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1 Zusammenfassung

Auf sdmtlichen Festkorperoberflachen, die dem Mundhdhlenmilieu expaveeden, etab-
liert sich innerhalb kirzester Zeit ein Proteinfilm aus adsddmeSpeichel-Biopolymeren.
Diese so genannte Pellikel besitzt unter anderem ein protektestidl gegenuber Saureat-
tacken auf die Zahnhartsubstanz. Trotz zahlreicher In-vitro- und In-vivorduisteingen gibt
es keinen wissenschaftlichen Konsens Uber die Zusammenhangbexwdsr Bildungszeit
der Pellikel und dem Ausmass ihres saureprotektiven Charaktest. tfskliar, ob die zeitab-
hangige morphologische und biochemische Reifung der Pellikel mit iséemeprotektiven
Potential korreliert. Die vorliegende Studie soll zusatzliche Inftionen liefern, ob sich das
saureprotektive Potential einer innerhalb von zwei, sechs, zwolf undi@destin situ gebil-
deten Pellikel unterscheidet. Die experimentelle Pellikelbilduigigte auf standardisiert
oberflachenbearbeiteten Prifkérpern aus bovinem Zahnschmelz. Diese wurdsechsn
Probanden an herausnehmbaren Trageschienen fir die jeweiligeiue auf der bukkalen
und palatinalen Seite des Oberkieferseitenzahnbereiches inkorpoaent.Ablauf der Pelli-
kelbildungszeit erfolgte eine einminttige kinstliche Erosion ddikpkdedeckten Prufkorper
mit 0,1% und 1%iger Zitronensaurelésung unter kontinuierlicher Agitatie gDantitative
Auswirkung der Pellikelbildungszeit auf das protektive Potential eneiderseits anhand von
Mikrohartedifferenzmessungen vor und nach der S&aureerosion sowieraedsrdurch Be-
stimmung der infolge der S&ureinwirkung erodierten Calciummendgtelsn Flammen-
Atomabsorptionsspektrophotometrie evaluiert. Zusatzlich erfolgte eial@ajive raster- und
transmissionselektronenmikroskopische Analyse der Schmelzoberflficheler residualen
Pellikelultrastruktur. Wahrend die qualitativen Untersuchungen diephetettion von Unter-
schieden in der Bildungszeit und der intraoralen Lokalisation ®elieskonnten anhand der
guantitativen Ergebnisse keine signifikanten Zusammenhange (p<0,08hewiden Para-
metern Bildungszeit, Bildungsort und Saureprotektion festgestettlene Das Ausmald der
Erosion durch die beiden verwendeten Zitronensaureldsungen unterschigetiech signifi-
kant durch einen hoheren Mikroharteverlust und durch starkere Calciwtdteig in Ab-
hangigkeit von der Saurekonzentration. Es kann erstmals konstatielényetass in An-
betracht der gewéhlten Versuchsbedingungen kein Unterschied ifmddsaZeitraumes von
zwei bis 24 Stunden hinsichtlich der saureprotektiven EigenschafteRedlékel existiert.
Eine Pellikelschicht nach zweistindiger Bildungszeit scheint derh diecbedeckten Zahn-

schmelz demnach ebenso suffizient vor erosiven Saureangriffen zazeschiie eine 24



1. Zusammenfassung 2

Stunden alte Pellikel. Allerdings kann die in situ gebildete Péltlke Erosion der Zahn-
schmelzoberflache durch Zitronenséure nicht verhindern. Es werddRedidtate jingerer
Studien unterstitzt, die der Pellikelmaturation im Hinblick auf dier&orotektion eine eher
untergeordnete Rolle beimessen.



1. Zusammenfassung 3

1 Summary

Comparative investigation of the protective potential of a 2-, 6-, 12and 24-hour in-

situ pellicle against enamel erosion

All solid substrata exposed to the oral cavity are very rapiolered by a film-like layer
of salivary origin. This so-called acquired pellicle is theultesf selective adsorption of
salivary biopolymers. The pellicle contains a certain protegitential against the attack
of acid solutions during erosive demineralisation. The time-dependeritebiazal and
micromorphological maturation of the pellicle is well analyseunfivarious in vitro and
in vivo studies. However, the actual relation between the time bélpdormation and
the amount of its protective properties is not completely understoodourpese of this
present study was to compare the protective effect of a 2-, 6anti224-hour old in situ
formed pellicle. Bovine enamel slabs with standardised polishedssnigere attached to
the buccal and lingual aspect of the upper first molars in six \@@ususing intraoral re-
movable splints. After the particular pellicle formation time, #febs were artificially
eroded in 0,1% and 1% citric acid under continouus agitation for tiagi@uiof 1 minute.
The amount of protection was recorded by microhardness loss, i@ipefore and after
the acid erosion, and measurement of calcium release by ftame& absorption spectro-
photometry. In addition, the eroded enamel surfaces and the resitheédpevere quali-
tatively analysed by scanning and transmission electron mapgséhe two quantitative
approaches did not present any statistically significant ediwak (p<0,05) between pel-
licle formation period, intraoral localisation and the protective m@kof the pellicle.
However, citric acid of higher concentration showed signifigamtjher surface hardness
loss and calcium release. Both qualitative electron micros@matyses delivered repre-
sentative results showing a weak correlation between pellicleafanmtime and its pro-
tectice properties. The present results strongly supporwtiteraporary view, that time-
dependent pellicle maturation seems to be of minor importance cargédnei protective
properties of the pellicle. It could be shown that even a 2-hoururpsiticle seems to
protect the underlying enamel surface as efficiently as-bo24 pellicle. However, the
acquired pellicle is not able to inhibit enamel erosion. As the psockpellicle matura-
tion tended to be overrated in the past, the actual results should #epsthsn oral hy-

giene recommendations.
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2 Einleitung

2.1 Pellikel

2.1.1 Bildung, Zusammensetzung und Struktur der Pell kel

An den Phasengrenzen zwischen festen und flissigen Systemen konmmé¢regeeigneten
Bedingungen durch spezifische Adhasionsphanomene zur Ausbildung von Biofilmenitwas m
einer Ansiedelung von Mikroorganismen einhergeht. Als Beispiele fuubdagitare Vor-
handensein von Biofilmen seien Trinkwasserversorgungssysteme gestenent,Innenvolu-
mina nach einiger Zeit von einer diinnen, film- oder schleimartigen Schichbgbarwerden
kobnnen (Szewzyk und Szewzyk, 2003). Eine besondere Relevanz des Phanoméns Biof
ergibt sich im Bereich der Humanmedizin (Donlan, 2001), beispielsWweisger bakteriellen
Besiedelung von Kathetern (Passerini et al., 1992), Kontaktlinsenr (&idd., 1995) oder
kinstlichen Herzklappen (Padera, 2006). Auch die Entstehung der beiden bedtrisa
zahnmedizinischen Erkrankungen, namlich der Karies und der Parodontitigythdidi Exis-
tenz eines pathogenen Biofilmes auf der Zahn- oder Implantatalerfliange et al., 2004,
Newman und van Winkelhoff, 2001; Hellwig et al., 2003). Diese zunéchst hodisyez
bakterielle Kolonisation setzt allerdings das Vorhandensein gesigneten und modifizie-
renden ,Unterlage” voraus.

Auf sdmtlichen Festkérperoberflachen, die dem Mundhohlenmilieu expoveeden (Han-
nig, 1998), etabliert sich aus dem Speichel innerhalb kirzestezideitiimartige Bedeckung
aus selektiv adsorbierten Biopolymeren, die als Basis fir dieeneeBiofilmbildung dient.
Diese zunachst bakterienfreie Schicht wird als Pellikel (emgjuired pellicle von lat.pelli-
cula dentis Dawes et al., 1963) bezeichnet. Frihere Arbeiten aus dem deutsklygrac
Raum verwendeten auch den Terminuseat@grbenen Schmelzoberhautch€ashile, 1961
und 1964), welcher allerdings irrefihrend ist. Vielmehr wurde mitdde konstatiert, dass
nicht nur auf der Schmelzoberflache, sondern auf sdmtlichen orgamisakd anorganischen
Oberflachen im oralen Milieu pellikel&hnliche Strukturen zu finden @t#ahnig, 1994a und
1994b). Selbst die bakterielle Plaque an sich konnte von einer pelliketd@miBchicht be-
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deckt vorgefunden werden (Tinanoff et al., 1976). Erste AnzeichenrférRallikelbildung
konnten bereits nach wenigen Sekunden nachgewiesen werden (Hannig, 1999).

Als zugrunde liegende Adhasionsmechanismen kommen zahlreiche elekikkaligise Bin-
dungsvarianten in Frage. Die beteiligten Makromolekile sind amphiphivenfidgen somit
Uber polare und apolare Gruppen sowie charakteristische funktionekbmketien. Alleine
aufgrund dieser Eigenschaft tendieren sie zur Konzentration und Akkusnuéati der Pha-
sengrenze. Da es im Bereich der Zahnoberflache im feuchten Speliehvezu Ladungsver-
schiebungen kommt (Schiffner, 1997), gehen die Calciumionen und Phosphatgdgspe
Schmelzes elektrostatische Bindungen zu den polaren Gruppen ddnefpeteine sowie
weiterer Makromolekule ein. Als weitere, scheinbar untergeordkaitésionsphanome wur-
den Wasserstoffbriickenbindungen, hydrophobe Interaktionen, van der Wdédsgndie
Konformationsanderungen der Proteine beschrieben (Hannig, 1994a).

Die Pellikel setzt sich hauptséchlich aus Proteinen, Lipiden undeKb¥draten zusammen
(Hannig, 1994a).

Biochemische Untersuchungen zeigten, dass die Mehrzahl deesrteol Eiweisse aus
Phospho- sowie sauren prolinreichen Proteinen gebildet wird (Lendenmaainn 2000).
Auch sulfatierte Glykoproteine und hochmolekulare Speichelmuzine konnteniektteldr-
den. Weiterhin gelang die Identifikation von unterschiedlichen immolbtksieenzymen und
Immunglobulinen, wie beispielsweise IgA, IgG, IgM, Albumin (Lendenmetnal. 2000) Q-
Amylase (Deimling et al, 2004) und Lysozym (Hannig C et al., 200&bebDliegt die durch-
schnittliche Molekilmasse der an der Pellikelformation beteiidtroteine unter einem Wert
von 67.000 (Eggen und Rdlla, 1983 und 1982). Nach zwei Stunden der Pellikelformation
scheint sich ein Gleichgewicht zwischen Proteinad- und desorptianstellen. S6nju und
Roélla (1973) konnten in vivo nach 90 Minuten keine signifikanten AnderungeArmdas-
saurengehaltes erkennen, wéahrend Skjorland et al. (1995) die moleRelikelbildung an
sich bereits nach 45 Minuten fur beendet halten. Bemerkenswert ist detveVVorhanden-
sein bakterieller Komponenten, wie der GlykosyltransferaseniEer, 1982) in der Pellikel,
die Tatsache, dass die an der Pellikelbildung beteiligten Enzguoiewie vor in aktiver Form
vorliegen (Scheie et al., 1987; Hannig C et al., 2006). Durch das Vorhaimdakieer En-
zyme wird die gezielte Ausbildung eines pathogenen Biofiimeslegitdend beeinflusst (Kho
et al., 2005).

Der Anteil an Lipiden innerhalb der Pellikel liegt im Trockenzndtaei circa 20 Gewichts-
prozent (Slomiany et al., 1990 und 1986), wobei Glykolipide, freie Fettsatrglyceride,
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Cholesterin und weitere lipidhaltige Moleklle analysiert worded. Hinsichtlich des indi-
viduellen Lipidgehaltes und dessen Zusammensetzung kommt es im Gegemsd®rotein-
gehalt in Abhangigkeit vom individuellen Kariesrisiko zu starkenrimtéviduellen Schwan-
kungen (Slomiany et al., 1990 und 1986).

Die Hauptbestandteile aus der Molekulgattung der Kohlenhydrate sind &]ukastose,
Galaktose, Mannose und diverse Sialinsduren, wobei letztere einel&es@edeutung bei
der bakteriellen Adharenz zu haben scheinen (Hannig, 1994a). Der Jesgleise hohe Ge-
halt von Glukose mit 65% aller Kohlenhydrate in der Pellikel widigkgefiihrt auf das
Vorhandensein von extrazellularen Polysacchariden bakteriellen dgspund die Anwe-

senheit zusammengesetzter Molekile wie Glykolipiden.

Wahrend friihere Untersuchungen eher von einer einheitlich amorphen Beeliker aus-
gingen (Armstrong und Hayward, 1968), haben neuere Analysen unb&zighung der Ras-

ter- und Transmissionselektronenmikroskopie gezeigt, dass die Pellikeilaus komplex
zusammengesetzt ist (Hannig, 1999 und 1989).

Einer mit ungefahr 10-20nm relativ dinnen und homogenen Basalschichtitealsadsor-
bierten Proteinen ist je nach intraoralem Bildungsort eine auSsareht mit gro3erer ultra-
struktureller Variationsbreite aufgelagert. Die heterogenen geiflangen sind als granular
und globular sowie vakuolenartig durchsetzt beschrieben worden (Schigtbath 1996;
Hannig, 1989). Transmissionselektronenmikroskopische Analysen zeigtemhiveidass die
Pellikeladh&renz nicht nur auf die Zahnschmelzoberflache beschrsinksondern die
Schmelzoberflache auch filamentoés penetrieren kann (Hannig, 1989; Tiedaralf, 1976;
Meckel, 1965). Dieses Phanomen wird subsurface pellicldezeichnet und ist vornehmlich

an approximalen Zahnflachen anzutreffen.

Die Messung der Pellikeldicke wird in zahlreichen Untersuchurkgatrovers bewertet, so
dass Schichtdicken von wenigen Nanometern bis hin zu mehreren Mikromesehribben
wurden. Hannig (1999) mass im transmissionselektronenmikroskopischenitfedge In-
situ-Pellikel Werte von 10-20nm nach einer Minute, 200-300nm nach 30 Minuten, 200-
500nm nach 60 Minuten, 200-700nm nach zwei Stunden, 500-1000nm nach sechs Stunden
bis hin zu 1000-1300nm nach 24 Stunden fiir bukkal im Oberkieferseitenzahnigetsidie-

te Pellikel. Fur palatinal im Oberkieferseitenzahnbereich tun gebildete Pellikelschichten
wurden Werte von 30-50nm nach 60 Minuten, 20-80nm nach zwei Stunden, 100nm nach
sechs Stunden und 200nm nach 24 Stunden beschrieben.
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Es zeigte sich, dass die Ultrastruktur der Pellikel je nachadrdler Bildungsstatte variiert, so
dass lokaldisponierende Faktoren wie die spezifische Speichelkomposgiderajeweiligen
Drisen oder mechanische Irritationen wie Zungen- und WangenmodiigiRolle zu spie-

len scheinen.

