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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

1.1 Deutsche Zusammenfassung

Ziel: Ziel der vorliegenden In-situ-Studie war es den Einfluss verschiedener Spiillosungen auf

die erosionsprotektiven Eigenschaften der Dentinpellikel zu untersuchen.

Material und Methode: Bovine Dentinpriifkdrper wurden auf Kunststoff-Trageschienen mon-
tiert und von 3 Probanden getragen. Nach 3-miniitiger bzw. 2-stiindiger Pellikelbildung in-situ
spiilten die Probanden 30 s mit sterilem Wasser (Negativkontrolle; pH 5,5), Tanninsdurelosung
(1%ig; pH 2,9), Hopfenlosung (1%ig; pH 2,4) oder Elmex Zahnschmelz Professional (Positiv-
kontrolle; 500ppm Fluorid, 800ppm Zinn; pH 4,5). Die Hélfte der Priifkérper wurde 1 min in-
vitro mit Zitronensdurelosung (1%ig; pH 2,2) erodiert und anschlieBend alle Priifkorper fiir die
Transmissionselektronenmikroskopie aufbereitet. Danach wurden die Praparate mit Hilfe eines
Transmissionselektronenmikroskops auf Demineralisation untersucht. Es folgten Lingenmes-

sungen der Pellikeldicke und Demineralisationszone, sowie eine Analyse ihrer Struktur.

Ergebnisse: Nach Sdureexposition konnten im Dentin Demineralisationszonen dargestellt und
Erosionstiefen gemessen werden. Die Erosionstiefen an Priifkdrpern mit einer 2h-Pellikel wa-
ren geringer als an Priifkdrpern mit einer 3min-Pellikel. Spiilungen mit Tanninséure- oder Hop-
fenlosung konnten, im Gegensatz zur Spiilung mit Elmex Zahnschmelz Professional, die erosi-
onsprotektiven Eigenschaften der Pellikel nicht erhdhen. Die Spiilldsungen und der Séurean-
griff hinterlieBen unterschiedliche Demineralisationsmuster, die aufgrund einer randomisierten

Verteilung der geldsten Hydroxylapatit-Kristallite entstanden.

Schlussfolgerung: Die kommerziell erhéltliche Mundspiillosung Elmex Zahnschmelz Profes-
sional ist ein potentielles Priparat fiir die Pravention von Erosionen am Dentin. Dahingegen
zeigten die Tanninsdure- und Hopfenlosung keine erosionsprotektiven Effekte. Der Sdurean-
griff fiihrte bei allen untersuchten Praparaten zur Demineralisation des Dentins, jedoch wiesen
die Demineralisationszonen kein einheitliches Muster auf. Die fiir diese Muster verantwortli-
chen Prozesse gilt es in Zukunft weiter zu erforschen, um sich einen moglichen Nutzen fiir die

Erosionspréivention und -therapie zu ziehen.
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1.2 Abstract

Objectives: The aim of the present in-situ-study was to investigate the influence of different

experimental mouthrinses on the erosion-protective properties of the dentin pellicle.

Materials und methods: Bovine dentin specimens were attached to buccal surfaces of remov-
able upper jaw splints of three subjects to allow in-situ pellicle formation for 3 minutes or 2
hours. After pellicle formation, subjects rinsed for 30 s with sterile water (negative control;
pH 5.5), tannic acid solution (1%; pH 2.9), hop solution (1%; pH 2.4) or Elmex Zahnschmelz
Professional (positive control; 500 ppm fluoride, 800 ppm stannous; pH 4.5). Half of the spec-
imens were eroded in-vitro for 1 min with citric acid (1%; pH 2.2). Then all specimens were
processed for transmission electron microscopy and examined for demineralization. This was
followed by length measurements of the pellicle thickness and demineralization zone, as well

as an analysis of their structure.

Results: After exposure to acid, demineralization zones were observed at the dentin surfaces.
The erosion depths were lower after a 2 h pellicle formation time compared to 3 min pellicle
formation time. Rinsing with tannic acid or hop solution, in contrast to rinsing with ‘Elmex
Zahnschmelz Professional’, could not enhance the erosion-protective properties of the pellicle.
The rinsing solutions led to different demineralization patterns in dentin due to a randomized

distribution of the dissolved hydroxyapatite crystallites.

Conclusion: The commercially available mouthrinse ‘Elmex Zahnschmelz Professional’ is a
potential agent to prevent erosion of dentin. In contrast, tannic acid and hop solution showed
no erosion-protective effects. The acid attack led to demineralization of dentin in all examined
specimens, but the lesions did not show uniform patterns. The processes responsible for these
patterns must be researched in the future in order to derive a benefit for erosion prevention and

therapy.
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2 Einleitung

Die Pellikel ist eine vorwiegend aus Speichelproteinen bestehende, erworbene, bakterienfreie
Schicht, die sich auf Oberflachen in der Mundhdhle durch Kontakt mit Speichel bildet [40]. Die
Pellikelbildung versteht sich als dynamischer und gleichzeitig selektiver Prozess der Proteinad-
sorption und -desorption, der nach wenigen Stunden in die Entstehung eines bakteriellen Bio-
films miindet [30]. In der Entwicklung dentaler Erosionen fungiert die Pellikel als Mediator.
Sie kann u. a. als Diffusionsbarriere wéihrend eines Saureangriffs dienen und dadurch den Ver-
lust an Zahnhartsubstanz reduzieren [40]. Erosionen betreffen alle Altersgruppen und gehéren
in vielen europdischen Landern zu den hiufigsten Griinden fiir Zahnhartsubstanzverluste. Kli-
nisch manifestieren sich die Schiden meist als verkiirzte Zahnkronen oder iiberempfindliche
Dentinfldchen [5]. Die hohe Privalenz von Erosionen [80] und der stetig wachsende Konsum
saurer Nahrungsmittel [65] stellt die priventive Zahnheilkunde vor eine gro3e Herausforde-
rung. Modifikationen der Pellikel, beispielsweise durch Mundspiilungen mit antierosiven Sub-

stanzen, sind ein Ansatz zur Erosionspravention und -therapie.

2.1 Literaturiibersicht

2.1.1 Pellikel

Der anorganische Anteil der Zahnhartsubstanzen Schmelz und Dentin besteht groBtenteils aus
Hydroxylapatit [15,28]. Hydroxylapatit setzt sich aus Calcium- und Phosphat-lonen zusammen,
die auch im Speichel présent sind. Je nach Sattigungsverhiltnissen im Speichel, konnen Cal-
cium- und Phosphat-lonen des Hydroxylapatits in Losung gehen, auf der Zahnoberfldche pra-
zipitieren oder eine elektrochemische Doppelschicht bilden [40]. An die Ionen-Doppelschicht
konnen durch elektrostatische Wechselwirkungen, van-der-Waals-Kréifte, Wasserstoftbriicken-
bindungen und hydrophobe Wechselwirkungen Proteine aus dem Speichel adsorbieren [33].
Dies geschieht bereits in den ersten Sekunden nach Kontakt mit dem Speichel [36]. Zu den friih
adsorbierenden Proteinen zédhlen die sogenannten Pellikelprakursoren, wie prolinreiche Prote-
ine, Histatin und Statherin, die alle eine Phosphatgruppe gemein haben [44,62]. Viele weitere
Proteine des Speichels binden in den ersten Stunden selektiv an die Pellikel, wie kiirzlich durch-

gefiihrte Proteom-Analysen ergeben haben [94,110]. Darunter auch Glykoproteine, wie Mucin-



Einleitung

1 (MUC-1) oder Enzyme wie z.B. Amylase und Lysozym [94,110]. Des Weiteren lassen sich
auch Kohlenhydrate und Lipide in der Pellikel nachweisen [87,88].

Die initial innerhalb von Minuten gebildete Pellikel stellt sich elektronenmikroskopisch als 10-
20 nm dicke Schicht dar, deren Dicke nach zwei Stunden auf bis zu 1000 nm ansteigt. Eine
solche 2h-Pellikel zeigt meist einen zweischichtigen Aufbau. Direkt an die Oberfldche der
Zahnhartsubstanz grenzt eine nur wenige Nanometer dicke elektronendichte Basisschicht. Hie-

rauf schlief3t sich dann eine breitere, meist globuldr und granulér strukturierte Schicht an [6,36].

Die Pellikel besitzt neben der Eigenschaft als Bindungsstelle fiir (kariogene) Bakterien [74]
auch eine Vielzahl an positiven Eigenschaften. Sie kann beispielsweise als Lubrikant agieren
und dadurch sowohl die Abnutzung durch Zahn-Zahn-Kontakt (Attrition) [119], als auch den
Abrieb durch andere mechanische Einfliisse (Abrasion) reduzieren [54]. Eine weitere positive
Eigenschaft ist die Moglichkeit Fluorid-lonen einzulagern. Dieses sog. Fluorid-Reservoir kann
zu einer Remineralisation durch Freisetzung des Fluorids und Bildung von Fluorapatit fithren
[98]. Weiterhin haben einige Studien gezeigt, dass die Pellikel vor sdureassoziiertem Zahnhart-
substanzverlust schiitzt [37,39]. In diesem Zusammenhang wird kontrovers diskutiert, ob die
Schutzwirkung auch von der Pellikelmaturation bzw. Pellikeldicke abhédngig ist [99]. Erwiesen
ist bisher, dass die protektiven Eigenschaften mit der Pellikelzusammensetzung korrelieren.
Nieuw Amerongen et al. (1987) konnten bei in-vitro-Versuchen nachweisen, dass Muzine in
der Pellikel vor einer Demineralisation schiitzen kénnen [73]. Ein weiteres erosionsprotektives

Protein stellt das Statherin dar, das Calcium in der Pellikel binden kann [61].

Dentinpellikel

Die auf Zahnschmelz gebildete Pellikel ist seit Anbeginn der intraoralen Biofilm-Forschung
schwerpunktmaBig untersucht worden. Vergleichsweise dazu wurde die Pellikel auf Dentin (im
Folgenden Dentinpellikel genannt) vernachldssigt [54,78]. Gleichwohl nimmt die Bedeutsam-
keit der Dentinpellikel zu, da die Prévalenz freiliegender Dentinoberfldchen, aufgrund eines
langeren Zahnerhaltes in der Bevolkerung und der damit einhergehenden langeren Abnutzungs-
dauer, steigt. Neben freiliegendem Kronendentin, ist nach gingivalen Rezessionen und Verlust

des Wurzelzements, hidufig auch Wurzeldentin exponiert [12,22,43,45,84].

Erste Untersuchungen zur Dentinpellikel wurden Ende der 1960er Jahre von Per-Olof Glantz
durchgefiihrt [27], einige weitere folgten in den letzten vier Jahrzehnten. Fiir die Gewinnung
der Dentinpellikel wurden sowohl in-vitro-, als auch in-situ-Modelle genutzt. Hierfiir wurden

Priifkorper (PK) aus Dentin in Speichel oder speicheldhnliche Substanzen eingelegt (in-vitro)

_4-
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[105,106] oder von Studienteilnehmern intraoral getragen (in-situ) [1,54]. Eine bislang noch
nicht angewandte in-vivo-Methode ist die Verwendung exponierter Dentinflichen nicht extra-
hierter Zahne. Zur in-situ- und in-vitro-Pellikelbildung werden neben humanen Dentin-PK hiu-
fig auch solche bovinen Ursprungs verwendet. Fiir einige Untersuchungsmethoden muss die
Pellikel von der PK-Oberfliche abgewonnen werden. Dazu wurden in der Vergangenheit so-
wohl chemische Methoden wie das Aufbringen von Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)

[60], als auch mechanische Methoden wie die Verwendung von Ultraschall, angewandt [108].

Frithe Arbeiten untersuchten die elementare Zusammensetzung der Dentinpellikel und fanden
Kohlenstoff, Stickstoff, Sauerstoff, Calcium, Phosphat und Sulfat darin [1]. Danach wurden
hauptsédchlich spezifische Proteine in der Dentinpellikel und das Proteom der Dentinpellikel
analysiert. Beispielsweise konnten Albumin, Lysozym und Amylase in der Dentinpellikel nach-
gewiesen werden. Hierbei konnte herausgearbeitet werden, dass die beiden letztgenannten En-
zyme in der Pellikel auch in ihrer aktiven Form vorliegen und deshalb moglicherweise adhé-
rente Bakterien oder die Pellikel durchdringende Substanzen beeinflussen konnen [31,60]. Wie-
gand et al. (2019) haben den Proteingehalt der Dentinpellikel bestimmt. Hierbei lag der durch-
schnittliche Proteingehalt mannlicher Probanden bei 126,7 ng/mm? und weiblicher Probanden
bei 144,9 ng/mm? [108]. Proteom-Analysen wurden von Arbeitsgruppen um Taisa Ribas Dele-
crode durchgefiihrt. Dabei wurde nicht nur das Dentinpellikel-Proteom bestimmt, sondern auch
sdureresistente Pellikelproteine identifiziert. Insgesamt konnten in der Dentinpellikel bis zu 66
Proteine nachgewiesen werden, von denen sich bestimmte Muzin-Isoformen, uncharacterized
protein KIAA09 und Pleckstrin homology domain-containing family A member 4 als besonders

saureresistent erwiesen haben [16].

Die Ultrastruktur der Dentinpellikel unterscheidet sich nur geringfiigig von derjenigen der
Schmelzpellikel. Sie besteht ebenfalls aus einer 30-60 nm dicken elektronendichten Basis-
schicht, der eine breitere globulér strukturierte Schicht aufliegt [32]. Nach sechs Stunden er-
reicht die bukkal gebildete Dentinpellikel eine Dicke von insgesamt 1000 nm, palatinal auf-
grund einer anderen Speichelzusammensetzung und Scherkréften der Zunge nur 200 nm [6].
Bakterien kommen gehduft in der maturierten Pellikel vor, und ballen sich dann praddominant
im Bereich der Tubuluseingéinge. Ferner lassen sich die Pellikel und Bakterien auch in den

Dentintubuli nachweisen [35,55].

Im Fokus vieler Untersuchungen zur Dentinpellikel stehen die erosionsprotektiven Eigenschaf-
ten [78]. Hinsichtlich der Calciumfreisetzung bei einem Sdureangriff mit Salzsdure (pH 2,3)

konnten Hannig et al. (2007) eine verminderte Freisetzung bei pellikelbeschichteten PK im

-5-
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Vergleich zu unbeschichteten PK herausarbeiten. Trotzdem stellten sich bei transmissionselekt-
ronenmikroskopischen Aufnahmen fiir beide Arten der PK &hnliche Erosionstiefen dar. Diese
Versuche wurden mit einer etablierten Methode zur in-situ-Pellikelbildung (dhnlich zur Metho-
dik dieser Studie) durchgefiihrt [32]. Die in-vitro gebildete Dentinpellikel ist bei einem Saure-
angriff weniger protektiv als die in-situ erworbene Dentinpellikel, wie vergleichende Untersu-
chungen zeigen konnten [29]. Einige Arbeitsgruppen haben jedoch keinen séureprotektiven Ef-
fekt der Dentinpellikel nachweisen konnen [11,42,106]. Dies ldsst sich mit der Art der Pellikel-
gewinnung oder auch mit differenten Untersuchungsmethoden, die im néchsten Abschnitt er-
lautert werden, begriinden [83]. Letztlich erwies sich die Dentinpellikel aber in Anbetracht aller

Studien haufiger erosionsprotektiv, als nicht erosionsprotektiv [78].

2.1.2  Erosionen

Die dentale Erosion ist der sdureinduzierte Verlust von Zahnhartsubstanz durch chemische Pro-
zesse ohne Beteiligung von Bakterien. Sie kann durch Einwirkung intrinsischer oder extrinsi-
scher Sduren initiiert werden, die zur Demineralisation von Schmelz- oder Dentinoberflidchen
fithrt. Zu den intrinsischen Sduren gehoren korpereigene Fliissigkeiten, wie z.B. der Magensatft,
der durch gastro6sophagealen Reflux wieder in die Mundhohle gelangen kann. Einwirkende
extrinsische Sduren ergeben sich aus der Aufnahme séurehaltiger Nahrungsmittel [S1]. Je nach
Sauretyp und Einwirkzeit konnen Zahnschmelz und Dentin bis zu einer Tiefe von mehre-
ren Mikrometern demineralisiert werden, was folglich zu dessen Erweichung fiihrt [104]. Eine
darauffolgende Reibung antagonistischer Zdhne oder das Zidhneputzen kdnnen zu weiteren
Substanzverlusten fithren. Dieses multifaktorielle Geschehen erschwert den klinischen Nach-
weis reiner Erosionsdefekte [51]. Erosionen treten meist als matte, abgerundete Kavitdten in
Erscheinung. Fortgeschrittene Lisionen sind bedingt durch das durchscheinende oder schon
freiliegende Dentin gelblich bis braunlich [66]. Patienten nehmen die Erosionen meist erst bei

klinisch sichtbaren Defekten mit einhergehenden Hypersensibilitdten wahr.

