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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

1.1 Deutsche Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Studie war die erosionsprotektive Wirkung apatithaltiger Suspensi-

onen auf bovinen Zahnschmelz zu untersuchen und zu beurteilen.

Dafur wurden permanente, obere Schneidezahne von Rindern zur Herstellung von insgesamt
54 Schmelzprifkorpern verwendet. Um sie vergleichbar zu machen, wurde ein Verfahren zur
Standardisierung durchgefiihrt, bei dem die Mikrohéarte der Schmelzprifkorper gemessen und
ungeeignete Schmelzprufkorper ausgemustert wurden. Danach erfolgten die Reinigung der
Prufkdrper und das Aufbringen auf individuellen Trégerschienen, die die Probanden im Ober-
kiefer trugen. Vier gesunde Probanden trugen diese vorbereiteten Priifkorperschienen wah-
rend der in-situ-Versuche ber einen Zeitraum von 2,5 h und spilten wahrenddessen fiinf Mal
fir 30 s mit der jeweiligen Suspension/Mundspullésung. Danach erfolgte die Schmelzétzung
fir 3 min anhand von 1 ul 1%iger Zitronensédure. Die gebildete Pellikel wurde entfernt, um
die Auswirkungen auf die Schmelzoberflache beurteilen zu kdnnen. Das gleiche Verfahren
wurde fur die in-vitro-Versuche durchgefihrt, allerdings ohne die Pellikelentfernung, da sich
in-vitro keine Pellikel bilden konnte. Sowohl bei den in-situ- als auch bei den in-vitro-
Versuchen wurden die Oberflachenrauheit und die Mikroharte der Priifkorper im ungeétzten
sowie im geétzten Bereich gemessen und die Oberfldche mit dem Rasterelektronenmikroskop

untersucht und beurteilt.

Eine erosionsprotektive Wirkung apatithaltiger Suspensionen auf bovinen Zahnschmelz konn-
te in dieser Studie nicht eindeutig festgestellt werden. Die Modifikation der Pellikel durch
Spulungen mit hydroxylapatithaltigen Suspensionen zeigt keinen klaren erosionsprotektiven
Effekt gegeniiber der Kontrollspullésung (Wasser), auBerdem zeigen sich keine einheitlichen

Ergebnisse der Rauheit und Mikrohérte.

Um genauere Ergebnisse zu erzielen, sollten noch weitere Studien mit Adaptation der Unter-

suchungsmethoden erfolgen.
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1.2 Abstract

The aim of the present study was to investigate and evaluate the erosion-protective effect of

apatite-containing suspensions on bovine enamel.

For this purpose, bovine permanent upper incisors were used to produce enamel specimens.
To make them comparable, a standardization procedure was carried out in which the micro-
hardness of the specimens was measured and unsuitable ones were discarded. Afterwards, the
specimens were cleaned and applied to individual splints on the upper jaw. Four healthy sub-
jects wore these prepared splints during the in-situ tests for a period of 2.5 h and rinsed five
times for 30 s with the respective suspension/mouth rinse. This was followed by etching the
enamel specimens for 3 min using 1 pl of 1% citric acid. The acquired pellicle was removed
to evaluate the effects on the enamel surface. The same procedure was performed for the
in-vitro experiments, but without pellicle removal since there was no acquired pellicle
in-vitro. For the in-situ and in-vitro tests surface roughness and microhardness of the speci-
mens were measured in both unetched and etched regions and the surface was examined and

evaluated using a scanning electron microscope.

An erosion-protective effect of suspensions containing apatite on bovine enamel could not be
clearly established in this study. The modification of pellicle by rinsing with suspensions con-
taining hydroxyapatite does not show a clear erosion-protective effect compared to the control

rinse (water). Furthermore, no consistent results of roughness and microhardness are shown.

In order to obtain more precise results further studies with adaptation of the methods should
be carried out.
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2 Einleitung

Der Verlust von Zahnsubstanz kann durch Karies, Abrasion, Attrition und Erosion verursacht

werden.

Karies ist die haufigste Erkrankung der Zahnhartsubstanzen, die durch das komplexe Zusam-
menwirken von Zahn, bakteriellem Zahnbelag und der Zufuhr kariogener Substrate entsteht.
Es wird uber langere Zeitraume ein niedriger pH-Wert im Mund verursacht, was zu einer
Entmineralisierung fahrt (Hellwig et al., 2013; Kutsch, 2014; Lehmann et al., 2012).

Abrasionen entstehen durch die Einwirkung von Fremdkérpern, die an den Zahnen reiben. Sie
treten haufig bei Menschen auf, die abrasive Zahnpasten oder Zahnbirsten verwenden oder
bestimmte Gewohnheiten haben (Dawes, 2008; Lehmann et al., 2012). Da die meisten Le-
bensmittel, die wir essen nicht abrasiv sind, spielen Lebensmittel nur eine untergeordnete Rol-

le fur abrasiven Zahnhartsubstanzverlust (Dawes, 2008).

Attrition beschreibt die physiologische Abnutzung der Zahne durch den wiederholten Kontakt
antagonistischer oder benachbarter Zahne und ist ein naturliches Merkmal des Alterns. Aller-
dings konnen Attritionen auch ausgepragt bei Menschen mit Bruxismus oder Parafunktionen
auftreten, die haufig einer Behandlung bedurfen (Dawes, 2008; Lehmann et al., 2012).

Erosion ist der Verlust von Zahnhartsubstanz durch Saureauflésung ohne Beteiligung von
Bakterien. Die S&uren konnen intrinsisch, z. B. regurgitierte Magensédure, oder extrinsisch,
wie z. B. saure Industrieddmpfe oder Nahrungsbestandteile wie Softdrinks, Essiggurken, sau-
re Fruchte, usw. sein (Addy and Shellis, 2006).

Sowohl klinische als auch experimentelle Untersuchungen zeigen, dass einzelne Abnut-
zungsmechanismen miteinander interagieren und nur selten allein wirken. Die wichtigste
Wechselwirkung ist die Potenzierung der Abrasion durch erosive Schéden an der Zahnhart-
substanz (Addy and Shellis, 2006).

In den letzten Jahren ist die Haufigkeit dentaler Erosion signifikant angestiegen und betrifft
zwischen 4-82 % der Erwachsenen und 6-50 % der Kinder (Vukosavljevic et al., 2014). So
gehen beispielsweise Erndhrungsgewohnheiten mit haufigem Verzehr von séurehaltigen Le-
bensmitteln und Getranken, berufliche Sdureexposition sowie bestimmte Medikamente oder
Krankheiten, die den Speichelfluss beeintrachtigen, mit einem erhdhten Risiko flr erosive

Zahnhartsubstanzdefekte einher (Kanzow et al., 2016). Gastroosophagealer Reflux ist eine
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haufige Erkrankung, von der bis zu 65 % der westlichen Bevolkerung im Laufe ihres Lebens
betroffen sind (Moazzez and Bartlett, 2014). Auch direktes oder generell exzessives Zahne-
putzen nach Sdureexposition, ob extrinsisch oder intrinsisch, sollte vermieden werden, um
den Abrieb durch die Zahnburste zu verhindern (Hellwig et al., 2013; Sagar et al., 2020). Die
Entwicklung eines effektiven Managements und praventiver Ansatze zur Vermeidung der

Erweichung der Z&hne wird somit immer wichtiger (Vukosavljevic et al., 2014).

Folglich hat das zunehmende Interesse an dentaler Erosion als klinisches und wissenschaftli-
ches Phanomen zu konzentrierten Bemiihungen gefiihrt, Wirkstoffe zu identifizieren, die vor
Erosion schiitzen kénnten (Abdullah et al., 2012).

Die Pellikel hat aufgrund zahlreicher protektiver und pathophysiologischer Funktionen eine
entscheidende Rolle als Mediator zwischen Zahnhartsubstanzen und den Mundflissigkeiten
(Hannig and Hannig, 2007). Deshalb ist die Modifikation der Pellikel ein mdglicher Ansatz

zum Schutz vor Erosion.

In verschiedenen Studien wurde bereits festgestellt, dass Polyphenole wie Tanninsdure antio-
xidativ und antibakteriell sind, einen groRen Einfluss auf die Pellikel haben und protektiv ge-
gen Erosion wirken (Hannig et al., 2009; Hannig et al., 2008; Hertel et al., 2017; Rehage et
al., 2017; Schestakow and Hannig, 2020; Weber et al., 2015; Yang et al., 2017). Auch Apatite
als Losungsansatz beim Problem der Erosion wurden schon mehrfach untersucht (Ebadifar et
al., 2017; Huang et al., 2011; Huang et al., 2009; Lelli et al., 2014; Min et al., 2015; Poggio et
al., 2017).

In dieser Studie wird die erosionsprotektive Wirkung apatithaltiger Suspensionen auf bovinen
Zahnschmelz im in-situ- und in-vitro-Versuch untersucht. Eine Suspension ist apatithaltig,

eine andere ist eine Kombination aus Apatiten und Polyphenolen.

2.1 Literaturibersicht

2.1.1 Erosion

Erosion wird beschrieben als Zahnhartsubstanzverlust durch Auflésung und chemische At-
zung durch Sduren nicht-bakterieller Quelle. Bei dentaler Erosion werden Zahnmineralien
aufgelost, was zur Erweichung der Oberflache und folglich zum irreversiblen Zahnhartsub-
stanzverlust fihrt (Baumann et al., 2016; Eccles, 1982; Imfeld, 1996; Vukosavljevic et al.,
2014).
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Die Pathophysiologie von Erosion wird beeinflusst von multiplen Faktoren (Baumann et al.,
2016; Vukosavljevic et al., 2014). Diese Faktoren sind chemischer Natur (pKa-Werte, Adha-
sions- und Chelatbildungseigenschaften, Kalzium-, Phosphat- und Fluoridgehalt), verhaltens-
bedingt (Ess- und Trinkgewohnheiten, Lebensstil, Gbermaliger Konsum von saurehaltigen
Lebensmitteln) und biologische Faktoren (FlieRgeschwindigkeit, Pufferkapazitat, Zusammen-
setzung des Speichels, Pellikelbildung, Zusammensetzung und Qualitat der Zahnhartsubstanz,
Zahn- und Weichgewebeanatomie) (Lussi et al., 2004). Die Betrachtung der chemischen, bio-
logischen und verhaltensbezogenen Faktoren und das Verstehen des Mechanismus von Erosi-
on sind deshalb fundamental fiir praventive Malinahmen und die folglich mégliche Therapie
der Patienten (Buzalaf et al., 2012; Featherstone and Lussi, 2006).

Menschliche Z&hne sind sténdig physikalischen und chemischen Angriffen ausgesetzt, die zu
einer Abnutzung der Zahnhartsubstanz im Laufe des Lebens fuhren. Wenn die Abnutzung
allerdings auf ein klinisch relevantes Level ansteigt, gipfelt es in einer ernsthaften Zerstérung
der Zdhne mit dem Verlust ihrer Funktion. Die Auswirkungen des Substanzverlusts auf die
Mundgesundheit, die Empfindlichkeit oder das Erscheinungsbild der Zahne sind groR (Sagar
et al., 2020). Wenn Sauren mit der Zahnhartsubstanz in Kontakt kommen, beginnt die Aufl6-
sung des Zahnschmelzes in einem Prozess, der als oberflaichennahe Demineralisation be-
schrieben wird, wobei die Sdure Mineralionen aus dem Zahn entfernt und eine aufgeweichte
Oberflache hinterl&sst. Bei der Erosion interagieren die Wirkstoffe mit der Oberflache der
Mineralkristalle, aber erst nach der Diffusion durch Plaque, Pellikel und die Protein-/Lipid-
schicht auf den einzelnen Kristallen (Featherstone and Lussi, 2006). Menschliche Speichel-
proteine kdnnen das erosive Potenzial wahrend der Saureeinwirkung reduzieren (Jensdottir et
al., 2006). Das Ergebnis bei S&ureangriff hangt von der Balance zwischen Haufigkeit und
Schwere des Erosionsgeschehens und den schiitzenden Effekten des Speichels ab (Carpenter
et al., 2014; Featherstone and Lussi, 2006). Biologische Faktoren wie Speichel, erworbene
Pellikel, Zahnstruktur und -position stehen also ebenfalls in Zusammenhang mit der Pathoge-

nese der Zahnerosion.

Im Mund sind wir meistens mit schwachen Sauren, wie Zitronen- oder Essigsaure konfron-
tiert (Featherstone and Lussi, 2006). Sduren als Hauptursache fiir die erosive Zahnabnutzung
sind jedoch weitgehend in sdmtlichen Nahrungsmitteln vorhanden (Carvalho et al., 2017).
Physikalische und chemische Parameter, die das erosive Potential von Getrdnken oder Le-
bensmitteln beeinflussen, sind pH-Wert, Puffer, titrierbare Sdure, Mineralgehalt, Abstand zur

Zahnoberflache und von den Kalzium-Chelat-Eigenschaften (Lussi and Jaeggi, 2008). Der
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pH-Wert ist wohl der wichtigste Einzelparameter bei der Bestimmung der Geschwindigkeit
der erosiven Gewebeaufldsung, wahrend eine hohere Kalziumkonzentration einen Schutzfak-
tor darstellt (Barbour and Lussi, 2014; Carvalho et al., 2017).

Daruiber hinaus sind Verhaltensfaktoren wie Ess- und Trinkgewohnheiten, regelmaRiger Sport
mit Dehydrierung und Abnahme des Speichelflusses oder UberméRige Mundhygiene préadis-
ponierende Faktoren fur die Erosion (Lussi and Jaeggi, 2008). Erndhrungsfaktoren spielen
eine groRBe Rolle in der Entwicklung erosiver Zahnabnutzung. Ein exzessiver Konsum von
séurehaltigen Lebensmitteln und Getranken ist folglich mit erosiver Demineralisation im
Milch- und bleibenden Gebiss verbunden (Carvalho et al., 2017; Wang and Lussi, 2012). Ein
erhohter Konsum von Softdrinks ist nach wie vor eine der Hauptursachen flr Zahnerosion
(Parry et al., 2001; Rajeev et al., 2020). So wirkt sich eine Vielzahl von Getrénken, Lebens-
mitteln und Medikamenten, wie z. B. Softdrinks, Sportgetranke, Safte, Salatdressings, SuRig-
keiten, Krautertees, alkoholische Getranke, Essig, Vitamin-C-Tabletten usw., auf die Zunah-
me der Erosion aus (Lussi et al., 2012; Noble et al., 2011). Der Verzehr von potenziell erosi-
ven Nahrungsmitteln und Getrdnken nimmt aus vielen Grunden zu, unter anderem aufgrund
von Erndhrungsempfehlungen verschiedener besonders gesundheitsbewusster Gruppen. In der
Regel sind dieselben Personengruppen auch gut in MundhygienemalRnahmen instruiert und
setzen diese exzessiv um, was die Schmelzschédigung verstarken kann. Aufgrund ihres redu-
zierten Mineralgehaltes hat die erodierte Schicht eine geringere physikalische Bestandigkeit
und kann leicht durch mechanische Krafte entfernt werden (Attin et al., 1999; Eisenburger et
al., 2004; Jaeggi and Lussi, 1999; Schweizer-Hirt et al., 1978). Der Schmelzverlust durch an-
schlieende Zahnburstenabrasion bei aufgeweichtem, menschlichem Schmelz ist bis zu 10-

mal hoher als bei Schmelz ohne erosive Vorschédigung (Lussi et al., 2004).

Es konnen allerdings nicht nur extrinsische Sduren Erosion verursachen, sondern auch Ma-
gensaure, die in die Mundhohle gelangt. Intrinsische Ursachen, die mit haufigem Erbrechen
des sauren Mageninhalts einhergehen, sind verschiedenen Krankheiten, wie z. B. Bulimie
oder Refluxerkrankungen, Schwangerschaft oder chronischer Alkoholismus (Guare et al.,
2012; Lehmann et al., 2012). Es wurde ein signifikanter Zusammenhang zwischen Erosion
und diagnostizierter Refluxkrankheit festgestellt (Holbrook et al., 2009). Bei der gastrotso-
phagealen Refluxkrankheit (GERD) passiert Magensaft unwillkirlich den Verdauungstrakt
gegen die normale Flussrichtung (Guare et al., 2012). Schlafbezogene GERD ist besonders
heimtlckisch, da die Ruckenlage die proximale Migration von Mageninhalt fordert und die

normale Speichelproduktion stark reduziert ist. Die Magensdure verdrangt den Speichel leicht
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von den Zahnoberflachen, und das proteolytische Pepsin entfernt die schiitzende Zahnpellikel.
Endogene Séure hat einen pH-Wert von etwa 1,2, der weit unter dem kritischen pH-Wert fiir
die Auflésung von Hydroxylapatit und Fluorapatit liegt (Ranjitkar et al., 2012). Der kritische
pH-Wert des Zahnschmelzes liegt bei etwa 5,5. Jede Lésung mit einem niedrigeren pH-Wert
kann zu Erosion fiihren, insbesondere wenn der Angriff von langer Dauer ist und im Laufe
der Zeit wiederholt wird (Meurman and ten Cate, 1996).

2.1.2 Zahnschmelz

Der Zahnschmelz bedeckt die Zahnkrone und ist die hérteste, abrasionsfesteste Zahnhartsub-
stanz. Die Brinellharte betragt 300-350 (Lehmann et al., 2012). Der Schmelz wird von Ame-
loblasten gebildet, die eine Schmelzmatrix ausscheiden, die daraufhin mineralisiert und aus-
reift. Die praeruptive Schmelzreifung bezeichnet die Kristallisation von Kalzium-Phosphat-
Verbindungen und das anschlieBende Wachstum der Kristalle. Verbleibende Porositédten in
der Gitterstruktur der Kristalle werden wahrend der posteruptiven Schmelzreifung durch Auf-
nahme von Mineralien, v.a. Kalzium und Phosphat, ausgeglichen. Nach seiner Bildung kann
Zahnschmelz nicht mehr zellular repariert werden (Hellwig et al., 2013). Zahnschmelz setzt

sich also zusammen aus Millionen kleinster Kristalle in einer Wasser-/organischen Matrix.

Zahnschmelz besteht zu ca. 95 Gew.-% aus anorganischer Substanz, zu 4 Gew.-% aus Wasser
und zu 1 Gew.-% aus organischen Verbindungen wie Proteinen und Lipiden. Die anorgani-
sche Substanz sind Apatitkristalle, die in einer Mischform aus Hydroxylapatit (HA)
[Cas(PO,4)30H], Fluorapatit [Cas(PO4)sF] und Karbonatapatit [Ca;o(PO4)sCO3] vorliegen. Je
mehr Fluorapatit im Schmelz enthalten ist, umso widerstandsféhiger ist er gegen Entminerali-
sierung durch S&uren, da es eine stabilere Kristallgitterstruktur aufweist als HA. Die Substitu-
tion mit Karbon hingegen stort die Struktur, weshalb Karbonatapatit weniger resistent gegen-
uber einem Sdaureangriff ist. Die Apatitkristalle sind Stadbchen, die im Querschnitt hexagonal
sind. Sie strukturieren sich und bilden zusammen die Schmelzprismen, die ohne Unterbre-
chung von der Schmelz-Dentin-Grenze bis zur Schmelzoberflache verlaufen und einen
Durchmesser von ca. 4-5um haben. Die Zwischenrdume werden durch interprismatische
Substanz aufgefillt, welche ebenfalls aus Kristallen besteht, die im Winkel von ca. 90° zu den

Schmelzprismen liegen (Hellwig et al., 2013; Lehmann et al., 2012).

Aber wenn die Bestandteile des Zahnschmelzes in Volumenprozent berechnet werden, ist es

offensichtlich, dass die organischen und Wasserkomponenten eine wichtige Rolle spielen. HA
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hat einen Anteil von 85 Vol.-%, Wasser von 12 Vol.-% und Proteine und Lipide von
3 Vol.-%. Molekile diffundieren durch die Wasser-/Protein-/Lipid-Matrix, die die minerali-
schen Kristalle umschlieBt. So kdnnen beispielsweise Sauren und andere Bestandteile in den
Zahn und Mineralien (Kalzium und Phosphat) wahrend des Erosionsprozesses aus dem Zahn
diffundieren (Featherstone and Lussi, 2006; Hellwig et al., 2013; Lehmann et al., 2012).