2.1.2 Funktionen und Auswirkungen der Pellikel

Der Pellikel werden verschiedene physiologische Funktionen zugdsahrigie vornehmlich
dem Schutz der Zahnoberflache vor schadlichen Einfliissen dienen sollen.

Einerseits reduziert sie im Sinne eines Lubrikants Abrasions- tmiciohsphanomene zum
einen zwischen antagonisierenden Zahnoberflachen sowie zum anderemenwdsr Zahn-
oberflache und der oralen Mukosa durch das Zustandekommen einer ,SchikuiegiiDie
Anwesenheit der Pellikel reduziert die Friktion zwischen zwadirihartsubstanzflachen um
den Faktor 20 (Berg et al., 2003). Der zumindest teilweise Verlaseslilubrifizierenden
Charakters lasst sich zum Beispiel nach dem Verzehr salsensmittel wie Zitronensaft als
reversibles Gefluihl der matten und ,pelzigen” Zahnoberflache erleben.

Andererseits fungiert die Pellikel nach dem Prinzip einer pemmeablen Membran (Zahrad-
nik, 1976) und ist somit in der Lage, Diffusions- und lonenaustauschpraozessden der
von ihr bedeckten Zahnhartsubstanz und dem sie umgebenden Speicheimbiegirdlus-
sen. Von besonderer Bedeutung ist diese Modulation bei De- und Remsateyaiablaufen
im Rahmen von erosiver Einwirkung von Sauren und Chelatoren auf die &tdutistanz.
Die Loslichkeit des Zahnschmelzes wird durch eine Hemmung dérsiaif von Calcium-
und Phosphationen sowie der sauren Noxe selbst herabgesetzt. BalZ@8f)allerdings
zu dem Schluss, dass der Hauptmechanismus fur die Saureprotektigerwerder Semi-
permeabilitdt, sondern vielmehr in dem séurebedingten Auflésungseeriusr Pellikel zu
liegen scheint. In Abhangig von Saurestarke und Einwirkzeit komnteilegeise bis zum
vollstandigen Verlust der Pellikel.

Auch die Remineralisation unterliegt der Modulation durch die Pdiddsdckung, so dass
einer Ubermé&ssigen Anlagerung von Calciumionen und somit klinischidiaeschiessenden
Zahnsteinbildung vorgebeugt wird (Hannig und Joiner, 2006; Hannig, 1994a).

Die Pellikel ist mit ihrem Gehalt an antimikrobiellen und puffedichen Speichelkomponen-
ten wie IgA, Lactoferrin, Lysozym, Carboanhydrase | und Il nméeimmunologischen Bar-

riere zu vergleichen (Deimling et al., 2007).



2. Einleitung 8

Als unerwinschte Funktion der Pellikel wird die Unterstiitzung der helk® Besiedelung
der Zahnoberflache angesehen (Hannig und Hannig, 2007; Hannig und Joiner, 20@6; Koo
al, 2006; Sharma et al, 2005; Newman und van Winkelhoff, 2001; Lie, 1975), fur dReldie
likel eine Reihe spezifischer Rezeptoren zur Verfugung stabt.Abwesenheit der Pellikel
stellt die initiale Phase der Plaquebildung dar (Mdller, 2001). baiderielle Kolonisation
und Proliferation setzt eine irreversible Adh&sion der Bakterieaugoindem die physikali-
schen und chemischen Eigenschaften der Zahnschmelzoberflacheevievéegrden, wird die
bakterielle Adhé&sion beeinflusst. Wéahrend einerseits die oben bésetere Bindungsme-
chanismen die Anbindung der Pellikel an die Zahnoberflache gewé&mletkenen spezielle
Molekulareale als Rezeptoren flr die bakterielle Adhasion anedlikd?. Kopec und Bowen
(1995) zeigten in einer speziesubergreifenden Vergleichsstudiehmnmisviensch und Ratte
auf, dass die bakterielle Adhasion auf der Grundlage humaner und tiefsdhies| prinzi-
piell vergleichbar ablauft.

Eine weitere unerwiinschte Eigenschatt ist die Tendenz dekdPetlurch Einlagerung exo-
gener Farbstoffe oder denaturierender Agenzien wie Clorhexidinveiriaroung von Zahn-
oder Restaurationsflachen zu bewirken (Hannig und Joiner, 2006; Joahe2€06; Lee und
Powers, 2006)

2.2 Erosion

2.2.1 Grundlagen

Als Erosion wird die chronische oberflachliche Destruktion der Zahsiitzstanz bezeichnet,
die in Folge einer chemischen Reaktion ohne primére bakteBelieligung erfolgt. Die
Einwirkung saurer Noxen fuhrt in Abhangig von verschiedenen Faktoremeaispielsweise
der Saurestarke, Einwirkdauer und —intervalle und physiologischeskBoot, zu einer tber-
massigen Demineralisation des Kristallgefiiges und damit etstafung der Zahnhartsub-
stanz. Als sogenannter kritischer pH-Wert wird die Marke von 5,5 angegéenkins, 1963),
unterhalb derer die Demineralisation im Vergleich zur Remineralisatowiggr

Das Krankheitsbild der Erosion zahlt neben den kariésen Veranderamagisn Hauptursa-
chen fur den pathologischen Verlust von Zahnhartsubstanz und wird inchestindustrie-
nationen mit einer Pravalenz von bis zu 25 Prozent beziffert (Putz ttingd 2002). Klinisch
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tritt zunachst ein nichtverfarbter, seichter und schisselforn@gperflachenverlust im Be-
reich des Zahnschmelzes zutage, wobei es bei progredientertiexposr vollstdndigen Per-
foration des Schmelzmantels kommen kann. In der Regel werden Erosiondpatienten

erst bei Erreichen des Dentinkerns in Form von thermischen Hyys#tigitaten registriert
(Zero und Lussi, 2005). Wahrend eine therapeutisch-restaurative Intenvergt beim Vor-

liegen fortgeschrittener Erosionen mit Exposition des Dentigezagt ist, sind bereits bei
als initial erkannten Defekten individuelle Erndhrungs- und Mundhygigngitisnen des

Patienten sowie eine Empfehlung zur topischen Fluoridgabe erfond@dayve et al., 2007;
Wiegand und Attin, 2006; Zero und Lussi, 2005).

Erosionen treten selten isoliert auf und gehdren zu einer Tridshbed aus Abrasion, Attri-
tion und Erosion (Lussi und Hellwig, 2006), die mit dem gebrauchsbedingtdasy von
Zahnhartsubstanzgl. tooth wearKnevel und van der Woord, 2007; Addy und Shellis,
2006) in Verbindung gebracht wird. Nur in den seltensten Fallen istdemdrei Ursachen
alleine fur den progredienten Verlust von Zahnharstubstanz veralnttvohh der tGberwie-
genden Mehrzahl der Falle wirken mehrere dieser Faktorennne &ines negativen Syner-
gismus. Besonders gravierend ist in diesem Zusammenhang digkteratitasive Wirkung
des Zahneputzens auf zuvor durch Saureeinwirkung ,erweichten* Zahnscf#delz und
Shellis, 2006; Eisenburger et al., 2003; Hooper et al., 2003; Attin et al., 3273t abrasive
Beruhrungen der Zahnoberflache durch Schleimhautbewegungen von Zunge ngel hia

ben auf derart erweichten Zahnschmelz eine schadigende Wirkung (Gréggta4

2.2.2 Atiologie der Erosion

Hinsichtlich der Atiologie erosiver Erscheinungen wird zwischen endogend exogenen
Faktoren unterschieden, wobei diese zusatzlich durch diverse Wotsfakieeinflusst wer-
den kénnen (Wiegand und Attin, 2006).

Endogen oder intrinsisch bedingte Erosionen werden definitionsgemassvdarddrganis-

mus selbst produzierte Saure verursacht (Zero und Lussi, 2005; Sche@@3! Der chroni-

sche Reflux von Magensaure, die mit einem relativ niedrigen pH-Vgarl bis 1,5 ein sehr
hohes erosives Potential aufweist, kann mannigfaltige internistsmivee psychologische
Ursachen haben. Als zugrunde liegende Allgemeinerkrankungen seversetend

gastrointestinale Erkrankungen (Cheung et al., 2005), Alkoholabusus, undmneliAsznei-
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mittelwirkungen sowie Essstérungen wie Anorexia nervosa odemiugenannt. Aber auch
Erkrankungen, die mit Xerostomie einhergehen, wie Speicheldnjseanétionen, Sjogren-
Syndrom, Diabetes mellitus, kdnnen durch Verminderung der kérpereigenteiti®n Ero-
sionen begunstigen (Young et al., 2001).

Endogen verursachte Erosionen lassen sich charakteristiscleetibeisviegend an oral zu-
gewandten Zahnflachen des Oberkiefers diagnostizieren. Es gielyiine Uberdurchschnitt-

liche Haufung dieses Krankheitsbildes bei weiblichen Patienten.

Exogen oder extrinsisch bedingte Erosionen werden mit nicht-kdrperei§énean assozi-
iert. Hierzu z&hlen solche durch direkte Medikamentenwirkungen, Uminfiisse und die
individuelle Ern&hrungsweise. Zu den am weitesten verbreiteten Meeiitan, die Erosio-
nen auslésen kdnnen, zahlt die Acetylsalicylsaure (z.B. Asitttannig und Albers, 1993)
sowie Vitamin C-Praparate (Ascorbinsaure; Meurmann und Murtob®86). Umweltein-
flisse wie beispielsweise berufliche Exposition bei Fabréigeln mit Sdauredampfen (Mal-
colm und Paul, 1961), Weinverkostern (Cheung et al., 2005; Chikte et al., 2005) eiter W
kampfschwimmern in chlorversetztem Wasser (Centerwall..e1286) wurden ebenfalls be-
schrieben. Den gré3ten Anteil exogener Erosionsfaktoren madakt@ehjesaure Nahrungsmit-
tel aus. Besonders im Zuge des gesteigerten Erndhrungsbemssgieifen viele Patienten
auf saure (Citrus-)Frichte und deren Saftgetrdnke (Wedt, €it988) zuriick. Ganss et al.
(1999) warnen vor einem erhohten Risiko flr erosive Zahnschaden bent®atidie sich
uberwiegend von Rohkost erndhren. Linkosalo und Markkanen (1985) untersuchteteRatie
mit lactovegetarischen Erndhrungsgewohnheiten und stellten erhotédeRe&n fir erosive
Schadigungen des Zahnschmelzes fest.

Viele dieser Patienten praktizieren dartiber hinaus typischerve@g Uberdurchschnittliche
Mundhygiene (Lussi et al., 2004) mit teilweise exzessivem EmsatZahnbirste und leisten
der Entstehung erosiver Krankheitsbilder damit Vorschub (Eisenburger et al., 2003).
Weiterhin verfligen viele ,Lifestyle“-Erfrischungsgetranke v@ela-Mixturen, Limonaden
oder Sportlergetranke tber kritische pH-Werte (Hooper et al., 2005, Lippert2804, Lussi
et al., 2004, Finke et al., 2002).

Hinzu kommt die Tatsache, dass seitens der LebensmittelindusieeNahrungsmittel mit
erosiven Zusatzstoffen, und in besonderem Ausmass mit Zitronensaureyieshseid ge-
sauert werden (Bundesinstitut flr Risikobewertung, 2004).

FUr die Bewertung des erosiven Potentials einer Noxe ist jetiobh alleine der pH-Wert
von Bedeutung. Vielmehr missen weitere chemische (pK-Weethitne Aziditat, Kom-
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plexbildungsfahigkeit, Gehalt an Calcium/Phospat/Fluoride) ebensmeanaduelle Faktoren
(Haufigkeit der Exposition, protektive Kapazitat des Organismus, arstioenBesonderhei-
ten) berucksichtigt werden (Featherstone und Lussi, 2006; Hara et ah; Z@d6 und Lussi,
2005; Lussi et al., 2004; Hughes et al., 2000). Es liegt mit der deladsion also ein multi-

faktorielles Erkrankungsbild vor.

2.3 Fragestellung

Primére Zielsetzung der vorliegenden Untersuchung war es, den Eiddusildungszeit auf
die protektiven Fahigkeiten der Pellikel zu evaluieren. Es sollersuitht werden, inwiefern
sich in situ gebildete Pellikelschichten der Bildungszeitrauarezwei, sechs, zwolf und 24
Stunden hinsichtlich der Saureprotektion unterscheiden. Wéahrend die Kperpeieén von
drei bis 120 Minuten (Fiebiger, 2005; Hannig et al., 2004b und 2003; Amaechi¥94),
und die Langzeitperioden von bis zu sieben Tagen (Meurmann und Frank, 1991 Axiedw
rongen et al., 1987; Zahradnik et al., 1978 und 1976) hinreichend untersucht wurdder, galt
vergleichenden Betrachtung der Zeitrdume zwischen zwei und 24 Stuneéerdiesem As-
pekt bislang eher untergeordnetes wissenschaftliches InteDessegerade diese ZeitrAume
sind im Hinblick auf Ernédhrungs- und Mundhygienegewohnheiten der Rstisoin ent-
scheidender Bedeutung bei der Entstehung und Pravention erosiver Krankheitsbilder.
Ferner ist die Kenntnis Uber eine eventuell notwendige ReifunBealkkel fur das Verstand-
nis der komplexen Zusammenhange der Saureprotektion von besonderem hadtmhsn
Interesse, zumal in diesem Punkt eine Diskrepanz zwischen In-wind- In-vivo-
Untersuchungen zu bestehen scheint (Hannig und Joiner, 2006). Wéahrenendasid In-
vitro-Ergebnissen eine langerfristige Reifung der Pellikel Zmeichen einer suffizienten
Saureschutzwirkung fir notwendig erachtet wird (Featherstone 4988; Nieuw Ameron-
gen et al., 1987; Zahradnik et al., 1978 und 1976), lassen neuere In-vivo-Daigrsdhlies-
sen, dass eine ausreichende Protektion unter physiologischen Bedmdeanegiés nach we-

sentlich kirzeren Bildungsintervallen erreicht wird (Fiebiger, 2005; Hanrily, &004).

Folgende spezielle Fragen sollten im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersueht:werd
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- Ergibt sich aus Modulierung der Paramd@ddungszeit, Saurekonzentration und buk-
ko-palatinaler Probenpositionierungine signifikante Anderung des protektiven Po-
tentials der Pellikel?

