
konnen wihrend der initialen Biofilmbildung, die sich zwischen 30 s und 3 min vollzieht, En-
zyme wie Amylase, Cystatine, Lysozym, Carboanhydrasen oder Lactoferrin nachgewiesen
werden. Die initiale Pellikelbildung ist also durch elektrostatische sowie hydrophobe Wechsel-
wirkungen und Van-der-Waals-Kriften gekennzeichnet (Hannig and Hannig, 2007; Hannig and

Joiner, 2006). Die zweite Phase der Pellikelbildung ist deutlich langsamer als die erste Phase.
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Es folgt eine kontinuierliche Anlagerung von weiteren Molekiilen, die durch Wechselwirkun-
gen von Proteinen und Proteinagglomeraten erfolgt. Diese Adsorption erreicht nach 30 bis 90
min ein Plateau (Hannig, 1997). Es ist davon auszugehen, dass die schnelle Zunahme der Pel-
likeldicke vor allem durch Proteinagglomerate und nicht durch einzelne Proteine zustande
kommt. Die meisten Parotisproteine bilden mizellenartige Strukturen, die zwischen 100 und
200 nm grof} sind. Man geht davon aus, dass die Mizellen eine negativ geladene Oberflache
und einen hydrophoben Kern haben (Young et al., 1999). Im Speichel sind verschiedene hete-
rotype Komplexe, bestehend aus Proteinen wie Amylase, Lysozym, prolinreichen Proteinen,
Cystatin und Statherin, die nicht kovalent gebunden sind, vorgefunden worden. Deshalb nimmt
man an, dass diese heterotrope Komplexe ebenso an der Pellikelbildung beteiligt sind. Sie sind
ein Reservoir fiir die Pellikel-Préakursor-Proteine und schiitzen sie moglichweise vor dem pro-

teolytischen Abbau durch Speichelproteine (Vitkov et al., 2004).

Im Elektronenmikroskop lassen sich die zwei Phasen der Pellikelbildung gut differenzieren.
Man sieht eine basale, elektronendichte Schicht auf dem Schmelz, die von einer dulleren, nicht

so elektronendichten globuldren Schicht bedeckt ist (Hannig and Joiner, 2006).

Die Pellikelbildung ist ein dynamischer Prozess, der durch kontinuierliche Adsorptions- und
Desorptionsprozesse, die Modifizierung von angelagerten Molekiilen durch bakterielle und
nicht bakterielle Enzyme sowie durch Komplexbildung mit anderen Makromolekiilen beein-

flusst wird (Vacca Smith and Bowen, 2000b).

Die Pellikel hat verschiedene schiitzende Komponenten und Funktionen, deren Vorteile man

vor allem in der priventiven Zahnheilkunde zu nutzen versucht.

Sie liberzieht die Zahnoberflache als Lubrikant und reduziert die Friktion zwischen antagonis-

tischen Zdhnen, den Zihnen und der Mukosa (Aguirre et al., 1989; Hannig and Joiner, 2006).

AulBlerdem fungiert die Pellikelschicht als semipermeable Barriere. Sie reguliert die De- und
Remineralisation der Schmelzoberfliche, indem sie die Sdurediffusion und den Transport von
Calcium- und Phosphationen in und aus der Oberfldche heraus beeinflusst (Zahradnik et al.,
1976). Die Pellikelschicht bietet zusitzlich eine schiitzende Funktion gegen Demineralisation
durch bakterielle Sduren und gegen erosive Angriffe und kann die Demineralisation des
Schmelzes verzogern und auch verringern (Hannig and Balz, 1999; Hannig and Balz, 2001;
Hannig et al., 2003; Zahradnik et al., 1976). Die Pellikel kann die erosiven Angriffe jedoch
nicht vollstindig verhindern (Hannig, 2002; Hannig et al., 2004).
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Man geht davon aus, dass die Fahigkeit der Pellikel vor Erosionen zu schiitzen mit ihrer Dicke,

aber auch ihrer Zusammensetzung, zusammenhéngt (Hannig and Joiner, 2006).

Es konnte ebenso gezeigt werden, dass eine Pellikel, die nach 3 Minuten Reifungszeit in der
Mundhohle gebildet wurde, fast dieselbe Schutzfunktion aufweist wie eine Pellikel nach 2 h
Reifungszeit. Man kann also davon ausgehen, dass eine ldngere Reifungszeit der Pellikel die

schiitzenden Funktionen nicht deutlich verbessert (Hannig et al., 2004).

Zusétzlich beeinflusst die Pellikelschicht den Vorgang von mineralischen Ausféllungen auf der
Schmelzoberfliche und die bakterielle Adhdrenz an der Zahnoberflache (Hannig and Joiner,

2006; Zahradnik, 1979).

Die Zusammensetzung der Pellikel aus Speichelbestandteilen kann durch die Erndhrung und
durch manche Erndhrungsbestandteile beeinflusst werden (Rykke and Sonju, 1991; Vacca
Smith and Bowen, 2000b; van der Mei et al., 2002). So konnten Unterschiede in der Zusam-
mensetzung der Pellikel gezeigt werden, die mit den unterschiedlichen Mundhygiene- und Er-

ndhrungsgewohnheiten der Individuen zusammenhingen (Hannig and Joiner, 2006) .

b) Pellikel speziell auf Dentin
Die in der Vergangenheit erhobenen Studien zur Pellikelbeschaffenheit und ihrer Funktionen
waren jedoch meist auf Schmelzpriifkdrper bezogen (Hara et al., 2006). Obwohl der Einfluss
der Pellikel auf das Dentin klinisch von grofler Bedeutung ist, besonders fiir Symptome wie
freiliegende Zahnhilse und durch Attrition freigelegtes Dentin (Abbas et al., 1985; Hannig
et al., 2007; Wetton et al., 2006), gibt es aktuell nur sehr wenige Daten, die sich mit dem
schiitzenden Effekt der Pellikel gegen Erosionen auf dem Dentin beschéftigen (Hall et al.,
1999; Wetton et al., 2006).
Der Artikel ,,Protective effect of the in-situ-pellicle on dentin erosion-an ex vivo pilot study*
beschéftigt sich nun mit der Thematik der protektiven Eigenschaften der Pellikel auf Dentin
(Hannig et al., 2007). Die Pellikel, die sich auf dem Dentin bildete, wurde als locker struk-
turierte, globuldre Schicht von 300-750 nm Dicke identifiziert, die einer elektronendichten
basalen Schicht von ca. 60 nm aufliegt (Hannig et al., 2007). Diese Pellikelschicht hatte nur
ein beschrianktes Potential, das darunterliegende Dentin vor erosiven Angriffen zu schiitzen.
Die 2 h-Pellikel schien eher wie ein durchlédssiges Netz und nicht wie eine Diffusionsbarriere
zu funktionieren (Hannig et al., 2007).

¢) Modifizierung der Pellikel
Eine neue Herangehensweise, die Zahnoberflichen vor Erosionen zu schiitzen, ist es, die
Zusammensetzung der Pellikel zu verdndern und damit ihre schiitzenden Eigenschaften zu

-7 -
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verstiarken. Nahrungsbestandteile wie z.B. Polyphenolen, Lipide, oder Casein kénnen in die
Pellikel eingelagert werden und somit ihre protektive Wirkung verbessern (Barbour et al.,
2008; Cheaib and Lussi, 2011; Hemingway et al., 2010; Joiner et al., 2003; Kensche et al.,
2013; White et al., 2011). In fritheren Experimenten konnte bereits gezeigt werden, dass
polyphenolhaltige Agenzien zu einer Erh6hung der Pellikeldicke fiihren, denn die Poly-
phenole bewirken die Ausfillung und Ablagerung von Speichelproteinen, die dann in die
Pellikel eingebaut werden und somit zu einer Zunahme der Pellikeldicke fiithren. AuBerdem
reduzieren Polyphenole die Loslichkeit der adsorbierten Proteine auf der Zahnoberfldche,
indem sie Querverbindungen zwischen den eingebauten Polyphenolen bilden (Joiner et al.,
2006; Joiner et al., 2003). Diese dickere Pellikelschicht kann den Zahn nun besser vor ero-
siven Angriffen schiitzen.

Jedoch liegen aktuell nur sehr wenige wissenschaftliche Daten vor, die sich mit der Modifi-

zierung der Pellikel beschéftigen (Hannig and Hannig, 2014).

2.1.2  Erosion — Grundlagen und Atiologie

Grundsitzlich handelt es sich bei Erosionen um einen pathologischen Prozess. Durch dauerhaf-
tes und lokalisiertes Einwirken von Sduren und Chelatbildnern auf die Zahnoberflachen, kommt
es zum Verlust von Zahnhartsubstanz. Dies geschieht ohne den Einfluss von Bakterien oder

deren Stoffwechselprodukte (ten Cate and Imfeld, 1996).

Man kann zwischen extrinsischen und intrinsischen Sduren unterscheiden, welche die Erosio-
nen verursachen. Zu den intrinsischen Sduren zdhlt man beispielsweise die Magensdure, die
durch Refluxerkrankungen, aber auch durch Bulimie in den Mundraum gelangen kann. Zu den
extrinsischen Sauren gehoren unter anderem Sduren aus Nahrungsmitteln oder Getranken sowie
durch Umwelteinfliisse einwirkende Sauren (Lussi et al., 2002). Der Erosionsverschlei3 der
Zéhne ist kein neues Phidnomen, aber aufgrund von sinkenden Karieszahlen in vielen Industrie-
nationen und dem erheblichen Anstieg des Konsums von sdurehaltigen Getrdnken und Nah-
rungsmitteln, kommt der Erosion eine vermehrte Bedeutung in der Zahnmedizin zu (Asher and

Read, 1987; Jarvinen et al., 1991; Lussi and Schaffner, 2000; Milosevic et al., 1997).

Die Pravalenz von Erosionen in der Bevolkerung dndert sich mit dem Alter: Die Zunahme von
Erosionen ist in der élteren Bevolkerung stirker zu beobachten als bei der jiingeren Bevdlke-

rung (Lussi and Schaftner, 2000) .
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Wichtige Faktoren, die einen potentiellen Einfluss auf das erosive Potenzial haben, lassen sich
grob in 3 Gruppen einteilen: Die chemischen Faktoren, die biologischen Faktoren und die ver-
haltensgesteuerten Faktoren. Zu den chemischen Faktoren werden der pH-Wert, die Pufferka-
pazitét, die Art der Sdure, das Adhédsionsverhalten der Nahrungsmittel an der Zahnoberfldche
sowie die Calcium-, Phosphat und Fluoridkonzentration der Nahrungsmittel gezéhlt. Die bio-
logischen Faktoren beinhalten den Speichel (Zusammensetzung, den pH-Wert, die FlieBrate,
die Pufferkapazitit sowie die mogliche Stimulationsrate), die Pellikel (die Dicke und die diffu-
sionsverhindernden Eigenschaften), die Zahnstellung und Zahnzusammensetzung und die
Weichgewebsmorphologie. Zur dritten Gruppe gehoren die Essgewohnheiten, ein gesunder Le-
bensstil, der den Konsum von sdurehaltigen Lebensmitteln und Gemiisen beinhaltet, exzessiver
Genuss von sdurehaltigen Getrdanken, anstrengende sportliche Aktivitdten, Didten, néchtliches
Trinken von sdurehaltigen Getrdnken und besonders wichtig die oralen Hygienegewohnheiten

(Lussi et al., 2002).

2.1.3 Reagenzien — itherische Ole und Adstringenzien
a) Atherische Ole

Bei dem in dieser Studie verwendeten theranovis® oral Spray, handelt es sich um
eine Emulsion, die aus reinen Olen besteht, welche mit Kriuterextrakten versetzt
sind. theranovis® oral Spray setzt sich aus 72,25% Wasser, 25% Alkohol, 1,2%
Pfefferminz Ol, 1,2% Rosmarin Ol, 0,05% Thymian Ol, 0,1% Traubenkernextrakt
und 0,1% Grapefruitextrakt zusammen. Die aktiven Substanzen in dieser Emulsion
sind Atherdl, Fettsiure und Polyphenole. Laut der offiziellen Website der therano-
vis® GmbH wird das theranovis® oral Spray zur natiirlichen Zahnsteinentfernung,
zur Bekdmpfung von Mundgeruch und Zahnfleischentziindung verwendet.

In der Vergangenheit wurde bereits eine Untersuchung durchgefiihrt, in der gezeigt
werden konnte, dass 2%-ige Olivendlemulsionen einen schiitzenden Effekt gegen
Erosionen auf Dentin als auch Schmelz haben (Wiegand et al., 2007). In anderen
Versuchen wurde der Effekt von Speisedlen auf Schmelz untersucht und es konnte
ein moglicher Nutzen fiir die prdventive Zahnheilkunde festgestellt werden
(Hannig et al., 2012; Kensche et al., 2013).

Ebenso konnte eine Modifizierung und Verbesserung der Dicke und der Elektro-

nendichte der Pellikel durch Pflanzenextrakte, wie Blitter der wilden Form der
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b)

schwarzen Johannisbeere und der wilden Form des Oregano, bereits nachgewiesen
werden (Weber et al., 2015).

Adstringenzien

Adstringenz kommt aus dem lateinischen ,,adstringere und bedeutet zusammen-
ziechen. Der Begriff Adstringenz wird haufig im Zusammenhang mit Tanninen
bzw. Gerbstoffen im Rotwein verwendet, da die Adstringenzien ein pelziges/ zu-
sammenziehendes Gefiihl auf der Zunge und den Mundschleimhéuten auslosen.
Dabei handelt es sich um eine chemische Reaktion der Tannine mit der Mund-
schleimhaut. Tanninsdure hydrolysiert hauptsidchlich zu Glykose und Gallusséure.
Ihre adstringierende Wirkung erhélt die Tanninsdure durch die polyphenolischen
Gruppen. Bei den in dieser Studie verwendeten Adstringenzien handelt es sich um
Tanninsdure. Tannine (meist bezeichnet als Tanninsdure) sind wasserlosliche Po-
lyphenole, die in vielen Pflanzen, Saaten und Friichten vorkommen. Tannine sind
beispielsweise in Saaten wie Sorghum Hirse, Gerste, Erbsen, in manchen Bohnens-
orten, in Friichten wie Datteln, Grapefruits, Cranberrys und Pflanzen wie der Lo-
tusblume, Buschklee oder Galldpfeln enthalten, um nur eine Auswahl zu nennen.
Auflerdem findet man Tanninverbindungen in Wein und Tee (Chung et al., 1998).
Es gibt zahlreiche Studien, welche sich mit der Wirkung von Tanninen auf ver-
schiedene Prozesse im menschlichen und tierischen Organismus beschéftigen.
Tannine werden mit vielen positiven, medizinischen Eigenschaften in Verbindung
gebracht (Aguerre et al., 2016; Bee et al., 2016; Bilic-Sobot et al., 2016; Candek-
Potokar et al., 2015; Caruana et al., 2016; Chang et al., 2017; de Morais Cardoso
etal., 2017; Henke et al., 2017; Minieri et al., 2016; Villalba et al., 2016). Tannine
haben einen geringen Néhrstoffgehalt und ziehen eine verminderte Nahrungsauf-
nahme und verringerte Nahrungsverwertung nach sich. Viele Inhaltsstoffe der
Tannine scheinen eine antimutagene und antikarzinogene Wirkung zu haben, die
mit dem antioxidativen Potenzial derselben zusammenhéngt. Tannine hemmen das
Wachstum von Pilzen, Hefen, Viren und Bakterien. Diese antimikrobielle Wir-
kung der Tannine wird von den Pflanzen als natiirlicher Schutzmechanismus vor
mikrobiellen Infektionen genutzt (Chung et al., 1998).

Die Gruppe der Polyphenole, zu welcher auch die Tannine gehdren, ist auch in der
Zahnheilkunde von groBer Relevanz. In einer Studie wurde der antikariogene Ef-

fekt von Polyphenolen nachgewiesen, indem Ratten, die im Laufe der Studie mit
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Streptococcus mutans infiziert wurden, mit kariogener Nahrung, die mit Poly-
phenolen aus griinem Tee versetzt war, gefiittert wurden (Otake et al., 1991). Eine
Kontrollgruppe erhielt Nahrung ohne Polyphenole. Die Gruppe, die Nahrung mit
Polyphenolen erhielt, wies geringere Karieszahlen auf (Otake et al., 1991). Ebenso
konnte die antibakterielle Wirkung von polyphenolhaltigen Verbindungen auf E-
scherichia coli, Streptococcus salivarius und Streptococcus mutans gezeigt werden
(Rasheed and Haider, 1998). Polyphenolhaltiger Cistustee reduziert die bakterielle
Kolonisation und die Enzymaktivitdten der /n-situ-Pellikel und des initialen Bio-
films. Man konnte polyphenolhaltige Agenzien moglicherweise zur Reduktion der
initialen Bakterienadhdrenz in der Mundhohle verwenden (Hannig et al., 2009;

Hannig et al., 2008; Hertel et al., 2017).

2.2 Fragestellung

Friihere Studien haben bereits die protektive Eigenschaft der Pellikel auf Dentin gegen Séure-
angriffe und den damit verbundenen Mineralverlust gezeigt (Magalhaes et al., 2009; Wiegand
et al., 2008a). Die schiitzenden Eigenschaften der Pellikel konnten in der Vergangenheit modi-

fiziert und auch verbessert werden (Cheaib and Lussi, 2011; Kensche et al., 2013).

Polyphenolische Verbindungen und auch verschiedene Ole wurden in Verbindung mit der Pel-
likelmodifikation untersucht (Hannig et al., 2012; Hertel et al., 2017; Joiner et al., 2006; Joiner
et al., 2004; Joiner et al., 2003; Kensche et al., 2013; Weber et al., 2015). Dabei konnten bereits
positive Effekte der Tanninsdure auf die Pellikel gezeigt werden (Hertel et al., 2017), jedoch

sind weitere Untersuchungen nétig, um diese Beobachtungen zu validieren.

In dieser Studie soll nun untersucht werden, ob die Anwendung von theranovis® oral Spray
und Tanninsdure einen Effekt oder eine Schutzfunktion auf die Pellikel / die Dentinoberfldche
gegen erosive Sdureangriffe hat. Dies soll mittels Mikrohdrtemessungen nach Vickers, FRT-
Oberflachenscans und mit Hilfe des Rasterelektronenmikroskops visuell untersucht werden.
Bei den ersten beiden Verfahren handelt es sich um quantitative Verfahren, bei letzterem um

ein qualitatives Verfahren.
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3 Material und Methode

3.1 Versuchsaufbau

Der Versuchablauf ist im Folgenden vereinfacht grafisch dargestellt.