Die Prévalenz erosionsbedingter Zahnhartsubstanzdefekte ist aufgrund des steigenden Kon-
sums saurer Nahrungsmittel hoch [80]. Dabei ist das erosive Potential der Nahrungsmittel von
folgenden Faktoren abhdngig: pH-Wert, Pufferkapazitit, chelatorische Eigenschaften, Cal-
cium-, Phosphat- und Fluoridkonzentration und der Adhésionskraft zur Zahnoberfliche. Des
Weiteren bestimmen die Haufigkeit des Konsums saurer Nahrungsmittel sowie die Art der Nah-
rungsaufnahme einschlieBlich der Kontaktzeit zur Zahnoberflache die Ausprigung der Erosi-

onsschiden. Als wichtigste Mallnahme zur Verhinderung von Erosionen ist die Reduzierung

-6-
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der Séureexpositionsfrequenz anzusehen [118]. Gleichzeitig gibt es eine Reihe von Mundhygi-
eneprodukten, u. a. auf Basis von Fluorid- und Zinnverbindungen, die zu einer Modifikation
der Pellikel fiihren und dadurch sowohl Schmelz als auch Dentin eine erhohte Resistenz gegen-
iiber Sduren verleihen [2,114,115]. Polyphenolhaltige Pflanzenextrakte waren in der Vergan-
genheit ebenfalls im Fokus der Erforschung moglicher Modifikationen zur Steigerung der Ero-
sionsprotektivitit der Pellikel. Die positive Wirkung konnte beispielsweise durch Mundspiilun-
gen mit Extrakten der Blétter der wilden schwarzen Johannisbeere und wildem Oregano belegt
werden. Dazu wurden Schmelz-PK zur in-situ-Pellikelbildung getragen und anschlielend mit
Spiillosungen, hergestellt aus oben genannten Extrakten, gespiilt. Nach In-vitro-Inkubation der
PK in Salzsdure wurde die Calcium- und Phosphat-Freisetzung photometrisch gemessen. Hier-
fiir wurde die Reaktion zwischen Calcium und Arsenazo III bzw. Phosphat und Malachitgriin
ausgenutzt. Pellikelbehaftete PK ohne Modifikation fiihrten stets zu kleineren Werten hinsicht-
lich der Calcium- und Phosphatfreisetzung im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Pellikel. Die
Modifikation der Pellikel mit den Spiillosungen fiihrte zu noch héherer Sdureresistenz, wobei
insbesondere die Spiilung mit der Kombination aus wilder schwarzer Johannisbeere und wil-

dem Oregano den besten Schutz vor Demineralisation geboten hat [102].

Ebenfalls wurden Untersuchungen zum Einfluss verschiedener Ole auf die Pellikel und ihre
erosionsprotektiven Eigenschaften durchgefiihrt. Hierzu konnten lonta ef al. (2018) einen po-
sitiven Einfluss durch Palmdl nachweisen [52]. Vergleichsweise dazu zeigte die Anwendung
von 100%igem Olivendl keine Verbesserung der erosionsprotektiven Eigenschaften [107], die
Spiilung mit Disteldl fiihrte sogar zu einer Reduktion der erosionsprotektiven Eigenschaften
der Pellikel. Dies konnte u. a. am niedrigen Polyphenolgehalts des Disteldls oder seiner schwa-

chen Affinitdt zur Pellikel liegen [34].

In wissenschaftlichen Untersuchungen werden zur Imitation extrinsischer Séuren hiufig Zitro-
nensdurelosungen verwendet. Intrinsische Séureangriffe werden meist mittels der molekular
kleineren Salzsdure nachgeahmt [49]. Zur Messung der Erosion haben sich verschiedenste Me-
thoden, sowohl qualitativer als auch quantitativer Art, etabliert. Zu den quantitativen Methoden
gehoren u. a. die Messung der Calciumfreisetzung oder Bestimmung der Oberfldchenhirte nach
Saureangriff. Als qualitative Messmethoden werden meist mikroskopische Analysen durchge-
fuhrt. Hierbei ist zu erwéhnen, dass bestimmte Methoden wie z.B. das Messen der Calciumfrei-
setzung besser als Nachweis fiir leichte Demineralisationen dienen, das Messen des Oberflé-

chenprofils hingegen fiir schwerere Demineralisationen geeigneter ist [83].
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2.1.3 Spiillosungen

Die Mdglichkeit der mechanischen Plaquekontrolle ist bei Menschen mit Behinderungen oder
alten Menschen mit eingeschrinkten motorischen Fahigkeiten nicht immer gegeben. In solchen
Féllen kann eine chemische Plaquekontrolle mittels Mundspiillosungen indiziert sein, wenn-
gleich die chemische Plaquekontrolle nicht an die Effektivitit der mechanischen Plaquekon-
trolle herankommt [9]. Neben antibakteriellen Eigenschaften sind auch antierosive Eigenschaf-
ten von Mundspiilldsungen wiinschenswert. Daher stellt die Erforschung potentieller antierosi-
ver Substanzen, die auch in Spiilldsungen eingesetzt werden konnen, einen Schwerpunkt im

Bereich der priaventiven Zahnheilkunde dar.

Tanninsdiure

Tannine sind sekundére Pflanzenstoffe und gehoren der Gruppe der Polyphenole an. Poly-
phenole sind laut Definition aromatische Verbindungen mit mindestens zwei Hydroxygruppen
am aromatischen Bindungssystem. Man unterscheidet zwischen hydrolisierbaren Tanninen, die
z.B. zu Glukose oder anderen mehrwertigen Alkoholen hydrolisiert werden kénnen, und kon-
densierten Tanninen, die bereits polymere Verbindungen aus Flavan-Gruppen sind [56]. Tan-
nine sind in Pflanzen wie z.B. Eichen und Kastanien und in Pflanzengallen weit verbreitet.
Kondensierte Formen kommen als Nahrungsmittel hdufig in Friichten, Tee, Bier und Wein vor
[21]. Sie sind bekannt fiir I[hre adstringierende Wirkung, die man u.a. beim Weingenuss wahr-

nimmt [81].

In der Zahnmedizin sind antikariogene Eigenschaften von Polyphenolen bereits vielfach belegt
[20]. Einige Proteine, die in der Pellikel vorkommen, haben eine hohe Affinitit zu Polypheno-
len. Zu diesen Proteinen zdhlen prolinreiche Proteine, Amylase, Histatin und Cystatin. Aus der
Reaktion zwischen diesen Proteinen und den Polyphenolen fallen unldsliche Komplexe in der
Pellikel aus. Infolgedessen ist die Pellikel widerstandsfdhiger und sdureresistenter. Bei trans-
missionselektronenmikroskopischer Betrachtung erscheint die Pellikel nach einer Polyphenol-
behandlung elektronendichter [7,20]. Verschiedene polyphenolhaltige Pflanzenextrakte wur-
den hinsichtlich ihrer méglichen antierosiven Effekte auf die Pellikel untersucht. Wie oben er-
wihnt haben Spiillosungen mit Extrakten der wilden schwarzen Johannisbeere und wildem Ore-
gano zur Steigerung der Erosionsprotektivitit der Schmelzpellikel gefiihrt [102]. Im Gegensatz
dazu konnten Hertel ef al. (2016) nach 1-miniitiger /n-situ-Pellikelbildung auf Schmelzpriif-

korpern, einer Spiilung mit /nula-viscosa-Tee und anschlieBender Salzsédure-Behandlung weder
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eine Reduktion der Calcium- und Phosphatfreisetzung noch einen saureprotektiven Effekt mit-

tels transmissionselektronenmikroskopischer Analyse feststellen [46].

Tanninsiure ist ein Ester aus Glukose, Gallussdure und 3-Galloylgallussdure und gehort der
Gruppe der hydrolysierbaren Tannine an. Sie ist als gesundheitsforderliche Substanz in unter-
schiedlichen Medizinbereichen Gegenstand der Forschung [56]. Antimikrobielle, antioxidative
und antivirale Eigenschaften konnten bereits nachgewiesen werden [59]. Erste Untersuchungen
zur Beeinflussung der erosionsprotektiven Eigenschaften der Pellikel mittels Tanninsdure fiihr-
ten Yu et al. (1995) durch. Sie bestimmten die durch Sdureangriff mit Perchlorsdure freigesetzte
Calcium-Menge mit Hilfe eines Atomabsorptionsspektrometers. Allerdings hat vor Behand-
lung mit der Tanninsdureldsung keine Pellikelbildung stattgefunden. Nichtsdestotrotz fiihrten
Behandlungen der Schmelzpriitkdrper mit reiner Tanninsdureldosung, und insbesondere die
Kombination aus Tanninsdure und Fluorid, zu einer geringeren Calciumfreisetzung im Ver-
gleich zur Kontrolle [113]. Die Modifikation pellikelbehafteter (in-sifu) Schmelzpriifkérper mit
einer Tanninsdurelosung wurde durch Hertel et al. (2017) untersucht. Hier kam es ebenfalls zu
einer signifikanten Reduktion der Calcium- und Phosphatfreisetzung nach Inkubation in Salz-
sdurelosungen mit drei verschiedenen pH-Werten (pH 2,0; pH 2,3; pH 3,0) im Vergleich zu
Priifkdrpern mit einer unbehandelten Pellikel [47]. Ahnliche Untersuchungen mit Dentinpriif-
korpern als Substrat wurden noch nicht durchgefiihrt. Lediglich die Modifikation der Dentin-
pellikel mittels Griintee-Extrakten wurde bislang untersucht. Nach einer 12-stiindigen Pellikel-
bildungszeit wurden die palatinal gelegenen Dentinpriitkorper einer Spiilung mit Griintee un-
terzogen. Dies fiihrte zu einer Reduktion der Demineralisation, induziert durch in-vitro Eintau-

chen in Coca-Cola, im Vergleich zur Kontrollgruppe [57].

Als Nachteil an der Verwendung polyphenolhaltiger Mundspiillosungen ist eine reversible,
extrinsische Verfarbung der Zéhne anzusehen, die aufgrund von Reaktionen zwischen den an-
ionischen Polyphenolen und Kationen aus Mundpflegeprodukten, die an die Zahnoberfldche

adhirieren, zustande kommen kann [75,101].

Hopfen

Hopfen (Humulus lupulus) gehort der Familie der Hanfgewédchse an. Seine Bliiten lassen sich
in weiblich und méannlich unterscheiden, wobei zur Weiterverarbeitung meist die weiblichen
Bliiten verwendet werden [71]. Zanoli et al. (2005) haben phytochemische Analysen der Hop-
fenbliiten durchgefiihrt, die folgende Inhaltsstoffe hervorbrachten: alpha-Séuren und beta-Séu-
ren (meist Humulone und Lupulone, insgesamt 15-25%), Chalkone, kondensierte Tannine (2-

4%y, dtherische Ole (1%), Phenolsduren, Flavonoide, Aminosiuren und natiirliche dstrogene
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Substanzen [116]. Sowohl die in der Hopfenbliite enthaltenen kondensierten Tannine, als auch
die Flavonoide sind Polyphenole. Deshalb kommt Hopfen als potentielle Substanz mit antika-
riogenen bzw. antierosiven Effekten (siehe Abschnitt Tanninsdure fiir Mechanismen) auf die
Pellikel in Frage. Dem alkoholischen Getrénk Bier verleihen die alpha- und beta-Séduren sein
spezifisches Aroma und den bitteren Geschmack [90]. Auch als Arzneimittel wird Hopfen ver-
wendet und bereits seit vielen Jahrhunderten in der traditionellen Medizin eingesetzt. Wissen-
schaftlich belegt wurden bislang antioxidative, antimikrobielle und antikanzerogene Wirkun-

gen der Hopfenbliitenextrakte [117].

Die Zahnmedizin betreffend wurde in einer Studie der Einfluss von Hopfen auf die oralen Strep-
tokokken Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius und Streptococcus sanguis unter-
sucht. Hierbei konnte nachgewiesen werden, dass sdmtliche getesteten Hopfen-Bestandteile
(beta-Saure, Xanthohumol (Chalkon), tetra-iso-alpha-Séaure und alpha-Séure) in-vitro antimik-
robiell gegen orale Streptokokken wirken [8]. Tagashira et al. (1997) konnten in-vitro eine In-
hibition der zelluldren Adhirenz von Streptococcus mutans und Streptococcus sobrinus durch
Polyphenole, die aus Blattern der Hopfenbliite gewonnen wurden, nachweisen. Auch eine Re-
duktion der Glykosyltransferase-Aktivitit konnte nachgewiesen werden. Dies filihrte bei den
Versuchen zu einer verminderten Glukan-Synthese. Eine Korrelation zwischen verminderter
Glukan-Synthese und der verminderten zelluldren Adhdrenz wird von den Autoren vermutet
und liegt nahe [89]. Eine in-vivo-Studie zum Einfluss von Hopfen auf die Biofilm-Bildung
zeigte, dass die durchschnittliche Plaquemenge signifikant reduziert wird, wenn tiber drei Tage
taglich fiinf Mal mit einer 0,1%igen Hopfenpolyphenol-Losung gespiilt wird. Gleichzeitig war
die Streptococcus-mutans-Anzahl in der Plaque im Vergleich zur Kontrollgruppe, die mit ge-

farbtem destilliertem Wasser gespiilt hat, ebenfalls signifikant niedriger [85].

Im Rahmen einer in-sifu-Studie wurde die Beeinflussung der erosionsprotektiven Eigenschaf-
ten der Pellikel durch eine wissrige Hopfenlosung (pH 4,7) untersucht. Hierbei zeigte eine ras-
terelektronenmikroskopische Analyse der PK nach In-situ-Pellikelbildung (30 min; 2 h; 6 h),
Spiilung mit der Hopfenldsung und 60-sekiindiger Inkubation in Salzséure eine reduzierte De-
mineralisation verglichen mit der Kontrollgruppe (Wasser). In einer anderen Studie fiihrte die
4-miniitige Behandlung eines pellikalbehafteten (in-vitro gebildet mit humanem Speichel)
Schmelzpriitkorpers mit Bier des Herstellers Carlsberg trotz seines sauren pH-Wertes (pH 4,2)
nicht zu einer Reduktion der Oberflachenhirte [67]. Moglicherweise waren Hopfenbestandteile

des Bieres fiir die erosionsprotektiven Effekte verantwortlich.
Studien zur Modifikation der Dentinpellikel mit Hopfen-Extrakten fehlen bislang génzlich.
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Fluorid- und Zinnverbindungen

RegelmifBiges Zdhneputzen mit fluoridhaltiger Zahnpasta ist die am meisten verbreitete Mal3-
nahme zur Kariespravention. Seit den 1930er Jahren werden Fluoride zur Verhinderung von
Karies untersucht. Eine Vielzahl an Studien konnten karieshemmende Wirkungen belegen, so-
dass dieser positive Effekt unbestritten ist [100]. Man geht bei der topischen Fluoridanwendung
insgesamt von mehreren Mechanismen aus, die synergistisch kariespraventiv wirken: Dazu ge-
horen unter anderem die Bildung einer Calciumfluoriddeckschicht (Fluoridreservoir) auf der
Zahnoberfldche, die Substitution von Hydroxylapatit durch schwerer 16slicheres Fluorapatit
und die Hemmung des bakteriellen Stoffwechsels [82]. Die beiden erstgenannten Mechanismen
haben vermutlich auch das Potential antierosiv zu wirken. So konnten Hove et al. (2008) signi-
fikante erosionsprotektive Effekte auf die in-situ gebildete Pellikel nach Anwendung der Fluo-
ridverbindungen Titanfluorid oder Zinnfluorid nachweisen. Die Spiilung mit Natriumfluorid

hingegen zeigte keine erosionsprotektive Wirkung [50].

Zinnhaltige Agenzien und ihre erosionsprotektiven Einfliisse auf den Schmelz wurden bereits
Ende der 1940er Jahre durch van Huysen et Muhler (1948) und Ericsson (1950) untersucht
[18,96]. An diese Studien schlossen sich weitere Untersuchungen zu antierosiven Eigenschaf-
ten der Zinnverbindungen an, die allesamt positive Effekte nachwiesen [2,18,24,58]. Die Be-
handlung von Schmelz und Dentin in Versuchen mit Zinnverbindungen fiihrten stets zu einer
niedrigeren Loslichkeit des Hydroxylapatits [24,58]. Ganss et al. (2010) zeigten im Rahmen
einer in-situ-Studie mit 24 Probanden signifikant niedrigere Substanzverluste an Schmelz- und
Dentinpriifkdrpern nach Spiilung mit einer zinnchloridhaltigen Spiillosung (Fluorid- und Zinn-
konzentration dquivalent zu EZP) und Sdureangriff mit 0,05 M Zitronensédure (pH 2,3) im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe (ohne Zinn und Fluorid; pH 7) und einer reinen Natriumfluorid-Spiil-
16sung (500 ppm Fluorid) [24]. Auch eine in-vitro-Untersuchung an Dentinpriifkdrpern ohne
Pellikelbildung zeigte eine signifikante Reduktion des oberflichlichen Substanzverlustes nach
Behandlung mit Zinnfluorid oder Zinnchlorid [25]. Bei einer vergleichenden Untersuchung
stellte sich Zinnfluorid (500 ppm Fluorid) als protektivste Variante neben Natriumfluorid
(500 ppm Fluorid), Natriumfluorophosphat (500 ppm Fluorid), Aminfluorid (500 ppm Fluorid)
und Zinnchlorid (1563 ppm Zinn) heraus [58].