2.1.3 Pellikel

Die erworbene Pellikel ist eine Proteinschicht, die frei von Bakterien ist und das orale Hart-
und Weichgewebe bedeckt (Hannig and Hannig, 2007; Siqueira et al., 2007). Die Pellikel
besteht aus adsorbierten Proteinen und anderen Makromolekilen aus der oralen Umgebung
(Speichel, Sulkusflissigkeiten) und ist klar vom mikrobiellen Biofilm (Plaque) zu unterschei-
den (Hannig and Joiner, 2006).

Die Bildung der erworbenen Pellikel ist ein hochselektiver Prozess, da nur ein Bruchteil der
im Speichel vorhandenen Proteine in der Pellikel zu finden ist. Die erste Phase der Pellikel-
bildung ist durch eine nahezu augenblickliche Adsorption von Speichelproteinen an die
Schmelzoberflache gekennzeichnet. Das erste Stadium der Pellikelbildung bildet innerhalb
eines Zeitraums von 30 s bis 3 min eine Dicke von 10-20 nm aus. Bei Kontakt mit der wassri-
gen Speichellésung haben Kalzium-lonen der Schmelzkristalle eine groRere Tendenz sich im
Speichel zu l6sen als Phosphat-lonen. Die verbleibenden Phosphat-lonen geben der Schmelz-
oberflache eine negative Ladung. Diese wird von einer positiv geladenen Schicht von Kalzi-
um-Gegenionen bedeckt und bildet damit eine ionische Doppelschicht. Das Stadium wird
bestimmt durch ionische Wechselbeziehungen, Van-der-Waals-Krafte und hydrophobe
Wechselwirkungen. Pellikelvorlauferproteine mit hoher Affinitat zu Hydroxylapatit wie Stat-
herine, Histatine und prolinreiche Proteine heften sich selektiv an die Oberflache (Hannig and
Joiner, 2006; Hay, 1973). Mehr als zehn verschiedene Proteine wurden in der initial gebilde-
ten Pellikel entdeckt wie Mucin-Glycoprotein | und Il, Amylase, verschiedene Isoformen von
Cystatin, Lysozym, Laktoferrin, Carbo-Anhydrase I und Il und Glykosyltransferase. Das
zweite Stadium der Pellikelbildung ist eine vergleichsweise langsamere Phase der Proteinad-
sorption mit Protein-Protein-Interaktionen und Anlagerung von Protein-Aggregaten. Die Pel-
likel erreicht in 2-3 min die initiale Dicke und bleibt so fur ca. 30 min. Danach erh6ht sich die
Dicke der Pellikel ca. um das Dreifache auf 100-1000 nm und erreicht ihr Plateau nach
30-90 min (Hannig and Joiner, 2006).
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Es wird angenommen, dass die Pellikel als permselektive Membran auf der Schmelzoberfla-
che fungiert und als Diffusionsbarriere einen Schutz gegen die Demineralisierung durch mik-
robielle S&uren und gegen erosive Herausforderungen bietet (Carpenter et al., 2014;
Featherstone and Lussi, 2006; Hannig and Balz, 1999; Hara and Zero, 2014).

Die Pellikel verhindert den direkten Kontakt zwischen den S&uren und der Zahnoberflache
und reduziert dadurch die Auflosungsrate von HA (Lussi and Jaeggi, 2008). Verschiedene
Komponenten des Speichels haben unterschiedliche Effekte auf die protektiven Eigenschaften
der Pellikel und somit ist die richtige Zusammensetzung der Komponenten wichtig zur Bil-
dung einer protektiven Pellikel (Baumann et al., 2016). In einer Studie wurde festgestellt, dass
bei Erosionspatienten die Menge an Proteinen innerhalb der erworbenen Pellikel um die Half-
te geringer war als bei den gesunden Kontrollen. Insbesondere Statherin, ein kalziumbinden-
des Protein, war 35% weniger haufig vorhanden und auch die Kalziumkonzentration inner-
halb der erworbenen Pellikel war bei Erosionspatienten um 50% reduziert. Zusammenfassend
lasst sich sagen, dass die Bildung neuer erworbener Pellikel auf Oberflachen bei Erosionspa-
tienten reduziert war, was ihre groRere Anfalligkeit fir Sdureerosion der Z&hne erklaren konn-
te (Carpenter et al., 2014). Somit erscheint es logisch die Pellikel zu modifizieren, um ihre
schutzenden Eigenschaften zu verstarken. Es wurde bereits nachgewiesen, dass verschiedene
Substanzen in die Pellikel eingelagert oder der HA-Oberflache aufgelagert werden kénnen,
um die protektive Wirkung zu verbessern. Beispielsweise Kasein oder eine Mischung aus
Kasein und Mucin verringerte die Aufldsungsgeschwindigkeit von Hydroxylapatit erheblich,
wenn das HA mit einer Speichelpellikel beschichtet war (Barbour et al., 2008; Cheaib and
Lussi, 2011; White et al., 2011). Auch Polyphenole wie Tannine binden an die Speichelprote-
ine und erhéhen somit die Pellikeldicke und den erosionprotektiven Effekt der Pellikel (Hertel
et al., 2017; Joiner et al., 2003).

2.1.4 Apatite zur Schmelzregeneration

Es konnen bereits anorganische intelligente Materialien entworfen und synthetisiert werden,
die mit biologischem Gewebe reaktiv sind, indem die Natur imitiert wird. Diese intelligenten
Materialien kdnnen fiir die Entwicklung innovativer Biomaterialien genutzt werden, die nicht
nur ihre Interaktion mit biologischem Gewebe und der Umwelt optimieren, sondern auch bio-
gene Materialien in ihren Funktionen nachahmen konnen. Die Biomimetik synthetischer Ma-

terialien kann auf verschiedenen Ebenen erfolgen, je nach Zusammensetzung, Struktur, Mor-
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phologie und den chemisch-physikalischen Eigenschaften der synthetischen Materialien. Syn-
thetische Biomaterialien sollten alle Eigenschaften von biologischem Gewebe nachahmen, um
ihre Wechselwirkungen zu optimieren und biogene Materialien in ihren Funktionalitaten

nachzuahmen (Roveri and lafisco, 2010).

HA, im Schmelz und im Knochen, ist fur das mechanische Verhalten der kalzifizierten Ge-
webe verantwortlich (Lelli et al., 2014). HA Ca;o(PO4)s(OH); ist eine der stabilsten Formen
der Kalziumphosphate und der wichtigste anorganische Bestandteil von Knochen und Z&hnen
bei Saugetieren. HA wird in zahlreichen interdisziplindren Bereichen ausgiebig untersucht,
vom besseren Verstdndnis der Bildungsmechanismen in natirlichen Mineralisierungsprozes-
sen bis hin zur Anwendbarkeit als biomedizinisches oder industrielles Material. Der aktuelle
Trend in der Biomaterialforschung geht dahin, die Beschrankungen von Kalziumphosphaten
und HA-Keramiken, die eine geringe Bioresorbierbarkeit, Oberflache und Bioreaktivitét ha-
ben, zu Uberwinden und fokussiert sich auf die Verbesserung ihrer biologischen Eigenschaf-
ten durch die Erforschung der Vorteile, die die Nanotechnologie bietet. Mit ihrer Hilfe ist es
moglich, anorganische Kristalle mit nanometrischen Abmessungen herzustellen, die sich
durch eine hohe Bioresorbierbarkeit, eine groRe Oberflache und strukturelle Unordnung an
der Oberflache auszeichnen, was die Bioreaktivitat der Kristalle erhoht (Roveri and lafisco,
2010).

Gegenwartig erlebt die Nanotechnologie ein schnelles Wachstum mit vielen potenziellen An-
wendungen in der Zahnmedizin. Die Nanotechnologie hat zur Nachahmung der nanostruktu-
rellen Merkmale des natlrlichen menschlichen Zahnschmelzes und zur Entwicklung bioinspi-
rierter Strategien zur Remineralisierung bzw. Kariestherapie angeregt (Hannig and Hannig,
2012). In den letzten Jahren wurden biomimetische Ansétze genutzt, um Nanomaterialien zu
entwickeln, die in einer Vielzahl von Produkten zur Mundgesundheitspflege enthalten sind.
Beispiele sind Flussigkeiten und Pasten, die Nano-Apatite fir das Biofilm-Management an
der Zahnoberflache enthalten, und Produkte, die Nanomaterialien fir die Remineralisierung
von frihen submikrometergroBen Schmelzlasionen enthalten. Mundpflegeprodukte auf Basis
von bioinspirierten Nanomaterialien haben bereits den Weg vom Labor in die tagliche An-
wendung zur Biofilmkontrolle und Remineralisierung von submikrometergroRen Schmelzla-

sionen als Erganzung zu konventionellen Ansétzen gefunden (Hannig and Hannig, 2010).

Offensichtlich hat nano-HA Potenzial als effektives Reparaturmaterial und Antikariesmittel.
Ergebnisse einer Studie deuten auch darauf hin, dass sowohl die partikel- als auch die ionen-

vermittelten Remineralisierungswege in nano-HA zur Reparatur von demineralisiertem
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Schmelz beitragen kdnnen. Die in-vitro-Studie zeigte, dass gut dimensionierte Nano-Apatit-
Partikel im Vergleich zu herkdommlichen HA-KTristallen, die Hunderte von Nanometern grof
sind, erste erosive L&sionen im Zahnschmelz gleichzeitig reparieren und verhindern kénnen
(Huang et al., 2011). Es zeigte sich, dass sich Nano-HA-Partikel regelmaRig auf der zelluléaren
Struktur der demineralisierten Schmelzoberflache ablagerten, wodurch neue Oberflachen-
schichten zu entstehen schienen. Auch daraus wurde geschlossen, dass Nano-Hydroxylapatit
das Potenzial hat, erste Schmelzlasionen zu remineralisieren (Huang et al., 2009; Tschoppe et
al., 2011). Auch die Mikroharte stieg bei Proben, die zuerst Séure ausgesetzt war, bei darauf-
folgendem Putzen mit nano-HA-haltigen Zahnpasten an (Ebadifar et al., 2017). Eine weitere
Studie zeigte, dass Zahnpasta, die nanostrukturierte Zn-Carbonat-HA-Mikrokristalle enthélt,
die oberflachliche Reparatur des Zahnschmelzes durch die Bildung einer schiitzenden biomi-
metischen Carbonat-HA-Beschichtung fordern kann (Lelli et al., 2014). Eine weitere Zahn-
pasta mit Zn-HA fuhrte zu einer signifikanten Remineralisierung des erosiv angegriffenen
Schmelzes, was darauf hindeutet, dass diese Zahnpasten einen relevanten Nutzen fir die
Zahngesundheit haben konnten (Poggio et al., 2017). Eine weitere in-situ-Studie untersuchte
das zahnerosive Potenzial eines Sportgetranks, das nano-HA, ein Material aus Kalzium und
Phosphat, enthielt. Die dentale Erosion wurde durch den Zusatz von nano-HA zum Sportge-
trank effektiv gehemmt (Min et al., 2015).

2.1.5 Adstringenzien (Tanninsaure)

Polyphenole gelten als die in der Erndhrung am haufigsten vorkommenden Antioxidantien,
die freie Radikale auffangen kénnen (Singh et al., 2008). Natirlich vorkommende Polypheno-
le haben sich in in-vitro- und in-vivo-Studien als gute Antioxidantien erwiesen (Yoshida et al.,
2000). Obst, Gemuse, Getrénke (Tee, Wein, Safte), Pflanzen und einige Krauter sind reich an
starken antioxidativen Polyphenolen (Singh et al., 2008). Tanninsdure (TA) ist eine Art von
natlrlichem Polyphenol, das in Tee und Wein weit verbreitet ist. Aufgrund ihrer polyphenoli-
schen Struktur hat sie interessante Funktionen wie Antioxidation und antibakterielle Eigen-
schaften (Smullen et al., 2007; Yang et al., 2017; Yoshida et al., 2000).

Die antiadhdrente und antibakterielle Wirkung bestimmter Pflanzenextrakte hat sich in der
praventiven Zahnmedizin als vorteilhaft erwiesen. Die Kombination bestimmter polyphenol-
haltiger Pflanzenextrakte bietet einen neuartigen Ansatz zur erganzenden Préavention von
Zahnerosion (Weber et al., 2015).
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Polyphenole weisen eine groRe Vielfalt an Strukturen und Eigenschaften auf (Sarni-
Manchado et al., 2008). TA hat reichlich Polyphenolgruppen, die Kalzium im Speichel erfas-
sen kdnnen, um die Regeneration von HA-Kristallen zu induzieren (Yang et al., 2017). In
friheren Studien wurden bereits starke antibakterielle und antiadhédrente Sofort- und Lang-
zeiteffekte von Tanninsdure nachgewiesen (Schestakow and Hannig, 2020). Eine deutliche
Verringerung der anhaftenden Bakterien bei Spilung mit verschiedenen polyphenolhaltigen
Getréanken wurde festgestellt (Hannig et al., 2009) und ebenfalls die Menge der im 120-
minutigen Biofilm nachgewiesenen Bakterien war deutlich reduziert (Hannig et al., 2008). TA
verbesserte aulerdem pH-abhangig signifikant die erosionsprotektiven Eigenschaften der Pel-
likel. Die bakterielle Adhérenz auf Schmelz und auch auf Dentin war nach der Spulung mit
TA deutlich reduziert und fuhrte zu einer nachhaltigen Veréanderung der Pellikel, die danach
deutlich elektronendichter war (Hertel et al., 2017; Rehage et al., 2017; Schestakow et al.,
2021). Es hat sich gezeigt, dass die Bestandteile von schwarzem Tee und Rotwein die
in-vitro-Reifung der Pellikel stark beeinflussen, so dass sich verdickte Schichten von gefarb-
tem Material bilden, die sich nicht ohne weiteres entfernen lassen. Der Anstieg der adsorbier-
ten Mengen war deutlich starker bei Kontakt der Pellikel mit Rotwein anstelle von schwarzem
Tee. Es wurde mehr als die zehnfache Menge der urspringlichen Pellikel adsorbiert. Es findet
eine Art Vernetzung zwischen der pellikelartigen Proteinschicht und den Rotweinbestandtei-
len statt (Joiner et al., 2003).

Das Spiilen mit TA kann also die in-situ Biofilmbildung effektiv inhibieren, die Zunahme der
Elektronendichte und -dicke der Pellikel fordern, somit die Ultrastruktur von Biofilmen auf
Schmelz- und Dentinoberflachen modifizieren und die bakterielle Lebensfahigkeit von Bio-
filmen auf Schmelzoberfldchen signifikant reduzieren (Xi et al., 2020). Spilungen mit be-
stimmten polyphenolhaltigen Getrdnken kdnnen zur Vorbeugung von durch Biofilm verur-
sachten Krankheiten in der Mundhéhle beitragen (Hannig et al., 2009). Adstringenzien konn-
ten die Schutzeigenschaften der Pellikel gegen Zahnerosion, Abnutzung und bakterielle Ad-
hasion verédndern und auf diese Weise die Zahngesundheit beeinflussen, was fur die praventi-

ve Zahnmedizin von besonderer Bedeutung sein kann (Rehage et al., 2017).
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2.2 Fragestellung

Da in den letzten Jahren die Haufigkeit dentaler Erosion signifikant angestiegen ist, wurde die
Entwicklung eines effektiven Managements und préventiver Ansétze zur Vermeidung der
Erweichung der Z&hne immer wichtiger und hat zu konzentrierten Bemuhungen gefihrt,
Wirkstoffe zu identifizieren, die vor Erosion schitzen koénnten (Abdullah et al., 2012;
Vukosavljevic et al., 2014).

Ein moglicher praventiver Ansatz konnte die Spllung mit apatithaltigen Suspensionen sein,
um die schiitzenden Eigenschaften der Pellikelschicht zu verbessern. Mundpflegeprodukte auf
Basis von bioinspirierten Nanomaterialien stehen bereits zur taglichen Anwendung zur Bio-
filmkontrolle und Remineralisierung von submikrometergroBen Schmelzlasionen zur Verfi-
gung (Hannig and Hannig, 2010). Apatite als Losungsansatz beim Problem der Erosion wur-
den schon mehrfach untersucht und zeigten einen positiven Effekt (Ebadifar et al., 2017
Huang et al., 2011; Huang et al., 2009; Lelli et al., 2014; Min et al., 2015; Poggio et al.,
2017).

Auch eine Kombination mit Polyphenolen erscheint sinnvoll, da in verschiedenen Studien
bereits festgestellt wurde, dass Polyphenole einen grof3en Einfluss auf die Pellikel haben und
dadurch protektiv gegen Erosion wirken (Hannig et al., 2009; Hannig et al., 2008; Hertel et
al., 2017; Rehage et al., 2017; Schestakow and Hannig, 2020; Weber et al., 2015; Yang et al.,
2017).

Allerdings sind weitere Untersuchungen zur Uberpriifung von Apatiten und Polyphenolen auf
ihre erosionsprotektiven Eigenschaften nétig.

In dieser Studie soll untersucht werden, ob die vorbeugende Anwendung apatithaltiger Sus-
pensionen, auch in Kombination mit Polyphenolen, den Erosionseffekt von Sduren auf
Schmelz vermindern kann. Mittels Mikrohartemessungen, Untersuchungen der Rauheit und
Auswertung von rasterelektronenmikroskopischen Bildern boviner Schmelzkdrper soll diese
Frage sowohl in-situ als auch in-vitro untersucht werden, um einen etwaigen Effekt auf die

Schmelzoberflache darzustellen.
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3 Material und Methode

3.1 Ubersicht tiber den Versuchsablauf

In Abb. 3-1 ist der Versuchsablauf grafisch dargestellt.

In-situ-Prafkdérper In-vitro-Prufkdrper

3 min Tragezeit zur Biofilmbildung

2,5 h Tragedauer mit halbstiindiger 2,5 h Aufbewahrung in sterilem Wasser
Splilung (je 30 s) mit der jeweiligen mit halbstlindiger Spiillung (30 s) mit der
Suspension/Spiillésung jeweiligen Suspension/Spiillosung

In-vitro-Erosion 3 min mit 1 pl 1%iger
Zitronensaure, danach 30 s Abspriithen
mit sterilem Wasser

Abldsen der Pellikel

Messung der Rauheit, Mikroharte und
rasterelektronenmikroskopische
Untersuchung

Abb. 3-1 Grafische Darstellung des Versuchsablaufs

3.2 Vorbereitung der Schmelzpriufkorper, Tragerschienen und Sus-

pensionen/Mundspullosungen

3.2.1 Vorbereitung der Schmelzpriifkérper

Es wurden permanente, obere Schneidezéhne von Rindern (Schlachthof Féarber Zweibriicken)
zur Prifkorperherstellung verwendet. Nach der Extraktion lagerten der Zahne in 0,1%iger
Thymollosung bei 4 °C. Schmelzpriifkorper (SPK) der GroRe von maximal 6 x 4 mm und
einer Dicke von 1-2 mm wurden aus der Labialflache hergestellt. Dazu wurden mit einer was-
sergekihlten Schleiftrennmaschine zuerst die Wurzeln, die Palatinalflachen und dann die In-
zisal- und Approximalflachen abgetrennt, um aus der verbleibenden Labialflache mehrere
ahnlich groRe Stuicke zu produzieren. Mithilfe von Siliziumkarbid-Nassschleifpapier der Kor-

nung 400 Grit wurde am Nassschleifgerat Phoenix 3000 ein paralleler Priifkorper mit einem
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Schmelz-Dentin-Verhéltnis von 2:1 angestrebt. Die AuBenseiten wurden dazu rechtwinklig
geschliffen. Zur einfacheren Handhabung wurde die Dentinseite mit einem Bleistiftkreuz
markiert. Die Politur der Schmelzoberflachen der SPK erfolgte daraufhin unter permanenter
Wasserkiihlung mit Kérnungen von 600, 800, 1200, 2500 und 4000 Grit bei 300-600 U/min,
um eventuelle Unebenheiten oder Schmelzrisse zu entfernen und eine glatte Oberflache zu
erreichen. Dies wurde unter einem Lichtmikroskop (Zoom-Stereomikroskop, 12-fache Ver-
groRerung) kontrolliert. Vor und zwischen diesen Arbeitsschritten erfolgte eine Lagerung in
0,1% Thymol. Die Aufbewahrung der SPK erfolgte nach der Politur mit 4000 Grit in

30% Ethanol, um eine erneute Benetzung mit Thymol zu verhindern.