- Inwieweit vermogen die unterschiedlichen In-situ-Pellikelschichtendiech sie be-
deckten Zahnschmelz vor erosiven Saureangriffen zu schitzen?

- Welche ultrastrukturellen Veranderungen hinterlasst eine einmen@#&ureeinwir-
kung am Zahnschmelz und an der residualen Pellikel?

- Welche Unterschiede bestehen hinsichtlich der zwei verwendeteek8anentratio-

nen?
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3 Material und Methodik

3.1 Grundlagen fir die Gewinnung der in situ gebild  eten Pellikel

Als Substrat fir die experimentelle In-situ-Pellikelbildung dien®tfkorper aus bovinem
Zahnschmelz mit standardisiert bearbeiteter Oberflache. Dim&gproben wurden, an her-
ausnehmbaren Schienen befestigt, von sechs Probanden Uber vier verschetig@nme
(zwei, sechs, zwdlf und 24 Stunden) intraoral getragen und damit deolpgischen Pelli-
kelbildung ausgesetzt. Das probandenbasierte Studiendesign wurde darchthik-
Kommission der Medizinischen Fakultat der Christian-Albrechts-Usitérzu Kiel gepruift

und legitimiert.

3.1.1 Herstellung, Reinigung und Aufbewahrung der P rifkorper

Als Probenmaterial dienten die permanenten Incisivi frisch geddeker Rinder mit einem
Durchschnittsalter von zwei Jahren (Schlachthof Zweibricken). Oral&won erfolgte scho-
nungsvoll unter Vermeidung von Schmelzverletzungen. Nach mechanischeguRgiwur-
den aus den Labialflachen mithilfe einer wassergekuhlten, uitesfdDiamanttrennscheibe
(Schleiftrennmaschine WOCO 50p, Conrad GmbH, D-38678 Clausthal) Zahnsghifielz
korper (n = 432) mit darunterliegendem Dentin (Grof3e bis ca. 5x5x3mayduatrennt. Zur
Standardisierung der Prifkorperoberflache erfolgte eine Politueiaeim Nalschleifgerat
(Gripo 2V, Metkon Instruments Ltd., Turkey) mit Silikonkarborundschleifpapigsteigen-
den Kérnungsgrades (max. 4000) bei einer Umdrehungszahl von 30@nier kontinuierli-
cher Wasserkihlung (Abb. 1) Durch eine Kontrolle der Oberflachengiitels eines Auf-
lichtmikroskopes wurde bei 12facher VergroRerung sichergestellt, adeschliel3lich Pruf-
korper ohne Verfarbungen oder Unregelmafiigkeiten in der sichtbaren 3otated ver-
wendet wurden.

Die fur die Mikroh&rtemessungen vorgesehenen Proben wurden mit der Wrdeden Sei-
tenflachen in Epoxydharz (Epofix Kit, Struers, DK-2610 Rgdovre) scheibeigd@ingebet-
tet, um planparallel orientiert vermessen werden zu kénnen. Esagsudine Scheibe mit

einem Durchmesser von 8mm (Abb. 5). Als Einbettform diente die Innegkoafion der
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Deckel von Eppendorf Reagiergefassen (Safe-Lock Tubes 1,5 ml, Epp&@&iobD-22331
Hamburg).

Abb. 1: Politur der Zahnschmelzprufkérper auf dem rotierenden Nassschleifgerat unter Wasserkuhlung

Um eine initiale Bakterienfreiheit zu garantieren sowie da@n grindlich zu reinigen, wur-
den samtliche Prufkdrper zunéchst fir 30 Minuten in 70%iger Ethanoll@&timanol absolut
reinst, Merck, D-64271 Darmstadt) desinfiziert und anschlieRend in 3%iggiumhypo-
chlorittdsung (August Hedinger, D-70327 Stuttgart) fur 10 Minuten intrasthallbad
(Sonorex RK 100 H, Bandelin, D-12207 Berlin) behandelt. Die Unter- undn8adieen der

fiir die C&*-Messungen vorgesehenen Proben wurden anschlieRend mit handelsiiblichem N
gellack versiegelt. Auf diese Weise konnte sichergestellt emerdass von der kinstlichen
Erosion lediglich die der Mundhdhle zugewandte Oberseite der Prufkdrpefdretrairde.

Nach vorsichtigem Abspulen mit destilliertem Wasser (Aqu8run, B. Braun Melsungen
AG, D-34209 Melsungen) wurden die Proben in selbigem bei einer Tetnpeoa +4 °C bis

zu dem Zeitpunkt der intraoralen Exposition gelagert.

3.1.2 Herstellung der Trageschienen

Von sechs Probanden wurden nach Inspektion der Mundhdhle Alginatabformungeat (Palg
Plus, 3M ESPE GmbH, D-82229 Seefeld) des Oberkiefers angeféltigh Herstellung der
Arbeitsmodelle aus Superhartgips wurden mittels eines Tieknates (Erkopress ES 2004,
Erkodent GmbH, D-72285 Pfalzgrafenweiler) Miniplastschienen arentbplastischer Folie
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(DURAN 1,0x125mm, Scheu Dental GmbH, D-58642 Iserlohn) erarbeitetS&hignen um-

fassten die gesamte Zahnreihe des Oberkiefers und wurden imz&bitgebiet bukkal und
palatinal 0,5 cm Uber den Zahnfleischrand hinaus nach apikal exteridierpalatinale

Schleimhaut blieb unbedeckt. Zur sicheren Befestigung der Prifkogrgedimehrere Re-
tentionsbohrungen von. 1,5mm Durchmesser im Bereich der ersten Molaren.

3.1.3 Fixierung der Prifkorper an den Trageschienen

Mittels eines Abformsilikons (President Plus light body, Coltérelédent, D-89129 Lan-
genau) wurden unmittelbar vor der Inkorporation pro Trageschiene Hi&&amelzprufkor-
per in der Umgebung der oberen ersten Molaren auf der bukkalen atidgdah Seite fixiert
(Abb. 2 und 3). Die Prifkérper wurden vollstandig in die Silikonmasseebettgt. Dabei
blieb die der Mundhdhle zugewandte Schmelzoberflache von Befestiguegamanbe-
deckt. Eventuelle okklusale Interferenzen durch einen Uberschuss lkam@iisse wurden
mit einem Skalpell beseitigt, um eine storungsfreie habitliéekuspidation zu gewahrleis-

ten.

Abb. 2: Fertig bestiickte Prufkérpertrageschiene unnittelbar vor der Inkorporation. Die Zahnschmelz-
prufkérper sind in die Abformsilikonmasse eingebetet.
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Abb. 3: Schematische Anordnung der 18 Priifkdrper atider Trageschiene

= Calciumbestimmung und REM-Analyse (8x)

= Mikrohartemessung (4x)
|:| = TEM-Analyse (6x)

(Abbildung des Zahnbogens modifiziert nach Lehmanmund Hellwig (1998))

3.2 Gewinnung der In-situ-Pellikel

3.2.1 Probanden

Sechs Probanden (3 ménnlich, 3 weiblich, Alter 18-30 Jahre) wurden hiekichtér oralen
Gesundheit inspiziert, um unversorgte karibse L&sionen sowie parodé&mnkadsmkungen
auszuschlieBen. Die Erhebung einer allgemeinen und speziellen Anaengalsan keinem
Fall Medikamenteneinnahmen oder Erkrankungen der Speicheldrisenobanéen wurden
hinsichtlich des Studiendesigns und des Umganges mit den bestlcktggschienen sowie
der Reinigung der Prufkorper instruiert. Ebenso waren sie gehsitbnyor den Versuchs-
terminen in gewohnter Art und Weise zu erndhren, um Veranderungen ydsolphischen
Speichelzusammensetzung zu verhindern. Den Probanden wurden bei zwdlf- iindigdst

Pellikelbildungszeit eine handelsiibliche Zahnbirste (Oral B 40,t&ilet61476 Kronberg),
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1 Liter destilliertes Wasser sowie ein Becherglas zurfikstigen Lagerung der Schienen
ausgehandigt.

3.2.2 Expositionszeiten

In der vorliegenden Studie wurden vier unterschiedliche Bildunggame der Pellikel un-

tersucht. Die intraoralen Expositionsintervalle gehorchten folgendenm@che

Tab. 1: Aufstellung der detaillierten Expositionszé&en

Bildungszeit | Start 1. Pause 2. Pause 3. Pause Ende

2h 09:00 Uhr 11:00 Uhr

6 h 09:00 Uhr 15:00 Uhr
12 h 19:00 Uhr | 23:00 Uhr| 06:30 Uhr 07:40 Uhr
24 h 09:00 Uhr | 15:00 Uhr| 21:00 Uhr  07:00 Uhr  10:00 Uhr

Wahrend der Tragezeiten der Schienen herrschte strikte Nahruemgsk&benso war den
Probanden die Aufnahme von Getranken untersagt. Die Tragepausen bei amdblf
24stundiger Bildungszeit dauerten jeweils 20 Minuten. Wéhrend diededutéien die Pro-
banden essen und trinken, mussten danach jedoch die Zahne putzen und den Muad-anschl
send grundlich mit Wasser ausspulen. Die bestlickten Trageschiengaenagég&hrenddessen

in destilliertem Wasser. Um eine Ubermallige Bakterienadhatenermeiden, wurden die
Prufkorper in den Pausen vorsichtig mit einer handelsiiblichen Zahnbrste stiticeidem
Wasser bei Raumtemperatur ohne Zugabe von Zahnpasta gereinigt. Die Prohadéenw
Vorfeld kalibriert, jeden Priufkdrper mit finf abstreifenden Bgwegen von apikal nach

okklusal und einem Auflagedruck von 50 g zu saubern

3.3 Kinstliche Erosion der pellikelbedeckten Prifkod rper

Nach Ablauf der jeweiligen Bildungszeit wurden die Trageswmneentgegengenommen und
anhaftende, nicht adsorbierte Speichelreste mit destilliertem Wasgespilt. Die Prifkorper
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wurden mit einer zahnarztlichen Pinzette vorsichtig aus dem Abidmmsentnommen, ohne
die zwischenzeitlich pellikelbedeckte Schmelzoberflache zu touchieren.

Um erosive Angriffe auf die Zahnhartsubstanz zu simulieren, wudigeRrtfkorper in Zitro-
nensaure (Zitronenséure zur Synthese, Merck-Schuchard, D-85662 Hohenbaachr))-n
PAC 3-Carboxy-3-hydroxypentan-1,5-disaure, exponiert. Tab. 2 zeigt did/gitk der bei-
den verwendeten Zitronensaurekonzentrationen (pH-Wert-Bestimmung leitdtaperatur
mit pH-Meter CG834P, Schott, D-55112 Mainz):

Tab. 2: Konzentrationen und pH-Werte der verwendeterZitronensaureldsungen

Konzentration (Gud | pH-Wert
0,1 % (0,0047 mol/l) | 2,63
1,0% (0,047 mol/ll) | 2,09

Die Prufkorper wurden in 3ml Rollrandglasern fur eine Minuteemgils 1 ml der jeweiligen
Zitronensaurekonzentration unter Agitation (600 MiWortex-Genie 2, Scientific Industries,
USA) erodiert und anschliessend sofort mit reichlich destéiertWasser abgespult, um die
Erosion zum Stillstand zu bringen.

Die Positionierung der Prufkorper auf den Trageschienen ermogéshtertfkorper jeweils
jeder Lokalisation (bukkal, palatinal) mit jeder Sdurekonzentration (0,1%, 1%)dieren.
Jeweils eine bukkal und palatinal positionierte Probe der fir die ARyse vorgesehenen
Prufkorper blieb im Sinne einer Kontrollprobe unerodiert, um spatenidié durch S&ure-
einwirkung modifizierte Pellikelstruktur vergleichend beurteilen zu kénnen.

Die Zitronensaurevolumina, in der die Erosion der firr dié"®&essungen vorgesehenen
Prufkorper erfolgte, wurden unmittelbar im Anschluss an die kinstlicbgidh in numme-
rierte Eppendorf-Reagiergefal3e aus Kunststoff umgefullt. Diessshvhhme eliminierte eine
potentielle Verfalschung der Messergebnisse, die durch Diffusion Moiu@alonen aus der

Wand der Glasgefasse heraus auftreten kénnte.
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3.4 Bestimmung des protektiven Potentials der Pelli kel

Das protektive Potential der Pellikel sowie das Ausmald der enoSfeeinderungen am
Zahnschmelz wurden anhand von zwei quantitativen und zwei qualitativen Metboale -

iert:

- Messung der saureinduzierten Calciumfreisetzung aus dem Zahnsaohittellz AAS
- Bestimmung des Mikroharteverlustes der Prifkérperoberflache infolderasion
- rasterelektronenmikroskopische Untersuchung der erodierten Prufkorpkéaioerf

- transmissionselektronenmikroskopische Analyse der residualen Pellikelstrukt

Prufkorper

n=432

Ca-Messun Mikrohéarte TEM
n=192 n=96 n=144
REM
n=48

Abb. 4: Methodische Zuordnung der Zahnschmelzprifkdper

REM=Rasterelektronenmikroskospie

TEM=Transmissionselektronenmikroskopie

3.4.1 Messung der saureinduzierten Calciumfreisetzun g aus dem Zahn-
schmelz mittels AAS

Durch die Einwirkung von Sauren gehen im Zuge der Demineralisigbatgumionen in
verstarktem Malle aus der Schmelzmatrix heraus in Loésungqu2ietitative Bestimmung
dieser Calcium-Mengen in dem definierten, zur kinstlichen Erosioneneleten Zitronen-
saurevolumen (1 ml) erlaubt Rickschlusse auf das protektive Potentieltikel sowie auf

die Erosivitat der Séaure. Hierfuir fand das Verfahren der fHam
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Atomabsorptionsspektrophotometrie (Flammen-AAS) Verwendung. Die BexGht im We-
sentlichen auf dem Prinzip der Flammenfarbung. Die zu untersucheidsrigen Losungen,
im Falle der vorliegenden Studie eine Verdinnung der zur Erosrordekorper verwende-
ten Zitronensaurelésungen von 1 ml, werden durch die Flamme einegakakbetylen-
Gemisches (Flammentemperatur ca. 2800 °C) hindurch zerstaubt und wamnieat. Diese
Atomisierungseinheit liegt im Strahlengang einer Lichtquelie spezifisches Licht bestimm-
ter Wellenlange emittiert (im Falle der vorliegenden Stullie 422,7 nm fiir C4-lonen).
Wahrend der Passage des Lichtstrahles durch die Atomwolke ademeElavird dieser ge-
schwécht und diese Schwéchung mit einer Detektoreinheit gemessen.