Versuchsablauf:

2,5 h Liegezeit der Prifkorper 2,5 h intraorale Expositionszeit
in vitro in sterilem Wasser der Prifkorper in vivo

Spilung fur jeweils 30
Sekunden mit der
jeweiligen Spullésung

Tanninsaure

Saureexposition: 1 um 1 % Zitronensaure flir 1 min
Absprihen fur 30 s mit sterilem Wasser

Entfernung der residualen Entfernung entfallt, da keine
Pellikelstrukturen Pellikel vorhanden

Analyseverfahren: Mikrohdrtemessungen, Oberflachenscan,
Rasterelektronenmikroskopie
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3.2 Grundlagen fiir die Gewinnung der Dentinpriifkorper

3.2.1 Herstellung, Reinigung und Aufbewahrung der Priifkorper

Zur Herstellung der bovinen Dentinpriifkdrper wurden frisch extrahierte permanente Schneide-
zahne von 2 Jahre alten, BSE negativ getesteten Rindern, welche im Schlachthof Zweibriicken
zu Lebensmitteln weiterverarbeitet wurden, verwendet. Die Zdhne werden nach der Extraktion
in 0,1%-iger Thymollosung bei 4 °C gelagert. Mit Hilfe von wassergekiihlten Diamanttrenn-
scheiben (Schleiftrennmaschine WOCO 50p, Conrad GmbH, Clausthal, Deutschland) wurden
die Wurzeln der Rinderzidhne abgetrennt. Nach Teilung der Krone in der Frontalebene wurden
die Inzisalkanten sowie die mesialen und distalen Approximalflichen der Labialflichen der
Zahnkronen abgetrennt. Diese Zahnstiicke wurden je nach Grofe in 2 bis 6 rechteckige Priif-
korperrohlinge zerteilt. Im weiteren Verlauf wurden unter Verwendung eines Nassschleifgera-
tes (Phoenix 3000 Variable Speed Grinder-Polisher, Illinois, USA) die Dentin- und die
Schmelzseite plan geschliffen. Die Auflenkanten der Priiftkorper wurden dazu rechteckig ge-
schliffen. Nach Ausdiinnung und Markierung der Schmelzseite mit Bleistift wurde die Den-
tinoberflache mit Silikonkarborundpapier (Waterproof Silicon Carbide Paper, Struers GmbH,
Willich, Deutschland) mit aufsteigendem Grit (240, 600, 800, 1200, 2500 und 4000) und bei
einer Umdrehungszahl von 300 U/min — 600 U/min unter kontinuierlicher Wasserkiihlung po-
liert. Zur Kontrolle der Unversehrtheit der Dentinpriitkérper wurde ein Auflichtmikroskop
(Zoom-Stereomikroskope SMZ 168 Series, Motic GmbH, Wetzlar, Deutschland) mit 12-facher
Vergroflerung verwendet. Die entstandenen Dentinpriifkdrper haben eine minimale Dicke von
1 mm und sind circa 2 x 4 mm groB3. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die Priifkorper im
Kiihlschrank bei 4 °C und in 0,1%-iger Thymollosung gelagert. Vor Benutzung der Priifkdrper
wurden sie erneut auf 4000 Grit poliert und nach Reinigungsprotokoll gereinigt, um Riickstdnde
der Lagerung zu entfernen. Dazu wurden die Priifkorper fiir 30 s in Wellplatten (Well Cell-
Culture Plate, Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen, Deutschland) die mit 3% NaOCI (Natri-
umhypochlorit-Lésung 3% DAC 500ml, Hedinger, Stuttgart, Deutschland) befiillt waren, ge-
legt und danach so lange unter flieBendem VE-Wasser gereinigt, bis die Proben geruchlos wa-
ren. Danach wurden sie in Eppendorf- Reaktionsgefdlen (Eppendorf Tubes, Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland) fiir 15 min in 70%-igem Isopropylalkohol gelegt sowie 2-mal mit ste-
rilem Wasser (Aqua B.Braun, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) gespiilt und
fiir mindestens 6 h und maximal 3 Tage in sterilem Wasser bei 4 °C gelagert. Nach der Reini-

gung erfolgte die Standardisierung der Priitkorper.
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3.2.2 Standardisierung der Dentinpriifkdrper

Bei den Dentinpriifkdrpern handelt es sich um ein Naturprodukt. Um eine standardisierte An-
zahl von Priifkérpern zu erhalten, wurden vor der Verwendung der Priifkorper Mikrohdrtemes-
sungen durchgefiihrt, um zu weiche oder zu harte Priifkérper auszusortieren. Mithilfe eines
Vickers-Hértemessgerétes (Struers Duramin 5 Microhardnesstester, Serien-Nummer 5655124,
Struers A/S, DK-2610 Redovre, Denmark) wurden pro Priifkérper an 5 verschiedenen Stellen
mit einer Pressload von 100 P und einer Presstime von 10 s Mikrohdrtemessungen vorgenom-
men. Um eine Mikrohdrtemessung nach Vickers (DIN EN ISO 6507,2006) durchzufiihren, wird
die Materialprobe mit einem definierten Indentationskorper iiber einen festgelegten Zeitraum
und mit einer bestimmten Kraft belastet. Bei dem Indentationskorper handelt es sich um eine
vierflichige Pyramide mit einem Offnungswinkel von 136 °. Die Impression auf der Priifkdr-
peroberfliche, die aus diesem Vorgang resultiert, gibt mit ihrem Durchmesser die Eindringtiefe
des Indentationskorpers und damit die ,,Hérte* der Probe an. Die angewendete Kraft ist direkt
proportional zur GroB3e der Impression, sodass sich der Vickers-Hartewert aus der mathemati-
schen Formel HV = 0,102 F/A ergibt. Der Hartewert der Priifkérper sollte zwischen 40 und 60
liegen. Priifkorper, die iiber oder unter diesen Werten lagen, wurden aussortiert. Bis zur Mon-
tierung auf den Trageschienen wurden die Dentinpriifkdrper in 30% Ethanol (Ethanol, Carl

Roth GmbH+Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) gelagert.

3.2.3 Herstellung der Tragerschienen und Fixierung der Priifkérper

Auf Oberkiefermodellen der Probanden wurden im Tiefziehverfahren (Erkopress ES 2004, Er-
kodent GmbH, Pfalzgrafenweiler, Deutschland) mit hartelastischen, transparenten Duran®-Fo-
lien 1,0 x 125 mm (Scheu-Dental, Iserlohn, Deutschland) individuelle Tragerschienen herge-
stellt. Diese wurden so gekiirzt, dass sie den Gaumen nicht bedeckten. Sie umfassten den Be-
reich vom 1. Primolaren bis zum 2. Molaren, jeweils im 1. und II. Quadranten (Hannig, 1997;
Hannig, 1999). Die Dentinpriifkorper wurden bukkal auf den Tragerschienen mit dem A- Sili-
kon President light body (Colténe/Whaledent GmbH und Co.KG, Langenau, Deutschland) fi-
xiert. Die priparierten Tragerschienen (siche Abb. 1) wurden bis zum Versuchsbeginn in ge-
schlossenen mit sterilem Wasser befiillten Kunststoffbehéltnissen gelagert. Zwischen den ein-
zelnen Versuchsreihen wurden die Trégerschienen fiir mindestens 10 min in 70%-iges Propanol
(2-Propanol 70%, Otto Fischar GmbH & Co.KG, Saarbriicken, Deutschland) gelegt und ins
Ultraschallbad (Sonorex, Typ RK31, SN 329.00104706.019, Bandelin, Berlin, Deutschland)
gestellt.
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Abb. 1 Beispiel einer fertig vorbereiteten Priifkorperschiene; die Priifkorper wurden mit dem Silikon Pre-
sident befestigt.

@ |§| Dentin links vorne

@ % Denin links hinten
Q

@ Atzung
[ |

Abb. 2 Muster fiir die Anordnung der Priifkorper auf der Schiene fiir die intraorale Exposition

Dentin rechts hinten

Dentin rechts vorne |§|

3.2.4 Herstellung der verschiedenen Spiillésungen

Bei den verwendeten itherischen Olen handelte es sich um theranovis® Oral Spray. (Inhalts-
stoffe: 72,25% Wasser, 25% Alkohol, 1,2% Pfefferminz Ol, 1,2% Rosmarin Ol, 0,05% Thy-
mian Ol, 0,1% Traubenkernextrakt und 0,1% Grapefruitextrakt).

Bei dem angewendeten Adstringenz handelte es sich um 1%-ige Tanninsdureldosung. Zur Her-
stellung von 1%-iger Tanninsdurelosung wurden 0,1 g Tanninsdurepulver (Tannic Acid, Sigma
Chemical Co., St. Louis, USA) und 9,9 ml steriles Wasser (Aqua B.Braun, B. Braun Melsungen
AG, Melsungen, Deutschland) mit einer sterilen Pipette in einen 15 ml-Falkon gegeben. Das
Pulver und das Wasser wurden mit dem Vortex-Gerit (Model G-560E, Serial #269686, Scien-

tific Industries Inc., Bohemia, N.Y., USA) gemischt, bis eine Lésung entstanden war.

Fiir die Kontrollreihe wurde steriles Wasser (Aqua B.Braun, B. Braun Melsungen AG, Melsun-

gen, Deutschland) verwendet.
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3.3 Gewinnung der In-situ-Prifkorper

3.3.1 Probanden

Es haben 5 Probanden (4 weiblich, 1 méannlich, zwischen 23 und 35 Jahren alt) an den Versu-
chen teilgenommen, wobei eine Probandin aufgrund spaterer Kariesaktivitit von der Versuchs-
reihe ausgeschlossen werden musste. Die 4 restlichen, fiir die Studie ausgewéhlten Probanden,
wiesen eine gute Mundgesundheit auf, was zwingend nétig fiir die Teilnahme war. Es durften
weder Kariesaktivitdt noch parodontale Erkrankungen vorliegen. Die Erhebung der allgemei-
nen und speziellen Anamnese ergab keine Auffilligkeiten beziiglich Medikamenteneinnahme

oder verminderten Speichelflusses.

Die Probanden wurden vor Beginn der Versuchsreihe iiber Ess- und Trinkverhalten sowie

Mundhygieneverhalten wahrend der Versuchsreihe aufgeklart.

Vor Versuchsbeginn lag bereits das positive Votum der Ethikkommission der Arztekammer des

Saarlandes fiir die Durchfiihrung der vorliegenden Studie vor (Kenn.-Nr. 238/03, 2012).

3.3.2 Versuchsbedingungen

1,5 h vor Versuchsbeginn putzten die Probanden die Zéhne mit handelsiiblicher Zahnpasta. 30
min vor Versuchsbeginn wurden die Zdhne ohne Zusatz von Zahnpasta geputzt, um Zahn-
pastariickstdnde zu entfernen. Dazu verwendeten die Probanden Einmalzahnbiirsten (Einmal
Zahnbiirste, REF 101135 Centramed, Koblenz, Deutschland), welche vorher von Zahn-

pastariickstdnden unter flieBendem Wasser gereinigt wurden.

Die intraorale Expositionszeit betrug 2,5 h. Zu Beginn jeder /n-situ-Versuchsreihe wurden die
Priitkorperschienen von den Probanden vorsichtig und ohne Beriihrung der Priitkorperoberfla-
chen in den Mund eingesetzt. Die Probanden bekamen vor jeder In-situ-Versuchsreihe 5 x 15
ml-Falkons mit jeweils 10 ml sterilem Wasser, Tanninsdurelosung oder theranovis®, je nach

Versuchrunde, ausgehindigt.

3.3.3 Spiilung mit unterschiedlichen Reagenzien

a) Kontrollspiilung mit sterilem Wasser

In der In-situ-Kontrollversuchsreihe wurde mit sterilem Wasser (Aqua B.Braun, B.

Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) gespiilt.

3 Minuten nach dem Einsetzen der Schienen wurde das erste Mal fiir 30 s mit 10 ml

sterilem Wasser gespiilt. Dieser Vorgang wurde jeweils nach 30 min, 60 min, 90 min
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b)

3.4

und 120 min wiederholt. Nach 150 min wurden die Schienen vorsichtig, ohne Beriih-

rung der Priiftkorperoberflachen, aus der Mundhohle entnommen.

Spiilung mit Tanninsdurelosung

In einer weiteren /n-situ-Versuchsreihe wurde mit Tanninsdurelosung gespiilt. Es wurde
das erste Mal nach 3 min intraoraler Expositionsdauer der Schienen fiir 30 s mit 10 ml
TS gespiilt. Dies wurde jeweils nach 30 min, 60 min, 90 min und 120 min wiederholt.
Nach 150 min wurden die Schienen ebenso vorsichtig und ohne Beriihrung der Priitkor-

peroberflichen entnommen.
Spiilung mit theranovis®

In der dritten In-situ-Versuchsreihe spiilten die Probanden mit theranovis®. Die Anzahl
und Dauer der Spiilung erfolgte, wie bei der Kontrollspiilung und der Spiilung, mit Tan-

ninsdurelosung.

Nach Entnahme der Priitkérper aus dem Mund wurden diese vorsichtig mithilfe einer
Druckspriihflasche (Druckspriiher, Biirkle GmbH, Bad Bellingen, Deutschland) ohne
Druck mit sterilem Wasser abgespritzt, um Speichelriickstdnde, aber nicht die Pellikel
zu entfernen. Dann wurden die Priifkdrper mit der Schmelzseite nach unten auf einem
fusselfreien Tuch (VWR Light Duty Tissue Wipers, VWR International GmbH, Darm-
stadt, Deutschland) kurz lufgetrocknet, solange bis die Dentinoberseite trocken war. Die
Lufttrocknung erfolgte, damit der danach applizierte Sduretropfen nicht durch Fliissig-

keit verdunnt wurde.

Gewinnung der /n-vitro-Prifkorper

Fiir die In-vitro-Versuchsreihe wurden Wellplatten, befiillt mit sterilem Wasser, vorbereitet,

sowie eine 6 er Wellplatte mit jeweils 2 Fachern, befiillt mit Tanninsdurelosung oder therano-

Vis®.

Zu Anfang der In-vitro-Versuchreihe wurden je Spiillosung und Kontrolle 2 Dentinpriitkérper

in Wellplatten gelegt, welche mit sterilem Wasser befiillt waren, sodass die Priifkdrper komplett

mit Wasser bedeckt waren. Die Priitkorper der Kontrollgruppe verblieben fiir 2,5 h in den Féa-

chern mit sterilem Wasser.
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Die Priifkorper (jeweils 2) der Tanninsdure- und der theranovis®- Gruppe wurden nach 3 min,
30 min, 60 min, 90 min, 120 min fiir jeweils 30 s in ein Fach der Wellplatte gelegt, welches mit
der entsprechenden Spiillosung befiillt war. Bevor und nachdem die Priitkorper fiir 30 s in die
Taninnsdure- oder theranovis®- Spiillosung eingebracht wurden, wurden sie vorsichtig mit fus-
selfreien Tiichern getrocknet, damit keine Verdiinnung der Spiillésungen sowie keine Verun-
reinigung des sterilen Wassers stattfand. Dann wurden sie wieder in das jeweilige Fach der 6

er Wellplatte, die mit sterilem Wasser befiillt war, gelegt.

Nach 150 min wurden die Priifkérper aus dem sterilen Wasser entnommen und kurz luftge-

trocknet, bevor sie der kiinstlichen Erosion unterzogen wurden.

3.5 Kiinstliche Erosion der Priifkorper

Jeder Priitkorper der In-situ-, als auch der In-vitro-Versuchreihe wurde ex situ halbseitig mit 1
ul 1%-iger Zitronensédure (Citric acid analytical grade 38640, Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland) fiir I min geédtzt. Danach wurde die Zitronensdure fiir 30 s ohne

Druck mit sterilem Wasser abgespiilt.

3.6 Entfernung der Pellikel der /n-situ-Proben

Zur Entfernung der Pellikel wurden die erodierten Proben in Eppendorf-Reaktionsgefif3e (Safe-
Lock Tubes 2,0 ml, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) gelegt, die mit jeweils 500 pl Tri-
tonlosung befiillt worden waren. Zur Herstellung von 4 ml Tritonlosung wurden 400 pl Tris-
HCIl-NaCl-Puffer (Tris Pufferan®>99,5% p.a., Carl Roth GmbH+Co0.KG, Karlsruhe, Deutsch-
land), 40 pl Triton x 100 (Triton x 100 reinst., Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe, Deutsch-
land) und 3560 pl steriles Wasser gemischt. Die Proben wurden fiir 5 s gevortext, bevor sie fiir
5 min auf Eis gekiihlt wurden. Danach wurden sie in mit RIPA-Puffer befiillte Eppendorf-Re-
aktionsgefidlle gelegt und abermals fiir 5 s gevortext. Um 4 ml RIPA-Puffer herzustellen wurden
400 ul RIPA Buffer mit 3600 pl sterilem Wasser gemischt. Nach 5 min im eisgekiihlten Ultra-
schallbad wurden die Proben erneut gevortext und der RIPA-Puffer wurde mit VE-Wasser ab-
gespiilt.

Fiir 24 h wurden die Proben dann in Wellplatten luftgetrocknet.

Nachdem die Proben fiir 24 h getrocknet wurden, mussten sie zeitnah mittels FRT- Messgerit
und Mikrohdrtemessgerit ausgewertet werden, da die Gefahr der ibermifligen Versprodung
der Priitkorper an der Luft bestand und somit ein verfélschtes Ergebnis zu erwarten gewesen

ware.

- 18 -



Material und Methode

3.7 Untersuchungsmethoden der gewonnenen Priifkorper

3.7.1 FRT- Scan

Bevor die Proben untersucht wurden, wurden sie mit sterilem Wasser abgespiilt und vosichtig
auf fusselfreien Tiichern luftgetrocknet.

Mit dem FRT MicroProf (Fries Research & Technologie GmbH, Art. Nr. MPR 10099, Ber-
gisch Gladbach, Deutschland) wurde die Oberfldache der Priitkorper abgescannt, um die Rau-
higkeit der geédtzten Seite von der Rauhigkeit der ungeétzen Seite zu differenzieren, ebenso
sollte der Volumenabtrag der Proben bestimmt werden. Hierfiir wurden die Proben mit einer
Auflésung von 20 um einer interferometrischen Scanningmessung unterzogen. Hierzu wurde

ein Sensor mit einem Scanbereich von 500 um x 500 um gwébhlt.

Danach konnten mit Hilfe der Software MarklIII (Fries Research & Technologie GmbH, Art.
Nr. MPR 10099, Bergisch Gladbach, Deutschland) die unterschiedlichen Rauhigkeiten der

Proben bestimmt werden.

Bei dem FRT MicroProf handelt es sich um ein Oberfldchentopographie- und Rauheits-Mess-
gerét, das mit dem Prinzip der chromatischen Aberation arbeitet. Weilles Licht mit ausgeprag-
ter chromatischer Aberation wird auf die Oberfldache des zu priifenden Objektes gestrahlt. Das
Licht, das auf die Priifkérperoberfldche gelangt, wird mit unterschiedlichen Wellenldngen re-
flektiert, abhidngig vom Abstand der Priifkorperoberfliche. Die Wellenldnge des reflektierten
Lichtes ergibt somit iiber eine Kalibrationstabelle die Entfernung des Sensors zur Probe.
Wenn gehéuft Licht, einer bestimmten Wellenlénge, registriert wird, kommt es zu einem
Peak. Die Entfernung zum Priitkorper kann durch diesen Peak gemessen werden. So kann die

Priitkorperoberflache dargestellt werden.
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MeRbereich

Abb. 3 links: Veranschaulichung des Messverfahrens des optischen Sensors. Je nachdem, welche Farbe
des Lichtes auf der Oberfliche im Fokus liegt, ergeben sich unterschiedliche Messwerte im Spektrometer
(,,Bedienungsanleitung FRT Micro Prof, 2009¢) rechts: Abbildung des verwendeten FRT-Scanners

Nachdem die Priifkérper mittels des FRT-Scanners abgescannt wurden, wurden sie mit der
Datenanalysesoftware Mark III ausgewertet, und die Rauheit der Oberflache bestimmt (siehe

Bedienungsanleitung FRT Mark III Version 3.10).