3.2.2 Standardisierung der Schmelzprifkorper

Um die SPK vergleichbar zu machen, wurden sie standardisiert. Dazu erfolgten Mikroharte-
messungen mit dem Gerat Duramin 5 (Struers, Rgdovre, Denmark). Die SPK wurden auf ei-
nen Objekttrager gelegt und mit einem pyramidal geformten Diamanten mit dem Offnungs-
winkel von 136° und einer definierten Last von F =100 Pound fir 10 s imprimiert. Die
dadurch entstandenen Linien der Impression waren kreuzférmig und gaben mit ihrer Ausdeh-
nung die Eindringtiefe des Diamanten an. Die Endpunkte der Linien wurden im Lichtmikro-
skop festgelegt und das dadurch entstandene Viereck vermessen. Die Berechnung der Mikro-
harte erfolgte Gber die Ausdehnung der Impressionen. Die Kraft ist direkt proportional zu
dieser Flache (A), die Vickers-Héarte (HV) berechnete sich automatisch durch das Computer-
programm gemal der mathematischen Formel HV = 0,102 F/A. Pro SPK fanden Messungen
an funf unterschiedlichen Stellen statt. SPK mit einem gleichmaRigen Ergebnis fur die ver-
schiedenen Messpunkte und mit durchschnittlichen Hértewerten zwischen 300 HV und
400 HV wurden als geeignet angesehen, in 2 ml Safe Lock Tubes (Eppendorf AG, Hamburg,

Deutschland) mit 1 ml 30%igem Ethanol aufbewahrt und nummeriert.

3.2.3 Reinigung der Schmelzpriifkorper

Danach fand die Reinigung der SPK statt. Dazu wurden sie 3 min in eine Well-Platte mit 3%
Natriumhypochlorit (NaOCI) eingebracht, daraufhin in einem Sieb mit flieBendem VE-
Wasser abgespult bis die SPK geruchlos waren. Weiterhin blieben die SPK 5 min in Safe
Lock Tubes im Ultraschallbad in VE-Wasser und danach 15 min in einer Well-Platte in 70%
Isopropylalkohol. Nach zweimaligem Spulen mit sterilem Wasser lagerten die SPK mindes-
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tens 6 h und maximal 3 d vor Verwendung in der Mundhohle in 2 ml Safe Lock Tubes in 1 ml

sterilem Wasser zur Rehydratation bei 4 °C.

3.2.4 Herstellung der Trégerschienen

Fur jeden Probanden erfolgte die Herstellung zweier individueller Schienen-Paare fir den
Oberkiefer. Dazu wurden die Probanden im Oberkiefer mit Algilock-Loffeln und Alginat ab-
geformt und Modelle aus Superhartgips hergestellt. Aus 1,5 mm dicken Methacrylat-Folien
wurden die Schienen von der Zahntechnikerin der Klinik fir Zahnerhaltung (Universitat des
Saarlandes, Homburg, Saar) in doppelter Ausfiihrung je links und rechts im Oberkiefer mit
Ausdehnung vom ersten Pramolaren zum zweiten Molaren tiefgezogen und mit kreisféormigen
(Durchmesser ca. 4 mm) Aussparungen zur verbesserten Retention versehen. Nach Anprobe,
Uberpriifung und eventuellem Anpassen des Sitzes konnten die Schienen fir die Versuche
verwendet werden. Vor jeder Tragerunde wurden die Schienen mithilfe einer Zahnbirste von
groben Verschmutzungen befreit, danach 10 min in 70% Isopropylalkohol im Ultraschallbad
gereinigt und anschlieBend getrocknet. Die SPK wurden aus den 2 ml Safe Lock Tubes mit
sterilem Wasser genommen und an der Luft auf fusselfreiem Papier getrocknet. Die SPK
wurden links und rechts bukkal im Bereich der zweiten Prdmolaren und ersten und zweiten
Molaren mithilfe einer Pinzette, eines Zahnstochers und einer kleinen Menge Polyvinylsilo-
xan (President Light Body, Colténe/Whaledent, Altstatten, Switzerland) befestigt. Es war
wichtig, dass ausschlieBlich die Schmelzflache frei lag und die Seitenflichen komplett ohne
Uberstehendes Befestigungsmaterial gefasst waren. Eine auf diese Art vorbereitete Tréger-
schiene ist in Abb. 3-2 zu sehen. Nach Ausharten des Befestigungsmaterials lagerten die

Schienen bis zum Tragen in einem Falkon mit sterilem Wasser.
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Abb. 3-2 Vorbereitete Prifkdrpertrdgerschiene. Vier SPK sind je Seite mit Polyvinylsiloxan so auf individuellen tiefgezoge-
nen Schienen befestigt, dass die Schmelzflache frei liegt und die Seitenflachen ohne tberstehendes Befestigungsmaterial
gefasst sind

3.2.5 Herstellung der Suspensionen/Mundspullésungen
Fur die experimentellen Versuche in dieser Studie wurden drei verschiedene Suspensio-

nen/Mundsspullésungen hergestellt.

Die Suspensionen/Mundspullésungen waren eine 5%ige Suspension mit Kalziumhydroxyla-
patiten einer GroRe unter 100 nm (Kalident nano), eine Suspension aus 5% Kalident nano und
1% Tanninsaure (Kombination) und steriles Wasser (Kontrolle). Fur Kalident nano wurden
0,5 g Kalident nano in Pulverform auf einer Préazisionswaage in einen Falkon abgewogen und
9,5 ml steriles Wasser mithilfe einer sterilen Pipette hinzugefiigt. Das Mischen der beiden
Bestandteile erfolgte auf dem Vortexgerat. Fir die Kombination erfolgte die Herstellung, in-
dem 0,1 g Tanninsdaure und 0,5 g Kalident nano ebenfalls auf der Prazisionswaage in einen
Falkon abgewogen und 9,4 ml steriles Wasser mit einer sterilen Pipette beigegeben wurde.
Auch diese Suspension wurde auf dem Vortexgerdt gemischt. Die Kontrolle bestand je Spu-
lung aus 10 ml sterilem Wasser. Die Suspensionen/Mundspullésungen wurden aufgrund der
Versuchsbedingungen jeweils in 5-facher Ausfiihrung pro Tragerunde hergestellt.

3.3 Gewinnung der in-situ-Prifkorper

3.3.1 Probanden
Funf freiwillige Probanden nahmen an dieser Studie teil. Alle waren Mitarbeiter/innen des
Laborteams oder Studenten/innen der Zahnmedizin im Alter von 23-35 Jahren. Vier von
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ihnen waren weiblich, einer mannlich. Den Probanden wurde der Ablauf und das Ziel der
Studie erlautert, woraufhin alle zu ihrer Mitarbeit einwilligten. Uber das Ess-/Trink- sowie
das Mundhygieneverhalten wurden alle Probanden vor Versuchsbeginn aufgeklart. Alle wa-
ren Nichtraucher und nahmen keine Medikamente ein. Bei einem Zahnarzt fand die Uberprii-
fung der Mundgesundheit aller Probanden statt, woraufhin eine weibliche Probandin aufgrund
von Kariesaktivitat von der Studie ausgeschlossen wurde. Bei den restlichen Probanden zeig-
ten sich keine Anzeichen von Karies, Gingivitis oder Parodontalerkrankungen, sodass letzt-
endlich vier Probanden zur Studie zugelassen waren. Das positive Votum der Ethikkommissi-
on der Arztekammer des Saarlandes fiir die Durchfiihrung der vorliegenden Studie lag bereits
vor Versuchsbeginn vor (Kenn.-Nr. 238/03, 2012).

3.3.2 Ablauf des in-situ-Versuchs

Die Durchfuhrung der Tragerunden mit den verschiedenen Suspensionen/Mundspullésungen
fand an unterschiedlichen Tagen im Abstand von mindestens 24 h statt. Die Probanden putz-
ten morgens die Z&hne mit ihren gewohnlich verwendeten Zahnpasten. VVor dem Tragen der
Schienen und friihestens 1 h nach dem morgendlichen Zahneputzen erfolgte eine erneute Rei-
nigung der Zahne mit Leitungswasser, um maogliche Zahnpastariickstande komplett zu entfer-
nen. Nach einer halben Stunde wurden die vorbereiteten Prifkorpertrdgerschienen aus dem
Falkon genommen und ohne Berlihrung der SPK eingesetzt. Nach 3 min Tragezeit zur initia-
len Biofilmbildung spilten die Probanden 30s mit je einer der Suspensio-
nen/Mundspullésungen. Nach jeweils einer halben Stunde wurde erneut mit der gleichen Sus-
pension/Mundspullésung gespllt, sodass insgesamt funf Spilungen wéhrend einer Zeit von
2,5 h erfolgten (3 min nach Biofilmbildung, nach 30 min, 60 min, 90 min, 120 min). Vor je-
der Spulung wurde der jeweilige Falkon nochmals geschuttelt. Nach 2,5 h wurden die Schie-

nen wieder ohne Berlihrung der SPK entfernt.

3.3.3 In-vitro-Erosion der in-situ-Prifkorper

Nach Ende der Tragezeit wurden die SPK umgehend mit einer Pinzette von den Schienen
entfernt und fur 5 s mit sterilem Wasser abgespult, um nicht adsorbierte Speichelbestandteile
zu entfernen. Nach Lufttrocknung auf fusselfreiem Papier wurde 3 min lang halbseitig 1 pl
1%ige Zitronensdure mit einer Pipette appliziert und tberprift, dass sich der Tropfen nicht

weiter Uber den SPK ausbreitete. Anschlielfend wurde die Zitronensaure 30 s mit sterilem
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Wasser aus einem Druckspriher mit geringem Druck abgesplilt. Die ungeatzte Seite diente als

Vergleich zur erodierten Seite.

3.3.4 Abldsen der Pellikel

Damit die reine Schmelzoberflache beurteilt werden konnte, erfolgte das Ablosen der Pellikel
von den SPK. Hierzu wurde eine Methode angewendet, die zwei Pufferlésungen zu Hilfe
nahm. Zum einen wurden fur jeden SPK 500 pl einer Triton-X-100-Pufferlésung aus 50 pl
Tris-HCI-NaCl-Puffer, 5 pl Triton X-100 und 445 pl dH,0 hergestellt. Zum anderen wurden
500 ul RIPA-Pufferlésung je SPK aus 50 pl RIPA-Puffer und 450 pl dH,O vorbereitet. Nach
der Mischung des SPK fiir 5 s auf dem Vortexgerét in einem 2 ml Safe Lock Tube geftllt mit
der Triton-X-100-Pufferldsung lagerte das 2 ml Safe Lock Tube fir 5 min auf Eis. Der SPK
wurde aus der Triton-X-100-Pufferldsung entfernt, in einem 2 ml Safe Lock Tube mit 500 pl
RIPA-Pufferlésung wiederum 5 s auf dem Vortexgerdt gemischt und anschlieend fir 5 min
im Ultraschallbad gekiihlt. Nach erneutem Mischen flr 5 s auf dem Vortexgerat, wurde der
SPK mit VE-Wasser abgespilt und 24 h in einer Well-Platte zum Lufttrocknen aufbewahrt,
um ihn danach mit den verschiedenen Methoden zu untersuchen. Diese Methode erfolgte bei

allen in-situ-SPK.

3.4 In-vitro-Prufkorper

Als Negativ-Kontrolle ohne Pellikel diente eine in-vitro-Versuchsreihe. Die SPK wurden da-
zu funf Mal im Abstand von einer halben Stunde fiir 30 s in 1 ml der jeweiligen Suspensi-
on/Mundspillésung in eine Well-Platte gelegt und die restliche Zeit in 1 ml sterilem Wasser
aufbewahrt. Vor jedem Wechsel trockneten die SPK auf fusselfreien Tuchern fiir ca. 30 s an
der Luft, um eine Verdiinnung bzw. Verunreinigung der néchsten Fliissigkeit/Suspension zu
vermeiden. Die SPK waren 2,5 h komplett mit Wasser/Suspension bedeckt. Die Atzung er-
folgte gemaR der in-situ-SPK, die Nachbehandlung zum Abldsen der Pellikel war nicht not-

wendig. Nach 24 h Lufttrocknung in einer Well-Platte konnten die SPK untersucht werden.
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3.5 Untersuchungsmethoden

Insgesamt wurden 54 SPK fur die Untersuchungen zur Messung der Rauheit und Mikroharte
verwendet. Davon waren sechs SPK in-vitro-Prufkorper, je zwei wurden gespult mit Kalident
nano, der Kombination und der Kontrolle. Pro Proband wurden je vier SPK je Mundspullo-
sung untersucht, d.h. insgesamt zwolf SPK pro Proband und damit insgesamt 48 in-situ-SPK.
Fur die rasterelektronenmikroskopische Untersuchung wurde ein in-vitro-SPK pro Mundspul-
I6sung, also insgesamt drei in-vitro-SPK, und je ein in-situ-SPK pro Proband pro Mundspul-
I6sung verwendet, also zwoOlIf in-situ-SPK. Insgesamt erfolgte somit die rasterelektronenmik-

roskopische Untersuchung von 15 SPK.

3.5.1 Messung der Rauheit
Die Messung der Rauheit fand mithilfe eines Oberflaichenmessgerats (MicroProf®, FRT,
Bergisch Gladbach, Deutschland) statt.

Der MicroProf® ist ein Messgerét zur prézisen optischen Topographiemessung an Oberfla-
chen. Der MicroProf® arbeitet als optisches Profilometer (2D) und als bildgebendes Messge-
rat (3D) mit einem rasternden Verfahren bzw. mit einem direktabbildenden Flachensensor.
Rauheiten und Welligkeiten kdnnen zwei- wie dreidimensional bestimmt werden. Der im
MicroProf® eingesetzte Sensor FRT CWL benutzt ein patentiertes Verfahren, das die chro-
matische Aberration, im Prinzip den wellenldngenabhéngigen Brechungsindex, von Linsen
ausnutzt. Die Probe wird mit fokussiertem WeiRlicht beleuchtet. Eine passive Optik mit gro-
Rer chromatischer Aberration fachert das WeiRlicht vertikal in Fokuspunkte verschiedener
Farbe und somit Hohe auf. Trifft fokussiertes Licht auf eine Oberflache, wird dieses Licht im
Gegensatz zu den unfokussierten Teilen des Strahls optimal reflektiert. Es gelangt durch die
gleiche Optik und ein Glasfaserkabel in ein Miniaturspektrometer. Das Licht, das auf die
Prifkorperoberflache gelangt, wird mit unterschiedlichen Wellenlédngen reflektiert, abhéngig
vom Abstand der Prifkorperoberflache. Die Wellenldange (Farbe) des reflektierten Lichtes
ergibt somit tber eine Kalibrationstabelle die Entfernung des Sensors zur Probe (Bedienungs-
anleitung FRT MicroProf®, FRT GmbH, Version 2.104, Datum 2016-10-24).

Jeder Prufkorper wurde einzeln auf einem Teller fixiert und in einem Feld von 6 x 3 mm ge-
scannt. Die Analyse der gescannten Prifkorper erfolgte mithilfe der Computersoftware
Mark Il mit dem Parameter sRq, der die durchschnittliche Oberflachenrauheit im definierten

Bereich beschreibt. Diese wurde bei jedem Prufkorper je zwei Mal auf der geatzten und unge-
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atzten Seite innerhalb eines Kreises mit Radius r = 0,5 mm gemessen und der Durchschnitt je
Seite gebildet, um die Rauheit der geédtzten mit der der ungeéatzten Seite vergleichen zu kon-
nen. Pro Proband wurden der Mittelwert der geétzten und der Mittelwert der ungeétzten Sei-

ten der jeweils vier SPK pro Mundspullésung errechnet.

3.5.2 Messung der Mikroharte

Die Mikroharte wurde gemal des VVorgehens bei der Standardisierung der SPK mit dem Gerét
Duramin 5 (Struers, Willich, Deutschland) gemessen, siehe Kapitel 3.2.2. Es wurden pro SPK
jeweils funf Messungen auf der gedtzten und ungeétzten Seite durchgefiihrt und der durch-
schnittliche Wert flir die geatzte und ungeétzte Seite errechnet. Auch hier wurde pro Proband
ein Mittelwert der Ergebnisse der geétzten Seiten der vier SPK pro Mundspullésung und der
ungedétzten Seiten gebildet.

3.5.3 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung

Nach den Messungen der Rauheit und der Mikrohérte lagerten die SPK entweder voriberge-
hend in 30%igem Ethanol oder es erfolgte direkt die Vorbereitung fir die Untersuchung am
Rasterelektronenmikroskop (REM). Die Proben wurden hierfur zweimal fir 10 min in eine
Well-Platte mit 50%igem Ethanol, danach jeweils 5 min in 70-, 80- und 90%iges Ethanol und
zweimal 10 min in 100%iges Ethanol gelegt. Daraufhin wurden die SPK in Hexamethyldi-
silazan (HMDS) gelegt, welches nach 30 min mit einer Pipette entsorgt wurde. Danach trock-
neten die SPK uber Nacht in der Well-Platte unter einem Abzug. Die SPK wurden mittels
Haftaufklebern auf REM-Probetellern befestigt und mit Hilfe des Sputtercoaters und eines
Kohlegarns bedampft. Daraufhin konnten die vorbereiteten SPK mittels REM qualitativ un-
tersucht werden. Die Untersuchung der mikromorphologischen Unterschiede zwischen ero-
diertem und intaktem Schmelz erfolgte bei 5 kV. Es wurde je ausgewahltem Prifkorper eine
Ubersicht mit 22- bis 27-facher VergroRerung und Bilder des gedtzten und ungeatzten Be-
reichs in 500-, 1.000-, 5.000-, 10.000- und 20.000-fachen Vergrolierungen erstelit.

-21 -



Material und Methode

3.6 Vorversuche

Zur Festlegung der endgultigen Versuchsparameter wurden einige Vorversuche durchgefiihrt,

die Schritt fur Schritt abgeandert wurden.

3.6.1 Erste Vorversuchsreihe

Begonnen wurden die Versuche mit Tragezeiten von 30 min und 2 h und den Spulungen mit
der Kontrolle (Wasser) und Kalident nano. Es fand keine Standardisierung der SPK durch
Bestimmung der Mikrohdrte statt, die Dauer der in-vitro-Erosion war 1 min und die Konzent-
ration der Zitronensaure war 5%. AulRerdem wurde der Biofilm nach dem Tragen fixiert.

In der ersten Versuchsreihe gab es zwei Tragezeiten. Die SPK wurden in einer Tragerunde
30 min, in einer anderen Tragerunde 2 h getragen und dabei bei beiden Zeiten nur einmal
nach 3 min mit der jeweiligen Suspension/Mundspullésung gesplt. Die in-vitro-Erosion er-
folgte 1 min mittels 1 pl 5%iger Zitronenséure. AuRerdem fand eine Behandlung der Proben
mit einer Fixierlosung statt, um den Biofilm zu konservieren. Dazu wurden die SPK fur 1 h
bei 4 °C in 2%iges Glutaraldehyd in 0,1 M Cacodylatpuffer gelegt und daraufhin finf Mal je
10 min mit 0,1 M Cacodylatpuffer gewaschen. Nach dem Waschen der SPK mit sterilem
Wasser fur funf Mal je 5 min konnten die Untersuchungen der Rauheit und Mikroharte
durchgefuhrt werden. Die SPK lagerten danach wiederum bei 4 °C in 0,1 M Cacodylatpuffer,
um dann fir die Untersuchung am REM wie in Kapitel 3.5.3 beschrieben vorbereitet zu wer-
den.

3.6.2 Zweite Vorversuchsreihe

Die Auswertungen zeigten, dass ein Abldsen des Biofilms zur Betrachtung der Schmelzober-
flache notwendig war, woraufhin der Biofilm nicht fixiert, sondern abgeldst wurde. Die restli-
chen Parameter blieben gleich.