Der Vergleich zwischen dem Ausmass der Lichtschwachung unghdeschwachten Licht-
passage durch die Atomwolke einer ,Blindprobe” (im Falle der egeinden Studie Zitronen-
saure ohne Anwesenheit von Calcium-lonen) lasst Ruckschlisse albriientration des
jeweiligen Elementes zu. Bei der Berechnung der gesuchten lonenkatina gilt das Lam-

bert-Beer'sche Gesetz:
E, = - Iog(ll—) =c g

(E,. Extinktion; I: Intensitat des transmittierten Liebt b: Intensitat des einfallenden Lichtes;Konzentration

der absorbierenden Substanze;: Extinktionskoeffizient; I: Weglange des Lichtes)

Bei der relativ hohen Flammentemperatur von 2800°C sind lonisatiafsiatezen nicht
auszuschliessen. Durch die Zugabe eines lonenpuffers in Form vonricitna konnten
diese vermieden werden (Schinkel, 1984).

Da die vorliegenden Zitronenséurevolumina von jeweils 1ml fur die Bestirg nicht aus-

reichten, wurden die Saureproben nach dem in Tab. 3 genannten Schema verdunnt:

Tab. 3: Verdinnungsschema der Saureproben fiir die @lcium-Analyse im Flammen-AAS

Saurekonzentration | Probevolumen, ent- | Zugabe von Lanthant Auffullen mit Aqua
nommen von 1 mi chlorid dest. bis

0,1 % 0,8 ml 1,0ml 20 ml

1% 0,5 ml 1,0 ml 50 ml

Nach der Kalibrierung des Spektrophotometers (Unicam Solar 96%rinie-63069 Offen-
bach) mit einer Blindprobe (2 ml Zitronenséure 0,1% bzw. 0,5 mbr&msaure 1% + 1 ml
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Lanthanchlorid, aufgeftllt mit Aqua dest. bis 50ml) und sechs Caléaunben aufsteigender
Konzentration (0,5 - 1,0 - 2,0 - 3,0 - 4,0 und 5,0 mg/l), wurde die Ca-Koa#entfeder der
verdinnten Probel6ésungen gemessen und von der angeschlossenen Recheunwnieit a
tisch in der Einheit mg/l angezeigt.

Die Messung der der Mundhdhle exponierten Flache der Schmelzproberf ierfolgte mit-
hilfe eines computergestitzten photooptischen Messsystems (an®@p&I8naging Systems
GmbH, D-48149 Munster).

Anhand der nun ermittelten GréRRen konnte der gesuchte Quupgennt (,erodierte Calci-

um-Masse pro mfiProbenoberflache®) mithilfe folgender Formeln errechnet werden:

Ca- Konzentraion(mg/l) [ 002 o Iml

10° = X 104 ng/mm?
Flache(mn®) 08ml Xo.g/mm?)

0,1 %ige Zitronensaure:

Ca- Konzentraiton(mg/1) [ 009 o Imi

10° = Xgoi(ug/mm2).
Flachemn?) 05ml wiug/mm?)

1 %ige Zitronensaure:

3.4.2 Bestimmung des erosionsbedingten Mikroharteve rlustes der Pruf-
korperoberflache

Im Zuge der Demineralisierung des Zahnschmelzes kommt eberuafionen der Oberflache
in Form von Gefugeauflockerungen und Mikro-Defekten. Diese Verénden lassen sich
mit dem DifferenzwertAHV) der Oberflachenharte vor und nach der S&ureeinwirkung quan-
tifizieren.

Die Werkstoffeigenschaft ,Harte* bezeichnet definitionsgemass deledtand, den ein Kor-
per gegen ein mechanisches Eindringen zu leisten vermag (EichnEappert, 2000). Zur
Messung der klassischen Mikroharte nach Vickers (DIN EN ISO 6507, 2006)die
Materialprobe mit einem genormten Indentationskorper in Form eiedtaghigen Diamant-
pyramide mit einem Offnungswinkel von 136° tiber einen bekannten Zeitraubekainnter
Kraft belastet. Die daraus resultierende Impression irPdabenoberflache gibt klassischer-
weise mit ihrem Durchmesser die Eindringtiefe der Diamaatpide und damit das Ausmass
der ,Harte" an.

Fur die vorliegende Studie kam das Universalhéartemessgeratdeispe H100 (Helmut Fi-

scher GmbH, 71069 Sindelfingen) zur Anwendung, das aus Grinden der besseoel-Repr
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zierbarkeit von der oben definierten Messmethode nach Vickers abwedthien als ,Harte”
definierten Eindringwiderstand des Diamantkdrpers in direkter é\misst. Messfehler bei
der Bestimmung der Impressionsdiagonalen konnten also vermieden werden.

Die Prufkdrper fur die Mikrohartemessungen wurden scheibenfommigpoxydharz einge-
bettet (Scheibendurchmesser 8 mm) und fur die Messungen mittelszam@&gchnischen
Parallelometers (VG-3, Degussa GmbH, D-63403 Hanau) planpanafiglé&sernen Objekt-
tragern befestigt (Abb. 5). Mit dieser Massnahme sollte sieseetit werden, dass der Inden-
tationskorper stets in einem Winkel von 90° auf die Prufkdrperoberfliéctieeffen konnte
(Deutsches Institut fur Normung e.V., 1996). Als Fixiermasse diéasehochfeste Bissre-
gistratmaterial auf Silikonbasis Futar D (Kettenbach GmbE5D09 Eschenburg). Die auf
diese Weise vorbereiteten Prufkdrper wurden jeweils vor der inteadexposition und nach
der erosiven Saureeinwirkung einer Mikrohartemessung an vier Messpunkezogen.
Hierftir wurde die Prifkorperoberflache in Quadranten eingeteilt und padr@nt eine Mes-
sung an einer randomisierten Stelle durchgefiihrt. Das vollautohatistiversalhartemess-
gerat erhdhte nach dem Absenken der Diamantpyramide bis zur Probkableerdie
Aufbringkraft gleichméassig von null auf 981 mN innerhalb von 30 Sekunden, ura dies
maximale Prifkraft fir zehn Sekunden beizubehalten (,Kriechen*)KEa#ireduzierung von
981 mN auf null mN erfolgte wiederum innerhalb von 30 Sekunden. Anhand von
.Hartevergleichsplatten“, mit denen das Gerat von Seiten destdiers auf verschiedene
Hartegrade kalibriert wurde, ermittelte die angeschlossenéeRemheit automatisch die
vorliegende Mikroharte in Vickers-Einheiten (HV) und errechnete den Mittebus den vier

Messwerten pro Prifkorper.

Abb. 5: In Epoxydharz scheibenférmig eingebetteteund planparallel auf Objekttrager fixierter Zahn-

schmelzprifkdrper
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3.4.3 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung d er erodierten
Prufkorperoberflache

Von den insgesamt 192 Prifkorpern, die zur Messung der Calciumfosigetzerwendet
wurden (Abb. 4), erfolgte einer randomisierte Auswahl von 48 Proben, digbeerschiede-
nen Bildungszeiten, Probanden und Lokalisationen berticksichtigt wurden.Hdadsen wur-
den der rasterelektronenmikroskopischen Analyse der Schmelzoberfiégb@ihrt. Dazu
wurden eventuell vorhandene organische Ablagerungen auf der Probemabtgerfhit
3%igem Natriumhypochlorit im Ultraschallbad fir 15 Minuten emtfemd die Proben an-
schliessend mit destilliertem Wasser gesaubert. Nach vollsgindigitrocknung wurden die
Proben mit einem leitfahigen Spezialkleber (Leit-C, Neubauer, D-480Bkter) auf Probe-
tellern aus Aluminium (Specimen Stubs, Agar Scientific Ltd., WHs§dx) fixiert und in einer
Sputter-Vorrichtung (Quorum Technologies Auto/Manual High Resolutjomt& Coater,

UK-East Sussex) mit einer ultradiinnen Goldschicht bedampft.

Abb. 6: Auf Probentellern fixierte und goldbedampfte (,besputterte*) Prufkorper

Die Untersuchung erfolgte bei verschiedenen Vergrol3erungeB5li80fach) mithilfe eines
Rasterelektronenmikroskopes (XL 30 ESEM FEG, FEI Company, Niede)aHierfur wur-

den die Proben zur besseren Uberschaubarkeit in Quadranten eingetgitder Quadrant
auf charakteristische Veranderungen im Schmelzgefliige ualérs Bemerkenswerte

und/oder reprasentative Bereiche wurden digitalfotografisch dokumentiert.
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3.4.4 Transmissionselektronenmikroskopische Analyse der residualen
Pellikelstrukturen

Die frisch erodierten Prufkdrper sowie die unerodierten Kontrollprohexem fir den Zeit-
raum von zwei Stunden fixiert (pro Probe je 1 ml 1%iges Glutaraldehyd und Patafeinyd
in Phosphatpuffer nach Sorensen) und danach mehrmals mit reinem Phosphggzpiilt.
Nach einer weiteren Fixierung mit 2%igem Osmiumtetroxid (Qie, D-76204 Karlsruhe)
wurden die Proben mit verschiedenen Ethanolldsungen aufsteigender Kathaer{60%->
70% > 90%—-> 100%) entwassert und anschliessend mit reinem Propylenoxid (ServA,
D-69115 Heidelberg) bedeckt. Diese Maflinahme stellte die vollggrféenetration und
Durchtréankung der Pellikel mit den nachfolgenden Aralditgemiscicbers Die Proben wur-
den nun mit drei Aralditgemischen (Araldite Cy 212, Serva GmbH, D-6%eli8elberg)
zunehmender Konzentration fur jeweils 24 Stunden versetzt und im absehties Gemisch
fir 48 Stunden im Brutschrank bei einer Temperatur von 65 °C in spezsgfibettformen
einpolymerisiert. Nachdem die dem Dentin zugewandte Unterseiteirdgebetteten Proben
mit Nassschleifpapier reduziert wurde, bis lediglich eine dinne &ebahicht mit dartber-
liegender Pellikel Ubrig blieb, wurde der restliche ZahnschmetzSalzsaure (0,1 mol/l,
Merck, D-64271 Darmstadt) entkalkt und durch Aralditkunststoff erse@¢denbettung®).
Nach dem Zurechttrimmen der Aralditblocke auf dem Nassschlatfgeurden mit einem
Ultramikrotom (Ultracut E, Reichert, D-Benzheim) und einer diater@en Klinge (MT 45°,
Microstar Technologies, Huntsville, USA) Ultradunnschnitte von 50 nmfarigg (Abb. 7).
Diese Dunnschnitte wurden auf mit Pioloform (Plano W. Plannet GrbsB§578 Wetzlar)
beschichtete Kupfernetze (B 801001189, Provac GmbH, D-65375 Oestrich-Winkgy @uf
gen und abschliessend mit Uranylacetat und Bleicitrat kontrastiert (Maller, 1988).

Jede der insgesamt 144 TEM-Proben wurde mit samtlichen Ultradintechmiter dem
Transmissionselektronenmikroskop (TEM 109, Carl Zeiss AG, 73447 Oberkocléig be
30.000facher Vergrof3erung auf Struktur und Unregelmassigkeiten dieelPehtersucht,
wobei die Pellikel jedes Schnittes in ihrer kompletten Langegefdhren“ wurde. Bemer-

kenswerte und reprasentative Bereiche wurden fotografisch dokumentiert.
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Abb. 7: In das Ultramikrotom eingespannte TEM-Probewé&hrend der Ultradinnschnittprozedur

3.4.5 Statistische Auswertung der quantitativen Mes  smethoden

Im Rahmen der statistischen Auswertung der beiden quantitativédrofiéet wurde mit den
Parametern ,freigesetzte Menge an Calciumgmmnt Probenoberflache* und ,Abnahme der
Mikrohérte der erodierten Schmelzoberflache in HV* operiert. Diedtergebnisse samtli-
cher Messungen pro Probe wurden als Differenz der Mittelwertbzw. nach Saureeinwir-
kung zusammengefasst. Die Aufbereitung der statistischen Ergebnissetardiaildung

- der minimalen und maximalen Einzelwerte,

- des Mittelwertes,

- der Standardabweichung sowie

- des Standardfehlers der Mittelwerte.

Die Sammlung sowie deskriptive Darstellung der Messergebaifsgte mithilfe der Micro-
soft Excel 2004 fur Mac Software.

Die gepoolten Datensatze wurden mithilfe einer statistischew&wef (SAS/STAT, SAS In-
stitute Inc, USA) analysiert und mittels ANOVA (analysisvafiance) auf Signifikanz unter-
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sucht. Von einer statistisch signifikanten Beobachtung wurde ablgitenswahrscheinlich-

keit < 5% ausgegangen (Signifikanzniveau p<0,05).
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4 Ergebnisse

4.1 Quantitative Untersuchung des saureprotektiven Potentials der

Pellikel

4.1.1 Messung der saureinduzierten Calciumfreisetzun
Schmelzoberflache

g aus der

Die photooptische Flachenmessung der Priifkdrper fiir dieMessungen ergab einen Mit-
telwert von 25,38 mfbei einer Standardabweichung von 5,12 mm2 (n = 187).
Nach einmintiger Saureeinwirkung waren ausnahmslos in jeder &isénreprobe Ga

lonen unterschiedlicher Konzentration zu finden (Tab. 4).

Tab. 4: Aus den Rinderzahnschmelzpriifkérpern freigsetzte Ca-Mengen in pg/mm(Mittelwerte und
Standardabweichungen) nach einminttiger Erosion mi0,1% und 1% Zitronenséaure, Pellikelbildungs-

zeitraume von 2, 6, 12 und 24 Stunden bei jeweilsikkaler und palatinaler Probenpositionierung

Csaure= 0,1% (pH=2,63) Gaure = 1% (pH=2,09)
bukkal palatinal Bukkal palatinal
2h 0,453 £ 0,154 0,590 £ 0,126 1,890 + 0,444 1,854 + 0,660
6h 0,431+ 0,198 0,562 + 0,190 2,168 + 0,872 2,544 + 0,866
12h |0,193 £ 0,093 0,367 £ 0,116 1,275 + 0,442 1,464 + 0,469
24h | 0,201 £0,196 0,372 £ 0,199 1,012 + 0,606 1,750 + 0,962

Die statistische Auswertung der Messungen mittels ANOVALekganen signifikanten Zu-
sammenhang zwischen den Parametern Bildungszeit ufieF@asetzung oder Lokalisation
und C&"-Freisetzung (p<0,05).

Im Hinblick auf die beiden verwendeten Zitronensaureldsungen wirdrlite Erosivitat
der 1%igen Losung durch eine signifikant erhohté"Gaeisetzung in allen vier Bildungszeit-
raumen der Pellikel deutlich.