Es wurden pro Proband 4 Priitkorper je Spiillosung (n = 47) ausgewertet. Fiir die In-vitro-
Versuche wurden je Spiillosung 2 Priitkorper (n = 6) ausgewertet. Pro Priifkorper wurden je-
weils 4 Oberflichenmessungen durchgefiihrt. 2 Oberflichenmessungen erfolgten auf der un-
gedtzten Seite und 2 auf der geétzten Seite. Aus diesen beiden Messungen wurde fiir jeden
Priifkorper jeweils der Durchschnittswert flir die ungeidtzte Seite und einmal die geédtzte Seite
gebildet. Aus den 4 Priitkoérpern wurde fiir jeden Probanden erneut der Mittelwert fiir die ge-

atzte als auch die ungeétzte Seite errechnet.

3.7.2 Mikrohirtemessung

Zum Vergleich der Hirte der geédtzten Areale der Priitkorperoberfliche mit den ungedtzten Are-
alen der Priitkorperoberflache wurde abermals das Vickers-Héartemessgeriétes (Struers Duramin
5 Microhardnesstester, Serien-Nummer 5655124, Struers A/S, DK-2610 Redovre, Denmark)
verwendet. Es wurden dieselben Voreinstellungen wie bei der Standardisierung getroffen.
(siehe Kapitel 3.2.2). Es wurden pro Proband 4 Priifkrper je Spiillosung (n = 47) ausgewertet.
Fiir die In-vitro-Versuchsreihe wurden 2 Priiftkérper pro Spiillésung (n = 6) verwendet. Pro

Priifkérper wurden jeweils auf 5 Stellen der ungedtzen Oberfldche und auf 5 Stellen der geédtzen
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Oberflache des Priifkorpers Mikrohdrtemessungen durchgefiihrt. Diese 5 gemessenen Werte
der jeweiligen Oberfliche wurden fiir jeden Priitkorper gemittelt. Aus den 4 Priifkérpern wurde

fiir jeden Probanden ein Mittelwert (geétzt/ ungeitzt) errechnet.

3.7.3 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung

a) Vorbereitung der Proben

Zum Transport und zur Lagerung wurden die Proben nach der Mikrohértemessung in
30% -igem Ethanol (Ethanol, Carl-Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe, Deutschland) gela-
gert. Die Entwésserung der Proben erfolgte in einer aufsteigenden Ethanolreihe (50%
— 2 x 10 min, 70% — 1 x 5 min, 80% — 1 x 5 min, 90% — 1 x 5 min, 100% — 2 x
10 min), bevor die Proben 30 min in Hexamethyldisilazane (Hexamethyldisilazane;
98,5%, abcr GmbH&Co.KG, Karlsruhe, Deutschland) eingelegt und dann iiber Nacht

unter dem Abzug getrocknet wurden.
b) Besputterung der Proben

AnschlieBend wurden die Priifkdrper mittels eines leitfadhigen Haftaufklebers (Plano
Leit-Tabs, Plano GmbH, Wetzlar, Deutschland) auf REM-Probeteller (0,5’ Aluminium
Specimen Stubs, Agar Scientific Ltd, Essex, England) aufgebracht und mit Hilfe des
Sputtercoaters (Model SCD 030, Leica Mikrosysteme Vertriecb GmbH, Wetzlar,
Deutschland ehem. Bal-Tec) mit einer leitfahigen, ultradiinnen Kohleschicht (Kohle-

garn ca.0,7 g/m, Plano GmbH, Wetzlar, Deutschland) besputtert.
¢) Rasterelektronenmikroskopische Analyse der Proben

Zur Beurteilung der Oberflichenmorphologie vor und nach der Behandlung der Priif-
korper mit dem erosiven Reagenz wurde das Rasterelektonenmikroskop (FEI/Philips
XL30 FEG ESEM with Electron Backscatter Diffraction analysis and Energy-Disper-
sive X-ray capability, FEI Corporate Headquarters, Oregon, USA) verwendet. Die Ein-
stellungen fiir das Rasterelektronenmikroskop, wie der Neigungswinkel, die Spot Gré3e

und der Scanmodus, wurden fiir alle Proben konstant gehalten.

Es wurden von jedem Priifkdrper eine Ubersichtsaufnahme in 24-facher VergréBerung
und dann jeweils von der ungedtzen sowie von der gedtzen Seite Aufnahmen in 500-,
1.000-, 5.000-, 10.000-, 20.000-facher Vergroerung angefertigt. So konnten systema-

tisch der erosive Einfluss der Zitronensdure auf die Dentinpriitkoper, im Vergleich zur
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3.8

ungedtzen Seite der Priifkorper, unter dem Einfluss der verschiedenen Spiillosungen un-

tersucht werden.

Zum Vergleich wurden exemplarisch Dentinpriitkérper von einem Probanden, bei dem
der Pellikel nicht entfernt, sondern fixiert wurde, mittels Rasterelektronenmikroskop

untersucht.

Vorversuche und endgiiltige Festlegung der Methodik

Bis die endgiiltige Methodik schlieBlich feststand, mussten einige Vorversuche und Modifizie-

rungen der Versuchsparameter vorgenommen werden.

3.8.1
a)

b)

Vorversuch mit Pellikel
Intraorale Exposition
Es erfolgte keine Standardisierung der Dentinpriifkorper vor der intraoralen Exposition.
Nach Insertion der Schienen, die mit jeweils 2 Dentinpriifkérpern links und rechts be-
stiickt waren, in die Mundhohle der Probanden, wurde nach 3 min mit der jeweiligen
Spiillésung (Tanninsdurelosung, theranovis®, steriles Wasser) fiir 30 s gespiilt. Nach
30 min intraoraler Expositionszeit wurden die vorderen Priiftkérper von den Schienen
(links und rechts) entfernt und fiir die weitere Untersuchung vorbereitet. Die Schiene
wurde wiedereingesetzt und die Probanden spiilten erneut fiir 30 s mit der jeweiligen
Spiillésung. Die Proben wurden fiir weitere 1,5 h im Mund belassen, bevor erneut fiir
30 s mit der jeweiligen Mundspiillosung gespiilt wurde. Dann wurden die Schienen aus
der Mundhohle genommen und die Proben ebenso vorbereitet.
Somit sind Proben mit 30 min intraoraler Expositionszeit und Proben mit 2 h intraoraler
Expositionszeit entstanden.
Sdureerosion und Vorbereitung der Proben zur weiteren Analyse
Die Dentinpriifkdrper wurden fiir 1 min mit 1 pl 5%-iger Zitronensiure (Citric acid
analytical grade 38640, Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland) halb-
seitig geitzt.
Nach der Saureexposition wurde der Pellikel mit der Fixierlosung fiir REM (2%-iges
Glutaraldehyd in 0,1 M Cacodylatpuffer) 2 h fixiert. Danach wurden die Proben 5-mal
fiir 10 min in 0,1 M Cacodylat Puffer gespiilt. Bevor die Proben mittels FRT-Scan und
Mikrohartemessgerdt untersucht wurden, wurden sie mit sterilem Wasser abgespiilt und
kurz luftgetrocknet. Es folgte eine aufsteigende Ethanolreihe (50% — 2 x 10 min, 70%

— 1 x 5 min, 80% — 1 x 5 min, 90% — 1 x 5 min, 100% — 2 x 10 min), bevor die
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3.8.2

b)

Proben 30 min in Hexamethyldisilazane (Hexamethyldisilazane; 98,5%, abcr
GmbH&Co.KG, Karlsruhe, Deutschland) eingelegt und dann iiber Nacht unter dem Ab-
zug getrocknet wurden. Dann wurden die Proben mittels Rasterelektronenmikroskop

untersucht.

Versuchsreihe mit und ohne Pellikel
Intraorale Exposition
Der Ablauf der In-situ-Versuchreihe erfolgte wie bei den Vorversuchen. Die intraorale
Expositionszeit betrug 2 h (siche Kapitel 3.8.1).
Vorbereitung der Proben zur weiteren Analyse
Bei der Hilfte der Proben wurde nun die Pellikel fixiert, bei der anderen Halfte wurde
der Pellikel entfernt. Der Pellikel sollte zur besseren Inspektion der Dentinoberflache
der Proben unter dem Rasterelektronenmikroskop entfernt werden.
Dies sollte mittels 3% NaOCI (Natriumhypochlorid-Losung 3% DAC 500 ml, Hedin-
ger, Stuttgart, Deutschland) erfolgen. Jedoch konnte mit diesem Reagenz die Oberfla-
che der Proben nicht ausreichend von der Pellikelschicht befreit werden.
Zur endgiiltigen Entfernung der Pellikel wurden die erodierten Proben in Eppendorf-
Reaktionsgefialle (Safe-Lock Tubes 2,0 ml, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) ge-
legt, die mit jeweils 500 pl Tritonlésung befiillt worden waren. Die Proben wurden fiir
5 s gevortext, bevor sie fiir 5 min auf Eis gekiihlt wurden. Danach wurden sie in mit
RIPA-Puffer befiillte Eppendorf-Reaktionsgefille gelegt und abermals fiir 5 s gevortext.
Nach 5 min im eisgekiihlten Ultraschallbad wurden die Proben erneut gevortext und der
RIPA-Puffer mit VE-Wasser abgespiilt. (Zur Herstellung des Triton- und RIPA-Puffers
siche Kapitel 3.6) Die andere Hilfte der Proben wurde fixiert. Nachdem die Proben
einmal mit sterilem Wasser gespiilt wurden, erfolgte eine zweistiindige Fixierung in
2%-1ger Glutaraldehydlosung (in 0,1 M Cacodylatpuffer). Die Proben wurden 5-mal fiir
jeweils 10 min mit 0,1 M Cacodylatpuffer gespiilt. Sowohl die gereinigten als auch die
fixierten Priifkorper wurden mit dem FRT und dem Rasterelektronenmikroskop nach-

untersucht.

3.8.2.1 Versuchsreihe mit Standardisierung und mit endgiiltigen Versuchspara-

metern
a) Standardisierung

Das genaue Procedere der Standardisierung ist in Kapitel 3.2.2 beschrieben.
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b) Intraorale Exposition
Ab dieser Versuchsreihe wurden die endgiiltigen Versuchsparameter verwendet.

Die In-situ-Tragezeit der Schienen wurde auf 2,5 h verlangert. Die Spiilungen mit Tan-
ninsdurelosung, theranovis® oder dem sterilen Wasser wurden nach 3 min, 30 min, 60

min, 90 min und 120 min durchgefiihrt.

c¢) Sdureerosion und Vorbereitung der Proben zur weiteren Analysierung

Die Nachbereitung der Proben erfolgte wie in der vorherigen Versuchsreihe (sieche Ka-
pitel 3.8.3). Allerdings wurde die Konzentration der Zitronensiure auf 1% gesenkt.

Es wurden wieder die Halfte der Proben fixiert, die andere Hilfte der Proben wurde von
der Pellikel gereinigt. Die fixierten Proben wurden allerdings nicht mit dem FRT aus-

gewertet und nicht Mikrohdrtemessungen unterzogen.
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4  Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der Vorversuche

4.1.1 Ergebnisse Vorversuch mit Pellikel

a) FRT- Auswertungen

Die Ausgangsrauhigkeit der unerodierten Priitkorper (in-situ) nach Spiilung mit der
Kontrollspiilung betrug sRq= 0,09 um mit einer Standardabweichung von 0,06 pm,
nach Spiilung mit Tanninsdurelésung betrug sRq= 0,17 um mit einer Standardabwei-
chung von 0,02 um und nach Spiilung mit theranovis® betrug sRq = 0,16 um mit einer
Standardabweichung von 0,02 um. Nach der Sdureeinwirkung konnte, unabhingig da-

von mit welcher Spiillésung gespiilt wurde, bei fast jeder Messung eine Zunahme der

Oberflachenrauhigkeit

Die Mittelwerte und die Standardabweichungen der Oberflaichenmessungen ohne und

mit Sduredtzung der Probandenpriitkérper mit einer Expositionszeit von 30 min sowie

2 h sind in

Abb. 4 und Abb. 5 dargestellt.

festgestellt werden.

sRq Absolutwerte
Kontrolle Tanninsaure Theranovis
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Abb. 4 Darstellung der Ergebnisse der sRq-Messungen der Vorversuche mit Pellikel. Eine Standardisierung
der Dentinpriifkorper ist nicht erfolgt. Es sind jeweils die sRq Absolutwerte bei In-situ-Anwendung der
Spiillosungen Kontrolle (blau), Tanninsiure (rot) und Theranovis (griin) aller Probanden (Pr1, Pr2, Pr3)
dargestellt. Die unifarbenen Balken stellen die Messungen vor der Siureitzung im Vergleich zu den ge-
streiften Balken nach der Sdureéitzung dar. Alle Werte sind mit Standardabweichungen angegeben. Nach
3 min intraoraler Expositionszeit erfolgte eine erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung; nach
weiteren 30 min intraoraler Expositionszeit erfolgte eine zweite Spiilung fiir jeweils 30 s; nach Entnahme

erfolgte die einminiitige Atzung mit 5%-iger Zitronensiure.
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Abb. 5 Darstellung der Ergebnisse der sRq-Messungen der Vorversuche mit Pellikel. Eine Standardisierung
der Dentinpriifkorper ist nicht erfolgt. Es sind jeweils die sRq-Absolutwerte bei In-situ-Anwendung der
Spiillosungen Kontrolle (blau), Tanninsiure (rot) und Theranovis (griin) aller Probanden (Pr1, Pr2, Pr3)
der In-Situ-Messungen dargestellt. Die unifarbenen Balken stellen die Messungen vor der Sdureéitzung im
Vergleich zu den gestreiften Balken nach der Siureitzung dar. Alle Werte sind mit Standardabweichungen
angegeben. Nach 3 min intraoraler Expositionszeit erfolgte eine erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen
Spiillosung; nach weiteren 30 min und nach 1,5 h intraoraler Expositionszeit erfolgte eine zweite und eine
dritte Spiilung fiir jeweils 30 s; nach zweistiindiger intraoraler Exposition erfolgte die Entnahme der Den-
tinpriifkérper und die einminiitige Atzung mit 5%-iger Zitronensiure.

b) Mikrohdrtemessungen

Die Ausgangsmikrohirte der unerodierten Dentinpriifkorper (in-situ) betrug nach der
Spiilung mit Wasser 56,8 mit einer Standardabweichung von 9,07, die Ausgangsmikro-
hirte der Dentinpriifkérper nach Spiilung mit der Tanninsdurelosung betrug 48,1 mit
einer Standardabweichung von 3,11 und die Ausgangsmikrohérte der Dentinpriifkorper,
die mit theranovis® bespiilt wurden, betrug 48,1 mit einer Standardabweichung von
1,34. Nach der Sdureeinwirkung konnte, unabhangig davon mit welcher Spiillosung ge-
spiilt wurde, bei fast jeder Messung eine Abnahme der Mikrohérte festgestellt werden.
Die Mittelwerte und die Standardabweichungen der Mikrohédrtemessungen ohne und
mit Sduredtzung der einzelnen Probanden mit den Expositionszeiten von 30 min sowie

2 h sind in Abb. 6 und Abb. 7 dargestellt.
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Mikrohdrte Absolutwerte
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Abb. 6 Darstellung der Ergebnisse der Mikrohirtemessungen der Vorversuche mit Pellikel. Eine
Standardisierung der Dentinpriifkorper ist nicht erfolgt. Es sind jeweils die Mikrohirte Absolut-
werte bei In-situ-Anwendung der Spiillosungen Kontrolle (blau), Tanninséiure (rot) und Therano-
vis (griin) aller Probanden (Pr1, Pr2, Pr3) der In-Situ-Messungen dargestellt. Die unifarbenen Bal-
ken stellen die Messungen vor der Sdureiitzung im Vergleich zu den gestreiften Balken nach der
Sédureiitzung dar. Alle Werte sind mit Standardabweichungen angegeben. Nach 3 min intraoraler
Expositionszeit erfolgte eine erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung; nach weiteren 30
min intraoraler Expositionszeit erfolgte eine zweite Spiilung fiir jeweils 30 s mit der jeweiligen
Spiillssung; nach Entnahme erfolgte die einminiitige Atzung mit 5%-iger Zitronensiure.

Mikroharte Absolutwerte
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40,00 - ;2 ’ —

%/
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Abb. 7 Darstellung der Ergebnisse der Mikrohirtemessungen der Vorversuche mit Pellikel. Eine
Standardisierung der Dentinpriifkorper ist nicht erfolgt. Es sind jeweils die Mikrohirte Absolut-
werte bei In-situ-Anwendung der Spiillosungen Kontrolle (blau), Tanninséiure (rot) und Therano-
vis (griin) aller Probanden (Pr1, Pr2, Pr3) dargestellt. Die unifarbenen Balken stellen die Messun-
gen vor der Siureidtzung im Vergleich zu den gestreiften Balken nach der Siureitzung dar. Alle
Werte sind mit Standardabweichungen angegeben. Nach 3 min intraoraler Expositionszeit erfolgte
eine erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung, nach weiteren 30 min und nach 1,5 h
intraoraler Expositionszeit erfolgte eine zweite und eine dritte Spiilung fiir jeweils 30 s, nach zwei-
stiindiger intraoraler Exposition erfolgte die Entnahme der Dentinpriifkorper und die einminiitige
Atzung mit 5%-iger Zitronensiure.
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4.1.2 Ergebnisse der Versuchsreihen mit und ohne Pellikel
FRT-Auswertungen

In dieser Versuchsreihe wurde die Pellikel bei der einen Halfte der Priifkorper fixiert,
bei der anderen Hilfe der Priifkérper entfernt. Dies ermoglicht einen direkten Vergleich
der Priifkérper mit und ohne Pellikel.

Die Ausgangsrauhigkeit der unerodierten Priitkorper mit Pellikel (in-situ) nach Spililung
mit der Kontrollspiilung betrug sRq = 0,05 um, nach Spiilung mit Tanninsdureldsung
betrug sRq = 0,06 um und nach Spiilung mit theranovis® betrug sRq = 0,04 um. Nach
der Saureeinwirkung konnte, unabhingig davon mit welcher Spiillosung gespiilt wurde,
bei jeder Messung eine Zunahme der Oberflachenrauhigkeit festgestellt werden.

Die Ausgangsrauhigkeit der unerodierten Priifkérper ohne Pellikel (in-situ) nach Spii-
lung mit der Kontrollspiilung betrug sRq = 0,04 um, nach Spiilung mit Tanninsdurelo-
sung betrug sRq = 0,05 um und nach Spiilung mit theranovis® betrug sRq = 0,05 um.
Nach der Siureeinwirkung konnte, unabhingig davon mit welcher Spiillosung gespiilt
wurde, bei jeder Messung eine Zunahme der Oberflichenrauhigkeit festgestellt werden.
Im direkten Vergleich fillt auf, dass die Priifkdrper ohne Pellikel nach der Sdureeinwir-
kung deutlich rauer sind.