Matrix-Metalloproteinasen (MMP) spielen im Karies- und Erosionsprozess des Dentins ver-
mutlich eine wichtige Rolle. Sie kénnen zur Degeneration von Dentin fiihren, indem sie im
Dentin enthaltenes Kollagen Typ I hydrolisieren. Ein Angriffspunkt zur Verhinderung von

Zahnhartsubstanzverlusten im Dentin ist moglicherweise die Inhibition von MMPs. Die
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inhibitorische Wirkung von Chlorhexidin und Griinteeextrakten auf MMPs ist bereits wissen-
schaftlich belegt [68]. Cvikl et al. (2018) konnten eine Inhibition von MMPs auch durch Zinn-
Ionen nachweisen [13]. Dies zeigt, dass Zinn moglicherweise auch durch die Beeinflussung
von MMPs antierosiv wirkt. Weiterhin fithrten Behandlungen mit Zinnfluorid und Zinnchlorid
nachweislich zur Prizipitation von zinnhaltigen Verbindungen auf Schmelzoberfldchen [4,17].
Dies konnte einen weiteren Ansatz fiir die Erklarung der erosionsprotektiven Wirkung zinnhal-

tiger Substanzen darstellen.

Zu den karies- und erosionspriventiven Inhaltsstoffen der kommerziell erhaltlichen Mundspii-
lung Elmex Zahnschmelz Professional (EZP; CP GABA GmbH, Hamburg, Deutschland), ge-
horen Olafluor und Natriumfluorid in einer Gesamtkonzentration von 500 ppm Fluorid, sowie

Zinnchlorid in einer Konzentration von 800 ppm Zinn.

2.2 Ziel der Arbeit / Fragestellung

In der Vergangenheit war die Dentinpellikel nur selten Gegenstand der intraoralen Biofilm-
Forschung. Die meisten Untersuchungen zur Dentinpellikel beschrinken sich auf die erosions-
protektiven Eigenschaften und brachten widerspriichliche Ergebnisse hervor. Dadurch bleibt
die Hypothese, dass die Dentinpellikel Schutz vor Sdureangriffen gewéhrt, weiterhin unbesta-
tigt. Ziel dieser Arbeit war es den Erosionsprozess auf pellikelbehaftetem Dentin mittels der
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) zu untersuchen und zu eruieren, ob die Modifika-
tion der Pellikel mittels Tanninsdure- oder Hopfenlosung zu einer Verbesserung ihrer antiero-
siven Eigenschaften fiihrt. Als Negativkontrolle diente steriles Wasser und als Positivkontrolle
das Préaparat Elmex Zahnschmelz Professional, dessen Fluorid- und Zinnbestandteile nachweis-

lich erosionsprotektiv sind.
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3 Material und Methode
3.1 Probanden

An der vorliegenden Studie nahmen insgesamt drei Probanden im Alter von 26 bis 30 Jahren
teil. Die Probanden (2 weiblich, 1 ménnlich) waren Nichtraucher und wurden vor Studienbe-
ginn zahnmedizinisch im Hinblick auf karidse Lésionen und Parodontalerkrankungen unter-

sucht. Im Anschluss an die Untersuchung erfolgte eine Aufklarung tiber die Studie.

Folgende Kriterien fiihrten zum Ausschluss von der Studie: aktives Rauchen, Vorhandensein
karioser oder parodontaler Lasionen, allgemeinmedizinische Erkrankungen oder Medikamen-

teneinnahme, die die SpeichelflieBrate oder -zusammensetzung beeinflussen.

Eine Zustimmung der Ethikkommission der Arztekammer des Saarlandes (Kenn.-Nr. 238/03,

2016) lag vor Durchfiihrung der Studie vor.

3.2 Priifkorper

In der vorliegenden Studie wurden Bruch-PK aus Wurzeldentin verwendet [6], um unbehan-
delte Dentinoberfldchen untersuchen zu kdnnen. Das Vorgehen zur Herstellung dieser PK wird
im Folgenden erklirt: Die Wurzeln von bovinen Unterkieferfrontzahnen dienten als Ausgangs-
material fiir die Herstellung der Bruch-Priparate. Wurzeln mit diinnen Dentinwénden und gro-
em Pulpencavum wurden aussortiert, da eine ausreichende Dentinstarke fiir die Priifkdrper-
herstellung benotigt wurde. Bei geeigneten Wurzeln wurden von koronaler Seite zwei bis drei
Scheiben mit einer Dicke von ca. 3 mm abgetrennt (Trennschleifmaschine Woco 50, Conrad
GmbH, Clausthal-Zellerfeld, Deutschland). Aus diesen Scheiben wurden durch Drittelung oder
Viertelung an eben dieser Trennschleifmaschine wiederum bis zu 4 PK in ihrer Rohfassung
gewonnen. Pulpareste, Pradentin, Wurzelzement und Manteldentin wurden an einem Schleif-
gerdt (Phoenix 3000 Variable Speed Grinder-Polisher, Illinois, USA) mit abrasivem Papier in
der Kornung 120-400 Grit (Waterproof Silicon Carbide Paper, Struers GmbH, Willich,
Deutschland) entfernt. AnschlieBend wurden die PK in eine rechteckige Form (ca. 3 x 3 mm)
zugetrimmt (Abb. 1a) und mit einer Diamantscheibe eine Bruchkerbe in Richtung der urspriing-
lichen Langsachse der Wurzel (Dynex Brillant 20 x 0,2mm, Renfert, Hilzingen, Deutschland)
unter Wasserkiihlung reingeschliffen (Abb. 1b). Die Unterkieferfrontzédhne, die fertigen PK,
sowie alle Zwischenstufen wurden stets in 0,1%iger Thymollosung (Apotheke des
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Universititsklinikums des Saarlandes, Homburg, Deutschland) bei 4 °C gelagert. 24 h vor der
In-situ-Pellikelbildung wurden die PK gereinigt. Dies geschah nach folgendem Protokoll: Ein-
legen der PK in ein mit 3%iger NaOCl-Losung (Natriumhypochlorit-Lésung 3% DAC 500ml,
Hedinger, Stuttgart, Deutschland) gefiilltes Schélchen; Spiilung der PK mit VE-Wasser (Voll-
entsalztes Wasser); Ultraschallbad in VE-Wasser fiir 2 min; Einlegen der PK fiir 15 min in
70%igem Isopropylalkohol. Die ungebrochenen, gereinigten PK-Rohlinge lagerten dann bei
4 °C fiir 24 h in sterilem Wasser (Ampuwa, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)
zur Rehydrierung. Vor Montage der PK auf individuelle Trageschienen, wurden die Rohlinge
mit Hilfe von zwei chirurgischen Nadelhaltern nach Mathieu entlang der Bruchkerbe gebro-

chen. Beide daraus resultierenden Hélften wurden dann als finale PK verwendet (Abb. 1c¢).
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AulBenseite

Priifkérperrohling im Querschnitt
(vor Setzen der Bruchkerbe)

Innenseite

b)

(mit Bruchkerbe)

|Sollbruchstelle Priifkdrperrohling im Querschnitt

Bruchfliche Bruchfliche

Finale Priifkorper
(vor Montage auf Trageschiene)

d)

Pellikel

Priifkérper nach Pellikelbildung

Pellikel

Priifkérper nach Pellikelbildung
(Ansicht von schrig oben)

Abb. 1: Priifkdrperskizze. a) Priifkdrper-Rohling vor Setzen der Bruchkerbe b) Priifkdrperrohling mit Bruch-
kerbe c) Priifkérper nach dem Brechen d) Priifkorper nach Pellikelbildung im Querschnitt e) Priifkdrper nach
Pellikelbildung (Ansicht von schriag oben)
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3.3 Spiillésungen und Erosionsagens

Zur Herstellung der Tanninsdurelosung diente ein hochmolekulares Tanninséurepulver (Sigma-
Aldrich, Taufkirchen, Deutschland). Die 1%ige Tanninsdurelésung wurde mit 0,1 g des Tan-
ninsdurepulvers angesetzt, welches mit sterilem Wasser auf 10 ml aufgefiillt wurde. Zur besse-
ren Durchmischung wurde ein Reagenzglasschiittler (Model G-560E, Serial #269686, Scienti-
fic Industries Inc., Bohemia, N.Y., USA) eingesetzt.

Die 1%ige Hopfenlosung wurde durch die Firma Flavex, Rehlingen-Siersburg, Deutschland,

hergestellt und wurde unverdiinnt eingesetzt.

Als Positivkontrolle diente die in der Drogerie verfiigbare zinnchlorid- und fluoridhaltige
Mundspiillosung Elmex Zahnschmelz Professional (CP GABA GmbH, Hamburg, Deutsch-

land), die ebenfalls unverindert eingesetzt wurde.
Die Negativkontrolle erfolgte durch Spiilung mit sterilem Wasser.

Zur Herstellung der 1%igen Zitronensaureldsung, die als Erosionsagens diente, wurde Zitro-
nensdure-Monohydrat in Kristallform verwendet. Angesetzt wurde die Zitronensdureldsung mit

0,11 g Zitronensdure-Monohydrat, welches mit sterilem Wasser auf 10 ml aufgefiillt wurde.

Die verwendeten Spiilldsungen und das Erosionsagens wurden 24 h vor Versuchsdurchfiihrung
angesetzt und in einem 50-ml-Falconr6éhrchen bei 4 °C gelagert. In Tabelle 1 sind alle Testlo-

sungen mit ihren pH-Werten aufgelistet.

Tabelle 1 pH-Werte der Testlosungen

Testlosung pH-Wert
Steriles Wasser 5.5
Tanninsdurelosung 1%ig 2,9
Hopfenlosung 1%ig 24
Elmex Zahnschmelz Professional 4,5
Zitronensdurelosung 1%ig 2,2
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3.4 Versuchsablauf

Je Proband wurden zwei individuelle Trageschienen aus Kunststoff hergestellt, um Dentin-PK
im Seitenzahnbereich des 1. und 2. Quadranten zur /n-situ-Pellikelbildung zu fixieren (Abb. 2).
Bevor der finale Dentin-PK mittels diinnflieBendem A-Silikon (President light body,
Colténe/Whaledent GmbH und Co.KG, Langenau, Deutschland) auf der Schiene montiert wer-
den konnte, wurde diese zur besseren Retention des Silikons bukkal perforiert (Abb. 2). Vor
den Tragezeiten wurde eine 2-stiindige Nahrungskarenz eingehalten und die Zéhne 30 min vor
Einsetzen der Schienen ohne Zahnpasta gereinigt. Pellikelbildungszeiten von 3 min und 2 h
wurden eingehalten, wihrend auf Mundhygienetétigkeiten und Nahrungskonsum verzichtet

wurde.

Abb. 2: Modell mit individueller Trageschiene und montierten Priifkdrpern

Nach erfolgter Pellikelbildung (Abb. 1d und 1e) wurde die Mundhéhle fiir 30 s mit 10 ml einer
der oben beschriebenen Spiillosungen gespiilt (Abb. 3).
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Die PK wurden anschlieBend mit einer Pinzette von den Schienen entnommen und mittels Was-
serstrahl (VE-Wasser) von losen Speichelresten befreit. Ferner wurde jeder zweite PK ex-situ

mit 5 pl der 1%igen Zitronensdurelosung in einem Fach einer Mikrotiterplatte erodiert (Abb. 3).

3 Probanden, insgesamt 48 Dentin-Priifkorper (n=48)

3 Minuten in-situ Pellikelbildung (n=24) 2 Stunden in-situ Pellikelbildung (n=24)

Versuch I: Versuch II: Versuch III: Versuch IV:
Spiilung mit Wasser Spiilung mit 1%iger Spiilung mit 1%iger Spiilung mit Elmex
(Negativkontrolle, Tanninséurelosung Hopfenlosung (n=12) Zahnschmelz
n=12) (n=12) Professional
(Positivkontrolle,
n=12)
Erosion mit Erosion mit Erosion mit Erosion mit
Zitronensédure Zitronenséure Zitronensdure Zitronensaure
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

TEM-Analyse und Auswertung der Bilder

Abb. 3: Flussdiagramm zum Versuchsablauf

3.5 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

3.5.1 Fixierung und Osmierung der Priifkdrper

Nach Versuchsdurchfiihrung wurden die pellikelbedeckten Dentinproben fixiert, indem sie bis
zu ihrer Weiterverarbeitung in einem 2-ml-Eppendorf-Reaktionsgefd3 (Eppendorf Tubes, Ep-
pendorf AG, Hamburg, Deutschland) mit 1 ml TEM-Fixierlosung, bestehend aus 1% Glutaral-
dehyd, 1% Paraformaldehyd und 0,1 M Cacodylatpuffer, bei 4 °C gelagert wurden. Im ersten
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Schritt der Weiterverarbeitung wurden die PK fiir 24 h in 0,1 M Cacodylatpuffer gelegt. An-

schlieBend wurden die pellikelbedeckten PK mit Osmiumtetroxid nachfixiert.

3.5.2 Entwisserung und Einbettung der Priifkorper

Die Einbettung der PK erfolgte an drei aufeinanderfolgenden Tagen. Am ersten Tag wurden
die PK mittels Ethanol (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland) in aufstei-
genden Konzentrationen von 50% bis 100% und Aceton dehydratisiert und tiber Nacht in einem
Gemisch aus Araldit CY212 (Agar Scientific Ltd, Essex, United Kingdom), 2-Dodecenylbern-
steinsdureanhydrid (DDSA) (Agar Scientific Ltd, Essex, United Kingdom), 2,4,6-Tris(dime-
thylaminomethyl)phenol (SERVA Electrophoreses GmbH, Heidelberg, Deutschland) und Ace-
ton gelagert. Am darauffolgenden Tag wurden die PK in ebendiesem Gemisch umgesetzt. Am
dritten Tag wurden die Préparate einem acetonfreien Araldit-Gemisch zugefiihrt und schlieB3-
lich mit Hilfe einer quaderformigen Silikonform in Araldit eingebettet. Zur Polymerisation des

Araldits wurde die Silikonform fiir zwei Tage bei 65 °C im Brutschrank gelagert.

3.5.3 Herstellung der Ultradiinnschnitte

Die auspolymerisierten Araldit-Quader wurden an der Schleifmaschine bis zur Freilegung der
zur untersuchenden Priifkdrperebene zugetrimmt und poliert. Mithilfe eines Ultramikrotoms
(Ultracut Leica EM UC7, Wetzlar, Deutschland) mit Diamantmesser (Microstar 45 °, Plano
GmbH, Wetzlar, Deutschland) wurden Ultradiinnschnitte mit einer Dicke von ca. 65 nm erstellt
und auf ein mit einem Pioloform-Film iiberzogenes Kupfer-Netzchen (Grid) mit den Maflen 1
x 2 mm (Plano GmbH, Wetzlar, Deutschland) iibertragen. Im Anschluss fand eine Kontrastie-
rung der Ultradiinnschnitte mit UranyLess (Delta Microscopies, Mauressac, Frankreich) und

Bleicitrat (Merck, Darmstadt, Deutschland) statt.

3.5.4 Transmissionselektronenmikroskopie, Bildaufnahme und -analyse

Die Proben wurden mit einem Transmissionselektronenmikroskop (Tecnai 12, FEI, Eindhoven,
Niederlande) unter VergroBerungen zwischen 1000- und 98000-fach untersucht. Dazu diente
das Bildanalyseprogramm iTEM (Olympus Soft Imaging Solutions, Olympus, Tokio, Japan).
Von charakteristischen Ausschnitten wurden Bildschirmfotos erstellt und Lingenmessungen

von der Pellikeldicke und Demineralisationszone durchgefiihrt. Weiterhin wurde die Pellikel
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hinsichtlich ihrer Struktur, Kontinuitit, adhdrenter Bakterien und weiterer Besonderheiten, wie

z.B. das Vorhandensein von Epithelzellen, bewertet.
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4 Ergebnisse
4.1 Versuchl

4.1.1 Spiilung mit sterilem Wasser ohne in-vitro Sdureangriff

Versuch I wurde mit sterilem Wasser als Spiillosung durchgefiihrt und diente als Negativkon-
trolle. Insgesamt stellte sich nach einer Pellikelbildungszeit von 3 min eine bakterienfreie, dis-
kontinuierlich verlaufende Pellikel mit Stirken von bis zu 340 nm dar (Abb. 4 und Abb. 5). Es
konnten sowohl granulér als auch globulér strukturierte Proteinagglomerate nachgewiesen wer-
den. Die Wiénde der Dentintubuli waren stellenweise ebenfalls mit Proteinagglomeraten behaf-

tet (Abb. 6).