Die nach oraler Positionierung (bukkal/palatinal) sowie Konzentrdgorverwendeten Zitro-
nensaureldésung (0,1%/1%) sortierten Messergebnisse sind in Abb.1& prafisch veran-

schaulicht.
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0,1%ige Zitronensaure, bukkal

Calciumfreisetzung in  pg/mm?2

Bildungszeit

Abb. 8: Freigesetzte Calciummenge in Abhéangigkeitan der Pellikelbildungszeit nach einminttiger Ero-

sion mit 0,1%iger Zitronensaure, bukkale Probenposition, Mittelwerte und Standardabweichungen

0,1%ige Zitronenséaure, palatinal

Hg/mm?2

Calciumfreisetzung in

Bildungszeit

Abb. 9: Freigesetzte Calciummenge in Abhéangigkeitan der Pellikelbildungszeit nach einminttiger Ero-

sion mit 0,1%iger Zitronensaure, palatinale Probenpsition, Mittelwerte und Standardabweichungen



4. Ergebnisse 29

1%ige Zitronensaure, bukkal
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Abb. 10: Freigesetzte Calciummenge in Abhangigkeiton der Pellikelbildungszeit nach einminitiger Ero-

sion mit 1%iger Zitronensaure, bukkale Probenpositim, Mittelwerte und Standardabweichungen
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Abb. 11: Freigesetzte Calciummenge in Abhangigkeiton der Pellikelbildungszeit nach einminitiger Ero-

sion mit 1%iger Zitronensaure, palatinale Probenpodion, Mittelwerte und Standardabweichungen
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4.1.2 Bestimmung des erosionsbedingten Mikrohérteve rlustes der
Schmelzoberflache

Die Ausgangshéarte H\Wer nicht pellikelbedeckten und nicht erodierten Rinderzahnschmelz-
proben (n = 96) betrug im Mittelwert 371,2 HV bei einer Standardabweichung von 41,7 HV.
Infolge der Saureeinwirkung konnte bei nahezu jeder Messung eine Abmrkgnraberflachli-
chen Mikrohérte im Sinne einer ,Aufweichung” registriert werden.

Die statistische Auswertung der Mikroharte-Differenzmessunggabeallerdings keine signi-
fikanten Zusammenhange (p<0,05) der Parameter Bildungszeit und Mikkenkuse oder
Lokalisation und Mikroharteverlust.

Die unterschiedliche Erosivitat der beiden Zitronensaurelésungetevdurch einen signifi-
kant erhohten Verlust an oberflachlicher Mikroharte nach der Biowgy von 1%iger im
Vergleich zu 0,1%iger Zitronensaurelésung nachgewiesen.

Insbesondere die Erosion mit der schwacheren Zitronensaureldsurigl®@yxnach langerer
Pellikelbildungszeit (zwolf bzw. 24 Stunden, bukkale Probenposition) fuhriendeffekt zu
keinem Ubermassigen Mikroharteverlust, so dass vereinzelt sogashiélitedifferenzen im
negativen Bereich ermittelt werden konnten.

Die Ergebnisse der Mikrohérte-Differenzmessungen sind in Form vdelwett und Stan-
dardabweichung in Tabelle 5 aufgetragen und in Abb. 12 bis 15 grafisch zusammengefasst.

Tab. 5: Mikrohértedifferenzen in Vickers-Einheiten (HV) nach Mikrohartebestimmung jeweils vor und
nach der einmindtigen Erosion mit 0,1% und 1% Zitronenséure (Mittelwerte und Standardabweichun-
gen), Pellikelbildungszeitraume von 2, 6, 12 und 28tunden bei jeweils bukkaler und palatinaler Proba-

positionierung

Csaure= 0,1% (pH=2,63) Gaure = 1% (pH=2,09)
bukkal palatinal bukkal palatinal
2h 40,12 + 38,60 30,82 +£38,71 76,70 + 28,05 62,43 + 27,52
6 h 51,72 + 42,30 45,54 + 31,17 111,11 + 14,90 99,69 + 26,21
12h | 1,78 +40,74 18,73 + 21,66 39,44 + 27,37 46,80 + 41,47
24 h | -1.97 £ 25,49 35,61 + 38,84 69,89 + 58,36 58,17 + 44,31
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Mikroharteverlust (HV)

0,1%ige Zitronensaure, bukkal
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Abb. 12: Mikroharteverlust (Vickers-Einheiten, HV) in Abh&ngigkeit von der Pellikelbildungszeit nach

einmindtiger Erosion mit 0,1%iger Zitronensaure, bukkale Probenposition, Mittelwerte und Standard-

Mikroharteverlust (HV)

abweichungen

0,1%ige Zitronenséaure, palatinal

Bildungszeit

Abb. 13: Mikroharteverlust (Vickers-Einheiten, HV) in Abh&ngigkeit von der Pellikelbildungszeit nach

einmindtiger Erosion mit 0,1%iger Zitronensaure, paktinale Probenposition, Mittelwerte und Standard-

abweichungen
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Abb. 14: Mikroharteverlust (Vickers-Einheiten, HV) in Abh&ngigkeit von der Pellikelbildungszeit nach
einminutiger Erosion mit 1%iger Zitronensaure, bukkale Probenposition, Mittelwerte und Standardab-

weichungen
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Abb. 15: Mikroharteverlust (Vickers-Einheiten, HV) in Abh&ngigkeit von der Pellikelbildungszeit nach
einminutiger Erosion mit 1%iger Zitronensaure, palatinale Probenposition, Mittelwerte und Standard-

abweichungen
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4.2 Qualitative Untersuchung des saureprotektiven P otentials der
Pellikel

4.2.1 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung d er erodierten
Schmelzoberflache

Bei einzelnen Priufkdrpern konnte der erosive Effekt der Saureeinwibieneifs makrosko-
pisch anhand einer vergréRerten und dadurch ,frostig-opak® erscheinentdaelSmberfla-
che, vergleichbar mit dem klinischen Bild nhach Anwendung der Sawgeltz (Buonocore,
1955), beobachtet werden.

Die nichterodierte, standardisiert polierte Oberflache edsmschmelzprobe erscheint im
REM als eine homogene, weitestgehend glatte Ebene ohne erkenrtbaselktur. Bei Ver-
grofRerungen ab x1.000 bis x5.000 sind Polierspuren in Gestalt von bahnenforiikyen ,,
kratzern“ zu erkennen. Die Oberflache samtlicher Prufkdrper enfifibige der Saureexposi-

tion eine erosive Veranderung unterschiedlichen Ausmasses (Abb. 16).

Abb. 16: Beginnende erosive Zerstérung der polierte Rinderzahnschmelzoberflache mit gerade noch
erkennbaren Polierspuren (Pfeile). Pellikelbildunggeit 24 Stunden, bukkale Probenposition, nach einmi
nitiger Erosion mit 0,1%iger Zitronensaure und Entfernung der residualen Pé#ikelstrukturen,
VergrofRerung x5.000
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Im Gegensatz zu den beiden quantitativen Methoden, bei denen keifiaigen Korrelati-
onen zwischen der Pellikelbildungszeit und dem protektiven PotentiBedldeel nachgewie-
sen werden konnten, lassen qualitative Untersuchungen naturgemas$semalm fur Inter-
pretationen. Bei der vergleichenden Auswertung der REM-Aufnahmem yextech teilwei-
se massive intra- und interindividuelle Unterschiede im Erosiondtenhauffallig, was die
objektive Beschreibung erschwerte. Von signifikanten UnterschiedenEdosionsmusters
zwischen bukkal und palatinal getragenen Prufkorpern kann nicht ausgeganden. iize
folgenden qualitativen Darstellungen beziehen sich auf den Vergoctehmlich die mar-

kantesten Eindriicke zusammenzufassen.

Mit verkurzter Bildungszeit lieR sich beim Uberblick Giber szrh#i Aufnahmen eine abge-
stufte progrediente Oberflachendegradation im REM beobachten. Dielseviain beginnen-
den, stellenweisen Verlust der glattpolierten Schmelzoberflashain zur kompletten, aus
der adhasiven Zahnheilkunde bekannten, Freilegung der honigwabenférmgaeriatruk-
tur. Diese ausgepragten Erosionen waren hauptsachlich nach Eresierufkorper von kur-
zer Bildungszeit mit 1%iger Saure auszumachen. Generellllmuffzar die leicht erhdhte
Tendenz des bovinen Zahnschmelzes, auf Erosion mit 1%iger Zitronedséuogemit einer
starkeren Degradation der Oberflache zu reagieren alsrasibB mit 0,1%iger Zitronensau-

relésung.

Verglichen mit der bukkalen Positionierung liess sich an den palditietten Prifkérpern
eher eine leicht erhdhte Oberflachenerosion infolge der Saureeinwirkurtgtienes.

Die zentralen Prismenanteile unterlagen mit teilweise komplettédg\ufg einem ausgeprag-
teren Substanzverlust als die interprismatischen Raume, die jedollbei einzelnen Proben
Erosionen zeigten. Daraus resultierte bei starkerer Auspréggmgrosion ein typisch ho-
nigwabenartiges Atzmuster. Bei hoherer VergroRerung (x20.000)cpdla detaillierte Dar-
stellung einzelner Kristallite. Wahrend bei einem oberflachlicieriust der Schmelzober-
flache die Schmelzkristallite lediglich eine Abrundung erfuhkam es bei gréf3eren Ober-
flachendefekten zur Freilegung der einzelnen Kristallite, die d#ibbchenférmig emporrag-
ten (Abb.17).
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Abb. 17: Darstellung des séureerodierten Rinderzahsthmelzes auf Kristallitebene (Pellikelbildungszeié
Stunden, bukkale Probenposition, nach einminitigeErosion mit 1%iger Zitronensaure und Entfernung
der residualen Pellikelstrukturen). Die einzelnen 8hmelzkristallite imponieren stabchenférmig.
VergréRerung x20.000

Die vergleichenden Bildtafeln (Abb. 18 und 19) zeigen die reprasenioikementation der
strukturellen Veranderungen der Prufkdrperoberflachen nach SasiceerAus Grinden der
Ubersichtlichkeit wurde die 5.000fache VergroRerung gewahlt. Innerhalbwieitigen Sau-
rekonzentration sind die Aufnahmen sortiert nach intraoraler Positionierung alddgskeit.

Abb. 18 (nachste Seite): REM-Aufnahmen der erodiedn Prifkorperoberflachen (Pellikelbildungszeiten
2, 6, 12 und 24 Stunden bei bukkaler und palatinateProbenposition) nach einminitiger Erosion mit
0,1%iger Zitronensaurelésung und anschliessender Efdgrnung der residualen Pellikelstrukturen,
5.000fache VergroRRerung.

Abb. 19 (Ubernéchste Seite): REM-Aufnahmen der eradrten Prifkdrperoberflachen (Pellikelbildungs-
zeiten 2, 6, 12 und 24 Stunden bei bukkaler und patinaler Probenposition) nach einminutiger Erosion
mit 1%iger Zitronensaureldsung und anschliessender Efernung der residualen Pellikelstrukturen,
5.000fache Vergrof3erung.
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Abb. 18 (Legende siehe S.
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Abb. 19 (Legende siehe S. 35)
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4.2.2 Transmissionselektronenmikroskopische Analyse der Pellikel

Alle unerodierten Kontrollproben waren nach der intraoralen Exposroonunterschiedli-
cher Dauer mit einer fur den jeweiligen Bildungszeitraum chaiakteEhen Pellikelschicht
bedeckt. Es gelang die klare Abgrenzung einer elektronendichtaisBlaicht von der zuvor
entkalkten und durch Einbettkunststoff substituierten ZahnschmelzoberfBiehBicke die-
ser elektronendichten Basalschicht rangierte zwischen 10 und 20 nm.

Die bukkal positionierten Kontrollproben tendierten im Gegensatz zu den palatiestidten
Kontrollproben in allen vier Bildungszeitraumen wesentlich eher zigbAdung einer hete-
rogen erscheinenden Schicht, bestehend aus granularen und globulasgerafjen. In
Abhéngig vom Bildungszeitraum veranderte sich die Dicke diesélagerungsschicht und
bestimmte damit massgeblich die Gesamtdicke der Pellikel.

Auf palatinalen Prifkérpern waren &hnliche, jedoch weitaus dinnereg@udiagen erst nach
deutlich langerer Bildungszeit zu beobachten. Die Dicke der ardsiv behandelten bukka-
len Kontrollpellikel variierte im Mittel von 200nm bei zweistindidggldungszeit bis zu 600
nm bei einer Bildungszeit von 24 Stunden (Abb. 20).

Im Vergleich zu den unerodierten Kontrollproben liel3 sich deutlicls@ieebedingte Altera-
tion der Pellikel erkennen. Diese wurde zum einen durch die Reduktiardbawerlust der
granuléaren und globularen Auflagerungen deutlich. Aus der Erosion mit 0,1%erefisaure
resultierte nach einer Bildungszeit von zwei Stunden ein teilweisevea¥&rlust der granu-
laren und globularen Auflagerungen. Im weiteren Verlauf der ErosiondigsBeschaffenheit
der Basalschicht Rickschlisse auf den Zerstérungsgrad der Pallikeb blieb die Basal-
schicht nach Erosion mit 0,1%er Zitronenséureldsung tberwiegend durchgehaiteh. Bei
zweistundiger Bildungszeit waren sehr selten leichte Kontisuité¢rbrechungen der Basal-
schicht erkennbar.

Die Erosion der pellikelbedeckten Schmelzproben aller vier Bildurtggaeie mit 1,0%iger
Zitronensaureldsung hinterliess grundsétzlich eine stark zerBiglitieel mit vollstandig ver-
loren gegangenen granularen Auflagerungen und einer BasalscHhigibBtenteils unterbro-
chener Kontinuitat. Da die Pellikel als solche nicht mehr zu erkewae, wurde auf die Ab-

bildung der fotografischen Dokumentation dieser Untersuchungsreihe verzichtet.