Die Werte der Oberflaichenmessungen ohne und mit Sduredtzung der Probandenpriif-

korper mit und ohne fixierter Pellikel sind in Abb. 8 und Abb. 9 dargestellt.

sRq Absolutwerte

Kontrolle Tanninsdure Theranovis
0,160
0,140 f—%/ /
0,120 4 %
0,100 4 //
§ 0,080
0,060 -
0,040 4
0,000 -

Abb. 8 Darstellung der Ergebnisse der sRq-Messungen der Vorversuche mit Pellikel. Eine Stan-
dardisierung der Dentinpriifkorper ist nicht erfolgt. Es sind jeweils die sRq Absolutwerte bei In-
situ-Anwendung der Spiillosungen Kontrolle (blau), Tanninséure (rot) und Theranovis (griin) der
In-Situ-Messungen dargestellt. Die unifarbenen Balken stellen die Messungen vor der Sdureéitzung
im Vergleich zu den gestreiften Balken nach der Sdureéitzung dar. Nach 3 min intraoraler Exposi-
tionszeit erfolgte eine erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung, nach weiteren 30 min
und nach 1,5 h intraoraler Expositionszeit erfolgte eine zweite und eine dritte Spiilung fiir jeweils
30 s, nach zweistiindiger intraoraler Exposition erfolgte die Entnahme der Dentinpriifkérper und
die einminiitige Atzung mit 5%-iger Zitronensiure.
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b)

sRq Absolutwerte
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Abb. 9 Darstellung der Ergebnisse der sRq-Messungen der Vorversuche ohne Pellikel. Eine Stan-
dardisierung der Dentinpriifkorper ist nicht erfolgt. Es sind jeweils die Absolutwerte bei In-situ-
Anwendung der Spiillosungen Kontrolle (blau), Tanninséiure (rot) und Theranovis (griin) der In-
Situ-Messungen dargestellt. Die unifarbenen Balken stellen die Messungen vor der Siureitzung im
Vergleich zu den gestreiften Balken nach der Sdureitzung dar. Nach 3 min intraoraler Expositi-
onszeit erfolgte eine erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung, nach weiteren 30 min und
nach 1,5 h intraoraler Expositionszeit erfolgte eine zweite und eine dritte Spiilung fiir jeweils 30 s,
nach zweistiindiger intraoraler Exposition erfolgte die Entnahme der Dentinpriifkorper und die
einminiitige Atzung mit 5%-iger Zitronensiure.

Mikrohdrtemessungen

In dieser Versuchsreihe wurde die Pellikel bei der einen Halfte der Priifkorper fixiert,
bei der anderen Halfe der Priifkérper entfernt. Dies ermoglicht einen direkten Vergleich
der Priifkérper mit und ohne Pellikel.

Die Ausgangsmikrohirte der unerodierten Dentinpriiftkorper mit Pellikel (in situ) betrug
nach der Spiilung mit Wasser 54,2, die Ausgangsmikrohérte der Dentinpriitkorper nach
Spiilung mit der Tanninsdurelosung betrug 49,1 und die Ausgangsmikrohérte der Den-
tinpriifkdrper, die mit theranovis® bespiilt wurden, betrug 50,7. Nach der Sdureeinwir-
kung konnte, unabhéngig davon mit welcher Spiillosung gespiilt wurde, bei fast jeder
Messung eine Abnahme der Mikrohirte festgestellt werden unabhédngig davon, ob die
Pellikel abgelost oder fixiert wurde.

Die Ausgangsmikrohidrte der unerodierten Dentinpriifkérper ohne Pellikel (in situ) be-
trug nach der Spililung mit Wasser 64,5, die Ausgangsmikrohirte der Dentinpriifkorper
nach Spiilung mit der Tanninsdureldsung betrug 50,5 und die Ausgangsmikrohirte der
Dentinpriifkérper, die mit theranovis® bespiilt wurden, betrug 37,9. Die Werte der
Mikrohértemessungen ohne und mit Sduredtzung der Probandenpriifkérper mit und

ohne fixierter Pellikel sind in Abb. 10 und Abb. 11 dargestellt.
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Abb. 10 Darstellung der Ergebnisse der Mikrohirtemessungen der Vorversuche mit Pellikel. Eine
Standardisierung der Dentinpriifkorper ist nicht erfolgt. Es sind jeweils die bei In-situ-Anwendung
der Spiillosungen Kontrolle (blau), Tanninséiure (rot) und Theranovis (griin) der In-Situ-Messun-
gen dargestellt. Die unifarbenen Balken stellen die Messungen vor der Sdureitzung im Vergleich
zu den gestreiften Balken nach der Siureidtzung dar. Nach 3 min intraoraler Expositionszeit er-
folgte eine erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung, nach weiteren 30 min und nach 1,5
h intraoraler Expositionszeit erfolgte eine zweite und eine dritte Spiilung fiir jeweils 30 s, nach
zweistiindiger intraoraler Exposition erfolgte die Entnahme der Dentinpriifkorper und die ein-
miniitige Atzung mit 5%-iger Zitronensiure.
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Abb. 11 Darstellung der Ergebnisse der Mikrohéirtemessungen der Vorversuche ohne Pellikel. Eine
Standardisierung der Dentinpriifkorper ist nicht erfolgt. Es sind jeweils die Absolutwerte bei In-
situ-Anwendung der Spiillosungen Kontrolle (blau), Tanninsiure (rot) und Theranovis (griin) der
In-Situ-Messungen dargestellt. Die unifarbenen Balken stellen die Messungen vor der Sdureéitzung
im Vergleich zu den gestreiften Balken nach der Sdureéitzung dar. Nach 3 min intraoraler Exposi-
tionszeit erfolgte eine erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung, nach weiteren 30 min
und nach 1,5 h intraoraler Expositionszeit erfolgte eine zweite und eine dritte Spiilung fiir jeweils
30 s, nach zweistiindiger intraoraler Exposition erfolgte die Entnahme der Dentinpriifkorper und
die einminiitige Atzung 5%-iger Zitronensiure.

4.1.3 Ergebnisse der Versuchsreihen mit endgiiltigen Versuchsparametern
sowie Standardisierung

FRT-Auswertungen

Die Ausgangsrauhigkeit der unerodierten Priifkorper (in-sifu) nach Spiilung mit der
Kontrollspiilung betrug sRq = 0,21 pm mit einer Standardabweichung von 0,07 pm,
nach Spililung mit Tanninsdurelésung betrug sRq = 0,24 pm mit einer Standardabwei-

chung von 0,05 um und nach Spiilung mit theranovis® betrug sRq = 0,18 um mit einer
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b)

Standardabweichung von 0,04 um. Nach der Saureeinwirkung konnte, unabhingig da-
von mit welcher Spiillésung gespiilt wurde, bei fast jeder Messung eine Zunahme der
Oberflachenrauhigkeit festgestellt werden.

Die Mittelwerte und die Standardabweichungen der Oberflichenmessungen ohne und

mit Sduredtzung der Probandenpriitkorper sind in Abb. 12 dargestellt.
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Abb. 12 Darstellung der Ergebnisse der sRq-Messungen der Vorversuche mit endgiiltigen
Versuchsparametern und Standardisierung der Dentinpriifkorper. Es sind jeweils die
Absolutwerte bei In-situ-Anwendung der Spiillosungen Kontrolle ( blau), Tanninsiure (rot) und
Theranovis (griin) dargestellt. Es wurden Priifkorper eines Probanden (Pr 1 ) untersucht. Die
unifarbenen Balken stellen die Messungen vor der Siureitzung im Vergleich zu den gestreiften
Balken nach der Sdureitzung dar. Alle Werte sind mit Standardabweichungen angegeben. Nach 3
min intraoraler Expositionszeit erfolgte eine erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung,
nach weiteren 30 min und nach 1,5 h intraoraler Expositionszeit erfolgte eine zweite und dritte
Spiilung fiir jeweils 30 s, nach zweistiindiger intraoraler Exposition erfolgte die Entnahme der
Dentinpriifkérper und die einminiitige Atzung mit 5%-iger Zitronensiure; es erfolgte eine Stan-
dardisierung der Dentinpriifkorper.

Mikrohdrtemessungen

Die Ausgangsmikrohirte der unerodierten Dentinpriitkorper (in situ) betrug nach der
Spiilung mit Wasser 52,85 mit einer Standardabweichung von 5,05, die Ausgangs-
mikrohérte der Dentinpriifkdrper nach Spiilung mit der Tanninséurelosung betrug 59,05
mit einer Standardabweichung von 5,91 und die Ausgangsmikrohérte der Dentinpriif-
korper, die mit theranovis® bespiilt wurden, betrug 54,74 mit einer Standardabwei-
chung von 5,61. Nach der Sdureeinwirkung konnte, unabhéngig davon mit welcher
Spiillosung gesptilt wurde bei fast jeder Messung eine Abnahme der Mikrohérte festge-
stellt werden.

Die Mittelwerte und die Standardabweichungen der Mikrohédrtemessungen ohne und

mit Sduredtzung sind in Abb. 13 dargestellt.
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Abb. 13 Darstellung der Ergebnisse der Mikrohiirtemessungen der Vorversuche mit endgiiltigen
Versuchsparametern und Standardisierung der Dentinpriifkorper. Es sind jeweils die
Absolutwerte bei In-situ-Anwendung der Spiillosungen Kontrolle ( blau), Tanninsiure (rot) und
Theranovis (griin) dargestellt. Es wurden Priifkorper eines Probanden (Pr 1) untersucht. Die
unifarbenen Balken stellen die Messungen vor der Siureitzung im Vergleich zu den gestreiften
Balken nach der Sdureitzung dar. Alle Werte sind mit Standardabweichungen angegeben. Nach 3
min intraoraler Expositionszeit erfolgte eine erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillésung,
nach weiteren 30 min und nach 1,5 h intraoraler Expositionszeit erfolgte eine zweite und eine dritte
Spiilung fiir jeweils 30 s, nach zweistiindiger intraoraler Exposition erfolgte die Entnahme der
Dentinpriifkérper und die einminiitige Atzung mit 5%-iger Zitronensiure; es erfolgte eine Stan-
dardisierung der Dentinpriifkorper.

4.2 Ergebnisse der Versuche mit endgiiltigen Versuchsparametern

4.2.1 Ergebnisse der FRT- Auswertungen

Die Ausgangsrauhigkeit der unerodierten Priifkorper (in-situ) nach Spiilung mit der Kontroll-
splilung betrug sRq = 0,18 um mit einer Standardabweichung von 0,03 pm, nach Spiilung mit
Tanninsdureldsung betrug sRq = 0,22 um mit einer Standardabweichung von 0,04 um und nach
Spiilung mit theranovis® betrug sRq = 0,18 um mit einer Standardabweichung von 0,01 pm.
Die unerodierten /n-vitro-Priifkérper, die mit der Kontrollspiilung behandelt wurden, hatten
eine Ausgangsrauhigkeit von 0,22 um mit einer Standardabweichung von 0,03 um, die, die mit
Tanninsdurelosung behandelt wurden, hatten eine Ausgangsrauhigkeit von 0,25 pm mit einer
Standardabweichung von 0,02 um und die mit theranovis® behandelten, hatten eine Ausgangs-
rauhigkeit von 0,29 um mit einer Standardabweichung von 0,02 um. Nach der Saureeinwirkung
konnte, unabhéngig davon mit welcher Spiillosung gespiilt wurde, sowohl bei den In-situ-Ver-
suchen als auch bei den In-vitro-Versuchen, bei fast jeder Messung eine Zunahme der Oberfla-

chenrauhigkeit festgestellt werden.

Die Mittelwerte und die Standardabweichungen der Oberflichenmessungen ohne und mit Séu-
redtzung der Probandenpriifkorper sind in Abb. 14 dargestellt. Hier zeigt sich, dass die Priif-
korper der In-vitro-Reihe nach der Sduredtzung deutlich rauer sind als die Priifkérper der In-

situ-Reihe.
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Abb. 14: Darstellung der Ergebnisse der sRq Messungen. Es sind jeweils die Absolutwerte der Spiillosun-
gen Kontrolle (blau), Tanninsdure (rot) und Theranovis (griin) aller Probanden (Pr1, Pr2, Pr3, Pr 4) der
In-Situ-Messungen, als auch fiir die In-vitro-Messungen (iv) dargestellt. Die unifarbenen Balken stellen die
Messungen vor der Siureitzung im Vergleich zu den gestreiften Balken nach der Siureitzung dar. Alle
Werte sind mit Standardabweichungen angegeben. Nach 3 min intraoraler Expositionszeit erfolgte eine
erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung, danach wurde alle 30 min fiir 30 s mit der jeweiligen
Spiillosung (insgesamt 5 Spiilungen) gespiilt. Nach 2,5 h intraoraler Expositionszeit erfolgte die Ent-
nahme der Dentinpriifkérper und die einminiitige Atzung mit 1%-iger Zitronensiure.

Die zugehdrigen Medianwerte sind in Abb. 15 und Abb. 16 dargestellt.
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Abb. 15 Darstellung der Medianwerte, die aus den sRq Absolutwerten aller Probanden (Pr1, Pr2, Pr3,
Pr4) bei In-situ-Anwendung der Spiillosungen gebildet wurden. Es sind jeweils die Medianwerte der ein-
zelnen Probanden fiir die einzelnen Spiillésungen Kontrolle (blau), Tanninséure (rot) und Theranovis
(griin) dargestellt. Die unifarbenen Balken stellen die Messungen vor der Siureitzung im Vergleich zu
den gestreiften Balken nach der Siureitzung dar. Nach 3 min intraoraler Expositionszeit erfolgte eine
erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung, danach wurde alle 30 min fiir 30 s mit der jeweiligen
Spiillosung (insgesamt 5 Spiilungen) gespiilt. Nach 2,5 h intraoraler Expositionszeit erfolgte die Entnahme
der Dentinpriifkérper und die einminiitige Atzung mit 1%-iger Zitronensiure.
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Abb. 16 Darstellung der Medianwerte, die aus den sRq-Absolutwerten bei In-vitro-Anwendung der Spiillo-
sungen gebildet wurden. Es sind jeweils die Medianwerte der Spiillosungen Kontrolle (blau), Tanninsiure
(rot) und Theranovis (griin) aus den Messnungen der einzelnen Probanden dargestellt. Die unifarbenen
Balken stellen die Messungen vor der Siureitzung im Vergleich zu den gestreiften Balken nach der Siu-
reitzung dar. Nach 3 min Expositionszeit erfolgte eine erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung,
danach wurde alle 30 min fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung (insgesamt 5 Spiilungen) gespiilt. Nach 2,5
h Expositionsdauer erfolgte die Entnahme der Dentinpriifkorper aus den Wellplatten und die einminiitige
Atzung mit 1%-iger Zitronensiure.

In Abb. 17 und Abb. 18 sind die Mittelwerte der sRq-Werte der einzelnen Spiillésungen vor
und nach der Sdureexposition fiir die In-situ- und In-vitro-Versuche graphisch dargestellt.
Hierzu wurden aus den Werten der einzelnen Priitkorper (ungeétzt/geitzt) fiir jeden Probanden
die In-vitro-Reihe Mittelwerte errechnet. Fiir jede Spiillosung wurde dann aus den jeweiligen
Probandenmittelwerten erneut ein Mittelwert (ungeétzt/geétzt) errechnet und dazu die Stan-

dardabweichung erhoben.
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Abb. 17: Darstellung der Mittelwerte mit der jeweiligen Standardabweichung, die aus den sRq-Absolut-
werten bei In-situ-Anwendung der Spiillosungen gebildet wurden. Es sind jeweils die Medianwerte der
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Spiillosungen Kontrolle (blau), Tanninséiure (rot) und Theranovis (griin) aus den Messungen der einzel-
nen Probanden dargestellt. Die unifarbenen Balken stellen die Messungen vor der Siureitzung im Ver-
gleich zu den gestreiften Balken nach der Sidureitzung dar. Nach 3 min intraoraler Expositionszeit er-
folgte eine erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung, danach wurde alle 30 min fiir 30 s mit der
jeweiligen Spiillosung (insgesamt S Spiilungen) gespiilt. Nach 2,5 h intraoraler Expositionszeit erfolgte die
Entnahme der Dentinpriifkorper und die einminiitige Atzung mit 1%-iger Zitronensiure.
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Abb. 18: Darstellung der Mittelwerte mit der jeweiligen Standardabweichung, die aus den sRq-Absolut-
werten bei In-vitro-Anwendung der Spiillosungen gebildet wurden. Es sind jeweils die Medianwerte der
Spiillosungen Kontrolle (blau), Tanninséiure (rot) und Theranovis (griin) aus den Messungen dargestellt.
Die unifarbenen Balken stellen die Messungen vor der Siureitzung im Verlgleich zu den gestreiften Bal-
ken nach der Siureitzung dar. Nach 3 min Expositionszeit erfolgte eine erste Spiilung fiir 30 s mit der je-
weiligen Spiillosung, danach wurde alle 30 min fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung (insgesamt 5 Spii-
lungen) gespiilt. Nach 2,5 h Expositionszeit erfolgte die Entnahme der Dentinpriifkorper aus den Well-
platten und die einminiitige Atzung mit 1%-iger Zitronensiure.

Die Ausgangsmikrohirte der unerodierten Dentinpriitkorper (in situ) betrug nach der Spiilung
mit Wasser 57,81 mit einer Standardabweichung von 3,33, die Ausgangsmikrohérte der Den-
tinpriifkdrper nach Spiilung mit der Tanninsdureldsung betrug 61,45 mit einer Standardabwei-
chung von 0,81 und die Ausgangsmikrohirte der Dentinpriifkorper, die mit theranovis® bespiilt
wurden, betrug 64,91 mit einer Standardabweichung von 4,23. Bei den In-vitro-Versuchen be-
trug die Ausgangsmikrohérte der unerodierten Priifkorper, die mit Wasser behandelt wurden,
62,46 mit einer Standardabweichung von 5,36, die Ausgangsmikrohirte der unerodierten Priif-
korper, die mit Tanninsdurelésung behandelt wurden, betrug 63,61 mit einer Standardabwei-
chung von 3,55 und die der Priifkorper, die mit theranovis® behandelt wurden, betrug 61,15
mit einer Standardabweichung von 1,99. Nach der Saureeinwirkung konnte, unabhingig davon
mit welcher Spiillosung gespiilt wurde, sowohl bei den In-vivo-Versuchen, als auch bei den In-

vitro-Versuchen bei fast jeder Messung eine Abnahme der Mikrohérte festgestellt werden.

-35-



Ergebnisse

Die Mittelwerte und die Standardabweichungen der Mikrohédrtemessungen ohne und mit Siu-

redtzung der einzelnen Probanden sind in Abb. 19 dargestellt.
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Abb. 19: Darstellung der Ergebnisse der Mikrohéirtemessungen. Es sind jeweils die Absolutwerte der
Spiillosungen Kontrolle (blau), Tanninsédure (rot) und Theranovis (griin) aller Probanden (Pr1, Pr2, Pr3,
Pr4) bei In-situ-Anwendung der Spiillosungen als auch bei In-vitro-Anwendung (iv) dargestellt. Die uni-
farbenen Balken stellen die Messungen vor der Siureiitzung im Vergleich zu den gestreifen Balken nach
der Siureitzung dar. Alle Werte sind mit Standardabweichung angegeben. Nach 3 min intraoraler Expo-
sitionszeit erfolgte eine erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung, danach wurde alle 30 min fiir
30 s mit der jeweiligen Spiillosung (insgesamt 5 Spiilungen) gespiilt. Nach 2,5 h intraoraler Expositionszeit
erfolgte die Entnahme der Dentinpriifkérper und die einminiitige Atzung mit 1%-iger Zitronensiure.