Abb. 4: 3min-Dentinpellikel nach Spiilung mit Wasser. Einzelne Proteinagglomerate (Kreis) sind
an der Dentinoberfliche zu erkennen. Darunter stellt sich eine verdichtete Dentinzone (V)
dar. A = Araldit; D = intaktes Dentin; VergroBerung: 49.000-fach; Langenbalken = 500 nm
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Abb. 5: 3min-Dentinpellikel nach Spiilung mit Wasser. Einzelne elektronendichte Proteinagglo-
merate (Kreis) sind innerhalb der Dentinpellikel (P) zu erkennen. A = Araldit; D = intaktes Den-
tin; VergrofBerung: 49.000-fach; Langenbalken = 500 nm

Abb. 6: 3min-Dentinpellikel nach Spiilung mit Wasser. Einzelne Proteinagglomerate (Kreis) sind
innerhalb der Dentinpellikel (P) zu erkennen. Eine diinne, elektronendichte Schicht aus peri-
tubuldrem Dentin (Pfeile) kleidet die Tubuluswand aus. A = Araldit; D = intaktes Dentin;
T = Dentintubulus; VergroBerung: 49.000-fach; Langenbalken = 500 nm
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Die zwei Stunden alte Pellikel stellte sich homogener dar und war kontinuierlich auf der ge-
samten untersuchten Dentinoberfliche, den Tubulus-Winden und Tubulus-Offnungen sichtbar
(Abb. 7 und Abb. 8). Die Pellikeldicke schwankte zwischen 160 nm und 2500 nm, und betrug
durchschnittlich ca. 500 nm. Die 2h-Pellikel der drei Probanden setzte sich meist aus zwei
Schichten zusammen. Basal war eine diinne, elektronendichte Schicht sichtbar (Abb. 7 und
Abb. 9). Darauf platzierte sich eine lose strukturierte Schicht mit granuldren und globuldren
Proteinagglomeraten (Abb. 10). Bakterien waren vereinzelt vorhanden und wurden ebenfalls in

Dentintubuli nachgewiesen (Abb. 9 und Abb. 11).

Abb. 7: 2h-Dentinpellikel nach Spiilung mit Wasser. Eine Pellikel (P) mit globulér-granulérer
Morphologie und elektronendichter Basisschicht (Pfeil) ist an der Dentinoberfliche zu erken-
nen. A = Araldit; D = intaktes Dentin; T = Dentintubulus; Vergroferung: 30.000-fach; Langen-
balken = 500 nm
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Abb. 8: 2h-Dentinpellikel nach Spiilung mit Wasser. Eine Pellikel (P) mit globulér-granulérer
Morphologie ist am Tubuluseingang (T) und an der Dentinoberfliche zu erkennen. A = Araldit;
D = intaktes Dentin; Vergroferung: 30.000-fach; Langenbalken = 500 nm

Abb. 9: 2h-Dentinpellikel nach Spiilung mit Wasser. Eine Pellikel mit elektronendichter Basis-
schicht (Pfeile) ist an der Dentinoberflédche zu erkennen. Ein Bakterium (B) ist in den oberen
Tubulus (T) penetriert. A = Araldit; Vergroferung: 6.800-fach; Langenbalken = 2000 nm
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Abb. 10: 2h-Dentinpellikel nach Spiilung mit Wasser. Eine Pellikel (P) mit globulér-granulérer

Morphologie ist an der Dentinoberfliche zu erkennen. A = Araldit; D = intaktes Dentin; Vergro-
Berung: 49.000-fach; Langenbalken = 500 nm
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Abb. 11: 2h-Dentinpellikel nach Spiilung mit Wasser. Eine Pellikel (P) ist an der Dentinober-
flache und am Tubuluseingang erkennbar. Bakterien (B) penetrieren den Tubluseingang (T).
D = intaktes Dentin; VergroBerung: 30.000-fach; Langenbalken = 500 nm
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4.1.2 Spiilung mit sterilem Wasser und in-vitro Sdureangriff

Der Sdureangriff mit 1%iger Zitronensdure hinterlief auf jedem untersuchten PK der Kontroll-
gruppe eine Demineralisationszone. Die 3min-Pellikel aller Probanden war stellenweise disso-
ziiert und heterogen mit Schichtstirken zwischen 0 nm und 300 nm verlaufend (Abb. 12 bis
Abb. 14). Es konnten Erosionstiefen bis zu 1400 nm nachgewiesen werden, durchschnittlich

war die Demineralisationszone jedoch ca. 400 nm breit (Abb. 12 bis Abb. 14).

Abb. 12: 3min-Dentinpellikel nach Spiilung mit Wasser und in-vitro Saureangriff. Einzelne Pro-
teinagglomerate (P) sind an der Dentinoberfliche zu erkennen. Die Dentinoberfliche setzt sich
aus einer dufleren Demineralisationszone (*) und einer darunterliegenden verdichteten Zone
(Pfeile) zusammen. D = intaktes Dentin; VergroBerung: 13.000-fach; Langenbalken = 1000 nm
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Abb. 13: 3min-Dentinpellikel nach Spiilung mit Wasser und in-vitro Saureangriff. Der Sédurean-
griff hinterlésst eine ausgepragte Demineralisationszone (*) an der Dentinoberfliche. Einzelne
Proteinagglomerate (Kreis) sind auf der demineralisierten Dentinoberflache zu erkennen. Hydro-
xylapatit-Kristallite (K) prizipitieren am Ubergang zwischen intaktem Dentin (D) und demine-
ralisiertem Dentin (*). VergroBerung: 98.000-fach; Langenbalken = 200 nm

Abb. 14: 3min-Dentinpellikel nach Spiilung mit Wasser und in-vitro Séureangriff. Innerhalb der
breiten Demineralisationszone (*) sind die Hydroxylapatit-Kristallite (Kreis) insbesondere im
basalen Anteil erkennbar. Eine schwach sichtbare Pellikel (P) grenzt an die Demineralisations-
zone (*). D = intaktes Dentin; VergroBBerung: 49.000-fach; Langenbalken = 500 nm
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Die durchschnittliche Dicke der 2h-Pellikel nach Saureangriff war mit ca. 300 nm etwas gerin-
ger im Vergleich zur 2h-Pellikel ohne Séureangriff. Die Pellikel war bei allen Probanden kon-
tinuierlich verlaufend und stets granulir-globulér strukturiert (Abb. 15 bis Abb. 17). Die durch-
schnittliche Stirke der Demineralisationszone betrug ca. 300 nm. Einzelne Bakterien konnten

in der 2h-Pellikel nachgewiesen werden (Abb. 17).

Abb. 15: 2h-Dentinpellikel nach Spiilung mit Wasser und in-vitro Sdureangriff. Es ist eine Pel-
likel (P) mit globuldr-granuldrer Morphologie an der Dentinoberfliche erkennbar. Innerhalb der
Demineralisationszone (*) kommen nadelformige Hydroxylapatit-Kristallite (Kreis) mit einer
Lange von ca. 60 nm vor. Die Verteilung dieser Kristallite ist randomisiert. D = intaktes Dentin
Vergroflerung: 49.000-fach; Langenbalken = 500 nm
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Abb. 16: 2h-Dentinpellikel nach Spiilung mit Wasser und in-vitro Sdureangriff. Es ist eine Pel-
likel (P) mit globulér-granulérer Morphologie an der Dentinoberflache zu erkennen. Die wolken-
artig strukturierte Demineralisationszone (*) besteht aus einem Kollagenfibrillen-Netzwerk.
Hydroxylapatit-Kristallite (K) sind innerhalb der Pellikel und im Grenzbereich zwischen intak-
tem Dentin (D) und demineralisiertem Dentin (*) ersichtlich. Vergroferung: 68.000-fach; Léan-
genbalken = 200 nm
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Abb. 17: 2h-Dentinpellikel nach Spiilung mit Wasser und in-vitro Sdureangriff. Es ist eine Pel-
likel (P) mit granuldrer Morphologie auf Dentin (D) erkennbar. Die wolkenartig strukturierte
Demineralisationszone (*) besteht aus einem Kollagenfibrillen-Netzwerk. Ein Bakterium (B) ist
in den Dentintubulus (T) penetriert. Vergroferung: 23.000-fach; Léngenbalken = 1000 nm
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4.2 Versuch II

4.2.1 Spiilung mit 1%iger Tanninsdaurelosung ohne in-vitro Saureangriff

Versuch II wurde mit 1%iger Tanninsdurelosung als Spiillosung durchgefiihrt. Die untersuch-
ten Préparate mit einer 3min-Pellikel wiesen Pellikelstdrken von 50 nm bis 400 nm auf (Abb.
18 bis Abb. 20). Die Pellikel verlief diskontinuierlich und war in ihrer Struktur sehr different.
Die Probanden wiesen in den meisten Féllen eine granulidr-globulér strukturierte Pellikel mit
Proteinagglomeraten auf (Abb. 18 bis Abb. 20). Im Vergleich zur Kontroll-Pellikel (Versuch I)
wies die Pellikel nach Spiilung mit Tanninsdure tendenziell eine hohere elektronendichte sowie
eine hohere Dicke auf. Es konnten Demineralisationen an PK-Oberflachen aller Probanden be-
obachtet werden. Diese Demineralisationszonen hatten eine Tiefe von 130 nm bis 420 nm
(Abb. 18 bis Abb. 20). Bakterien wurden sowohl im Dentintubulus (Abb. 21), als auch auf der
Dentinoberfliche (Abb. 22) identifiziert. Die elektronendichte Basisschicht war stellenweise

sehr gut erkennbar (Abb. 22).
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Abb. 18: 3min-Dentinpellikel nach Spiilung mit 1%iger Tanninséurelosung. Es ist eine Pellikel
mit Proteinagglomeraten (P) erkennbar. Die Demineralisationszone (*) hat keine konstante Ero-
sionstiefe. D = intaktes Dentin; VergroBerung: 30.000-fach; Langenbalken = 500 nm
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Abb. 19: 3min-Dentinpellikel nach Spiilung mit 1%iger Tanninsdureldsung. Es ist eine Pellikel
(P) mit granulér-globuldrer Morphologie erkennbar. Die Demineralisationszone (*) enthilt na-
delformige Hydroxylapatit-Kristallite (K). D =intaktes Dentin; Vergroferung: 49.000-
fach; Langenbalken = 500 nm

Abb. 20: 3min-Dentinpellikel nach Spiilung mit 1%iger Tanninséureldsung. Es ist eine Pellikel
(P) mit granuldr-globuldr Morphologie erkennbar. Die Demineralisationszone (*) enthélt nadel-
formige Hydroxylapatit-Kristallite (K). D = intaktes Dentin; VergroBBerung: 30.000-fach; Lén-
genbalken = 500 nm
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Abb. 21: 3min-Dentinpellikel nach Spiilung mit 1%iger Tanninséureldsung. Es sind einzelne
Proteinagglomerate (Pfeile) an der Dentinoberfliche und der Tubuluswand erkennbar. Bakterien
(B) haben den Dentintubulus (T) penetriert. D = intaktes Dentin; Vergroferung: 4.800-fach; Lén-
genbalken = 5000 nm

Abb. 22: 3min-Dentinpellikel nach Spiilung mit 1%iger Tanninséurelosung. Es stellt sich eine
Pellikel (P) mit deutlich sichtbarer elektronendichter Basisschicht (BS) und vereinzelten Pro-
teinagglomeraten (Kreis) dar. In der Mitte der Abbildung ist ein adhdrentes Bakterium (B) er-
kennbar. VergroBerung: 23.000-fach; Langenbalken = 1000 nm
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Die 2h-Pellikel wies eine durchschnittliche Pellikeldicke von ca. 600 nm auf. Die Pellikel stellte
sich stets als kontinuierlich verlaufende Schicht mit gemischt globuldren und granuldren Struk-
turen an der Dentinoberfldche dar (Abb. 23 bis 25). Die Dentinoberfliche zweier Probanden

war bis zu einer Tiefe von 620 nm demineralisiert (Abb. 23 und Abb. 25). Bakterien konnten

in der 2h-Pellikel aller drei Probanden nachgewiesen werden (Abb. 25)
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Abb. 23: 3min-Dentinpellikel nach Spiilung mit 1%iger Tanninséureldsung. Es ist eine Pellikel
(P) mit groBtenteils granuldrer Morphologie (Kreis) an der Dentinoberflache erkennbar. Die
Dentinoberfléche ist demineralisiert (*) und gut vom elektronendichteren, intakten Dentin (D)

abgegrenzt. Vergroflerung: 18.500-fach; Langenbalken = 1000 nm
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Abb. 24: 2h-Dentinpellikel nach Spiilung mit 1%iger Tanninsdureldosung. Die Aufnahme mit ho-
herer VergroBerung zeigt die aus vielen Proteinagglomeraten bestehende Pellikel (P) im Detail.
Die Pfeile zeigen auf die gut erkennbare elektronendichte Basisschicht der Pellikel. D = intaktes
Dentin; VergroBerung: 68.000-fach; Langenbalken = 200 nm

Abb. 25: 2h-Dentinpellikel nach Spiilung mit 1%iger Tanninséureldsung. Es ist eine Pellikel (P)
mit granuldr-globuldrer Morphologie und vielen Proteinagglomeraten (Kreis) erkennbar. Die De-
mineralisationszone (*) mit einer kontinuierlichen Erosionstiefe ist zwischen Pellikel (P) und in-
taktem Dentin (D) ersichtlich. Bakterienreste (B) sind im &uferen Teil der Pellikel eingebettet.
Vergroflerung: 49.000-fach; Langenbalken = 500 nm
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4.2.2 Spiilung mit 1%iger Tanninsdureldsung und in-vitro Sdureangriff

Nach Spiilung mit 1%iger Tanninsdurelésung und anschlieBendem Saureangriff mit 1%iger
Zitronensdure war an sdmtlichen 3min- und 2h-PK eine Demineralisationszone sichtbar. Diese
war bei den Préparaten mit einer 3min-Pellikel 120 nm bis 880 nm breit (Abb. 26 bis Abb. 28).
Priparate mit einer 2h-Pellikel hingegen wiesen niedrigere Erosionstiefen von 100 nm bis
400 nm auf (Abb. 29 bis Abb. 31). Bei hohen Vergroferungen waren elektronendichte, nadel-
formige Hydroxylapatit-Kristalle im Bereich der Demineralisationszone zu erkennen (Abb. 27
und Abb. 30). Die Pellikeldicken waren bei den 2h-Préparaten stets hoher als bei den 3min-
Priaparaten (Abb. 26 bis Abb. 31). Der Pellikelverlauf war nach einer 2-stiindigen Pellikelbil-
dungszeit kontinuierlich (Abb. 29 bis Abb. 31), im Gegensatz zu der diskontinuierlich verlau-
fenden 3min-Pellikel (Abb. 26 bis Abb. 28). Sowohl die 3min-PK als auch die 2h-PK hatten
eine Pellikel mit granulér-globuldren Proteinagglomeraten, ausgenommen der 3min-Pellikel ei-
nes Probanden. Diese bestand ausschlielich aus granuldr strukturierten Pellikelkomponenten
(Abb. 27). Bakterien konnten in den 2h-Pellikeln der Probanden nachgewiesen werden (Abb.
31).