Abb. 20 (n&chste Seite): Transmissionselektronennii@skopische Gegenuberstellung von nicht erodierten
Kontrollproben und erodierten Proben nach einminditiger Zitronensaureexposition (Pellikelbildungszeit

2, 6, 12 und 24 Stunden bei bukkaler und palatinateProbenposition). VergréRerung x30.000.
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Kontrolle ohne S&ureeinwirkung Erosion mit 0,1% Zitronenséaure
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5 Diskussion

5.1 Diskussion von Material und Methodik

5.1.1 Studiendesign und Fragestellung

Der Pellikel als bedeckendem Proteinfilm werden in der LitenatitirgroRer Ubereinstim-
mung protektive Eigenschaften zugesprochen, wobei sich die Mehrzahlieer einig ist,
dass neben der lubrikativen (Berg et al., 2003; Lendenmann et al., 200@jirsisdurepro-
tektive Funktion vorhanden ist (Hannig und Hannig, 2007; Addy und Shellis, Bl2d6rig

und Joiner, 2006; Hara et al., 2006; Wetton et al., 2006; Wiegand und Attin, 200@igCte

al., 2005; Hannig et al., 2004b und 2003; Nekrashevych et al., 2004; Nekrashevylisind St
ser, 2003; Hannig, 2002; Hannig und Balz, 2001; Lendenmann et al., 2000; Amadchi et a
1999; Maupomé et al, 1999; Meurmann und Frank, 1991).

Die Existenz der Pellikel auf der Schmelzoberflache fuhrh relgemeiner Auffassung zu
einer verringerten Loslichkeit von Calciumionen (Hove et al., 2007; igaetral., 2004 und
2003; Nekrashevych und Stosser, 2003) und zu einem reduziertem Verludteddichli-
chen Mikrohéarte (Hannig et al., 2004; Nekrashevych und Stdsser, 2003; Maepahgé
1999) nach Saureeinwirkung. Die Frage, inwiefern Maturationsvorgamgketlikel dabei
eine Rolle spielen, wird allerdings nach wie vor kontrovers bewertet.

Zahlreiche, Uberwiegend &ltere In-vitro-Studien gelangten zu berz8ugung, dass lediglich
eine tagelang gereifte Pellikel einen ausreichend Sauredwbnatirstellen kbnne (Feathersto-
ne et al., 1993; Nieuw Amerongen et al., 1987; Zahradnik et al., 1978 und 1976).

Das Ziel der vorliegenden Studie war es, den Einfluss untedéichier Bildungsintervalle
der Pellikel auf deren protektives Potential zu evaluieren. Babieen klinisch und alltaglich
relevante Zeitrdume (zwei, sechs, zwolf, 24 Stunden) miteinander verghierden.

Das Verhalten des nicht pellikelbedeckten Zahnschmelzes im RatieneSaureeinwirkung
konnte im Einklang mit zahlreichen anderweitigen Studien (Hannig.,e2@03, Nekrashe-
vych und Stosser, 2003; Nekrashevych et al., 2004; Fiebiger, 2005pMaugi al., 1999) als

hinreichend bekannt vorausgesetzt werden. Auf eine Darstellungdespellikelbedeckten
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Schmelzes im Raster- und Transmissionselektronenmikroskop wurdeeses) Grund eben-
so verzichtet wie auf die quantitative Beschreibung der erosiffekt& ohne schutzende Pel-
likelbedeckung. Aufgrund der sekundenschnellen Pellikelbildung (Hannig, 19@Mespel-
likelfreie Zahnoberflache unter klinisch-praktischen Bedingungen nambti existent.

5.1.2 Art, Herstellung und Bearbeitung der Prufkérp  er

Die Verwendung bovinen Zahnschmelzes hat gegeniber Humanmateribledszse Vortei-
le. Die nahezu unbegrenzte Verfligbarkeit von unversehrter, nicbskaténderter und auf-
grund der homogenen Ernahrung der Tiere gleichmassig minemaisund fluoridierter
Zahnhartsubstanz fuhrt nach entsprechender Oberflachenbearbeitumgrztekitiv homo-
genen Gruppe von Prifkdrpern. Ausserdem lassen die volumindseren Abmestemigevi-
nen Inzisivi die Gewinnung einer grof3eren Anzahl von Prufkdrpern pro Zatumzunterin-
dividuelle Qualitatsunterschiede gering zu halten.

Fur Prafkdrper aus Humanzahnschmelz kdmen aus oben genannten Grindieh ledig
nierte oder aus kieferorthopadischen Griinden extrahierte Zahne aclietiie allerdings
grof3e intra- und interindividuelle Unterschiede in der kristalli8ehmelzzusammensetzung
und im Fluoridgehalt aufweisen kénnen.

Die Vergleichbarkeit zwischen Menschen- und Rinderzahnschmeschiiich physikali-
scher (Mikroharte, Dichte, Warmekapazitat), biologischer (streker Aufbau), mechani-
scher (Biegefestigkeit) und chemischer (Loslichkeit, Zusamnansg) Eigenschaften wurde
bereits als fur wissenschatftliche Studienzwecke kompatibelsirfgéEsser et al., 1998; Na-
kamichi et al., 1983).

Hinsichtlich der Kompatibilitat in Verbindung mit erosiven Angriffeieléen Featherstone
und Mellberg (1981) bei Versuchen zur initialen Kariesentstehunghefdst, dass Rinder-
zahnschmelz in Kontakt mit Milchsaure im Vergleich zu humanem Schmelz eine urakden F
tor drei erhdhte Erosionsempfindlichkeit besitzt.

Obwohl Hannig et al. (2004a) aufzeigen, dass die Oberflachenedesgyeubstrates von ent-
scheidender Bedeutung fir die Pellikelformation ist, konnten bei temraturumschau keine
validen Vergleichsdaten zwischen der Oberflachenenergie von bovinehuorahem Zahn-

schmelz gefunden werden.
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Die Selektion der Prufkorper erfolgte unter auflichtmikroskopischer riébb@t weil nachge-
wiesen werden konnte, dass die morphologische Beschaffenheit deel&dbenflache Ein-
fluss auf das Adsorptionsverhalten der Pellikel haben kann. Die A@lerflachenbearbei-
tung scheint ausserdem Auswirkung auf das Erosionsverhalten desltabizes zu haben.
Ganss et al. (2000) zeigten, dass eine polierte Zahnschmelzdberdléilliger flr erosive
Destruktion zu sein scheint als eine unpolierte Kontrollprobe. Auch Rgta@nhal. (1988)
kommen zu analogen Schlussfolgerungen und erklaren dies mit der erfRahigkeit polier-
ten Hydroxylapatits, in Losung zu gehen.

Die Oberflachenbearbeitung jeder Schmelzprobe mittels imemezrfwerdender Polierschei-
ben unter Wasserkiihlung diente der Homogenisierung und Egalisieruraneigleichmés-
sige Pellikelbildung zu gewahrleisten. Ausserdem ist auch bei t#ticlaen Dentition von
einer ,physiologischen Politur® durch Abrasions- und Attritionspregeauszugehen. Bei
einer maximalen Kérnungszahl des finalen Schleifpapiers von 4000, imesRautiefe von
5um entspricht, kann in Ubereinstimmung mit der gangigen Litesatnreiner ausreichend
glatten Oberflache ausgegangen werden; (Fiebiger, 2005; Nekyekhetval., 2004; Nekras-
hevych und Stdsser, 2003; Hannig, 1999).

Die GrofRe der Prufkdrper wurde im Hinblick auf die vorgesehene rivitasdik gewahlt:
wahrend fir die transmissionselektronenmikroskopische Analyse déePalhd die Mes-
sung des Mikroharteverlustes keine speziellen Anforderungen an diesiongen der Prif-
korper gestellt wurden, verlangte die Bestimmung der freigiesetCalcium-lonen mittels
Flammen-AAS moglichst gleichgrol3e Oberflachen, um bei dercBetmg des gesuchten
Erosionsquotientenug Calcium/mni Probenoberflache* Ungenauigkeiten zu minimieren. Es
hat sich gezeigt, dass Probenabmessungen von 5x5mm reproduzierbaresgegadineinfa-
cher Handhabung zulassen (Fiebiger, 2005; Nekrashevych und Stdsser, 2003)

Die Versiegelung der Prufkorperunter- und Seitenflachen siitti@hdelstblichen Nagellacks
stellte sicher, dass ausschliesslich die der Mundhdhle zugew@bdteeite der Prifkorper in
Kontakt mit der Zitronensaure trat. Diese Methodik hat sich initsefiréiheren Studien als
praktikabel erwiesen (Fiebiger, 2005; Meurmann und Frank, 1991; Amaechi et al., 1999).
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5.1.3 Pellikelgewinnung

Das Phanomen der physiologischen Pellikelbildung beruht auf einétisahe Adsorption
von Speichelproteinen an Festkdrperoberflachen innerhalb der Mundhothle (Landeam
al., 2000). Zur experimentellen Gewinnung der Pellikelschicht beptatzipiell die Mog-
lichkeit der Speichelexposition in vitro oder in situ. Verschiedetueli® konnten zeigen,
dass die experimentelle Biofilmbildung in vitro in ihren Prinzipemar simuliert werden
kann, in ihrer gesamten Komplexitat jedoch nicht reproduzierbar issiddtlich des Unter-
schiedes zwischen in vivo und in vitro gebildeter Pellikel beschrielzeneY al. (2002) ein
erhéhtes Mass an enzymatisch verandertem Proteingehalt unigpiBedingungen. Yin et
al. (2006) konnten anhand von Adsorptionsversuchen zusammenfassen, dasshep@ziisc
tein-Protein-Wechselwirkungen eine entscheidende Rolle bei der IrPeN&elformation
haben durften. Bei einem Vergleich der protektiven Eigenschaften vomatimenon 18 Stun-
den in vitro und in situ gebildeten Pellikeln stellten Kautsky undheestone (1993) fest,
dass die in vitro gebildete Pellikel im Gegensatz zur ingghildeten Pellikel keine Schutz-
wirkung auf den Zahnschmelz ausubte.

Die komplexen Vorgange der Pellikelmaturation scheinen also in vitht wollstdndig simu-
lierbar zu sein. Eine Ursache dafur konnte in der Reinigung und Asitiloey der gepoolten
Speichelproben liegen (Lendenmann et al., 2000). Vor allem die zentrifugenbasibrech
tung der gesammelten Speichelproben reduziert das protektive Padentlatvitro-Pellikel
um bis zu 70%, vermutlich durch Separation der Speichelmuzine (NieusvoAgen et al.,
1987). Maupomé et al. (1999) bescheinigtem dem gereinigten Speichdikbehartediffe-
renzmessungen nach In-vitro-Pellikelbildung und anschliessender Sauneaiosgeringeres
protektives Potential als dem unbehandeltem Speichel.

Die Prufkdrper wurden in der vorliegender Studie an herausnehmbaressdiieemen befes-
tigt (Hannig, 1998; Tinanoff et al., 1976). Die genannte Methode veresthiedene Vortei-
le. Diese bestehen aus der frei wahlbaren, reversiblen, nichivewvasd schnellen Befesti-
gung der Schmelzprufkdrper in der humanen Mundho6hle. Ebenso kénnen die RrUbeirp
langeren Trageperioden, beispielsweise fur die Nahrungsaufnabswdem Mund entnom-
men werden, ohne die pellikelbedeckte Oberflache zu touchieren. BieltGeg der Schie-
nen erfolgte ohne Bedeckung der Gaumenschleimhaut, um die Sekretiotatiralea Spei-
cheldrisen nicht zu behindern. Ein eventueller Kritikpunkt ist die systeranente, teilweise
Abdeckung der Sulci gingivales, um ausreichende Retention fursdee lbx5mm messenden

Prufkorper zu erhalten. Der in gewissem Ausmass an der Pelltkeaigilbeteiligte Sulcusflu-
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id (Hannig und Joiner, 2006) hatte also mdglicherweise keinen direktganguzu den
Schmelzprufkorpern auf der Aussenseite der Schiene.

Mit zunehmender oraler Verweildauer der Prufkorper steigt dred@iez zur mikrobiellen
Besiedelung. Erste bakterielle Einschlisse wurden ab einenuizieitan 4 Stunden beschrie-
ben (Lie, 1975). Um eine Uberméssige mikrobielle Besiedelung elkkeP zu verhindern,
erfolgte in den zwdlf- und 24-stindigen Versuchsreihen eine defirlkeitagung der Prif-
korperoberflachen mittels einer handelstiblichen Zahnblrste ohne Zusatahigmagta. Die
Verwendung von Zahnpasten war untersagt, um einen tbermassigen Abrieb derdeetlikel
Putzkorper zu verhindern (Hannig und Joiner, 2006; Hannig und BolRmann, 1988). Bei der
Verwendung von Mundspulldsungen oder Zahnpasten hatte zuséatzlich einecbleckhigli-
fikation der Pellikelstrukturen und Pellikeleigenschaften durch TenBideride oder sonsti-
ge Inhaltsstoffe nicht ausgeschlossen werden kdnnen (Joiner2&04;,Vitkov et al., 2005;
Hannig, 1998).

Hinsichtlich einer mdglichen Destruktion der Pellikel konnte Hanni@22@nhand einer 6-
Stunden-Pellikel und standardisiertem Gebrauch der Zahnburste naahvaeaiss die Schicht
granulérer und globularer Auflagerungen teilweise einer erhebliBeeluzierung unterliegt.
Die Basalschicht jedoch blieb in ihrer Kontinuitat erhalten.

Die absolute Nahrungskarenz wahrend der Expositionszeitenrlielgt iTatsache begrindet,
dass zahlreiche Nahrungsmittel und Nahrungsbestandteile eine \ferigmdier Pellikelzu-
sammensetzung (Vacca Smith und Bowen, 2000b; Rykke und Sonju, 1991) undutamit a
des protektiven Potentials bewirken kdnnen (Echterhoff et al., 2004). \&aeith und Bo-
wen (2000a) beobachteten nach dem Verzehr von Milch und Milchprodukten ghodila
mizellenférmige Einschlisse in der Pellikelultrastruktur sowree esignifikant reduzierte
Glykosyltransferaseaktivitat innerhalb der Pellikel. Die mogifende Wirkung von
Schwarztee und Rotwein auf die Pellikelbildung wurde von Joiner €606 und 2003) be-

schrieben.

5.1.4 Probandenselektion

Die Probandenanzahl von sechs Individuen gewahrleistete eine austejchi@a Anzahl von
Einzelmessungen, wobei mit steigender Probandenanzahl der Einfieissdividueller Un-
terschiede abnimmt. Siqueira et al. (2007b) konnten zumindest anhanat@ankeémpositi-

on der In-vivo-Pellikel keine bemerkenswerten interindividuellen Beffeen feststellen. Al-
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lerdings ist in der Studie von Siqueira et al. die geringe Probandéhaonanur drei zu be-
ricksichtigen.

Hannig et al. (2005) beobachteten bei Untersuchungen bezlglich aayinaktivitat inner-
halb der In-situ-Pellikel grof3e inter- und intraindividuelle Unterschiedemd@geniiber konn-
te Lindh (2002) bei In-vitro-Untersuchungen zur Proteinadsorption keinenufiteduellen
Unterschiede nachweisen.