Zuerst sollte das Ablésen mittels Reinigung mit 3% NaOCI stattfinden, was allerdings auf-
grund einer zuriickbleibenden Pellikel nicht zum gewtinschten Erfolg verhalf. Dies fuhrte in
der zweiten Versuchsreihe zur Anwendung der endgiltigen Methode des Ablésens der Pelli-
kel mittels Pufferlésungen nach Kapitel 3.3.4.
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3.6.3 Dritte Vorversuchsreihe

Durch stark differierende Ergebnisse der Untersuchung der Rauheit und Mikrohérte zeigte
sich, dass vorab eine Standardisierung der SPK notig ist, um die Untersuchungsergebnisse
vergleichen zu konnen. Dies wurde daraufhin ab der dritten Versuchsreihe zur endgultigen
Methode bei der Prifkorper-Herstellung, beschrieben in Kapitel 3.2.2. Die Tragezeit wurde
auf die endgiltigen 2,5 h mit insgesamt flnf Spllungen verlangert. Zusétzlich stellte sich her-
aus, dass die Konzentration der Zitronenséure fur realistischere Bedingungen verringert wer-

den musste, weshalb 1 min mit 1 pl 1%iger Zitronensaure geatzt wurde.

3.6.4 Vierte Vorversuchsreihe

Da der Unterschied zwischen geétzter und ungeatzter Seite bei Atzung 1 min mit 1 pl 1%iger
Zitronensaure zu gering war, wurde in der vierten Versuchsreine die Dauer der
in-vitro-Erosion auf 3 min verlangert. Nachdem die Parameter festgelegt waren, wurden die

Versuche mit allen Probanden in der endguiltigen Versuchsreihe durchgefihrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der Vorversuche

4.1.1 Ergebnisse der Messung der Rauheit

Wie in Abb. 4-2 graphisch dargestellt, betrug die Rauheit bei zwei Probanden mit je zwei
Prifkdrpern und einer Tragezeit von 30 min im Mittel 0,035 pum auf der ungeétzten Seite und
0,097 um auf der geétzten Seite bei der Spulung mit der Kontrolle (Wasser) mit einer Stan-
dardabweichung von jeweils 0,01 um. Die Werte der Spilung mit Kalident nano betrugen
0,162 um mit einer Standardabweichung von 0,03 pum auf der ungeatzten Seite und 0,237 pm
mit einer Standardabweichung von 0,04 um auf der geatzten Seite. Wie in Abb. 4-4 zu sehen
ist, betrug die Rauheit bei einer Tragezeit von 2 h im Mittel 0,027 um mit einer Standardab-
weichung von 0,00 um auf der ungeétzten Seite und 0,091 um mit einer Standardabweichung
von 0,01 um auf der geétzten Seite bei der Spilung mit der Kontrolle (Wasser). Die Werte der
Spilung mit Kalident nano betrugen 0,160 um mit einer Standardabweichung von 0,03 pum
auf der ungeatzten Seite und 0,274 um mit einer Standardabweichung von 0,02 um auf der
geatzten Seite bei der Tragezeit von 2 h. Die Rauheit nahm nach der Atzung bei beiden Tra-
gedauern und beiden Spulungen zu und war insgesamt bei Spilung mit Kalident nano groier
als bei der Kontrolle (Wasser). Zwischen den Werten der verschiedenen Tragezeiten war kein
grolRer Unterschied festzustellen. Die Mittelwerte der Messergebnisse der SPK der einzelnen
Probanden und die Mittelwerte der Messergebnisse aller SPK der beiden Probanden je Mund-
spullésung/Suspension sind in Abb. 4-1, Abb. 4-2, Abb. 4-3 und Abb. 4-4 dargestellt.
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Abb. 4-1 Darstellung der Ergebnisse der Oberflachenrauheit in um im ungeétzten und geétzten Bereich der Schmelzprifkor-
per der Probanden 2 und 3 mit einer 30-min-Pellikel bei Spiilung mit der Kontrolle (Wasser) und Kalident nano. Die ausge-
fullten Sdulen beschreiben die Werte des ungedtzten, die schraffierten Séulen die Werte des geatzten Bereichs. Es wurde pro
Proband der Mittelwert aus je zwei Schmelzpriifkdrpern erstellt. Es fand vorab keine Standardisierung der Schmelzpriifkor-
per durch Bestimmung der Mikrohérte statt. Proband 2 und 3 spiilten nach 3 min fiir 30 s mit der Kontrolle (Wasser) oder
Kalident nano. Die in-vitro-Erosion erfolgte 1 min mit 1 ul 5%iger Zitronensdure. Die Pellikel wurde nach der Sdureexpositi-
on fixiert
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Abb. 4-2 Darstellung der Mittelwerte der Ergebnisse der Oberflachenrauheit in um im ungeéatzten und geétzten Bereich der
Schmelzprifkdérper der Probanden 2 und 3 mit einer 30-min-Pellikel bei Spilung mit der Kontrolle (Wasser) und Kalident
nano. Die ausgefiillten Sdulen beschreiben die Werte des ungeétzten, die schraffierten Séulen die Werte des geétzten Be-
reichs. Es wurde je Mundspillésung/Suspension jeweils im ungeétzten und gedtzten Bereich der Mittelwert aus allen Ergeb-
nissen der Schmelzpriifkdrper der Probanden 2 und 3 erstellt. Es fand vorab keine Standardisierung der Schmelzpriifkorper
durch Bestimmung der Mikrohdrte statt. Proband 2 und 3 spulten nach 3 min fiir 30 s mit der Kontrolle (Wasser) oder Kali-
dent nano. Die in-vitro-Erosion erfolgte 1 min mit 1 pl 5%iger Zitronenséure. Die Pellikel wurde nach der S&ureexposition
fixiert
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Abb. 4-3 Darstellung der Ergebnisse der Oberfldchenrauheit in um im ungeétzten und geétzten Bereich der Schmelzprifkor-
per der Probanden 2 und 3 mit einer 2-h-Pellikel bei Spilung mit der Kontrolle (Wasser) und Kalident nano. Die ausgefillten
Sédulen beschreiben die Werte des ungedtzten, die schraffierten Sdulen die Werte des geétzten Bereichs. Es wurde pro Pro-
band der Mittelwert aus je zwei Schmelzprifkdrpern erstellt. Es fand vorab keine Standardisierung der Schmelzprifkérper
durch Bestimmung der Mikrohdrte statt. Proband 2 und 3 spiilten nach 3 min fiir 30 s mit der Kontrolle (Wasser) oder Kali-
dent nano. Die in-vitro-Erosion erfolgte 1 min mit 1 pl 5%iger Zitronenséure. Die Pellikel wurde nach der S&ureexposition
fixiert
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Abb. 4-4 Darstellung der Mittelwerte der Ergebnisse der Oberflachenrauheit in um im ungeéatzten und geétzten Bereich der
Schmelzprufkorper der Probanden 2 und 3 mit einer 2-h-Pellikel bei Spiilung mit der Kontrolle (Wasser) und Kalident nano.
Die ausgefiillten Saulen beschreiben die Werte des ungeétzten, die schraffierten Saulen die Werte des gedtzten Bereichs. Es
wurde je Mundspullésung/Suspension jeweils im ungeétzten und geétzten Bereich der Mittelwert aus allen Ergebnissen der
Schmelzprifkdérper der Probanden 2 und 3 erstellt. Es fand vorab keine Standardisierung der Schmelzpriifkérper durch Be-
stimmung der Mikrohérte statt. Proband 2 und 3 spiilten nach 3 min fir 30 s mit der Kontrolle (Wasser) oder Kalident nano.
Die in-vitro-Erosion erfolgte 1 min mit 1 pl 5%iger Zitronensdure. Die Pellikel wurde nach der Sdureexposition fixiert
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4.1.2 Ergebnisse der Messung der Mikrohérte

Die Mikroharte betrug bei den gleichen Versuchsbedingungen und einer Tragedauer von
30 min im Mittel 318,5 HV auf der ungeétzten Seite mit einer Standardabweichung von
23,35 HV und 275,0 HV auf der gedtzten Seite mit einer Standardabweichung von 17,23 HV
bei der Spulung mit der Kontrolle (Wasser), was in Abb. 4-6 dargestellt ist. Die Werte der
Spulung mit Kalident nano betrugen 285,8 HV auf der ungeatzten Seite mit einer Stan-
dardabweichung von 15,03 HV und 249,6 HV auf der geétzten Seite mit einer Standardab-
weichung von 25,26 HV. Wie Abb. 4-8 zeigt, betrug die Mikrohérte bei einer Tragedauer von
2 him Mittel 344,5 HV auf der ungeétzten Seite mit einer Standardabweichung von 17,63 HV
und 287,9 HV auf der gedtzten Seite mit einer Standardabweichung von 27,13 HV bei der
Spulung mit der Kontrolle (Wasser). Die Werte der Spilung mit Kalidentnano betrugen
311,8 HV auf der ungedtzten Seite mit einer Standardabweichung von 25,78 HV und
244,2 HV auf der geatzten Seite mit einer Standardabweichung von 20,48 HV. Folglich nahm
die Mikrohirte nach der Atzung bei beiden Tragedauern und beiden Spiilungen ab und war
insgesamt bei Spilung mit Kalident nano geringer als bei der Kontrolle (Wasser). Die Werte
der Mikrohdarte waren bei der ungeétzten Seite sowohl bei der Kontrolle (Wasser) als auch bei
Kalident nano bei einer Tragedauer von 2 h héher als bei 30 min. Die Mittelwerte der einzel-
nen Probanden und die Ubersicht beider Probanden sind in Abb. 4-5, Abb. 4-6, Abb. 4-7 und
Abb. 4-8 dargestellt.
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Abb. 4-5 Darstellung der Ergebnisse der Mikrohérte in HV im ungeétzten und geétzten Bereich der Schmelzpriifkdrper der
Probanden 2 und 3 mit einer 30-min-Pellikel bei Spiilung mit der Kontrolle (Wasser) und Kalident nano. Die ausgefiillten
Sédulen beschreiben die Werte des ungedtzten, die schraffierten Sdulen die Werte des geétzten Bereichs. Es wurde pro Pro-
band der Mittelwert aus je zwei Schmelzprifkdrpern erstellt. Es fand vorab keine Standardisierung der Schmelzprifkérper
durch Bestimmung der Mikrohdérte statt. Proband 2 und 3 spulten nach 3 min fur 30 s mit der Kontrolle (Wasser) oder Kali-
dent nano. Die in-vitro-Erosion erfolgte 1 min mit 1 pl 5%iger Zitronenséure. Die Pellikel wurde nach der S&ureexposition
fixiert
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Abb. 4-6 Darstellung der Mittelwerte der Ergebnisse der Mikrohdrte in HV im ungedtzten und gedtzten Bereich der
Schmelzpriifkdrper der Probanden 2 und 3 mit einer 30-min-Pellikel bei Spilung mit der Kontrolle (Wasser) und Kalident
nano. Die ausgefiillten S&ulen beschreiben die Werte des ungeétzten, die schraffierten Sdulen die Werte des geétzten Be-
reichs. Es wurde je Mundspiillésung/Suspension jeweils im ungeétzten und geétzten Bereich der Mittelwert aus allen Ergeb-
nissen der Schmelzpriifkdrper der Probanden 2 und 3 erstellt. Es fand vorab keine Standardisierung der Schmelzpriifkorper
durch Bestimmung der Mikrohdérte statt. Proband 2 und 3 spulten nach 3 min fur 30 s mit der Kontrolle (Wasser) oder Kali-
dent nano. Die in-vitro-Erosion erfolgte 1 min mit 1 pl 5%iger Zitronenséure. Die Pellikel wurde nach der S&ureexposition
fixiert
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Abb. 4-7 Darstellung der Ergebnisse der Mikrohérte in HV im ungeétzten und geétzten Bereich der Schmelzpriifkdrper der
Probanden 2 und 3 mit einer 2-h-Pellikel bei Spiilung mit der Kontrolle (Wasser) und Kalident nano. Die ausgefiillten S&ulen
beschreiben die Werte des ungedtzten, die schraffierten Sdulen die Werte des gedtzten Bereichs. Es wurde pro Proband der
Mittelwert aus je zwei Schmelzpriifkdrpern erstellt. Es fand vorab keine Standardisierung der Schmelzpriifkérper durch
Bestimmung der Mikrohérte statt. Proband 2 und 3 spilten nach 3 min fir 30 s mit der Kontrolle (Wasser) oder Kalident
nano. Die in-vitro-Erosion erfolgte 1 min mit 1 pl 5%iger Zitronensdure. Die Pellikel wurde nach der Saureexposition fixiert
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Abb. 4-8 Darstellung der Mittelwerte der Ergebnisse der Mikrohdrte in HV im ungeétzten und gedtzten Bereich der
Schmelzprifkdrper der Probanden 2 und 3 mit einer 2-h-Pellikel bei Spilung mit der Kontrolle (Wasser) und Kalident nano.
Die ausgefiillten S&ulen beschreiben die Werte des ungeatzten, die schraffierten Saulen die Werte des geétzten Bereichs. Es
wurde je Mundspillésung/Suspension jeweils im ungeétzten und geatzten Bereich der Mittelwert aus allen Ergebnissen der
Schmelzpriifkdrper der Probanden 2 und 3 erstellt. Es fand vorab keine Standardisierung der Schmelzprifkérper durch Be-
stimmung der Mikrohdrte statt. Proband 2 und 3 spiilten nach 3 min fiir 30 s mit der Kontrolle (Wasser) oder Kalident nano.
Die in-vitro-Erosion erfolgte 1 min mit 1 pl 5%iger Zitronensdure. Die Pellikel wurde nach der Saureexposition fixiert

-29 -



Ergebnisse

4.1.3 Ergebnisse der rasterelektronenmikroskopischen Untersuchung

In der Ubersichtsaufnahme (Abb. 4-9) mit 25-facher VergréBerung eines in-situ-SPK kann
man deutlich die Grenze zwischen Atzpunkt und unerodiertem Schmelz erkennen. Die geatzte
Seite erscheint heller und rissiger als die ungedtzte Seite.

ungedtzte Seite

N
AccV SpotMagn Det WD Exp p—— 1mm
100kV 3.0 25x SE 9.7 8906 REM8906 CR S 2h re Kontrolle

Abb. 4-9 REM-Ubersichtsaufnahme (in 25-facher VergréRerung) eines Schmelzpriifkérpers des Probanden 2 mit einer
2-h-Pellikel bei Spulung mit der Kontrolle (Wasser). Es fand vorab keine Standardisierung der Schmelzpriifkérper durch
Bestimmung der Mikrohérte statt. Der Proband spilte nach 3 min fiir 30 s mit der Kontrolle (Wasser). Die in-vitro-Erosion
erfolgte 1 min mit 1 pl 5%iger Zitronenséure. Die Pellikel wurde nach der S&ureexposition fixiert

In Abb. 4-10 sind die REM-Aufnahmen in den 500-, 1.000-, 5.000-, 10.000- und
20.000-fachen VergroRerungen der ungeétzten und geétzten Seite eines Prufkorpers des Pro-
banden 2 mit der Kontrolle (Wasser) als Spullésung gegeniibergestellt. Man erkennt die Ver-
anderung der Struktur des Schmelzes nach der Saureexposition. Der ungeatzte Schmelz wirkt

homogen gegen die ,,ausgefranzten* Schmelzkristalle auf der geétzten Seite.
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Proband 2, Kontrolle, ungeéatzt

Proband 2, Kontrolle, geéatzt

Acc.V SpotMagn
10.0kV 3.0 500x

Det WD Exp 50 um
SE 98 8906 REM 8906 CR S 2h re Kontrolle ungea

Acc.V SpotMagn
5.00 kv 30 500x

Det WD Exp 50 um
SE 98 8906 REM8906 CR S 2h re Kontrolle geaetz

¢

Acc.V SpotMagn Det WD Exp p———— 20um
10.0kv 3.0 1000x SE 98 8906 REM8906 CR S 2h re Kontrolle ungea

Acc.V SputMég|1 Dét WD Exp }—] .20lum

2500 kv 30 1000x SE 9.8 8906 REM8906 CR S 2h re Kontrolle geaetz
: % SRR PN B X B R

Acc.V SpotMagn Det WD Exp pb———— 5Sum
10.0kV 30 5000x SE 98 8906 REM 8906 CR S 2hre Kontrolle ungea

WAcc.V  Spot Magn
00 kv 3.0 5000x

Det WD Exp p——— 5um
SE 9.8 8906 REM8906 CR S 2h re Kontrolle geaetz

i R -

(Legende siehe néchste Seite)
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Acc.V SpotMagn Det WD E;(P }—{ 2 um " V Spo E>;p }—A{ 2 um
500kv 30 10000x SE 98 8906 REM8906 CR S 2h re Kontrolle ungeat < 00KV 30 10000x SE 98 8906 REM8906 CR S 2h re Kontrolle geaetz
: A 5 > R A e e T — 12w o

L I > » R SN

A , "\ .‘ A
Acc.V SpotMagn Det WD Exp p——— 1um % AccV SpotMagn Det WD Exp
5.00kvV 30 20000x SE 98 8906 REM8906 CR S 2hre Kontrolle ungeat & B5.00kV 3.0 20000x SE 98 8906 REM 8906 CR S 2h re Kontrolle geaetz

i i »

Abb. 4-10 REM-Aufnahmen (in den VergréRerungen 500-fach, 1.000-fach, 5.000-fach, 10.000-fach und 20.000-fach) eines
Schmelzpriifkdrpers des Probanden 2 mit einer 2-h-Pellikel bei Spiilung mit der Kontrolle (Wasser). Jeweils links sind die
Aufnahmen des ungedtzten, rechts die Aufnahmen des geétzten Bereichs zu sehen. Es fand vorab keine Standardisierung der
Schmelzprifkdrper durch Bestimmung der Mikrohérte statt. Der Proband spiilte nach 3 min fiir 30 s mit der Kontrolle (Was-
ser). Die in-vitro-Erosion erfolgte 1 min mit 1 pul 5%iger Zitronenséure. Die Pellikel wurde nach der S&ureexposition fixiert

4.2 Ergebnisse der endgultigen Versuche

4.2.1 Ergebnisse der Messung der Rauheit

Bei den endgultigen Versuchen wurden sowohl in-vitro- als auch in-situ-Ergebnisse erzielt
und ausgewertet. Die in-situ-Ergebnisse ergaben sich durch die Mittelwerte aller vier Proban-
den. Wie in Abb. 4-12 dargestellt, betrug die Rauheit bei der Spiilung mit der Kontrolle (Was-
ser) in-vitro 0,268 um auf der ungedtzten Seite mit einer Standardabweichung von 0,03 um
und 0,365 um auf der geétzten Seite mit einer Standardabweichung von 0,07 um. In-situ be-
trug die Rauheit auf der ungeétzten Seite 0,186 um mit einer Standardabweichung von
0,09 um und 0,242 um auf der gedtzten Seite mit einer Standardabweichung von 0,08 pum.
Bei Spulung mit Kalident nano in-vitro war der Wert der Rauheit auf der ungedtzten Seite
0,365 um mit einer Standardabweichung von 0,02 um und 0,402 um auf der geétzten Seite
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mit einer Standardabweichung von 0,04 um. Das in-situ-Ergebnis bei Kalident nano auf der
ungedétzten Seite war 0,213 um mit einer Standardabweichung von 0,06 um und 0,288 pm auf
der geétzten Seite mit einer Standardabweichung von 0,08 um. Bei den in-vitro-Versuchen
mit der Kombination betrug die Rauheit auf der ungeétzten Seite 0,594 um mit einer Stan-
dardabweichung von 0,04 um und 0,808 um auf der gedtzten Seite mit einer Standardabwei-
chung von 0,06 um. In-situ lagen die Werte bei 0,239 um mit einer Standardabweichung von
0,11 pm auf der ungeétzten Seite und 0,311 um auf der geétzten Seite mit einer Standardab-
weichung von 0,10 um. Alle Ergebnisse auf der ungedtzten Seite waren sowohl in-vitro als
auch in-situ niedriger als die auf der geétzten Seite. Insgesamt waren die Werte der
in-vitro-Versuche bei allen Spilungen auf beiden Seiten héher als bei den in-situ-Versuchen,
wobei die Werte der Kombination deutlich hther waren als die der Kontrolle (Wasser) und
Kalident nano. Bei den in-situ-Ergebnissen war die Rauheit der Kontrolle (Wasser) am nied-
rigsten und die der Kombination am hdchsten. Die Ergebnisse der in-vitro-Versuche und der
einzelnen Probanden sind in Abb. 4-11 dargestellt. Der Vergleich der in-vitro- mit den
in-situ-Ergebnissen ist in Abb. 4-12 zu sehen.