Abb. 26: 3min-Dentinpellikel nach Spiilung mit 1%iger Tanninsdurelésung und in-vitro Séure-
angriff. Eine Pellikel (Pfeile) mit elektronendichter Basisschicht ist erkennbar. Die Erosionstie-
fen der Demineralisationszone (*) sind nicht einheitlich. Im linken Teil der Abbildung konnten
Erosionstiefen bis zu 400 nm, im rechten Teil der Abbildung bis zu 200 nm gemessen werden.
D = intaktes Dentin; Vergroferung: 23.000-fach; Langenbalken = 1000 nm
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Abb. 27: 3min-Dentinpellikel nach Spiilung mit 1%iger Tanninsdurelésung und in-vitro Séure-
angriff. Hydroxylapatit-Kristallite (Kreis) sind sowohl in der Demineralisationszone (*) als auch
in der Pellikel (Pfeile) nachweisbar. Sie haben eine nadelférmige Morphologie. D = intaktes
Dentin; VergroBerung: 49.000-fach; Langenbalken = 500 nm

Abb. 28: 3min-Dentinpellikel nach Spiilung mit 1%iger Tanninsdurelésung und in-vitro Séure-
angriff. Die Aufnahme zeigt einen Dentintubulus (T) mit einer Pellikel (Pfeile). Neben der Den-
tinoberflache ist auch die Tubuluswand demineralisiert (*). D = intaktes Dentin; VergroBBerung:
23.000-fach; Langenbalken = 1000 nm
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Abb. 29: 2h-Dentinpellikel nach Spiilung mit 1%iger Tanninséureldsung und in-vitro Séurean-
griff. Die Aufnahme zeigt eine verdichtete Pellikel (P) mit globulédrer und granulérer (Kreis) Mor-
phologie. Daneben ist die Demineralisationszone (*) und das intakte Dentin (D) erkennbar. Ver-
groBerung: 18.500-fach; Langenbalken = 1000 nm

Abb. 30: 2h-Dentinpellikel nach Spiilung mit 1%iger Tanninséurelésung und in-vitro Séurean-
griff. Die Aufnahme zeigt Proteinagglomerate (Kreis) in der Pellikel (P). Daneben ist die Demi-
neralisationszone (*) mit nadelférmigen Hydroxylapatit-Kristalliten (K) zu erkennen. Einige
Kristallite sind auch innerhalb der Pellikel sichtbar. D = intaktes Dentin; Vergroferung: 49.000-
fach; Langenbalken = 500 nm
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Abb. 31: 2h-Dentinpellikel nach Spiilung mit 1%iger Tanninséureldsung und in-vitro Séurean-
griff. Es ist eine verdichtete Pellikel (P) mit Proteinagglomeraten (Kreis) erkennbar. Innerhalb
der Pellikel sind Bakterien (B) eingebettet. D = intaktes Dentin; * = Demineralisationszone; Ver-
groBerung: 23.000-fach; Langenbalken = 1000 nm

4.3 Versuch III

4.3.1 Spiilung mit 1%iger Hopfenlosung ohne in-vitro Saureangriff

Versuch III wurde mit 1%iger Hopfenlosung als Spiillésung durchgefiihrt. Die Priparate mit
einer 3-miniitigen Pellikelbildungszeit und Spiilung mit 1%iger Hopfenldsung wiesen Pellikel
mit unregelmifBigen Dicken von 0 nm bis 250 nm auf. Die Proteinagglomerate waren von gra-
nuldrer Gestalt. Auch ohne expliziten Erosionsangriff konnte eine demineralisierte Dentin-

schicht mit einer maximalen Breite von 600 nm dargestellt werden (Abb. 32 bis Abb. 34).
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Abb. 32: 3min-Dentinpellikel nach Spiilung mit 1%iger Hopfenlosung. Es ist eine Pellikel
(Pfeile) mit elektronendichter Basisschicht an der Dentinoberfléche erkennbar. Innerhalb der De-
mineralisationszone (*) stellen sich dichte Ansammlungen von Hydroxylapatit-Kristalliten
(Kreis) dar. D = intaktes Dentin; VergroBerung: 30.000-fach; Langenbalken = 500 nm

Abb. 33: 3min-Dentinpellikel nach Spiilung mit 1%iger Hopfenldsung. Die in der Deminerali-
sationszone (*) befindlichen Hydroxylapatit-Kristallite (K) haben eine nadelférmige Struk-
tur. D = intaktes Dentin; Doppelpfeil = Pellikel; Vergroferung: 49.000-fach; Langenbal-
ken =500 nm
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Abb. 34: 3min-Dentinpellikel nach Spiilung mit 1%iger Hopfenlésung. Die Abbildung zeigt ei-
nen Tubuluseingang. Sowohl an der Dentinoberfléche, als auch an der Tubuluswand sind Pro-
teinagglomerate (Pfeile) zu erkennen. Die Demineralisationszonen (*) sind nur schwach sichtbar.
D = intaktes Dentin; Vergroflerung: 30.000-fach; Langenbalken = 500 nm

Die Priparate mit einer 2-stiindigen Pellikelbildungszeit und Spiilung mit 1%iger Hopfenlo-
sung wiesen eine durchgehende Pellikel mit einer Dicke von 100 nm bis 600 nm auf. Die Pel-
likel setzte sich aus einer elektronendichten Basisschicht mit dariiberliegender, sowohl globulér
als auch granuldr strukturierter Pellikel zusammen. Auch hier konnte ohne Erosionsangriff eine
demineralisierte Dentinschicht mit einer maximalen Breite von 500 nm dargestellt werden
(Abb. 35 bis Abb. 37). Nadelformige Hydroxylapatit-Kristallite konnten in den Demineralisa-
tionszonen dargestellt werden. Sie traten mit einer randomisierten Verteilung (Abb. 37) und
teilweise in dichten Ansammlungen (Abb. 35) auf. Weiterhin zeigten die TEM-Aufnahmen
stellenweise adharente Bakterien (Abb. 36).
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Abb. 35: 2h-Dentinpellikel nach Spiilung mit 1%iger Hopfenlosung. Es ist eine Pellikel (P) mit
globulér-granuldrer Morphologie erkennbar. Die daran angrenzende Demineralisationszone (*)
beinhaltet dichte Ansammlungen von Hydroxylapatit-Kristalliten (Kreis). D = intaktes Dentin;
VergroBerung: 30.000-fach; Langenbalken = 500 nm

Abb. 36: 2h-Dentinpellikel nach Spiilung mit 1%iger Hopfenldsung. Es ist eine verdichtete Pel-
likel (P) mit adhérentem Bakterium (B) erkennbar. D = intaktes Dentin; * = Demineralisations-
zone; Vergroflerung: 30.000-fach; Langenbalken = 500 nm
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Abb. 37: 2h-Dentinpellikel nach Spiilung mit 1%iger Hopfenlosung. Es ist eine weniger elektro-
nendichte Pellikel (P) mit granulérer Morphologie erkennbar. Innerhalb der Demineralisations-
zone (*) zeigen sich viele einzelne, nadelformige Hydroxylapatit-Kristallite mit unterschiedlicher
Lange (Kreise). D = intaktes Dentin; Vergroferung: 49.000-fach; Langenbalken = 500 nm

4.3.2 Spiilung mit 1%iger Hopfenlosung und in-vitro Saureangriff

Die Priaparate mit Sdureangriff nach 3-miniitiger Pellikelbildungszeit und Spiilung mit 1%iger
Hopfenlosung wiesen ungleichmiBig verlaufende Pellikel mit Dicken von 0 nm bis 580 nm auf.
Die Proteinagglomerate waren von granuldrer Gestalt. Demineralisationszonen mit einer maxi-
malen Tiefe von 1000 nm konnten dargestellt werden. Im Durchschnitt lag die Erosionstiefe
jedoch bei 400 nm (Abb. 38 und Abb. 39). Hydroxylapatit-Kristallite konnten sowohl in der
Demineralisationszone (Abb. 39), als auch in der Pellikel nachgewiesen werden (Abb. 38).
Kristallitfreie Bereiche der Demineralisationszonen stellten sich wolkenartig mit freiliegenden

Kollagenfibrillen dar (Abb. 38 und Abb. 39).

-4 -



Ergebnisse

Abb. 38: 3min-Dentinpellikel nach Spiilung mit 1%iger Hopfenlésung und in-vitro Saureangrift.
Es ist eine Pellikel (Pfeile) mit einzelnen Hydroxylapatit-Kristalliten (Kreis) an der Dentinober-
fliche zu erkennen. Die wolkenartig strukturierte Demineralisationszone (*) besteht aus einem
Kollagenfibrillen-Netzwerk. D = intaktes Dentin; Vergroferung: 49.000-fach; Lingenbal-
ken = 500 nm

Abb. 39: 3min-Dentinpellikel nach Spiilung mit 1%iger Hopfenlésung und in-vitro Saureangrift.
Eine diinne Pellikel (Pfeile) ist an der Dentinoberflédche zu erkennen. Die Demineralisationszone
(gestrichelte Linie) besteht aus einer superfiziellen Schicht mit freiliegendem Kollagenfibrillen-
Netzwerk (*) und einer tieferliegenden Schicht mit prazipitierten, elektronendichten Hydroxyla-
patit-Kristalliten (Kreis). D= intaktes Dentin; VergroBerung: 30.000-fach; Langenbal-
ken = 500 nm
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Die Préaparate mit Sdureangriff nach 2-stiindiger Pellikelbildungszeit und Spiilung mit 1%iger
Hopfenldsung wiesen stets eine kontinuierlich verlaufende Pellikel mit einer Dicke von bis zu
1200 nm auf. Die Pellikel setzte sich aus einer elektronendichten Basisschicht mit dariiberlie-
gender sowohl globulér als auch granulér strukturierter Pellikel zusammen. Eine durchschnitt-
lich ca. 300 nm breite Demineralisationszone mit einer maximalen Breite von 800 nm konnte

dargestellt werden (Abb. 40 und Abb. 41).

Abb. 40: 2h-Dentinpellikel nach Spiilung mit 1%iger Hopfenldsung und in-vitro Saureangriff.
Eine Pellikel (Pfeile) mit niedriger Elektronendichte ist an der Dentinoberfliche zu erken-
nen. Kollagenfibrillen (Kreis) sind aufgrund der ausgepriagten Erosion innerhalb der Deminera-
lisationszone (*) sichtbar. D = intaktes Dentin; Vergroferung: 30.000-fach; Léngenbal-
ken = 500 nm
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Abb. 41: 2h-Dentinpellikel nach Spiilung mit 1%iger Hopfenlosung und in-vitro Saureangrift.
Eine breite Pellikel (P) mit granuldr-globuldrer Morphologie ist an der Dentinoberflache zu er-
kennen. Die Demineralisationszone (*) erstreckt sich iiber die gesamte Dentinberfldche und die
Tubuluswinde. D = intaktes Dentin; T = Dentintubulus; VergroBerung: 23.000-fach; Langenbal-
ken = 1000 nm

4.4 Versuch IV

4.4.1 Spiilung mit ElImex Zahnschmelz Professional ohne in-vitro Sdureangriff
Versuch IV wurde mit EZP als Spiillosung durchgefiihrt. Die Préparate mit einer 3-miniitigen
Pellikelbildungszeit und Spiilung mit EZP wiesen vorwiegend unregelméfig verlaufende Pel-

likel mit Dicken von 0 nm bis 250 nm auf. Die Proteinagglomerate waren von granuldrer Mor-

phologie (Abb. 42 bis Abb. 44).
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Abb. 42: 3min-Dentinpellikel nach Spiilung mit Elmex Zahnschmelz Professional. Eine konti-
nuierlich verlaufende Pellikel (Pfeile) mit niedriger Elektronendichte ist an der Dentinoberfléche
(D) erkennbar. Vergroflerung: 68.000-fach; Langenbalken = 200 nm

Abb. 43: 3min-Dentinpellikel nach Spiilung mit ElImex Zahnschmelz Professional. In der Pellikel
(P) sind vereinzelt elektronendichte Proteinagglomerate erkennbar. D = intaktes Dentin; Vergro-
Berung: 68.000-fach; Léangenbalken = 200 nm
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Abb. 44: 3min-Dentinpellikel nach Spiilung mit Elmex Zahnschmelz Professional. Die Abbil-
dung zeigt einen Tubuluseingang (T). Die Tubuluswénde sind teilweise von einer diinnen Pellikel
mit elektronendichter Basisschicht (Pfeile) ausgekleidet. Das Dentin (D) erscheint mit typischer
Morphologie. Vergrof3erung: 30.000-fach; Langenbalken = 500 nm

Die Priparate mit einer 2-stiindigen Pellikelbildungszeit und Spiilung mit EZP wiesen kontinu-
ierlich verlaufende Pellikel mit Dicken von bis zu 800 nm auf (Abb. 45 bis Abb. 47). Tubu-
luseingénge waren vereinzelt von einem Pellikelpfropf bedeckt (Abb. 46). Die Pellikel setzte
sich aus einer elektronendichten Basisschicht mit dariiberliegenden sowohl globulér als auch
granuldr strukturierten Agglomeraten zusammen (Abb. 45 und Abb. 46). Auch hier konnten
vereinzelt auftretende Bakterien, die in der Pellikel eingebettet waren, dargestellt werden (Abb.

47).
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Abb. 45: 2h-Dentinpellikel nach Spiilung mit Elmex Zahnschmelz Professional. Die Abbildung
zeigt eine dichte, homogen strukturierte Pellikel (P) auf Dentin (D). VergroBerung: 30.000-
fach; Langenbalken = 500 nm
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Abb. 46: 2h-Dentinpellikel nach Spiilung mit Elmex Zahnschmelz Professional. Die Abbildung
zeigt einen Tubuluseingang der durch einen groBen Pellikelpfropf (P) veschlossen ist. D = intak-
tes Dentin; VergroBerung: 13.000-fach; Langenbalken = 1000 nm
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Abb. 47: 2h-Dentinpellikel nach Spiilung mit Elmex Zahnschmelz Professional. Es ist eine zwei-
schichtige Pellikel (P) mit einer tiefen dichten Schicht und einer dariiberliegenden, schwécher
elektronendichten Schicht erkennbar. In der duBeren Schicht sind zwei Bakterien eingebettet (B).
D = intaktes Dentin; VergroBerung: 30.000-fach; Langenbalken = 500 nm

4.4.2 Spiilung mit Elmex Zahnschmelz Professional und in-vitro Sdureangriff

Die Priparate mit Sdureangriff nach 3-miniitiger Pellikelbildungszeit und Spiilung mit EZP
wiesen eine lose strukturierte Pellikel mit unregelméfigen Dicken von bis zu 300 nm auf. Die
Proteinagglomerate waren grofBtenteils von granuldrer Morphologie (Abb. 48 und Abb. 49).
Demineralisationszonen mit einer maximalen Breite von 200 nm konnten sowohl an der Den-
tinoberfldche (Abb. 48), als auch an den Tubuluswénden dargestellt werden (Abb. 49). Demi-
neralisationen an der Dentinoberfldche waren, im Gegensatz zu Demineralisationen der Tubu-
luswiénde, nur selten zu sehen und durch Anhdufung von Hydroxylapatit-Kristalliten stellen-
weise unterbrochen (Abb. 48). Einzelne Bakterien waren bereits in der 3min-Pellikel existent

(Abb. 49).
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Abb. 48: 3min-Dentinpellikel nach Spiilung mit Elmex Zahnschmelz Professional und in-vitro
Séureangriff. Die Abbildung zeigt eine granulér strukturierte Pellikel (Pfeile) an der Dentinober-
flache. Die schmale Demineralisationszone (*) ist an drei Stellen durch Anhdufungen von Hyd-
roxylapatit-Kristalliten (Kreis) unterbrochen. Hierbei handelt es sich mdglicherweise um eine
Demineralisation unterhalb einer pseudointakten Oberflache (,subsurface lesion), da die dar-
iiberliegende Dentinschicht intakt zu sein scheint. D = intaktes Dentin; VergroBerung: 68.000-
fach; Langenbalken =200 nm
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Abb. 49: 3min-Dentinpellikel nach Spiilung mit Elmex Zahnschmelz Professional und in-vitro
Séureangriff. Die Abbildung zeigt einen angeschnittenen Dentintubulus (T). An der Dentinober-
flache und den Tubuluswénden befinden sich lose strukturierte Proteinagglomerate (Kreis). Eine
diinne Demineralisationszone (Pfeile) ist lediglich im Bereich der Tubuluswand erkennbar, je-
doch nicht an der eigentlichen Dentinoberfliche. Nahe der Dentinoberflache sind Bakterien (B)
eingebettet. D = intaktes Dentin; Vergroferung: 13.000-fach; Langenbalken = 1000 nm

Die Priparate mit Sdureangriff nach 2-stiindiger Pellikelbildungszeit und Spiilung mit EZP wie-
sen eine kontinuierlich verlaufende Pellikel mit einer Dicke von bis zu 800 nm auf. Die Pellikel
setzte sich aus einer elektronendichten Basisschicht und dariiberliegenden weniger elektronen-
dichten globuldren und granuldren Strukturen zusammen (Abb. 50 und Abb. 51). Keiner der in
dieser Gruppe untersuchten Diinnschnitte wies Demineralisationszonen an der PK-Oberflidche

auf. Demineralisationen kamen lediglich im Bereich der Tubuluswénde vor (Abb. 51).