Die dazugehorigen Medianwerte sind in Abb. 20 und in Abb. 21 dargestellt.
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Abb. 20 Darstellung der Medianwerte, die aus den Mikrohiirte Absolutwerten aller Probanden (Pr1, Pr2,
Pr3, Pr4) bei In-situ-Anwendung der Spiillosungen gebildet wurden. Es sind jeweils die Medianwerte der
einzelnen Probanden fiir die einzelnen Spiillosungen Kontrolle (blau), Tanninséiure (rot) und Theranovis
(griin) dargestellt. Die unifarbenen Balken stellen die Messungen vor der Siureitzung im Vergleich zu
den gestreiften Balken nach der Siureitzung dar. Nach 3 min intraoraler Expositionszeit erfolgte eine
erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung, danach wurde alle 30 min fiir 30 s mit der jeweiligen
Spiillosung (insgesamt 5 Spiilungen) gespiilt. Nach 2,5 h intraoraler Expositionszeit erfolgte die Entnahme
der Dentinpriifkérper und die einminiitige Atzung mit 1%-iger Zitronensiure.
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Abb. 21 Darstellung der Medianwerte, die aus den Mikrohérte Absolutwerten bei In-vitro-Anwendung der
Spiillosungen, gebildet wurden. Es sind jeweils die Medianwerte der Spiillosungen Kontrolle (blau), Tan-
ninsiure (rot) und Theranovis (griin) dargestellt. Die unifarbenen Balken stellen die Messungen vor der
Sédureitzung im Verlgleich zu den gestreiften Balken nach der Siureitzung dar. Nach 3 min Expositionszeit
erfolgte eine erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung, danach wurde alle 30 min fiir 30 s mit

der jeweiligen Spiillosung (insgesamt S Spiilungen) gespiilt. Nach 2,5 h Expositionszeit erfolgte die Ent-
nahme der Dentinpriifkorper aus den Wellplatten und die einminiitige Atzung mit 1%-iger Zitronensiure.

In Abb. 22 und in Abb. 23 sind die Mittelwerte der Mikrohédrtemessungen der einzelnen Spiil-
l6sungen vor und nach der Sdureexposition fiir die /n-situ- und In-vitro-Versuche graphisch
dargestellt. Hierzu wurden aus den Werten der einzelnen Priifkdrper (ungeitzt/gedtzt) fiir jeden
Probanden die /n-vitro-Reihe Mittelwerte errechnet. Fiir jede Spiillésung wurde dann aus den
jeweiligen Probandenmittelwerten erneut ein Mittelwert (ungeétzt/geétzt) errechnet und dazu

die Standardabweichung erhoben.
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Abb. 22: Darstellung der Mittelwerte mit der jeweiligen Standardabweichung, die aus den Mikrohirte
Absolutwerten bei In-vivo-Anwendung der Spiillosungen gebildet wurden. Es sind jeweils die Median-
werte der Spiillosungen Kontrolle (blau), Tanninséiure (rot) und Theranovis (griin) aus den Messungen
der einzelnen Probanden dargestellt. Die unifarbenen Balken stellen die Messungen vor der Sidureitzung
im Vergleich zu den gestreiften Balken nach der Siureitzung dar. Nach 3 min intraoraler Expositionszeit
erfolgte eine erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung, danach wurde alle 30 min fiir 30 s mit
der jeweiligen Spiillosung (insgesamt 5 Spiilungen) gespiilt. Nach 2,5 h intraoraler Expositionszeit erfolgte
die Entnahme der Dentinpriifkérper und die einminiitige Atzung mit 1%-iger Zitronensiure.
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Abb. 23: Darstellung der Mittelwerte mit der jeweiligen Standardabweichung, die aus den Mikrohérte
Absolutwerten bei In-vitro-Anwendung der Spiillosungen gebildet wurden. Es sind jeweils die Median-
werte der Spiillosungen Kontrolle (blau), Tanninsiure (rot) und Theranovis (griin) aus den Messungen
dargestellt. Die unifarbenen Balken stellen die Messungen vor der Sidureitzung im Vergleich zu den ge-
streiften Balken nach der Sdureéitzung dar. Nach 3 min Expositionszeit erfolgte eine erste Spiilung fiir 30
s mit der jeweiligen Spiillosung, danach wurde alle 30 min fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung (insge-
samt 5 Spiilungen) gespiilt. Nach 2,5 h Expositionszeit erfolgte die Entnahme der Dentinpriifkorper aus
den Wellplatten und die einminiitige Atzung mit 1%-iger Zitronensiure.

In den zwei folgenden Tabellen sind nun die Mittelwerte und Standardabweichungen der
Mikrohértemessungen und Rauhigkeitsmessungen fiir die einzelnen Spiillosungen sowohl fiir

die In-situ- als auch die In-vitro-Versuche zusammengefasst.

Tab. 1 Ubersicht iiber die Ergebnisse der sRq-Messungen: Aufgefiihrt sind die Mittelwerte der Messun-
gen der einzelnen Probanden (Prl1, Pr2, Pr3, Pr4), die Mittelwerte der Messwerte der einzelnen In-vitro-
Priifkorper (PK1, PK2), sowie die Mittelwerte aus allen Probanden, die Mittelwerte aus allen In-vitro-
Priifkorpern und die dazugehorigen Standardabweichungen.

Mikrohéarte Dentin ungeéatzt geatzt

in vivo Spiillsg Prl Pr2 Pr3 Pra MW alle Pr [Stabw Prl Pr2 Pr3 Pra MW alle Pr [Stabw
Kontrolle 61,17 53,70 60,99 55,36 57,80 3,33 56,43 51,04 52,70 46,11 51,57 3,71
Tanninsre 61,03 60,51 61,64 62,67 61,46 0,80 56,16 57,14 54,28 51,54 54,78 2,13
Theranovis 67,17 57,59 67,62 67,24 64,90 4,23 58,20 47,97 54,38 56,94 54,37 3,94

in vitro Spiillsg. PK1 PK2 MW beide P{Stabw PK1 PK2 MW beide P{Stabw
Kontrolle 67,82 57,11 62,46 5,36 58,82 50,5 54,66 4,16
Tanninsre 67,16 60,06 63,61 3,55 52 48,94 50,47 1,53
Theranovis 59,16 63,14 61,15 1,99 52,96 57,92 55,44 2,48
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Tab. 2 Ubersicht iiber die Ergebnisse der Mikrohirtemessungen: Aufgefiihrt sind die Mittelwerte der Mes-
sungen der einzelnen Probanden (Pr1, Pr2, Pr3, PR4), die Mittelwerte der Messwerte der einzelnen In-vitro-
Priifkorper (PK1, PK2), sowie die Mittelwerte aus allen Probanden, die Mittelwerte aus allen In-vitro-Priif-
korpern und die dazugehorigen Standardabweichungen.

Rauhigkeit Dentin ungeéatzt geatzt

in vivo Spiillsg Prl Pr2 Pr3 Pr4 MW alle Pr |Stabw Prl Pr2 Pr3 Pr4 MW alle Pr [Stabw
Kontrolle 0,15 0,23 0,17 0,16 0,18| 0,03 0,22 0,31 0,24 0,28 0,26 0,04
Tanninsre 0,17 0,27 0,23 0,23 O,ZZI 0,04} 0,26 0,36 0,34 0,31 0,32 0,04
Theranovis 0,17 0,18 0,17 0,19 0,18 0,01 0,21 0,32 0,32 0,27 0,28 0,04

in vitro Splillsg. PK1 PK2 MW beide P} Stabw PK1 PK2 MW beide P Stabw
Kontrolle 0,19 0,24 0,22 0,03 0,29 0,36 0,32 0,03
Tanninsre 0,28 0,23 0,25 0,02 0,47 0,33 0,4 0,07
Theranovis 0,27 0,31 0,29 0,02 0,35 0,46 0,41 0,06

4.2.2 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung der Dentinpriifkérper

Die Dentinpriifkdrper wurden zuerst in einer Ubersichtsaufnahme mit 24-facher VergroBerung
betrachtet. Schon in der Ubersichtsaufnahme ist bei den meisten Priifkdrpern ein Atzpunkt er-

kennbar, der dunkler und inhomogener erscheint (Abb. 24).

AccV SpotMagn Det WD Exp }—— 1mm
500kv 30 24x SE 105 113 Dentin NO rh Kontrolle 2,5h

Abb. 24 REM-Aufnahme der polierten Rinderdentinoberfliche mit 24-facher Vergroéflerung; der
Priifkorper war fiir 2,5 h dem intraoralen Milieu ausgesetzt. Nach 3 min intraoraler Expositionszeit erfolgte
eine erste Spiilung, danach wurde alle 30 min fiir 30 s (insgesamt 5 Spiilungen) gespiilt. Es ist die Kontroll-
spiilung mit sterilem Wasser abgebildet. Nach 2,5 h intraoraler Expositionszeit erfolgte die Entnahme der
Dentinpriifkérper aus dem intraoralen Milieu und die einminiitige Atzung mit 1%- iger Zitronensiure.
Danach erfolgte die Entfernung der residualen Pellikelstrukturen.
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Im Folgenden sollen die auffilligsten Merkmale, die beobachtet werden kdnnen, beschrieben
werden. In Folgenden sind die Ubersichtsaufnahmen (24-fache VergréBerung) der verschiede-
nen Spiillésungen und der /n-situ-Versuchen als auch der /n-vitro-Versuchen einander gegen-
ibergestellt. Die Abb. 25, Abb. 26, Abb. 27, Abb. 28, Abb. 29, Abb. 30, Abb. 31, Abb. 32 und
Abb. 33 dokumentieren die strukturellen Verdnderungen der Dentinpriifkérper durch die Sdu-

reexposition.

Die Ubersichtsaufnahmen in Abb. 25, Abb. 26 und Abb. 27 zeigen die Oberfliche des Priifkor-
pers. Auf der rechten Seite des Priifkdrpers ist die Sduredtzung mit 1%-iger Zitronensédure zu
erkennen. Diese stellt sich als dunkler, opaker gut abgrenzbarer Bereich dar. Die fiir das Dentin
typischen Dentintubuli, die die Odontoblastenfortsdtze enthalten, sind in dieser VergroBBerung
nicht zu erkennen. Am deutlichsten sind die Sdureerosionspunkte bei der /n-vitro-Reihe zu er-
kennen. Das steht in Einklang mit den sRq-Werten der In-vitro-Versuche, die ebenfalls die
héchste Rauhigkeitszunahme verzeichnen. Bei den in In-vitro-Versuchen ist der Atzpunkt am
deutlichsten bei der Wasserspiilung zu sehen. Dies deutet auf den stirksten Erosionseffekt hin.
Dies scheint ebenso bei den Probanden Pr3 (hier ist fast der komplette Priitkérper der Kontroll-
runde mit Zitronensdure erodiert worden), Pr4 und Prl der Fall zu sein. Sonst l4sst sich beim

Vergleich der Ubersichtsaufnahmen kein einheitliches Ergebnis feststellen.
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Proband 1 Proband 3

AccV SpotMagn Det WD Exp ———— 1mm AccV SpotMagn Det WD Exp ——+—— 1mm
500kV80 25x  SE 101 93  BRDentin rvKontrolle 25h 500kV30 24x  SE 104 101 Dentin KL rv Kontrolle 25h

Proband 2 2 Probar

AccV SpotMagn Det WD Exp AccV SpotMagn Det WD Exp p———+—— 1mm
500kV30 25x  SE 100 1103 500kV30 24x  SE 105 113 Dentin NO rh Kontrolle 2.5h

1n-vitro

AccV SpotMagn Det WD Exp p————— 1mm
500kV30 27x SE 86 174 DentinivKontrolle 2,5h

Abb. 25 REM-Aufnahmen der polierten Rinderdentinoberfliiche mit 24-facher Vergrofierung. Der Priif-
korper war fiir 2,5 h dem intraoralen Milieu ausgesetzt. Nach 3 min intraoraler Expositionszeit erfolgte
eine erste Spiilung fiir 30 s mit sterilem Wasser, danach wurde alle 30 min fiir 30 s mit sterilem Wasser
gespiilt (insgesamt 5 Spiilungen). Nach 2,5 h intraoraler Expositionszeit erfolgte die Entnahme der Den-
tinpriifkorper aus den intraoralen Milieu und die einminiitige Atzung mit 1%-iger Zitronensiure. Danach
erfolgte die Entfernung der residualen Pellikelstrukturen. Es sind alle Probanden, sowie In-vitro- Priifkor-
per fiir die jeweiligen Spiillosungen im Vergleich dargestellt. Man erkennt sowohl die erodierten und die
unerodierten Areale auf den Priifkorpern.
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Proband 1 _ Proband 3.

AccV SpotMagn Det WD Exp p————— 1mm AccV SpotMagn Det WD E ——————— 1mm
500kV 30 24x SE 107 125 BR Dentin rh Thanninsaeure 2,5h unge 30 25« SE 10.1 133  Dentin KL rh Tanninsaeure 2,5h

Proband 2 % Proband 4

AccV SpotMagn Det WD Exp p———m—— 1mm ; 8 Det WD Exp ——+———{ 1mm
500kvV30 25x  SE 99 11070 CR Dentin Ih Tanninsaere 2.5h 5.00 kV 3 SE 101 142 Dentin NO Ih Tanninsaeure 25h

in-vitro

AccV SpotMagn Det WD Exp }——— 1mm

500kV30 25x SE 98 182 Dentiniv Tanninsaeure 25h

Abb. 26 REM-Aufnahmen der polierten Rinderdentinoberfliiche mit 24-facher Vergrofierung. Der Priif-
korper war fiir 2,5 h dem intraoralen Milieu ausgesetzt. Nach 3 min intraoraler Expositionszeit erfolgte
eine erste Spiilung fiir 30 s mit Tanninséure, danach wurde alle 30 min fiir 30 s mit Tanninséiure gespiilt
(insgesamt 5 Spiilungen). Nach 2,5 h intraoraler Expositionszeit erfolgte die Entnahme der Dentinpriif-
korper aus dem intraoralen Milieu und die einminiitige Atzung mit 1%-iger Zitronensiure. Danach er-
folgte die Entfernung der residualen Pellikelstrukturen. Es sind alle Probanden, sowie In-vitro- Priifkor-
per fiir die jeweiligen Spiillosungen im Vergleich dargestellt. Man erkennt sowohl die erodierten und die
unerodierten Areale auf den Priifkorpern.
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theranovis®

Proband 1 A o< " Proband 3

‘

AccV SpotMagn Det WD Exp ———— 1mm Me Det WD Exp ——+———{ 1mm
500kV30 24x  SE 107 149 BR Dentin rh Theranovis 25h SE 102 158 Dentin KL Ih Theranovis 2,5h

Proband 2 Proband 4

k B
3 j‘%ﬁm ft, o

AccV SpotMagn Det WD Exp p—roi eV S Det WD Exp p———— 1mm

500KV 30 24x SE 109 1 enti oVi 5 00 4x SE 105 161 Dentin NO rv Theranovis 2,5h

in-vitro

AccV SpotMagn Det WD Exp ————{ 1mm

500kV30 27x SE 85 189 Dentin iv Theranovis 25h

Abb. 27 REM-Aufnahmen der polierten Rinderdentinoberfliche mit 24-facher Vergrofierung. Der Priif-
korper war fiir 2,5 h dem intraoralen Milieu ausgesetzt. Nach 3 min intraoraler Expositionszeit erfolgte
eine erste Spiilung fiir 30 s mit theranovis®, danach wurde alle 30 min fiir 30 s mit theranovis® gespiilt
(insgesamt 5 Spiilungen). Nach 2,5 h intraoraler Expositionszeit erfolgte die Entnahme der Dentinpriif-
korper aus dem intraoralen Milieu und die einminiitige Atzung mit 1%-iger Zitronensiure. Danach er-
folgte die Entfernung der residualen Pellikelstrukturen. Es sind alle Probanden, sowie In-vitro- Priifkor-
per fiir die jeweiligen Spiillosungen im Vergleich dargestellt. Man erkennt sowohl die erodierten und die
unerodierten Areale auf den Priifkorpern.

- 43 -



Ergebnisse

Im folgenden Teil sind die REM-Aufnahmen fiir Proband 2 in den verschiedenen Vergréferun-
gen dargestellt. Die REM-Aufnahmen der anderen Probanden sind im direkten Vergleich im
Anhang zu finden (siche Abb. 34, Abb. 35, Abb. 36, Abb. 37, Abb. 38, Abb. 39, Abb. 40, Abb.
41, Abb. 42, Abb. 43, Abb. 44, Abb. 45, Abb. 46, Abb. 47, Abb. 48, Abb. 49, Abb. 50, Abb.
51, Abb. 52, Abb. 53).

Auf den REM-Aufnahmen in 1000-facher VergroBerung ist die Tubulistruktur des Dentins
deutlich zu erkennen. Eine Interpretation der Bilder wird durch das unterschiedliche Anschnei-
den der Tubuli erschwert. Nach der Atzung mit der Sdure scheinen die Dentintubuli jedoch in
unterschiedlichem Ausmal} weiter gedffnet. Die Rander der Tubuli erscheinen ,,ausgefranzt®.

Die Tubuli sind vermehrt gedffnet und nicht wie vor der Sduredtzung geschlossen.

Bei den Probanden Pr 1und Pr 2 scheint die Sduredtzung bei der Spiilung mit Wasser am starks-
ten ausgeprigt zu sein, da in beiden Féllen die Dentintubuli besonders ,,ausgefranzt* erscheinen
und vermehrt gedffnete Dentintubuli zu erkennen sind. Sonst ldsst sich jedoch kein einheitliches
Ergebnis feststellen, da die Tubuli sehr unterscheidlich angeschnitten sind und dadurch kein
eindeutig interpretierbares Bild ensteht. Ebenso erscheinen die Priifkdrper bereits vor der Séu-

redtzung sehr unterschiedlich.
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Abb. 28 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der polierten Rinderdentinoberfliche mit 1000-
facher Vergroflerung: Auf der linken Seite ist der Zustand vor der Sdureiitzung abgebildet, auf der
rechten Seite ist der Zustand nach der Siureitzung abgebildet. Nach 3 min intraoraler Expositionszeit
erfolgte eine erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung Kontrolle, Tanninséiurelésung, therano-
vis®, danach wurde alle 30 min fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung gespiilt (insgesamt 5 Spiilungen).
Nach 2,5 h intraoraler Expositionszeit erfolgte die Entnahme der Dentinpriifkorper aus dem intraoralen
Milieu und die einminiitige Atzung mit 1%-iger Zitronensiure. Danach erfolgte die Entfernung der resi-
dualen Pellikelstrukturen.

Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen in 5000-facher VergroBerung zeigen deut-
lich die Offnungen der Dentintubuli. Bei den Probanden Pr 1und Pr 2 scheint die Siureitzung
bei der Kontrollspiilung am stdrksten ausgeprégt zu sein, da in beiden Fillen die Dentintubuli

besonders ,,ausgefranzt™ erscheinen und vermehrt gedffnete Dentintubuli zu erkennen sind.
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Sonst ldsst sich jedoch kein einheitliches Ergebnis feststellen, da die Tubuli sehr unterscheidlich
angeschnitten sind und dadurch kein eindeutiges Bild ensteht. Ebenso weisen die Priitkorper
bereits vor der Sduredtzung individuelle Unterschiede auf. Die Dentintubuli sind teilweise ho-

rizontal und teilweise schrig angeschnitten.