Oberflachenrauheit in um

1 m Kontrolle in-vitro

0.9 = Kontrolle Pr1
’

m Kontrolle Pr2
0,8

Kontrolle Pr3

0,7 Kontrolle Pr4

m Kalident nano in-vitro

0,6

m Kalident nano Prl

0,5

Kalident nano Pr2

Kalident nano Pr3

0,4

Kalident nano Pr4

0,3

m Kombination in-vitro

u Kombination Prl

0,2

m Kombination Pr2
0,1

Kombination Pr3

0

Kombination Pr4

Abb. 4-11 Darstellung der Ergebnisse der Oberflachenrauheit in um im ungeétzten und geatzten Bereich der in-vitro-
Schmelzprifkérper und der Schmelzprifkorper mit einer 2,5-h-Pellikel der einzelnen Probanden bei Spiilung mit der Kon-
trolle (Wasser), Kalident nano und der Kombination aus Kalident nano und Tanninséure. Die ausgefiillten S&ulen beschrei-
ben die Werte des ungeétzten, die schraffierten Sdulen die Werte des geétzten Bereichs. Es wurde in-vitro der Mittelwert aus
zwei Schmelzprifkdrpern und pro Proband der Mittelwert aus je vier Schmelzpriifkdrpern erstellt. Es fand vorab eine Stan-
dardisierung der Schmelzprifkérper durch Bestimmung der Mikroharte statt. Die Probanden spiilten nach 3 min fiir 30 s mit
der Kontrolle (Wasser), Kalident nano oder der Kombination. Danach wurde alle 30 min fur je 30 s mit der jeweiligen Mund-
spullésung/Suspension gespiilt, sodass insgesamt fiinf Spiilungen stattfanden (nach 3 min, 30 min, 60 min, 90 min, 120 min).
Die in-vitro-Schmelzprifkérper wurden finf Mal im Abstand von 30 min fir 30s in 1 ml der jeweiligen Suspensi-
on/Mundspiillésung in eine Well-Platte gelegt und die restliche Zeit in 1 ml sterilem Wasser aufbewahrt. Die in-vitro-Erosion
der in-vitro- und in-situ-Schmelzpriifkérper erfolgte 3 min mit 1 ul 1%iger Zitronensdure. Die Pellikel der in-
situ-Schmelzpriifkdrper wurde nach der Saureexposition abgeldst
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Oberflachenrauheit in um

1,000
0,900 0,808
0,800
0,700 m Kontrolle in-vitro
0.600 u Kontrolle in-situ
’ A Ann m Kalident nano in-vitro
oo 0,365 T Kalident nano in-situ
0.400 T 0,365 0,288
’ . 0,242 - Lo
0,300 0,268%45%0 186 gﬁ 0213 Kombination in-vitro
’ 7 /// = Kombination in-situ
0,200 I
0,000 ﬁ

Abb. 4-12 Darstellung der Mittelwerte der Ergebnisse der Oberflachenrauheit in um im ungeétzten und geétzten Bereich der
in-vitro- und der in-situ-Schmelzprifkérper mit einer 2,5-h-Pellikel bei Spilung mit der Kontrolle (Wasser), Kalident nano
und der Kombination aus Kalident nano und Tanninsdure. Die ausgefiillten Sdulen beschreiben die Werte des ungeétzten, die
schraffierten Séulen die Werte des geétzten Bereichs. Es wurde je Mundspllésung/Suspension jeweils im ungedtzten und
gedtzten Bereich der Mittelwert aus allen Ergebnissen der in-vitro- und der in-situ-Schmelzprifkorper erstellt. Es fand vorab
eine Standardisierung der Schmelzprifkdrper durch Bestimmung der Mikrohérte statt. Die Probanden spilten nach 3 min fiir
30 s mit der Kontrolle (Wasser), Kalident nano oder der Kombination. Danach wurde alle 30 min fir je 30 s mit der jeweili-
gen Mundspiillésung/Suspension gespiilt, sodass insgesamt fiinf Spiilungen stattfanden (nach 3 min, 30 min, 60 min, 90 min,
120 min). Die in-vitro-Schmelzprifkdrper wurden fiinf Mal im Abstand von 30 min fiir 30 s in 1 ml der jeweiligen Suspensi-
on/Mundspiillésung in eine Well-Platte gelegt und die restliche Zeit in 1 ml sterilem Wasser aufbewahrt. Die in-vitro-Erosion
der in-vitro- und in-situ-Schmelzprifkérper erfolgte 3 min mit 1 ul 1%iger Zitronensdure. Die Pellikel der in-
situ-Schmelzpriifkdrper wurde nach der Séureexposition abgeldst

4.2.2 Ergebnisse der Messung der Mikrohérte

Bei gleichen Versuchsbedingungen wurden wiederum die Ergebnisse der in-vitro- mit denen
der in-situ-Versuche verglichen. Die Mikroharte in-vitro betrug bei der Kontrolle (Wasser)
332,3 HV mit einer Standardabweichung von 2,79 HV auf der ungeétzten Seite und 265,5 HV
mit einer Standardabweichung von 12,81 HV auf der geétzten Seite, wie in Abb. 4-14 zu se-
hen ist. In-situ lagen die Werte der Kontrolle (Wasser) bei 339,5 HV mit einer Standardab-
weichung von 15,58 HV auf der ungeatzten Seite und 271,2 HV mit einer Standardabwei-
chung von 18,82 HV auf der geétzten Seite. Kalident nano ergab in-vitro-Werte von
320,5 HV mit einer Standardabweichung von 11,04 HV auf der ungeétzten Seite und
264,9 HV mit einer Standardabweichung von 8,32 HV auf der geétzten Seite. In-situ betrugen
die Werte bei Kalident nano 333,4 HV mit einer Standardabweichung von 17,32 HV auf der
ungeatzten Seite und 259,9 HV mit einer Standardabweichung von 17,05 HV auf der gedtzten
Seite. Die Kombination hatte in-vitro-Ergebnisse von 347,1 HV mit einer Standardabwei-

chung von 19,27 HV auf der ungeétzten Seite und 304,0 HV mit einer Standardabweichung
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von 18,29 HV auf der gedtzten Seite. In-situ betrug der Wert auf der ungedtzten Seite
336,9 HV mit einer Standardabweichung von 14,33 HV und auf der geétzten Seite 266,1 HV
mit einer Standardabweichung von 13,48 HV. Die Mikrohérte war auf der ungeétzten Seite
in-vitro und in-situ dhnlich, bei der Kontrolle (Wasser) und Kalident nano in-vitro geringfligig
niedriger, bei der Kombination in-vitro geringfligig héher als in-situ. Auch auf der geatzten
Seite unterschieden sich die Werte in-vitro und in-situ nur wenig. Bei der Kontrolle (Wasser)
war der Wert in-vitro niedriger als in-situ, bei Kalident nano und der Kombination waren die
Werte in-vitro hoher. Die Ergebnisse der in-vitro-Versuche und der einzelnen Probanden sind
in Abb. 4-13 dargestellt. Der Vergleich der in-vitro- mit den in-situ-Ergebnissen ist in Abb.
4-14 zu sehen.

Mikrohéarte in HV
T e T
o R o o R
4 '8 n e
o IR é 1
o Bk é 1

Abb. 4-13 Darstellung der Ergebnisse der Mikrohérte in HV im ungeédtzten und geétzten Bereich der in-vitro-
Schmelzprifkérper und der Schmelzpriifkdrper mit einer 2,5-h-Pellikel der einzelnen Probanden bei Spiilung mit der Kon-
trolle (Wasser), Kalident nano und der Kombination aus Kalident nano und Tanninséure. Die ausgefiillten S&ulen beschrei-
ben die Werte des ungeétzten, die schraffierten Sdulen die Werte des geétzten Bereichs. Es wurde in-vitro der Mittelwert aus
zwei Schmelzprifkdérpern und pro Proband der Mittelwert aus je vier Schmelzprifkorpern erstellt. Es fand vorab eine Stan-
dardisierung der Schmelzprifkorper durch Bestimmung der Mikrohérte statt. Die Probanden spiilten nach 3 min fiir 30 s mit
der Kontrolle (Wasser), Kalident nano oder der Kombination. Danach wurde alle 30 min fir je 30 s mit der jeweiligen Mund-
spullésung/Suspension gesplilt, sodass insgesamt fiinf Spiilungen stattfanden (nach 3 min, 30 min, 60 min, 90 min, 120 min).
Die in-vitro-Schmelzprifkérper wurden fiinf Mal im Abstand von 30 min fir 30s in 1 ml der jeweiligen Suspensi-
on/Mundsptillésung in eine Well-Platte gelegt und die restliche Zeit in 1 ml sterilem Wasser aufbewahrt. Die in-vitro-Erosion
der in-vitro- und in-situ-Schmelzpriifkérper erfolgte 3 min mit 1ul 1%iger Zitronensdure. Die Pellikel der in-
situ-Schmelzprifkorper wurde nach der S&ureexposition abgeldst
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Mikrohéarte in HV

400,0
3500 | 3322 3399 333,4 ML 3369
! 304,8
300,0 266,1 m Kontrolle in-vitro
250,0 m Kontrolle in-situ
2000 m Kalident nano in-vitro
m Kalident nano in-situ
150,0 m Kombination in-vitro
100,0 m Kombination in-situ
50,0
0,0

Abb. 4-14 Darstellung der Mittelwerte der Ergebnisse der Mikrohérte in HV im ungedtzten und geétzten Bereich der in-vitro-
und der in-situ-Schmelzprifkérper mit einer 2,5-h-Pellikel bei Spiilung mit der Kontrolle (Wasser), Kalident nano und der
Kombination aus Kalident nano und Tanninséaure. Die ausgefilllten S&ulen beschreiben die Werte des ungeétzten, die schraf-
fierten Séulen die Werte des gedtzten Bereichs. Es wurde je Mundspllésung/Suspension jeweils im ungeétzten und geétzten
Bereich der Mittelwert aus allen Ergebnissen der in-vitro- und der in-situ-Schmelzprifkérper erstellt. Es fand vorab eine
Standardisierung der Schmelzpriifkérper durch Bestimmung der Mikrohdarte statt. Die Probanden spiilten nach 3 min fiir 30 s
mit der Kontrolle (Wasser), Kalident nano oder der Kombination. Danach wurde alle 30 min fiir je 30 s mit der jeweiligen
Mundsplillésung/Suspension gesplilt, sodass insgesamt fiinf Spiilungen stattfanden (nach 3 min, 30 min, 60 min, 90 min,
120 min). Die in-vitro-Schmelzprufkdrper wurden finf Mal im Abstand von 30 min fiir 30 s in 1 ml der jeweiligen Suspensi-
on/Mundspiillésung in eine Well-Platte gelegt und die restliche Zeit in 1 ml sterilem Wasser aufbewahrt. Die in-vitro-Erosion
der in-vitro- und in-situ-Schmelzprifkorper erfolgte 3 min mit 1ul 1%iger Zitronensdure. Die Pellikel der in-
situ-Schmelzprifkorper wurde nach der Saureexposition abgelost

4.2.3 Ergebnisse der rasterelektronenmikroskopischen Untersuchung
Zuerst wurden alle Schmelzpriifkdrper in einer 24- bis 26-fachen VergrolRerung betrachtet.

In Abb. 4-15 sind die Ubersichtsaufnahmen in 24- bis 26-facher VergréRerung der in-vitro-
Prufkdrper und der SPK von Proband 2 nach Spilung mit den verschiedenen Spillésungen
verglichen. Die Ubersichtsaufnahmen aller weiteren Probanden befinden sich im Anhang
(Abb. 9-1). Der Saureexpositionspunkt ist nicht bei allen Priifkérpern in der Ubersicht gut
sichtbar, v.a. nicht bei Kalident nano in-vitro. AufRerdem fallen die starken Risse bei der Kon-
trolle (Wasser) in-vitro, Kalident nano Proband 2 und der Kombination in-vitro auf. Bei letz-

terem SPK sind auch grol3flachig weilRe, fleckige Auflagerungen zu erkennen.
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in-vitro Proband 2

AccV SpotMagn Det WD Exp p———— 1mm AccV SpotMagn Det WD Exp b———— 1mm
500KV 3.0 26x SE 93 170 Schmelz iv Kontrolle 2,5h 500kV 30 24x SE 105 11044 CR Schmelz Ih Kontrolle 2,5h

Kontrol le Kontrolle

AccY SpotMagn Det WD Exp p———— 1mm AccV SpotMagn Det WD Exp b———— 1mm
500kV 3.0 25x SE 97 194 Schmelz iv Kalident nano 2,5h 500kV 30 25x SE 99 191 Schmelz CR rvKalident nano 2,5h

Kalident nano Kalident nano

AccY SpotMagn Det WD Exp p———— 1mm AccV SpotMagn Det WD Exp pb———— 1mm
500KV 30 25x SE 97 201 SchmelzivKombi2.5h 500kV 30 25x SE 102 117 Schmelz CR rh Kombi2,5h
g

Kombination Kombination

Abb. 4-15 REM-Ubersichtsaufnahmen (in 24- bis 26-facher VergréRerung) der in-vitro-Schmelzpriifkorper und der
Schmelzprifkérper von Proband 2 mit einer 2,5-h-Pellikel bei Spiilung mit der Kontrolle (Wasser), Kalident nano und der
Kombination aus Kalident nano und Tanninsdure. Es fand vorab eine Standardisierung der Schmelzprifkdrper durch Be-
stimmung der Mikrohérte statt. Die Probanden spilten nach 3 min fir 30 s mit der Kontrolle (Wasser), Kalident nano oder
der Kombination. Danach wurde alle 30 min fiir je 30 s mit der jeweiligen Mundsptllésung/Suspension gespiilt, sodass ins-
gesamt funf Spilungen stattfanden (nach 3 min, 30 min, 60 min, 90 min, 120 min). Die in-vitro-Schmelzprufkoérper wurden
funf Mal im Abstand von 30 min fiir 30 s in 1 ml der jeweiligen Suspension/Mundspullésung in eine Well-Platte gelegt und
die restliche Zeit in 1 ml sterilem Wasser aufbewahrt. Die in-vitro-Erosion der in-vitro- und in-situ-Schmelzprifkorper er-
folgte 3 min mit 1 ul 1%iger Zitronensaure. Die Pellikel der in-situ-Schmelzpriifkdrper wurde nach der Saureexposition
abgeldst
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In Abb. 4-16, Abb. 4-17, Abb. 4-18, Abb. 4-19 und Abb. 4-20 sind die 500-, 1.000-, 5.000-,
10.000- und 20.000-fach vergroRerten REM-Aufnahmen der in-vitro-Versuche der unter-
schiedlichen Spullésungen zu sehen. Die geétzte Oberflache sieht grundsétzlich durch die
Demineralisation ,,ausgefranst® aus. Die Oberflache ist im ungeétzten Bereich unversehrt au-
Rer bei Kalident nano. Hier erscheint die ungeétzte Oberflache ahnlich der geatzten, was auf
der Ubersichtsaufnahme bereits zu erahnen war. In den 500- und 1.000-fachen VergroRerun-
gen der Kombination bestatigt sich ebenfalls das Bild der Ubersichtsaufnahme, da im unge-
atzten Bereich weiRe, unterschiedlich groRe und unterschiedlich geformte Auflagerungen
sichtbar sind. Im geétzten Bereich sind diese nicht zu erkennen. In den 5.000-, 10.000- und
20.000-fachen VergrolRerungen werden auf allen Priifkorpern kleine vermehrt kugelférmige
Auflagerungen sichtbar (siehe beispielhaft weil3e Pfeile), wobei sie im gedtzten Bereich weni-

ger sind als im ungeatzten.
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in-vitro,

ungeatzt
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Abb. 4-16 REM-Aufnahmen (in 500-facher VergrélRerung) der in-vitro-Schmelzpriifkérper bei Spilung mit der Kontrolle
(Wasser), Kalident nano und der Kombination aus Kalident nano und Tanninsédure. Jeweils links sind die Aufnahmen des
ungeétzten, rechts die Aufnahmen des geétzten Bereichs zu sehen. Es fand vorab eine Standardisierung der Schmelzpriifkér-
per durch Bestimmung der Mikrohérte statt. Die in-vitro-Schmelzpriifkérper wurden funf Mal im Abstand von 30 min fiir
30s in 1 ml der jeweiligen Suspension/Mundspillésung in eine Well-Platte gelegt und die restliche Zeit in 1 ml sterilem

Wasser aufbewahrt. Die in-vitro-Erosion der in-vitro-Schmelzpriifkorper erfolgte 3 min mit 1 ul 1%iger Zitronensaure
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in-vitro, ungeéatzt
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Abb. 4-17 REM-Aufnahmen (in 1.000-facher VergréRerung) der in-vitro-Schmelzprifkérper bei Spilung mit der Kontrolle
(Wasser), Kalident nano und der Kombination aus Kalident nano und Tanninsdure. Jeweils links sind die Aufnahmen des
ungeétzten, rechts die Aufnahmen des geétzten Bereichs zu sehen. Es fand vorab eine Standardisierung der Schmelzprifkor-
per durch Bestimmung der Mikrohérte statt. Die in-vitro-Schmelzpriifkérper wurden funf Mal im Abstand von 30 min fiir
30s in 1 ml der jeweiligen Suspension/Mundspillésung in eine Well-Platte gelegt und die restliche Zeit in 1 ml sterilem
Wasser aufbewahrt. Die in-vitro-Erosion der in-vitro-Schmelzpriifkorper erfolgte 3 min mit 1 ul 1%iger Zitronensaure
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Abb. 4-18 REM-Aufnahmen (in 5.000-facher VergréRerung) der in-vitro-Schmelzprifkérper bei Spulung mit der Kontrolle
(Wasser), Kalident nano und der Kombination aus Kalident nano und Tanninsédure. Jeweils links sind die Aufnahmen des
ungeétzten, rechts die Aufnahmen des geétzten Bereichs zu sehen. Es fand vorab eine Standardisierung der Schmelzpriifkér-
per durch Bestimmung der Mikrohérte statt. Die in-vitro-Schmelzpriifkérper wurden funf Mal im Abstand von 30 min fiir
30s in 1 ml der jeweiligen Suspension/Mundspillésung in eine Well-Platte gelegt und die restliche Zeit in 1 ml sterilem
Wasser aufbewahrt. Die in-vitro-Erosion der in-vitro-Schmelzpriifkorper erfolgte 3 min mit 1 ul 1%iger Zitronensaure
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Abb. 4-19 REM-Aufnahmen (in 10.000-facher VergréRerung) der in-vitro-Schmelzpriifkdrper bei Spllung mit der Kontrolle
(Wasser), Kalident nano und der Kombination aus Kalident nano und Tanninsdure. Jeweils links sind die Aufnahmen des
ungeétzten, rechts die Aufnahmen des geétzten Bereichs zu sehen. Es fand vorab eine Standardisierung der Schmelzprifkor-
per durch Bestimmung der Mikrohérte statt. Die in-vitro-Schmelzpriifkérper wurden funf Mal im Abstand von 30 min fiir
30s in 1 ml der jeweiligen Suspension/Mundspillésung in eine Well-Platte gelegt und die restliche Zeit in 1 ml sterilem
Wasser aufbewahrt. Die in-vitro-Erosion der in-vitro-Schmelzpriifkorper erfolgte 3 min mit 1 ul 1%iger Zitronensaure
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Abb. 4-20 REM-Aufnahmen (in 20.000-facher VergréRerung) der in-vitro-Schmelzpriifkdrper bei Spllung mit der Kontrolle
(Wasser), Kalident nano und der Kombination aus Kalident nano und Tanninsédure. Jeweils links sind die Aufnahmen des
ungeétzten, rechts die Aufnahmen des geétzten Bereichs zu sehen. Es fand vorab eine Standardisierung der Schmelzpriifkér-
per durch Bestimmung der Mikrohérte statt. Die in-vitro-Schmelzpriifkérper wurden funf Mal im Abstand von 30 min fiir
30s in 1 ml der jeweiligen Suspension/Mundspillésung in eine Well-Platte gelegt und die restliche Zeit in 1 ml sterilem
Wasser aufbewahrt. Die in-vitro-Erosion der in-vitro-Schmelzpriifkorper erfolgte 3 min mit 1 ul 1%iger Zitronensaure
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In Abb. 4-21, Abb. 4-22, Abb. 4-23, Abb. 4-24 und Abb. 4-25 sind die REM-Aufnahmen der
ungeatzten und geétzten Seite des Probanden 2 aller Spiillosungen zur besseren Ubersicht
gegenubergestellt. Im Anhang folgen die Aufnahmen aller weiteren Probanden (Abb. 9-2,
Abb. 9-3, Abb. 9-4, Abb. 9-5, Abb. 9-6, Abb. 9-7, Abb. 9-8, Abb. 9-9, Abb. 9-10, Abb. 9-11,
Abb. 9-12, Abb. 9-13, Abb. 9-14, Abb. 9-15, Abb. 9-16). Auch bei Proband 2 sind teilweise
kugelformige Auflagerungen zu erkennen (siehe weilie Pfeile). Es erscheint auch hier die un-
geétzte Oberflache von Kalident nano eher ,,zerkliiftet“ und dhnelt dadurch der geétzten Seite