Die Demineralisationszonen im Bereich der Priifkérperoberflache waren nach Spiilung mit EZP
in den Versuchen mit einer 3min-Pellikel deutlich schmaler im Vergleich zu dquivalenten Ver-
suchsgruppen, die mit anderen Spiillosungen behandelt wurden. Fiir die Gruppe mit EZP-
modifizierten 2h-Pellikel konnten lediglich Demineralisationen an den Tubuluswénden, jedoch
nicht an den Priifkdrperoberfldchen wie in dquivalenten Versuchen mit anderen Spiilldsungen
beobachtet, dargestellt werden. Daraus ldsst sich ein deutlich erkennbarer Erosionsschutz durch

Spiilung mit EZP ableiten.
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Abb. 50: 2h-Dentinpellikel nach Spiilung mit ElImex Zahnschmelz Professional und in-vitro Séu-
reangriff. Die Abbildung zeigt eine anndhernd homogen strukturierte Pellikel (P) an der Den-
tinoberflache. D = intaktes Dentin; VergroBerung: 30.000-fach; Langenbalken = 500 nm

Abb. 51: 2h-Dentinpellikel nach Spiilung mit ElImex Zahnschmelz Professional und in-vitro Séu-
reangriff. Die Abbildung zeigt einen Tubuluseingang (T) mit demineralisierten Tubuluswénden
(*). Die Tubuluswénde und die eigentliche Dentinoberfldche sind von einer Pellikel (Pfeile) be-
deckt. D = intaktes Dentin; Vergroferung: 49.000-fach; Langenbalken = 500nm
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4.5 Schematische Darstellung des Erosionsprozesses

Im ersten Schritt des in-vitro-Saureangriffs durchdringt das Erosionsagens (in Abb. 52 symbo-
lisch mit H* dargestellt) die Pellikel und erreicht die Dentinoberfldche. AnschlieBend kann es
die Dentintubuli penetrieren und durch das Dentin diffundieren (Abb. 52¢). Erst dadurch ist
eine Demineralisation des oberfldchlichen Dentins und der Tubuluswénde moglich. Wéhrend
des Erosionsprozesses konnen die anorganischen Dentinbestandteile (Hydroxylapatit-Kristal-
lite) zerfallen oder sich aus dem Kollagengeflecht 16sen. Die Kristallite konnen dadurch an
verschiedenen Stellen innerhalb der Demineralisationszone (Abb. 52d) prézipitieren. Dies ge-
schieht iberwiegend am Grenzbereich zwischen Demineralisationszone und Pellikel sowie im
Grenzbereich zwischen intaktem und demineralisiertem Dentin (Abb. 52¢ und Abb. 53). Auch
ein Ubergang in die Pellikel ist moglich (Abb. 52e und Abb. 53). Im mittleren Bereich der
Demineralisationszonen sind hiufig keine Kristallite mehr erkannbar. Dies fiihrt an diesen Stel-

len zur vollstindigen Demaskierung des Kollagennetzwerkes (Abb. 52e).
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a)
PK-Oberflache

Dentintubulus

Pellikelbedeckte
PK-Oberflache

Verschluss der
Tubuluséffnung

Pellikelbedeckte
Tubuluswand

H* H" H* H" H* H* H'
Saureangriff

Abb. 52 a-c: Schemazeichnung des Demineralisationsprozesses. a) Dentinpriifkérper im Langsschnitt b) Pellikel-
bildung auf der Priifkdrperoberfliche und Tubuluswinden c¢) Erosion des pellikelbedeckten Dentinpriifkdrpers.
PK = Priifkorper, H" = Sdure
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d)

AAA

» Demineralisationszone

FIITIEE

:

Pellikel

Demineralisationszone
mit freiliegendem
Kollagennetzwerk

Hydroxylapatit-Kristallite

Intaktes Dentin

Abb. 52 d-e: Schemazeichnung des Demineralisationsprozesses. d) Entstehung einer Demineralisationszone mit
Ausléufern im Bereich der Tubuli e) Demineralisationszone mit freiliegendem Kollagennetzwerk und prézipitier-
ten Hydroxylapatit-Kristalliten im Detail
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Abb. 53: 3min-Dentinpellikel nach Spiilung mit 1%iger Tanninsdureldsung und in-vitro Saure-
angriff. Man sieht die Dentinoberfldche (D) mit einer ausgeprigten Demineralisationszone (*).
Die Pfeile zeigen auf nadelformige Hydroxylapatit-Kristallite innerhalb der Pellikel (P, rot) und
der Demineralisationszone (*, gelb und griin). Vergroferung: 68.000-fach; Lingenbal-
ken =200 nm
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Methodik

5.1.1 Studiendesign und Probanden

In der vorliegenden Studie wurden die Effekte verschiedener Spiilldsungen auf die Dentinpel-
likel miteinander verglichen. Hierfiir wurde folgendes Studiendesign gewéhlt: Das Ver-
suchsprotokoll gliederte sich in vier Phasen, in denen je eine Spiillosung zum Einsatz kam.
Jeder Proband partizipierte an sdmtlichen Versuchen. Zwischen den Phasen wurden zeitliche
Abstdande von mindestens 5 Tagen eingehalten, um die Auswaschung der Substanzen innerhalb
der Mundhéhle (sog. Wash-Out-Zeit) zu gewihrleisten und Uberhangseffekte zu vermeiden.
Die Spiilzeit betrug 30 Sekunden, was der Spiilzeit von handelsiiblichen Spiillésungen, wie z.B.
Listerine (Johnsons & Johnson GmbH, Neuss, Deutschland), Meridol (CP Gaba GmbH, Ham-
burg, Deutschland) oder EZP entspricht. Die Konzentration der Tanninsdureldsung orientiert
sich an dhnlichen Studien [109,112]. Fiir die Konzentration der Hopfenldsung gab es keine
vorangegangenen Studien, an denen man sich orientieren konnte. Deshalb wurde die Firma
Flavex, Rehlingen-Siersburg, Deutschland, damit beauftragt eine Losung mit 1% Hopfenex-
trakt herzustellen. Diese Losung war in Geschmack und Geruch annehmbar, weshalb keine
weitere Verdiinnung stattgefunden hat. Zum Vergleich: Die Konzentration an Hopfenextrakten

in Bier liegt bei 0,0015-0,01% [48].

Insgesamt nahmen 3 Probanden an der Studie teil. Dies deckt sich mit der Probandenzahl dhn-
licher in-situ-Studien [36,38]. Die geringe Probandenzahl hat verschiedene Griinde: Zum einen
ist es schwierig, geeignete Probanden zu finden, die bereit sind bovine PK in ihrer Mundhohle
zu tragen, experimentelle Spiilldsungen zu verwenden oder iiber einen Zeitraum von ca. 1,5
Jahren stetig mitzuwirken. Zum anderen ist die Versuchsdurchfiihrung, die Herstellung der
Diinnschnittpréparate und die Auswertung mittels TEM sehr zeitintensiv, weswegen das Mik-
roskopieren einer groBeren Priifkdrperanzahl unverhéltnisméfBig aufwendig wire. Nichtsdes-
totrotz reicht die Probandenzahl fiir eine Beschreibung der Demineralisationsprozesse und Pel-

likelmodifikation im Rahmen der Grundlagenforschung aus.

Zu Studienbeginn waren die Probanden 26 bis 30 Jahre alt und allesamt parodontal gesund und
kariesfrei. Dieses Probandenkollektiv spiegelt nicht die durchschnittliche Bevolkerung wider.

Vergleichende  Proteom-Analysen von  Trautmann et al. (2019), die die
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Pellikelzusammensetzung von 24 Probanden untersuchten, zeigten dass sich die Pellikelprote-
ome der Studienteilnehmer interindividuell stark unterschieden haben [93], weshalb man davon
ausgehen kann, dass die Pellikelzusammensetzung der an dieser Studie teilnehmenden Proban-
den nicht so vielfiltig ist, wie es bei einem groBeren Probandenkollektiv, in dem auch karies-
aktiven Probanden und Probanden anderer Altersgruppen partizipiert hitten, der Fall wére.
Folglich wiirde die Untersuchung einer gro3eren Probandenzahl zu einem genaueren Gesamt-

ergebnis fiihren.

5.1.2  Prifkorper

Als Substrat fiir die Pellikelbildung werden seit einigen Jahrzehnten vermehrt PK aus bovinen
Zihnen verwendet. Sie sind ein geeignetes Substitut fiir die klinisch relevanteren PK aus hu-
manen Zihnen, da sie eine bessere Verfligbarkeit bei guter Qualitit aufweisen, eine groBere
Oberflache und Dicke bieten und aus ethischer und infektiologischer Sicht unbedenklicher sind
[111]. Fiir die vorliegende Studie sind insbesondere die dickeren Wurzeldentinschichten bo-
viner Zéhne unabdingbar gewesen, da die Priifkorperrohlinge eine ausreichende Dentindicke
fiir das Setzen einer Bruchkerbe und das Greifen mit den Nadelhaltern aufweisen mussten. Das
Brechen der Priifkdrperrohlinge hatte den Vorteil, dass dadurch unbehandelte Bruchfldchen als
Substrat fiir die Pellikelbildung entstanden. Diese unbehandelten Bruchfldchen sind im Ver-
gleich zu den verwendeten Dentinoberflichen anderer Studien insofern erwéhnenswert, da sie
nicht poliert oder anderweitig bearbeitet wurden [78]. Ziel dieser Vorgehensweise war es, eine
Verdnderung der PK-Oberflache wihrend der Priifkdrperverarbeitung (z.B. Politur, Entfernung
der Schmierschicht) zu vermeiden. Als Nachteile der Bruchpriparate konnen die unebenen
Oberflachen, die geringe Priifkérperdicke nach Brechen der Rohlinge und der nicht reprodu-
zierbare Bruchprozess angesehen werden. Fiir einige Untersuchungsmethoden wie die Messung
der Mineralfreisetzung (in Abhidngigkeit der Oberfldche) oder Oberflichen-Mikrohédrtemes-
sung bedarf es jedoch glatter, einheitlicher und somit vergleichbarer Oberflichen. Diese Me-

thoden sind an den Dentinbruchpriifkérpern nicht durchfiihrbar.

Humanes und bovines Dentin haben einige Gemeinsamkeiten beziiglich chemischer Zusam-
mensetzung und physikalischer Eigenschaften [111]. Trotzdem muss berlicksichtigt werden,
dass sie sich in manchen Aspekten, wie beispielsweise der Resistenz gegeniiber Erosion unter-
scheiden [95,103]. Vergleichende Untersuchungen durch Lopes et al. (2009) haben gezeigt,
dass sich humanes und bovines Dentin auch hinsichtlich des Tubulusdurchmessers und der Tu-

bulusdichte unterscheiden. Dafiir wurde Kronendentin in drei verschiedenen Tiefen untersucht.
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Humanes Dentin hatte in simtlichen Dentintiefen einen niedrigeren durchschnittlichen Tubu-
lusdurchmesser (bei mittlerer Dentintiefe: 2,94 um) als bovines Dentin (bei mittlerer Dentin-
tiefe: 3,98 um). Umgekehrt war die Tubulusdichte in humanem Dentin hoher (bei mittlerer
Dentintiefe: 22329/mm?) als in bovinem Dentin (bei mittlerer Dentintiefe: 15964/mm?) [63].
Die Ubertragbarkeit der Ergebnisse zur intratubuliren Pellikelbildung und Pellikelbildung im
Bereich der Tubuluseingénge sind zu hinterfragen, da es bei engeren humanen Dentintutubli
vermutlich eher zu Verpfropfungen der Tubuluseinginge kommt als bei bovinem Dentin. Fer-
ner ist die Rolle der organischen Dentinanteile und des Dentinliquors bei der Pellikelbildung
bislang ungeklért. Hier besteht noch Forschungsbedarf, um eine standardisierte Priifkorperver-

arbeitung und Pellikelbildung fiir reproduzierbare Versuche herauszuarbeiten [78].

5.1.3 Pellikelbildung

Die In-situ-Pellikel wurde bukkal mit Hilfe von individuellen Trageschienen gewonnen. Dies
ist eine gingige Methode, um die PK reproduzierbar an den gleichen Stellen innerhalb der
Mundhoéhle zu fixieren [77]. Nachteil dieser Methode ist die mdgliche Beeinflussung der Pelli-
kelbildung durch freigesetzte Silikonbestandteile, da Silikon zur Fixation der PK verwendet
wird. Weiterhin kann es zu geringfiligigen Verdnderungen der Speichelzusammensetzung kom-
men da die Sulkusfliissigkeit durch Bedeckung der Sulki im Bereich der Schiene zuriickgehal-
ten wird. Die PK befinden sich nach Fixation auf den Trageschienen weiter bukkal als die ei-
gentliche Bukkalfldche der Seitenzéhne. Dies kann beispielsweise bei mastikatorischen Bewe-
gungen zum verstirkten Kontakt zwischen dem PK und der Wangenschleimhaut fiihren, wo-
raus stirkere, auf die Pellikel wirkenden Scherkrifte resultieren kdnnen [36]. Die In-situ-Pelli-
kelbildung ist der /n-vitro-Pellikelbildung vorzuziehen, da sie klinisch relevanter ist und nach-
weislich zu differenten Pellikelzusammensetzungen und -eigenschaften fiihrt [29,76]. Untersu-
chungen von Hall et al. (1999) konnten zeigen, dass die in-situ gewonnene Pellikel sdurepro-
tektiver als die in-vitro gewonnene Pellikel ist [29]. Eine in-vivo gewonnene Pellikel wiirde die
klinische Situation besser widerspiegeln, da humanes, nicht extrahiertes Substrat fiir die Pelli-
kelbildung verwendet werden wiirde. Allerding miisste der Zahn fiir anschlieBende Untersu-

chungen extrahiert werden, was aus ethischer Sicht nicht vertretbar ist.

Die Pellikel wurde wie in vielen vergangenen Studien nur bukkal gebildet [77]. Jedoch muss
bei der Interpretation der Ergebnisse bedacht werden, dass sich die Pellikelzusammensetzung
und -morphologie je nach Bildungsort innerhalb der Mundhdhle unterscheidet [10,36]. Bei-

spielsweise konnte gezeigt werden, dass die palatinal gebildete Schmelzpellikel nach
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verschiedenen Pellikelbildungszeiten diinner als die bukkal gebildete Pellikel ist [3,36], eine
andere Proteinzusammensetzung besitzt [97], und dadurch ihre erosionsprotektiven Eigen-
schaften beeinflusst werden [3]. Um die erosionsprotektiven Eigenschaften der Kurzzeit- und
Langzeitdentinpellikel zu evaluieren, wurden in dieser Studie sowohl Untersuchungen an einer
3min-Pellikel als auch an einer 2h-Pellikel durchgefiihrt. Diese Pellikelbildungszeiten eignen
sich gut, da man nach 3 min davon ausgehen kann, dass bereits Proteinagglomerate an die PK-
Oberflache adhiriert sind. Zwei Stunden sind eine geeignete und haufig verwendete Bildungs-
zeit zur Untersuchung maturierter Pellikel, da diese dann meist mit einer kontinuierlichen Dicke
von bis zu 1000 nm verléuft, die Proteinadsorption und -desorption ausgeglichen ist und langere
Bildungszeiten eher zur Entstehung eines bakteriellen Biofilms fiihren [6,36,62]. Letztlich
konnten die Ergebnisse fiir beide Reifegrade verglichen werden und somit auch der bislang
kontrovers diskutierten Hypothese, ob eine reifere Pellikel sdureprotektiver ist, nachgegangen

werden.

Die in dieser Studie gewonnenen Pellikel waren von direkten Einfliissen durch Nahrungsmittel
und Mundhygieneprodukte verschont, da vor und wéhrend der Pellikelbildung auf Nahrungs-

mittelkonsum und Mundhygieneprozeduren verzichtet wurde.

5.1.4 TEM-Analyse

Wihrend der Herstellung der 50-70 nm dicken Diinnschnitte kam es durch den Schneideprozess
mit dem Ultramikrotom, aufgrund der tubuldren Dentinstruktur und hohen Anteils organischen
Materials, stellenweise zu Stauchungen und Streckungen der Préparate. Insbesondere die Stau-
chung und dadurch Uberlappung des Priparates fiihrte zur Unkenntlichmachung einiger Den-
tinbereiche (Abb. 54). Die Elektronendichte der Préparate war innerhalb einer Versuchsgruppe
héufig nicht einheitlich, was moglicherweise durch die leicht variierende Diinnschnittdicke her-
vorgerufen wurde. Folglich ist die Beurteilung der Verdnderung der Elektronendichte durch
Mundspiilungen kritisch zu hinterfragen, da die hohere Elektronendichte auch aus einem dicke-
ren Diinnschnitt resultieren kann. Die Analyse mittels TEM ist eine qualitative Messmethode
fiir Demineralisationen. Vor allem bei schwachen Demineralisationen eignen sich eher quanti-
tative Messmethoden, wie beispielsweise die Bestimmung der Calciumfreisetzung nach Saure-
angriff [83]. Ferner sind die nanometerdicken Diinnschnitte nur sehr kleine Ausschnitte der
Millimeter groen PK. Deshalb wurden reprisentative Areale der PK ausgewdhlt und zahlrei-
che Bilder aufgenommen. Trotzdem sollte diese Gegebenheit stets bei der Interpretation der

Ergebnisse beriicksichtigt werden.
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Abb. 54: Dentin-Diinnschnittpriiparat (D) mit Dentintubulus (T) in der Ubersichtsaufnahme:
Beim Schneiden des Priitkdrpers mit dem Ultramikrotom kommt es zu Stauchungen am Diinn-
schnittpriparat. Dadurch entstehen Uberlappungen (Pfeile), die ein Durchstrahlen der Elektronen
aufgrund einer hdheren Préparatdicke verhindern. VergroBerung: 4.800-fach; Langenbal-
ken = 5000 nm

5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Diskussion der Pellikelultrastruktur

Versuche mit Wasser

Die 3min-Pellikel der Kontrollgruppe war bis zu 340 nm, im Durchschnitt jedoch ca. 100 nm
breit. Sie verlief nicht kontinuierlich, vielmehr waren einzelne Proteinagglomerate an der Den-
tinoberfldche erkennbar. Eine durchgehend verlaufende elektronendichte Basisschicht ist nicht
erkennbar gewesen. Es lag keine bakterielle Adhdrenz vor. Diese Beobachtungen stimmen mit
den Ergebnissen von Bauer (2011), die ebenfalls Dentinpellikel mit unterschiedlichen Bil-
dungszeiten untersuchte, iiberein [6]. Die Kontinuitdt der Dentinpellikel unterschied sich im
Vergleich zur Schmelzpellikel, die sich bereits nach wenigen Minuten morphologisch als kon-

tinuierliche 10-20 nm breite Schicht darstellt [40].