Proband 2

“Tanmingifire
g ung:Qt

Abb. 29 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der polierten Rinderdentinoberfliche mit 5000-
facher Vergroflerung: Auf der linken Seite ist der Zustand vor der Sdureiitzung abgebildet, auf der
rechten Seite ist der Zustand nach der Siureitzung abgebildet. Nach 3 min intraoraler Expositionszeit
erfolgte eine erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung Kontrolle, Tanninsiurelésung, therano-
vis®, danach wurde alle 30 min fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung gespiilt (insgesamt 5 Spiilungen).
Nach 2,5 h intraoraler Expositionszeit erfolgte die Entnahme der Dentinpriifkorper aus dem intraoralen
Milieu und die einminiitige Atzung mit 1%-iger Zitronensiure. Danach erfolgte die Entfernung der resi-
dualen Pellikelstrukturen.
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Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen in 10000-facher Vergroferung zeigen deut-
lich die Offnungen der einzelnen Dentintubuli. Bei den Probanden Pr 1 und Pr 2 scheint die
Sauredtzung bei der Kontrollspiilung erneut am stirksten ausgeprigt zu sein, da in beiden Féllen
die Dentintubuli besonders ,,ausgefranzt™ erscheinen und vermehrt gedffnete Dentintubuli zu
erkennen sind. Sonst ldsst sich jedoch kein einheitliches Ergebnis feststellen, da die Tubuli sehr
unterscheidlich angeschnitten sind und dadurch kein eindeutig vergleichbares Ergebnis ersicht-
lich wird. Auch in dieser Vergroerung weisen die Priitkorper bereits vor der Sdureexposition
grof3e interindividuelle Unterschiede auf. Die Dentintubuli sind teilweise horizontal und teil-
weise schriag angeschnitten. Zum Teil sind die Dentintubuli bereits vor der Sduredtzung teil-

weise oder vollstindig gedffnet.
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Proband 2
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Abb. 30 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der polierten Rinderdentinoberfliche mit 10000-
facher Vergroflerung: Auf der linken Seite ist der Zustand vor der Siureitzung abgebildet, auf der
rechten Seite ist der Zustand nach der Siureitzung abgebildet. Nach 3 min intraoraler Expositionszeit
erfolgte eine erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung Kontrolle, Tanninsiurelésung, therano-
vis®, danach wurde alle 30 min fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung gespiilt (insgesamt 5 Spiilungen).
Nach 2,5 h intraoraler Expositionszeit erfolgte die Entnahme der Dentinpriifkorper aus dem intraoralen
Milieu und die einminiitige Atzung mit 1%-iger Zitronensiure. Danach erfolgte die Entfernung der resi-
dualen Pellikelstrukturen.
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Betrachtet man einen einzelnen Dentintubulus in 20000-facher Vergrof3erung erkennt man, dass

der gedtzte Tubulus, im Tubulus selbst, sehr viel inhomogener und ,,zerkliifteter erscheint als

der ungeétzte Tubulus.

AccV SpotMagn Det WD Exp
500kV 30 20000x SE 103 174 Dentin iv Kontrolle 2,5h ungeaetzt

———— 1m

Abb. 31: REM Aufnahme der In-vitro-Versuchs-
reihe in 20000-facher Vergrofierung; nach 3 min
intraoraler Expositionszeit erfolgte eine erste Spii-
lung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung, da-
nach wurde alle 30 min fiir 30 s mit der jeweiligen
Spiillésung (insgesamt S Spiilungen) gespiilt. Nach
2,5 h intraoraler Expositionszeit erfolgte die Ent-
nahme der Dentinpriifkorper aus dem intraoralen
Milieu und die einminiitige Atzung mit 1%-iger
Zitronensiure. Hier sieht man einen Tubulus
ohne Siureitzung, die Spiilungen erfolgten hier
mit sterilem Wasser.

AccV SpotMagn Det WD Exp
500kV 30 20000x SE 103 174 Dentin iv Kontrolle 2,5h geaetzt

——— 1m

Abb. 32: REM Aufnahme der In-vitro-Versuchs-
reihe in 20000-facher Vergrioflerung; nach 3 min
intraoraler Expositionszeit erfolgte eine erste Spii-
lung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung, danach
wurde alle 30 min fiir 30 s mit der jeweiligen Spiil-
losung (insgesamt S Spiilungen) gespiilt. Nach 2,5 h
intraoraler Expositionszeit erfolgte die Entnahme
der Dentinpriifkorper aus dem intraoralen Milieu
und die einminiitige Atzung mit 1%-iger Zitronen-
sidure. Hier sieht man einen Tubulus mit Saureiit-
zung, die Spiillungen erfolgten hier mit sterilem
Wasser.
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Abb. 33 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der polierten Rinderdentinoberfliche mit 20000-
facher Vergroflerung: Auf der linken Seite ist der Zustand vor der Sdureiitzung abgebildet, auf der
rechten Seite ist der Zustand nach der Siureitzung abgebildet. Nach 3 min intraoraler Expositionszeit
erfolgte eine erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung Kontrolle, Tanninséiurelésung, therano-
vis®, danach wurde alle 30 min fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung gespiilt (insgesamt 5 Spiilungen).
Nach 2,5 h intraoraler Expositionszeit erfolgte die Entnahme der Dentinpriifkorper aus dem intraoralen
Milieu und die einminiitige Atzung mit 1%-iger Zitronensiure. Danach erfolgte die Entfernung der resi-
dualen Pellikelstrukturen. Auf manchen Exponaten sind noch Pellikelstrukturen verblieben.
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5 Diskussion

5.1 Diskussion von Material und Methodik

5.1.1 Studiendesign und Fragestellung

Die Pellikel liegt als Proteinschicht schiitzend auf der Zahnoberfldche, sowohl auf der Schmelz-
oberfldche als auch auf freiliegendem Dentin (Hannig et al., 2004; Joiner et al., 2008; Wiegand
et al., 2008a). Die Pellikel kann protektiv als Lubrikant (Berg et al., 2003; Hannig and Joiner,
2006; Lendenmann et al., 2000) sowie als Schutz gegen Erosionen wirken (Amaechi et al.,
1999; Cheaib and Lussi, 2011; Cheung et al., 2005; Hannig et al., 2007; Hannig and Hannig,
2014; Hannig and Joiner, 2006; Hara et al., 2006; Lendenmann et al., 2000; Shellis and Addy,
2014; Vukosavljevic et al., 2014; Wiegand et al., 2008a). Es wurde aber auch gezeigt, dass die
Pellikel den Schmelz besser vor Folgen des erosiven Angriffs, wie Calciumverlust, schiitzen
kann als das Dentin (Hannig and Hannig, 2014). Vor dem Hintergrund, die protektiven Funk-
tionen der Pellikel zu verbessern, wurde in der Vergangenheit bereits versucht, die Pellikel mit
Pflanzenextrakten, Lipiden und Polyphenolen zu modifizieren (Hannig et al., 2012; Hertel et
al., 2017; Kensche et al., 2013; Weber et al., 2015). Vor allem der Einfluss von Polyphenolen
auf die Pellikel wurde in ellipsometrischen Studien getestet (Joiner et al., 2006; Joiner et al.,
2004; Joiner et al., 2003) und es konnte ein positiver Effekt auf die Schutzfunktion der Pellikel

gezeigt werden.

In der vorliegenden Studie sollen nun in weiteren Versuchsreihen, sowohl in-vitro als auch in-
situ, die Ergebnisse der vergangenen Studien zu Polyphenolen (Adstringenzien) verifiziert wer-
den, sowie auch eine Spiilldsung aus #therischen Olen (theranovis®), welche als aktive Sub-
stanzen Etherdle, Fettsduren und Polyphenole beinhaltet, im /n-vitro-und In-situ-Versuch ge-

testet werden.

In den vorangegangenen Studien dazu wurden die strukturellen Verdnderungen der Pellikel auf
Schmelz durch Adstringenzien untersucht (Hertel et al., 2017; Rehage et al., 2017). Nun soll
die erosionsprotektive Wirkung von Tanninsiure und #therischen Olen direkt auf der Den-
tinoberflache untersucht werden. Dazu wurden als Analyse- und Messverfahren Mikrohérte-
messungen, Rauheitsmessungen und rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen verwen-

det.

5.1.2  Art, Herstellung und Bearbeitung der Priifkdrper
Fiir die vorliegende Studie wurden Dentinpriitkérper verwendet, die aus bovinen Zéhnen her-

gestellt wurden, da humane Zihne in der bendtigten Menge schwer zu beschaffen sind. Die
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Rinderfrontzihne bieten sich als Material aufgrund der GroBe und der strukturellen Ahnlichkeit
mit menschlichen Zahnen an, aulerdem bieten sie den Vorteil der Kariesfreiheit und Homoge-
nitédt, der durch die einheitliche Erndhrung der Tiere zustande kommt. Dies fiihrt auch zu einer
vergleichbaren mineralischen Zusammensetzung der Rinderdentinpriifkérper. Bereits in der
Vergangenheit wurde die Pellikelbildung auf Rinderzdhnen untersucht (Hannig et al., 2004).
Die Rinderzdhne wurden in ihren Eigenschaften als kompatibel zu Menschenzédhnen eingestuft
(Nakamichi et al., 1983). Sie weisen eine dhnliche Rontgendichte wie die humanen Zihne auf
(Fonseca et al., 2004) und bei Betrachtung unter dem Rasterelektronenmikroskop konnte ge-
zeigt werden, dass sich die Anzahl der Rinderdentintubuli pro mm?* sowie deren Durchmesser
nicht signifikant von den menschlichen Dentintubuli unterscheiden (Camargo et al., 2008;
Schilke et al., 2000). In einer dhnlichen Studie wurden boviner Schmelz und bovines Dentin
mit menschlichem Schmelz und menschlichem Dentin verglichen und die Autoren schlussfol-
gerten, dass der Rinderschmelz dem humanen Schmelz gleichzusetzen ist, jedoch nicht das
Dentin (Turssi et al., 2010). Andere Autoren verglichen menschlichen Schmelz und menschli-
ches Dentin mit Schmelzpriifkérpern und Dentinpriifkérpern, die von Kélbern und jungen Rin-
dern gewonnen wurden. Sie stellten fest, dass sowohl die Schmelzpriifkorper als auch die Den-
tinpriifkdrper, die von den jungen Rindern stammten, mit menschlicher Zahnhartsubstanz ver-
gleichbar sind und somit fiir Erosionsstudien verwendet werden konnen (Wegehaupt et al.,
2008). Es wurden auch bereits in anderen Erosionsstudien Dentinpriifkorpern aus Rinderzdhnen
verwendet (Hannig et al., 2007; Wiegand et al., 2008a). Ebenso wire die Abmessung von 2 x
4 mm der Dentinpriifkdrpern bei der Gewinnung aus menschlichen Zdhnen kaum zu realisieren
gewesen. Desweiteren wurden die Priifkdrper mit einer Korngrof3e von bis zu 4000 grit poliert
und unter dem Auflichtmikroskop betrachtet, um Inhomogenititen, Verunreinigungen und
Mikrokratzer und Mikrorisse auf der Oberfldche auszuschliefen, denn bei Untersuchungen mit
dem Rasterelektronenmikroskop konnte festgestellt werden, dass die Oberflichenrauhigkeit ei-
nen groflen Einfluss auf die Biofilmbildung hat (Quirynen and Bollen, 1995). Da es sich bei
den Dentinpriitkorpern um ein Naturprodukt handelt, weisen die Priifkérper schon vor der Ero-
sion mit Zitronensdure grof3e interindividuelle Unterschiede beziiglich der Mikrohirte auf. Um
eine Egalisierung und Standardisierung der Priitkorper zu erreichen, wurde bereits vor den Ver-
suchsreihen eine Vorauswahl der Priifkdrper getroffen. Es wurden Vickers-Mikrohdrtemessun-
gen vorgenommen und die Priifkdrper aussortiert, deren Hartewert nicht zwischen 40 und 60

lag.
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5.1.3 Pellikelgewinnung und Pellikelentfernung
Da die Daten zur Pellikelbildung auf Dentin sehr rar sind, wird im Folgenden auch auf wissen-
schaftliche Veroffentlichunge verwiesen, welche die Pellikelbildung auf Schmelz oder anderen

Festkorperoberfldchen beschreiben.

Die In-situ-Pellikelbildung beginnt bereits nach Sekunden durch spontane Adsorption von
Speichelproteinen auf Festkorperoberfldchen, die dem oralem Milieu ausgesetzt sind (de Jong
et al., 1984; Hannig, 1999; Vacca Smith and Bowen, 2000b). Nach einer Minute kann schon
eine elektronendichte Pellikel von 10 - 20 nm Dicke detektiert werden (Hannig, 1999) und die
Pellikel erreicht nach 2 - 3 Minuten eine initiale Dicke. Man geht davon aus, dass die Pellikel-
dicke in der ersten Stunde am stirksten zunimmt und dann die Rate der Pellikelbildung 1 bis 2
h nach Beginn der Bildung abflacht (Skjorland et al., 1995). In der vorliegenden Studie wurde
eine minimale Pellikelbildungszeit von 3 min gewéhlt, um die Initialdicke der Pellikel abzu-
warten, denn eine 3 Minuten alte Pellikel kann die Hartsubstanzoberfliache bereits in dhnlichem
Umfang vor erosiven Reagenzien schiitzen wie eine 2 Stunden Pellikel (Hannig et al., 2004).
Danach wurden abermals Proben im Abstand von 30 min gewahlt. Die maximale Bildungs-

dauer der Pellikel in diesem Versuch waren 150 min.

Zur In-situ-Pellikelbildung wurden die Priifkorper auf herausnehmbaren Trageschienen mon-
tiert, die individuell fiir jeden Probanden hergestellt und angepasst und intraoral getragen wur-
den (Addy et al., 2002; Hannig, 1999; Hooper et al., 2003; Tinanoff et al., 1976). Das Trage-
schienensystem hat sich aufgrund seiner relativ leichten Herstellung, Trageweise und Wieder-
verwendbarkeit fiir die intraorale Speichelexposition der Priifkdrper bewéhrt. Die Trageschie-
nen wurden so gekiirzt, dass sie den Gaumen nicht bedeckten, um die Speichelsekretion der
palatinalen Speicheldriisen nicht zu beeinflussen. Jedoch wurden durch die Schienen die Sulci
gingivales im Bereich vom 1. Prdmolaren bis zum 2. Molaren bedeckt, was in gewissem Malle
die Sekretion des Sulcusfluids beeinflusst haben mag. Denn an der Pellikelbildung sind sowohl
Speichelkomponenten, bakterielle Komponenten als auch das Sulcusfluid, das von den Saume-
pithelzellen gebildet wird, beteiligt (Hannig and Joiner, 2006). Nichtsdestotrotz brauchen die
Tragschienen eine gewisse Ausdehnung, damit die Priifkorper auf der bukkalen Seite der Schie-
nen mittels A - Silikon President light body befestigt werden konnten. Damit wéahrend der int-
raolen Tragezeit keine Silikonbestandteile freigesetzt wurden, welche moglicherweise die Pel-
likelbildung beeinflussen, wurden die Schienen vor dem Tragen fiir 24 h in sterilem Wasser
gelagert (Orstavik and Hensten-Pettersen, 1978). Ebenso durften die Probanden wéhrende der
Tragedauer keine Getrdanke oder Nahrungsmittel zu sich nehmen, um die Pellikelbildung nicht

zu beeinflussen (Cheaib and Lussi, 2011; Hannig et al., 2012). Die Befestigung erfolgte ohne
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Kontamination der Priitkoérperoberfliche. Nach entsprechender Tragezeit konnten die Priifkor-
per ebenso ohne Beriihrung und Kontamination der Oberfldche mittels einer Pinzette von den
Schienen entfernt werden.

Um eine Entfernung der oberfldchlichen Pellikel zu erreichen, damit direkte Aussagen iiber
die Beschaffenheit der Dentinpriitkérper vor und nach der Erosion getroffen werden kénnen,
mussten die Priiftkorper vor der weiteren Analyse mittels der aufgefiihrten Messmethoden mit
chemischen Reagenzien behandelt werden. Die erste Methode, die zur Entfernung einer in
vivo gebildeten Pellikel verwendet wurde, war das mechanische Entfernen der Pellikelschicht
mit Hilfe eines Scalers (Sonju and Rolla, 1973), welches wohl nicht ohne Beschadigung der
Oberflache durchzufiihren war. Eisenburger entfernte die nach der Erosion noch vorhandene,
iibriggebliebenen Pellikeliiberreste chemisch und ultraschallaktiviert, um eine mechanische
Beschidigung der Schmelzoberflache zu verhindern (Eisenburger et al., 2004). In anderen
Studien wurde die iibriggebliebene organische Pellikel mittels NaOCI entfernt (Meurman and
Frank, 1991) oder aber eine Entfernung der restlichen organischen Strukturen mittels einer
Kombination aus NaOCI und Ultraschallaktivierung erreicht (Hannig et al., 2005). Die Kom-
bination aus chemischen und ultraschallaktivem Verfahren scheint die beste Methode zur Ent-
fernung der Pellikel zu sein (Hannig et al., 2005). In der vorliegenden Studie wurde ein ande-
res Verfahren zur Entfernung der Pellikel gewahlt, da im Rahmen der Vorversuche nach der
Pellikelentfernung mittels NaOCI und Ultraschallaktivierung bei der Uberpriifung durch das
REM immer noch Pellikeliiberreste detektiert werden konnten. Deshalb wurde eine Kombina-
tion aus Ultraschallaktivierung und den Pufferlosungen RIPA und Triton verwendet, die iibli-

cherweise zur Isolierung und Analysierung von Proteinen benutzt werden.

5.1.4 Probandenselektion

An den In-situ-Versuchen nahmen 5 Probanden teil. Umso groBer der Probandenpool ist, desto
geringer sind die Einfliisse der Unterschiede zwischen den einzelnen Individuen. In Bezug auf
die Proteinzusammensetzung konnte in einer Studie, in der 3 Probanden untersucht wurden,
keine groBen interindividuellen Unterschiede aufgezeigt werden (Siqueira et al., 2007b). In ei-
ner In-vitro-Studie konnten ebenso keine gro3en Unterschiede zwischen der Proteinadsorption
auf den verschiedenen Oberflichen gezeigt werden (Lindh, 2002). Es konnte eine erhebliche
Ubereinstimmung der interindividuellen Zusammensetzung der in-situ gebildeten Pellikel ge-

zeigt werden (Al-Hashimi and Levine, 1989; Rykke et al., 1990; Yao et al., 2001).
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Vor Beginn der Studie mussten sich die Probanden einer allgemeinen und speziellen Anamnese
unterziehen, um Allgemeinerkrankungen, Erkrankungen der Speicheldriisen, Medikamenten-
einnahme sowie karidse Lésionen, Zahnfleischerkrankungen und Erkrankungen der Mund-
schleimhaut ausschlieen zu konnen. So sollten alle Einflussfaktoren ausgeschaltet werden, die
eine verdanderte Pellikelbildung nach sich ziehen. So kann die Speichelmenge oder die Zusam-
mensetzung durch Tumorleiden im Kopf-Hals-Bereich und damit verbundener Medikation o-
der Bestrahlung verdndert werden, was eine verdnderte Pellikelbildung bewirkt (Bergdahl and
Bergdahl, 2000; Leal et al., 2010). Im Laufe der Studie wurde ein Proband aufgrund einer ka-
ridsen Lasion ausgeschlossen, da das karidse Milieu zu einer Kontamination der Priifkdrper mit

Bakterien fiihrte und somit ene Auswertung der Priifkdrper unmdéglich machte.

Wihrend der Tragezeit durften keine Zigaretten, Nahrung oder Getrinke konsumiert werden,
da Inhaltsstoffe derselbigen eine Modifikation der Pellikel bewirken kénnen. Die Zusammen-
setzung des Speichels ist ndmlich stark abhédnging von den individuellen Erndhrungsgewohn-
heiten (Linkosalo and Markkanen, 1985; Linkosalo et al., 1985). Die Probanden sollten aber
vor Beginn der Tragezeit und der vorgeschalteten Mundhygiene normal Nahrung zu sich neh-
men, denn eine schwankende Pellikelzusammensetzung, eine sogenannte Hungerpellikel, die
sich durch ldngere Nahrungsabstinenz bildet, sollte vermieden werden (Rykke and Sonju,

1991; Vacca Smith and Bowen, 2000a).