wie beim in-vitro-SPK.
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Abb. 4-21 REM-Aufnahmen (in 500-facher VergroRerung) der Schmelzprifkdrper von Proband 2 mit einer 2,5-h-Pellikel bei
Spiilung mit der Kontrolle (Wasser), Kalident nano und der Kombination aus Kalident nano und Tanninséure. Jeweils links
sind die Aufnahmen des ungeétzten, rechts die Aufnahmen des geatzten Bereichs zu sehen. Es fand vorab eine Standardisie-
rung der Schmelzpriifkdrper durch Bestimmung der Mikrohdrte statt. Der Proband spiilte nach 3 min fiir 30 s mit der Kon-
trolle (Wasser), Kalident nano oder der Kombination. Danach wurde alle 30 min fiir je 30 s mit der jeweiligen Mundspll6-
sung/Suspension gespilt, sodass insgesamt fiinf Spllungen stattfanden (nach 3 min, 30 min, 60 min, 90 min, 120 min). Die
in-vitro-Erosion der in-situ-Schmelzprifkérper erfolgte 3 min mit 1 ul 1%iger Zitronensaure. Die Pellikel der in-
situ-Schmelzprifkorper wurde nach der S&ureexposition abgeldst
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Proband 2, ungeatzt Proband 2, geatzt
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Abb. 4-22 REM-Aufnahmen (in 1.000-facher VergroRerung) der Schmelzpriifkdrper von Proband 2 mit einer 2,5-h-Pellikel
bei Spiulung mit der Kontrolle (Wasser), Kalident nano und der Kombination aus Kalident nano und Tanninsaure. Jeweils
links sind die Aufnahmen des ungedtzten, rechts die Aufnahmen des geétzten Bereichs zu sehen. Es fand vorab eine Standar-
disierung der Schmelzpriifkdrper durch Bestimmung der Mikroharte statt. Der Proband spiilte nach 3 min fiir 30 s mit der
Kontrolle (Wasser), Kalident nano oder der Kombination. Danach wurde alle 30 min fiir je 30 s mit der jeweiligen Mund-
spullésung/Suspension gespilt, sodass insgesamt fiinf Spiilungen stattfanden (nach 3 min, 30 min, 60 min, 90 min, 120 min).
Die in-vitro-Erosion der in-situ-Schmelzprifkorper erfolgte 3 min mit 1 ul 1%iger Zitronenséure. Die Pellikel der in-
situ-Schmelzprifkorper wurde nach der S&ureexposition abgeldst

- 46 -




Ergebnisse
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Abb. 4-23 REM-Aufnahmen (in 5.000-facher VergroRerung) der Schmelzpriifkdrper von Proband 2 mit einer 2,5-h-Pellikel
bei Spiulung mit der Kontrolle (Wasser), Kalident nano und der Kombination aus Kalident nano und Tanninsaure. Jeweils
links sind die Aufnahmen des ungedtzten, rechts die Aufnahmen des geétzten Bereichs zu sehen. Es fand vorab eine Standar-
disierung der Schmelzpriifkdrper durch Bestimmung der Mikroharte statt. Der Proband spiilte nach 3 min fiir 30 s mit der
Kontrolle (Wasser), Kalident nano oder der Kombination. Danach wurde alle 30 min fiir je 30 s mit der jeweiligen Mund-
spullésung/Suspension gespiilt, sodass insgesamt fuinf Spiilungen stattfanden (nach 3 min, 30 min, 60 min, 90 min, 120 min).
Die in-vitro-Erosion der in-situ-Schmelzprifkérper erfolgte 3 min mit 1 ul 1%iger Zitronenséure. Die Pellikel der in-
situ-Schmelzprifkdrper wurde nach der Sdureexposition abgeldst
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Abb. 4-24 REM-Aufnahmen (in 10.000-facher VergroRerung) der Schmelzpriifkérper von Proband 2 mit einer 2,5-h-Pellikel
bei Spiulung mit der Kontrolle (Wasser), Kalident nano und der Kombination aus Kalident nano und Tanninsaure. Jeweils
links sind die Aufnahmen des ungedtzten, rechts die Aufnahmen des geétzten Bereichs zu sehen. Es fand vorab eine Standar-
disierung der Schmelzpriifkdrper durch Bestimmung der Mikroharte statt. Der Proband spiilte nach 3 min fiir 30 s mit der
Kontrolle (Wasser), Kalident nano oder der Kombination. Danach wurde alle 30 min fiir je 30 s mit der jeweiligen Mund-
spullésung/Suspension gespilt, sodass insgesamt fiinf Spiilungen stattfanden (nach 3 min, 30 min, 60 min, 90 min, 120 min).
Die in-vitro-Erosion der in-situ-Schmelzprifkérper erfolgte 3 min mit 1 ul 1%iger Zitronenséure. Die Pellikel der in-
situ-Schmelzprifkorper wurde nach der S&ureexposition abgeldst
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Abb. 4-25 REM-Aufnahmen (in 20.000-facher VergroRerung) der Schmelzpriifkérper von Proband 2 mit einer 2,5-h-Pellikel
bei Spiulung mit der Kontrolle (Wasser), Kalident nano und der Kombination aus Kalident nano und Tanninsaure. Jeweils
links sind die Aufnahmen des ungeatzten, rechts die Aufnahmen des geétzten Bereichs zu sehen. Es fand vorab eine Standar-
disierung der Schmelzpriifkdrper durch Bestimmung der Mikroharte statt. Der Proband spiilte nach 3 min fiir 30 s mit der
Kontrolle (Wasser), Kalident nano oder der Kombination. Danach wurde alle 30 min fiir je 30 s mit der jeweiligen Mund-
spullésung/Suspension gespilt, sodass insgesamt fiinf Spiilungen stattfanden (nach 3 min, 30 min, 60 min, 90 min, 120 min).
Die in-vitro-Erosion der in-situ-Schmelzprifkérper erfolgte 3 min mit 1 ul 1%iger Zitronenséure. Die Pellikel der in-
situ-Schmelzprifkorper wurde nach der S&ureexposition abgeldst
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5 Diskussion

5.1 Kiritische Betrachtung von Material und Methode

5.1.1 Fragestellung

In der vorliegenden Studie sollte getestet werden, ob apatithaltige Suspensionen einen positi-
ven protektiven Effekt auf den Zahnschmelz bei erosivem Angriff haben. Zum einen wurde
eine Suspension aus Wasser und Hydroxylapatit-Nanopartikeln und zum anderen eine Sus-
pension aus Wasser und Hydroxylapatit-Nanopartikeln in Verbindung mit Tanninsdure, einem
Polyphenol, untersucht. Vor allem die in-situ-Versuche sind hierbei interessant, um einen
modifizierenden Effekt auf die Pellikel feststellen zu kénnen. Die in-vitro-Versuche dienen

als Kontrolle, wenn keine Pellikel als Schutz vorhanden ist.

Bereits in friheren Studien erfolgte die Untersuchung der Wirksamkeit der nicht modifizier-
ten in-situ-Pellikel bezlglich der Reduzierung der Erosion. In einer Studie wurde festgestellt,
dass der Schutz der Pellikel nicht durch die Art der S&ure beeinflusst wird. Proben mit Pelli-
kel zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Sauren. Im Gegen-
satz dazu zeigten Proben ohne Pellikel einen signifikant htheren Kalziumverlust durch Erosi-
on mit Zitronensaure im Vergleich zu Salzséure und Phosphorséure (Wiegand et al., 2008).
Die Pellikel bietet somit teilweisen Schutz gegenlber Sdaureangriffen, auch wenn sie nicht
komplett die Demineralisation der Zahnhartsubstanzen verhindern kann (Cheung et al., 2005;
Hannig and Hannig, 2014; Wiegand et al., 2008). Die Pellikel kann der Saureeinwirkung bis
zu einem gewissen Grad widerstehen und schiitzt dadurch die darunter liegende Schmelzober-
flache vor erosiver Zerstorung (Hannig and Balz, 1999).

Interaktionen mit Speichelbestandteilen sowie mit der Pellikelschicht tragen wesentlich zur
Wirkungsweise verschiedener Praventivmittel bei. Da die Pellikelschicht tGberall auf allen
festen Oberflachen, die in der Mundhdhle exponiert sind, ist, interagieren zwangslaufig funk-
tionelle Wirkstoffe zuerst mit den Pellikelkomponenten, bevor sie das Zahngewebe erreichen.
Aufgrund der netzwerkartigen Struktur der Pellikel kann ebenfalls vermutet werden, dass Par-
tikel an die Schmelzoberflache diffundieren kénnen (Kensche et al., 2016). Es stellt sich also

die Frage, ob sich eine Modifikation der Pellikel als positiv erweisen kann.

Die Reparatur von demineralisierten Schmelzstrukturen konnte beispielsweise verbessert

werden, wenn Apatitpartikel zugefuhrt werden. Diese sollten zur GroRe der nanoskaligen De-
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fekte passen und dem Malistab der kleinsten Baueinheiten des Schmelzes, den Hydroxylapa-
tit-Kristalliten, entsprechen. In einer Studie wurde die Wirksamkeit biomimetischer Apatit-
Nanokristalle in einer Zahnpastazubereitung bereits in-vitro gezeigt, insbesondere zum Zweck
der Remineralisierung und der Pravention von Demineralisation (Hannig et al., 2013a). Des
Weiteren wurden in-situ eine verbesserte Schutzeigenschaft der Pellikel und Schmelzremine-
ralisierung durch biomimetische Materialien nachgewiesen (Hannig and Hannig, 2012;
Kensche et al., 2016; Souza et al., 2015).

Auch Tanninsaure verbessert pH-abhangig signifikant die erosionsschiitzenden Eigenschaften
der Pellikel. In friheren Studien wurde die Pellikel bereits mit Polyphenolen oder anderen
Pflanzenextrakten modifiziert, um die protektiven Eigenschaften der Pellikel zu verstarken
(Hertel et al., 2017; Joiner et al., 2006; Joiner et al., 2003). Die Spulung mit Tanninsaure fuhrt
zu einer nachhaltigen Modifikation der Pellikel, indem sie deutlich elektronendichter wird.
Tanninséure bietet somit ebenfalls einen effektiven und nachhaltigen Ansatz zur Pravention
von Karies und Erosion (Hertel et al., 2017). Es hat sich gezeigt, dass die Bestandteile von
schwarzem Tee und Rotwein eine tiefgreifende Wirkung auf die in-vitro-Pellikelreifung ha-
ben, indem sie den Aufbau verdickter Schichten gefarbten Materials bewirken, die sich nicht
ohne weiteres entfernen lassen (Joiner et al., 2003). AufRerdem wurde bereits nachgewiesen,
dass Spulungen mit bestimmten polyphenolhaltigen Getranken zur Vorbeugung von Biofilm-
induzierten Krankheiten in der Mundhohle beitragen kénnen (Hannig et al., 2009). Pholy-
phenolhaltiger Zistrosentee beispielsweise kann verwendet werden, um die anfangliche bakte-
rielle Anhaftung in der Mundhohle zu verringern (Hannig et al., 2008). Auch Spilungen mit
Tanninséaure fihrten zu einer starken sofortigen und lang anhaltenden antibakteriellen und
antiadhdrenten Wirkung (Schestakow and Hannig, 2020). Nicht nur auf Schmelz-, sondern
auch auf Dentinoberflachen ist Tanninséure ein vielversprechendes Anti-Biofilm-Mittel
(Schestakow et al., 2021).

5.1.2 Vorbereitung der Schmelzpriifkérper und Tragerschienen

In dieser Studie wurden Rinderzéhne zur Herstellung der SPK verwendet. Rinderschmelzma-
terial wurde schon vorher aufgrund seiner hohen strukturellen Kompatibilitat mit menschli-
chem Zahnhartgewebe und wegen der Knappheit an menschlichem Material verwendet
(Hannig et al., 2004). Rinderzéhne werden als hervorragender Ersatz fur menschliche Z&hne

fur die zahnmedizinische Forschung angesehen, jedoch sind die Schmelzmikrostrukturen von
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Rinderschneidezéhnen, die Anordnungen von Prismen und Interprismen und ihre rdumlichen
Beziehungen nicht gut beschrieben worden. Eine Studie zeigte im Vergleich zu humanem
Schmelz zwei Hauptmerkmale der Mikrostruktur des Rinderschmelzes, ndmlich eine kompli-
zierte raumliche Beziehung zwischen Prismen und Interprismen und groRere faserartige
Schmelzkristalle (Wang et al., 2012). Menschlicher Zahnschmelz hat eine etwas geringere
Dichte und eine geringere Vickersharte, weist aber einen etwas hoheren Gehalt an Kalzium
und Phosphor im Vergleich zum Rinderschmelz auf (Attin et al., 2007). Es wurde festgestellt,
dass die erodierten Lasionen im permanenten Rinderschmelz doppelt bzw. dreimal so schnell
voranschreiten wie im menschlichen Schmelz (Amaechi et al., 1999a; Featherstone and
Mellberg, 1981). Diese Beobachtung ist nicht Uberraschend, da bekannt ist, dass Rinder-
schmelz ein pordseres Material mit groReren Kristallen ist als menschlicher Schmelz (Arends
et al., 1989; Arends and Jongebloed, 1978). Des Weiteren waren in dieser Studie SPK einer
GroRe von 6x4 mm notwendig, wofir sich humane Zéhne nicht eignen, da sie nach Paralleli-

sierung und Politur zu Klein waren.

Fur eine genaue Beurteilung der Schmelzharte sind flache, polierte Oberflachen notwendig
(Schlueter et al., 2011). In dieser Studie wurde deshalb auf ein Schmelz-Dentin-Verhéltnis
von 2:1 und eine rechteckige Form mit parallelen Seiten geachtet. Des Weiteren wurden die
SPK aufsteigend bis zu 4.000 Grit poliert und anhand eines Lichtmikroskops kontrolliert. Um
individuelle Unterschiede der Priifkérper zu umgehen und alle SPK vergleichbar zu machen,
wurden vorab Mikrohartemessungen durchgefuhrt und ungeeignete SPK, die keine durch-

schnittliche Hartewerte zwischen 300 HV und 400 HV aufwiesen, aussortiert.

Um eine eventuelle Kontamination und Dehydrierung der SPK wahrend der VVorbereitung zu

beseitigen, erfolgte die Reinigung und Rehydrierung der SPK.

Die Tragerschienen zur Befestigung der SPK konnen schnell, kostenglinstig und ohne groRen
Aufwand individuell hergestellt und fur jeden Probanden angepasst werden, was sich bereits
in vorhergehenden Studien bewahrt hat (Hannig et al., 2013a; Hannig et al., 2013b; Hannig et
al., 2009; Hannig et al., 2004). Sie sind auf’erdem wiederverwendbar und werden durch die
fehlende Gaumenbedeckung gut von den Probanden akzeptiert. Um einen Effekt der Pellikel
darstellen zu kénnen, wurden die SPK an der bukkalen Seite der Trégerschienen im Oberkie-
fer montiert, denn es wurde bereits festgestellt, dass die Pellikel an den palatinalen Flachen
deutlich dunner ist als an den bukkalen Flachen der oberen Zahne (Amaechi et al., 1999b).
Nach Anbringen der SPK mit dem Befestigungsmaterial lagerten die Trégerschienen 24 h in

sterilem Wasser. Ziel war es, dass sich wahrend der intraoralen Tragezeit keine Bestandteile
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des Befestigungsmaterials freisetzten, welche die Pellikelbildung beeinflussen kénnten. Denn
es wurde festgestellt, dass Befestigungsmaterialien in frischem Zustand einen gewissen Grad
an antibakterieller Aktivitat zeigten, wéhrend die Aktivitdt nach dem Ausharten und der Lage-
rung stark vermindert, in einigen Fallen sogar véllig aufgehoben war (@rstavik and Hensten-
Pettersen, 1978).

5.1.3 Gewinnung der in-situ Prifkorper

Die fiinf Probanden, die an dieser Studie teilnahmen, wurden alle vorab auf ihre Gesundheit
und Mundgesundheit Uberprift, waren Nichtraucher und nahmen keine Medikamente ein, um
etwaige individuelle Faktoren, die sich auf die Studie auswirken kdnnten, auszuschlieRen. Bei
einer Probandin konnte Kariesaktivitét festgestellt werden, weshalb diese vorab von der Stu-
die ausgeschlossen wurde.

Da die Tragerunden mit den verschiedenen Suspensionen/Mundspullésungen an unterschied-
lichen Tagen im Abstand von mindestens 24 h durchgefuhrt wurden, konnte verhindert wer-
den, dass sich die vorherige Suspension/Mundspiillésung auf die Pellikel auswirkte. Die Pro-
banden verénderten grundsatzlich nichts an ihren Erndhrungsgewohnheiten und putzten mor-
gens die Zahne mit ihren gewdhnlich verwendeten Zahnpasten, um mdoglichst unbeeinflusste
Ergebnisse zu erhalten. Um auch letzte Zahnpastareste zu entfernen, wurden die Zahne
30 min vor Versuchsbeginn nochmal mit Wasser geputzt. Da unterschiedliche Ernahrungsge-
wohnheiten oder jegliche Nahrungs- oder Getrénkebestandteile die Mundgesundheit und Pel-
likelbildung beeinflussen kann, nahmen die Probanden wéhrend der Tragezeit weder Nahrung
noch andere Getranke als stilles Wasser zu sich (Linkosalo and Markkanen, 1985; Moynihan
and Petersen, 2004; Smits et al., 2020; Vacca Smith and Bowen, 2000; Yong, 2017).

Es wurde sich fir eine anfangliche Tragezeit von 3 min zur initialen Biofilmbildung vor der
ersten Spllung entschieden, da die Pellikel in 2-3 min die initiale Dicke erreicht, welche so
fir ca. 30 min bleibt. Erst danach erhoht sich die Dicke der Pellikel um das ca. Dreifache auf
ca. 100-1000 nm und erreicht ihr Plateau nach 30-90 min (Hannig and Joiner, 2006).

Die Spuldauer von 30 s stellt einen Zeitraum dar, der realistisch und alltagstauglich ist.

Nach Ende der Tragezeit wurden die SPK umgehend aus dem Mund und von den Schienen
entfernt und nach kurzer Vorbereitung halbseitig geatzt. Es wurde 1 pl 1%ige Zitronensaure
verwendet, die 3 min lang auf dem SPK verblieb und danach abgespult wurde. In einer Studie

wurde gezeigt, dass Getranke mit Zitronensdure einen grofReren erosiven Effekt auf Zahn-
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schmelz hat als Getranke, die Apfelsdure beinhalten (Meurman et al., 1990). Da Zitronenséure
in vielen Getranken und Lebensmitteln enthalten ist, ist die Anwendung von Zitronenséure

bei den Experimenten in dieser Studie nahe der Realitat.