Die Erhebung einer allgemeinen und speziellen Anamnese solitrsdiellen, dass die Spei-
chelqualitat nicht durch Erkrankungen, Medikamenteneinnahmen oder sodstiggelmas-
sigkeiten beeinflusst wurde. Hannig et al. (2006) konnten beispietsweigen, dass auf-
grund eines Tumorleidens im Kopf- und Halsbereich bestrahltenRatiaeben der absoluten
Xerostomie auch eine relative Verminderung der Speichelprotdaine@edrigem Molekular-
gewicht aufweisen.

Die individuelle Zusammensetzung des Speichels aus den verschiedasiehel8risen
hangt neben der genetischen Disposition von den Ernahrungsgewohnheibedivdésums
(Linkosalo et al., 1985) ab und ist dartiber hinaus einem zirdadianen Rhyihteusorfen
(Jenkins, 1978). Aus diesem Grund waren die Probanden angehalten, sich vendwiid
nach dem Expositionszeitraum in gewohnter Weise zu ernahren. Ewansemnde Pellikel-
qualitat (,Hungerpellikel*) sollte weitmoglichst ausgeschlossesrden. Rykke und Sonju
(1991) stellten in diesem Zusammenhang fest, dass sich die chemzissammensetzung
einer Pellikel, die innerhalb von 24 Stunden unter Fastenbedingungen gewamdenmicht
von einer Pellikel nach zweisttuindiger Bildungszeit bei normaler Ernahrungaeielest.

5.1.5 Kiunstliche Erosion der Prufkorper

Die zur Erosion der pellikelbedeckten Prifkdrper verwendete Zitronenk&ammt nicht nur

in vielen natirlichen Nahrungsmitteln (z.B. Obst, Safte) vor, sondethssitens der Indust-

rie als Lebensmittelzusatzstoff E330 in groRem Ausmass zum SaurefBenuss- und Nah-
rungsmitteln sowie zu deren Konservierung verwendet. So betrugaiasmen des européi-

schen Zitronenséauremarktes im Jahre 1996 knapp 303.000 Tonnen, von denen rund 60% auf
das Marktsegment der Lebensmittel entfielen (Bundesinstitut fur Risilevhewy, 2004).

Das gesteigerte Gesundheitsbewusstsein vieler Patienten @libimer erhéhten Nachfrage

nach Fruchtsaften, stark gesauerten Erfrischungs- und Sportlergetrankare{lals 2007).
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Die zwei in der vorliegenden Studie verwendeten Konzentrationen und pldrviferte der
Zitronensaureldésungen spiegeln reprasentativ die pH-Werte \delggendssischer Erfri-
schungs- oder Modegetranke wider (Lussi et al., 2007 und 1995; Grando et alGas9ér
et al., 1989).

Die kunstliche Erosion Uber den Zeitraum von einer Minute wird durchlatireh Ernah-
rungsgewohnheiten gerecht. Diese Erosionsdauer fand mittlerweilghireizhen Studien
Verwendung (Fiebiger, 2005; Hannig et al., 2004 und 2003; Nekrashevych ursérStos
2003). Im Vergleich hierzu muss bei Studienergebnissen mit langessioiszeit (Meur-
mann und Frank, 1999; Wetton et al., 2006) von starkeren kumulativen Effekten agegega
werden. Die Erosion der Prufkorper erfolgte unter kontinuierlichetafigh, um die Spulef-
fekte innerhalb der Mundhdhle, beispielsweise beim Trinkvorgang, adisien. Maupome
et al. (1999) konnten zeigen, dass statische experimentelle Erosiengi@en vergleichs-
weise hohen Anstieg der Erosivitat bewirken. Auch Shellis et al. (2@bbjnen zu der Fest-
stellung, dass das erosive Potential eines sauren Agens duteilgeyés Fliessrate nicht ver-
starkt wird. Andererseits beschreiben Eisenburger und Addy (2003)lidaSeosionstiefe in
der Zahnschmelzultrastruktur mit steigender Agitationsdynamikpletsweise beim forcier-
ten Trinken durch einen Strohhalm, zunimmt. Hughes et al. (2000) fandemémi experi-
mentellen In-vitro-Vergleich zwischen verschiedenen in der Lebé&esnmdustrie verwende-
ten Sauren keine signifikanten Unterschiede in der jewelligifsgghen Erosivitat. Vielmehr
sei die Kombination aus pH-Wert, Sédurekonzentration und Calciumggdrabaureldsung
von entscheidenderer Bedeutung. Beim vergleichenden Uberblick (iberteliaturi muss
allerdings beachtet werden, dass die erosiven Effekte im Ralondn-vitro-Studien ein um
den Faktor zehn erh6htes Potential zu besitzen scheinen (Hughes et al., 1999).

Da die kunstliche Erosion unter Laborbedingungen erfolgte, blieben gmmps$tysiologische
Protektionsmechanismen (Lussi et al., 2007) wie Bereitstellung vau@alund Phosphati-
onen, Pufferkapazitat, Fliessrate des Speichels und Saureverdinnunghksitiaigt Da bei
der sogenannten Speichel-Clearance grol3e inter- (Bashir &9@h) und intraindividuelle
(Widodo et al., 2005) Unterschiede anzutreffen sind, wurde auf die Siomutirartiger Pro-

zesse verzichtet.
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5.1.6 Mess- und Analysemethoden

Zur suffizienten Untersuchung der erosiven Auswirkungen fordert Gra®i®6) die Kombi-
nation unterschiedlicher Messmethodiken. In der vorliegenden Studie kameib dasba
guantitative (Mikroharte- und Calciumfreisetzungsmessungen) und queditative (TEM-

und REM-Analyse) Verfahren zum synergistischen Einsatz.

Die durchschnittliche oberflachliche Mikroharte (Maupomé et al., 18#38er et al., 1998)
von Rinderzahnschmelz (221-356 HV) ist mit der von Humanzahnschmelz ekbgle(169-
340 HV). Die Schwankungsbreite der gemessenen Werte sprichtrajerdir das Vorhan-
densein von gewissen inter- und intraindividuellen Unterschieden in der Miteokén wei-
terer Grund fUr die heterogenen Ergebnisse mag in der methodischerer@itanti liegen,
den Indentationskdrper prazise im rechten Winkel auf die Oberfideh&@ahnschmelzes auf-
treffen zu lassen (Deutsches Institut fir Normung e.V., 2006). In di€&sammenhang
muss diskutiert werden, ob die Zahnschmelzoberflache durch eine PotitBridiedrper e-
ventuell im unginstigen Winkel angeschliffen werden kénnte.

Im Zuge der erosiven Demineralisierung kommt es zu einer Abnaemeberflachlichen
Mikroharte des Zahnschmelzes (Nekrashevych, 2001; Maupomé et al., 183@) Geflge-
auflockerung fuihrt zu einer messtechnisch erfassbaren ,ErweichdergOberflache. Als
Messmethodik bietet sich das Verfahren nach Vickers (Deut$chidst fir Normung e.V.,
1996; Oliver und Pharr, 1992) an, da es sich bei Zahnschmelz zum einenretatairhartes
und zugleich homogen aufgebautes Material handelt. Wenige andéienStyerieren mit
dem Verfahren nach Knoop, einer Sonderform der Vickers-Harteprufiasgauf der Ver-
wendung eines anderen Indentationskorpers beruht. Die Methode nacis\bels#zt den
Vorteil der leichteren Ablesbarkeit des Pyramideneindrucks aufgteandsometrischen Dia-
gonalen (Nekrashevych, 2001). Eine direkte Vergleichbarkeit zwisthessergebnissen
nach Vickers und Knoop ist nach Blumenauer (1989) aufgrund der beiden untiicoéie
Pyramidengeometrien nicht unmittelbar moglich und kann lediglich cerentd erfolgen.
Um die Messung der Mikroharte nicht durch lokale Schmelzimpeofedati zu verfalschen,
wurden pro Messdurchgang vier Hartemessungen, nach Quadranten auffethigefihrt
und anschliessend der Mittelwert gebildet. Bei der InterpretatiorMéssergebnisse muss
beriicksichtigt werden, dass die Rauhigkeit der zu priufenden Oberfactiess auf die
Messunsicherheit des Verfahrens hat (Deutsches Insitut fir Ngreyh, 1996). Da nach

Auswertung der rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen von unterstteedDberfla-
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chenrauhigkeiten vor und nach der Saureerosion ausgegangen werderolitesiese Tat-

sache in die endgultige Bewertung der Ergebnisse mit einbezogen werden.

Rinderzahnschmelz enthélt durchschnittlich ungeféahr 31,8% Calcium und Merngteich
mit Humanzahnschmelz (34,9%) in &hnlichem Ausmass calcifizisgefEet al., 1998). Im
Rahmen erosiver Angriffe gehen aus der ZahnschmelzoberflacmehhrCalciumionen in
Losung. Dieser Vorgang wird als Demineralisation bezeichndiwideet al., 2003). Durch
Anwendung des Lambert-Beerschen Gesetzes (Zeeck et al., 20003ithsder Gehalt an
erodierten Calcium-lonen in der Saureldsung spektrophotometrisch bestimuobei selbst
der Nachweis kleinster Mengen gelingt. Die analytische Konzentratstitelbeung der durch
die Saureeinwirkung freigesetzten Calciumionen mittels FlamAAS hat sich mehrfach in
Studien bewahrt (Hove et al., 2007; Hannig et al., 2004 und 2003; Nekrashevylosset St
2003) und reproduzierbare Ergebnisse geliefert. Schinkel (1984) bediétazsf Verfahren
eine prazise Nachweisbarkeit verschiedenster lonentypen.riéeieanpfiehlt er bei der Ver-
dinnung der Messlosungen die Zugabe von Lanthanchlorid im Sinne eines lorrenpuffe
lonisationsinterferenzen aufgrund der extrem hohen Flammentempeuagliminieren. Um
eine Verfalschung der Messergebnisse zu verhindern, wurden dithemZgronensaurevo-
lumina unmittelbar nach der kinstlichen Erosion in Kunststoffbehalter filtgAuf diese
Weise wurde eine saurebedingte Dissolution von Calciumionen aus deni\rdelasge-

fasse heraus verhindert.

Die Pellikel ist im Rasterelektronenmikroskop zwar grundsatzlicsteltbar (Meurmann und
Frank, 1991; Lie, 1977), jedoch sind aufgrund der erforderlichen Probentrocknunignchr
fungsartefakte nicht auszuschliessen. Zudem erlaubt die BetrachtREM lediglich Aus-
sagen Uber die flachenmassige Ausbreitung der Pellikel. Eineuggmi®arstellung der Pel-
likelultrastruktur im REM gelingt nach Nekrashevych (2001) dempgefoiicht, sodass in der
vorliegenden Studie lediglich die unterschiedlichen Auswirkungen desn@msaure auf die
Mikromorphologie der Zahnschmelzoberflache analysiert wurden. Bie aex Erosion noch
anhaftenden residualen Pellikelstrukturen wurden chemisch und ultrakthket entfernt,
um eine mechanische Beschadigung der freigelegten fragilen Prismik&nen zu verhindern
(Eisenburger et al., 2004). Die chemische Entfernung organiselséz Riittels NaOCI| wurde
erstmals von Meurmann und Frank (1991) erwahnt. Hannig M et al. (2005)ibbsoheine
vollstandige Eliminierung der elektronendichten basalen Pellikelsciittels kombinierter
NaOCI- und Ultraschallbehandlung, wie sie auch in der vorliegentdaieSzur restlosen
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Entfernung der Pellikel angewendet wurde. So waren samtletpaetdchtete Priufkorper frei
von organischen Ablagerungen, was eine lickenlose Dokumentation der Subenfiche

gewabhrleistete.

Die Analyse der Pellikel unter Zuhilfenahme der TransmissiekBehenmikroskopie (TEM;
Heinrich, 1994) gilt als Methode der Wahl um deren ultrastrukturekdfait zu erfassen
(Hannig, 1998; Nyvad und Fejerskov, 1987; Berthold, 1979; Lie, 1977). Die Anfertigumg
Ultradinnschnitten erlaubt die Analyse von sehr vielen Pellikelabsammit ihrem gesamten
schichtweisen Aufbau. Da jeder dritte TEM-Prifkorper im SinnereKontrollprobe unero-
diert blieb, konnten zusétzlich zu den erosiven Auswirkungen auf die Peallikbldie ultra-
strukturellen Charakteristika der jeweiligen Bildungszeiten undAd&wirkungen der Prif-
korperreinigung mittels Zahnburste dokumentiert werden. Durch die efvaittan die intra-
orale Exposition und teilweise kinstliche Erosion erfolgte Fixigrgohrittweise Trocknung
und Trankung mit Aralditkunststoff konnten Schrumpfungsartefakte auf gimmMm redu-
ziert werden. Da die basal liegenden ZahnschmelzanteiledeastEinbetten der Prifkorper
von retrograd entkalkt wurden, ist die Analyse auf die Pellikedbtlain sich beschrankt. Eine
Darstellung der mikromorphologischen Verdnderungen der Zahnschmelzciber§iéstattet
die TEM nicht, so dass eine synergistische qualitative ErgannittgJs REM erforderlich

war.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Saureinduzierte Calciumfreisetzung aus der Schm  elzoberflache

Zwischen den untersuchten Pellikelbildungszeitrdumen und der Mengmdirrten Calci-
um-lonen konnten keinerlei signifikante Zusammenhange (p<0,05) nadsgewwerden.
Auch Hannig et al. (2003) fanden bei identischen Pellikelbildungszeitee kajnifikanten
Korrelationen zwischen den unterschiedlichen BildungszeitrAumendemd Ausmass der
Calciumfreisetzung, bestatigten aber bereits der Pellikél naeistiindiger Bildungszeit eine

suffiziente Schutzwirkung gegentber der einminttigen Erosion mit 1%igenéitsaure.
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Auch bei Kurzzeitpellikeln von drei bis 120 Minuten wiesen Hannig.€2804) keine signi-
fikanten Unterschiede hinsichtlich der Bildungszeit und der Sauré&tostenach. Ferner er-
brachte die Untersuchung der bukko-palatinalen Positionierung keine Untersohiectek-
tionsverhalten der Pellikelschichten, was auch in den vorliegendere®ugiebnissen nach-
vollzogen werden konnte. Diese Beobachtung steht in Einklang mit debnisgen von Fie-
biger (2005), wonach sich die Resultate der Calciumfreisetzungsngesn von bukkal und
palatinal positionierten Prufkérpern nicht signifikant unterschieden.