5.1.5 Spiilung mit Spiillésungen

Die Spiilung mit den Mundspiillosungen erfolgte in der vorliegenden Studie anfangs nach 3
Minuten intraoraler Expositionsdauer, danach mit 30 - miniitiger Frequenz. Die Spiilung dau-
erte jeweils 1 Minute. Im Vergleich zu vorherigen Studien bedeutete dies eine verkiirzte einfa-
che Einwirkungsdauer der Spiillésungen auf die Priitkérper, aber dafiir eine erhohte Frequenz
der Spiilungen (Hannig et al., 2012; Hertel et al., 2017; Weber et al., 2015). So wirkten die
Spiillésungen insgesamt 5 Minuten auf die Priitkorper ein. Als der Effekt von Tanninsiure auf
die Pellikel in einer vorangegangenen Studie untersucht wurde, erfolgte eine einmalige 10 -
miniitige Spiilung mit Tanninsdure nach 1 - miniitiger oraler Expositionszeit der Priifkorper,
bevor die Priifkorper fiir 19 Minuten, 109 Minuten, 8 h in situ belassen wurden. In dieser Studie
konnte ein wirksamer und nachhaltiger Effekt der Tanninsdure in Bezug auf den Schutz vor
Karies und Erosionen nachgewiesen werden (Hertel et al., 2017). Der Einfluss von Pflanzen-
extrakten, die sehr polyphenolhaltig sind, auf die erosionsprotektive Wirkung der Pellikel
wurde ebenso untersucht. Die Spiilzeit der Priitkérper mit den Pflanzenextrakten betrug einma-

lig 10 Minuten, nachdem die Priifkérper fiir 1 Minute in der Mundhdhle getragen wurden, nach

-55-



Diskussion

der Spiilung verblieben die Priifkdrper fiir 19 oder 28 Minuten im Cavum oris. Es konnten
Hinweise auf einen vor Erosionen schiitzenden Charakter der Pflanzenextrakte festgestellt wer-
den (Weber et al., 2015). Um die Moglichkeiten des Erosionsschutzes durch Distel6l zu unter-
suchen, wurde in einer Studie nach 1 - miniitiger intraoraler Pellikelbildungszeit von den Pro-
banden 10 Minuten mit dem Ol gespiilt, bevor die Priifkorper fiir weitere 19 Minuten in der
Mundhéhle verblieben. Es konnte eine Modifizierung der Pellikel durch das Ol nachgewiesen
werden (Hannig et al., 2012). Allerdings entspricht die hdufige Frequenz der Spiilungen in der
vorliegenden Studie nicht der konventionellen Nutzung von Mundspiilungen, wie beispiels-
weise elmex KARIESSCHUTZ oder meridol med CHX, 0,2 %, welche einmalig fiir 30 s ap-
pliziert wurden (Hannig et al., 2013). Die Zielsetzung in der vorliegenden Studie war jedoch
durch hdufige Applikation der Spiillosungen einen erosionprotektiven Effekt auf das Dentin

nachzuweisen.

5.1.6  Kiinstliche Erosion der Priitkorper

In der vorliegenden Studie wurde zur kiinstlichen Erosion der pellikelbedeckten und der pelli-
kelfreien Priifkorper 1%-ige Zitronensdure verwendet. Eine 1%-ige wissrige Losung Zitronen-
sdure besitzt einen pH-Wert von 2,3. Zum Vergleich hat Zitronensaft einen Gehalt von 5 - 7%
Zitronensdure und einen pH-Wert von 2,4. Die Sdure kommt natiirlicherweise in Obst und Séf-
ten vor, wird aber auch unter der E-Nummer 330 als Zusatzstoff in der Lebensmittelindustrie
angewendet. Bei Zitronensdure handelt es sich laut dem LCI (Lebensmittelchemischen Institut)
des Bundesverbandes der Deutschen Siisswarenindustrie e.V. (BDSI) um die mit Abstand am
haufigsten verwendete Genusssidure zur Lebensmittelherstellung. Zitronensdure wird zu Her-
stellung von alkoholfreien Erfrischungsgetranken, Fruchtsidften und Nektaren, Konfitiiren und
StiBwaren verwendet. Sie dient als Sdurungsmittel, als Sdureregulator zur pH-Wert- Einstellung

und zur Geschmackgebung.

Die in der Studie verwendete 1%-ige Zitronensdurekonzentration und deren pH-Wert von 2,3
soll fiir die heutzutage konsumierten Fruchstaft- und Erfrischungsgetranke beispielhaft stehen,
deren pH-Werte sich im gleichen Rahmen bewegen (Grando et al., 1996; Grobler et al., 1989;
Lussi et al., 1995). Die Einwirkzeit der Zitronensdure von 1 Minute wurde bereits in mehreren
Untersuchungen verwendet und soll die Verweildauer der erosiven Reagenzien bei dem Kon-
sum von sauren Séften oder Nahrungsmitteln widerspiegeln (Echterhoff, 2008; Hannig and
Balz, 1999; Hannig et al., 2003; Nekrashevych and Stosser, 2003). Wurde die Einwirkzeit des
erosiven Reagenz verlangert, musste mit vermehrten und verstirkten erosiven Effekten gerech-

net werden (Meurman and Frank, 1991; Wetton et al., 2006).

-56 -



Diskussion

Die Erosion der Priifkorper erfolgte statisch ex-situ. Diese Methode unterscheidet sich mehr
von dem natiirlichen Vorgang der Nahrungs-und Getrdnkeaufnahme als eine Erosion unter Be-
wegung. In einer anderen Studie wurden die Proben nicht nur statisch, sondern zusétzlich unter
stindiger Bewegung der Proben mit dem erosiven Reagenz behandelt, um den Spiileffekt zu
simulieren, der bei Nahrungs-und Getrankeautnahme in der Mundhdhle entsteht. Es wurde fest-
gestellt, dass unter statischen Bedingungen die erosiven Einfliisse schwerwiegender sind als
unter Agitation der Proben (Maupome et al., 1999). Auf der anderen Seite konnte gezeigt wer-
den, dass Trinkgewohnheiten, wie zum Beispiel das Trinken durch einen Strohhalm, die zu
einer verstirkten Agitation flihren, zu einer Verstirkung des Erosionseinflusses fiihren
(Eisenburger and Addy, 2003). Andere Autoren zeigten, dass sich der erosive Effekt von sauren
Reagenzien durch Erh6hung der SéureflieBraten sowie durch Erhéhung der Dauer des erosiven
Angriffes verstirkt (Wiegand et al., 2007). Bei dem Vergleich von In-situ- und In-vitro-Versu-
chen stellte man fest, dass der erosive Mikohérteverlust auf Schmelz im In-vitro-Versuch im
Vergleich zum In-situ-Versuch erhoht ist (Hughes et al., 1999). Auf den Schweregrad der Ero-
sionen haben jedoch auch chemische, biologische und verhaltensabhénge Faktoren Einfluss.
Einflussfaktoren, wie der Speichel, konnen das Ausmal} der Erosionen beeinflussen und ver-
mindern (Lussi et al., 2004). Denn der Speichel besitzt Pufferkapazititen, Verdiinnungskapazi-
tdten und Remineralisationskapazititen, die das Ausmal} der Erosionen inhibieren und reduzie-
ren konnen (Sreebny, 2000). Ebenso ermoglicht der Speichel die Ausbildung der Pellikel auf
den Zahnoberflachen (Lendenmann et al., 2000). Da die kiinstliche Erosion jedoch unter La-
borbedingungen und nicht in-situ erfolgte, blieben diese physiologischen Schutzmechanismen
des Speichels und auch andere Einflussfaktoren wie die Scherkréfte der Zunge und die Weich-

teilbewegungen unberiicksichtigt.

5.1.7 Mess- und Analysemethoden

Fiir eine aussagekrifige Untersuchung des unterschiedlichen AusmalRles des erosiven Potenzia-
les der 1%-igen Zitronensédure auf die Dentinoberflache nach Behandlung mit den unterschied-
lichen Spiillosungen miissen sowohl qualitative als auch quantitative Mess-und Untersuchungs-
methoden angewendet werden (Grenby, 1996). In dieser Studie wurden als quantitative Metho-
den die Mirkohdrtemessung und die Oberflaichenmessung mittels Profilometrie vorgenommen

und als qualitative Methode wurden die REM-Aufnahmen der Oberflache herangezogen.

Die Oberflichenmessung wurde mit Hilfe eines optischen Sensors (FRT MicroProf) durchge-
fiihrt. Diese Art der Oberflichenmessung ermdglicht eine beriihrungsfreie Messung der Ober-

flache (Visscher and Struik, 1994). Die Proben werden somit nicht beschéddigt und kénnen nach
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den Oberflichenmessungen weiteren Analyseverfahren unterzogen werden. Der optische Sen-
sor FRT MicroProf wurde bereits in Abrasionsversuchen fiir Rauheitsmessungen verwendet
(Al Khuraif, 2014; Heintze and Forjanic, 2005). Allgemein wird die profilometrische Oberfli-
chenmessung in verschiedenen Studien zum Abrasionsverhalten und des damit verbundenen
Abtrages des Dentins (Moore and Addy, 2005; Philpotts et al., 2005), aber auch des Oberfli-
chenverhaltens von Dentin in Bezug auf Erosionen, verwendet (Ganss et al., 2000; Hooper et

al., 2003).

Die durchschnittliche Mikrohirte von sklerotischem Rinderdentin ist geringer als die von
sklerotischem menschlichen Dentin (Castanho et al., 2011). Ebenso konnte festgestellt werden,
dass humanes Wurzeldentin hérter als das Wurzeldentin von Rindern ist (Turssi et al., 2010).
Dies muss bei der vorliegenden Studie bedacht werden. Andere Autoren konnten zeigen, dass
beziiglich der Mikrohirte kein signifikanter Unterschied zwischen Rinderzdhnen und humanen
Zihnen besteht (Tiago et al., 2007). Bei der Erosion von Schmelzpriitkorpern kommt es auf-
grund der Demineralisation zu einer Erweichung der Schmelzoberfliche (Hannig and Balz,
1999; Hannig and Balz, 2001), diese Erweichung lésst sich mittels des Vickers-Hirtepriifver-
fahren erfassen (Oliver and Pharr, 1992). Das Rinderdentin ist von der Homogenitit des Werk-
stoffes mit dem Rinderzahnschmelz vergleichbar (Tiago et al., 2007). Das Vickers-Hértepriif-
verfahren bietet eine leichte Ablesbarkeit des Indentationsabdruckes aufgrund der isometri-
schen Pyramidenform des Indentationskorpers (Nekrashevych, (2001) ), weshalb es in dieser
Studie dem Hirtepriifverfahren nach Knoop vorgezogen wird. Das Knoop-Verfahren unter-
scheidet sich von dem Vickers-Priifverfahren durch den anders geformten Indentationskorper
(Al Khuraif, 2014; Kappert and Eichner, (2005) ). Da sich die Indendationskorper von der Ge-
ometrie der beiden verschiedenen Verfahren unterscheiden, ist ein Vergleich der beiden Ver-
fahren nur orientierend moglich (Blumenauer, (1989) ). Bei den Dentinpriifkdrpern handelt es
sich um ein Naturprodukt. Das Vickers-Hirtemessverfahren ist sensibel beziiglich der Oberfli-
chenbeschaffenheit des zu priifenden Werkstoffes. Die Messunsicherheiten sind umso hoher,
je rauer die Oberfldache der Probe ist (Normung, 2006). Um diesen Fehler bei den Messungen
zu minimieren, wurden pro Priifkorper 5 Messungen durchgefiihrt und gemittelt und es erfolgte

vor den Versuchen die Politur der Priifkorper mittels Silikonkarborundpapier.

Die Pellikelschicht ist grundsétzlich mit Hilfe eines Rasterelektronenmikroskopes darstellbar
(Lie, 1977; Meurman and Frank, 1991), jedoch kann es aufgrund der Vorbereitung der Proben
fiir die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen zu Schrumpfungsartefakten kommen. Die
Pellikelstruktur kann folglich nicht eindeutig und aussagekréftig dargestellt werden

(Nekrashevych, (2001) ). Die rasterelektronenmikroskopische Analyse ist ein Verfahren, um

-58 -



Diskussion

die Beschaffenheit einer Probenoberfliche zu betrachten. Beispielsweise wurde die
Unersuchungsmethode mittels Rasterelektronenmikroskop in verschiedenen Studien zur
Abrasionsbestindigkeit von dentalen Werkstoffen verwendet (Frankenberger et al., 2005;
Krejci et al., 1999). Um nun bei Untersuchungen, bei denen Priifkdrper dem intraoralen Milieu
ausgesetzt wurden, die Priifkorperoberfliache direkt unter dem Rasterelektronenmikroskop
untersuchen zu kénnen, muss zuerst die Pellikel entfernt werden (Hannig and Balz, 1999). So
kann mittels rasterelektronenmikroskopischer Analyse der erosionsprotektive Effekt der
modifizierten Pellikel auf dentale Oberfldche abgeleitet werden. Nach einer erosiven Periode
konnen so offene Dentintubuli in unterschiedlicher Auspriagung visualisiert werden (Lussi and

Carvalho, 2014).

5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 FRT- Scan

Bereits andere Autoren wendeten zur Bestimmung der Tiefe des erosiven Abtrages profilomet-
rische Messverfahren an. Dabei konnte in /n-vitro-Experimenten festgestellt werden, dass keine
Korrelation in der Erosionstiefe zwischen menschlichem Schmelz und menschlichem Dentin
besteht (Ganss et al., 2000). Ebenso konnte in Bezug auf bovine Schmelzpriifkdrper im In-
vitro-Versuch eine limitierte sdureprotektive Wirkung der experimentell hergestellten Pellikel
auf die Schmelzoberfliche mittels Profilometrie nachgewiesen werden (Nekrashevych et al.,
2004). Meurman zeigte nach Sduredtzungen eine erhdhte Oberflaichenrauheit und Porosititen
vor allem im intertubularen Bereich des Dentins (Meurman et al., 1991). In der vorliegenden
Studie wurde vor allem deutlich, dass die Priifkdrper der /n-vitro-Reihe eine erhdhte Zunahme
der Oberflachenrauheit nach der Sdureerosion im Vergleich zur In-situ-Reihe aufwiesen. Dieses
Ergebnis stimmt mit den Ergebnissen anderer Studien iiberein, die der in-situ gebildeten Pelli-
kel einen Schutzeffekt gegeniiber Sdureerosion zusprechen (Hannig et al., 2004; Hannig and
Joiner, 2006; Hertel et al., 2017; Meurman and Frank, 1991). Die relativ groen Unterschiede
der Standardabweichungen der sRq-Werte der einzelnen Probanden und auch die groflen Ab-
weichungen zwischen den Medianwerten der einzelnen Probanden sprechen fiir interindividu-
elle Unterschiede zwischen den einzelnen Priifkdrpern, erschwerten die Vergleichbarkeit der
einzelnen Messungen, sprechen fiir die Sensibilitdt der Messungen und erschwerten somit auch
eine reproduzierbare Aussage beziiglich der Rauheitszunahme der Oberflichen. Es konnte
keine eindeutige Schutzfunktion der Tanninsdure und des theranovis® gegeniiber der Kontroll-

splilung in Bezug auf die Zunahme der Rauheit bewiesen werden.
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5.2.2 Mikrohédrtemessung

Mikrohartemessungen an menschlichen Zahnen zeigten, dass Dentin eine um den Faktor 3,6 -
5,7 geringere Hérte aufweist als Schmelz (Behrendt, 2015). In einer Studie, in der sklerotisches,
menschliches Dentin mit sklerotischem bovinen Dentin mittels Vickers-Hartemessungen ver-
glichen wurde, zeigte sich, dass das Rinderdentin weicher als das menschliche Dentin ist
(Castanho et al., 2011). Obwohl das Rinderdentin tatsdchlich niedrigere Mikrohdrtemesswerte
als das menschliche Gegenstiick zeigte, ist es als akzeptable Alternative fiir Erosionsversuche

anzusehen (Hara et al., 2003; Wegehaupt et al., 2008).

Nach der Sdureeinwirkung konnte unabhéingig davon, mit welcher Spiillosung gespiilt wurde,
sowohl bei den In-situ-Versuchen als auch bei den /n-vitro-Versuchen bei jeder Messung eine
Abnahme der Mikrohirte festgestellt werden. Jedoch ist den Mikrohértemessungen der einze-
len Probanden der /n-situ-Versuche und der Mikrohdrtemessungen der /n-vitro-Versuchsreihe
beziiglich der Schutzwirkung auf den Mikrohéarteverlust nach der Sdureexposition kein eindeu-

tiger Effekt zu entnehmen.

Die Spiillosungen theranovis® und Tanninsdure zeigen gegeniiber der Kontrollreihe keinen
nachweisbaren Schutzeffekt. Die unterschiedlichen Medianwerte der Mikrohérte der einzelnen
Probanden sprechen bereits vor der Sdureexposition fiir relativ grof3e interindividuelle Unter-
schiede. Hertel et al. (2017) konnten auf bovinen Schmelzpriifkérpern einen erosionsprotekti-
ven Effekt von Tanninsdure auf die Pellikel nachweisen, allerdings wurde dies mittels photo-
metrischer Messungen der Kalzium- und Phosphatfreisetzung und transmissionselektronen-
mikroskopischer Aufnahmen untersucht. Beziiglich des erosionsprotektiven Potentials natiirli-
cher Reagenzien konnten desweiteren Teeausziige und Pflanzenextrakte einen positiven Effekt
aufweisen. Jedoch wurde in diesen Untersuchungen eine andere Methodik angewendet und
iiberwiegend das Transmissionselektronenmikroskop und photometrische Messungen der Kal-
zium- und Phosphatmessungen vorgenommen (Hannig et al., 2008; Hannig et al., 2012; Weber
et al., 2015). Polyphenole scheinen jedoch im /n-vitro-Versuch keine Einwirkung auf die Re-
und Demineralisationsvorginge, zumindest auf menschlichen Schmelz, zu haben (Li et al.,

2004) und somit keinen Einfluss auf die Harte der Proben zu haben.

5.2.3 Rasterelektronenmikroskop

Bei den beiden vorherigen quantitativen Methoden konnte nicht eindeutig gezeigt werden, dass
die Spiillésungen Tanninsdure oder theranovis® das Rinderdentin vor Mikrohérteverlusten o-
der einer erhohten Rauhigkeit durch Sdureexposition schiitzen konnen. Die folgende Auswer-

tung der REM-Aufnahmen ldsst mehr Interpretationsfreiraum, da es sich um eine qualitative

-60 -



Diskussion

Untersuchung handelt. Die Priifkérper weisen allerdings groB3e Unterschiede zwischen und
auch innerhalb der einzelnen Probanden auf, sodass ein objektiver Vergleich der Priitkorper
erschwert wird. Es konnte jedoch bei der Betrachtung der erodierten Dentinpriifkorper mittels
REM eine unterschiedlich ausgepriagte Alteration der Oberflache festgestellt werden. Die in
den In-situ-Versuchen vorhandene Pellikelschicht konnte die erosive Wirkung der Zitronen-
sdure gegeniiber den pellikelfreien Priitkorper der In-vitro-Versuche reduzieren. Dies stimmt
mit der wissenschaftlichen Literatur iiberein, welche sich jedoch liberwiegend mit bovinen
Schmelzpriitkérpern beschéftigt (Amaechi et al., 1999; Cheung et al., 2005; Hannig et al., 2004;
Hannig et al., 2003; Hara et al., 2006; Meurman and Frank, 1991; Nekrashevych et al., 2004).
Die wissenschaftlichen Veroffentlichungen, die sich mit dem Erosionschutz auf bovinem Den-
tin beschéftigen, sind rar. Eine chinesische Studie konnte den positiven Einfluss von Galla Chi-
nensis Extrakt und Natriumfluorid auf die Oberfldchenbeschaffenheit von Rinderdentin im /n-

vitro-Versuch mittels REM aufzeigen (Deng et al., 2013).