Zum Ablosen der Pellikel wurde eine Methode angewendet, die zwei Pufferlésungen (Tri-
ton-X-100-Pufferlésung und RIPA-Pufferlésung) zu Hilfe nahm. Diese Methode wurde bei
allen in-situ-SPK angewendet. In der Auswertung der rasterelektronenmikroskopischen Un-
tersuchung zeigte sich, dass die Pellikel nicht von allen SPK komplett entfernt wurde. Dies
deutete sich bereits bei der Auswertung der Messungen der Rauheit an. Um den Effekt der
Suspensionen auf die reine Schmelzoberflache darzustellen, sollte also auf ein anderes Ver-

fahren zum Abl6sen der Pellikel zurlickgegriffen werden.

5.1.4 In-vitro-Prufkorper

Um einen Vergleich zwischen in-situ und in-vitro ziehen zu kdnnen, wurden in-vitro-
Prifkdrper ohne die natirliche Pellikel mit den gleichen Versuchsbedingungen behandelt.
Dadurch konnte der Effekt der Saure auf den Schmelz ohne die schitzende Pellikel dargestellt

werden.

5.1.5 Untersuchungsmethoden

Die Profilometrie ist die am haufigsten angewandte quantitative Methode zur Untersuchung
von Schmelz und Dentin in in-vitro-, in-situ- und auch in klinischen Modellen, gefolgt von
der quantitativen Methode zur Bewertung der Oberflachenhérte von Zahnschmelz. Die Ras-
terelektronenmikroskopie (REM) ist die am héaufigsten angewandte Methode zur qualitativen

Untersuchung der Erosion (Schlueter et al., 2011).
In dieser Studie wurden eben diese quantitativen und qualitativen Methoden angewandt.

Die Oberflachenprofilometrie quantifiziert den Verlust von Zahngewebe im Verhéltnis zu
einer unbehandelten Referenzflache und liefert Informationen tber die Oberflachenrauheit
(Field et al., 2010). Rauheitsmessungen scheinen jedoch nur fir frihe Stadien der Erosion

natzlich zu sein (Schlueter et al., 2011).

Es erfolgte die Profilometrie bzw. Messung der Oberflachenrauheit tber das Scannen der
Oberflache und Erfassen aller Unebenheiten. Hierbei zeigte sich, dass diese Methode fiir die

Anwendung von Mundspulldsungen mit Hydroxylapatit-Nanopartikeln wenig aussagekraftig
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ist. Eine Einlagerung von Nanopartikeln ist erwiinscht, lasst allerdings die Oberflache rauer

erscheinen, was sonst als ein erhéhter Saureangriff gedeutet wird.

Des Weiteren wurde die Mikrohdrte zum Vergleich der ungedtzten und geétzten Seite der
SPK gemessen. Die Kosten fiir die Mikroharte-Analyse sind relativ gering und es ist eine ein-
fache Methode, um genaue Informationen Uber friilhe Erosion zu erhalten (Schlueter et al.,
2011).

Die Rasterelektronenmikroskopie hat sich als unverzichtbar erwiesen, um ultrastrukturelle
Veranderungen im Zusammenhang mit Erosion sowohl im Schmelz als auch im Dentin zu
untersuchen (Schlueter et al., 2011). Die Rasterelektronenmikroskopie war eine der ersten
Techniken, die zur Messung der in-vitro-Resorption von Zahnhartsubstanz verwendet wurde
und sie wird auch heute noch hdufig eingesetzt, so auch in dieser Studie. Rasterelektronen-
mikroskop-Bilder haben eine groRe Schérfentiefe, kénnen daher hochauflésende 3-D-Bilder
liefern und qualitativ ausgewertet werden. Fir die konventionelle Rasterelektronenmikrosko-
pie muss die Oberflache mit einem elektrisch leitfahigen Material beschichtet werden, um die
Ansammlung elektrostatischer Ladung zu verhindern, was die Proben werden wéhrend des
Austrocknungs- und Sputterprozesses zweifellos irreversibel verandert (Field et al., 2010).
Die in dieser Studie verwendeten SPK wurden deshalb nach der Vorbereitung fir das Raster-

elektronenmikroskop nicht mehr fur die Auswertung mit anderen Methoden verwendet.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Messung der Rauheit

In dieser Studie wurde experimentell festgestellt, dass die Rauheit bei allen Prufkdrpern, so-
wohl in-vitro als auch in-situ, nach Saureexposition zunahm. AulRerdem zeigten sich insge-
samt die in-vitro-SPK deutlich rauer als die in-situ-SPK. Hier werden die grundsatzlich schiit-
zenden Eigenschaften der Pellikel deutlich, wie schon vielfach in der Literatur beschrieben
(Carpenter et al., 2014; Featherstone and Lussi, 2006; Hannig and Balz, 1999; Hannig et al.,
2004; Hara and Zero, 2014; Lussi, 2009; Zero and Lussi, 2005). In einer vorhergehenden Stu-
die konnte bereits festgestellt werden, dass eine experimentell gebildete Pellikelschicht die
Schmelzoberflache vor Erosion durch niedrig konzentrierte Zitronenséure und in den An-
fangsstadien auch bei der Erosion durch konzentriertere Lsungen schiitzte. Bei 0,1%iger

Séure wurde ein signifikanter Schutz der Schmelzoberflache festgestellt. Auch konnte bei
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Proben, die kurz in 1%ige Zitronensaure getaucht wurden, ein pellikelbedingter Schutz nach-

gewiesen werden (Nekrashevych et al., 2004).

In dieser Studie wurden die geringsten Werte bei der Spulung mit der Kontrolle (Wasser)
festgestellt, die hochsten Werte bei Spilung mit der Kombination. Dies deutet darauf hin,
dass die Spulungen mit Kalident nano und der Kombination keinen schitzenden Effekt auf
die Schmelzoberflache haben. Allerdings wurden rasterelektronenmikroskopisch bei Spulung
mit Kalident nano und der Kombination Auflagerungen beobachtet, wobei es sich um ver-
bliebene Hydroxylapatitpartikel handeln kénnte. Diese wirden wiederum die Werte der Rau-
heit negativ beeinflussen, selbst wenn sie sich positiv auf die Schmelzregeneration auswirken
wirden. Es zeigten sich auch teilweise grol3e Unterschiede zwischen den verschiedenen Pro-
banden. Das kann zum einen auf unterschiedliche Auflagerungen auf den SPK zurlickgefihrt
werden und zum anderen auf interindividuelle Unterschiede der Probanden hinweisen, welche
durch unterschiedliche Speichelzusammensetzungen oder -flussrate erklart werden kann
(Jager et al., 2011; Jensdottir et al., 2005). Vor allem die Werte in-vitro fur Kalident nano
waren im Vergleich zu allen anderen Werten deutlich erhéht. Hier kdnnte es an der Methodik
liegen, da die in-vitro- nicht wie die in-situ-SPK nachbehandelt wurden. Bei den in-situ-SPK
erfolgte die Entfernung der Pellikel nach Saureexposition, wodurch eventuell auch ein ver-
mehrtes Ablésen von Hydroxylapatitpartikeln stattfand. Die in-vitro-SPK wurden lediglich
mit Wasser abgespriht, was ein vermehrtes Verbleiben der Hydroxylapatitpartikel auf den
SPK erklaren wirde.

AbschlieBend lasst sich feststellen, dass die Ergebnisse der Messungen der Rauheit der

Schmelzoberflache nicht aussagekraftig sind.

5.2.2 Messung der Mikroharte

Bei den Mikroh&rtemessungen in dieser Studie zeigte sich, dass die Messwerte nach S&ureex-
position bei allen SPK unabhéangig von der Splllésung/Suspension abnahmen. Alle Ergebnis-
se flr den ungeétzten Bereich unterschieden sich jedoch wenig, genauso wie alle Ergebnisse
flir den gedtzten Bereich. In-vitro waren die Ergebnisse fir den ungeétzten und gedtzten Be-
reich bei Spilung mit der Kontrolle (Wasser) geringfligig niedriger als in-situ, bei Spiilung
mit Kalident nano waren sie im ungedtzten Bereich geringfligig niedriger, im gedtzten Bereich
geringflgig hoher und bei Spilung mit der Kombination waren die Ergebnisse ungeétzt und

geétzt geringfiigig hoher als in-situ. Des Weiteren wurden keine groRen Unterschiede zwi-
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schen den Probanden festgestellt. Eine Studie wies bei Mikrohartemessungen positive Effekte
von Suspensionen mit Hydroxylapatit, auch bzw. v. a. in Kombination mit dem pflanzlichen
Gallen-Sumach, nach (Huang et al., 2010). In einer anderen Studie wurde jedoch festgestellt,
dass die Behandlung mit Nano-HA keine signifikanten Unterschiede bei der Schmelzharte
ergab und die verwendeten Nano-HA-Zahnpasten nicht in der Lage waren, die Demineralisie-
rung des Zahnschmelzes zu reduzieren (Comar et al., 2013). Eine weitere Studie bestatigt
diese Ergebnisse. Die Positivkontrolle mit einer Losung mit 1000 ppm Natriumfluorid zeigte
die hochste Wirksamkeit bei der Verbesserung der Remineralisierung, wahrend der geringste
Remineralisierungseffekt bei der Negativkontrolle und der Suspension mit Nanohydroxylapa-

titpartikeln festgestellt wurde (Huang et al., 2010).

Auch in dieser Studie kann der gewiinschte positive, protektive Effekt der Anwendung von
Suspensionen mit Hydroxylapatitpartikeln in Bezug auf die Mikrohérte nicht nachgewiesen

werden.

5.2.3 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung

Bei den quantitativen Methoden der Messung der Rauheit und der Mikrohéarte konnte kein
positiver Effekt der getesteten Suspensionen nachgewiesen werden. Die zusatzliche Auswer-
tung der qualitativen rasterelektronenmikroskopischen Untersuchung konnte jedoch trotzdem

auf einen protektiven Effekt hinweisen.

Bereits friiher wurde die protektive Wirkung der Pellikel auf die Schmelzoberflache im Ras-
terelektronenmikroskop festgestellt (Cheung et al., 2005; Meurman and Frank, 1991). Auch

andere Untersuchungsmethoden fuhrten zu dieser Feststellung (Hara et al., 2006).

In der vorliegenden Studie ist der S&ureexpositionspunkt nicht bei allen Prifkorpern in der
Ubersicht gut sichtbar. AuRerdem fallen bei verschiedenen SPK die starken Risse bei unter-
schiedlichen Suspensionen/Mundspillésungen auf. Die rasterelektronenmikroskopischen

Aufnahmen sind sehr unterschiedlich, was es sehr schwierig macht sie zu vergleichen.

In den REM-Aufnahmen sieht die geétzte Oberflache grundsétzlich durch die Demineralisati-
on ,ausgefranst” aus. Die Oberfliache ist im ungeédtzten Bereich weitestgehend unversehrt
aufler bei der Spulung mit Kalident nano. Sowohl in-vitro als auch in-situ erscheint nicht nur

der geétzte, sondern auch der ungeéatzte Bereich zerkluftet.

Auf verschiedenen Prifkdrpern sind kleine, vermehrt kugelférmige Auflagerungen sichtbar,
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wobei sie im geétzten Bereich weniger zahlreich sind als im ungeétzten. In einer Studie, die
Zahnpasten mit Hydroxylapatit nach der Demineralisation des Schmelzes verwendeten, wur-
den bei der rasterelektronenmikroskopischen Analyse ebenfalls Auflagerungen beschrieben,
die als Schutzschicht fungieren und die Remineralisation fordern (Gjorgievska et al., 2013).
Sinnvollerweise sollten die hier getesteten Suspensionen zusatzlich bei Anwendung nach Séu-

redtzung untersucht werden.

5.3 Schlussfolgerungen

Es kann geschlussfolgert werden, dass die innerhalb von 2,5 h in-situ gebildete Pellikel einen
Schutz des Zahnschmelzes gegen die Erosion durch Zitronensdure bietet. Unter den Ver-
suchsbedingungen dieser Studie hemmt die Pellikel die erosive Wirkung der Zitronensdure
jedoch nicht vollstandig.

Die Modifikation der Pellikel durch Spilungen mit Kalident nano und der Kombination aus
Kalident nano und Tanninsédure zeigt keinen klaren erosionsprotektiven Effekt gegentber der
Kontrollspilung (Wasser), aulerdem zeigen sich keine einheitlichen Ergebnisse der Rauheit
und Mikroharte.

Um aussagekréftigere Ergebnisse zu erzielen, sind weitere Studien erforderlich mit Adaptati-
on der Untersuchungsmethoden. Die Methodik der Messung der Oberflachenrauheit, die fir
Mundspullésungen geeignet ist, scheint fiir Suspensionen mit Hydroxylapatitpartikeln eher
ungeeignet zu sein. Ebenfalls scheint die Ablosung der Pellikel nicht komplett zielfiihrend
gewesen zu sein und muss kritisch betrachtet werden, da in der rasterelektronenmikroskopi-

schen Untersuchung noch Ablagerungen zu erkennen waren.

Weitere Studien sind also nétig, um die erosionsprotektive Wirkung apatithaltiger Suspensio-

nen auf Zahnschmelz zu verifizieren.
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9 Anhang

9.1 Verwendete Chemikalien, Materialien und Geréate

Tabelle 9-1 Verwendete Chemikalien

Stoff

Hersteller

2-Propanol 70%

Otto Fischar GmbH & Co. KG (Saarbruicken, Deutsch-
land)

AquaClean

WAK — Chemie Medical GmbH (Bad Soden, Deutsch-
land)

Aqua B. Braun 1000 ml

B. Braun Melsungen AG (Melsungen, Deutschland)

Zitronensaure (Citric acid analyt-
ical grade 38640)

Serva Electrophoresis GmbH (Heidelberg, Deutschland)

Ethanol 30%, 50%, 70%, 80%,
90%, 100%

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, Deutschland)

Hexamethyldisilazane 98,5%

Abcr GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland)

Natriumhypochlorit-Losung 3%
DAC 500 ml

Hedinger (Stuttgart, Deutschland)

President light body

Colténe/Whaledent AG (Altstétten, Schweiz)

RIPA Buffer 15 ml

Cell Signaling Technology (Leiden, Niederlande)

Tannic Acid 250 g

Sigma Chemical CO. (St. Louis, USA)

Thymol 0,1% Ldsung

Apotheke im Universitatsklinikum des Saarlandes,

Deutschland

Tris Pufferan > 99,9%

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, Deutschland)

Triton X 100

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, Deutschland)
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Tabelle 9-2 Verwendete Materialien

Material

Hersteller

Aluminium Specimen Stubs 0.5

Agar Scientific (Stansted, Vereinigtes Konigreich)

Aufbewahrungsbox

Allit AG Kunststofftechnik (Bad Kreuznach, Deutsch-
land)

Einmal Zahnbiirste

Centramed Medizintechnik GmbH & Co. KG (Koblenz,
Deutschland)

Griffinbecher 400 mi

Vitlab (Grossostheim, Deutschland)

Kohlegarn 0,7 g/m

Plano GmbH (Wetzlar, Deutschland)

Messbecher 150 ml

VWR International GmbH (Darmstadt, Deutschland)

Parafilm M PM-996

Bemis (Neenah, USA)

Pinzette BD216R

Aesculap AG (Tuttlingen, Deutschland)

Pipettenspitzen Biosphere Quality
Tips 0,1-10 pl

Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)

Pipettenspitzen Quality Pipette
Tips 100-1000 pl

Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)

Pipettenspitzen 5 ml PhysioCare

concept

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Pipettenspitzen 10 ml Cellstar

Greiner bio-one (Frickenhausen, Deutschland)

Plano Leit-Tabs

Plano GmbH (Wetzlar, Deutschland)

Polypropylen Ro&hrchen Cellstar
15 ml, 50 ml

Greiner bio-one (Frickenhausen, Deutschland)

Rotilabo Einmal-W&geschalen

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, Deutschland)

Rotilabo Schwimmstander

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, Deutschland)

Safe-Lock Tubes 2 ml, 5 ml

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Siliziumkarbid-Nassschleifpapier
400, 600, 800 Grit

Struers GmbH (Erkrath, Deutschland)
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Siliziumkarbid-Nassschleifpapier
1200, 2500, 4000 Grit

Buehler (Esslingen am Neckar, Deutschland)

Untersuchungshandschuhe Purple

nitrile-xtra S

Halyard Deutschland (Weinheim, Deutschland)

VWR Light-Duty Tissue Wipers

VWR International GmbH (Darmstadt, Deutschland)

Well Cell Culture Plate Cellstar 6,
24, 48

Greiner bio-one (Frickenhausen, Deutschland)

Tabelle 9-3 Verwendete Geréate

Gerat

Hersteller

Abzug mc6

Waldner Laboreinrichtungen GmbH & Co. KG (Wan-
gen im Allgau, Deutschland)

Duramin-5, Serial No. 5655124

Struers GmbH (Redovre, Dédnemark)

Druckspriher

Burkle (Bad Bellingen, Deutschland)

Flockeneisbereiter AF 20

Scotsman (Pogliano Milanese, Italien)

Kihlhaus

Viessmann Werke GmbH & Co. KG (Allendorf,
Deutschland)

Kihlschrank exquisit

GGV GmbH & Co. KG (Kaarst, Deutschland)

Khlschrank Liebherr gastro line

Liebherr Hausgerate (Ochsenhausen, Deutschland)

Kihlschrank Liebherr Premium
NoFrost

Liebherr Hausgerate (Ochsenhausen, Deutschland)

Zoom-Stereomikroskop SMZ-168

Series

Motic (Wetzlar, Deutschland)

MicroProf

Fries Research & Technology GmbH (Bergisch Glad-
bach, Deutschland)

Nassschleifgerat Phoenix 3000
Variable Speed Grinder-Polisher

Buehler (Esslingen am Neckar, Deutschland)

Pipette 5 ml

VWR International GmbH (Darmstadt, Deutschland)
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Pipette Transferpette S 100 pl,
1000 pl

Brand GmbH + Co. KG (Wertheim, Deutschland)

Préazisionswaage CP 423 S

Sartorius AG (Gottingen, Deutschland)

Rasterelektronenmikroskop

FEI/Philips XL30 FEG ESEM with Electron Backscat-
ter Diffraction analysis and Energy-Dispersive X-ray
capability, FEI Corporate Headquarters (Oregon, USA)

Schleiftrennmaschine WOCO 50p

Conrad Apparatebau  GmbH (Clausthal-Zellerfeld,
Deutschland)

Sonorex RK 31

Bandelin electronic (Berlin, Deutschland)

Sputtercoater

Model SCD 030, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH
(Wetzlar, Deutschland)

Vortex-Genie 2 G-560E

Scientific Industries (Bohemia, USA)

Wipptisch Rocky 1000

Labortechnik Frobel GmbH (Lindau, Deutschland)
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9.2 REM-Bilder aller Probanden

Proband 1 Proband 3 Proband 4

Kontrolle

DS <L Ih Kalid

Kalident nano Kalident nano

g p——————— 1mm
w75 bi 25h

Kombination Kombination Kombination

Abb. 9-1 REM-Ubersichtsaufnahmen (in 22- bis 27-facher VergroRerung) der Schmelzpriifkérper von Proband 1, 3 und 4
mit einer 2,5-h-Pellikel bei Spulung mit der Kontrolle (Wasser), Kalident nano und der Kombination aus Kalident nano und
Tanninséure. Es fand vorab eine Standardisierung der Schmelzpriifkérper durch Bestimmung der Mikrohdrte statt. Die Pro-
banden spilten nach 3 min fur 30 s mit der Kontrolle (Wasser), Kalident nano oder der Kombination. Danach wurde alle
30 min fur je 30 s mit der jeweiligen Mundspullésung/Suspension gesplilt, sodass insgesamt funf Spilungen stattfanden
(nach 3 min, 30 min, 60 min, 90 min, 120 min). Die in-vitro-Erosion der in-situ-Schmelzprifkorper erfolgte 3 min mit 1 pl
1%iger Zitronensdure. Die Pellikel der in-situ-Schmelzpriifkrper wurde nach der Sdureexposition abgeldst
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Proband 1, ungeatzt

iAcc.V SpotMagn Det WD Exp |—| 50 um

ntrolle

AccV SpotMagn Det WD Exp }—————— 50um
,(./5.00k‘\/'3.0 500x SE 99 167 Schmelz BR rvKalident nano 2,5h ung