Eine signifikant erhéhte Calciumfreisetzung nach Erosion mit 1%iffeonensaureldsung
konnte im Vergleich mit 0,1%iger Saureldsung festgestellt wendas,unter analogen Ver-
suchsbedingungen von Echterhoff et al. (2004) bereits gezeigt werden koiest Hgeb-
nisse decken sich allerdings nicht mit den Resultaten einer taStitidie von Nekrashevyh
und Stosser (2003), die keine signifikanten Unterschiede in der Caleisetzung hinsicht-
lich der Saurekonzentration nachweisen konnten.

Nekrashevych (2001) fand Uberraschenderweise identische Calciumkahaaah nach der
Erosion von in vitro pellikelbedecktem und pellikelfreiem Rinderzahnschniez Autor
fuhrt diese Beobachtung darauf zurtick, dass die in der Zitronenséauréumdegeen Calci-
ummengen nicht ausschliesslich aus dem Zahnschmelz stammen, somndedest teilweise

in der Pellikel kumuliert sein konnten.

5.2.2 Saureinduzierter Mikroharteverlust der Schmelzo berflache

Die durchschnittliche Vickers-Ausgangsharte der Rinderzahnschmelmpliege mit 371,2
HV (SD=41,7) in Bereichen, die auch von anderen Studien beschrieben wWikleashe-
vych und Stésser, 2003; Nekrashevych, 2001; Maupomé et al., 1999). Die dfdrgikeit
sowohl der Substrate als auch der Messmethodiken scheint demnachigjstgéiau sein. Es
muss allerdings bei der Ubertragung der Ergebnisse auf klirdsgekte beriicksichtigt wer-
den, dass die durchschnittliche Vickers-Harte von Rinderzahnschmelz ungefahr 80 &érib
von humanem Zahnschmelz liegt (Esser et al., 1998).

Nach der statistischen Auswertung samtlicher Einzelmessungerekokeine signifikanten
Zusammenhange zwischen der Pellikelbildungszeit und dem protekbwentiBl nachgewie-
sen werden, obwohl die Betrachtung der grafischen Ergebnisdargtelindchst einen ten-

denziellen bildungszeitabhé&ngigen Rickgang des Mikroharteverlustes erassen li
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Die relativ hohen Standardabweichungen der Messergebnisse spreatienSé@nsibilitat der
Messungen. Gerade bei langer Bildungszeit und schwacher Saurekdiremtea letztend-
lich kein statistischer Mikroharteverlust mehr nachzuweisen dieasogar teilweise schwach
negativen Messwerte erklart.

Ebenfalls keine signifikanten Zusammenhange zwischen der Bildeihgszl dem Mikrohéar-
teverlust nach Saureeinwirkung konnten Hannig et al. (2004) sowie Fi¢b0§%) detektie-
ren.

Maupomé et al. (1999) kommen im Rahmen von In-vitro-Untersuchungen ztts&uzlder
Schlussfolgerung, dass weniger die Pellikelbildungszeit, sondernelielde Art und Weise
der erosiven Attacken und deren Frequenz fur das Ausmass des Miwvehéastes entschei-
dend sind. Sie stellten bei Erosionsversuchen mit einem erosivarGetink fest, dass sta-
tische Erosionsbader und gesteigerte Erosionsfrequenz einen stysengn Effekt zu haben
scheinen und die Pellikelbildungszeit eine eher untergeordnete Rolle spielt.

In einer weiteren In-situ-Studie (Hara et al., 2006) wurde egrefsiante Reduktion des sau-
reinduzierten Mikroharteverlustes lediglich im Intervall zwischeti und zehn Minuten re-
gistriert, wahrend die langeren Bildungsperioden wie in der gaiden Untersuchung keine
signifikanten Zusammenhange mit dem Ausmass der Saureprotektion erkersem lies

In der vorliegenden Studie zeigte die intraorale bukko-palatinaléidhosrung ebenso kei-
nen statistisch nachweisbaren Effekt auf die SaureprotektioretlideeP Zu analogen Ergeb-
nissen kommt Fiebiger (2005), der ebenfalls keine regionalen Zusamrgenhéfzeigen
konnte. Allerdings lasst sich klinisch haufig beobachten, dass zumuhdegsalatinalen An-
teile der Frontzahne des Oberkiefers anfélliger flr erosivet@eng zu sein scheinen. Dieser
auf den ersten Blick widerspruchliche Sachverhalt kann durch zeb&tposterosive Abrasi-
onsphanomene durch die Zunge erklart werden (Gregg et al., 2004), die idéenngichten
Schmelzmantel zusatzlich mechanisch beansprucht. Auch Eisenbuege(2€04) kommen
zu der Auffassung, dass erosiv vorbehandelter Zahnschmelz zudtagini physiologischen
Reibungskraften in vivo zu widerstehen. Attin et al. (1997) fanden bekek&e
Mikrohartemessungen an 60 bovinen Schmelzprufkdrpern eine Uberproportionélegkeit
fur Abrasionen bei erosionsbedingt reduzierter Mikroharte der PruikorYpeng und Khan
(2002) machen regionalspezifische Unterschiede in der Speichelkommpdsitdie klinische

Variationsbreite der erosiven Erscheinungsbilder verantwortlich.
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5.2.3 Saureinduzierte strukturelle Veranderungen des Zahnschmelzes
(REM-Analyse)

Die Betrachtung der erodierten Schmelzprtfkérper im REM enggbdem Fall eine ober-
flachliche Alteration unterschiedlichen Ausmasses. Das Vorhandeeswr Pellikelschicht
konnte die erosive Wirkung der einminutigen Einwirkung von Zitronenséaure ufieige

zwar reduzieren, jedoch nicht vollstandig inhibieren. Diese Beobachhdeg grofRen Kon-

sens in der Literatur (Hara et al., 2006; Cheung et al., 2005; FieB@#3; Hannig et al.,

2004 und 2003; Nekrashevych et al., 2004; Nekrachevych und Stdsser, 2003; Hannig und
Balz, 2001; Amaechi et al., 1999; Balz, 1999; Meurmann und Frank, 1991).

Die rasterelektronenmikroskopische Analyse der erodierten Zahnsdieslachen fand in
zahlreichen Studien Verwendung, so dass eine gute Vergleichbgekeihrleistet ist. Das
Ausmass der erosiven Schadigung ist vergleichbar mit den Beobachtumgeéveurmann

und Frank (1991). Sie beobachteten die Auswirkungen einer zweistiindigen Eemsen
sauren Colagetrankes auf mit sieben Tage alter In-vitro-Heltikdeckten Rinderzahn-
schmelzprifkoérpern. Die Demineralisation schien bevorzugt im Bedsc Prismenscheiden
stattzufinden. Nekrashevych und Stésser (2003) untersuchten den proteEktektreiner 24
Stunden alten In-vitro-Pellikel. Nach einmindtiger Erosion mit 0,1%Ggeonensaurelésung
konnten, analog zu den in der vorliegenden Studie gewonnenen Ergebnissen, nuh schwac
ausgepragte erosive Alterationen der Oberflache detektiert mveBtke konnten ebenfalls bei
vielen Proben noch die Polierspuren der Oberflachenbearbeitung nadheilzEs muss in
diesem Zusammenhang allerdings beriicksichtigt werden, dass vashi=kych und Stdsser
(2003) keine Entfernung der residualen Pellikel vor der Goldbedampfung durchgeiihet

In einer Pilotstudie untersuchten Cheung et al. (2005) das protektivei&lotaer drei Tage
alten in vivo Pellikel auf humanen Zahnschmelz mittels REM. Adsiee Agentien dienten
Weisswein und Salzséure (0,06M) Uber Inkubationszeitraume von 600 und 1500 Minuten.
Selbst bei diesen extrem kumulierten erosiven Effekten auf diggieddeckten Prufkorper
konnten im Vergleich zu pellikelbefreiten Prifkérpern deutlich §ikpmite Reduktionen der

Oberflachenzerstérung nachgewiesen werden.
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5.2.4 Saureinduzierte strukturelle Veranderungen der Pellikel (TEM-
Analyse)

Hannig (1999) gelang erstmals eine transmissionselektronenmikroskopiekhenentation
der bildungszeitabhangigen morphologischen ,Reifung” der Pellikemdider initialen Bil-
dung einer elektronendichten Basalschicht einerseits und einer heter@mmeht granular-
globularer Auflagerungen andererseits eine scheinbar zweisksigkelformation darstellt.
Diese morphologischen Besonderheiten konnten zweifelsfrei auch woidiegenden Studie
nachvollzogen werden. Die Hypothese der zweiphasigen Pellikelbildudgdwch die Er-
gebnisse biochemischer Analysen unterstitzt (Skjérland et al., 19@5) die Dickenunter-
schiede der Pellikel in Abh&ngigkeit von lokaldisponierenden Faktorerregionale Spei-
chelzusammensetzung oder der Einfluss abrasiver physiologisech#teinwirkung durch
mukosale Oberflachen waren eindeutig nachzuweisen.

Infolge der S&aureeinwirkung konnten Hannig und Balz (2001) erstmadskentinuierliche
Auflésung der Pellikel feststellen.

Besonders der Basalschicht werden im Hinblick auf die sdurepvatekEigenschaften eine
Ubergeordnete Rolle zugesprochen (Hannig, 2002). Zu analoger Sclgeissigl kommt
Fiebiger (2005). Auch die vorliegenden Studienergebnisse sprechen filvesimedere Be-
deutung der Basalschicht, weil diese zumindest nach Einwirkung von @y1Ziigonensaure
noch detektiert werden konnte. Lediglich die Erosion mit der héheremngitsdurekonzen-
tration von 1% hinterliess eine vollstandig entfernte oder zumindesgivnlaeschadigte Ba-
salschicht mit haufigen Kontinuitatsunterbrechungen. Analog zu dem@&si der vorliegen-
den Studie stellte Fiebiger (2005) einen vollstdndigen VerlusPdlikel nach Erosion mit
1%iger Zitronensaure fest, wobei die Bildungszeit und LokalisatioPdgkorper keine Rol-
le spielten. Hannig und Balz (2001) konnten hingegen nach funfmindtigeoiErog 1%iger
Zitronensaure unter statischen Bedingungen noch residuale Struldimem 24-Stunden-
Pellikel im TEM auffinden.

Die kontinuierliche Auflésung der Pellikel wird als Hauptfaktor diie sdureprotektiven Ef-
fekte auf die Schmelzoberflache angesehen (Balz, 1999), wahreraHyjfpothesen eher die
semipermeablen Eigenschaften der Pellikel als Diffusionsbaralsr Erklarung heranzogen
(Zahradnik et al., 1976). Auch Nekrashevych et al. (2004) bescheinigdretii&elschicht
nach rasterelektronenmikroskopischen Analysen eine gewisse Regigtgen erosive Ein-
flisse, die jedoch limitiert wird durch Sdurekonzentration und S&ureeinwirkzeit.
Weiterhin konnte mit den aktuellen Untersuchungsergebnissen erneujtgeesien, dass
die alleinige Anwendung einer handelstuiblichen Zahnbirste keine vollsdadifgrnung der
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Pellikelschicht bewirken kann. Zu ahnlichen Schlussfolgerungen detianmnig (2002). So
waren auf samtlichen Ultradiinnschnitten der nicht erodierten Konttb#pr der beiden
langeren Bildungszeitraume die charakteristischen Auflagerungen eigblaw Die von
Hannig (1999) protokollierten Werte von bis zu 1,2um nach 24 Stunden Bildungszei
bukkaler Seite wurden aufgrund der notwenigen Reinigung allerding$ vicgefunden.
Beim Transfer auf klinisch-praktische Uberlegungen muss jedocicksichtigt werden, dass
die Prufkorper ohne Zugabe von Zahnpasta (Hannig und B6mann, 1988) und netrteduz

Intensitat gereinigt wurden.

5.3 Schlussfolgerungen und klinischer Bezug

Ausgehend von den qualitativen Untersuchungsergebnissen vermag diegelsidete Pel-
likel Saureangriffe auf die Zahnschmelzoberflache in gewiddemang zu inhibieren. Die
beginnende mikromorphologische Zerstérung der Schmelzoberflache kameteden ge-
wahlten Versuchsbedingungen jedoch nicht vollstandig verhindert werdes .bBiegen die
rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen in eindeutiger Weise. OikePsbmtlicher
untersuchter Bildungszeitraume kann demzufolge also keinen umfass&uoiheitz der
Schmelzoberflache vor Saureangriffen gewahrleisten.

Unter den gewahlten experimentellen Bedingungen unterscheidemlisicdureprotektiven
Eigenschaften der zwei, sechs, zwolf und 24 Stunden alten In-dlikePeicht signifikant.
Zu diesem Ergebnis kommen sowohl die Bestimmung der durch die Erosigesétzten
Calciumionen als auch die Differenzmessungen der oberflachlichaoidrte vor und nach
Saureexposition.

Es kann demzufolge konstatiert werden, dass eine 2-Stunden-Pelhk&atlaschmelz vor
einmindtiger Erosion mit 0,1%iger und 1%iger Zitronensaure ebensaisnffzu schitzen
vermag wie eine tber 24 Stunden gebildete Pellikelschicht.

Die intraorale Positionierung hatte in der vorliegenden Untersuchwergadls keinen mess-
baren Einfluss auf das sdureprotektive Potential der Pellikel. Okvastdmissionselektro-
nenmikroskopisch ein deutlicher ultrastruktureller Unterschied zwasbbkkaler und palati-
naler Pellikel festgestellt wurde, konnten dementsprechende Unterschokelequantitativen
Messungen zur Saureprotektion nicht nachgewiesen werden. Die im THEdhudich bei
den bukkalen Kontrollproben zu beobachtende sekundéare Schicht granularer und globulére

Auflagerungen scheint sich also auf die saureprotektive Potenz ltlleelReringflgiger aus-
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zuwirken als die elektronendichte Basalschicht, die erst besiveaiserosiven Attacken von
der Zahnschmelzoberflache abgel6st wurde.

Anders als es friihere In-vitro-Ergebnisse vermuten liessennschilaturationsprozesse der
Pellikel im Hinblick auf deren saureprotektives Potential in dgreine stark untergeordnete
Rolle zu spielen. Damit befindet sich die vorliegende Untersuchukgnformitat mit meh-
reren aktuellen In-situ-Studien (Fiebiger, 2005; Hannig et al., 2004 und 2008igHand
Balz, 2001).

In Anbetracht der Tatsache, dass die Bedeutung der Pellikelbsizieihgh der Vergangenheit
tendenziell Uberbewertet wurde, sollten diese Erkenntnisse weitéiriing in prophylakti-

sche Uberlegungen zum Schutz des Zahnschmelzes vor erosiven Angriffen halten.
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