Die 2h-Dentinpellikel der Kontrollgruppe verlief kontinuierlich auf der gesamten PK-
Oberflache. Die durchschnittliche Dicke von ca.500nm war leicht hoher als die
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durchschnittliche gemessene Dicke (400 nm) bei Bauer (2011), wobei auch diese Messwerte
nur punktuell ermittelt wurden [6]. Morphologisch stellte sich die 2h-Pellikel zusammengesetzt
aus der diinnen elektronendichten Basisschicht und der dufleren, dickeren granuldr-globulér
strukturierten Schicht, wie vielfach in der Literatur beschrieben, dar [40]. Auch das Vorkom-

men vereinzelter Bakterien deckt sich mit Ergebnissen élterer Studien [40].

Bakterien waren hédufig im Bereich von Tubuluseingidngen und innerhalb der Tubuli nachweis-
bar. Dies deckt sich mit fritheren Untersuchungen, die eine bakterielle Penetration bis zu einer
Tiefe von 15 pm mittels konfokalem Laser-Scanning-Mikroskop, Rasterelektronenmikroskop
und TEM nachweisen konnten. Jung et al. (2010) maBen eine intratubulédre Pellikeldicke von
10-20 nm, die jedoch nicht mit der durchschnittlichen intratubuldren Pellikeldicke, die in der
vorliegenden Studie gemessen wurde, {ibereinstimmt. Diese hatte nach 2 h eine Dicke von 100-
200 nm (Abb. 8 und Abb. 51). Dies kann durch die interindividuelle Pellikelbildung verschie-
dener Probanden bedingt sein [93]. Auch die vorliegende Studie zeigt, dass eine gewisse Vari-
anz zwischen den Pellikeldicken der Probanden herrscht. Zudem zeigen zu verschiedenen Ta-
geszeiten gebildete Pellikel differente Eigenschaften und folgen demnach einem gewissen zir-

kadianen Rhythmus [72].

Die Pellikel auf bovinem Dentin kdnnte sich hinsichtlich der Morphologie von der auf huma-
nem Dentin gewonnenen Pellikel unterscheiden. Moglicherweise kommt es bei humanem Den-
tin haufiger zu Verpfropfungen im Bereich der Tubuluseingénge, bedingt durch den kleineren
Tubulusdurchmesser (siehe 5.1.2). Leider gibt es bislang keine Studie, die eine auf humanen

Priifkdrpern gebildete intratubuldre Dentinpellikel detailliert beschreibt.

Versuche mit Tanninsdurelosung

Da bis dato keine Analyse zur Verdnderung der Morphologie der Dentinpellikel nach Tannin-
sdaurebehandlung vorliegt, werden die Ergebnisse mit dhnlichen Versuchen an der Schmelzpel-
likel diskutiert. Eine Vermehrung der globuldren Partikel wie bei Untersuchungen von Yazdani
(2021) konnte nicht beobachtet werden [112]. Jedoch stellte sich in der vorliegenden Studie
nach Spiilung mit Tanninséureldsung tendenziell eine elektronendichtere und leicht verdickte

Pellikel dar, wie bereits fiir die Schmelzpellikel beschrieben [79,112].

Versuche mit Hopfenlosung
Die untersuchten 3min-Dentinpellikel nach Spiilung mit Hopfenldsung unterschieden sich mor-

phologisch nicht von der Kontrolle. Die Pellikeldicken waren ebenfalls &hnlich.
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Die 2h-Dentinpellikel nach Spiilung mit Hopfenlosung war tendenziell etwas dicker als die
Kontrolle und ebenfalls leicht elektronendichter. Dies liegt am hohen Polyphenolanteil der
Hopfenlosung und deckt sich mit den TEM-Ergebnissen zur Modifikation der Schmelzpellikel
mit Hopfenlosung [112]. Vereinzelte Bakterien konnten in dieser Versuchsgruppe nachgewie-
sen werden, wobei das Auftreten dhnlich hdufig war wie in der Kontrollgruppe. Dies deckt sich
nicht mit den Studienergebnissen von Shinada et al. (2007), die eine Verringerung der Bakte-
rienanzahl nach Spiilung mit Hopfenextrakten nachweisen konnten [85]. Dies liegt moglicher-
weise an den unterschiedlichen Versuchsaufbauten, da in der erwidhnten Studie fiinf Mal am
Tag iiber einen Zeitraum von drei Tagen mit Hopfenldsung gespiilt wurde [85]. Das mehrma-

lige und wiederholte Spiilen konnte die antibakteriellen Effekte ausmachen.

Versuche mit Elmex Zahnschmelz Professional

Die Dentinpellikel stellte sich nach Spiilung mit EZP morphologisch dhnlich zur Kontrollpelli-
kel dar. Eine Prézipitation zinnhaltiger, globuldrer Strukturen auf der PK-Oberfldche, wie in
Studien, die Schmelz als Substrat verwendeten [4,17], konnte mittels TEM-Analyse nicht nach-
gewiesen werden. Eine weiterfiihrende, durch unser Labor durchgefiihrte Elementanalyse mit-
tels energiedispersiver Rontgenspektroskopie konnte ebenfalls keine nennenswerten Zinn-An-
teile in der Pellikel nachweisen. Verantwortlich fiir das Fehlen der Zinn-Prézipitate auf der PK-
Oberflache konnte die Pellikel sein, da die oben erwéhnten Studien ohne Pellikelbildung und
in-vitro durchgefiihrt wurden. Weiterhin findet bei in-vitro-Versuchen keine Verdiinnung der
getesteten Spiillosung durch Speichel wie im Falle der hier durchgefiihrten Studie statt, weshalb
das Spiilagens unter in-vitro-Bedingungen in einer hdheren Konzentration an der PK-
Oberflache agiert. Die dadurch an der PK-Oberfldche hoher verfiigbare Zinn-Konzentration

kann moglicherweise die Bildung der Prézipitate fordern.

5.2.2 Diskussion der Demineralisationszonen

Die Literaturrecherche brachte insgesamt Uneinigkeit zum Thema Erosionsprotektivitit der
Dentinpellikel hervor [78]. Die bislang durchgefiihrten Studien hatten uneinheitliche Stu-
diendesigns und sind daher schwer zu vergleichen. Beispielsweise fand in der Studie von
Cheung et al. (2005) ein klinisch unverhéltnisméBig langer Saureangriff [11], oder in der Studie
von Hall et al. (1999) eine zu lange Pellikelbildungszeit von 14 Tagen, statt [29]. Dahingegen
konnten erosionsprotektive Eigenschaften der Schmelzpellikel bereits in vielen Studien nach-
gewiesen werden [41]. Auch Verbesserungen dieser Eigenschaften durch Modifikation mit Po-

lyphenolen konnten fiir die Schmelzpellikel mehrfach belegt werden [47,102].
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Folgendermafen lassen sich die Demineralisationsvorgénge beschreiben: Semipermeable Ei-
genschaften von Biofilm und Pellikel ermdglichen Sauren die Diffusion und das Erreichen der
bedeckten Dentinoberfliche, wodurch der Erosionsprozess eingeleitet wird. AnschlieBend ist
eine Penetration der Sduren in die organische Matrix des Dentins und die Diffusion durch Pro-
tein- und Lipidbeschichtungen der Hydroxylapatit-Kristallite notwendig. Am Wirkort, ndmlich
der Kristallitoberfldche, kommt es zur Dissoziation der Séure unter Abgabe von Wasserstoffi-
onen (H"), die sowohl an die Phosphatgruppe des Hydroxylapatits als auch an Carbonat, dass
den héufigsten Substituenten des Phosphats im Hydroxylapatit-Gefiige darstellt, binden kon-
nen. Dies fiihrt zur Freisetzung sdmtlicher Kristallit-Molekiile und folglich zu dessen Auflo-
sung [19]. Im Falle der in dieser Studie verwendeten Zitronenséure sind auch die Carboxylgrup-
pen mit ihren chelatisierenden Eigenschaften am Erosionsprozess beteiligt. Nach Abgabe ihrer
Wasserstoffionen liegen sie im deprotonierten Zustand (COO") vor, kdnnen Calcium des Hyd-

roxylapatits binden und zusétzlich zum Zerfall des Kristallgefiiges beitragen [19].

Mehrere Studien konnten zeigen, dass das Ausmal der Erosion von mehreren Faktoren wie z.B.
dem pH-Wert der Sdure oder der Einwirkzeit abhiangig ist [118]. Berlicksichtigt man, dass Den-
tin sowohl aus anorganischer als auch organischer Substanz besteht, sind zwei getrennt ablau-
fende Prozesse an der Dentinzerstorung beteiligt. Zum einen wird Hydroxylapatit, der anorga-
nische Anteil des Dentins (ca. 70 Gew.%), durch Sduren chemisch aufgeldst (s.0.) [28], zum
anderen kommt es durch Erniedrigung des pH-Wertes im Dentin zu einer Aktivierung von
MMPs, die wiederum zum Abbau des organischen Anteils (ca. 20 Gew.%) des Dentins, zum
GroBteil Kollagen Typ I, fiihren [28,91]. Die Aktivierung dieser Proteasen beginnt bei einem
pH-Wert < 4,5 und setzt spiter als die Demineralisation, meist in Folge starker Séureangriffe,
ein [91]. Der in dieser Studie durchgefiihrte Sdureangriff fiihrte zwar zur Demaskierung des
Kollagennetzwerks, da Hydroxylapatit-Kristallite bereits aufgeldst wurden, jedoch nicht zu sei-
ner Degradation. Das Kollagennetzwerk ist zum Grofteil intakt geblieben (vgl. Abb. 16 und
Abb. 38). Im Erosionsprozess stellt das Kollagennetzwerk eine Diffusionsbarriere fiir Sduren
dar und vermindert dadurch Demineralisationen in der Tiefe des Dentins [69]. In vergleichen-
den Untersuchungen zeigten antierosive Substanzen wie Fluorid und Zinn eine bessere protek-
tive Wirkung, wenn die organischen Dentinbestandteile vor Sdureangriff nicht entfernt wurden.
Ihr Vorhandensein wird eine wichtige Rolle in der Wirkung oben genannter antierosiver Sub-

stanzen zugesprochen [25].

Die Demineralisation an der Dentinoberflache geschieht nicht im gleichen Umfang wie an der

Tubulusoberflache. Dies liegt daran, dass die Dentinoberflache aus schwécher mineralisiertem
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intertubuldrem Dentin besteht, im Gegensatz zum stirker mineralisierten peritubuldren Dentin
(elektronendichte Schicht der Tubuluswénde, vgl. Abb. 6), welches die Tubuli auskleidet. Der
hohere Anteil an anorganischem Material macht das peritubuldre Dentin vulnerabler gegeniiber
Saureangriffen. Daher kommt es bei Erosionen von Dentin zuerst zur Demineralisation der Tu-
buluswinde [70]. Bei Versuchen mit EZP konnten kaum Erosionen des intertubuldren Dentins
dargestellt werden. Trotzdem waren die Tubuluswinde stets demineralisiert. Hieraus lésst sich

moglicherweise ein Marker fiir leichte Demineralisationserscheinungen ableiten.

Die Demineralisation von Dentin wurde hauptsidchlich im Rahmen der Kariesforschung be-
schrieben. Hier ist zu erwdhnen, dass es dabei um Demineralisation des Dentins durch bakteriell
gebildete Sduren handelt und sich klinisch von einer reinen erosionsbedingten Demineralisa-
tion, die bislang jedoch unzureichend untersucht worden ist, unterscheiden kénnte. Ahnlich zu
Schmelzldsionen, konnten bei Dentinldsionen ebenfalls Demineralisationen unterhalb einer
pseudointakten Oberfldche beschrieben werden [92]. Solche ,subsurface lesions® konnten auch
bei den Préparaten des Versuchs 1V, also nach Spiilung mit dem fluorid- und zinnhaltigen Pra-
parat Elmex Zahnschmelz Professional beobachtet werden (vgl. Abb. 48). Fiir das Auftreten
solcher Lésionen konnte vor allem der Fluoridanteil verantwortlich sein, der zur Ausbildung
einer protektiven Calciumfluorid-Schicht auf der Dentinoberfliche fiihrt [69]. Hierbei ist je-
doch zu erwéhnen, dass diese weniger bestdndig ist, als die Calciumfluorid-Schicht die sich auf
Schmelzoberflachen ausbilden kann [23]. Auch die Substitution von Hydroxylapatit durch Flu-
orapatit, dass ein niedrigeres Loslichkeitsprodukt besitzt, ist ein mdglicher Mechanismus der
beteiligt sein kann [14]. Verdnderungen der Grofle der Hydroxylapatit-Kristallite im Bereich
der oberfliachlichen Dentinschicht wurden von Tohda et al. (1996) beschrieben. Zwar konnten
im Rahmen der vorliegenden Arbeit sowohl lidngliche Kristallite als auch kiirzere, leicht rund-
liche Kristallite (vgl. Abb. 37) in allen Versuchsgruppen beobachtet werden, jedoch waren nach
Spiilung mit EZP keine besonders langen Kristallite nach Fluoridbehandlung zu beobachten.
Innerhalb der Erosionszonen waren hauptsichlich lédngliche Kristallite zu beobachten. Dies
konnte damit zusammenhédngen, dass kleine Kristallite eine groferes Oberfldche-zu-Volumen-

Verhiltnis aufweisen als grofle Kristallite und dadurch leichter anitzbar sind [19].

Die verschiedenen Demineralisationsmuster und die randomisierte Verteilung der nadelférmi-
gen Hydroxylapatit-Kristallite werden in dieser Studie erstmalig beschrieben. Bei Betrachtung
der TEM-Aufnahmen von Bauer (2011) konnten diese Muster zum Teil ebenfalls identifiziert
werden und kdnnen durch folgende Prinzipien erkldrt werden: Fiir die Ansammlung im duf3eren

Bereich der Demineralisationszone konnten elektrochemische Krifte zwischen den Kristalliten
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und der proteinreichen Pellikel verantwortlich sein. Im Falle einer vorherigen Spiilung mit EZP
ist moglicherweise die Ausbildung einer Calciumfluoridschicht oder der Einbau von Fluorapatit
in das Kollagennetzwerk denkbar. Im inneren Bereich der Demineralisationszone werden die
Kristallite moglicherweise sichtbar, da sich dort nur eine schwache Demineralisation der anor-
ganischen Anteile abspielt, die zu einer unvollstindigen Auflosung der Hydroxylapatit-Kristal-
lite fiihrt. Der Ubergang von Hydroxylapatit-Kristalliten in die Pellikel kann durch den gitter-
artigen Aufbau der Pellikel und ihre semipermeablen Eigenschaften erkldrt werden [40]. Die
fiir diese Kristallit-Verteilung verantwortlichen Prozesse sollten in zukiinftigen Studien néher
untersucht werden. Ebenso ist die Remineralisation des Dentins und insbesondere der ,subsur-

face lesions‘ ein wichtiger Ansatzpunkt zur Pravention und Behandlung von Dentinerosionen.