Kalident nano

"

AccV SpotMagn Det WD Exp p—————— 50um
500kv 30 500x SE 89 204 Schmelz BR Ih Kombi25h ungeaetzt

Kombination

4 95 BR Schmelz rh Kontrolle 2,5h

Proband 1, geatzt

cc.Y SpotMagn Det WD Exp pb———— 50um
] SE 1 BR Schmelz rh Kol e 2,5h geaetzt

Kontl le

Ac;c.V SpotMagn  Det WD Exp ——— 50um
500KV 30 500x SE 99 167 Schmelz BR rv Kalident nano 2,5h gea 552

"Acc.\l‘ SputM-algn Det WD Exp‘ — 50um

S500KV 8.0 500x  SE 90 204 Schmelz BR Ih Kombi2,5h geaetzt

Kombination

Abb. 9-2 REM-Aufnahmen (in 500-facher Vergroerung) der Schmelzpriifkérper von Proband 1 mit einer 2,5-h-Pellikel bei
Spiilung mit der Kontrolle (Wasser), Kalident nano und der Kombination aus Kalident nano und Tanninséure. Jeweils links
sind die Aufnahmen des ungeétzten, rechts die Aufnahmen des geatzten Bereichs zu sehen. Es fand vorab eine Standardisie-
rung der Schmelzpriifkdrper durch Bestimmung der Mikrohdrte statt. Der Proband spiilte nach 3 min fiir 30 s mit der Kon-
trolle (Wasser), Kalident nano oder der Kombination. Danach wurde alle 30 min fiir je 30 s mit der jeweiligen Mundspll6-
sung/Suspension gespilt, sodass insgesamt fiinf Spllungen stattfanden (nach 3 min, 30 min, 60 min, 90 min, 120 min). Die
in-vitro-Erosion der in-situ-Schmelzpriifkérper erfolgte 3 min mit 1ul 1%iger Zitronenséure. Die Pellikel der
in-situ-Schmelzprufkorper wurde nach der S&ureexposition abgeldst
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Proband 1, ungeatzt Proband 1, geatzt

Acc.V SpotMagn Det WD Exp p——— 20um cc.V SpotMagn Det WD Exp }—— 20um
00kv 3.0 1000x SE 104 95  BR Schmelz rh Kontrolle 2,5h ungeaetz 00kv 3.0 1000x SE 102 95 BR Schmelz rh Kontrolle 2,5h geaetzt

Kontrolle ' ' | Kntrol

AccV SpotMagn Det WD Exp —— 20um ‘ —Acc\ SpotMagn Det WD Bxp —— | 20um
500kv 30 1000x SE 99 167 Schmelz BR rvKalident nano 2,5h ung =500kv3.0 1000x SE 99 167 Schmelz BR rvKalident nano 2,5h gea

B Kalident nano , | alit nano

R
ACVG.V SpotMagn Det WD Exp p—— 20um : Accl.\l SpotMagn  Det Wb -Exp |—| 20 pm
500kv 30 1000x SE 89 204 Schmelz BR Ih Kombi25h ungeaetzt 500KV 30 1000x SE 90 204 Schmelz BR Ih Kombi2,5h geaetzt

Kombination ' Kombination

Abb. 9-3 REM-Aufnahmen (in 1.000-facher VergréRerung) der Schmelzprifkérper von Proband 1 mit einer 2,5-h-Pellikel
bei Spiulung mit der Kontrolle (Wasser), Kalident nano und der Kombination aus Kalident nano und Tanninsaure. Jeweils
links sind die Aufnahmen des ungedtzten, rechts die Aufnahmen des geétzten Bereichs zu sehen. Es fand vorab eine Standar-
disierung der Schmelzpriifkdrper durch Bestimmung der Mikroharte statt. Der Proband spiilte nach 3 min fiir 30 s mit der
Kontrolle (Wasser), Kalident nano oder der Kombination. Danach wurde alle 30 min fiir je 30 s mit der jeweiligen Mund-
spullésung/Suspension gespilt, sodass insgesamt fiinf Spiilungen stattfanden (nach 3 min, 30 min, 60 min, 90 min, 120 min).
Die in-vitro-Erosion der in-situ-Schmelzpriifkorper erfolgte 3 min mit 1 ul 1%iger Zitronensdure. Die Pellikel der
in-situ-Schmelzprufkorper wurde nach der S&ureexposition abgeldst
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Proband 1, ungeatzt

Kontrolle

Lina " X & 5 /
Acc.V SpotMagn Det WD Exp p————— 5um
500kv 30 5000x SE 99 167 Schmelz BR rvKalident nano 2,5h ung

.

AccV SpotMagn Det WD Exp p————— 5um
500KV 30 5000x SE 89 204 Schmelz BR Ih Kombi25h ungeaetzt

Kombination

2500V 30 5000

-~
-2 e
™,
Acc.V Spot Magn
500 kv 3.0 5000x

Proband 1, geatzt

Det
SE

Wi xp .
102 95
P T3

KotrIIe

lle 2,5h geaetzt

g A

¥ Acc.V Spot Magn bet WD Exp }—| 5 um

SE 99 167 Schmelz BR rvKalident nano 2,5h gea

ident nano

e ) .
Det WD Exp pb——— 5um
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"
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Abb. 9-4 REM-Aufnahmen (in 5.000-facher VergroRerung) der Schmelzprifkérper von Proband 1 mit einer 2,5-h-Pellikel
bei Spiulung mit der Kontrolle (Wasser), Kalident nano und der Kombination aus Kalident nano und Tanninsaure. Jeweils
links sind die Aufnahmen des ungedtzten, rechts die Aufnahmen des geétzten Bereichs zu sehen. Es fand vorab eine Standar-
disierung der Schmelzpriifkdrper durch Bestimmung der Mikroharte statt. Der Proband spiilte nach 3 min fiir 30 s mit der
Kontrolle (Wasser), Kalident nano oder der Kombination. Danach wurde alle 30 min fiir je 30 s mit der jeweiligen Mund-
spullésung/Suspension gespilt, sodass insgesamt fiinf Spiilungen stattfanden (nach 3 min, 30 min, 60 min, 90 min, 120 min).
Die in-vitro-Erosion der in-situ-Schmelzpriifkorper erfolgte 3 min mit 1 ul 1%iger Zitronensdure. Die Pellikel der
in-situ-Schmelzprufkorper wurde nach der S&ureexposition abgeldst
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Proband 1, ungeatzt

-
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Abb. 9-5 REM-Aufnahmen (in 10.000-facher VergroRerung) der Schmelzpriifkdrper von Proband 1 mit einer 2,5-h-Pellikel
bei Spiulung mit der Kontrolle (Wasser), Kalident nano und der Kombination aus Kalident nano und Tanninsaure. Jeweils
links sind die Aufnahmen des ungedtzten, rechts die Aufnahmen des geétzten Bereichs zu sehen. Es fand vorab eine Standar-
disierung der Schmelzpriifkdrper durch Bestimmung der Mikroharte statt. Der Proband spiilte nach 3 min fiir 30 s mit der
Kontrolle (Wasser), Kalident nano oder der Kombination. Danach wurde alle 30 min fiir je 30 s mit der jeweiligen Mund-
spullésung/Suspension gespilt, sodass insgesamt fiinf Spiilungen stattfanden (nach 3 min, 30 min, 60 min, 90 min, 120 min).
Die in-vitro-Erosion der in-situ-Schmelzpriifkorper erfolgte 3 min mit 1 ul 1%iger Zitronensdure. Die Pellikel der
in-situ-Schmelzprufkorper wurde nach der S&ureexposition abgeldst
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Abb. 9-6 REM-Aufnahmen (in 20.000-facher VergroRerung) der Schmelzpriifkdrper von Proband 1 mit einer 2,5-h-Pellikel
bei Spiulung mit der Kontrolle (Wasser), Kalident nano und der Kombination aus Kalident nano und Tanninsaure. Jeweils
links sind die Aufnahmen des ungedtzten, rechts die Aufnahmen des geétzten Bereichs zu sehen. Es fand vorab eine Standar-
disierung der Schmelzprifkdrper durch Bestimmung der Mikroharte statt. Der Proband spilte nach 3 min fiir 30 s mit der
Kontrolle (Wasser), Kalident nano oder der Kombination. Danach wurde alle 30 min fiir je 30 s mit der jeweiligen Mund-
spullésung/Suspension gespult, sodass insgesamt fuinf Spililungen stattfanden (nach 3 min, 30 min, 60 min, 90 min, 120 min).
Die in-vitro-Erosion der in-situ-Schmelzpriifkorper erfolgte 3 min mit 1 ul 1%iger Zitronensdure. Die Pellikel der
in-situ-Schmelzprufkorper wurde nach der Séureexposition abgeldst
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Abb. 9-7 REM-Aufnahmen (in 500-facher VergroRerung) der Schmelzpriifkérper von Proband 3 mit einer 2,5-h-Pellikel bei
Splilung mit der Kontrolle (Wasser), Kalident nano und der Kombination aus Kalident nano und Tanninsdure. Jeweils links
sind die Aufnahmen des ungeétzten, rechts die Aufnahmen des geatzten Bereichs zu sehen. Es fand vorab eine Standardisie-
rung der Schmelzpriifkdrper durch Bestimmung der Mikrohdrte statt. Der Proband spiilte nach 3 min fiir 30 s mit der Kon-
trolle (Wasser), Kalident nano oder der Kombination. Danach wurde alle 30 min fiir je 30 s mit der jeweiligen Mundspll6-
sung/Suspension gespilt, sodass insgesamt fiinf Spllungen stattfanden (nach 3 min, 30 min, 60 min, 90 min, 120 min). Die
in-vitro-Erosion der in-situ-Schmelzpriifkérper erfolgte 3 min mit 1ul 1%iger Zitronenséure. Die Pellikel der
in-situ-Schmelzprufkorper wurde nach der S&ureexposition abgeldst
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Abb. 9-8 REM-Aufnahmen (in 1.000-facher VergréRerung) der Schmelzprifkérper von Proband 3 mit einer 2,5-h-Pellikel
bei Spiulung mit der Kontrolle (Wasser), Kalident nano und der Kombination aus Kalident nano und Tanninsaure. Jeweils
links sind die Aufnahmen des ungeatzten, rechts die Aufnahmen des geétzten Bereichs zu sehen. Es fand vorab eine Standar-
disierung der Schmelzpriifkdrper durch Bestimmung der Mikroharte statt. Der Proband spiilte nach 3 min fiir 30 s mit der
Kontrolle (Wasser), Kalident nano oder der Kombination. Danach wurde alle 30 min fiir je 30 s mit der jeweiligen Mund-
spullésung/Suspension gespilt, sodass insgesamt fiinf Spiilungen stattfanden (nach 3 min, 30 min, 60 min, 90 min, 120 min).
Die in-vitro-Erosion der in-situ-Schmelzpriifkorper erfolgte 3 min mit 1 ul 1%iger Zitronensdure. Die Pellikel der
in-situ-Schmelzprufkorper wurde nach der S&ureexposition abgeldst
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Abb. 9-9 REM-Aufnahmen (in 5.000-facher VergréRerung) der Schmelzprifkdérper von Proband 3 mit einer 2,5-h-Pellikel
bei Spiulung mit der Kontrolle (Wasser), Kalident nano und der Kombination aus Kalident nano und Tanninséure. Jeweils
links sind die Aufnahmen des ungedtzten, rechts die Aufnahmen des geétzten Bereichs zu sehen. Es fand vorab eine Standar-
disierung der Schmelzpriifkdrper durch Bestimmung der Mikroharte statt. Der Proband spiilte nach 3 min fiir 30 s mit der
Kontrolle (Wasser), Kalident nano oder der Kombination. Danach wurde alle 30 min fiir je 30 s mit der jeweiligen Mund-
spullésung/Suspension gespilt, sodass insgesamt fiinf Spiilungen stattfanden (nach 3 min, 30 min, 60 min, 90 min, 120 min).
Die in-vitro-Erosion der in-situ-Schmelzpriifkorper erfolgte 3 min mit 1 ul 1%iger Zitronensdure. Die Pellikel der
in-situ-Schmelzprufkorper wurde nach der S&ureexposition abgeldst
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Abb. 9-10 REM-Aufnahmen (in 10.000-facher VergroRerung) der Schmelzpriifkérper von Proband 3 mit einer 2,5-h-Pellikel
bei Spiulung mit der Kontrolle (Wasser), Kalident nano und der Kombination aus Kalident nano und Tanninsaure. Jeweils
links sind die Aufnahmen des ungedtzten, rechts die Aufnahmen des geétzten Bereichs zu sehen. Es fand vorab eine Standar-
disierung der Schmelzpriifkdrper durch Bestimmung der Mikroharte statt. Der Proband spiilte nach 3 min fiir 30 s mit der
Kontrolle (Wasser), Kalident nano oder der Kombination. Danach wurde alle 30 min fiir je 30 s mit der jeweiligen Mund-
spullésung/Suspension gespilt, sodass insgesamt fiinf Spiilungen stattfanden (nach 3 min, 30 min, 60 min, 90 min, 120 min).
Die in-vitro-Erosion der in-situ-Schmelzpriifkorper erfolgte 3 min mit 1 ul 1%iger Zitronensdure. Die Pellikel der
in-situ-Schmelzprufkorper wurde nach der S&ureexposition abgeldst
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Abb. 9-11 REM-Aufnahmen (in 20.000-facher VergroRerung) der Schmelzpriifkérper von Proband 3 mit einer 2,5-h-Pellikel
bei Spiulung mit der Kontrolle (Wasser), Kalident nano und der Kombination aus Kalident nano und Tanninsaure. Jeweils
links sind die Aufnahmen des ungedtzten, rechts die Aufnahmen des geétzten Bereichs zu sehen. Es fand vorab eine Standar-
disierung der Schmelzpriifkdrper durch Bestimmung der Mikroharte statt. Der Proband spiilte nach 3 min fiir 30 s mit der
Kontrolle (Wasser), Kalident nano oder der Kombination. Danach wurde alle 30 min fiir je 30 s mit der jeweiligen Mund-
spullésung/Suspension gespiilt, sodass insgesamt fuinf Spiilungen stattfanden (nach 3 min, 30 min, 60 min, 90 min, 120 min).
Die in-vitro-Erosion der in-situ-Schmelzpriifkorper erfolgte 3 min mit 1 ul 1%iger Zitronensdure. Die Pellikel der
in-situ-Schmelzprufkorper wurde nach der Séureexposition abgeldst
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Abb. 9-12 REM-Aufnahmen (in 500- bis 518-facher VergréRerung) der Schmelzprifkérper von Proband 4 mit einer 2,5-h-
Pellikel bei Spiilung mit der Kontrolle (Wasser), Kalident nano und der Kombination aus Kalident nano und Tanninsdure.
Jeweils links sind die Aufnahmen des ungeatzten, rechts die Aufnahmen des geétzten Bereichs zu sehen. Es fand vorab eine
Standardisierung der Schmelzprifkérper durch Bestimmung der Mikroharte statt. Der Proband spiilte nach 3 min fiir 30 s mit
der Kontrolle (Wasser), Kalident nano oder der Kombination. Danach wurde alle 30 min fir je 30 s mit der jeweiligen Mund-
spullésung/Suspension gespult, sodass insgesamt fiinf Splilungen stattfanden (nach 3 min, 30 min, 60 min, 90 min, 120 min).
Die in-vitro-Erosion der in-situ-Schmelzpriifkorper erfolgte 3 min mit 1 ul 1%iger Zitronensdure. Die Pellikel der
in-situ-Schmelzprufkorper wurde nach der S&ureexposition abgeldst
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Abb. 9-13 REM-Aufnahmen (in 1.000-facher VergroRerung) der Schmelzpriifkdrper von Proband 4 mit einer 2,5-h-Pellikel
bei Spiulung mit der Kontrolle (Wasser), Kalident nano und der Kombination aus Kalident nano und Tanninsaure. Jeweils
links sind die Aufnahmen des ungedtzten, rechts die Aufnahmen des geétzten Bereichs zu sehen. Es fand vorab eine Standar-
disierung der Schmelzpriifkdrper durch Bestimmung der Mikroharte statt. Der Proband spiilte nach 3 min fiir 30 s mit der
Kontrolle (Wasser), Kalident nano oder der Kombination. Danach wurde alle 30 min fiir je 30 s mit der jeweiligen Mund-
spullésung/Suspension gespilt, sodass insgesamt fiinf Spiilungen stattfanden (nach 3 min, 30 min, 60 min, 90 min, 120 min).
Die in-vitro-Erosion der in-situ-Schmelzpriifkorper erfolgte 3 min mit 1 ul 1%iger Zitronensdure. Die Pellikel der
in-situ-Schmelzprufkorper wurde nach der S&ureexposition abgeldst
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Abb. 9-14 REM-Aufnahmen (in 5.000-facher VergroRerung) der Schmelzpriifkdrper von Proband 4 mit einer 2,5-h-Pellikel
bei Spiulung mit der Kontrolle (Wasser), Kalident nano und der Kombination aus Kalident nano und Tanninséure. Jeweils
links sind die Aufnahmen des ungedtzten, rechts die Aufnahmen des geétzten Bereichs zu sehen. Es fand vorab eine Standar-
disierung der Schmelzpriifkdrper durch Bestimmung der Mikroharte statt. Der Proband spiilte nach 3 min fiir 30 s mit der
Kontrolle (Wasser), Kalident nano oder der Kombination. Danach wurde alle 30 min fiir je 30 s mit der jeweiligen Mund-
spullésung/Suspension gespilt, sodass insgesamt fiinf Spiilungen stattfanden (nach 3 min, 30 min, 60 min, 90 min, 120 min).
Die in-vitro-Erosion der in-situ-Schmelzpriifkorper erfolgte 3 min mit 1 ul 1%iger Zitronensdure. Die Pellikel der
in-situ-Schmelzprufkorper wurde nach der S&ureexposition abgeldst
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Abb. 9-15 REM-Aufnahmen (in 10.000-facher VVergroRerung) der Schmelzprifkdrper von Proband 4 mit einer 2,5-h-Pellikel
bei Spiilung mit der Kontrolle (Wasser), Kalident nano und der Kombination aus Kalident nano und Tanninsaure. Jeweils
links sind die Aufnahmen des ungeatzten, rechts die Aufnahmen des geétzten Bereichs zu sehen. Es fand vorab eine Standar-
disierung der Schmelzprifkdrper durch Bestimmung der Mikrohérte statt. Der Proband spiilte nach 3 min fiir 30 s mit der
Kontrolle (Wasser), Kalident nano oder der Kombination. Danach wurde alle 30 min fiir je 30 s mit der jeweiligen Mund-
spullésung/Suspension gespiilt, sodass insgesamt finf Spllungen stattfanden (nach 3 min, 30 min, 60 min, 90 min, 120 min).
Die in-vitro-Erosion der in-situ-Schmelzpriifkorper erfolgte 3 min mit 1 ul 1%iger Zitronensaure. Die Pellikel der
in-situ-Schmelzprufkorper wurde nach der Séureexposition abgeldst
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Abb. 9-16 REM-Aufnahmen (in 20.000-facher VVergroRerung) der Schmelzprifkdrper von Proband 4 mit einer 2,5-h-Pellikel
bei Spiilung mit der Kontrolle (Wasser), Kalident nano und der Kombination aus Kalident nano und Tanninsaure. Jeweils
links sind die Aufnahmen des ungeatzten, rechts die Aufnahmen des geétzten Bereichs zu sehen. Es fand vorab eine Standar-
disierung der Schmelzprifkdrper durch Bestimmung der Mikrohérte statt. Der Proband spiilte nach 3 min fiir 30 s mit der
Kontrolle (Wasser), Kalident nano oder der Kombination. Danach wurde alle 30 min fiir je 30 s mit der jeweiligen Mund-
spullésung/Suspension gespllt, sodass insgesamt flinf Spllungen stattfanden (nach 3 min, 30 min, 60 min, 90 min, 120 min).
Die in-vitro-Erosion der in-situ-Schmelzpriifkorper erfolgte 3 min mit 1 ul 1%iger Zitronensaure. Die Pellikel der
in-situ-Schmelzprufkorper wurde nach der S&ureexposition abgeldst
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