Wiegand et al. (2009) untersuchten in einer /n-vitro-Studie den erosionsreduzierenden Einfluss
von Titanium Tetrafluoriden und Natriumfluoriden auf bovine Dentinpriifkorper. Dabei konn-
ten mit Hilfe des Rasterelektronenmikroskops globulédre Oberflachenauflagerungen aufgenom-
men werden, die die Dentintubuli bedeckten und somit den erosiven Einfluss reduzieren konn-
ten (Wiegand et al., 2009). In Kombination mit einer pellikelbedeckten Oberfldche scheint das
Titanium Tetrafluorid eine noch bessere Schutzwirkung zu entfalten (Wiegand et al., 2008b).
Dies steht im Einklang mit den rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen der vorliegenden
Studie, die einen verstiarkten Sdureeinfluss auf die pellikelfreien Dentinpriitkorper der in-vitro-

Reihe darstellen

5.3 Schlussfolgerung

AbschlieBend ldsst sich sagen, dass die Pellikel einen Schutzeffekt gegeniiber Erosion aufweist.
Die Spiillungen mit Tanninsdure und theranovis® zeigen vereinzelt einen erosionsprotektiven
Effekt gegeniiber der Kontrollspiilung, jedoch kann die erosive Wirkung nicht vollstdndig ver-

hindert werden. AuBlerdem zeigen sich keine einheitlichen Ergebnisse.

Um genauere Ergebnisse zu erzielen, sind weitere Studien notwendig.
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Abb. 34 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der polierten Rinderdentinoberfliche mit 1000-
facher VergroBlerung: Auf der linken Seite ist der Zustand vor der Siureéitzung abgebildet, auf der
rechten Seite ist der Zustand nach der Siureitzung abgebildet. Nach 3 min intraoraler Expositionszeit
erfolgte eine erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung Kontrolle, Tanninséiurelésung, therano-
vis®, danach wurde alle 30 min fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillésung gespiilt (insgesamt S Spiilungen).
Nach 2,5 h intraoraler Expositionszeit erfolgte die Entnahme der Dentinpriifkérper aus dem intraoralen
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Milieu und die einminiitige Atzung mit 1%-iger Zitronensiure. Danach erfolgte die Entfernung der resi-
dualen Pellikelstrukturen. Auf manchen Exponaten sind noch Pellikelstrukturen verblieben.
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Abb. 35 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der polierten Rinderdentinoberfliche mit 1000-
facher VergroBlerung: Auf der linken Seite ist der Zustand vor der Siureédtzung abgebildet, auf der
rechten Seite ist der Zustand nach der Siureitzung abgebildet. Nach 3 min intraoraler Expositionszeit
erfolgte eine erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung Kontrolle, Tanninsidurelésung, therano-
vis®, danach wurde alle 30 min fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillésung gespiilt (insgesamt S Spiilungen).
Nach 2,5 h intraoraler Expositionszeit erfolgte die Entnahme der Dentinpriifkérper aus dem intraoralen
Milieu und die einminiitige Atzung mit 1%-iger Zitronensiure. Danach erfolgte die Entfernung der resi-
dualen Pellikelstrukturen. Auf manchen Exponaten sind noch Pellikelstrukturen verblieben.
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Abb. 36 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der polierten Rinderdentinoberfliche mit 1000-
facher Vergroflerung: Auf der linken Seite ist der Zustand vor der Sdureiitzung abgebildet, auf der
rechten Seite ist der Zustand nach der Siureitzung abgebildet. Nach 3 min intraoraler Expositionszeit
erfolgte eine erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung Kontrolle, Tanninsiurelésung, therano-
vis®, danach wurde alle 30 min fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung gespiilt (insgesamt 5 Spiilungen).
Nach 2,5 h intraoraler Expositionszeit erfolgte die Entnahme der Dentinpriifkorper aus dem intraoralen
Milieu und die einminiitige Atzung mit 1%-iger Zitronensiure. Danach erfolgte die Entfernung der resi-
dualen Pellikelstrukturen. Auf manchen Exponaten sind noch Pellikelstrukturen verblieben.
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Abb. 37 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der polierten Rinderdentinoberfliche mit 1000-
facher Vergroflerung: Auf der linken Seite ist der Zustand vor der Siureiitzung abgebildet, auf der
rechten Seite ist der Zustand nach der Siureitzung abgebildet. Nach 3 min intraoraler Expositionszeit
erfolgte eine erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung Kontrolle, Tanninsiurelésung, therano-
vis®, danach wurde alle 30 min fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung gespiilt (insgesamt 5 Spiilungen).
Nach 2,5 h intraoraler Expositionszeit erfolgte die Entnahme der Dentinpriifkorper aus dem intraoralen
Milieu und die einminiitige Atzung mit 1%-iger Zitronensiure. Danach erfolgte die Entfernung der resi-
dualen Pellikelstrukturen. Auf manchen Exponaten sind noch Pellikelstrukturen verblieben.
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Abb. 38 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der polierten Rinderdentinoberfliche mit 1000-
facher Vergroflerung: Auf der linken Seite ist der Zustand vor der Siureitzung abgebildet, auf der
rechten Seite ist der Zustand nach der Siureitzung abgebildet. Nach 3 min Expositionszeit erfolgte eine
erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung Kontrolle, Tanninsiurelésung, theranovis®, danach
wurde alle 30 min fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung gespiilt (insgesamt S Spiillungen). Nach 2,5 h Ex-
positionszeit erfolgte die Entnahme der Dentinpriifkorper aus den Wellplatten und die einminiitige At-
zung mit 1%-iger Zitronensiure. Die Entfernung der Pellikel entfillt bei den In-vitro-Versuchen.
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Abb. 39 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der polierten Rinderdentinoberfliche mit 5000-
facher Vergroflerung: Auf der linken Seite ist der Zustand vor der Siureiitzung abgebildet, auf der
rechten Seite ist der Zustand nach der Siureitzung abgebildet. Nach 3 min intraoraler Expositionszeit
erfolgte eine erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung Kontrolle, Tanninséiurelésung, therano-
vis®, danach wurde alle 30 min fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillésung gespiilt (insgesamt S Spiilungen).
Nach 2,5 h intraoraler Expositionszeit erfolgte die Entnahme der Dentinpriifkérper aus dem intraoralen
Milieu und die einminiitige Atzung mit 1%-iger Zitronensiure. Danach erfolgte die Entfernung der resi-
dualen Pellikelstrukturen. Auf manchen Exponaten sind noch Pellikelstrukturen verblieben.
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Abb. 40 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der polierten Rinderdentinoberfliche mit 5000-
facher Vergroflerung: Auf der linken Seite ist der Zustand vor der Sdureiitzung abgebildet, auf der
rechten Seite ist der Zustand nach der Siureitzung abgebildet. Nach 3 min intraoraler Expositionszeit
erfolgte eine erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung Kontrolle, Tanninsiurelésung, therano-
vis®, danach wurde alle 30 min fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung gespiilt (insgesamt 5 Spiilungen).
Nach 2,5 h intraoraler Expositionszeit erfolgte die Entnahme der Dentinpriifkorper aus dem intraoralen
Milieu und die einminiitige Atzung mit 1%-iger Zitronensiure. Danach erfolgte die Entfernung der resi-
dualen Pellikelstrukturen. Auf manchen Exponaten sind noch Pellikelstrukturen verblieben.
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Abb. 41 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der polierten Rinderdentinoberfliche mit 5000-
facher Vergroflerung: Auf der linken Seite ist der Zustand vor der Sdureiitzung abgebildet, auf der
rechten Seite ist der Zustand nach der Siureitzung abgebildet. Nach 3 min intraoraler Expositionszeit
erfolgte eine erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung Kontrolle, Tanninsiurelésung, therano-
vis®, danach wurde alle 30 min fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung gespiilt (insgesamt 5 Spiilungen).
Nach 2,5 h intraoraler Expositionszeit erfolgte die Entnahme der Dentinpriifkorper aus dem intraoralen
Milieu und die einminiitige Atzung mit 1%-iger Zitronensiure. Danach erfolgte die Entfernung der resi-
dualen Pellikelstrukturen. Auf manchen Exponaten sind noch Pellikelstrukturen verblieben.
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Abb. 42 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der polierten Rinderdentinoberfliche mit 5000-
facher Vergroflerung: Auf der linken Seite ist der Zustand vor der Siureitzung abgebildet, auf der
rechten Seite ist der Zustand nach der Siureitzung abgebildet. Nach 3 min intraoraler Expositionszeit
erfolgte eine erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung Kontrolle, Tanninsiurelésung, therano-
vis®, danach wurde alle 30 min fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung gespiilt (insgesamt 5 Spiilungen).
Nach 2,5 h intraoraler Expositionszeit erfolgte die Entnahme der Dentinpriifkorper aus dem intraoralen
Milieu und die einminiitige Atzung mit 1%-iger Zitronensiure. Danach erfolgte die Entfernung der resi-
dualen Pellikelstrukturen. Auf manchen Exponaten sind noch Pellikelstrukturen verblieben.

-83 -



Anhang

in-vitro

Det WD Exp ———— 5um X & AccV SpotMagn Det WD Exp p—mo-——
SE 103 174 Dentin iv Kontrolle 2 5h ungeaetzt 500kV30 5000x SE 87 174 DentinivKontrolle 25h
- et

.

Ll 4 TR
Anninsiuri Jjannmure .'
: geatz

- (/ ( J .
AccV SpotMagn Det WD Exp p——m8 & AccV SpotMagn Det WD Exp ——m7m8 1 5

500kV 30 5000x SE 99 182 Dentiniv Tanninsae ungeaetzt 500kV30 5000x SE 99 182

o)

"AccV SpotMagn Det WD Exp —— 1 5um AccV SpotMagn

~500kV30 5000x SE 85 189 Dentiniv Theranovis 25h un 4 500kv30 5000x SE 86

Abb. 43 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der polierten Rinderdentinoberfliche mit 5000-
facher Vergroflerung: Auf der linken Seite ist der Zustand vor der Sdureiitzung abgebildet, auf der
rechten Seite ist der Zustand nach der Siureitzung abgebildet. Nach 3 min Expositionszeit erfolgte eine
erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung Kontrolle, Tanninséurelésung, theranovis®, danach
wurde alle 30 min fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung gespiilt (insgesamt S Spiillungen). Nach 2,5 h Ex-
positionszeit erfolgte die Entnahme der Dentinpriifkorper aus den Wellplatten und die einminiitige At-
zung mit 1%-iger Zitronensiure. Die Entfernung der Pellikel entfillt bei den In-vitro-Versuchen.
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Abb. 44 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der polierten Rinderdentinoberfliche mit 10000-
facher VergroBlerung: Auf der linken Seite ist der Zustand vor der Siureédtzung abgebildet, auf der
rechten Seite ist der Zustand nach der Siureitzung abgebildet. Nach 3 min intraoraler Expositionszeit
erfolgte eine erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung Kontrolle, Tanninsidurelésung, therano-
vis®, danach wurde alle 30 min fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillésung gespiilt (insgesamt S Spiilungen).
Nach 2,5 h intraoraler Expositionszeit erfolgte die Entnahme der Dentinpriifkérper aus dem intraoralen
Milieu und die einminiitige Atzung mit 1%-iger Zitronensiure. Danach erfolgte die Entfernung der resi-
dualen Pellikelstrukturen. Auf manchen Exponaten sind noch Pellikelstrukturen verblieben.
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Abb. 45 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der polierten Rinderdentinoberfliche mit 10000-
facher Vergroflerung: Auf der linken Seite ist der Zustand vor der Sdureiitzung abgebildet, auf der
rechten Seite ist der Zustand nach der Siureitzung abgebildet. Nach 3 min intraoraler Expositionszeit
erfolgte eine erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung Kontrolle, Tanninsiurelésung, therano-
vis®, danach wurde alle 30 min fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung gespiilt (insgesamt 5 Spiilungen).
Nach 2,5 h intraoraler Expositionszeit erfolgte die Entnahme der Dentinpriifkorper aus dem intraoralen
Milieu und die einminiitige Atzung mit 1%-iger Zitronensiure. Danach erfolgte die Entfernung der resi-
dualen Pellikelstrukturen. Auf manchen Exponaten sind noch Pellikelstrukturen verblieben.
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Abb. 46 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der polierten Rinderdentinoberfliche mit 10000-
facher Vergroflerung: Auf der linken Seite ist der Zustand vor der Siureiitzung abgebildet, auf der
rechten Seite ist der Zustand nach der Siureitzung abgebildet. Nach 3 min intraoraler Expositionszeit
erfolgte eine erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung Kontrolle, Tanninsiurelésung, therano-
vis®, danach wurde alle 30 min fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung gespiilt (insgesamt 5 Spiilungen).
Nach 2,5 h intraoraler Expositionszeit erfolgte die Entnahme der Dentinpriifkorper aus dem intraoralen
Milieu und die einminiitige Atzung mit 1%-iger Zitronensiure. Danach erfolgte die Entfernung der resi-
dualen Pellikelstrukturen. Auf manchen Exponaten sind noch Pellikelstrukturen verblieben.
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Abb. 47 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der polierten Rinderdentinoberfliche mit 10000-
facher Vergroflerung: Auf der linken Seite ist der Zustand vor der Siureitzung abgebildet, auf der
rechten Seite ist der Zustand nach der Siureitzung abgebildet. Nach 3 min intraoraler Expositionszeit
erfolgte eine erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung Kontrolle, Tanninsiurelésung, therano-
vis®, danach wurde alle 30 min fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung gespiilt (insgesamt 5 Spiilungen).
Nach 2,5 h intraoraler Expositionszeit erfolgte die Entnahme der Dentinpriifkorper aus dem intraoralen
Milieu und die einminiitige Atzung mit 1%-iger Zitronensiure. Danach erfolgte die Entfernung der resi-
dualen Pellikelstrukturen. Auf manchen Exponaten sind noch Pellikelstrukturen verblieben.
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Abb. 48 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der polierten Rinderdentinoberfliche mit 10000-
facher Vergroflerung: Auf der linken Seite ist der Zustand vor der Sdureiitzung abgebildet, auf der
rechten Seite ist der Zustand nach der Siureitzung abgebildet. Nach 3 min Expositionszeit erfolgte eine
erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung Kontrolle, Tanninséurelésung, theranovis®, danach
wurde alle 30 min fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung gespiilt (insgesamt S Spiillungen). Nach 2,5 h Ex-
positionszeit erfolgte die Entnahme der Dentinpriifkorper aus den Wellplatten und die einminiitige At-
zung mit 1%-iger Zitronensiure. Die Entfernung der Pellikel entfillt bei den In-vitro-Versuchen.
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Abb. 49 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der polierten Rinderdentinoberfliche mit 20000-
facher VergroBlerung: Auf der linken Seite ist der Zustand vor der Siureédtzung abgebildet, auf der
rechten Seite ist der Zustand nach der Siureitzung abgebildet. Nach 3 min intraoraler Expositionszeit
erfolgte eine erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung Kontrolle, Tanninsidurelésung, therano-
vis®, danach wurde alle 30 min fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillésung gespiilt (insgesamt S Spiilungen).
Nach 2,5 h intraoraler Expositionszeit erfolgte die Entnahme der Dentinpriifkérper aus dem intraoralen
Milieu und die einminiitige Atzung mit 1%-iger Zitronensiure. Danach erfolgte die Entfernung der resi-
dualen Pellikelstrukturen. Auf manchen Exponaten sind noch Pellikelstrukturen verblieben.
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Anhang

Proband 2
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Abb. 50 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der polierten Rinderdentinoberfliche mit 20000-
facher Vergroflerung: Auf der linken Seite ist der Zustand vor der Sdureiitzung abgebildet, auf der
rechten Seite ist der Zustand nach der Siureitzung abgebildet. Nach 3 min intraoraler Expositionszeit
erfolgte eine erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung Kontrolle, Tanninsiurelésung, therano-
vis®, danach wurde alle 30 min fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung gespiilt (insgesamt 5 Spiilungen).
Nach 2,5 h intraoraler Expositionszeit erfolgte die Entnahme der Dentinpriifkorper aus dem intraoralen
Milieu und die einminiitige Atzung mit 1%-iger Zitronensiure. Danach erfolgte die Entfernung der resi-
dualen Pellikelstrukturen. Auf manchen Exponaten sind noch Pellikelstrukturen verblieben.
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Anhang

Proband 3
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Abb. 51 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der polierten Rinderdentinoberfliche mit 20000-
facher Vergroflerung: Auf der linken Seite ist der Zustand vor der Siureitzung abgebildet, auf der
rechten Seite ist der Zustand nach der Siureitzung abgebildet. Nach 3 min intraoraler Expositionszeit
erfolgte eine erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung Kontrolle, Tanninsiurelésung, therano-
vis®, danach wurde alle 30 min fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung gespiilt (insgesamt S Spiilungen).
Nach 2,5 h intraoraler Expositionszeit erfolgte die Entnahme der Dentinpriifkorper aus dem intraoralen
Milieu und die einminiitige Atzung mit 1%-iger Zitronensiure. Danach erfolgte die Entfernung der resi-
dualen Pellikelstrukturen. Auf manchen Exponaten sind noch Pellikelstrukturen verblieben.
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Proband 4
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Abb. 52 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der polierten Rinderdentinoberfliche mit 20000-
facher Vergroflerung: Auf der linken Seite ist der Zustand vor der Sdureiitzung abgebildet, auf der
rechten Seite ist der Zustand nach der Siureitzung abgebildet. Nach 3 min intraoraler Expositionszeit
erfolgte eine erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung Kontrolle, Tanninsiurelésung, therano-
vis®, danach wurde alle 30 min fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung gespiilt (insgesamt 5 Spiilungen).
Nach 2,5 h intraoraler Expositionszeit erfolgte die Entnahme der Dentinpriifkorper aus dem intraoralen
Milieu und die einminiitige Atzung mit 1%-iger Zitronensiure. Danach erfolgte die Entfernung der resi-
dualen Pellikelstrukturen. Auf manchen Exponaten sind noch Pellikelstrukturen verblieben.

-93-



Anhang

in-vitro

Kontrolle
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Abb. 53 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der polierten Rinderdentinoberfliche mit 20000-
facher Vergroflerung: Auf der linken Seite ist der Zustand vor der Siureitzung abgebildet, auf der
rechten Seite ist der Zustand nach der Siureitzung abgebildet. Nach 3 min Expositionszeit erfolgte eine
erste Spiilung fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung Kontrolle, Tanninséurelésung, theranovis®, danach
wurde alle 30 min fiir 30 s mit der jeweiligen Spiillosung gespiilt (insgesamt 5 Spiilungen). Nach 2,5 h Ex-
positionszeit erfolgte die Entnahme der Dentinpriifkorper aus den Wellplatten und die einminiitige At-
zung mit 1%-iger Zitronensiure. Die Entfernung der Pellikel entfillt bei den In-vitro-Versuchen.
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