Versuche mit sterilem Wasser

Die Ergebnisse der Kontrollgruppe bestétigen die Hypothese, dass eine maturierte Pellikel séu-
reprotektiver ist, da die durchschnittlichen Demineralisationstiefen bei Versuchen mit der 2h-
Pellikel geringer waren als bei der 3min-Pellikel. Dies lésst sich vor allem durch die dickere
Diffusionsbarriere, die die Siuren stirker abhalten kann, erkléren [40]. Einen erosionsprotekti-
ven Effekt der 30min-Pellikel konnte Bauer (2011) mittels TEM nicht nachweisen [6]. Daraus
lasst sich ableiten, dass die Sdureprotektivitit der Pellikel im Zeitraum zwischen 30 min und
2 h zunehmen muss. In diesem Zeitraum nimmt die Pellikel an Dicke zu, weshalb die dickere
Diffusionsbarriere fiir diese Effekte verantwortlichen sein konnte [40]. Weiterhin konnten auch
strukturelle Veranderungen sowie Verdnderungen der physikalischen und chemischen Eigen-
schaften der Proteine in der maturierten Dentinpellikel die hohere Erosionsprotektivitit bewir-

ken [30].

Versuche mit Tanninsdiurelosung

Die Tanninsdureldosung hatte nach Herstellung einen sauren pH-Wert und hat bereits bei allei-
niger Anwendung ohne Séureangriff leichte Erosionen verursacht. Die Erosionstiefen nach
Spiilung mit Tanninsdureldsung waren trotz dhnlicher pH-Werte der Agenzien (Tanninsdurelo-
sung 1%ig: pH 2,9; Zitronensdureldosung 1%ig: pH 2,2) jedoch nicht so hoch, wie nach Séure-
angriff mit der Zitronensdureldsung. Dies ist zum einen durch die Verdiinnung und Pufferung
der Tanninsdurelosung durch Speichel zu erkldren [86]. Zum anderen wird auch die beobachtete
hohere elektronendichte, und Dickenzunahme der Pellikel den Erosionsprozess beeinflussen.
Ferner kommt es zu Reaktionen zwischen den Polyphenolen und Proteinen der Pellikel, die zu
einer erhohten Siureresistenz fithren [7,20]. Moglicherweise sind zu Beginn der Mundspiilung

mit Tanninsdurelosung noch wenig Polyphenol-Protein-Komplexe gebildet, weswegen eine
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leichte Demineralisation stattfindet. Des Weiteren ist anzunehmen, dass die Pellikel auch nach

bestmoglicher Modifikation keinen vollstdndigen Schutz vor Erosionen bieten wird.

Die Demineralisationszone war durchschnittlich geringfiigig schmaler als bei der Kontroll-
gruppe. Dieser, durch Spiilung mit Tanninsdurelosung ausgeldste sdureprotektive Effekt, besta-
tigt die in der Literatur beschriebene Wirkung von Polyphenolen auf die Pellikel. Ein adstrin-
gierender Effekt auf Speichel und Pellikel ist mehrfach belegt. Die Modifikation der in-vitro
gewonnenen Pellikel durch Schwarztee- und Rotwein-Polyphenole fiihrte auch zu einer ver-
starkten Proteinadsorption und erhohten Resistenz gegeniiber verschiedener Pufferlosungen
[53]. Eine verringerte Desorption der Pellikelproteine nach Polyphenol-Modifikation konnte
ebenfalls nachgewiesen werden und ist auf eine durch Polyphenole induzierte Quervernetzung
von Pellikelproteinen zuriickzufiihren [20,53]. Die genannten Prozesse sind Hinweise auf die
erosionsprotektiven Mechanismen der Polyphenole. Andererseits untersuchte Lotter (2018) die
Oberflachen-Mikrohédrte von Dentinpriifkdrpern nach Modifikation mit Tanninsdureldsung und
Saureangriff, konnte dabei jedoch keine hoheren Mikrohirte-Werte und somit erosionsprotek-

tiven Effekte, im Vergleich zur Kontrolle, nachweisen [64].

Versuche mit Hopfenlosung

Die Pellikel erscheint auch hier etwas elektronendichter im Vergleich zur Pellikel der Kontroll-
gruppe, jedoch ist sie weniger elektronendicht als die mit Tanninsdureldsung behandelte Pelli-
kel. Tendenziell fiihrte die Modifikation der Dentinpellikel mit der Hopfenldsung zu einer Er-
hohung der Erosionsprotektivitit, da die durchschnittliche Erosionstiefe etwas geringer ausfiel
als bei der Kontrollgruppe. Dies deckt sich mit den Beobachtungen von Yazdani (2020), die
selbiges flir die Modifikation der Schmelzpellikel mit Hopfenlésung nachweisen konnte [112].
Auch hier ist mutmaBlich die Bildung von Polyphenol-Protein-Komplexen fiir die hohere Elekt-

ronendichte und die schwachen erosionsprotektiven Effekte verantwortlich.

Versuche mit Elmex Zahnschmelz Professional

Nach Spiilung mit EZP und anschlieBendem Saureangriff zeigt sich eine schmale Deminerali-
sation der Tubuluswénde, jedoch kaum Demineralisation im Bereich der eigentlichen PK-
Oberfliche. Eine primire Demineralisation der Tubuluswénde wurde auch durch Meurman und
ten Cate (1996) beschrieben [70]. Die Tubuluswinde bestehen aus peritubuldrem Dentin, wel-
ches im Gegensatz zum intertubuldren Dentin stdrker mineralisiert ist und eine kompaktere
Struktur aufweist. Dadurch geschieht die Entkalkung der Tubuluswinde schneller und kann

somit als frithes Anzeichen einer Demineralisation angesehen werden [26]. Da die gemessenen
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Erosionstiefen nach Spiilung mit EZP stets viel niedriger waren als beim Kontrollversuch,
konnten die in der Literatur beschriebenen erosionsprotektiven Eigenschaften von EZP eindeu-
tig verifiziert werden. Nichtsdestotrotz konnten mittels TEM keine morphologischen Verdnde-
rungen der Pellikel nachgewiesen werden. Die EZP-modifizierte Pellikel war der unmodifizier-
ten Pellikel der Kontrollversuche &hnlich und im Vergleich zur Tanninsdure-modifizierten Pel-

likel schmaler und weniger elektronendicht.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen in vergangenen Studien konnten keine nennenswerten Zinn-
Anteile bei weiteren Nachuntersuchungen der Préparate auf ihr elementare Zusammensetzung
nachgewiesen werden. In Studien ohne vorangegangene Pellikelbildung bildete sich auf
Schmelz-PK eine diinne zinnhaltige Schicht nach Zinnapplikation [4,17]. Auf Dentin fiihrten
Zinnapplikationen zur Bildung zinnhaltiger Prézipitate [26]. In letztgenannter Studie konnte
gezeigt werden, dass sich Zinnkomplexe nach Demineralisation sowohl in die freiliegende or-
ganische Matrix einlagern konnen, aber auch vollstdndig durch diese Matrix diffundieren und
sich im darunterliegenden mineralisierten Dentin anreichern [26]. Die Erkenntnisse der Litera-
tur konnten in dieser Studie somit nicht abgebildet werden. Einzig die Pellikel konnte fiir die
negativen Ergebnisse als Erkldrung dienen, da oben genannte Studien keine vorausgehende
Pellikelbildung auf den PK aufwiesen. Die Pellikel fungiert moglicherweise als Barriere fiir die
Zinnionen und verhindert dadurch ihre Diffusion und Prézipitation [40]. Hier besteht weiter
Forschungsbedarf, da die Mechanismen die fiir die erosionsprotektiven Effekte des Zinns ver-

antwortlich sind bislang unzureichend untersucht wurden.

5.3 Schlussfolgerungen

Die kommerziell erhédltliche Mundspiillosung Elmex Zahnschmelz Professional ist ein potenti-
elles Préparat fiir die Pravention von Erosionen am Dentin. Dahingegen zeigten die Tannin-
sdure- und Hopfenldsung nur schwache erosionsprotektive Effekte. Der Saureangriff fiihrte bei
allen untersuchten Préparaten zur Demineralisation des Dentins. Die Demineralisationszone
stellte sich als schwach elektronendichter Bereich, der aus dem Kollagennetzwerk und gelosten
Hydroxylapatit-Kristalliten besteht, dar. Die Verteilung der Kristallite war randomisiert, mit
Ballungen im Bereich der inneren und &ufleren Grenzen der Demineralisationszone, weshalb
die Demineralisationszonen kein einheitliches Muster aufwiesen. Die dafiir verantwortlichen
Prozesse gilt es in Zukunft weiter zu erforschen, um daraus einen moglichen Nutzen fiir die

Erosionsprivention und -therapie zu ziehen.
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molecular weight
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assay

Wasser (%) KF 7.5-9.0 8.5

water

Sulfatasche (%) max. 0.1 <0.05

sulfated ash

Identitit IR entspricht entspricht
identity corresponds corresponds
Mindesthaltbarkeit 30.06.2021

minimum shelf life

Lagerung (°C) +15 bis/ to +30
storage
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Datenblatt Tanninsdure-Pulver

S ’ GMA _A L D H ' C H : sigma-aldrich.com

3050 Spruce Street, Saint Louis, MO 63103, USA
Website: www.sigmaaldrich.com

Email USA: techserv@sial.com

Outside USA: eurtechserv@sial.com

Product Specification

Product Name:

Tannic acid
Product Number: W304204
CAS Number: 1401-55-4
Formula: C76H52046 §
Formula Weight: 1,701.2 g/mol
TEST Specification
Appearance (Color) Light Beige to Dark Beige to Dark Brown
Appearance (Form) Powder
Infrared spectrum Conforms to Structure
Carbon 45.5 - 61.6 %
Water (by Karl Fischer) < 10.0 %
Arsenic (As) < 3 ppm
Cadmium (Cd) < 1 ppm
Mercury (Hg) < 1 ppm
Lead (Pb) < 10 ppm
Expiration Date Period e
60 Months

Specification: PRD.3.ZQ5.10000076725

Sigma-Aldrich warrants, that at the time of the quality release or subsequent retest date this product conformed to the information contained in
this publication. The current Specification sheet may be available at Sigma-Aldrich.com. For further inquiries, please contact Technical Service.
Purchaser must determine the suitability of the product for its particular use. See reverse side of invoice or packing slip for additional terms
and conditions of sale.
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Anhang

Datenblatt Hopfen CO2-to Extrakt

Rohstoff:

Herstellung:

D/E - Verhaltnis:

Sensorische
Beschreibung:

Zusammensetzung:

Inhaltsstoffe:

Kennzeichnung:

Verwendung:

FLAVEX Naturextrakte GmbH
Nordstr. 7, D-66780 Rehlingen

SGS SGS
m

=
150 9001
S

AAR

150 14001

SAAR

since 1986

FLAVIZS

Allgemeine Spezifikation

Hopfen CO2-to Extrakt
Typ Nr. 081.002

Version Nr.081.002_08_S, Datum: 27.05.2020

Humulus lupulus - Bliten =
Hopfenzapfen,getrocknet

Hergestellt durch Hochdruckextraktion mit natirlicher Quellkohlensaure, daher keine
Lésungsmittelriickstande und keine Rickstande von anorganischen Salzen und Schwermetallen,
keine vermehrungsféhigen Keime [1].

3,5 - 4,0 kg Hopfenzapfen ergeben 1 kg Produkt.

Grin-brauner, bei Raumtemperatur pastdser Extrakt.

100 % Hopfen CO2-to Extrakt

Summe der Humulone (alpha S&uren): 38 - 58 %: zusammengesetzt aus: 28 - 43 % n- +
Adhumulon und 10 - 15 % Cohumulon, Summe der Lupulone (beta S&uren): 16 - 30 %:
zusammengesetzt aus: 9 - 16 % n- + Adlupulon und 7 - 14 % Colupulon.

Fir Lebensmittel:
Aromaextrakt oder Hopfenextrakt

Fir Nahrungserganzungsmittel:
Hopfenextrakt

Fir Kosmetik:
INCI-Name: Humulus Lupulus Extract, CAS-Nr. 8060-28-4, EINECS-Nr. 232-504-3

Traditionelle Anwendung:

Hopfenextrakte werden in pflanzlichen Arzneimitteln gegen Befindungsstérungen, wie Unruhe,
Angstzustande und Schlafstérungen eingesetzt. Zudem wird Hopfen in der Volksmedizin
auBerlich zur Behandlung von Hautverletzungen und innerlich bei Blasenentziindungen
verwendet [2].

Flr Lebensmittel:

Hopfenextrakte werden vor allem in der Bierindustrie zur Aromatisierung und Konservierung
eingesetzt. Aufgrund seines charakteristischen Aromas kann der Extrakt aber auch in Getranken,
SiRwaren, Backwaren oder Milchprodukten verwendet werden.

Fur Nahrungserganzungsmittel:
Aufgrund seiner physiologischer Wirkung und traditionellen Anwendung eignet sich der
Hopfenextrakt auch zur Verwendung in Nahrungserganzungsmittel [3].

Fon +49 (0)6835 91950
Fax +49 (0)6835 919595

E-Mail: info@flavex.com
http://iwww.flavex.com
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Fur Kosmetik:

Der Extrakt kann in Parfums mit aromatisch, krautigen Noten verwendet werden. Hopfen verleiht
zudem dunklem Haar einen schénen Glanz und ist daher auch gut fir den Einsatz in
Haarpflegeprodukten geeignet [4]. Aufgrund der guten Wirksamkeit gegen grampositive Bakterien
eignet sich der Hopfenextrakt auch gut als Zusatzstoff fir desodorierende Seifen, Duschgels,
Deo-Sticks und Aerosol-Sprays, da grampositiven Bakterien fir unangenehme Korpergeriiche
verantwortlich sind [5].

Version Nr. 081.002_08_S, Datum: 27.05.2020

Handhabung: Vor Gebrauch mischen!
Die konzentrierten FLAVEX-Extrakte sind Grundstoffe fiir die Produktformulierung. Sie sind daher
im Lebensmittelbereich nicht zum direkten Verzehr, im Kosmetik-, Parfim- und
Aromatherapiebereich nicht zur direkten Anwendung auf die Haut gedacht. Von Kindern
fernhalten!

Haltbarkeit: Unangebrochene Gebinde sind ohne Qualitatsverlust, unter Ausschluss von Licht und bei
folgender Lagerung, mindestens 5 Jahre haltbar:
Kdhl, trocken und unter Schutzgas lagern!

Transport: Kein Gefahrgut im Sinne der Transportvorschriften.

REACH - Status: Der Stoff wurde registriert unter folgender Nummer: 01-2120766018-52-xxxx

Zertifizierung: - HALAL zertifiziert durch HCS (Halal Certification Services)
- KOSCHER zertifiziert durch KLBD (Beth Din Kashrut Division)

Konformitat: Das Produkt entspricht den Anforderungen der VO (EG) Nr. 1334/2008 iber Aromen und den
Anforderungen der VO (EG) Nr. 1223/2009 Uber kosmetische Mittel in der derzeit giiltigen
Fassung.

Literatur: [1] P. Manninen, E. Haivala, S. Sarimo, H. Kallio, Distribution of microbes in supercritical CO2 extraction of sea buchthorn
(Hippophae rhamnoides) oils, Zeitschrift fiir Lebensmitteluntersuchung und -Forschung / Springerverlag (1997) 204:
202-205

[2] F.C. Czygan, D. Frohne, Chr. Héltzel, A. Nagell, P. Pachady, H.J. Pfander, M. Wichtl, g. Willhuhn, W. Buff, Teedrogen
und Phytopharmaka, 3. Auflage., Stuttgart: Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft GmbH 1997

[3] Committee on Herbal Medicinal Products (HMPC), European Medicines Agency (EMA), Assessment report on
Humulus lupulus L., flos, (2014) EMA/HMPC/418902/2005

[4] Wolfgang Blascheck u.a. (Hrsg.), HagerROM 2017, Hagers Enzyklopadie der Arzneistoffe und Drogen, Suttgart:
Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft Stuttgart, 2017

[5] Langezaal CR et al., Antimicrobial Screening of essential oils and extracts of some Humulus lupulus L.cultivars,
Pharmceutisch Weekblad. Scientific Ed. 14, 353, 1992

Haftungsausschluss:

Diese Spezifikation wurde nach bestem Wissen und Gewissen zur Kundeninformation erstellt, aber unter Ausschluss jeglicher Gewahrleistung,
insbes. beziglich der Verletzung von Eigentumsrechten dritter Seite durch die Verwendung des Produkts. Die Aussagen zur Verwendung basieren
auf Literaturangaben und haben informellen Charakter. Die Aussagen wurden nicht von den zusténdigen Behérden bewertet und sie beziehen sich
nicht auf Fertigprodukte. Der Vermarkter eines Fertigproduktes, das einen FLAVEX Extrakt als Bestandteil enthalt, ist verantwortlich dafiir, dass die
Produktaussagen rechtméagig sind und die geltenden Gesetze und Vorschriften des Landes, in dem das Produkt verkauft wird, eingehalten werden.

FLAVEX Naturextrakte GmbH Fon +49 (0)6835 91950 E-Mail: info@flavex.com
Nordstr. 7, D-66780 Rehlingen Fax +49 (0)6835 919595 http://iwww.flavex.com
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